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Einleitung 1

1. Einleitung und Fragestellung

1.1. Vorwort

Die Untersuchungsergebnisse der vorgestellten Dissertationsarbeit basieren auf der
experimentellen Datenerhebung im Zeitraum September 1996 bis Februar 1998 im
klinischen Sonderforschungsbereich 547 ,Kardiopulmonales Gefal3system* der Jus-
tus-Liebig-Universitat GieRen unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. med. Werner
Seeger.

Ziel dieser Untersuchungen war es, pathophysiologische Grundlagen im Rahmen
des Ischamie- und Reperfusionsmodells an der isolierten Kaninchenlunge zu erfor-
schen. Im Speziellen wurde nach einem Zusammenhang zwischen der Verflugbarkeit
von Stickstoffmonoxid und der Schwere des postischdmischen Gewebsschadens
gesucht. So sollten mdgliche Ansatze fir neue Strategien der Organpraservation im
Rahmen der Lungentransplantation aufgezeigt werden. Die gewonnen Daten waren
Grundlage der Publikation ,Endogenous Nitric Oxide Synthesis And Vascular Lea-
kage In Ischemic-Reperfused Rabbit Lungs®, die 2001 im American Journal of Respi-
ratory and Critical Care Medicine 164, Seiten 412-418 verdoffentlicht wurden.

1.2. Einfihrung: Auftreten und Folgen von Ischdmie- und Reperfusions-

ereignissen im menschlichen Organismus

Kommt es im menschlichen Kérper zu einer unzureichenden Durchblutung von Or-
ganen, so stellt dies, abhangig von der Lokalisation im Organismus, eine deutliche
Beeintrachtigung der korperlichen Integritat dar. Diesen Zustand bezeichnet man als
Ischamie. In der Folge wird das abhangige Gewebe nur unzureichend mit Sauerstoff
und Nahrstoffen versorgt. Weiterhin bedingt die gestorte Perfusion einen unzurei-
chenden Abtransport und damit Kumulation der anfallenden Stoffwechsel-Endpro-
dukte. Kommt es z.B. nach einer PTCA zur Wiedererdffnung des Gefaldverschlusses
und damit zur Reperfusion, werden diese Valenzen ausgeschwemmt. Ein Ischamie-
ereignis kann die Ursache schwerwiegender Funktionsstérungen im Rahmen von

kardio-, zerebro- und pulmonal-vaskularen Erkrankungen sein.



Einleitung 2

Grundsatzlich qilt es, zwischen einer relativen und einer absoluten Ischamie zu
unterscheiden. Die vorgestellte Dissertationsarbeit beschéaftigt sich zwar mit den
Phanomenen der absoluten Ischamie, zur Vollstandigkeit sei aber auch kurz die rela-
tive Ischamie skizziert:

Eine relative Ischamie entsteht zumeist auf Grundlage einer sich langsam entwi-
ckelnden, progredienten Arteriosklerose. Die Einengung der arteriellen Gefal3e fuhrt
hierbei zu Stenosen. Beschwerden werden hierbei typischerweise zunadchst unter
korperlicher Belastung beklagt, wenn die Stenose den Blutfluss so stark kompromit-
tiert, dass der tatsachlich bendétigte Blutfluss die Einengung nicht mehr passieren
kann. Typische Krankheitsbilder in diesem Zusammenhang sind die koronare
Herzerkrankung (KHK), die zerebrovaskulére Insuffizienz oder die periphere arterielle
Verschlusskrankheit (pAVK).

Im Gegensatz hierzu stellt die absolute Ischamie ein zumeist akutes, oft lebensbe-
drohliches Ereignis mit dem kompletten Verschluss eines oder mehrerer arterieller
Gefal3e dar. Grundlegend kommen hier drei pathologische Mechanismen zum Tra-
gen:

1.) Ein ventdses embolisches Ereignis: Das Ausschwemmen eines Thrombus
aus einer tiefen Bein- oder Beckenvene kann z.B. zur Lungenembolie fuhren.

2.) Eine arterielle Thrombembolie: Im Rahmen von Herzrhythmusstdrungen, wie
z.B. beim Vorhofflimmern kann ein Vorhofthrombus entstehen, der mit dem
Blutfluss ausgeschwemmt wird und peripher ein arterielles Gefal3 verlegt. Die
Folge kann z.B. ein zerebraler Schlaganfall sein.

3.) Auf der Grundlage einer Gefal3wandlasion (z.B. eines arteriosklerotischen
Plagues) kann es zur Thrombozytenauflagerung kommen. Das plasmatische
Gerinnungssystem wird aktiviert, die initialen Blutplattchen werden mit Fibrin
Uberdeckt. Vorbeischwimmende Erythro- und Leukozyten heften sich an und
der Kreislauf beginnt von vorne. Letztlich endet dieser Kreislauf im komplet-
ten Gefaldverschluss durch einen gemischten Abscheidungsthrombus (VIR-
CHOW-Trias).

In der Folge einer unterbrochenen Durchblutung kommt es zur Gewebshypoxie mit
Reduktion der oxidativen Phosphorylierung, zur Einleitung der anaeroben Glykolyse,

dem darin begrindeten Versagen einer ausreichenden Resynthese des energierei-
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chen Adenosin-Triphosphats (ATP), zur Stérung der lonen-Pumpen und Transport-
funktionen fir Glucose und Laktat, zum Auftreten von freien Radikalen, zur mito-
chondrialen Dysfunktion, zur Freisetzung von immunologischen Faktoren und in-
flammatorischen Zytokinen; und letztlich resultiert eine acidotische Stoffwechsellage
im betroffenen Gewebe. Auf diese Weise entstehen Endothelzelllasionen an der Ge-
falkwand, die zur Erh6éhung der mikrovaskuldaren Permeabilitat fihren. Konsekutiv
kommt es zur Flussigkeitsverschiebung in das paravasale Kompartement - zur
Odembildung.

Nach Ablauf einer organspezifischen Ischamietoleranz stellen sich irreversible Ge-
webeschaden ein. Durch Einleitung von Apoptose und Nekrose kommt es zum
nachfolgenden Zelluntergang. Abhangig vom Umfang und der Bedeutung des Ge-
websverlustes fur die Organfunktion gestaltet sich der weitere Verlauf. So kann bei-
spielweise ein proximaler Verschluss eines Herzkranzgefal3es zum ventrikularem
Pumpversagen fuhren oder eine fulminante Lungenembolie eine massive respiratori-
sche Insuffizienz bedingen. In diesen Fallen ist oftmals ein letaler Ausgang unab-
wendbar. Ist der eingetretene Funktionsverlust jedoch kompensierbar, so folgt in Ab-
hangigkeit vom Versorgungstyp des Organs (arterielle Doppelversorgung z.B. vasa
privata und publica oder kaskadenartige Blutversorgung) die Ausbildung einer Koa-
gulations- oder Kolliquationsnekrose, die anschlieRende Organisation dieser, die
Ausbildung von Granulationsgewebe und letztlich resultiert Narbengewebe mit dem
Verlust der organspezifischen Eigenschaften (RIEDLE/SCHAEFER [1]).

Zur Abwendung einer vitalen Bedrohung und zur Reduktion des zu erwartenden Ge-
websschadens wird im Fall eines akuten GefalRverschlusses die schnellstmdgliche
Wiedereroffnung des verschlossenen Gefal3es angestrebt. Hierzu kommen die
pharmakologische Lyse-Therapie (mit Strepto-/Urokinase, APSAC, t-PA oder r-PA),
die interventionelle Gefal3dilatation (z.B. die PTA), die operative Embolektomie bzw.
Thrombendarteriektomien (TEA) oder die Bypassoperation in Betracht. Nach gelun-
gener Wiedererdffnung eines GefalRverschlusses kommt es zur Reperfusion des
Gewebes. In Abhangigkeit von der Ischamiezeit werden mit erneuter Perfusion saure
Valenzen, Stoffwechselendprodukte, autolytische Komponenten, intrazellulare En-
zyme und Zelldetritus mit dem Blutkreislauf in den Organismus geschwemmt. Dies
kann zu systemischen Reaktionen wie Arrhythmien oder Entziindungsreaktionen fuh-

ren.



Einleitung 4

Von besonderem Interesse sind die pathophysiologischen Grundlagen von Ischamie
und Reperfusion im Zusammenhang mit Organtransplantationen zu sehen. Hierbei
bedingt die Organentnahme eine unvermeidbare absolute Ischamie und nach der
Reimplantation kommt es mit der Freigabe des Blutflusses zur Reperfusion.

Gerade durch die verbesserten Mdglichkeiten der pharmakologischen Immunsup-
pression z.B. durch Dreifach-Kombinationen von Glukokortikoiden mit Azathioprin
(Imurek®) bzw. Mycophenolatmofetil (Cellcept®) und Cyclosporin (Sandimmun®) oder
Tacrolimus (Prograf®) [2] stellt die Organtransplantation heutzutage eine tragfahige
therapeutische Alternative dar und ist mit einer akzeptablen Lebensqualitat fur den
Patienten verbunden.

Leider sind aufgrund eines relativen Organmangels und der begrenzten Organspen-
den allein in Deutschland etwa 12.000 Patienten auf Transplantationswartelisten ver-
merkt. Etwa 9.000 Patienten warten allein auf eine Nierentransplantation. Insgesamt
konnten im vergangenen Jahre 253 Lungentransplantationen in Deutschland durch-
gefuhrt werden, wahrend allerdings 396 Patienten neu zur Transplantation angemel-
det wurden. (Die Daten beziehen sich auf das Jahr 2006 und entstammen der Deut-
schen Stiftung Organtransplantation (DSO)). Rund ein Drittel dieser Patienten ver-
stirbt noch vor einer mdglichen Transplantation [3]. Umso entscheidender ist es da-
her, eine optimale Organpréaservation fir die unvermeidbare Ischamiezeit wahrend
des Transports zu finden und ein Spenderorganversagen (primary graft failure) nach
Implantation zu vermeiden. Ein solches Organversagen nimmt bei Lungen- und
Herzverpflanzungen trotz intensivmedizinischer Bemihungen haufig einen letalen
Ausgang. ZENATI et al. [4] beschrieben einige Beispiele von drohendem schweren
Lungenorganversagen unmittelbar nach der Transplantation (primary severe donor
lung dysfunction). Mit Hilfe eines zeitlich befristeten Einsatzes eines extrakorporalen
Membranoxygenators konnte er in einigen Fallen ein Transplantatversagen und so-
mit den Tod des Patienten abwenden. CHRISTIE et al. [5] betrachteten retrospektiv
100 lungentransplantierte Patienten. Hierbei kam es in 15% der Falle zum priméaren
Transplantatversagen. Eine hyperakute Abstol3ungsreaktion konnte nach histologi-
scher Aufarbeitung ebenso wenig fur diese Reaktion verantwortlich gemacht werden
wie andere pradisponierende Faktoren (z.B. eine verlangerte Ischamieperiode, ein
HLA-missmatch oder Vorerkrankungen der Patienten). Letztlich vermutete man einen
Ischamie-/ Reperfusionsschaden und der Ruf nach verbesserten Techniken zur Or-

ganpraservation wurde laut. Hiernach suchte PINSKY [6] in tierexperimentellen Herz-
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und Lungentransplantationen an Ratten. Er konnte aufzeigen, dass sich durch eine
Erh6hung der Aktivitat von cAMP und NO / cGMP sowie durch Unterdrickung der
Interaktion zwischen Neutrophilen und den Endothelzellen die Haltbarkeit der Organe

steigern liel3.

In diesem Themenbereich ist die vorgestellte Dissertationsarbeit einzusortieren. Es
ist von entscheidender Bedeutung, die komplexe Pathophysiologie des Ischamie-
und Reperfusionssyndroms genauer zu untersuchen und zu verstehen. Nur so erge-

ben sich kausale Ansatze auf der Suche nach neuen Interventionsstrategien.

Die vorliegende Dissertationsarbeit beschaftigt sich daher mit einem bislang unge-
klarten Aspekt des pulmonalen Ischamie-/ Reperfusions-Syndroms — der Rolle des
endogenen Stickstoffmonoxids fur den pulmonalen Ischamie-/ Reperfusionsschaden

im Modell der isolierten Kaninchenlunge.

1.3. Pulmonale GefaRRregulation, Pathophysiologie des pulmonalen Ischamie-

und Reperfusionsschadens und Ubersicht zum Stand der Forschung

Das einschichtige Gefaliendothel spielt im Rahmen der pulmonalen Gefaliregulation
eine bedeutende Rolle. Zum einen bildet es die anatomische Grenze zwischen dem
zirkulierenden Blut und der Gefallwand, zum anderen ist es in der Lage, Mediatoren
zu synthetisieren, die Gefaltonus und -wachstum regulieren und die Thrombozyten-
aggregation beeinflussen. So bewirken z.B. Prostazyklin (PGl,) und Stickstoffmono-
xid (NO) eine Vasodilatation und hemmen die Thrombozytenaggregation. Endothelin
verursacht im Gegensatz hierzu eine Vasokonstriktion. Auf diese Weise wird das
GefalRkaliber dem bendtigten Blutfluss angepasst (siehe Kap.1.3.4. und 1.3.6.).

Endogenes NO wird von den Endothelzellen aus der Guanidinogruppe der Amino-
saure L-Arginin durch NO-Synthasen synthetisiert (PALMER et al. [7], SAKUMA et
al. [8]). Ausgelost durch die mechanische Scher- bzw. Schubspannung des vorbei-
stromenden Blutes oder rezeptorvermittelt z.B. durch Acetylcholin, Serotonin und
Histamin kommt es zur Stimulation der NO-Synthasen und anschlie3end zur Libera-

tion des gasformigen NOs.
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Endothelzelllasionen bedingen einen lokalen NO-Mangel. Es kommt zur Wirkungs-
umkehr von Acetylcholin, Serotonin und Histamin mit nun vasokonstriktiver und ag-
gregationsfordernder Wirkung. Ebenso kann es unter pathologischen Bedingungen
wie z.B. im Rahmen einer bakteriellen Sepsis zu einer veranderten NO-Synthese
kommen (BACHETTI et al. [155]).

Besonders sensibel stellt sich die pulmonale Zirkulation gegentber Ischdmie-/ Re-
perfusionsereignissen dar, wie sie z.B. bei der akuten Lungenembolie oder im Rah-
men von Lungentransplantationen auftreten kénnen. Bereits nach kurzer Ischamie-
zeit kommt es zur Stérung der Mikrozirkulation. Die Folgen werden allerdings erst
nach erfolgter Reperfusion offenkundig: Eine ausgepragte pra- und postkapillare Va-
sokonstriktion ist zu Beginn der Reperfusionsphase zu beobachten, woraus ein ha-
modynamisch relevanter pulmonaler Hypertonus resultiert, wie dies GILROY et al.
[12] mit Hilfe von in vivo-Versuchen an Schaflungen demonstrierten konnten. So ver-
muteten ALLISON et al. bereits 1990 [13], dass es durch eine Widerstandserhéhung
im Bereich der postkapillaren Venolen zu einer Erhdhung des Filtrationsdruckes im
Kapillarbett mit konsekutiver Odembildung kommen konnte. Die auftretende Flussig-
keitsextravasation ist allerdings nicht nur als Folge eines erhéhten Filtrationsdruckes
zu verstehen, sondern vor allem auch Ausdruck einer ausgepragten Stoérung der ka-
pillar-endothelialen Schrankenfunktion (siehe Kap. 1.3.5.). BISHOP et al. [14] vermu-
teten, dass diese Schéadigung bereits wahrend der Ischamieperiode, also noch vor
der Reperfusion entsteht. ROSE et al. [15] zeigten in diesem Zusammenhang eine
Schadigung der alveolo-epithelialen Barriere durch reaktive Sauerstoffmetabolite
(ROS, siehe Kap. 1.3.2.) auf und konnten einen protektiven NO-Effekt unter oxidati-
vem Stress erkennen. In welchem Umfang Ischamie und Reperfusion dartber hinaus
eine gesteigerte Permeabilitdt der alveolo-epithelialen Schrankenfunktion induziert,
ist zurzeit Gegenstand intensiver Forschung. Sicher erscheint, dass die Integritat
dieser Schrankenfunktion fir die Regulation des pulmonalen Flissigkeitshaushalts
von wesentlicher Bedeutung ist (siehe Kap.1.3.5.).

Die oben aufgefuihrten Veranderungen kénnen zu einer hochgradigen Beeintrachti-
gung des Gasaustausches und einer Stérung der Ventilations-Perfusions-Verteilung
mit Zunahme des Shuntflusses fuhren (HERMLE et al. [16]). Klinisch kann sich so
das Vollbild des ARDS entwickeln.
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Wesentliche Faktoren, die nach heutigem Kenntnisstand in einen pathogenetischen
Zusammenhang mit dieser Form des Lungenversagens gebracht werden, sind Ge-
genstand der derzeitigen Forschung und werden im Folgenden kurz zusammenge-

fasst:

1.3.1. Rolle der neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten (PMN) spielen in Organen wie Herz, Leber, Darm und
Niere in vivo eine wichtige Rolle bei der Genese des Reperfusionsschadens. Insbe-
sondere wahrend der IschAmiephase kommt es zur Expression von Adhéasionsfakto-
ren auf der endothelialen Oberflache der betroffenen Gefalle. Nach Reperfusion re-
sultiert daraus eine verstarkte Interaktion zwischen den zirkulierenden Granulozyten
und dem mikrovaskularen Endothel.

Da die Lunge eine groRe Kontaktflache zur Aul3enwelt aufweist, wird sie mit einer
Vielzahl korperfremder Noxen konfrontiert. Daher besitzt sie einen ausgedehnten
Marginalpool an neutrophilen Granulozyten und somit schon wahrend einer Ischa-
miephase ein ausgepragtes pro-inflammatorisches Potenzial. Untersuchungen von
SEIBERT et al. [17] an isolierten Rattenlungen deuteten bereits auf eine wichtige
Rolle dieses stationaren Zellkollektivs fur das pulmonale Ischamie-/ Reperfusions-
syndrom hin. In der Reperfusionsphase scheint es zu einer weiteren Expansion des
mikrovasalen Sequestrationspools durch zirkulierende Granulozyten zu kommen.
Vermutlich bestehen funktionelle Unterschiede zwischen dem pré-existenten Granu-
lozytenpool und dem in der Reperfusionsphase rekrutierten Expansionspool. Die
pulmonal sequestrierten Granulozyten kdnnen durch lokalisierte Freisetzung von re-
aktiven Sauerstoffspezies (ROS), proteolytischen Enzymen, Zytokinen und Lipidme-
diatoren unmittelbar zytotoxische, aber auch systemische Effekte mit sekundarer Ak-
tivierung pro-inflammatorischer Zellen entfalten. Untersuchungen an verschiedenen
in vitro Reperfusionsmodellen haben gezeigt, dass sich die mikrovaskulare Rekrutie-
rung von zirkulierenden neutrophilen Granulozyten durch die Blockade der Adhasi-
onsmolekule mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern unterdricken lasst. So konnten
MOORE et al. [18] eine Verminderung des pulmonalen Reperfusionsschadens errei-

chen.



Einleitung 8

Um die oben beschriebenen Interaktionen durch zirkulierende zellulare Blutbestand-
teile zu vermeiden, wurde im Rahmen der vorgelegten Arbeit ein blutfrei perfundier-

tes isoliertes Organmodell verwandt.

1.3.2. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Unter dem Begriff reaktive Sauerstoffspezies subsummiert man Superoxid (O),
Wasserstoff-Peroxid (H20,), Hydroxyl-Radikale (OH") und Peroxinitrit (ONOQ"). Unter
physiologischen Bedingungen werden sie u.a. im Rahmen von inflammatorischen
Reaktionen nach Aktivierung von neutrophilen Granulozyten (PMN) und Makropha-
gen wahrend der eingeleiteten Phagozytose freigesetzt.

Allerdings kommt es nicht nur im Rahmen der Phagozytose zum Auftreten von ROS.
Auch unter den Bedingungen des Ischamie-/ Reperfusionssyndroms wurde ihr Er-
scheinen beschrieben. So wird in vielen Organen ihrer Anwesenheit eine zentrale
Bedeutung bei der Genese von Zellschaden unter anoxischen Bedingungen zuge-
sprochen. Ebenso geht man davon aus, dass sie im Zusammenhang mit dem pul-
monalen Ischamie-/ Reperfusionssyndrom eine wichtige Rolle in der Entstehung des
Ischamie-/ Reperfusionsschadens einnehmen (HAMMOND et al. [19], BULKLEY
[20], GRISHAM et al. [21], BOSTEK [22], ANTONACI et al. [23]).

Grundsatzlich besteht Ubereinstimmung darin, dass die unten benannten Enzym-

systeme in der Lage sind, ROS zu synthetisieren. Ungeklart ist allerdings, welche

Bedeutung den einzelnen Enzymsystemen in diesem Zusammenhang zuzuordnen

ist:

a) Unter hyperoxischen Bedingungen der Lunge ist die Cytochrom p450-Oxidase
in der Lage, Superoxid-Anionen zu generieren. Inwieweit und in welchem
Umfang dieses Enzym unter pulmonalen Ischamie-/ Reperfusionsbedingun-
gen Superoxid produziert, ist nach derzeitigem Forschungsstand nicht geklart.

b) Unter anoxischen Bedingungen und gleichzeitigem ATP-Mangel, wie es bei
pulmonaler Ischamie und Reperfusion der Fall ist, entstehen durch die Xan-
thin-Oxidase bei der Reaktion von Hypoxanthin zu Xanthin sowie der Folgere-
aktion zur Harnsaure (Urat) freie Sauerstoffradikale (BOSTEK [22], ZHAO et
al. [24]).
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c)

d)

Eine besondere Bedeutung kommt der in Leukozyten und in pulmonalvaskula-
ren Endothelzellen lokalisierten NADPH-Oxidase zu. AL-MEHDI et al. [25]
zeigten, dass die endotheliale NADPH-Oxidase auch unter den Bedingungen
einer normoxischen Ischamie ROS generieren kann. Von besonderer Bedeu-
tung in diesem Zusammenhang ist die Fahigkeit von NO, die Entstehung der
NADPH-Oxidase in Leukozyten zu hemmen (FUJII et al. [26]). Weiterhin kon-
nen NO-induzierte Nitrosothiole eine Translokationshemmung von Unterein-
heiten der NADPH-Oxidase bewirken. Inwieweit man daher NO einen protek-
tiven Effekt im Rahmen der Generierung des Ischamie-/ Reperfusionsscha-
dens zusprechen muss, ist unklar.

Weiterhin ist neben der NO-Produktion eine Superoxid-Anionen Bildung durch
die endotheliale NO-Synthase maglich. VASQUEZ-VIVAR et al. [27] konnten
zeigen, dass die balancierte Produktion beider Radikale offenbar vom
Kofaktor Tetrahydrobiopterin abhangig ist, der eine Kopplung zwischen
NADPH-Verbrauch und L-Arginin-Oxidation bewirkt. Auf diesem Wege syn-
thetisiertes NO kann durch den NO-Synthase Inhibitor N-Nitro-L-Arginin (L-
NAME), wohl aber nicht durch N-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) gehemmt
werden. Die Bedeutung dieses Mechanismus im Rahmen der Ischamie-/ Re-
perfusion ist unklar.

Ebenfalls ist die mitochondrale Atmungskette dazu in der Lage, ROS unter
Hypoxie-Bedingungen zu bilden. Hierbei entsteht bei der Reduktion von Sau-
erstoff (O,) Superoxid (O anstelle von Wasser (H,O) (CHANDEL et al. [28]).

Uneinigkeit besteht ebenfalls in der Frage, zu welchem Zeitpunkt die ROS gebildet

werden. Vorstellbar ist zum einen die Generation noch wahrend der Ischamie unter

hypoxischen oder anoxischen Bedingungen, zum anderen ware die Entstehung nach

hyp-/ anoxischer Ischamie unter normoxischen Bedingungen zum Zeitpunkt der Re-

perfusion denkbar.

Ebenso wurden mdgliche Schadigungsmechanismen von einigen Arbeitsgruppen

naher untersucht. Leider liegen bisher nur wenige Ergebnisse aus neueren Arbeiten

vor. Der genaue Mechanismus, wie die vom Sauerstoff abstammenden Radikale und

ihre Metabolite die Zelle und ihre Barriere schadigen, ist somit noch nicht eindeutig

geklart. Vermutlich kénnen die ROS die Zelllyse, die Lipidperoxidation, die Aktivie-
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rung der Guanylatzyklase und die Inhibition und Abkopplung zellularer Membran-
enzyme bewirken. Besonders das Hydroxyl-Radikal (OH) weist eine intensive
Reaktivitat und Zytotoxizitat auf, so HEFFNER et al. [29]. Wasserstoff-Peroxid (H205)
bewirkt an den Alveolarepithelzellen in subletaler Konzentration eine Verminderung
der Surfactant-Phosphatidylcholin-Biosynthese und fihrt zur Hydrolyse von Phos-
phatidylcholin. H,O, bewirkt auch eine intrazellulare Reduktion von Adenosintri-
phosphat (ATP) und fuhrt in hohen Konzentrationen zur Zelllyse (RICE et al. [30],
CRIM et al. [31], RHEE [32]). Ebenfalls beschrieb MEEHAN et al. [33] das Auftreten

von DNS-Schaden unter dem Einfluss von H,O».

Weiterhin besitzen die Alveolarepithelzellen der Lunge antioxidative Schutzmecha-
nismen. Deren Aufgabe es ist, die Formation freier Radikale zu verhindern, Oxidan-
tien in weniger toxische Produkte zu konvertieren, reaktive Produkte zu komparti-
mentieren und so von vitalen Zellstrukturen fernzuhalten sowie molekulare Schaden
zu reparieren. Hierzu dienen u.a. das vorwiegend in Peroxysomen vorkommende
Katalase-System, das vorwiegend im Zytosol lokalisierte Glutathion-Redoxsystem
und das Superoxid-Dismutase-System. Die drei Enzymsysteme missen als komple-
mentar angesehen werden und schiitzen sich auch gegenseitig vor einer Inaktivie-
rung durch ROS. So kann z.B. H,0, die SOD, O, die Funktion der Katalase und Pe-
roxidase blockieren (HEFFNER et al. [29], FANTONE et al. [34], KIM et al. [35]).

Inwieweit durch Ischamie-/ Reperfusionsphanomene ein fein ausbalanciertes Gleich-
gewicht der einzelnen reaktiven Sauerstoffspezies ins Wanken gerat und/oder ein
Versagen der zellularen Schutzmechanismen einen Einfluss auf den Ischamie-/ Re-
perfusionsschaden hat, ist bisher nicht geklart. Moglich erscheint, dass ein geschéa-

digtes Schutzsystem die Wirkung auftretender ROS verstarkt.

1.3.3. Einfluss des Komplementsystems

Im Kklinischen Rahmen der Organtransplantation wird der Aktivierung des Komple-
mentsystems ein Beitrag zur Entstehung des primaren Transplantatversagens zuge-
sprochen. Nach Ischamie und Reperfusion kommt es vermutlich vermittelt durch Ad-

hasionsmolekile der Endotheloberflache zur Aktivierung des Komplementsystems.
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Versuche durch BUERKE et al. [36] am Katzen-Herz-Reperfusionsmodell konnten
einen kardioprotektiven Effekt durch Hemmung einer komplementabhangigen Teil-
komponente (durch Zugabe eines Clg-Esteraseinbibitors) vor Reperfusion aufzei-
gen. Ebenso konnten DOBSCHUTZ et al. [37] durch eine Komplementhemmung mit
SCR1 (soluble complement receptor type 1) in in vivo-Versuchen am Rattenpankreas
eine Verbesserung der Mikrozirkulation nach Ischamie aufzeigen. Gleichartige Er-
gebnisse erbrachten Untersuchungen von LEHMANN et al. [38] an Rattenlebern. Die
Komplementblockade mit SCR1 war auch in diesem Modell in der Lage, den Ischa-
mie-/ Reperfusionsschadens deutlich zu reduzieren.

Im Unterschied zu diesen in vivo-Versuchen konnte der Zusatz von Plasma als Kom-
plementquelle zum Perfusionsmedium in dem hier verwandten isolierten Kaninchen-
lungenmodell keine Aggravierung des Reperfusionsschadens bewirken, wie voraus-

gegangene Versuche der Arbeitsgruppe zeigten.

1.3.4. Einfluss von Lipidmediatoren

In der pulmonalen Zirkulation spielen Lipidmediatoren wie Prostaglandine, Leu-
kotriene sowie Thromboxan A, insbesondere unter akut-inflammatorischen Bedin-
gungen wie Sepsis und ARDS, sowie pulmonalem Hypertonus eine wichtige Rolle
(GRIMMINGER et al. [9]). Ausgelost durch Stimulation oder eine Schadigung der
Zellmembran werden aus langkettigen, ungesattigten Fettsauren wie z.B. der Arachi-
donsdure verschiedene Prostaglandinmetabolite mit Hilfe der intrazellularen
Prostaglandinsynthese synthetisiert. Je nach Ursprungsgewebe (z.B. Endothelzellen,
Thrombozyten, Leukozyten) haben diese unterschiedliche, z.T. gegensatzliche Wir-
kungen. Bradykinin, Acetylcholin und Histamin vermdgen die Synthese und Freiset-
zung zu steigern. Prostaglandinderivate kbnnen nicht gespeichert werden. lhre Frei-
setzung erfolgt durch Neusynthese und ihre Halbwertszeit ist sehr kurz (um eine Mi-
nute). Somit ist ihre Reichweite beschrankt (BUDDECKE [39]).

In der pulmonalen Strombahn bewirken Prostaglandin (PGE;) und Prostazyklin
(PGI,) eine starke Vaso- und Bronchodilatation. Prostazyklin hemmt aul3erdem die
Thrombozytenaggregation. Zusatzlich wirken beide Lipidmediatoren antiinflammato-

risch. Eine Hemmung der Adharenz und der Aktivierung von neutrophilen Granulo-
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zyten (Chemotaxis, Generierung von ROS, Degranulation) konnten CHOPRA und
WEBSTER [40] bereits 1988 dokumentieren. PGE; und evtl. auch PGI, kdnnen uber
die Hemmung neutrophiler Effektorfunktionen, mdglicherweise aber auch unabhéan-
gig davon, einer Odembildung entgegenwirken. Auf diese Weise konnten die beiden
Arachidonsauremetabolite auch zu einer effektiveren Konservierung von Spender-
lungen (,Flush" mit Préaservationslosung) im Rahmen von Lungentransplantationen
beitragen (MATHE et al. [41], MONCADA et al. [42], MENCONI et al. [43], SMITH
[44]).

Thromboxan A; ist ein Hauptprodukt des Arachidonsaurestoffwechsels der Thrombo-
zyten (HAMBERG et al. [45]) und spielt eine wichtige Rolle in zahlreichen physiologi-
schen und pathologischen Prozessen. Hauptséchlich bewirkt Thromboxan A, eine
Aktivierung der Thrombozytenfunktion und fihrt zur Kontraktion der glatten Musku-
latur (HAMBERG et al. [45], MONCADA und VANE [42], BHAGWAT et al. [46], HA-
LUSHKA et al. [47], GOODMAN et al. [48]). Auf diese Weise fordert es die Thrombo-
zytenaggregation und bewirkt eine Vaso- bzw. Bronchokonstriktion. Thromboxan A,
ist aufgrund seiner Wirkung als funktioneller Antagonist zu PGIl, und PGE; anzuse-
hen, so BOIE et al. [49]. Thromboxan A, zerféllt sehr schnell (nach etwa 30 Sekun-
den) durch eine spontane, nicht-enzymatische Hydrolyse in das stabile, aber inaktive
Thromboxan B..

Leukotriene sind chemisch den Prostaglandinen und dem Thromboxan verwandt.
Ebenso wie die Prostaglandine werden sie aus Arachidonsaure bzw. Eikosapentaen-
saure synthetisiert. Unter physiologischen Bedingungen sind Leukotriene im wesent-
lichen Mediatoren im Rahmen von allergischen und entziindlichen Reaktionen. Sie
kénnen im systemischen Kreislauf eine Hypotension bewirken und bereits in sehr ge-
ringen Konzentrationen Koronararterien, periphere Pulmonalarterien sowie die peri-
pheren Bronchien durch Kontraktion der glatten Muskulatur verengen (Leukotrien C4
und D,4). Der Abbau der Leukotriene erfolgt in der Lunge, den Nieren und der Leber
(BEROWITZ et al. [50], SAMUELSSON et al. [51], BUDDECKE [39], GOODMAN und
GILMAN [48]).

Eine penibel ausgewogene Balance zwischen diesen Arachidonsaurederivaten stellt

somit einen wichtigen rheologischen sowie vasoaktiven Steuerungsmechanismus
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dar. Sie haben in vivo einen entscheidenden Einfluss auf entzindliche und allergi-
sche Reaktionen und tragen in diesem Rahmen vermutlich in nicht unerheblichen

Maf3e zum Ischamie-/ Reperfusionsschaden bei.

1.3.5. Die alveolo-epitheliale Barrierefunktion

Das Lungenepithel besteht aus den squamésen Typ I- und den kubischen Typ II-Al-
veolarepithelzellen. Ca. 95% der Alveolaroberflache wird durch die Typ I- Alveolar-
zellen ausgekleidet. Durch ihr dinnes, attenuiertes Zytoplasma wird die Diffusions-
strecke zwischen Blut und Alveolarraum verkulrzt und der Gasaustausch erleichtert.
Die Typ ll-Alveolarzellen hingegen beanspruchen nur etwa 5% der Oberflache, se-
zernieren den Surfactant, eine grenzflachenaktive Substanz, die die alveolare Ober-
flachenspannung reduziert und auf diese Weise einer Atelektasenbildung entgegen-
gewirkt. Weiterhin sind sie flir Regenerations- und Reparationsvorgénge in der Alve-
ole verantwortlich (DOBBS [52], MASON und SHANNON [53]).

Fur die Aufrechterhaltung der alveolo-epithelialen Barrierefunktion sind nach bisheri-

gen Erkenntnissen mehrere Systeme verantwortlich:

1.) Durch den transzellularen Weg konnen Flussigkeiten, lonen und Proteine ak-
tiv und passiv transportiert werden (LUCE [54]). Zum einen besitzen hierzu
die Alveolar Typ-ll-Zellen funktionell und strukturell unterschiedliche Membra-
nen an der apikalen und an der basolateralen Seite. Spezifische Proteine
kénnen so den Flissigkeits- und lonentransport regulieren (z.B. Na*-K*-Ka-
nal, Na'-K*-ATPase). So wird beispielsweise durch den transepithelialen Na*-
Transport zur basolateralen Seite die Flissigkeit im Alveolarraum reduziert.
Zum anderen kdénnen Proteine z.B. mit Hilfe des Golgi-Apparts und Endoso-
men transportiert werden (KIM [55], YEAMAN et al. [56]).

2.) Weiterhin kénnen auf parazellularem Weg Stoffe zwischen dem Alveolar- und
Epithelialraum verschoben werden. Dies geschieht mit Hilfe spezieller Zellad-
hasionskomplexe und Zytoskelettorganisationen, die den Zell-Zell-Kontakt
und die Zellverbindung der extrazellularen Matrix beeinflussen kénnen. Hierzu

sind die interzellularen, junktionalen Komplexe der Alveolar Typ-IlI-Zellen ver-
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antwortlich. Sie bestehen aus vier Hauptkomponenten: den zonulae occulen-
tes (tight junctions), den zonulae adhaerentes, den maculae adhaerentes und
den Nexus (gap junctions). Im Wesentlichen regulieren die tight junctions die-
sen parazellularen Stofftransport und sind damit entscheidend an der Auf-
rechterhaltung der epithelialen und endothelialen Barrierefunktion beteiligt.
Physiologische und pathologische Stimuli kbnnen diese Barriere beeinflussen.
Signalmolekiile wie Tyrosinkinasen, cAMP, Ca?*, Proteinkinase C, heterotri-
meres G-Protein und Phospholipase C beeinflussen vermutlich die tight junc-
tions (BARTELS et al. [57], MANDARA [58], ANDERSON et al. [59], BHAT et
al. [60], ANDERSON und VAN ITALIE [61], BALDA und MATTER [62], LUCE
[54]).

Welche Schaden im Rahmen des Ischamie-/ Reperfusionssyndroms auf die Mikro-
zirkulation und die epitheliale Schrankenfunktion entstehen und worin die Ursachen
liegen, wurde in einigen Forschungsprojekten untersucht. So zeigten KHIMENKO et
al. [63] in Versuchen an isolierten Rattenlungen, das der Funktionsféahigkeit des akti-
ven epithelialen Natriumtransportes eine wichtige Rolle zur Antagonisierung des
Ischamie-/ Reperfusionsschadens zukommt. Die Befunde an lungentransplantierten
Patienten durch WARE et al. [64] deuten auf eine Beeintrachtigung des Alveolar-
epithels unter Ischamie-/ Reperfusionsbedingungen hin. An kollabierten ischami-
schen Ratten- und Kaninchenlungen konnten SAKUMA et al. [65] einen positiven
Effekt durch die Applikation von Superoxid-Dismutase (SOD) und N(omega)-Nitro-L-
Arginin Methylester (L-NAME) auf die alveolare Flussigkeitsreabsorption aufzeigen.
Unter hypoxischen Bedingungen sank ebenfalls die Kapazitat des epithelialen Flus-
sigkeitstransports, so SAKUMA et al. [66]. PITTET et al. [67] sahen in den Ergebnis-
sen ihrer Versuche in einem Modell des hamorragischen Schocks der Ratte sogar

Anzeichen dafir, dass alveoldares NO den alveolaren Flussigkeitstransport reduziert.

1.3.6. Rolle des Mediators Stickstoffmonoxid

Bis in die spaten 80iger Jahre spielte Stickstoffmonoxid (NO) in der biomedizinischen

Forschung und der klinischen Praxis lediglich eine marginale Rolle. Bekannt war,

dass NO als toxischer Luftschadstoff bei Verbrennungsvorgangen (z.B. Abgasemis-
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sionen, Zigarettenrauch) entsteht und in hoéheren Konzentrationen zentralnervos
dampfend wirkt, Vergiftungserscheinungen (Schwindel, Benommenheit, Bewusstlo-
sigkeit) auszuldsen vermag, zur Methadmoglobinbildung fiihrt und als Lungenreizstoff
eine Schadigung des Alveolarepithels und eine kapillare Permeabilitdtsstérung bis

hin zum interstitiellen Lungenédem auszulésen vermag (KAROW und LANG [68]).

Erst als IGNARRO et al. [69] und PALMER et al. [70] 1987 den kdrpereigenen, ge-
falerweiternden Stoff EDRF (endothelium-derived-relaxing-factor) identifizierten und
bewiesen, dass es sich hierbei um das Molekil NO handelt, riickte NO néaher in den

Blickpunkt des wissenschaftlichen Interesses.

Inzwischen ist bekannt, dass endogen produziertes NO im menschlichen Organis-
mus eine Vielzahl physiologischer und pathologischer Funktionen Gbernimmt: Diese
erstrecken sich von der Aufrechterhaltung der vaskularen Homdéostase durch die Re-
gulation des Gefafldtonus und somit des lokalen Blutflusses (MONCADA et al. [71]),
Uber eine bronchodilatative Wirkung, einen Einfluss auf die mikrovaskulare Schran-
kenfunktion (JOHNSTON et al. [72]), dem Einfluss auf die Plattchenaggregation
(FURLONG et al. [73]) Uber eine Funktion als Neurotransmitter (GARTHWAITE et al.
[74]) bis hin zum immunregulatorischen Agens, das regulatorische Funktionen besitzt
(MONCADA et al. [71], MARTIN und SANCHEZ-FERRER [75], Johns [76]).

In der vorgestellten Arbeit liegt das besondere Augenmerk auf dem Zusammenhang
zwischen der endogenen NO-Liberation durch das Gefallendothel und dem Einfluss
von Ischamie und Reperfusion auf diese. Daher seien kurz die bisher bekannten Re-

gulations-, Synthese- und Wirkungsmechanismen beschrieben:

NO wird vom GefalRendothel von nahezu allen Sdugertierzellen gebildet und freige-
setzt. Grundvoraussetzung hierzu sind nach ALTURA und CHAND [77] intakte En-
dothelzellen.

Mehrere Stimuli kbnnen Uber eine Aktivierung der NO-Synthase zur endothelialen

NO-Freisetzung fuhren:

e Zum einen besteht die Moéglichkeit der rezeptorvermittelten Stimulation der NO-
Synthase. Mediatoren wie Acetylcholin, Serotonin, Thrombin, Histamin und Bra-
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dykinin kénnen Uber die Aktivierung der Guanylatzyklase eine NO-Liberation be-
wirken (WHITTLE und LOPEZ-BELMONTE [78], KAROW und LANG-ROTH [79]).

e Zum anderen werden, wohl vermittelt durch die mechanische Scher- bzw. Schub-
spannung des vorbeistromenden Blutes, Makromolekile an der endothelialen
Oberflache zur Auslenkung gebracht. Auf diese Weise werden Ca?*-Kanéle ge-
offnet und es kommt zur Aktivierung der konstitutiven NO-Synthase (cNOS), wie
es SCHILLING et al. [80] und BUSSE et al. [81] beschrieben.

e Des weiteren zeigten Versuche von EVANS et al. [82] und BUGA et al. [83], dass
NO im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus die endotheliale NO-
Synthase und somit seine eigene Freisetzung hemmen kann. Damit besteht die
Moglichkeit, dass sich der basale Gefalitonus autoreguliert und an die durch den
Blutstrom ausgelésten Schub- und Scherspannungen anpasst (WILSON et al.
[84], MONCADA und PALMER [71]). Dieser Effekt scheint besondere Bedeutung
fur die Steuerung des vasomotorischen Tonus an den Koronar- und Pulmonal-
gefalien zu spielen, wie GROVE et al. [85] und HELLIGE und SPIECKERMANN
[86] berichten. Weiterhin scheint dieser Mechanismus klinische Bedeutung im
Rahmen der arteriellen Hypertonie zu besitzen und ist vermutlich durch kérperli-
che Aktivitat verstarkt induzierbar (YEN et al. [87], CAl et al. [88].

Zur zellularen Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) dient die basische, semi-es-
sentielle Aminosaure L-Arginin als Substrat. L-Arginin ist im menschlichen Organis-
mus bei zahlreichen Stoffwechselfunktionen von Bedeutung. Eine wesentliche Rolle
spielt es z.B. im Harnstoffzyklus, wo L-Arginin in der letzten Zyklusreaktion durch das
zytosolische Enzym Arginase unter Bildung von Harnstoff und Ornithin gespalten
wird. Somit dient es der Elimination nicht-essentieller, stickstoffhaltiger Verbindungen
aus dem Organismus. Dies wurde so bereits 1932 durch KREBS und HENSELEIT
[89] beschrieben. Im Rahmen der NO-Synthese katalysiert die NO-Synthase (NOS)
die schrittweise ablaufende enzymatische Umwandlung von L-Arginin zu L-Citrullin.
Hierbei wird NO freigesetzt, wie PALMER et al. [7] und SAKUMA et al. [8] Uberein-
stimmend berichteten (siehe Abb.1.1).
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L-Citrullin NO,
NO-Synthasey' /
L-Arginin 1 > NO N
NO,
/ Arginase
Harnstoff L-NMMA
1 L-NAME
Ornithin oo

Abb. 1.1. Vereinfachte schematische Darstellung des L-Arginin/NO-Stoffwechselweges.
NO-Synthasen katalysieren die Reaktion von L-Arginin zu Citrullin unter Freisetzung von NO. Die NO-
Synthasen sind durch L-NMMA, L-NAME, ADMA inhibierbar.

NO wird schnell zu den stabilen Endprodukten Nitrit und Nitrat oxidiert.

Im Harnstoffzyklus kann das Substrat L-Arginin durch die Arginase zu Harnstoff und Ornithin metaboli-
siert werden.

Grundsatzlich kann zwischen einer induzierbaren (iNOS) und konstitutiven (cNOS)
NO-Synthase unterscheiden werden: Die induzierbare iNOS wird nur vortibergehend
gebildet und kann z.B. im Rahmen von entzindlichen Prozessen den NO-Spiegel
modulieren (MONCADA und PALMER [71]). Die konstitutive NO-Synthase (cCNOS)
befindet sich nach GRATHWAITE et al. [74] in Endothelzellen (ecNOS) und im
Nervengewebe (ncNOS).

Das gebildete freie NO kann im Gegensatz zu anderen bioaktiven Molekilen nicht
gespeichert werden. Daher wird es standig, moduliert durch externe Stimuli, gebildet.
Zur Wirkungsvermittlung muss es weder aktiv durch Exozytose aus der Zelle her-
ausgeschleust werden, noch bendétigt es spezifische extrazellulare Rezeptoren. Das
kleine, gut wasserlosliche Molekul kann muhelos durch Zellmembranen diffundieren
und gelangt so ins Zytosol. Aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit (6-50 Sekunden)
besitzt es aber einen begrenzten Reaktionsradius. NO wird schnell zu Nitrit und Nit-
rat oxidiert.
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Die Signaltransduktion erfolgt in der Zielzelle tber die Aktivierung der léslichen
Guanylatzyklase. Diese bewirkt die Umwandlung von GTP (Guanosin-Triphosphat)
zum second messenger cGMP (zyklisches Guanosin-Monophosphat). Eine erhthte
intrazellulare cGMP-Konzentration initiiert als Botenstoff eine Vielzahl von NO-asso-
zierten Effekten (s.0.).

cGMP aktiviert z.B. in der GefalBmuskelzelle und an der Bronchusmuskulatur eine
membrangebundene Phosphokinase, die wiederum eine ATPase in der Zellmembran
durch Phosphorylierung aktiviert. Daraufhin pumpt diese Calcium (Ca**) aus der
Zelle heraus und die intrazellulare Ca?*-Konzentration sinkt. Eine verminderte Ca?*-
Konzentration fuhrt zur Relaxation der glatten Gefal3- oder Bronchialmuskulatur und
folglich zur Vaso- oder Bronchodilatation (KUTTLER [90], siehe Abb. 1.2.).

GefiBlumen
Molsidomin
Acetyl- Sero- Hista-
Nitrate l ) ) cholin tonin min
Sin <1-A Nltr?hllsg.}lsmd l l J,
ol == |

Endothelzelle

Cystein
(R - SH)

} CV{OH(sr

Glutathionreduktase
=~ Nitratreduktase

Relaxation aktiviert

Guanylatzykiase
verminderte Ca** Ca*
Konzentration <= GTP cGMP
QR aktiviert Phosphokinase —

Abb. 1.2. Wirkmechanismus von organischen Nitraten, Molsidomin, Nitroprussid-Natrium und EDRF
SIN-1-A: aktiver Metabolit des Molsidomin;
cGMP: zyklisches Guanosin-Monophosphat (second messenger)

GTP: Guanosin-Triphosphat
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Neuere Untersuchungen zeigen, dass NO an Alveolarzellen vermutlich in die Funk-
tion der alveolo-epitheliale Barrierenfunktion eingreift, indem es aktive transzellulare
und parazellulare Transportmechanismen und somit die alveolare Flussigkeitsreab-

sorption beeinflusst (siehe Kap.1.3.5).

Einige der oben beschriebenen Effekte wurden in den letzten Jahren in klinischen
Studien untersucht: Inhalativ appliziertes NO vermochte eine selektive pulmonale
Vasodilatation hervorzurufen und so eine deutlich verbesserte Oxygenierung bei Pa-
tienten mit pulmonalarterieller Hypertonie, beim akutem Lungenversagen des Er-
wachsenen (ARDS, adult respiratory distress syndroms) und dem akuten Lungen-
versagen von Neugeborenen (IRDS, infant respiratory distress syndroms) bewirken,
wie es ZAPOL et al. [91] und GERLACH et al. [156] berichteten.

Weiterhin werden seit Jahren im klinischen Alltag NO-liberierende Medikamente in
Form von organischen Nitraten, Molsidomin, Nitroprussid-Natrium u.a. zur Behand-

lung des arteriellen Hypertonus oder der koronaren Herzkrankheit verabreicht.

Zur Inhibition der NO-Liberation stehen (z.T. nur zu experimentellen Zwecken) ei-
nige Substanzen zur Verfigung. So besteht eine Mdglichkeit darin, die Aufnahme
des Substrates L-Arginin in die Zelle kompetitiv zu hemmen. Hier kommen z.B. Or-
nithin oder Lysin zur Anwendung. Ein weiterer Weg ist die Inhibition der NO-
Synthase durch die Gabe von L-Arginin-Analoga. Diese intrazellular wirkenden Sub-
stanzen sind z.B. die nicht selektiven, kompetitiven NO-Synthase-Hemmer L-NAME
(Nitro-L-Arginin Methylester), ADMA (asymetrisches Dimethylarginin) oder das in
dieser Arbeit verwandte L-NMMA (N®-Monomethyl-L-Arginin). Hochselektive NO-
Synthase-Hemmer befinden sich derzeit in pharmakologischer Entwicklung und
konnten Bedeutung im klinischen Einsatz - z.B. im Rahmen der Therapie des septi-
schen Schocks - erlangen, wie dies McDERMOTT [93], VALANCE et al. [94]
SOUTHAN et al. [95] und CHINELLATO et al. [96] beschrieben.

Der Einfluss von Ischamie-/ Reperfusionsereignissen auf die Integritat der NO-
Synthase und einer moglichen Anderung der NO-Liberation ist bisher nicht direkt
untersucht worden. Die Rolle des NOs wird kontrovers diskutiert und der Stellenwert

des pulmonalen NO/cGMP-Systems ist unklar:
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Unbestritten kommt es beim Ischamie-/ Reperfusionsschaden zum respiratorischen
Versagen in Folge eines nicht-kardial bedingten interstitiellen Lungenédems mit einer
Erh6hung des vaskularen Widerstands (CHRISTIE et al. [5]). Die Inhalation von exo-
gen zugefuhrtem NO erschienen PINSKY et al. [97] eine Erfolg versprechende
Therapie. Sie vermuteten eine Beeintrachtigung der endogenen NO-Synthese durch
vaskulare Reaktionen in den reperfundierten Lungen. Diese Ansicht wurde in vielen
experimentellen Studien geteilt, wie z.B. bei BARBOTIN-LARRIEU et al. [98],
CHETHAM et al. [99], MURAKAMI et al. [100] und HERMLE et al. [16]. So zeigten
Versuche, dass inhalatives NO zum Zeitpunkt der Reperfusion den zu erwartenden
mikrovaskularen Schaden verringern konnte. Einige Autoren sprachen diesem Effekt,
unabhangig von der Vasodilatation, dem antiinflammatorischen NO-Potenzial zu, u.a.
POSS et al. [101] und GUIDOT et al. [102]). Vermittelt durch zyklisches Guanosin-
Monophosphat (cGMP) (CHETHAM et al. [99]) kommt es hierbei zu einer Hemmung
der Adharenz und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten (SEEGER et al. [103])
Moglicherweise bewirkt NO auch eine Hemmung der neutrophilen Effektorfunktionen
(CHANG et al. [104]).

Weiterhin wird einer ungestérten endogenen NO-Produktion ein protektiver Effekt im
Zusammenhang mit dem Ischamie-/ Reperfusionsschaden zugesprochen. Mehrere
Studien legen dies in Ischdmie-/ Reperfusionsversuchen nahe, wie es SATO et al.
[105] an Hunden, WILLIAMS et al. [106] an Kaninchen, MASINI et al. [107] an
Schweineherzen, COTTART et al. [108] an der Rattenleber, IWATA et al. [109] an
der Katzen-Magen-Mucosa und KUBES et al. [110] am Dunndarm von Katzen de-
monstrieren konnten. LU et al. [111] beschrieben einen protektiven Effekt durch en-
dogen produziertes NO vor dem Ischamie-/ Reperfusionsschaden in Blut-perfun-
dierten Rattenlungen. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Beeintrachti-
gung der NO-Produktion unter Ischamie-/ Reperfusionsbedingungen zu einer signifi-

kanten endothelialen Dysfunktion fihren kdnnte.

Im Widerspruch hierzu wurde allerdings in zahlreichen Versuchen ein protektiver Ef-
fekt vor dem Ischamie-/ Reperfusionsschaden durch die Inhibition der endogenen
Stickstoffmonoxidsynthese beschrieben. Ischamie-/ Reperfusionsversuche von FLO-
GEL et al. [112] an Mauseherzen, von YU et al. [113] am proximalen Tubulus von
Rattennieren, von PHAN et al. [114] an Kaninchen-Skelettmuskeln und von NISHI-

KAWA et al. [115] an Katzengehirnen erbrachten diese kontroversen Ergebnisse.



Einleitung 21

Weiterhin stellte sich in anderen Studien die inhalative NO-Applikation als ineffektiv
oder sogar kontraproduktiv heraus (PINSKY et al. [97], NAKA et al. [116]). Anderer-
seits konnte hier die Gabe eines cGMP-Analogons den Reperfusionsschaden min-
dern.

Die nachteiligen Effekte der inhalativen NO-Applikation deuten darauf hin, dass es
maoglicherweise neben der Stimulation der l6slichen Guanylatzyklase zu anderen,
nachteiligen Effekten kommt. Diese kdnnten aus einer dosisabhéngigen direkten
Schadigung des Alveolarepithels durch NO, oder aus einer verstarkten Generation
von Peroxinitrit bzw. anderer radikaler Sauerstoffspezies (ROS) in der pulmonalen
Zirkulation resultieren. Ohnehin wird vermutet, dass es auch ohne eine zusatzliche
NO-Applikation wéhrend der Reperfusion zur Reaktion zwischen endogen produ-
ziertem NO und dem inhalativen Sauerstoff mit Bildung des stark oxidativ wirkenden
Peroxinitrits kommt. Die so vermittelten proinflammatorischen Eigenschaften kénnten
die oben beschriebenen Beobachtungen erklaren.

Abweichend von diesen Ansatzen vermuteten LOPEZ-NEBLINA et al. [117] anhand
ihrer Ergebnisse an Rattennieren, dass es beim Ischamie-/ Reperfusionsschaden zu

einem Wirkungsverlust des endogenen NOs kommen kénnte.

DarlUber hinaus haben sich nur wenige Untersuchungen mit der Bedeutung der en-
dogenen NO-Synthese wéahrend einer Ischamie-/ Reperfusionperiode befalit. Folg-
lich soll das Verhalten der NO-Liberation in dieser Arbeit eingehend untersucht wer-

den.

1.3.7. Biophysikalische Parameter

Es besteht eine besondere Abhangigkeit des pulmonalen Ischamie-/ Reperfusions-
schadens von biophysikalischen Parametern. Neben dem Einfluss von Organ-, Per-
fusat- und Atemtemperatur werden der Stoffwechsel und die Integritat der pulmona-
len Zellpopulationen durch die mechanischen Variablen der Beatmung und der Per-
fusion beeinflusst (alveolare und vaskulare Distension). Untersuchungen der letzten
Jahre wiesen auf die Mdglichkeit der Modulation des Reperfusionsschadens mittels
alveolarer Distension durch Ventilation wahrend der Ischamiephase hin (HAMVAS et
al. [118], SCHUTTE et al. [119]). Friihere Untersuchungen u.a. auch dieser Arbeits-
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gruppe ergaben, dass sich eine zyklisch durchgefuhrte Lungendehnung mit Hilfe ei-
ner volumenkontrollierten Uberdruckbeatmung im Ischamieintervall protektiv auf den
zu erwartenden Ischamie-/ Reperfusionsschaden auswirkt. Dieser Effekt war unab-
hangig von der inspiratorischen Sauerstoffkonzentration. Dies wurde von SCHUTTE
et al. [119] an der isolierten Kaninchenlunge und HAMVAS et al. [118] an in vivo
durchgefuhrten Hundelungen-Versuchen aufgezeigt. Weiterhin zeigten BECKER et
al. [120] und SCHUTTE et al. [119], dass eine bestehende vasale Distension wah-
rend einer Ischdmieperiode die Schwere des Ischamie-/ Reperfusionsschadens zu
reduzieren vermochte. Diese Beobachtung konnte sowohl nach einer oxisch als auch
nach einer anoxisch ventilierten Ischamie nachgewiesen werden.

SCHUTTE bezeichnete diese Effekte als ,biophysikalische Protektion* und subsu-
mierte darunter alle nicht pharmakologisch beeinflusste Rahmenbedingungen, die

die Ischamietoleranz des Organs erhdhten.

1.4. Zielsetzung der vorgestellten Dissertationsarbeit

In der vorgestellten Dissertationsarbeit soll die Rolle des endogenen NOs fir die Ge-
neration des Ischamie-/ Reperfusionsschadens im Modell der isolierten Kaninchen-
lunge genauer untersucht werden. Hierzu musste zunéchst das schon in Versuchen
von SCHUTTE et al. [119] und HERMLE et al. [16] eingesetzte experimentelle
Ischamie-/ Reperfusionsmodell um eine intravasale und eine exhalative NO-Messung
erweitert werden. So konnte wahrend der gesamten Versuchszeit die NO-Konzentra-
tion im Exhalat und die Akkumulation der NO-Oxidationsprodukte im Perfusat online
gemessen werden.

Die Lungen wurden einer normoxisch sowie einer anoxisch ventilierten Ischamieperi-
ode ausgesetzt. Aus vorangegangenen Versuchen von SCHUTTE et al. [119] konnte
abgeleitet werden, dass der Fortbestand der normoxischen Ventilation wéahrend der
Ischamieperiode zu einer signifikanten Verminderung des Ischamie-/ Reperfusions-
schadens im isolierten Kaninchenlungen-Modell fuhrt. Inwieweit dieser Effekt direkt
mit der Prdsenz von NO zusammenhangt, ist bis dato nicht ndher untersucht worden.
Basierend auf der Erkenntnis, dass sich der Ischamie-/ Reperfusionsschaden deut-
lich unter den Bedingungen von periischamisch kollabierten Gefal3en im Unterschied
zur vasalen Distension erhoht (SCHUTTE et al. [119] und BECKER et al. [120]),
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sollte weiterhin untersucht werden, inwieweit sich dieser Effekt in einer abweichen-

den pulmonalen NO-Liberation begriindet.

Zudem sollten folgende Fragen beantwortet werden:

e Welchen Einfluss hat die Ischamie-/ Reperfusion auf die NO-Synthese?

e Inwieweit wird der pulmonale Ischamie-/ Reperfusionsschaden durch die
unspezifische Hemmung der endogenen NO-Synthese mit Hilfe des N®-Mo-
nomethyl-L-Arginin (L-NMMA) beeinflusst? Kann durch die Blockade der en-
dogenen NO-Synthase der Ischamie-/ Reperfusionsschaden begrenzt wer-
den?

e Welche Rolle spielt die Anwesenheit von Sauerstoff wahrend der
Ischamieperiode?

e Lasst sich der Ischamie-/ Reperfusionsschaden durch Eliminierung von Sauer-
stoff-Radikalen durch das exogen zugefihrte Enzym Superoxid-Dismutase
(SOD) begrenzen?



Material 24

2. Material

2.1

2.1.1.

Chemikalien und Gerate flir das Modell der isolierten Kaninchenlunge

Gase, experimentelle Agenzien und Pharmaka
Aqua destillata®, Braun (Melsungen)
Aqua ad iniectabilia®, Pharmacia & Upjohn (Erlangen)
Carbogen, Kohlendioxid 5.0 5%, Rest Sauerstoff, Messer-Griesheim (Siegen)
Gasgemisch: 1. Kohlendioxid 4.5 5,3%, Sauerstoff 4.5. 21%,
Stickstoff 5.0 Rest, Messer-Griesheim (Siegen)
2. Kohlendioxid 4.8 5,3%, Stickstoff 5.0 Rest, Messer-
Griesheim (Siegen)
Ketanest® 50mg/ml (Ketaminbase), Parke-Davis (Berlin)
Kohlendioxid 4.5, Messer-Griesheim (Siegen)
L-Arg (L-Argininhydrochlorid 1-M Pfrimmer), Pharmacia (Erlangen)
Liguemin® N 25.000 (5.000 I.E./ml Natrium-Heparin), Hoffmann La Roche
(Grenzach-Wyhlen)
L-NMMA (N®-Monomethyl-L-Arginin), Calbiochem (Frankfurt a. M.)
Natriumchlorid-Spullésung (NaCl 0,9 %), Braun (Melsungen)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;) 8,4%, Braun (Melsungen)

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

Sauerstoff 4.5, Messer-Griesheim (Siegen)

Sterile Krebs-Henseleit-HAES-Puffer, Serag-Wiessner (Naila)
Stickstoff 5.0, Messer-Griesheim (Siegen)

Superoxiddismutase (SOD), Sigma-Aldrich-Chemie (Steinheim)
Xylocain® 2% (Lidocainhydrochlorid), Astra Chemicals (Wedel)

Gerate und Hilfsmittel

Adapter Combifix®, Braun (Melsungen)

AD/DA-Wandlerkarte Decision PCL-818HG bi, Spectra Computersysteme
(Leinfelden-Echterdingen)

Blutgasanalysegerat, ABL 330, Radiometer (Kopenhagen, Danemark)
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Datenerfassungs- und Korrekturprogramm ftr TurboPascal, ©1998 Mayer
(GielRen)

Druckaufnehmer Combitrans® Monitoring-Set, Braun (Melsungen)
Edelstahlrohre VSR 80 (Innendurchmesser 2,06 und 4 mm), Dockweiler
(Oststeinbek)

Excel®, Office®, Microsoft Corporation ©1983-1999 (USA)

Frigomix® U, Braun (Melsungen)

Gasdurchflussmesser SNAP-IN 10A6132/42, Bailey-Fischer & Porter
(Gottingen)

Gasmischanlage KM 60-4 ME SO, Witt (Witten)

Grafik- und Datenerfassungsprogramm Labtech Notebook Pro V9.02 fir
Windows 3.1, © 1994 Laboratory Technologies (Wilmington, USA)
Heizschlauch PILZ® Typ oDIT, Isopad (Heidelberg)

Infusionspumpe IVAC 531-1, Ilvac Infusion Pump (San Diego, USA)
Kugelhdhne 2-Wege (SS-43S6MM) und 3-Wege (SS-43XSS6M), B.E.S.T.
(Frankfurt a.M.)

Laborspulmaschine, Mielabor G 7783, Miele (Gutersloh)

Laborprogramm, Notebook Pro™, Labtech, Spectra Computersysteme
(Leinfelden-Echterdingen)

Magnetische Schlauchklemmen, Sirai Typ Z323D, Novodirect (Kehl/Rhein)
Mehrfachschreiber Servomed, Hellige (Freiburg)

Messverstarker fur Wagezelle, HBM ME 30 Hottinger Baldwin MeRtechnik
(Langen)

Nahtmaterial, Mersilene 4,1 SH, Ethicon (Norderstedt)

Perfusionsfilter, Pall Cardioplegia Plus 0,2 um, Pall Biomedical (Fajardo,
Perfusionssystemschlauche ,arterieller Schenkel”, Tygon, Kalensee (Giel3en)
Perfusionssystemschlauche ,vendser Schenkel“, PVC, Sorin Biomedica
(Dusseldorf)

Plotlt® 3.1 und 3.22 fiir Windows, Scientific Programming Enterprises (Haslett,
USA)

Rollerpumpe Masterflex™ 7518-10, Masterflex (Barrington, USA)

Starling Beatmungspumpe, Cat/Rabbit Ventilator 6025, Hugo Sachs Elektronik
(March-Hugstetten)
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2.2.

2.2.1.

2.2.2.

Temperaturmesser ALMEND® 2290-3, Hugo Sachs Elektronik (March-
Hugstetten)

Thermomix® B, Braun (Melsungen)

Thermomix® UB, Braun (Melsungen)

TurboPascal™, Borland International (Minchen)
Ultraschall-FluBmesser T101, Transonic System (Ilthaka, USA)
Venenpunktionsbesteck, W.I.N. 25 G, Abott (Sligo, Irland)

Wagezelle U1-G, Hottinger Baldwin Mef3technik (Langen)

X-Y Schreiber, Rikadenki R 50 Series, Rikadenki Electronics (Freiburg)

Material und Geréte fur die Chemilumineszenzmessung

Eingesetzte Gase und Agenzien

Aqua destillata, Braun (Melsungen)

H.SO, pro analysi, Merck (Darmstadt)

KJ pro analysi, Merck (Darmstadt)

KNO; pro analysi, Merck (Darmstadt)

KOH pro analysi, Merck (Darmstadt)

Natriumnitrat (NaNO3) pro analysi, Merck (Darmstadt)

Natriumnitrit (NaNO,) pro analysi, Merck (Darmstadt)

Salzsaure 37% rauchend pro analysi, Merck (Darmstadt)

Sauerstoff 4.5, Messer-Griesheim (Siegen)

Stickstoff 5.0, Messer-Griesheim (Siegen)

Stickstoffmonoxid 97,3 ppb (pro analysis), Messer-Griesheim (Siegen)
Stickstoffmonoxid 100 ppb und 800 ppm (pro analysis), Messer-Griesheim
(Siegen)

Vanadium(lll)-Chlorid, Merck (Darmstadt)

Gerate und Hilfsmittel
Aktivkohle, Fluka (Bern, Schweiz)
Chemilumineszenzdetektor UPK 3100, UPM (Langgons)
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o Glasgefald beheizbar (150 ml) mit Glasfritte (PorengrofRe 3), Kalensee
(GielRen)

e Glaskolben 2-glasig, Kalensee (Giel3en)

e Infusionsrollerpumpe ISMATEC IP 12 SA 8031, Ismatec (Zurich, Schweiz)

e Injectomat S, Fresenius (Bad Homburg)

e Jacket Intensivkihler, Kalensee (Giel3en)

e Kihlfalle (100 ml), Kalensee (GielRen)

e Magnetriirer IKAMAR® REO, Jahke & Kunkel (Staufen i. Br.)

e Membran-Vakuumpumpe S/N 103473, UPM (Langgons)

e Mikrometer-Ventil, Messer-Griesheim (Siegen)

e Pumpenschlauche Tygon (Innendurchmesser 0,95 und 2,06 mm), Kalensee
(Giel3en)

o Teflonfilter Typ LS 5,0um, Millipore (Eschborn)

e Thermomix® UB, Braun (Melsungen)

e Thermomix® BU, Braun (Melsungen)

e Umwalzpumpe Litte Giant™, Litte Giant Pump (Oklahoma City, USA)

Hersteller und Lieferanten ohne Angaben zum Herkunftsland sind in Deutschland

ansassig.
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3. Methoden

3.1. Modell der Isolierten Kaninchenlunge (ILU)

3.1.1. Einfuhrung

Bereits 1912 beschrieben KNOWLTON und STARLING das Modell der isolierten,
blutfrei perfundierten und ventilierten Kaninchenlunge. Durch Modifikationen und
Adaptionen an unterschiedliche Anforderungen bot das intakte isolierte Organ ein
von zentralnervosen, humoralen und metabolischen Einflissen des Gesamtorganis-
mus unabhéngiges experimentelles System (SEEGER et al. 1986 [92] und 1994
[103]). Mit Hilfe dieses Modells war es moglich, komplexe biochemische Interaktio-
nen, physiologische und biophysikalische Parameter zu untersuchen. Ebenso konn-
ten gezielt pathologische Zustande induziert und analysiert werden, wie von GRIM-
MINGER et al. [10], WALMRATH et al. [121] und WEISSMANN et al. [122] beschrie-
ben. Das Modell ermdglichte eine kontinuierliche Erfassung des pulmonalarteriellen
und -ventsen Drucks, des Beatmungsdrucks sowie des Lungengewichts. Weiterhin
bestand die Mdglichkeit, Proben aus der Exspirationsluft und dem zirkulierenden

Perfusat zur chemischen und biochemischen Analyse zu entnehmen.

3.1.2. Versuchsaufbau

Die isolierte Kaninchenlunge wurde mit Hilfe einer Rollerpumpe (Masterflex™) fluss-
konstant mit pulsatilem Fluss perfundiert. In dem geschlossenen Kreislauf konnten
alternierend zwei temperierte Perfusatbehéalter mit einem Volumen von maximal je
300 ml Uber Dreiwegehahne eingeschaltet werden. Aus der Lunge ausgeschwemmte
zellulare Bestandteile wurden vor Versuchsbeginn mit einem in den Perfusatfluld in-
tegrierten Filter (Porengrof3e 0,2 pm) aus dem System entfernt. Nach dem ersten
Perfusatwechsel wurde dieser durch einen Shunt umgangen. Zur Vermeidung arte-
rieller Embolien passierte das Perfusat im Anschlul® eine Blasenfalle. Vor Eintritt in
die Kaninchenlunge wurde das Perfusat durch ein im Wasserbad (Thermomix® B,
Braun) liegendes Spiralrohr aus Edelstahl (Innendurchmesser 2,06 mm) auf 37,8° C

temperiert. Im Anschlul3 gelangte das Perfusat Gber einen in der Arteria pulmonalis
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fixierten arteriellen Katheter in die Lunge. Zur Druckaufnahme war ein Innenkatheter
unmittelbar vor der Bifurkation der Arteria pulmonalis platziert. Nach der Lungenpas-
sage floss das Perfusat durch einen im linken Ventrikel befestigten vendsen Katheter
und anschlieRend Uber eine leiterformige Kaskade zum jeweiligen Perfusatgefal? zu-
rick. Die vendse Druckmessung erfolgte ebenfalls durch einen Innenkatheter, des-

sen Ende im linken Vorhof plaziert war (siehe Abb. 3.1.).

Computer

Exhalative NO-Analyse

Druchauf-
nehmer 7
VP &

e

Wiigezelle

—[ lIII-III

Melverstirker

1]
i g
Heizschlauch - | Flas;:en
Z, Beatmungs- .
gk Druchauf- pumpe
7 [|: nehmer
é Druchauf- T LVP :
f.lf nehmer Ga;r]x:sch—
L PAP = —_ anlage
—_ i ) : Perfusat-Proben-
= rmosseeers entnahme zur
foiat « " | quantitativen
— =\ 7 | NOy-Analyse
atheterz? z -

? Ventrikel
\

Kaninchenlunge in Feucht-

und Wirmekammer

Kaskade

Wasserbad

Metallspirale Blasen-

Arterieller
Perfusionsschenkel
Vendser Umschalt-
Perfusionsschenkel ventil

Umschaltventil

Perfusat-
D Beatmungsgas behiilter
PAP Pulmonal arteri- : .
eller Druck Roller-| Umschaltventil
LVP Links ventrikulirer (—| )

Druck pumpe |
VP  Ventilationsdruck

—

Abb.: 3.1. Schematische Darstellung der Versuchsanordnung und der Position der Messanalytik.
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Zu Versuchsbeginn wurde durch Veréanderung der Kaskadenhodhe ein linksatrialer
Druck von +2,5 mmHg (Bezugspunkt war der Lungenhilus) eingestellt. Somit wurden
Zone-3-Bedingungen nach CRYSTAL und WEST 1991 [123] fur alle Lungenbezirke
in der End-Exspiration sichergestellt. Wahrend des Versuches konnte dieser Druck
durch das Abklemmen einzelner Sprossen an der Kaskade um weitere 10 cm Was-

sersdule angehoben werden.

Zur kontinuierlichen Bestimmung der Konzentration der NO-Abbauprodukte im Per-
fusat wurde dem System unmittelbar nach der Lungenpassage fortlaufend tber eine
Rollerpumpe (ISMATEC P12, Ismatec) 600 ul/min Perfusat zur NOx-Analyse entzo-
gen. Zum Ausgleich des somit entstehenden Perfusatdefizits erfolgte die fortlaufende
Zufuhr der aquivalenten Menge an frischem Perfusat tiber einen Tropfenzahler (IVAC
531, Ivac Infusion Pump Inc.). Der daraus resultierende Verdinnungsfehler wurde
nach Versuchsende durch eine computergestitzte Korrektur eliminiert (siehe Kapitel
3.4.).

Mit Hilfe einer speziell angefertigten Organ-Aufhdngung wurde die isolierte Lunge frei
an einer elektronischen Wéagezelle (U1-G, Hottinger Baldwin Messtechnik) hangend
in der temperierten und wasserdampfgesattigten Organkammer befestigt. Somit
konnte das Lungengewicht kontinuierlich tUberwacht und ein Auskuhlen und Aus-
trocknen des Organs vermieden werden. Die Temperaturregulation des Perfusats
und der Lungenkammer erfolgte durch eine Heiz- und Kuhleinrichtung (Thermomix®
UB und Frigomix® U-Kombination, Braun), die entsprechend temperiertes Wasser
durch die doppelwandigen Glasgefal3e pumpte. Nach Anschluss der Lunge an das
Perfusatsystem wurde die Temperatur auf 37,8° C eingestellt. Um ein moglichst
gleichmafdig temperiertes und wasserdampfgesattigtes Klima im Lungengefald

sicherzustellen, wurde der GefalRboden mit 30 ml Aqua destillata befullt.
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Die Ventilation der Lunge erfolgte mit einer Beatmungspumpe (Cat/Rabbit Ventilator
6025, Hugo Sachs Elektronik). Wahrend des Versuchsablaufs wurden die in Tab.
3.1. abgebildeten Beatmungsparameter gewabhilt.

Atemzugvolumen : 30 ml
Atemfrequenz : 30 min-!
Positiver-endexpiratorischer Druck (PEEP) : 1 cmH,0O

Atemgastemperatur :38°C

Tab. 3.1. Ventilationsparameter wahrend des Versuchsablaufs

Wahrend der Praparation wurde die Lunge nach erfolgter Tracheotomie zunachst mit
Raumluft beatmet. Zum Zeitpunkt der Kanilierung der Arteria pulmonalis wurde dem
Atemgas CO, zur pH-Stabilisierung zugesetzt (weitere Details siehe auch Kap.
3.1.3). Die Lunge konnte wahlweise mit festen Gasgemischen aus Gasflaschen
(Messer-Griesheim) oder mit individuell Gber eine Gasmischanlage (KM 60-4 MESO,
Witt) gemischten Gasen ventiliert werden. Mit dem Gasmischer konnten die Anteile
an O, und CO, jeweils zwischen 0 und 25 %, die von N, von 0-100 % variiert werden.
Die Gaskonzentrationen wurden mit einem Blutgasanalysator (ABL 330, Radiometer)

wiederholt kontrolliert.

Auf dem Weg zur Lunge durchstromte das Gasgemisch zunadchst einen mit Aqua
destillata befullten Gasbefeuchter und zur anschlieBenden Kondensation von tber-
schissigem Wasser eine Wasserfalle. Mit Hilfe eines Temperaturfiuhlers (Almend
2290-3, Hugo Sachs Elektronik) und eines Heizschlauches (PILZ® Typ oDIT, Isopad
GmbH) konnte ein Computerregelkreis die Beatmungstemperatur auf 38° C einstel-

len.

Der exhalative Gasweg beinhaltete eine weitere Wasserfalle und ein PEEP-Ventil,
das einen endexspiratorischen Druck von 1 cm Wassersaule erzeugte. Am Ausgang
des PEEP-Ventils wurde eine kontinuierliche Atemgasprobe entnommen und direkt
dem NO-Analysator (UPK 3100, UPM) zugefihrt (siehe Kapitel 3.3.4).



Methoden 32

Perfundiert wurde die Kaninchenlunge mit steriler Krebs-Henseleit-hydroxyethyl-
starkehaltiger Pufferlosung (KHHB, Serag-Wiessner AG), die folgende Zusammen-

setzung aufwies:

NacCl 120,00 mmol
KCI 4,30 mmol
CacCl, 2,40 mmol
MgCl2 1,30 mmol
KH2PO4 1,10 mmol
Glucose 13,32 mmol
Hydroxyethylstarke 50,00 g
NaHCO; 23,0 ml/l

Tab. 3.2. Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Hydroxyethylstarke-Pufferldsung (KHHB)

Bei Beatmung mit einem CO,-haltigen Atemgasgemisch ergab sich ein physiologi-
scher pH-Wert von 7,35 — 7,45 in der rezirkulierenden Pufferlosung. Die Entnahme
der Perfusatproben zur Kontrolle des pH-Wertes erfolgte direkt nach der Organpas-
sage aus dem linken Ventrikel und wurde mit Hilfe des Blutgasanalysegerates be-

stimmt.

Initial erfolgte die Perfusion nach Kandtlierung der Arteria pulmonalis mit einem Fluss
von 10 ml/min. Innerhalb von 5 Minuten wurde der Fluss langsam auf 100 ml/min ge-
steigert. Nachdem das Perfusat verbliebene Blutbestandteile aus dem Organ her-
ausgeschwemmt hatte, wurde ein erster Perfusatwechsel durchgefihrt und der Filter
aus dem Perfusatfluss genommen. Ein weiterer Perfusatwechsel erfolgte unmittelbar
vor dem eigentlichen Versuchsbeginn. Wahrend der darauf folgenden 20-minltigen
steady-state-Phase blieb die isolierte Lunge gewichts- und druckstabil. Das exhala-
tive NO befand sich auf einem konstanten Plateauniveau und der intravasale NOy-

Anteil akkumulierte mit gleichmafiger Steigung.
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3.1.3. Praparation der isolierten Kaninchenlunge

Zur Praparation wurden mannliche und weibliche Kaninchen der Rasse ,New Zea-
land Bastard” mit einem Koérpergewicht zwischen 2,4 und 2,9 kg und einem Alter von

4-5 Monaten verwandt.

Die Sedation der Kaninchen erfolgte nach Punktion einer marginalen Ohrvene durch
Injektion von 400 pl eines Gemisches aus Ketamin (Ketanest®) und Xylazin (Rom-
pun®) (Mischverhdaltnis 2:3). Zur Antikoagulation erfolgte anschlieRend die Applika-
tion von 1000 I.E. Heparin (Liquemin®) pro kg Kérpergewicht. Nachdem eine ausrei-
chende Narkosetiefe erreicht war, wurde bei erhaltener Spontanatmung der Bereich

3 cm unterhalb des Larynx mit Lidocain 2% (Xylocain®) lokal anasthesiert.

Schmerzfrei konnte nun durch schichtweise Praparation, unter Schonung der grof3en
HalsgefalRe und des Nervus Vagus die Trachea freigelegt und mobilisiert werden.
Nach Tracheotomie wurde ein Endotrachealtubus eingebracht und mit einer aufReren
Ligatur fixiert. Die Beatmung erfolgte Uber eine Beatmungspumpe mit 30 ml Hubvo-
lumen und einer Frequenz von 30 min-1. Initial erfolgte die Ventilation mit Raumluft
bei einem endexspiratorischen Druck von 0 cmH,O. Anschlie3end wurde die Nar-
kose durch sukzessive Gabe des Narkosegemisches unter Kontrolle der Herz- und

Kreislauffunktion vertieft.

Nun erfolgte die weitraumige Mobilisation der Haut Uber dem Sternum und den Rip-
penbogen. Uber eine Inzision kaudal des Processus xiphoideus wurde das Abdomen
eroffnet. Die Orientierung konnte deutlich erleichtert werden, indem die Bauchmus-
kulatur durch zwei grof3zlgige, flankierende Schnitte entlang der Rippenbdgen
durchtrennt und eine am Processus xiphoideus anbrachte Klemme nach ventral ge-
zogen wurde. So stellte sich das Diaphragma gut einsehbar dar und konnte von der
vorderen unteren Thoraxapertur gelést werden. Der ventrale Anteil des Diaphragmas
wurde mit einer weiteren Klemme nach kaudal gezogen und somit waren das Medi-
astinum und die Pleuren erdffnet.

Im néchsten Schritt folgte die mediane Sternotomie. Mit Hilfe zweier Klemmen
konnten die entstandenen Thoraxhalften nach lateral gezogen werden. Auf diese

Weise entstand ein ubersichtlicher Einblick in den Thorax und die Praparation konnte
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mit der stumpfen Entfernung des Thymus fortgesetzt werden. Anschlie3end wurde
das Perikard eroffnet und die Aorta sowie die Arteria pulmonalis mit jeweils einer Li-

gatur umschlungen.

Parallel mit der Umstellung des Beatmungsgases auf 21% 05, 5,3% CO, und 73,7%
N, erfolgte die Inzision des rechten Ventrikels und das sofortige Einbringen des arte-
riellen Katheters (Innendurchmesser 3 mm). Dieser wurde bis in die Arteria pulmona-
lis vorgeschoben und mit der vorgelegten Ligatur fixiert. Zur Vermeidung von Luft-
embolien wurde die Perfusionspumpe schon vor dem Einbinden des Katheters mit
einem FluR von 10 ml/min gestartet. In unmittelbarem Anschluss erfolgten die Re-
sektion der linken Ventrikelspitze, die Entfernung der Mitralklappe und der zugehori-
gen Papillarmuskeln. Somit konnte das Perfusat nach der Lungenpassage ungehin-
dert abflieRen und es wurde eine stauungsbedingte vendse Druckbelastung der Lun-
genstrombahn vermieden. Nachfolgend wurde die Aorta durch das Knupfen der
zweiten Ligatur verschlossen und das Herz-Lungen-Praparat vom grof3en Koérper-
kreislauf getrennt. Eine weitere Ligatur wurde unmittelbar cranial des Diaphragmas
angelegt und verschloss Aorta, Vena cava inferior, Osophagus, Ductus thoracicus

und Reste des mediastinalen Bindegewebes.

Zur vollstdndigen Explantation des Herz-Lungen-Pakets mussten nun die grof3en
cervicalen Gefal3e dorsal und lateral der Trachea durchtrennt, das mediastinale Bin-
degewebe vorsichtig gelést und die ligierten GefaRe unterhalb des Diaphragmas
durchtrennt werden. Eine fehlerfreie Druck- und Gewichtsmessung wurde nach der
Entfernung des rechten Ventrikels und der Ligatur des linken Herzohrs ermdglicht.
Um ein geschlossenes, rezirkulierendes Perfusionssystem zu erhalten, wurde nach
Anlage einer intramuralen Tabaksbeutelnaht der perfusatrickfihrende vendse Ka-

theter (Innendurchmesser 6 mm) im linken Ventrikel fixiert.

Im letzten Schritt wurde die Lunge an der Wagezelle in der Organkammer befestigt,
die Beatmungsschlauche durch das Atemgas temperier- und befeuchtbare
Schlauchsystem ersetzt und das rezirkulierende Perfusionssystem geschlossen. Im

Anschluss daran wurde der Perfusionsfluss schrittweise auf 100 ml/min erhoht.
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3.1.4. Pflege und Wartung der Perfusionssysteme

Besondere Sorgfalt galt bei der Versuchsvorbereitung den Perfusionssystemen. Um

Verunreinigungen vorzubeugen, luftblasenfrei und steril perfundieren zu kdnnen,

wurden folgende MaRRnahmen ergriffen:

Abwechselnd wurden mehrere identische Schlauchsysteme und Perfusatge-
falRe eingesetzt.

Vor Versuchsbeginn wurden sterile Perfusatgefal3e und Schlauchsysteme am
Arbeitsplatz montiert.

Das Perfusionssystem wurde vor dem Versuch bei einem Flow von 600
ml/min mit 2 Liter Aqua ad iniectabilia (Pharmacia & Upjohn), 2 Liter isotoni-
scher Kochsalzlésung (Pharmacia & Upjohn) und 2 Liter Perfusionslosung
(Serag-Wiessner AG) gespllt und entliftet.

Die Innenkatheter und DruckmefRkammern der Druckaufnehmer wurden
luftblasenfrei mit Aqua ad iniectabilia befllt.

Am Versuchende wurde die Lunge aus dem System entfernt, das Perfusions-
system an dieser Stelle durch einen Shunt kurzgeschlossen und mit 2 Liter
Aqua destillata bei einem Flow von 600 ml/min vorgespdlt.

Umgehend erfolgte die manuelle Zerlegung und mechanische Reinigung mit
Birsten. AnschlieBend wurde das Schlauchsystem in einer Laborspilma-
schine (Mielabor G 7783, Miele) bei 60°C gesplilt.

Die gesauberten Teile wurden anschlieend bei 30°C im Warmeschrank (Mo-
dell 500, memmert) Uber 12 Stunden getrocknet. Verbliebene Wasserreste
wurden mit Druckluft ausgeblasen.

Das System wurde in Tuten verschweil3t und in der Zentralsterilisation der
Universitatsklinik Giel3en mit Formaldehyd sterilisiert.

Die glasernen Bestandteile (z.B. Perfusatgefal3e) wurden bei 200°C im
Warmeschrank (Modell 200, memmert) Uber einen Zeitraum von 4 Stunden

sterilisiert.

Durch dieses Vorgehen war, wie friihere Untersuchungen der Arbeitsgruppe Prof. Dr.

med. W. Seeger (z.B. SCHUTTE et al. [11]) zeigten, eine endotoxinfreie Perfusion

des isolierten Organs maoglich.
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3.2. Messparameter

3.2.1. Druck- und Gewichtsregistrierung

Zur kontinuierlichen Messung des pulmonalarteriellen und linksventrikularen Drucks
wurden mit Aqua destillata gefillte Innenkatheter (Innendurchmesser 1 mm) einge-
setzt, deren Spitze sich an den Mef3stellen der Pulmonalarterie und des linken Vor-
hofs befanden. Der Beatmungsdruck wurde am Tubus mit einem luftgefillten Druck-
schlauch erfasst. Die Druckwerte wurden kontinuierlich mit elektromagnetischen
Druckwandlern (Combitrans®, Braun) registriert. Vor jedem Versuch wurde ein Null-
abgleich auf Hohe des Lungenhilus durchgefuhrt. Einmal monatlich wurden die
Druckaufnehmer mit einem Kalibrationsgerat nach Prof. O. H. Gauer (Hugo Sachs

Elektronik) kontrolliert.

Die kontinuierliche Erfassung des Lungengewichts ermdglichte eine analoge, elekt-
ronische Wéagezelle (U1-G, Hottinger Baldwin Messtechnik) und die Signalverstar-
kung erfolgte durch einen Messverstarker (HBM ME-30, Hugo Sachs Elektronik).
Aufgezeichnet wurden die Mel3werte zum einen uber einen X-Y-Schreiber (R-50, Ri-
kadenki Electronics) und zum anderen mit einem Computer. Die Kalibration der Wa-

gezelle erfolgte zu Versuchsbeginn mittels eines bekannten Eichgewichts (10 g).

Mit Hilfe des Mehrkanalschreibers (Servomed, Hellige) wurden die Druckwerte ana-
log erfasst und zusammen mit den Gewichtsdaten mittels einer AD/DA-Wandler-
karte (Decision PCL-818HG bi, Spectra Computersysteme GmbH) online digitalisiert.
Auf dem Personalcomputer konnten die Messergebnisse mit Hilfe eines kommerziell
erworbenen Laborprogramms (Notebook Pro™, Labtech) aufgezeichnet und gra-
phisch dargestellt werden.
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3.2.2. ,Double-Clamping“-/ ,Double-Occlusion“-Technik zur Erfassung der

mikrovaskularen Druckwerte

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Bestimmung des mikrovaskularen Drucks die
Technik des ,Double-Clampings” (= Double-Occlusion) eingesetzt (DAWSON et al.
[124], TOWNSLEY et al. [125], HAKIM [126], LINEHAN et al. [127] und COPE et al.
[128]). Der mikrovaskulare Druck wurde gemessen, um potentielle hydrostatische
Einflusse auf die kapillare Permeabilitat und die Odembildung der isolierten Lunge
erfassen zu kdnnen.

Die ,Double-Clamping“-Messung basiert auf der modellhaften Vorstellung, dass der
vaskulare Widerstand und die vaskulare Compliance unter Flow-Stop Bedingungen
von in Reihe geschalteten, einteilbaren GefalRkompartimenten abhangig ist. So
kommt es nach dem gleichzeitigen Verschluss des arteriellen und vendsen
Perfusionsschenkels zum Druckausgleich im gesamten Gefal3bett (siehe Abb. 3.2.).
Der resultierende Ausgleichsdruck entspricht dann dem aktuellen Kapillardruck (Pc)
(HAKIM und KELLY [129], BARMAN et al. [130], AUDI et al. [131]).
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Abb. 3.2. Schematischer Druckverlauf wahrend eines ,Double-Clamping“-Mandvers. Die Abbildung
zeigt, wie sich nach plétzlichem Perfusions- und Ventilationsstop der arterielle (Pa) und vendse Druck

(Pv) bis zum Druckausgleich anndhern. Dieser Druck entspricht dem Kapillardruck (Pc).
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Zur Realisierung dieser Messung wurden zwei Magnetventile in das Perfusions-
system integriert. Eine spezielle Computerroutine ermdglichte nach dem Start tUber
eine Tastenkombination den exakt synchronen Verschluss des arteriellen und veno-
sen Perfusionschenkels fur einen definierten Zeitraum von 7 Sekunden. Auf diese
Weise konnten definierte ,Flow-Stop“-Bedingungen erzielt werden. Die arteriellen
und venodsen Druckwerte wurden bei diesen Manbtvern jeweils mit einer erhdhten
Messfrequenz von 20 Hz aufgezeichnet. Im Anschlul3 6ffneten sich die Magnetventile
automatisch wieder und sprangen in die Ausgangsposition zurtck.

Nach Beendigung des jeweiligen Versuchs wurden die erhobenen Messdaten com-
putergestitzt ausgewertet und es konnten Aussagen Uber den mikrovaskularen
Druck zu den jeweiligen Versuchszeitpunkten getroffen werden. In Vorversuchen
hatte sich gezeigt, dass wiederholte ,Double-Clamping“-Messungen nach diesem
Verfahren gut reproduzierbare Messwerte erbrachten und die Organfunktion nicht

beeintrachtigt wurde.

3.2.3. Ermittlung des kapillaren Filtrationskoeffizienten (Kfc), der vaskuléren

Compliance und der Retention

Zur quantitativen Erfassung der Permeabilitdt des Lungengefal3betts wurde das be-
reits etablierte Verfahren zur Bestimmung des kapillaren Filtrationskoeffizienten (Kfc)
angewandt (WANGENSTEEN et al. [132], STAUB et al. [133], CHANG und VOEL-
KEL [104], NUNN [134], SEEGER et al. [103]).

Mit Hilfe dieses Verfahrens konnte die Integritat des Organs vor dem Isch&miemano-
ver und der nach Reperfusion eingetretene Permeabilitatsschaden bewertet werden.
Der kapillare Filtrationskoeffizient (Kfc) ist das Produkt aus hydraulischer Leitfahig-
keit (Lp) und Filtrationsoberflache (F) eines GefaRbetts (SCHMIDT und THEWS

[135], SILBERNAGEL und LANG [136]).

Kfc=Lp-F Gl. 3.1.

Der Faktor Lp beschreibt hierbei das Wasservolumen, das pro Zeit, Flache und

Druckdifferenz durch eine Membran filtriert wird.
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Zur Ermittlung des Kfc-Wertes wurde die Lunge fur eine definierte Zeit (8 Minuten) ei-
ner hydrostatischen Druckbelastung ausgesetzt. Hierbei kam es initial zu einer
sprunghaften Gewichtszunahme. Diese beschrieb die Fullung des GefalRbetts und
charakterisierte somit die Gefa3compliance. Im unmittelbaren Anschluss folgte eine
kontinuierliche Gewichtszunahme, deren Steigung von der Permeabilitdt der Gefal-
wande abhéngig war. Somit lies sich anhand der Kurvencharakteristik eine Permea-
bilitdtsstorung einschétzen. Je schneller sich ein neues Gleichgewicht zwischen den
intra- und extravasalen Flissigkeitsvolumina einstellte, umso geringer war der Kapil-
larschaden zu bewerten. Zeigte sich hingegen eine lineare Steigung der Kurve und
fand sich kein neues Gleichgewicht zwischen dem kapillaren und interstitiellen Druck,
so lag ein fulminanter Kapillarschaden vor und das Perfusat wurde kontinuierlich in
das Gewebe filtriert.

Die vorgestellten Kfc-Messungen erfolgten wahrend einer hydrostatischen linksatria-
len Druckerh6éhung von 10 cmH,O fur jeweils 8 Minuten. Der Perfusionsfluss wurde
wéahrend der Messung nicht verandert und verblieb bei 100 ml/min. Technisch wurde
dieses Mandver mit Hilfe einer leiterférmigen Schlauchkaskade im Perfusat-Ruck-
fluss realisiert. Durch das Abklemmen einzelner Sprossen konnte man den vendsen

Druck entsprechend erhéhen bzw. senken (siehe Abb. 3.3. Position a und b).

Wiigezelle
XY-Schreiber r

Arterieller
Perfusionsschenkel ﬁ

" Gasmisch-
18 Druchauf- anlage

nehmer

Veniser .
Perfusionsschenkel ooPar

A fceegea

—_—

Beatmungsgas

PAP Pulmonal anen-
eller Druck

LVP Links ventrikularer
Druck

(A
Umschaltventil

Perfusat-
behiilter

Blasen-
falle

Umschaltventil
1§D

|

Abb. 3.3. Schematischer Versuchsaufbau zur Bestimmung des Kfc's, der vaskularen Compliance

—

und der Retention.



Methoden 40

Auch wiederholte hydrostatische Druckbelastungen an Kontroll-Lungen zeigten weit-
gehend konstante, niedrige Kfc-Werte, so dass eine gravierende hydrostatische
Schadigung der Kapillarstrombahn durch die Versuchsanordnung selbst unwahr-
scheinlich erscheint.

Um den Kfc-Wert, die Compliance und die Retention spater graphisch auswerten zu
konnen, wurde zur Gewichtsaufzeichnung wahrend dieses Manévers ein XY-Schrei-
ber (Rikadenki) zugeschaltet.

Die initiale Gewichtszunahme der Lunge wurde definiert als Schnittpunkt einer Verti-
kalen zum Zeitpunkt O mit der Tangente an den Kurvenverlauf zum Zeitpunkt 2 Mi-
nuten. Die Compliance wurde dann mit der Dimension ml/cmH,O angegeben.

Die Ermittlung der Kfc-Werte erfolgte zu den Zeitpunkten 3, 4, 5, 6, 7 und 8 Minuten
aus der Steigung der Gewichtskurve durch Anlage von Tangenten. Da diese einzel-
nen Kfc-Werte durch den jeweiligen interstitiellen Druck beeinflusst werden, erfolgte
eine computergestitzte Extrapolation auf den Zeitpunkt t=0 (Ubersicht und mathe-
matische Herleitung NUNN [134]).

In den vorliegenden Versuchen wurde dieser Kfc-Wert auf das Feuchtgewicht der

Lunge bezogen und erhielt damit die Dimension:

cm?®
s-cmH,0 - g(Feuchtgewicht) - 10*
Die Gewichtsretention wurde in Beziehung zum Ausgangswert 5 Minuten nach Be-

endigung dieser hydrostatischen Druckbelastung gebildet und in Gramm ausge-
drickt.

3.3. NOy — Analytik

3.3.1 Messprinzip der Chemilumineszenz

Die NO-Analyse erfolgte in der vorliegenden Arbeit durch zwei Stickoxidanalysatoren
(UPK 3100, UPM). Ein Gerét erfasste kontinuierlich die NO-Konzentration im exhala-

tiven Atemgas der Kaninchenlunge; das zweite bestimmte in Verbindung mit einer
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vorgeschalteten Vanadium(lll)Chlorid-Saule die Menge an geléstem NOy im Perfu-

sat.

Zunachst soll das Messprinzip der Chemilumineszenz zur quantitativen Erfassung
von freiem gasformigen NO kurz beschrieben werden:

Zur Bestimmung des NO-Anteils im Messgas musste dieses zundchst im Vakuum mit
Ozon zur Reaktion gebracht werden. Dabei entstand aus NO das energetisch ange-
regte NO,*, welches unmittelbar nach dieser Reaktion in den energiedrmeren Grund-
zustand NO, Uiberging. Beim Ubergang vom energetisch angeregten in den energe-
tisch gunstigeren Grundzustand wurden Photonen emittiert. Diese ,Lichtblitze haben
eine Wellenlange, die sich von 600 nm (sichtbares Licht) bis etwa 780 nm (Infrarot-
bereich) erstreckt. Zur Quantifizierung dieser Lichtquanten wurden diese zun&chst
gefiltert, anschlieend mit Hilfe eines Photomultipliers verstarkt und letztlich in ein
Stromsignal umgewandelt. Die freiwerdende Lichtintensitéat kann so als direktes Mal3
der NO-Konzentration herangezogen werden.

Der Mechanismus der Chemilumineszenz bei der Reaktion von NO mit Ozon wurde
in mehreren Publikationen (CLYNE et al. [137], CLOUGH und TRUSH [138], HUI und
COOL [139]) genauer untersucht und beschrieben. Die Untersuchungen konnten
zeigen, dass bei Konstanthaltung von Temperatur, Druck, Volumen und der Sicher-
ung eines Ozonuberschusses in der Reaktionskammer die Chemilumineszenz bei
der Reaktion von NO mit Ozon in besonderem Mal3e flr die quantitative Bestimmung
von gasformigem NO geeignet ist. Es besteht eine aul3erordentlich gute Linearitét,
eine Sensitivitat bis in den ppt-Bereich sowie eine inharente Spezifitat, so FONTIJN
et al. [140]. Daher finden Messgerate basierend auf diesem Messprinzip seit Jahren

ihre kommerzielle Anwendung, u.a. in der staatlichen Umweltmesstechnik.

3.3.2 Aufbau des Chemilumineszenzdetektors UPK 3100

Zur Analyse des Messgases musste dieses in der Reaktionskammer mit Ozon zu-
sammentreffen. Hierzu wurden 160 ml/min des Messgases uber eine stromungsbe-
grenzende Glaskapillare zur Reaktionskammer befordert. Das bendtigte Ozon wurde
durch einen Ozongenerator aus Raumluft erzeugt, nachdem dieses mit einem Per-

meationstrockner und weiteren Trocknungsmitteln von Feuchtigkeit befreit worden
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war. Uber eine Glaskapillare (50 ml/min) erreichte das Ozon dann die Reaktions-
kammer. Eine Vakuumpumpe war fur die Aufrechterhaltung der Gasflisse und zur
Erzeugung eines Vakuums von -0,8 bis -1,0 bar in der Reaktionskammer verantwort-
lich.

Die Reaktionskammer wurde zur Vermeidung von Kondensationen auf 45°C tempe-
riert. Hier fand die oben beschriebene Reaktion von NO + O3 zum angeregten NO*
statt. Sie benoétigte etwa 12 Sekunden. AnschlieRend verliel3 das Messgas-Ozon-
Gemisch den Detektor tber einen Aktivkohlefilter. So konnte Uberschissiges, reakti-
ves Ozon eliminiert werden (siehe Abb. 3.4.).

Die vom angeregten NO,* emittierten Photonen wurden mittels eines Lichtfilters (1ISO
9001 DT Red-Filter, Balzers) gefiltert, mit dem Head-On R374 Photomultiplier (Ha-
mamatsu) verstarkt und in ein Stromsignal umgewandelt. Die weitere Verarbeitung
des Detektorsignals erfolgte in einem Elektrometerverstarker mit anschliel3ender Di-

gitalisierung durch einen 12 bit AD-Wandler.

Magnetventil Nr. 1
Nulligas
-
Nullgas U‘—'—‘
Magnetventil Nr. 2 Magnetventil Nr. 3
Kalibriergas Meschritt
y v
Kaiibriergas B =— Katalytischar
Konverter
- Glas
Megiuft E& Kappillare
- ESTUWNTT
v 0-30

VACUUM

Luftfilter

Feuchte u. mojekularsisb und Gas | |hm---c--o---
- Feuchtindikator Kappillare ;
¥
A puovomuLTiPLIER t
]

= 920N e
=Y BENERATOR [~ Lo
Detektor Zelle

]

Raumiuft
Dichtung
Paket aus Per-
meationsrohren

“Glas Kappillare
ntzug von Feuchte 30cCsMIN.
und Verunreinigungen

Reaktionskammer
et

Entliftung — { N\
B e s

Vakuum-Pumpe
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Die erhobenen Messdaten wurden online mittels einer seriellen Schnittstelle auf ei-
nen Computer Ubertragen. Mit Hilfe eines eigens fur diesen Zweck in Turbo Pascal™
geschriebenen Computerprogramms (©1995, K. Mayer) erfolgte die Aufzeichnung
der Messdaten mit einer Frequenz von 1 Hz und die graphische Darstellung auf ei-

nem Monitor.

3.3.3 Wartung und Pflege der Chemilumineszenzdetektoren

Um den storungsfreien Betrieb der Gerate sicherzustellen, wurden diese vor jedem
Versuch mit Carbogen (Messer-Griesheim) als Nullgas und Stickstoffmonoxid 100
ppb (Gas zu Eichzwecken, Messer-Griesheim) als Kalibriergasprobe geeicht. Re-
gelmafige Wartungsarbeiten wie der Wechsel der Aktivkohlefilter, Teflonfilter und

Pumpenmembranen wurden nach den Empfehlungen des Herstellers durchgefihrt.

3.3.4 Integration der NO-Analytik zur Konzentrationsbestimmung im exhalati-

ven Atemgas

Die Analyse des gasformigen NO-Gehalts in der Exspirationsluft der Kaninchenlunge
konnte mit wenigen Eingriffen in das System realisiert werden (siehe Abb. 3.5.). Die
Entnahmestelle wurde unmittelbar hinter dem PEEP-Ventil eingerichtet, so dass der
positive endexspiratorische Druck (PEEP) von 1 cmH,O von dieser Malinahme un-
beeinflusst blieb. Da die Ventilation des Atemgases naturgemafd diskontinuierlich
erfolgte, die NO-Analyse des Exhalats allerdings aus einem kontinuierlichen Gasfluss
durchgefuhrt wurde, musste ein Vermischen der Exspirations- mit der Raumluft ver-
hindert werden. Hierzu wurde dem PEEP-Ventil ein Y-férmiges Verbindungsstick
nachgeschaltet, welches den exhalativen Beatmungsschenkel teilte. Ein Schenkel
wurde als Gasreservoir und Uberlauf (PVC-Schlauch der Lange 5 m, Innendurch-
messer 10 mm) genutzt, wahrend der andere Schenkel zur kontinuierlichen Ent-
nahme der Atemgasprobe diente.

Im weiteren Verlauf durchstromte das Analysegas auf dem Weg zum Stickoxidanaly-
sator noch eine mit Eis gekihlte Wasserfalle, um mdgliche Wasseranteile zur Kon-

densation zu bringen. Auf diese Weise konnte sichergestellt werden, dass die Reakti-
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onskammer des Messgerates nicht durch kondensierendes Wasser beschadigt
wurde. Insgesamt betrug das Exspirationsvolumen der Lunge 900 ml/min, das Mess-

gasvolumen 160 mi/min.
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Abb. 3.5. Integration der exhalativen NO-Messung.

3.3.5 Messprinzip zur Erfassung der im Perfusat geldsten oxidativen Endpro-
dukte (NOx) mit Hilfe der Vanadium(lll)Chlorid-Reaktionskammer

NO ist ein in sauerstoffhaltigen Flussigkeiten chemisch instabiles Molekul und unter-
liegt einer raschen Oxidation. Die weiteren Produkte dieses Reaktionsweges sind
Peroxynitrit (ONOQO"), Nitrit (NO2) und Nitrat (NO3), die man als NOx zusammen-
fasst. Zur kontinuierlichen Erfassung dieser Oxidationsprodukte wurde eine Methode
eingesetzt, bei der NOy durch Vanadium(lIl)Chlorid, einem starken Reduktionsmittel,
guantitativ zu NO reduziert und anschlieRend mittels Chemilumineszenz detektiert
wurde. Diese Methode basiert auf Untersuchungen von BRAMAN und HENDRIX
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[141] und wurde u.a. von SPRIESTERSBACH [142] und GESSLER [143] angewen-
det und beschrieben.

Da Vanadium(lll)Chlorid eine schnelle Reaktionskinetik, hohe Sensitivitat und Selek-
tivitat aufweist und auch in niedriger Konzentration noch quantitativ ONOO’, NO;',
NO3 zu NO reduzierten kann, wurde es in der vorliegenden Arbeit als Reduktions-
mittel eingesetzt. Selbst eine Verdiunnung des 0,1 M VCl; auf eine Konzentration von
0,001 M (also das 10fache der Ausgangslosung) beeintrachtigt die vollstandige und
schnelle Reduktion der NO-Oxidationsprodukte nicht (BRAMAN und HENDRIX
[141]).

In der Reaktionskammer kommt es bei einer Temperatur von 85° C in Anwesenheit
von Vanadium(lIl)Chlorid und konzentrierter Salzsaure zu folgenden Redoxreaktio-

nen:

NO3 + 4H +3e <> NO + 2 H,0O

NO, + 2H " +1e <> NO + H,0

ONOO™ + H* <> ONOOH <->HO + NO,  (RADI et al. [144])
HO' + NO, <> NOz + H* weiter 1. Zeile (BECKMANN [145])

Gl. 3.2. Redoxreaktionen von Peroxynitrit, Nitrit und Nitrat zu NO.

3.3.6. Integration der NOy-Analytik zur Erfassung der oxidativen Endprodukte
(NOy) im Perfusat und Aufbau der Vanadium(lll)Chlorid-Reaktionskam-

mer

Zur kontinuierlichen quantitativen Bestimmung der NO-Liberation (siehe Abb. 3.6.)
wurde dem zirkulierendem Perfusat fortlaufend mit Hilfe einer Rollerpumpe (ISMA-
TEC IP 12, Ismatec) ein Probenvolumen von 600 pl/min zur Analyse entnommen.
Die Probenentnahme erfolgte aus dem vendsen Schenkel des Schlauchsystems
unmittelbar nach der Lungenpassage durch eine Stahlkantle. Um eine darin begrin-
dete Abnahme des zirkulierenden Perfusatvolumens zu vermeiden, musste zeitgleich
die entsprechende Menge durch frisches Perfusat mit Hilfe einer Infusionspumpe

(IVAC 531-1, Ivac Infusion Pump) erganzt werden.
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Abb. 3.6. Schematische Darstellung der Integration der NO,-Analytik.

Die Perfusatprobe wurde der Vanadium(lll)Chlorid-Reaktionskammer unmittelbar
durch eine diinne Teflonkapillare (Innendurchmesser 1 mm) zugefiihrt. Ein Uberlau-
fen der Reaktionskammer wurde durch eine zweite Kapillare verhindert, die gleich-
zeitig die korrespondierende Menge an Reaktionsldsung entfernte.

Die Reduktion von NOyx zu NO erfolgte analog der bereits beschriebenen Methode
von SPRIESTERSBACH et al. [142]. Vor Versuchsbeginn wurden 100 ml einer salz-
sauren (2 M) Vanadium(lll)Chlorid-Lésung (0,1 M) in ein beheizbares Reaktionsge-
fall mit einer Kapazitat von 150 ml (Kalensee) gefillt und auf 85° C aufgeheizt.

Nach vollstandiger chemischer Redoxreaktion musste das entstandene NO zum
Chemilumineszenzdetektor (UPK 3100, UPM) transportiert werden. Hierzu stromte
N, (Messer-Griesheim) als inertes Tragergas durch eine im Boden eingelassene
Glasfritte (Porengrol3e 3, Kalensee) in die Reaktionskammer und trieb das Messgas

durch einen Jacket-Intensivkihler (Kalensee) und eine Kihlifalle 100 ml (Kalensee)
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zum Messgerat. Durch die Kihlung konnten Wasserdampf und entwichene Salz-
saure zur Kondensation gebracht und eine Kontamination oder Beschadigung des
Detektors verhindert werden.

Der N,-TragergasfluR musste taglich mittels eines Mikrometerventils an den Mess-
gasvolumenfluss (ca. 160 ml) im Detektor angepasst werden. Hierzu war der Ablauf
T-férmig geteilt:

An einem Schenkel befand sich ein mit Aqua destillata gefullter Uberlauf. Bei zu ho-
hem Np-GasfluR stiegen im Wasser des UberlaufgefaRes Gasblasen auf. Auf diese
Weise wurde eine exakte Justierung des Tragergasflusses mdglich und ein Uber-
druck am Messgaseingang des Detektors vermieden.

Der andere Schenkel war direkt mit dem Messeingang des Detektors verbunden.

Insgesamt ergab sich bei dieser Messmethode eine zeitliche Verzdgerung von 4 Mi-
nuten zwischen der Probenentnahme und der NO-Quantifizierung. Diese war bedingt
durch den Perfusattransport zur Vanadium(lll)Chlorid-Reaktionskammer, der Reakti-

onszeit und der anschlieRenden Austreibungszeit zum Chemilumineszenzdetektor.

3.3.7. Kalibration der Vanadium(lll)Chlorid-Reaktionskammer

Die Kalibration der Vanadium(lll)Chlorid-Reaktionskammer erfolgte mit Hilfe von Nit-
ratldsungen, die aus einer 1 M Stammldsung hergestellt wurden und jeweils 10 ml
einer bekannten Konzentration (2,5, 5, 10, 25, 50 und 100 pM) enthielten. Des Weite-
ren wurde die NOy-Konzentration der Perfusatlosung ermittelt und als Nullwert ge-
setzt. Ebenfalls enthielt das zur Herstellung und Verdinnung der Kalibrationslésun-
gen verwendete destillierte Wasser geringe Mengen an NOy. Aus diesem Grund
musste dessen NOy-Konzentration bestimmt und von den Werten der Kalibrations|o-
sungen substrahiert werden.

Zur Kalibration wurden die Probelésungen der Reaktionskammer analog dem Kanin-
chenlungen-Versuchsaufbau tber die Rollerpumpe und das Kapillarsystem zuge-
fuhrt. Nach einer Verzdgerungszeit von 4 Minuten stieg das Signal an und erreichte
nach etwa 30 Sekunden ein stabiles Plateau (siehe Abb. 3.7.). Aus diesen Plateau-
werten konnte eine Regressionsgerade (R = 0,9996 + 0,0003, siehe Abb. 3.8.) er-

mittelt werden.
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Aufgrund des komplexen Versuchsaufbaus war es notwendig, taglich eine Kalibration
der Messanordnung und der jeweils eingestellten Versuchsparameter mit den oben
beschriebenen Standard-Nitratkonzentrationen durchzufihren.

3.4. Fehlerkorrektur der NO,-Analyse unter Verwendung von
hydroxyethylstarkehaltigem (HAES) Perfusat am Modell der

isolierten Kaninchenlunge

3.4.1. Problembeschreibung und Begrindung zur Einfihrung einer

Fehlerkorrektur

Zur Analyse der Nitrat-, Nitrit- und Peroxynitritkonzentration (NOy) wurde dem zirku-
lierenden Perfusat kontinuierlich ein Volumen von 600 pl/min entzogen. Aus diesem
Grund wurde allerdings stetig das Perfusatvolumen abnehmen und bei gleichblei-
bender NO-Produktion der Lunge eine falsch hohe NOy-Konzentration gemessen
werden. Um einerseits eine fehlerhafte Dokumentation der NOy-Produktion zu ver-
meiden und andererseits ein Leerlaufen des Perfusatsystems zu verhindern, wurde
uber einen Infusomaten (IVAC 531-1, Ivac Infusion Pump Inc.) kontinuierlich exakt
die Menge an frischem Perfusat erganzt, die dem System zur Analyse entzogen
wurde. Somit konnte bei konstantem Zu- und Abfluss (=Volumenfluss) ein konstan-
tes, zirkulierendes Perfusatvolumen von 150 ml erzielt werden. Allerdings bedingte
dies zum einen eine kontinuierliche Verdinnung der NOy-Konzentration im zirkulie-
renden Perfusat, zum anderen beinhaltete das zugefiihrte Perfusat selbst einen ge-
wissen NOy-Anteil (s.u.). Dieser Fehler wurde mit zunehmender Versuchsdauer gra-

vierender.

Um diese Konzentrationsfehler spater computergestitzt eliminieren zu kodnnen,
musste also ein Algorithmus gefunden werden, der bei einem konstanten Volumen-
fluss eine Konzentrationskorrektur zwischen dem gemessenen und dem realen NO -

Wert berechnen konnte.

Bereits zuvor wurden an diesem Arbeitsplatz Versuche mit einer Online-Messung der
NOy-Konzentrationen im Perfusat durchgefiihrt (GESSLER 1996 [143]). Auch hierbei
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entstand ein Verdunnungsfehler, der durch eine spater durchgefuhrte Fehlerkorrektur
computergestutzt eliminiert werden konnte. Allerdings wurde bei diesen Untersu-
chungen eine hydroxyethylstarkefreie Krebs-Henseleit Pufferlosung als Perfusatlo-
sung eingesetzt. Diese hatte den Vorteil, dass sie keinen nennenswerten NOy-Anteil
beinhaltete, und man konnte somit bei der anschlielend durchgefiuihrten Fehlerbe-
rechnung lediglich von einem Verdiunnungseffekt ausgehen (siehe hierzu Kapitel
3.4.2).

Im Gegensatz hierzu wurde bei der vorliegenden Arbeit dem Krebs-Henseleit-Puffer
Hydroxyethylstarke zugesetzt, um mit Hilfe dieses Polysaccharids einen physiologi-
schen kolloidosmotischen Druck zu erzeugen. Problematisch an der Krebs-Hense-
leit-Hydroxyethylstarke-Pufferlosung (KHHB) war jedoch ein gewisser chargenab-
hangiger NOy-Anteil. Dieser musste als zuflieRende NOy-Konzentration neben dem
Volumenfluss in die Fehlerbetrachtung einbezogen werden.

Zur Vermeidung von Zeitverschiebungen wurden auch wéahrend der Ischamie-Peri-
ode Daten aufgezeichnet. Allerdings erfolgte wahrend dieser Zeit keine Probenbe-
stimmung, so dass dieses Zeitintervall ebenfalls bei der Programmierung beriick-

sichtigt und herausgerechnet werden musste.

Aus diesen Grunden war die von GESSLER 1996 beschriebene Fehlerkorrektur bei
den Versuchen dieser Arbeit nicht mehr anwendbar. Sie diente jedoch als Basis zur

Entwicklung einer neuen, modifizierten Fehlerkorrektur.

3.4.2. Mathematische Herleitung des verwandten Algorithmus

Ausgangspunkt und Voraussetzung zur Erstellung einer mathematischen Korrektur-
formel war ein bestehendes Flussgleichgewicht zwischen dem Volumenzufluss
(durch neues Perfusat) und dem Volumenabfluss (der Probenmenge) sowie ein kon-
stantes zirkulierendes Perfusatvolumen von 150 ml. Diese Voraussetzungen konnten
durch kontrolliertes Zutropfen mit Hilfe eines Infusomaten einerseits und durch den
Einsatz einer gleichmalig laufenden Rollerpumpe andererseits leicht realisiert wer-
den. Weiterhin wurde die NOy-Konzentration des abflieRenden Perfusats online ge-

messen und war ebenfalls zur spateren Berechnung bekannt.
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Erlauterung der Variablen:

C(t) Reale Konzentration im zirkulierenden System
c,t
c,(t

) Konzentration der abflieBenden Probenmenge
\/%‘(t) Volumenabfluss

Konzentration der zuflieRenden Perfusatmenge

\ﬁ;‘(t Volumenzufluss

Vo  zirkulierendes Ausgangsvolumen

& Menge des zu- und abflieRenden Perfusatflusses

Es kann zunachst der allgemeingultige und von GESSLER 1996 fur dieses Modell

beschriebene Algorithmus zur Berechnung der Konzentration der abflieRenden Pro-

bemenge Ca(t) formuliert werden:

)-Vo+ [ ¢, (t)\B(t)- dt - [ c, (t)-\&(t)- dt
0+J‘\€z(t —\)%‘(t))-dt Gl. 3.3.

Ca(t)=

Hierbei beschreiben die beiden Integrale im Zahler jeweils die NOx-Konzentration in
der zu- bzw. abflieRenden Perfusatlésung, das Integral im Nenner die Volumendiffe-

renz zwischen zu- und abgeflossenem Perfusat.

Mit den Bedingungen, dass die zu- und abflie3enden Volumina konstant bleiben (die

Einstellungen am Infusiomaten und der Rollerpumpe also nicht veréandert werden)

konnte \é‘(t) = \)5;‘ \/%‘(t) = \)% gesetzt werden und es ergab sich folgende Formel:

. (t) (t)-Vo +\&[c,(t)- dt -\&[c,(t)
a Vo+ (R 1 Gl. 3.4

Hier konnte GESSLER, der NO,-freies KHB-Perfusat verwandte, eine entscheidende

Vereinfachung des Terms vornehmen, die bei Gebrauch von KHHB nicht zul&ssig



Methoden 52

war: Er konnte die Konzentration des Zuflusses gleich Null setzen und somit

C, eliminieren.

Bei Einsatz des HAES-haltigen KHHB Perfusats war C, = konstant aber nicht Null!

Da allerdings die NOx-Konzentration sowie die Menge des Zuflusses vor oder nach
jedem Versuch ohne grof3en Aufwand bestimmt werden konnte, ist eine Umformung

von Gleichung 3.4. zu 3.5. moglich:

. (0)= c(t)-Vo +V&-c, -t —\Efc,(t) dt
a VO N (ngc—\)%) t Gl. 3.5.

Wie oben beschrieben, ist das Volumen des Zuflusses gleich dem des Abflusses (\»5;5

= \é‘) und es entsteht folgende Gleichung:

c(t)-Vo +V&-c, -t =&, (t)- dt

Ca (t): v Gl. 3.6.
0

Nach Umformung erhalt man:
Ca(t):C(t)"'V_'Cz 't_\/_a_[ca(t)'dt Gl. 3.7.

Wie schon erwahnt war \é‘ = \é‘, der Fluss entsprach dabei dem Volumenfluss K,

Ersetzt man dies in Gleichung 3.7., so stellt sich die Formel wie unten gezeigt dar:

ca(t>=c<t>+v%‘ T t-Je®dt] s
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Die Auflésung der Gleichung 3.8. nach C(t) erbringt zur Fehlerberechnung folgenden
Algorithmus:

clt) = calt)- o e, -t Jeat)-dt] 6l.39

Da das Erfassungsprogramm die Daten mit einer Frequenz von 1 Hz aufzeichnete,
konnte die Gleichung 3.9. nach Transformation der stetigen Variable t in die diskrete
Variable kT (T stellte die Zeitdauer der Aufzeichnung (1 Sekunde) und k die Anzahl

der Intervalle 1, 2, 3, ...) folgendermaf3en zur Programmierung umformuliert werden:

& 1
c(k - To)=cqy(k 'To)—v—o(cz k-To — ZOTO 'Ca(V)j Gl. 3.10.

Die Umstellung von Gleichung 3.10. ergibt den hier letztlich angewandten Algorith-

mus:

olk-To)=calk To)+ -2 ST -calv)-2(c, -k -To) 01311
Vo v=o Vo

Die Berechnung des Verdinnungs- und Konzentrationsfehlers erfolgte nach Pro-
grammierung eines auf der Gleichung 3.11. basierenden Algorithmus in Turbo Pas-

cal™ (Borland International).

Bei Programmstart mussten die NOy-Konzentration des Perfusats, der Volumenfluss,
die Anfangs- und Endpunkte des zu korrigierenden Abschnitts und die Lange der
Ischdmieperiode eingegeben werden. Nach Eingabe dieser variablen Parameter er-
hielt man die Werte der realen NOy-Konzentration und konnte diese zur weiteren

Auswertung nutzen.
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3.4.3. Validitatskontrolle der erstellten Fehlerkorrektur

Zur Validitatskontrolle des angewandten Algorithmus (GIl. 3.11.) wurde ein Ver-
suchsaufbau gewahlt, der in Bezug auf die NOx-Analyse des Perfusats dem Modell
der isolierten Kaninchenlunge glich.

Stellvertretend fur die NO-Produktion der Kaninchenlunge wurde hier ein Perfusor
(Injectomat S, Fresenius) eingesetzt, der kontinuierlich eine Nitratldsung bekannter
Konzentrationen (0,1 pl/min oder 0,2 pl/min) in ein Becherglas (Kalensee) mit einem
Perfusatvolumen von 150 ml pumpte (siehe Abb. 3.9.). Ein Magnetriihrer (IKAMAR®
REO, Jahke & Kunkel) sorgte fir eine gleichmalige Verteilung der zugefiuhrten Nit-

ratldsung.

frisches
Perfusat

Infusiomat

Perfusatprobe  Rollerpumpe Uberschiissige
Reaktions-

—

Chemilumineszenz-
Kiihlfalle Detektor

Stickstoff

Abb. 3.9. Versuchsabbau zur Validitatsprifung der entwickelten Fehlerkorrektur.
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Zur Analytik des Perfusats wurde analog zum experimentellen Aufbau der isolierten
Kaninchenlunge die Rollerpumpe (ISMATEC IP 12, Ismatec), die Vana-
dium(ll)Chlorid-Séule und der Chemilumineszenzdetektor (UPK 3100, UPM) einge-
setzt. Um auch in dieser Versuchsanordnung ein ,Leerlaufen” des Systems zu ver-
hindern, musste wie im isolierten Lungenmodell frisches Perfusat kontrolliert zuge-

tropft (IVAC 531-1, Ivac Infusion Pump) werden.

Der Vorteil dieser Versuchsanordnung bestand darin, dass die im Becherglas real er-
reichte Konzentration in uM errechnet und in ppb angegeben werden konnte. Gleich-
zeitig konnte experimentell mit Hilfe der Vanadium(lll)Chlorid-Saule die NO-Konzent-
ration in ppb bestimmt werden. Die anschlieBend durchgeflhrte computergestttzte
Fehlerkorrektur (siehe Kapitel 3.4.2.) gab ebenfalls die korrigierten Werte in ppb aus.

Somit konnten diese Ergebnisse ohne Einschrankungen miteinander verglichen wer-

den. Es ergaben sich folgende Befunde:

Die korrigierten Messwerte erreichten beim Einsatz eines Perfusors der Leistung 0,1
puM/min Nitratldsung nach 115 Minuten Laufzeit 98,56 + 1,0% (+S.E.M.) der errech-
neten Werte. Ohne Korrektur ergaben die Messwerte nur 83,3 + 0,05% (+S.E.M.) der
errechten Werte und wiesen somit deutlich zu niedrige Messergebnisse aus.

Bei Verwendung eines Perfusors der doppelten Konzentration von 0,2 pM/min Nit-
ratldsung errechnete die Korrektur nach 115 Minuten Versuchszeit 97,62 + 2,5%
(+S.E.M.) des kalkulierten Werts. Auch hierbei stellten sich die Messwerte ohne Kor-
rektur mit 74,68 + 1,8% (+S.E.M.) als erheblich zu niedrig dar. Insgesamt wurden

hierzu vier Kontrollversuche durchgefihrt.

Zur lllustration der Bedeutung und Auswirkung der durchgefuhrten Korrektur sind in
Abb. 3.10. am Beispiel eines Experiments mit zwei unterschiedlichen Perfusorkon-
zentrationen (0,1 und 0,2 pM/min) die Rohmessdaten, die korrigierten und die er-

rechneten Messwerte gegeneinander aufgetragen.
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Abb. 3.10. Grafischer Vergleich zwischen gemessenen, korrigierten und errechneten Messdaten an-

hand eines Kontrollversuchs.

3.5. Experimentelles Protokoll

Jede Kaninchenlunge wurde zunachst mit einem Mischgas bestehend aus 21% O,
5% CO, und 74% N, beatmet und absolvierte eine 20-minltige steady-state Phase.
Hierbei musste sie einen stabilen pulmonal-arteriellen Druck (PAP), linksventrikula-
ren Druck (LVP) sowie Beatmungsdruck (VP), sowie ein konstantes Organgewicht
aufweisen. Weiterhin musste sich das exhalative NO auf ein Plateauniveau einstellen
und die NOx-Konzentration im Perfusat gleichméagig akkumulieren.

AnschlieRend wurden die Kaninchenlungen einer definierten hydrostatischen Druck-
belastung unterzogen. Bei diesem Vorgang durften ein maximaler kapillarer Filtrati-
ons-Koeffizient (Kfc) von 1,4 cm3/s x cmH,0 x g10* und eine Retention von maximal
2 g nicht Uberschritten werden (siehe Kap. 3.2.3.). Die Nichteinhaltung dieser Rah-

menparameter wurde als Ausschlusskriterium angesehen.
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Zur Bestimmung des mikrovaskularen Drucks wurde in den folgenden 10 Minuten
viermal ein ,Double-Clamping“-Mano6ver durchgefihrt (siehe Kap. 3.2.2.).

Die Ischamiezeit begann mit dem Perfusionsstopp und die Versuchszeit wurde auf
-Null“ gesetzt (siehe Abb. 3.11.).

3. Perfusal- Ischdmie- Reperfusion Versuchs-
wechsel Beginn ende
Kaontrall- P
¢ Ischamie 90,180 ¥
Steady state KaSkadEthrL-anpl?ng oder 210 Minuten 1. Kaskade 2 Kaskade 3. Kaskade
F.ontrolle
T P
40 -30 -20 -10 0
a0 120 150 210
T 180 210 240 270
210 240 270 300

S S

H H Double Double Double Double
Versuchszeit [mm] Clamping  Clamping  Clamping  Clamping

Abb. 3.11. Schematischer Versuchsverlauf

Auch wahrend der Ischamieperiode wurden die Lungen kontinuierlich mit temperier-
ten, wasserdampfgesattigten Gasgemischen unterschiedlicher Zusammensetzung

(s.u.) ventiliert.

a.) Versuchsreihen mit einer 180- bzw. 210-minutigen Ischamieperiode:

Die Versuchsreihen mit einer Ischamiezeit von 180 bzw. 210 Minuten wurde mit einer
vasalen Distension durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurde unmittelbar zu Ischamie-
beginn der intravaskulare Druck auf 6 mmHg eingestellt und zeitgleich der arterielle
und venose Katheter mit Klemmen verschlossen. Auf diese Weise wurde wéhrend

der gesamten Ischamieperiode ein positiver intravasaler Druck aufrechterhalten.

Im Einzelnen wurden folgende Versuchsreihen durchgefihrt:

e FiO,=0,21

Die Lungen wurden wahrend der Ischamieperiode mit einem Gasgemisch bestehend
aus 21% O3, 5% CO; und 74% N; beatmet.
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e Fi0,=0,21 + L-NMMA

Bei den Versuchen dieser Versuchsreihe wurden die Lungen wahrend der Ischamie-
periode mit 21% O,, 5% CO, und 74% N, ventiliert. Zusatzlich wurde dem zirkulie-
rendem Perfusat 5 Minuten vor Ischamiebeginn der NO-Synthase-Inhibitor L-NMMA
(400 uM) zugesetzt.

e FiO,=0

Die Kaninchenlungen wurden wahrend der Ischamie mit einem anoxischen Gasge-
misch bestehend aus 5% CO, und 95% N, beatmet. Unmittelbar vor der Reperfusion
wurde wieder zu einem normoxischen Atemgas (21% O, 5% CO, und 74% N,) ge-

wechselt.

e FiO,=0 + L-NMMA

Analog den normoxischen Versuchen FiO,=0,21 + L-NMMA wurde auch bei der ano-
xischen Versuchsreihe der NO-Synthase-Inhibitor L-NMMA (400 uM) eingesetzt und
5 Minuten vor Ischamiebeginn dem zirkulierenden Perfusat zugegeben. Die Kanin-
chenlungen wurden zur Ischamiezeit mit einem anoxischen Gasgemisch bestehend
aus 5% CO; und 95% N ventiliert. Unmittelbar vor Reperfusion wurde die Beatmung
wieder auf 21% O, 5% CO, und 74% N, zuriickgestellt.

e FiO,=0 + SOD mit 210-minutiger Ischamie

Waéhrend einer anoxischen Ischamieperiode von 210 Minuten wurden die isolierten
Kaninchenlungen mit einem sauerstofffreien Mischgas, bestehend aus 5% CO, und
95% N, beatmet. Unmittelbar vor Reperfusion wurde das Gasgemisch auf ein norm-
oxisches Atemgas (21% O, 5% CO; und 74% N;) umgestellt und mit der Reperfu-
sion 100 U/ml SOD appliziert.

b.) Versuchsreihe mit einer 90-minutigen Ischamieperiode

e FiO,=0 und fehlende vasale Distension

Im Gegensatz zu den oben aufgefihrten Protokollen wurde bei den Versuchen die-
ser Reihe der intravasale Druck zu Ischamiebeginn auf 0 mmHg eingestellt. Die 90-
minutige Isch&mieperiode erfolgte unter anoxischer Ventilation mit einem Mischgas
von 5% CO; und 95% N,. Unmittelbar vor der Reperfusion wurde das Atemgas wie-
der auf 21% O,, 5% CO, und 74% N, gewechselt.
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c.) Kontrollversuche

Die Lungen wurden ohne Unterbrechung oder weitere Interventionen perfundiert und
normoxisch mit einem Mischgas der Zusammensetzung 21% O, 5% CO; und 74%
N2 ventiliert. Die Kfc-Werte und die mikrovaskularen Driicke wurden zu den korres-

pondierenden Zeitpunkten der Ischamieversuche bestimmit.

Reperfusion

Am Ischamieende erfolgte die kontrollierte Reperfusion. Hierzu wurde innerhalb von
3 Minuten der Perfusionsfluss stufenweise von initial 10 ml/min auf das Ausgangsni-
veau von 100 ml/min angehoben.

30, 60 und 90 Minuten nach Reperfusion erfolgten Kaskadenmandver und nach 3,
30, 60 und 90 Minuten wurden die mikrovaskularen Driicke bestimmt (siehe hierzu
Abb. 3.11.).

Versuchsende/-abbruch
Alle Experimente wurden regular 100 Minuten nach Reperfusion beendet. Vorzeitig

abgebrochen wurden sie, wenn ein massives Odem eintrat.

3.6. Statistik

Die erhobenen Daten der vorgestellten Versuche wurden als Mittelwerte + Stan-
dardfehler (S.E.M. = Standard Error of the Mean) dargestellt. Die Unterschiede in
den Versuchsreihen mit einer Ischamieperiode von 210 Minuten wurden mit Hilfe ei-
ner einseitigen Varianzanalyse nach dem post hoc Student-Newman-Keuls Test un-
tersucht. Unterschiede mit p-Werten kleiner als 0,05 wurden als signifikant betrach-

tet.
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4.  Ergebnisse

Die in dieser Dissertationsarbeit prasentierten Ergebnisse basieren auf der Auswer-
tung von insgesamt 59 Versuchen an isolierten Kaninchenlungen.

Vor Beginn der eigentlichen Untersuchungen erfolgten zunachst Vorversuche mit
Ischamieperioden zwischen 150 und 240 Minuten Lange zur Ermittlung einer opti-
malen Ischamiezeit im aktuellen Modell. Als Basis dienten hier die bereits von
SCHUTTE et al. 1998 [119] und HERMLE et al. 1999 [16] durchgefiihrten Ischamie-
und Reperfusionsversuche. Die eigenen Vorversuche sowie die von Hermle und
Schitte bereits publizierten Untersuchungen an vergleichbaren Versuchsaufbauten

werden in dieser Arbeit im Einzelnen nicht vorgestellt.

Die Ergebnisse der einzelnen Versuchsreihen werden im Anschluss in Anlehnung an
die Gliederung des experimentellen Protokolls (Kap. 3.5) prasentiert.

Im Kapitel 4.1. werden zunachst die Ergebnisse der Ischamie-/ Reperfusionsversu-
che mit einer Ischamieperiode von 180 und 210 Minuten Lange unter den Bedingun-
gen einer vasalen Distension vorgestellt. Zunachst wurden 18 Versuche mit einer
Ischamieperiode von 180 Minuten durchgefuhrt. Die dabei erzielten Ergebnisse lie-
Ben sich nach Verlangerung der Ischamiezeit auf 210 Minuten noch besser akzen-
tuieren und ergaben qualitativ gleichartige Aussagen. Aus diesem Grund werden
diese Ergebnisse jeweils im gemeinsamen Zusammenhang vorgestellt.

Im Kapitel 4.2. wird die Versuchsreihe 90 Minuten anoxisch ventilierte Ischamie mit
kollabierten Gefal3en dargestellt. Diese kirzere Ischamieperiode konnte einen den
210-minutigen Ischamieversuchen bei vasaler Distension vergleichbaren Schaden
erzielen. In vergleichbaren Ischamieexperimenten zeigte SCHUTTE bereits 1998
[119], dass sich der Ischamie-/ Reperfusionsschaden durch die Aufrechterhaltung
eines positiven intravasalen Drucks deutlich reduzieren lie3. In Erganzung zu diesen
Versuchsreihen sollte hier geklart werden, ob sich grundséatzliche Unterschiede am
Verhalten der NO-Produktion wéhrend einer anoxischen Ischdmie mit fehlender va-

saler Distension im Vergleich zu Versuchen mit vasaler Distension zeigten.

Da insbesondere das Verhalten der NO-Liberation wahrend und im Anschluss an
eine Ischamieperiode im Vordergrund dieser Arbeit stand, werden diese Messerge-

bisse jeweils zuerst betrachtet.
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4.1. Ergebnisse der Versuchsreihen mit 180- und 210-mindtiger Ischamie-

periode unter den Bedingungen der vasalen Distension

4.1.1. Ergebnisse der Stickstoffmonoxid (NO)-Analyse im exhalativen Atemgas

vor, wahrend und nach der Ischamieperiode

Der exhalative Stickstoffmonoxid (NO) — Anteil wurde in allen Versuchsgruppen wah-
rend der gesamten Versuchszeit kontinuierlich gemessen und in parts per billion
(ppb) bestimmt (siehe Kap. 3.3.4.).

Die nicht-ischamischen Kontrollversuche (control) zeigten hierbei eine anhaltende
NO-Emission. Zu Versuchsbeginn lagen die Messwerte in allen Versuchsreihen
Ubereinstimmend im Bereich von 47 - 52 ppb NO. Im weiteren Versuchsverlauf fiel
der emittierte NO-Anteil in der Kontrollgruppe kontinuierlich bis auf Werte um 30 ppb
nach 280 Minuten und auf etwa 25 ppb NO-Gehalt nach 320 Minuten Versuchsdauer
(siehe Abb. 4.1. und Abb. 4.2.).

Betrachtet man die Versuchsreihen mit einer Ischamieperiode unter normoxischer
Beatmung (FiO, = 0,21), so zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe ein milder Ab-
fall der NO-Produktion wahrend der Ischamie. Im Vergleich zur Kontrollgruppe redu-
zierte sich der exhalative NO-Anteil um rund 15 ppb bei weiterhin kontinuierlicher Ex-
halation. Mit der Reperfusion stieg die exhalierte NO-Konzentration wieder unmittel-
bar an und nach einer kurzen uberschie3enden NO-Produktion wurden Messwerte
protokolliert, die den Kontrollgruppen ohne Isch&amie entsprachen.

Die Versuchsreihen mit einer anoxisch ventilierten Ischamie (FiO, = 0; 180 Minuten
bzw. 210 Minuten) wiesen einen unmittelbaren Abfall des NO-Signals nach dem
Wechsel des Beatmungsgases zum sauerstofffreien Gasgemisch zu Ischdmiebeginn
auf. Es kam wéhrend dieser Phase zum fast vollstandigen Versiegen der NO-Pro-
duktion. Nach dem erneuten Wechsel des Beatmungsgases zu Ischamieende zurtick
auf ein normoxisches Gasgemisch kam es zum sofortigen Wiedereinsetzen der NO-
Freisetzung. Vergleichbar zu den Versuchsreihen mit einer normoxischen Ischamie
zeigte sich auch hier zunéchst eine Uberschieliende NO-Konzentration im Exhalat.
Diese pendelte sich jedoch in der unmittelbaren Folge wieder in etwa auf das Niveau

der Kontrollgruppen ein.
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Somit konnte aufgezeigt werden, dass eine Unterbrechung der Perfusion per se zu
einer reversiblen Minderung der NO-Exhalation fuhrte. Bei vollstandiger Abwesenheit
von Sauerstoff im Atemgas kam es zum anndhernd vollstandigen Erléschen der NO-
Produktion wahrend der Ischamieperiode. Nach Reperfusion setzte die NO-Exhala-
tion sofort wieder ein und erschien weder durch eine oxische noch durch eine anoxi-
sche Ischamieperiode nachhaltig beeinflusst. Ein qualitativer Unterschied in den
Aussagen war auch bei Variation der Ischamiedauer (180 und 210 Minuten) nicht zu
erkennen.

Zur Untersuchung der Auswirkungen einer Suppression der endogenen NO-Produk-
tion auf den Reperfusionsschaden wurde der unspezifische NO-Synthase-Hemmer
L-NMMA eingesetzt. Die Applikation in einer Dosierung von 400uM 5 Minuten vor
Ischdmiebeginn fuhrte zum prompten, nachhaltigen und nahezu kompletten Versie-
gen der NO-Exhalation. Dieser Effekt wurde unabhangig vom verwandten Beat-
mungsgas (Fi0, = 0,21 + L-NMMA und Fi0, = 0 + L-NMMA) oder der durchgefihrten
Ischamielange (180 bzw. 210 Minuten) beobachtet. Auch nach Beendigung der
Ischamieperiode kam es nicht zum Wiedereinsetzen der NO-Produktion. Offensicht-
lich spielte die Lange der durchgefihrten Ischamie auch in diesem Zusammenhang
keine entscheidende Rolle, da sich die Ergebnisse der beiden unterschiedlichen
Ischamieintervalle ahnlich darstellten.

Die Applikation von SOD (100 U/ml) zur Reperfusion nach einer anoxisch ventilierten
Ischamieperiode zeigte keinen nennenswerten Einfluss auf die verzeichnete NO-Ex-
halation. Die erhobenen Messwerte entsprachen nach Reperfusion denen der anoxi-
schen (Fi0, = 0) und oxischen (FiO, = 0,21) Versuchsreihen. Nach einer kurzen Epi-
sode der UberschielRenden NO-Freisetzung ndherten sich auch hierbei die Messer-
gebnisse denen der Kontrollgruppen (control) an.

Wahrend der Bestimmung des kapillaren Filtrationskoeffizienten (Kfc) und der hierzu
applizierten vendsen Druckbelastung kam es in allen Versuchsgruppen zu einem
vorubergehenden und vollstandig reversiblen NO-Anstieg von 5 ppb. Ausgenommen
hiervon waren die Versuchsreihen mit inhibierter NO-Synthase (400 uM L-NMMA),
die keinen NO-Anstieg zeigten. Zur Vermeidung einer Dateniberladung in den dar-
gestellten Abbildungen wurden diese Messwerte in den dargestellten Graphiken nicht

bertcksichtigt.
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Abb. 4.1. Exhalative NO-Emission wahrend der Versuchsreihen mit 180-miniitiger Ischamie sowie der

entsprechenden Kontrollversuche.

Dargestellt in der Abb. 4.1. sind die exhalative NO-Emission der untersuchten Kanin-
chenlungen, der Einfluss der Anwesenheit von Sauerstoff sowie die Auswirkungen
einer Blockade der NO-Synthase durch L-NMMA wéhrend der Ischamiephase. Die
Messung erfolgte kontinuierlich wéhrend der gesamten Versuchszeit und die NO-
Konzentration wurde in parts per billion (ppb) bestimmt.

Nach einer normoxischen Ventilation und gleichmafiger Perfusion zu Versuchsbe-
ginn begann zum Versuchszeitpunkt t=0 eine 180-minltige Isch&mieperiode mit
normoxischer oder anoxischer Beatmung. In den Versuchen mit L-NMMA (400 puM)
wurde dieses 5 Minuten vor Ischamiebeginn dem Perfusat beigemischt.

Die Kontrollgruppe wurde kontinuierlich perfundiert und normoxisch ventiliert.

Die Messwerte sind als Mittelwerte £ S.E.M. angegeben. Fehlerbalken sind nicht
dargestellt, wenn sie in das entsprechende Symbol fielen. n beziffert die Anzahl der

Versuche pro Versuchsreihe.
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Abb. 4.2. Kurvenverlaufe der exspiratorischen NO-Freisetzung wahrend der Versuchsreihen mit 210

Minuten Ischamie sowie der entsprechenden Kontrollversuche.

Die Abb. 4.2. prasentiert die NO-Exhalation in den Versuchsreihen mit 210 Minuten
Ischamiezeit. Die Messung erfolgte kontinuierlich und wahrend der gesamten Ver-
suchszeit. Die Ergebnisse sind in parts per billion (ppb) angegeben.

Zu Versuchsbeginn wurden die Lungen in allen Versuchsreihen kontinuierlich per-
fundiert und mit einem sauerstoffhaltigen Gasgemisch beatmet. Zum Versuchszeit-
punkt t=0 begann die Ischamieperiode, die entweder unter oxischer oder anoxischer
Beatmung, mit oder ohne L-NMMA bzw. SOD verlief. L-NMMA (400uM) wurde 5 Mi-
nuten vor Perfusionsstopp dem zirkulierenden Perfusat zugegeben, SOD (100 U/ml)
unmittelbar zur Reperfusion. In der Kontrollgruppe erfolgte ohne Intervention die
gleichférmige Perfusion und oxische Ventilation.

Die Messwerte sind als Mittelwerte + S.E.M. angegeben. Fehlerbalken sind nicht dar-
gestellt, wenn sie in das entsprechende Symbol fielen. n beziffert die Anzahl der Ver-
suche pro Versuchsreihe.
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4.1.2. Messergebnisse der intravasalen NOy-Analyse vor und nach der
Isch&dmieperiode

Die fortwahrend ins rezirkulierende Perfusat sezernierte NOy—Menge (Summe von
NO und den oxidativen Abbauprodukten) wurde mit Hilfe der Vanadium(lll)Chlorid-
Saule (siehe Kap. 3.3.6.) vor Beginn und nach Beendigung der Ischamieperiode in
allen Versuchsreihen kontinuierlich bestimmt. Nach Versuchsende wurden unter Ein-
satz einer computergestutzten Fehlerkorrektur (siehe Kap. 3.4.) die entsprechenden
NOy-Konzentrationen in uM berechnet. Eine Probenentnahme wahrend der Ischa-
mieperiode konnte aufgrund der dann unterbrochenen Organperfusion nicht durch-
gefuhrt werden. Die Kumulativergebnisse dieses Intervalls werden in Kap. 4.1.3. dar-
gestellt.

Um die Veranderungen der NOy-Freisetzung graphisch besser aufzeigen zu kénnen,
werden die Messergebnisse als Differenzwerte pro 10 Minuten (uUM/10min) in Anleh-
nung an frihere Veroffentlichungen (z.B. SPRIESTERS-BACH et al. [142]) prasen-
tiert (siehe Abb. 4.3. und Abb. 4.4.).

Zu Versuchsbeginn wurden die Kaninchenlungen normoxisch ventiliert und gleich-
mafig perfundiert. Alle Versuchsreihen zeigten in dieser steady-state-Phase eine

vergleichbare kontinuierliche intravasale NOy-Produktion von ca. 0,7 uM/10min.

Die Kontrollgruppen (control) wurden ohne eine Ischamiephase bis zu 320 Minuten
kontinuierlich perfundiert und ventiliert. Sie zeigten wahrend des gesamten Beobach-

tungszeitraums eine anhaltende und gleichmafige NO-Produktion.

Versuche mit einer normoxischen Ischamieperiode (FiO, = 0,21) zeigten unabhangig
von der Ischamielange (180 sowie 210 Minuten) nach Reperfusion eine kurz anhal-
tende, Uberschie3ende NOy-Produktion, bevor sie sich wieder auf dem Niveau der

Kontrollgruppen einpendelten.

Nach einer anoxisch ventilierten Ischamie (FiO, = 0) von 180 oder 210 Minuten
setzte die intravasale NOyx-Emission prompt mit der Reperfusion und dem Wechsel

des Beatmungsgases zurlck zum sauerstoffhaltigen Gasgemisch wieder ein. Die
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gemessenen NOy-Produktionsraten zeigten den Kontrollgruppen vergleichbare

Messwerte.

Kaninchenlungen, die vor Ischamiebeginn mit dem unspezifischen NO-Synthase In-
hibitor L-NMMA behandelt wurden (FiO, = 0,21 + L-NMMA, FiO, = 0 +L-NMMA) rea-
gierten mit einer umgehenden und dauerhaften Suppression der NOy-Liberation. Die
Suppression bestand unabhangig von der Ischdmielange auch weiterhin nach Re-

perfusion. Eine nennenswerte NOy-Freisetzung wurde nicht dokumentiert.

In der Versuchsreihe anoxische Ischamie mit Applikation von 100 U/ml SOD (FiO, =
0 + SOD) zu Ischamieende kam es, vergleichbar den Versuchsreihen oxische und
anoxische Ischdmie, nach Reperfusion zum sofortigen Wiedereinsetzen der NOy-
Synthese. Umgehend wurden auch hierbei wieder, den Kontrollgruppen entspre-

chende Werte erreicht.

Insgesamt zeigten sich gut korrespondierende Kurvenverlaufe in allen Untersu-
chungsreihen zwischen der intravasalen und exhalativen NO-Liberation (vgl.
Kap.4.1.1.).
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Abb. 4.3. Die intravasale NO-Produktion vor Beginn und nach einer 180-mindtigen Ischamieperiode
zeigt die Auswirkungen einer normoxischen bzw. anoxischen Beatmung im Intervall sowie
den Einfluss der L-NMMA Applikation auf die intravasale NO-Liberation.

Die Abb. 4.3. zeigt die intravasale NOy-Freisetzung (Summe von NO und dessen
Abbauprodukten) vor und nach einer induzierten Ischamie von 180 Minuten Lange.
Vor Ischamiebeginn wurden alle Versuchsreihen mit einem normoxischen Gasge-
misch beatmet und kontinuierlich perfundiert. Abgesehen von den Kontrollversuchen,
die keiner Ischamie ausgesetzt wurden, erfolgte in allen Versuchsreihen zum Zeit-
punkt t=0 der Perfusionsstopp. Wahrend der Ischamieperiode erfolgte eine normoxi-
sche oder anoxische Ventilation und in den Versuchsreihen mit supprimierter NO-
Synthase wurde jeweils 400uM L-NMMA 5 Minuten vor Ischamiebeginn dem Perfu-
sat zugegeben. Wie die Messwerte verdeutlichen, hatte diese Inhibition auch nach
Reperfusion anhaltend Bestand.

Die Ergebnisse sind angegeben als Mittelwerte aufgetragen als 10-Minuten Diffe-
renzintervall £ S.E.M.. Die Anzahl der untersuchten Versuche pro Versuchsmodus
stellt die n-Zahl dar.
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Abb. 4.4, Einfluss von oxischer bzw. anoxischer Beatmung, L-NMMA- und SOD-Applikation auf die

intravasale NO-Produktion vor und nach einer Ischamieperiode von 210 Minuten Dauer.

Die Abb. 4.4. vergleicht die intravasale NOx-Produktion (Summe von NO und den
entsprechenden Oxidationsprodukten) vor Ischdmiebeginn und nach Reperfusion.

Zu Beginn wurden alle Versuchsreihen normoxisch beatmet und kontinuierlich per-
fundiert. Zum Versuchszeitpunkt t=0 wurden die Kaninchenlungen (aul3er der Kon-
trollgruppe) einer 210-minutigen Ischdmie ausgesetzt, wahrend dieser sie entweder
normoxisch oder anoxisch ventiliert wurden. Die Zugabe von L-NMMA (400uM) er-
folgte in den entsprechenden Versuchsreihen 5 Minuten vor Ischamiebeginn, SOD
(100 U/ml) wurde dem Perfusat unmittelbar zur Reperfusion zugegeben.

Die gemittelten Ergebnisse sind als Differenzwert pro 10 min in uM # S.E.M. darge-
stellt. Fehlerbalken, die in das Versuchssymbol fallen, sind nicht dargestellt.
Statistische Signifikanzen sind folgendermal3en markiert: * p < 0,05 und ** p < 0,01
gegeniiber den L-NMMA Versuchsgruppen, * p < 0,05 gegeniiber FiO, = 0 + L-
NMMA, * p < 0,05 gegeniiber der Kontrollgruppe, FiO, = 0 und FiO, = 0 + SOD.
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4.1.3. Messergebnisse der intravasalen NOy-Analyse im Isché&mieintervall als

Kumulativ-Befund

Wie bereits im Kap. 4.1.2. erwahnt, konnten wahrend der Ischamiephase und dem
darin begrindeten Perfusionsstopp keine weiteren Perfusatproben entnommen wer-
den. Somit war auch keine weitere Online-Messung der intravasalen NOy-Konzentra-
tion maglich. Um dennoch eine Aussage zum NO-Liberationsverhalten im Ischamie-
intervall zu erhalten, wurden die Differenzwerte zwischen den Messergebnissen zum
Versuchszeitpunkt O und 180 bzw. 210 Minuten gebildet. Somit konnten die Kumula-
tiv-Befunde von 180 bzw. 210 Minuten Ischamie in uM ermittelt und dargestellt wer-
den. Um einen Vergleich der Ergebnisse mit der Kontrollgruppe (control) zu ermogli-
chen, wurden hierfur analog die korrespondierenden Intervallwerte berechnet (siehe
Abb. 4.5. und Abb. 4.6.).

In den Kontrollversuchen ergab sich eine NOy-Akkumulation im Perfusat von etwa 12
MM nach 180 Minuten und eine von 15 pM nach 210 Minuten.

Im Vergleich hierzu setzten die Lungen wahrend einer normoxisch ventilierten
Ischamieperiode (FiO2 = 0,21) noch etwa die Halfte, namlich 7 uM nach 180 Minuten
und 8 uM nach 210 Minuten Ischamie frei.

Wurde den Versuchen L-NMMA vor Ischdmiebeginn zugesetzt (FiO, = 0,21 + L-
NMMA, FiO,; = 0 + L-NMMA), so erfolgte keine nennenswerte NO,-Synthese mehr.
Ebenso emittierten die Kaninchenlungen wahrend der Ischamieperiode unter anoxi-
schen Bedingungen (FiO;, = 0) annahernd kein NOy in das Gefal3bett.

Da die Zugabe von 100 U/ml SOD in der entsprechenden Versuchsreihe (FiO, =0 +
SOD) erst zur Reperfusion erfolgte, wurden hier Ergebnisse den anoxischen Ischa-
mieversuchen vergleichbar dokumentiert: Es kam zu keiner nennenswerten NOy-

Produktion wahrend des Ischamieintervalls.

Es lies sich somit feststellen, dass auch die im Ischamieintervall berechneten NOy-
Synthesemengen zu den zuvor beschriebenen exhalativen NO-Messdaten korres-
pondierten. Qualitativ ergaben sich keine Unterschiede durch die Variation der
Ischamielange (180 und 210 Minuten).
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intravascular NOINOX
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Abb. 4.5. Vergleich der intravasalen NO,-Akkumulation im Zeitintervall der 180-minditigen Ischamie.
Zu erkennen ist der Einfluss von normoxischer und anoxischer Ventilation sowie die Wir-

kung der L-NMMA Gabe vor Ischamiebeginn auf die intravasale NO-Syntheseleistung.

In Abb. 4.5. ist die intravasale NOy-Akkumulation wahrend einer 180 Minuten andau-
ernden Ischamiephase dargestellt.

Hierbei erkennt man, dass eine fortgesetzte normoxische Ventilation und Perfusion
ohne eine Ischamieperiode (control) zu einer NOy-Akkumulation im Perfusat von
mehr als 12 yuM fihrte. Eine normoxisch ventilierte Ischamie (FiO, = 0,21) bewirkte
eine Reduktion der NO4-Synthese auf etwa die Halfte des Niveaus der Kontroll-
gruppe. Anoxische Ischamieperioden (FiO, = 0) fihrten ebenso wie die Versuche mit
inhibierter NO-Synthase durch L-NMMA (400 pM) zu einer fast vollstandigen Unter-
driickung der NOy-Produktion (FiO, = 0,21 + L-NMMA, FiO; = 0 + L-NMMA).

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + S.E.M., n bezeichnet die Anzahl der Ver-

suche pro Beobachtungsreihe.
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Abb. 4.6. Einfluss der Anwesenheit von Sauerstoff, L-NMMA und SOD auf die intravasale NO,-

Produktion wéhrend einer Ischdmieperiode von 210 Minuten Dauer.

Die Abb. 4.6. zeigt die intravasal akkumulierte Menge an NOy, die wahrend einer
210-minutigen Ischamieperiode in das Perfusat abgegeben wurde.

Die Kontrollversuche (control) zeigen die Menge an synthetisiertem NOy, die unter
fortgesetzter Perfusion und normoxischer Ventilation ohne eine Ischamieperiode ins
Perfusat sezerniert wurde. Auffallig ist, dass bei fortbestehender normoxischer Ven-
tilation unter Ischamiebedingungen (FiO, = 0,21) die NOx-Synthese fortbestand und
die Produktion auf etwa die Halfte der Kontrollgruppe sank. Bei Versuchen mit einer
anoxischen Ischamiephase (FiO, = 0) sowie Untersuchungen mit inhibierter NO-
Synthase durch 400 uM L-NMMA kam die NOx-Produktion fast vollstandig zum Etrlie-
gen (FiO; = 0,21 + L-NMMA, FiO; = 0 + L-NMMA). Da die Applikation von 100 U/ml
SOD erst zur Reperfusion erfolgte, konnte sie keinen nennenswerten Einfluss auf die
Ischamieperiode ausiben — die Messwerte entsprachen denen der anoxischen
Ischamiereihe (FiO, = 0 + SOD).

Die Angaben verstehen sich als Mittelwerte + S.E.M.. Die Anzahl der Versuche be-
schreibt die n-zahl. Signifikanzen werden folgendermaRen beschrieben: ¢ p < 0,01

gegen alle anderen Versuchsreihen, *** p < 0,001 gegen die Kontrollgruppe.



Ergebnisse

4.1.4. Verlauf des pulmonal-arteriellen Drucks (PAP)

Der kontinuierlich erfasste pulmonal-arterielle Druck (PAP) zeigte in den Kontrollver-
suchen (control) mit einer Versuchslange von bis zu 320 Minuten keine Veranderun-
gen und konstante Druckwerte um 6 mmHg.

Alle Versuchsreihen zeigten wéahrend der steady-state-Phase vor Beginn der Isché-
mieperiode den Kontrollgruppen vergleichbare Druckwerte. Inhibition der NO-Syn-
these durch Zugabe des unspezifischen NO-Synthase-Inhibitors L-NMMA hatte kei-

nen signifikanten Effekt auf den pra-ischamischen Gefaldtonus.

Zu Ischamiebeginn wurde in den Versuchsreihen mit 180- und 210-mintiger Ischa-
mie der intravasale Druck auf 6 mmHg eingestellt. Bis zum Ende der Ischdmiezeit
sank dieser kontinuierlich auf Werte zwischen 3,8 und 3,3 mmHg nach 180 Minuten

bzw. auf 3,2 bis 2,2 mmHg nach 210 Minuten (siehe Tab. 4.1.).

Intravaskularer Druck am Ende

FiO, | Ischamiezeit der Ischimie [mmHg]

Kontrolle 0,21 | Keine Ischamie Keine Ischamie
Normoxische

Ischamie 0,21 180 3,4 + 0,6
Normoxische

Ischamie 0,21 180 33 +0,1

+ L-NMMA

Anoxische 0 180 35 + 05

Ischamie 7
Anoxische

Ischamie 0 180 3,8 £ 0,5

+ L-NMMA

Kontrolle 0,21 | Keine Ischamie Keine Ischamie
Normoxische | 5, 210 22 + 01

Ischamie
Normoxische

Ischamie 0,21 210 32 £ 0,2

+ L-NMMA

Anoxische

Ischamie 0 210 2,3+ 0,2
Anoxische

Ischamie 0 210 28 + 0,2

+ L-NMMA

Anoxische

Ischamie 0 210 2,8 + 0,3

+ SOD

Tab. 4.1. Intravasale Druckwerte am Ende der Ischdmie. Die angegebenen Werte verstehen sich als

Mittelwerte £ S.E.M.. Die Anzahl der Versuche pro Versuchsreihe beschreibt die n-Zahl.
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Nach Beendigung der Ischamie und Reperfusion wurde unabhangig vom untersuch-
ten Ischamieintervall (180 und 210 Minuten) in allen Versuchsreihen ein voriberge-
hender pulmonal-arterieller Druckanstieg beobachtet. Kurzfristig relativ hdhere
Druckwerte waren in den Versuchsreihen mit blockierter NO-Synthase durch L-
NMMA (FiO2 = 0 + L-NMMA und FiO; = 0,21 + L-NMMA) und den anoxischen Ver-
suchsreihen mit und ohne Zugabe von Superoxid-Dismutase (SOD) zu beobachten
(FiO2=0und FiO,= 0 + SOD).

In den Versuchsreihen mit einer anoxischen Ischamieperiode (FiO, = 0) und einer
anoxischen Ischamie mit Zugabe SOD zur Reperfusion (FiO, = 0 + SOD) trat ein
schwerwiegender GefaRschaden mit deutlicher Odembildung zu Tage. Daher wur-
den diese Versuche nach der ersten postischdmischen Kfc-Messung vorzeitig been-
det (vgl. Kap 3.5.).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es nach einem Ischamie-/ Reperfusi-
onsmanover zu einem kurzfristigen, moderaten Druckanstieg in allen Versuchsgrup-
pen kam. Bereits 30 Minuten nach Reperfusion ndherten sich die Druckwerte aller-
dings wieder den Werten der Kontrollgruppen an. Statistisch lie3en sich keine signifi-

kanten Unterschiede ermitteln.
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Abb. 4.7. Préa- und postischamischer PA-Druckverlauf bei Versuchen mit 180-minttiger Ischamiezeit.

Dargestellt ist in Abb. 4.7. der Verlauf des pra- und postischdmischen pulmonal-arte-
riellen Drucks (PAP). Die Kaninchenlungen wurden einer 180-minutigen Ischamiepe-
riode ausgesetzt. Wahrend dieser erfolgte eine normoxische oder anoxische Beat-
mung. In der Kontrollgruppe ohne Ischamie wurden die Lungen kontinuierlich perfun-
diert und normoxisch ventiliert.

Versuchsreihen, in denen der unspezifische NO-Synthase-Inhibitor L-NMMA (400
pUM) appliziert wurde, erhielten diesen zur gleichmaRigen Verteilung im Organ 5 Mi-
nuten vor Ischamiebeginn zum Perfusat zugesetzt.

Die Messwerte sind als Mittelwerte + S.E.M. angegeben, n gibt die Anzahl der Expe-
rimente pro Versuchsreihe wieder. Fehlerbalken, die in das Versuchssymbol fallen,

sind nicht dargestellt.
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Abb. 4.8. PA-Druckverlauf der einzelnen Versuchsreihen vor und nach 210 Minuten Ischamie.

Abb. 4.8. zeigt den pra- und post ischamischen pulmonal-arteriellen Druckverlauf
(PAP) der einzelnen Versuchsreihen mit einer normoxisch bzw. anoxisch ventilierten
210-minutigen Ischamieperiode. Ebenfalls aufgefuhrt wurde die entsprechende Kon-
trollgruppe, die ohne Ischdmie bei kontinuierlicher Perfusion und normoxischer Be-
atmung analysiert wurde.

Versuchsreihen, die unter Zugabe des unspezifischen NO-Synthase-Inhibitors L-
NMMA (400 pM) untersucht wurden, bekamen diesen zur vollstandigen Inhibition 5
Minuten vor Ischamiebeginn in die Perfusionslésung appliziert.

In einer Versuchsreihe wurde Superoxid-Dismutase (SOD, 100 U/ml) unmittelbar vor
Reperfusion am Ende der anoxischen Ischamie verabreicht.

Die Messergebnisse werden als Mittelwerte £+ S.E.M. angegeben, n entspricht der
Anzahl der Versuch je Untersuchungsreihe. Fehlerbalken, die in das Versuchssym-

bol fallen, sind nicht dargestellt.
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4.1.5. Ergebnisse der prd- und postischdmischen Messung des kapillaren
Filtrationskoeffizienten (Kfc), der Gewichtsretention und der Gefal3-

compliance

Die Bestimmung des kapillaren Filtrationskoeffizienten erfolgte in allen Versuchsrei-
hen zu standardisierten Zeitpunkten (vor Ischamiebeginn sowie 30, 60 und 90 Minu-
ten nach Reperfusion bzw. zu den korrespondierenden Zeiten in den Kontrollunter-
suchungen). Neben den Kfc-Werten wurden wahrend dieses Mandvers auch die

Gewichtsretention und die Gefalicompliance ermittelt (siehe Kap. 3.2.3).

Die pra-ischamischen Messergebnisse zeigten eine homogene Verteilung der Mess-
werte in allen Versuchsreihen mit Kfc-Werten um 1 [cm®scmH,0g'10%, einer Ge-
wichtsretention von 1,1 bis 2,4 g und einer Gefalicompliance zwischen 0,55 und 0,67
[g/cmH,0] (siehe Abb. 4.9., 4.10., 4.11., 4.12 und Tab. 4.2.).

Im Gegensatz hierzu zeigten die Versuchsreihen mit 180 und 210 Minuten anoxisch
ventilierter Ischamie (FiO, = 0) wahrend der Kfc-Messung 30 Minuten nach Reperfu-
sion einen dramatischen Anstieg des kapillaren Filtrationskoeffizienten. Es zeigte
sich wahrend der Messungen ein so massives Lungentdem, dass diese Versuche
anschlieRend abgebrochen werden mussten. Die Odembildung spiegelte sich in ei-
nem signifikanten Anstieg der Gewichtsretention wieder (siehe Abb. 4.9., 4.10., 4.11.
und 4.12.).

Die Versuchsreihe 210 Minuten anoxische Ischamie mit SOD-Applikation zur Re-
perfusion (FiO, = 0 + SOD) wies ebenfalls einen deutlichen, wenngleich weniger aus-
gepragten Zuwachs der Kfc- und Retentionswerte auf. Aber auch diese Versuchs-
reihe musste im Anschluss an die Kfc-Messung aufgrund der massiven Odembildung
abgebrochen werden.

Die Messergebnisse der anoxischen Ischamieversuche unter Anwesenheit von L-
NMMA (FiO; = 0 + L-NMMA) zeigten im Vergleich zur anoxischen Ischamie ohne L-
NMMA (FiO, = 0) nach Reperfusion eine deutliche Reduktion des Gefal3schadens.
Dies wurde in den protokollierten Kfc- und Retentionswerten deutlich, die auf dem Ni-

veau der normoxisch ventilierten Ischamieversuche (FiO, = 0,21) lagen. Somit
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konnte nach Zugabe von L-NMMA nach einer anoxischen Ischamie eine geringere
Odembildung und eine niedrigere Gewichtsretention beobachtet werden, als ohne L-
NMMA.

Die Versuchsreihen oxische Ischamie (FiO, = 0,21) und oxische Ischamie mit L-
NMMA Gabe (FiO; = 0,21 + L-NMMA) wiesen nach Reperfusion eine deutlich gerin-
gere Erh6hung der Kfc- und Retentionswerte auf, als die anoxisch ventilierten Ischa-
mielungen (FiO, = 0). Jedoch bestand nach wie vor ein im Vergleich zur Kontrolle
(control) signifikanter Anstieg dieser Messparameter.

Allerdings kam es bei den normoxischen Ischamie-Versuchsreihen zu keinem signifi-
kanten Unterschied zwischen der Vorbehandlung mit L-NMMA oder ohne dessen
Applikation.

Aufgrund der kirzeren Ischamiezeiten bzw. der geringeren Versuchszahlen zeigten
die Ergebnisse der 180-minttigen Ischamieversuche absolut betrachtet niedrigere
Werte und eine geringfligig gré3ere Streuung der einzelnen Messergebnisse. Aller-

dings sind diese qualitativ mit denen der 210-minutigen Ischamie konkordant.

In den Kontrollgruppen ergaben sich unabhangig von der Versuchslange (control 180
oder 210 Minuten) nur geringflgige Veranderungen fir den Kfc-Wert, die Gewichts-
retention und die Gefal3compliance. Statistisch konnten keine Signifikanzen ermittelt

werden.

Die Bestimmung der GefaRcompliance ergab in allen Versuchsreihen eine geringe
Schwankungsbreite. Es wurden keine signifikanten Anderungen im Vergleich zu den

Kontrollgruppen offensichtlich (siehe Tab. 4.2.).
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Abb. 4.9. Ergebnisse der pra- und postischamischen Kfc-Messung in den 180-minttigen Ischamie-

Versuchsreihen.

In Abb. 4.9. ist der postischamische GefaRschaden dargestellt und anhand des ka-
pillaren Filtrationskoeffizienten (Kfc) quantifiziert. Bestimmt wurde der Kfc-Wert vor
Ischamie und in 30 Minuten-Abstanden nach Reperfusion. Die Kontrollgruppe wurde
ohne Ischamieintervall kontinuierlich perfundiert und normoxisch ventiliert. L-NMMA
(400 uM) wurde in den entsprechenden Versuchsreihen 5 Minuten vor Ischamiebe-
ginn zum Perfusat zugegeben.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte £ S.E.M. angegeben. Die Anzahl der Versuche je
Versuchsreihe gibt die n-Zahl an. Fehlerbalken, die in das Versuchssymbol fallen,

sind nicht dargestellt.
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Abb. 4.10. Vergleich der Gewichtsretention vor und nach 180-minutiger Ischamie.

Neben dem Kfc ist der GefaRRschaden auch durch das entstehende Odem zu quanti-
fizieren. Abb. 4.10. stellt die Gewichtsretention der isolierten Lungen in den jeweili-
gen Versuchsreihen mit 180 Minuten Ischdmie graphisch dar. Die Kontrollversuche
wurden ohne Interventionen unter kontinuierlicher Ventilation und Perfusion durch-
gefuhrt. Der NO-Synthase-Hemmer L-NMMA (400 uM) wurde 5 Minuten vor Ischa-
miebeginn dem Perfusat zugesetzt.

Die Messwerte sind Mittelwerte + S.E.M., die Anzahl der Experimente pro Versuchs-
reihe entspricht der n-Zahl. Fehlerbalken, die in das Versuchssymbol fallen, sind
nicht dargestellt.
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Abb. 4.11. Vergleich der pra- und postischamischen Kfc-Werte der Versuchsreihen mit einer 210-

mindtigen Ischamie.

Abb. 4.11. verdeutlicht den postischamischen GefalRschaden, charakterisiert durch
den kapillaren Filtrationskoeffizienten (Kfc), der vor Ischamie und in 30-mindtigen In-
tervallen nach Reperfusion bestimmt wurde. Kontrollmessungen wurden ohne Inter-
vention bei fortgesetzter Perfusion und Ventilation durchgefuhrt. Eindrucksvoll stellt
sich der Einfluss von L-NMMA (400 pM) und Superoxid-Dismutase (SOD) nach Re-
perfusion dar. L-NMMA (400 uM) wurde 5 Minuten vor Ischamie zum Perfusat gege-
ben, SOD (100 U/ml) wurde zur Reperfusion in die Perfusionslésung injiziert. Die Er-
gebnisse werden als Mittelwerte + S.E.M. angegeben, Fehlerbalken sind nicht dar-
gestellt, wenn sie im Versuchssymbol liegen. Die Versuchsanzahl entspricht n.

¥ markiert eine statistische Signifikanz mit p < 0,05 gegentiber der Kontrollgruppe, ***
ist signifikant mit p < 0,001 zur Kontrollreihe und ¢ zeigt eine Signifikanz von p < 0,05

im Vergleich zu allen anderen Versuchsgruppen.
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Abb. 4.12. Pré- und postischamische Gewichtsretentionen nach 210 Minuten Ischdmie im Vergleich.

Erganzend neben dem Kfc-Wert lasst sich der GefaRschaden anhand der Odembild-
ung bewerten. Hierzu stellt Abb. 4.12. die pra- und postischamischen Gewichtsreten-
tionen dar. Die Versuchskontrollen erfolgten bei kontinuierlicher Perfusion und Ven-
tilation. Auffallig ist hierbei der Effekt von L-NMMA (400 uM) und Superoxid-Dismu-
tase (SOD). L-NMMA (400 puM) wurde zur Perfusionslosung 5 Minuten vor Ischamie-
beginn appliziert, zur Reperfusion erfolgte die Gabe von SOD (100 U/ml) zum Perfu-
sat.

Die Ergebnisse werden als Mittelwerte + S.E.M. angegeben. Fehlende Fehlerbalken
fallen in das Symbol. Die Beobachtungszahl gibt der n-Wert an.

Statistische Signifikanzen werden folgendermafRen bezeichnet: * ist mit p < 0,05 sig-
nifikant gegentiber der Kontroligruppe; *** mit p < 0,001 signifikant zur Kontrollreihe;

% Signifikanz mit p < 0,05 im Gegensatz zu allen anderen Ischamiegruppen.
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Compliance-Werte
. [g/cmH,0]
Sy, || ECEIE 30min | 60min ] 90min | n
zeit .
Préa- nach nach nach
Ischamie | Reper- | Reper- | Reper-
fusion fusion fusion
Kogégomﬁnder 01| Keine 0.6 0.55 0.55 058 | ,
. ' Ischamie +0,0 + 0,02 + 0,02 +0,03
Ischamie
Normoxische 0,59 0,54 0,55 0,58
ischamie | 94| 180 +004 | 005 | +004 | +005 | 3
Nci;r:r?;rlr?icehe 0,21 180 0,6 0,45 0,5 0,53 3
+ L-NMMA + 0,03 + 0,04 + 0,04 + 0,05
Anoxische 0,65 0,61
Ischamie 0 L +0,02 | +0,04 e
Anoxische
o 0,55 0,48 0,48 0,48
Ischamie 0 180 ! ! ! ! 4
+ L-NMMA + 0,03 + 0,02 + 0,02 + 0,03
Kogigoil'ﬁnder 001 | Keine 0,62 0,57 0.56 058 | .
. ' Ischamie + 0,02 + 0,03 + 0,03 +0,02
Ischamie
Normoxische 0,64 0,56 0,65 0,69
ischamie | 0% 210 +003 | 003 | +003 | +00a | ©
Voo loaa| 20 | oot | ose | osa | os T
+ L-NMMA - - - -
Anoxische 0,58 0,49
Ischamie e 2o +003 | +0,05 7
Anoxische
. 0,6 0,5 0,52 0,53
Ischamie 0 210 ’ ’ ! ! 7
+ L-NMMA + 0,05 + 0,04 + 0,05 + 0,06
Anoxische
Ischamie 0 210 +O(’)653 +O(’)5(?3 6
+ SOD - -

Tab. 4.2. Auflistung der erhobenen Messdaten fiir die Gefal3compliance. Die Tabelle ist anhand der
Ischamielange gegliedert. Die Messergebnisse sind als Mittelwerte + S.E.M. angegeben.

Die Anzahl der Versuche pro Versuchsreihe beschreibt n.
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4.1.6. Entwicklung des mikrovaskularen Drucks

Der mikrovaskulare Druck wurde mit der ,Double-Clamping“-Messtechnik (siehe Kap.
3.2.2.) in allen Versuchsreihen zu festgelegten Zeitpunkten vor Ischamiebeginn so-
wie 3, 30, 60 und 90 Minuten nach Reperfusion bestimmt. In den Kontrollversuchen
ohne Ischdmie wurden die Messwerte zu den entsprechend korrespondierenden
Zeiten bestimmt.

Zu Versuchbeginn zeigten alle Versuchsreihen eine gleichmafige Verteilung des
mikrovaskularen Drucks zwischen 4,0 — 4,7 mmHg.

Der Vergleich der einzelnen Versuchsreihen mit der Kontrolle zu den korrespondie-
renden Zeitpunkten ergibt eine marginale Erhohung des mikrovaskularen Drucks

zum Zeitpunkt 3 Minuten nach Reperfusion.

In der zweiten, dritten und vierten Messung nach Reperfusion tendierten die gemes-
senen mikrovaskuldren Dricke in allen Ischdmieversuchen wieder zum Ausgangs-
wert. Von der Betrachtung der dritten und vierten Messung waren die Versuchsrei-
hen ausgenommen, die aufgrund einer starken Odementwicklung 30 Minuten nach
Reperfusion abgebrochen werden mussten (FiO; = 0; 180 Minuten Ischamie, FiO; =
0 sowie FiO, = 0 + SOD; 210minutige Ischdmieperiode).

In Tabelle 4.3. sind die Messergebnisse im Einzelnen aufgelistet.
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Verlauf der
mikrovaskularen Druckwerte
EiO Isch&mie- mmHg] n
2 zeit ) 3min | 30 min | 60 min | 90 min
Pra-
. nach nach nach nach
Ischéa-
. Reper- | Reper- | Reper- | Reper-
mie . . . .
fusion | fusion | fusion | fusion
KO;‘;BO:L‘?nder 01 Keine 4.0 4.2 45 43 43 |
. ' Ischamie +0,2 +0,2 +0,3 +0,4 +0,4
Ischamie
Normoxische 41 5,8 49 4.6 45
Ischamie 0,22 160 +0,2 +0,2 +0,2 +0,2 +0,1 3
Normoxische
o 4.5 6,9 6,3 5,6 5,4
Ischamie 0,21 180 i i ! ! ! 3
+ L-NMMA +0,1 +0,5 +0,4 +0,4 +0,2
Anoxische 45 6,1 5,0
Ischamie g Lt £+03 | +03 | +01 =
Anoxische
. 4.6 6,7 6,0 5,5 5,2
Ischamie 0 180 ! ! ! ! ! 4
+ L-NMMA +0,3 +0,5 +0,4 +0,2 +0,3
Kogﬂ)oxﬁnder 01 Keine 4.2 4.8 4.9 4.7 45 | .
. ' Ischamie +0,3 +0,2 +0,2 +0,2 +0,2
Ischamie
Normoxische 4.0 5,3 43 4.1 3,9
ischamie | %21 | 210 £+02 | +03  +02 +01 03 | ©
Normoxische
o 472 6,4 5,2 4.9 49
Ischamie 0,21 210 ! ! ! ! ! 5
+ L-NMMA +0,3 +0,7 +0,3 +0,3 +0,3
Anoxische 45 6,5 5,0
Ischamie L 210 +04 | +04 | +02 g
Anoxische
o 4.7 6,6 54 5,2 51
Ischamie 0 210 ! ! ! ! ! 7
+ L-NMMA +0,4 +0,8 +0,5 +0,4 +0,4
Anoxische
. 40 5,6 49
Ischamie 0 210 ! ! ! 6
+ SOD +0,3 +0,5 +0,3

Tab. 4.3. Vergleichstabelle zum Verhalten der mikrovaskularen Dricke wahrend der einzelnen
Ischamieversuche sowie der entsprechenden Kontrolluntersuchungen. Die Tabelle gibt die

Mittelwerte + S.E.M. wieder. Die Versuchsanzahl wird durch n beschrieben.
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4.2. Versuchsergebnisse der Versuchsreihe 90-minltige Ischamie unter
anoxischer Ventilation mit kollabierten Geféal3en

In diesem Ergebnisteil sollen die Messergebnisse der kirzeren Ischamieperiode von
90 Minuten dargestellt werden. Bei diesen Versuchsreihen wurde zu Beginn der
Ischamieperiode ein intravasaler GefaRdruck von 0 mmHg eingestellt.

Schon 1998 konnten SCHUTTE und HERMLE [119] aufzeigen, dass es wahrend ei-
ner Ischamiephase mit kollabierten Gefal3en bereits nach einer kurzen anoxisch ven-
tilierten Ischamieperiode zu einem erheblichen Organschaden kommt. Der so ent-
standene Schaden ware unter vasaler Distension erst nach einer langeren Ischamie-

periode zu erwarten gewesen.

4.2.1. Ergebnisse der Stickstoffmonoxid (NO)-Analyse im exhalativen Atemgas

vor, wahrend und nach der Ischamieperiode

Analog den Untersuchungen unter vaskulérer Distension wurde auch hier das exha-
lative Stickstoffmonoxid (NO) wéahrend der gesamten Versuchszeit kontinuierlich ge-

messen und in parts per billion (ppb) bestimmt (siehe Kap. 3.3.4.).

Unmittelbar mit dem Wechsel des Beatmungsgases zu Ischamiebeginn vom normo-
xischen zum sauerstofffreien Gasgemisch fiel das NO-Signal ab. Wahrend dieser Pe-
riode kam es, vergleichbar der anoxischen Ischamieversuche mit 180 und 210 Mi-
nuten L&nge, zum fast vollstandigen Versiegen der NO-Produktion. Nach dem er-
neuten Wechsel des Beatmungsgases hin zu einem normoxischen Gasgemisch,
kam es auch hier zum sofortigen Wiedereinsetzen der NO-Liberation und nach einer
kurzen, UberschieBenden NO-Produktion pendelte sich die Syntheseleistung in der

unmittelbaren Folge wieder auf dem Ausgangsniveau ein.

Somit konnte gezeigt werden, dass die NO-Produktion nach einer 90-minitigen ano-
xischen Ischdmie mit kollabierten Lungengefal3en sofort nach Reperfusion wieder-
einsetzt und eine vollstandige Restitution erreicht wurde (siehe Abb. 4.13.).
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Abb. 4.13. Messwerte der exhalativen NO-Konzentration vor, wahrend und nach einer 90-minutigen

anoxisch ventilierten Ischamieperiode mit kollabierten Gefalen (n=5).

In Abb. 4.13. wird deutlich, dass die NO-Produktion auch nach einer 90-minitigen
anoxisch ventilierten Ischamie unter vasalem Kollaps (eingestellter intravasaler
Druck von 0 mmHg) nach erneuter Oxygenierung des Atemgases und Reperfusion
vollstdndig wiedereinsetzt. Zu Versuchsbeginn wurden die Lungen analog den 180-
und 210-mindtigen Versuchsreihen normoxisch ventiliert und perfundiert. Die Ver-
suchszeit t=0 markiert den Beginn der Ischamie.

Die gezeigten Werte sind als Mittelwerte + S.E.M. angegeben. Fehlerbalken, die in
das Versuchssymbol fallen, sind nicht dargestellt. Die Versuchsanzahl beschreibt n.
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4.2.2. Messergebnisse der intravasalen NOy-Analyse vor und nach der
Isch&dmieperiode

Analog den zuvor beschriebenen Versuchsreihen erfolgte auch bei den 90-minitigen
Ischamieuntersuchungen die kontinuierliche Bestimmung der vor und nach Ischamie
ins Perfusat sezernierten NO,—Menge mit Hilfe der Vanadium(lll)Chlorid-S&ule. Eine
Probenentnahme wahrend der Ischdmieperiode konnte auch hier aufgrund der dann
unterbrochenen Organperfusion nicht durchgefiihrt werden.

Nach der anschlieenden computergestitzten Umrechnung der Messwerte konnte
die NOx-Konzentration in uM angegeben werden. Auch in der folgenden Betrachtung
werden die Messergebnisse als Differenzwerte pro 10 Minuten (uM/10min) préasen-
tiert (siehe Abb. 4.14.).

Zu Versuchsbeginn wurden die Kaninchenlungen normoxisch ventiliert und gleich-
mafig perfundiert. In dieser steady-state-Phase zeigte sich eine den anderen Ver-
suchsreihen vergleichbare kontinuierliche intravasale NOy-Produktion um 0,75
puM/10min.

Nach Beendigung der Ischamieperiode konnten mit der Reperfusion erneut intrava-
sale Proben gewonnen werden. Unter den nun normoxischen Ventilationsbedingun-
gen zeigte sich eine intravasale NOx-Produktion um 0,6 uM/10min. Somit lagen die

gemessenen NOy-Konzentrationen nur marginal unter den Ausgangswerten.

Als Ergebnis liel3 sich feststellen, dass die intravasale NO-Liberation analog der ex-
halativen NO-Messung auch nach einer Ischamieperiode unter vasalem Kollaps
komplett wieder einsetzte. Die wahrend der Ischamieperiode kollabierten Lungenge-
falRe hatten somit keinen nachhaltigen Einfluss auf die NO-Emission nach Reperfu-
sion (siehe Abb. 4.14)).
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Abb. 4.14. Wiedereinsetzen der intravasalen NO,-Produktion nach einer 90-minutigen anoxischen

Ischamie bei fehlender vasaler Distension (n=5).

Die Abb. 4.14. zeigt die intravasale NOy-Freisetzung vor und nach einer 90-minutigen
anoxisch ventilierten Ischamieperiode mit vasalem Kollaps. Zu Versuchsbeginn er-
folgte analog den Versuchsreihen mit einer Ischdmielange von 180 und 210 Minuten
eine normoxische Ventilation und kontinuierliche Perfusion der Kaninchenlunge.

Der Kurvenverlauf verdeutlicht, dass die NOy-Produktion unmittelbar nach der Re-
perfusion mit dem Wechsel des Beatmungsgases auf eine normoxische Zusammen-
setzung wieder einsetzte. Somit scheint der vasale Kollaps wéhrend der Ischamiepe-
riode keinen nachhaltigen Einfluss auf die intravasale NO-Synthese bei Reperfusion
auszuuben.

Die gezeigten Werte sind als Mittelwerte + S.E.M. angegeben. Fehlerbalken, die in
das Versuchssymbol fallen, sind nicht dargestellt. n beschreibt die Anzahl der Versu-

che.
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4.2.3. Verlauf des pulmonal-arteriellen Drucks (PAP), des mikrovaskularen
Drucks, des kapillaren Filtrationskoeffizienten (Kfc), der Gewichtsreten-

tion sowie der Gefal3compliance

Wahrend der steady-state-Phase ergab sich ein konstanter pulmonal-arterieller
Druck (PAP) um 7 mmHg. Zu Ischamiebeginn wurde der intravasale Druck auf O
mmHg eingestellt und verblieb auf diesem Wert bis zur Reperfusion. Bei Reperfusion
kam es zu einem vortbergehenden Druckanstieg auf ein Maximum von 11,2 mmHg
im Mittel. 30 Minuten nach erfolgter Reperfusion kehrte der PAP-Wert mit 8 mmHg

wieder fast auf das Ausgangsniveau zurick (siehe Abb. 4.15.).

Die gemessenen mikrovaskularen Dricke waren vor Ischamiebeginn mit 4,6 £ 0,2
mmHg den anderen Versuchsreihen vergleichbar. Unmittelbar nach Reperfusion (3-
Minutenwert) kam es zu einem kurzzeitigen, leichten Anstieg auf 6,5 = 0,4 mmHg.
Bereits 30 Minuten nach Reperfusion wurde wieder ein mikrovaskularer Druck dem

Ausgangsniveau entsprechend mit 4,3 £ 0,3 mmHg bestimmit.

Postischamisch zeigte sich in dieser Versuchsreihe eine erhebliche Zunahme beim
kapillaren Filtrationskoeffizienten (Kfc) und der Gewichtsretention: Der ermittelte Kfc-
Wert stieg im Mittel von rund 0,9 auf 9,3 [cm®scmH,0'g 10 (sieche Abb. 4.16.), die
Gewichtsretention verzeichnete einen gravierenden Zuwachs von 1,2 auf 25,1g.

Die Gefal3compliance fiel von 0,59 vor Ischamiebeginn wahrend der 30 Minuten-

Messung nach Reperfusion auf 0,45 ml/cmH,0.

Nach Reperfusion trat ein so massives Lungenddem ein, dass die Versuche im An-

schluss an die Kfc-Messung abgebrochen werden mussten.
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Abb. 4.15. PA-Druckverlauf bei Versuchen mit 90-minutiger anoxischer Ischamie (n=5).

Aufgezeigt in Abb. 4.15. ist der pulmonal-arterielle Druckverlauf vor und nach einer
anoxisch ventilierten 90-mindtigen Ischamieperiode bei fehlender vasaler Distension.
Zum Zeitpunkt t=0 begann die Ischamieperiode: Die Beatmung wurde von einem
normoxischen Atemgas zu einem anoxischen Gasgemisch gewechselt und der intra-
vasale Druck auf 0 mmHg eingestellt. Zu Ischamieende erfolgte die erneute Umstel-
lung der Beatmung auf ein normoxisches Mischgas und die Reperfusion.

Die Gefalddriicke werden als Mittelwerte + S.E.M. angegeben, die Anzahl der Versu-
che lag bei n=5. Fehlerbalken, die in das Versuchssymbol fallen, sind nicht darge-

stellt.
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Abb. 4.16. Messergebnisse des pra- und postischAmischen kapillaren Filtrationskoeffizienten nach ei-

ner 90-mindtigen Isch&mieperiode ohne erhaltenen positiven intravasalen Druck (n=5).

Anhand der Abb. 4.16. ist der deutlich eingetretene Gefalischaden nach einer 90-mi-
ndtigen anoxischen Ischamieperiode bei fehlendem positivem GefalR3druck darge-
stellt. Die Messung erfolgte vor Ischamiebeginn und 30 Minuten nach Reperfusion.

Die Messwerte sind als Mittelwerte £ S.E.M. dargestellt. Fehlerbalken, die in das

Versuchssymbol fallen, sind nicht dargestellt. n beschreibt die Anzahl der Versuche.
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5. Diskussion der Ergebnisse

5.1. Einfluss von warmer Ischamie und konsekutiver Reperfusion auf die

Integritat der isolierten Kaninchenlunge

Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen zum Isché&mie-/ Reperfusions-
syndrom der Lunge zeigten einen erheblichen Organschaden nach einer warmen
Ischamie- und Reperfusionsphase. Dieser manifestierte sich in einer deutlichen
Extravasation von Flissigkeit und in der konsekutiven Ausbildung eines Lungen-
0dems. Daruber hinaus war auch eine voriibergehende, begrenzte Erhéhung des
pulmonal-arteriellen Drucks zu verzeichnen. Der mikrovaskulare Druck, der parallel
zur Bestimmung des kapillaren Filtrationskoeffizienten ermittelt wurde, zeigte ledig-
lich geringfiigige Veranderungen, so dass die beobachtete Odembildung auf eine
schwere Schadigung der mikrovaskularen Barrierefunktion mit einer deutlich erhoh-
ten Permeabilitat zurtickzufihren ist.

Das Ausmald des Ischamie-/ Reperfusionsschadens hing von der An- oder Abwe-
senheit von Sauerstoff in der Ischamiephase ab: Unter einer anoxisch ventilierten
Ischamieperiode kam es zu einer deutlicher ausgepragten Schadigung des Organs
als unter einer normoxisch ventilierten Ischamie. Weiterhin bewirkte der Zusatz des
NO-Synthase Hemmers L-NMMA oder die Zugabe von Superoxid-Dismutase (SOD)
im Rahmen der anoxischen Ischdmieversuche eine deutliche Reduktion der Kfc- und
Retentionswerte. Die Bedeutung dieser Befunde im Kontext der pulmonalen NO-

Synthese wird in den nachfolgenden Abschnitten ndher erortert.

AulRerdem konnte aufgezeigt werden, dass die Ischamietoleranz des isolierten Or-
gans stark abnahm, wenn in der Ischamieperiode kein positiver intravasaler Druck
aufrechterhalten wurde. So zeigte sich, dass nach deutlich kirzeren Perioden von
nur 90 Minuten anoxischer Ischamie bei fehlender vasaler Distension ein den 210
Minuten-lschamieversuchen mit positivem intravasalem Druck vergleichbarer Per-
meabilitatsschaden zu erzeugen ist. Diese Befunde korrespondieren gut mit friiheren
Untersuchungen, wie z.B. von HAMVAS et al. [118] und SCHUTTE et al. [119].

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sich die Schwere der mikrovaskula-

ren Schrankenstérung durch Modifikation der Bedingungen, die wahrend der
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ischamischen Phase vorherrschten, zu beeinflussen ist. Hierbei spielten neben der
Lange der Ischamieperiode, die Zusammensetzung des im Ischamieintervall ver-
wandten Atemgases — normoxisch oder anoxisch — sowie der vorherrschende Ge-

falRtonus (vasaler Kollaps oder Distension) eine entscheidende Rolle.

5.2. Einfluss von Ischamie-/ Reperfusion auf die NO-Liberation unter vasaler

Distension in der Ischamiephase

Ein Schwerpunkt dieser Untersuchung bestand darin, Aussagen zur NO-Synthese
bei pulmonaler Ischdmie und Reperfusion zu gewinnen. Im Kapitel 1.3.6. wurde be-
reits auf die rezeptorvermittelte Stimulation sowie die mechanischen Stimuli der NO-
Synthase eingegangen (SCHILLING et al. [80], BUSSE et al. [81], WHITTLE et al.
[78], KAROW und LANG-ROTH [79]) und es wurden die zellulare NO-Synthese so-
wie die Signaltransduktion erlautert. Ebenso wurde der von EVANS et al. [82] und
BUGA et al. [83] beschriebene Autoregulations-Mechanismus zur Regulation des
Gefal3querschnitts vorgestellt. Der Einfluss eines Ischamie- und Reperfusionsmano-
vers auf das NO-Synthese-Verhalten wurde bisher allerdings in der wissenschaftli-
chen Forschung nicht eingehend untersucht.

Mehrere Autoren, wie z.B. BARBOTIN-LARRIEU et al. [98], CHETHAM et al. [99],
MURAKAMI et al. [100] und HERMLE et al. [16], konnten in ihren Untersuchungen
den Organschaden durch eine exogene NO-Applikation reduzieren. Aus diesen Beo-
bachtungen resultierte die Uberlegung, dass das exogen zugefiihrte NO uber die Ab-
senkung des postischamischen Gefal3drucks und des vaskuldren Widerstands eine
Reduktion des zu erwartenden Ischamieschadens bewirken koénnte. Der Ischamie-
schaden hatte so in einer gestérten NO-Synthese wahrend oder nach einer Ischa-
mieperiode vermutet werden kdnnen. Andererseits gab es Beobachtungen, die die
inhalative NO-Applikation als ineffektiv oder gar kontraproduktiv darstellten, so z.B.
PINSKY et al. [97] und NAKA et al. [116]) (Naheres hierzu im Kap. 5.4.).

Die Hypothese einer Abhangigkeit des Permeabilitatsschadens vom PAP- oder dem
mikrovaskuldren Druck konnte bereits im Kapitel 5.1. auch ohne Betrachtung der

NO-Daten fur das blutfrei perfundierte Lungenmodell widerlegt werden.
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Die NO-spezifischen Messparameter (Kap. 4.1.1. - 4.1.3.) belegen, dass ein Ischa-
mie-/ Reperfusionsmanoéver unter den Bedingungen der vasalen Distension die NO-
Synthesen nicht nachhaltig beeintrachtigt:

Versuchsreihen, in denen wahrend der Ischamieperiode ein anoxisches Atemgas
verwandt wurde, zeigten wahrend dieser Phase keine weitere NO-Liberation. Jedoch
kam es unmittelbar mit der Umstellung des Atemgases zuriick zum normoxischen
Gasgemisch bei der Reperfusion zum sofortigen Wiedereinsetzen der NO-Synthese,
wie die Messungen im Exhalat sowie im Perfusat zeigen konnten.

Die fehlende NO-Liberation wahrend der anoxischen Ischamieperiode war mutmal3-
lich auf das Fehlen von Sauerstoff, einem Substrat der NO-Synthese, zurtickzufih-
ren. Das Ischamiemandver per se ist nicht als Ursache der fehlenden NO-Synthese
anzusehen, denn wahrend der Versuchsreihen mit einer normoxisch ventilierten
Ischamie kam es nicht zum Erliegen der NO-Synthese. Hier konnte im Gegensatz
zur anoxischen Ischamie eine fortgesetzte NO-Exhalation dokumentiert werden.
Diese wies eine leichte Reduktion von etwa 15 ppb im Exhalat im Vergleich zur Kon-
trollgruppe ohne Ischamie auf. Analog verhielt sich die im Perfusat gemessene Kon-
zentration der NO-Abbauprodukte. Dieser NOy-Kumulativbefund, der die Ischamie-
periode erfasste, erreichte wahrend einer normoxisch ventilierten Ischamieperiode in
etwa die Halfte des Kontrollgruppenniveaus. Mit der Reperfusion kam es auch in die-
ser Versuchsgruppe zum sofortigen Anstieg der NO-Syntheseleistung auf das Ni-

veau der Kontrollgruppe.

Diese Beobachtungen waren u.a. daher von besonderem Interesse, da die vaskula-
ren Scherkréafte als wesentlicher Stimulus der Endothelzellen zur basalen NO-Syn-
these verantwortlich gemacht wurden. Unter ,Flowstop“-Bedingungen wahrend der
Ischamiephase kommt es naturgemal zum Erliegen des pulsativen Flusses und so-
mit zum Verlust der vaskularen Stimuli. Da jedoch eine fortbestehende und nicht un-
erhebliche NO-Exhalation in diesen Untersuchungen offenkundig wurde, ist zu ver-
muten, dass die durch die Ventilation verursachten Scherkréfte die basale NO-Syn-
these ebenfalls zu triggern vermoégen. Bestétigt fand sich diese Vermutung in bisher
unveroffentlichten Ergebnissen der Arbeitsgruppe SCHUTTE. Hier konnte aufgezeigt
werden, dass die Variation der Beatmungsparameter sogar einen noch grof3eren
Einfluss auf die NO-Liberation aufwies, als die Veranderung von Pulsationsfrequenz

oder Volumenfluss des Perfusats.
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Insgesamt liel3 sich aufzeigen, dass ein Ischamie-/ Reperfusionsereignis die pulmo-
nale NO-Liberation nicht nachhaltig beeintrachtigt. Es kam allerdings wahrend einer
Ischamieperiode unter normoxischen Bedingungen zu einer reversiblen Reduktion
der Syntheseleistung und unter anoxischen Bedingungen zu einem kompletten, aber
ebenfalls vollstandig reversiblen Verlust der NO-Synthese. Diese Ergebnisse konn-
ten Ubereinstimmend im Perfusat und im Exhalat erhoben werden. Die Variation der

Ischamielange hatte keinen qualitativen Einfluss auf diesen Befund.

5.3. Einfluss eines wahrend der Ischamie bestehenden vasalen Kollaps auf
die NO-Liberation

In Erganzung zu den zuvor diskutierten Ergebnissen, die nach einer 180- und 210-
minutigen Ischamie bei erhaltenem positiven intravasalen Druck keine dauerhafte
Beeintrachtigung der NO-Synthese aufwiesen, wurde zusatzlich untersucht, ob sich
diese Beobachtung auch nach einer Ischdmieperiode mit kollabierten Gefalien fest-
stellen liel3.

Die Vorstellung, dass es wahrend des vasalen Kollaps durch das Aufeinanderliegen
der Endothelschichten zur mechanischen Schadigung der Endothelzellen kommt, auf
diese Weise die NO-produzierenden Zellen geschadigt werden und so die Regulation
der NO-Synthese nachhaltig gestort werden konnte, ist zunachst naheliegend. Darin
konnte auch die deutlich reduzierte Ischamietoleranz eines ischamischen Organs mit
kollabierten Gefal3en erklart werden. Allerdings scheint es nicht zu einer nachhalti-
gen Verminderung der NO-Synthese zu kommen, wie aus dem Ergebnisteil (Kap.
4.2.) hervorgeht: In der Versuchsreihe 90 Minuten anoxische Ischamie bei vasalem
Kollaps kam es mit dem Wechsel vom normoxischen zum anoxischen Atemgas zu
Ischamiebeginn zum vollstdndigen Erliegen der NO-Liberation. Diese Tatsache ent-
sprach dem bekannten Szenario der anoxischen Ischamieversuche mit 180 und 210
Minuten Lange bei erhaltener vasaler Distension. Ebenfalls setzte auch in dieser
Versuchsreihe mit periischamisch kollabierten Gefal3en - analog den Ischamieversu-
chen bei erhaltener vasaler Distension - die NO-Synthese unmittelbar mit der Re-
perfusion und der parallel erneuten Reoxygenierung des Atemgases wieder ein.
Diese Beobachtungen konnten Ubereinstimmend im Exhalat und in der Perfusatana-

lyse nachgewiesen werden.
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Somit ist gezeigt, dass sich die NO-Synthese, unabhangig von der An- oder Abwe-
senheit eines periischAmischen intravasalen Drucks, nicht nachhaltig durch ein
Ischamiemanéver beeintrachtigen lasst. Folglich ist der protektive Effekt eines er-
haltenen intravasalen Drucks wéahrend einer Ischamieperiode nicht auf die post-
ischamisch erhaltene Funktion der NO-Synthasen zurtickzufiihren. Aufgrund dieser
Beobachtung muss ein NO-unabhangiger Mechanismus in der Strategie der ,Bio-
physikalischen Protektion* angenommen werden.

Diese Ergebnisse stehen somit im Gegensatz zu den Ergebnissen von BECKER et
al. [120]. Sie beschrieben zwar einen ahnlich protektiven Effekt durch einen erhalte-
nen positiven intravasalen Druck bei der Entstehung des Ischamieschadens an lltis-
Lungen, jedoch konnten sie diesen Effekt durch die Zugabe des NO-Synthase-Inhi-
bitors L-NAME unterdriicken. Somit vermuteten die Autoren eine bedeutsame Betei-
ligung der NO-Freisetzung im Rahmen des Ischamie-/ Reperfusionssyndroms. Aller-
dings basierten BECKERSs Ergebnisse auf Versuche mit hyperoxisch ventilierten und
nicht reperfundierten lltis-Lungen. Mdglicherweise bezogen diese Versuche einen
andersartigen Schadigungsmechanismus ein, der von dem der vorliegenden Arbeit

differiert.

5.4. Zusammenhang zwischen der NO-Liberation und dem Ischamie-/ Re-

perfusionsschaden

Die Rolle des endogen produzierten NOs in Bezug auf die Auspragung des Ischa-
mie-/ Reperfusionsschadens stellt sich kontrovers dar: Einerseits zeigte die Blockie-
rung der NO-Synthase in mehreren Ischamie-/ Reperfusionsmodellen einen positiven
Effekt (FLOGEL et al. [112], YU et al. [113], PHAN et al. [114], NISHIKAWA et al.
[115] und MATHEIS et al. [146]), andererseits bescheinigten Studien von SATO et al.
[105], WILLIAMS et al. [106], MASINI et al. [107], COTTART et al. [108], IWATA et
al. [109] und KUBES und GRANGER [110] einen nachteiligen Einfluss. Nachgewie-
sen ist, das NO sowohl protektive als auch toxische Wirkungen entfalten kann: Pro-
tektive Effekte sind im Rahmen des pulmonalen Ischamie-/ Reperfusionsschadens
eine NO-vermittelte Vasodilatation, eine Verminderung des postischamischen PA-

Druckanstiegs, eine Verringerung des Ventilations-Perfusions Missverhéltnisses und
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des Shuntflusses, antiinflamatorische Effekte sowie eine Schutzfunktion fur die alve-
olo-epitheliale Barriere durch antioxidative Mechanismen (,Radikalfanger”) oder eine
Reduktion der Leukozytenaktivierung und —adhasion. Allerdings kann NO dosisab-
hangig auch nachteilige, toxische Effekte vermitteln und z.B. als Radikal selbst Alve-
olarzellen schadigen. Des Weiteren vermuten BECKMAN und KOPPENOL [147] so-
wie McCORD [148] die Entstehung von toxischem Peroxinitrit und anderen toxischen
Folgeprodukte aus der Verbindung von NO und Superoxidanionen (hierzu mehr in
Kap. 5.5.).

Nachdem in den vorangestellten Kapiteln aufgezeigt werden konnte, dass ein Ischa-
mie-/ Reperfusionsereignis nicht grundsatzlich die Funktion der NO-Synthasen scha-
digt, stellte sich die Frage, in welcher Beziehung die Prasenz von NO zum zu erwar-
tenden Organschaden steht.

Aus den gezeigten Versuchen lasst sich ableiten, dass nach einer anoxisch venti-
lierten Isch&mieperiode der ausgeprégteste Ischamie-/ Reperfusionsschaden resul-
tiert. Weiterhin konnte aufgezeigt werden, dass es in dieser Versuchsreihe wahrend
der anoxisch beatmeten Ischamie zu keiner NO-Liberation kam. Mit der Umstellung
des Atemgasgemisches zurlick zum normoxischen Gas setzte die NO-Synthese al-
lerdings prompt und vollstandig wieder ein. Im Vergleich hierzu wurde in den Ver-
suchsreihen mit einer oxisch ventilierten Isch&mieperiode eine erhaltene, wenn auch
leicht reduzierte NO-Produktion dokumentiert. Diese Beobachtung erbrachte die Ver-
mutung, dass der postischamische Organschaden eventuell durch die Verfugbarkeit
von NO wahrend der Ischdmieperiode getriggert werden konnte. Gestutzt wurde
diese Uberlegung z.B. durch die Ergebnisse von WILLIAMS et al. [106], der nach ei-
ner induzierten Koronarischdmie an Kaninchenherzen eine Abhangigkeit der myo-
kardialen Infarktgréf3e von der endogenen NO-Produktion beschrieb: Nach Blockade
der NO-Synthasen mit L-NA (L-Nitro-Arginin) kam es zu einer deutlichen Zunahme
der Infarktgrof3e. Aus diesem Grund wurde ein kardioprotektiver Effekt im Fortbe-
stand der endogenen NO-Produktion vermutet. Gleichlautende Ergebnisse erbrach-
ten die Untersuchungen von SATO et al. [105] an Hundeherzen. Hierbei wurde die
Infarktgréf3e nach Ischamie und Reperfusion durch die Verwendung von Kardiople-
gielosungen, die L-NA (L-Nitro-Arginin) als NO-Synthase-Blocker enthielten, deutlich
gesteigert. Daraufhin vermuteten die Autoren, dass eine fortwdhrende NO-Produk-

tion kardioprotektive Effekte bewirken kénnte. Hierzu passend postulierte MASINI et
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al. [107] protektive Effekte der endogenen NO-Synthese nach einer induzierten, zeit-
lich begrenzten Koronarischamie mit anschlieBender Reperfusion an isolierten
Schweineherzen. Die experimentelle Blockade der NO-Synthasen durch L-NMMA
und L-NAME konnte die Gewebsschaden an den Myokardzellen erhéhen, wahrend
die Medikamentengabe von Nitroprussid, als NO-Donator, die beobachtete Schadi-
gung reduzierte. Aus diesen Ergebnissen wurde ein protektiver Effekt im Fortbestand
der endogenen NO-Synthese wahrend der Ischamiephase abgeleitet. Weiterhin wur-
den gleichlautende Aussagen von IWATA et al. [109] geschildert, die Ischamie-/ Re-
perfusionsuntersuchungen an der Rattenmagen-Mukosa durchfihrten. Medikamen-
tése Blockade der NO-Produktion durch L-NAME und L-NMMA konnte hier eine sig-
nifikante Steigerung des Mukosaschadens nach Reperfusion aufzeigen, wahrend
eine anhaltende NO-Produktion dies vermied. Somit kam IWATA ebenfalls zu dem
Schluss, dass ein Fortbestand der endogenen NO-Synthese ein wichtiger protektiver
Faktor zur Pravention des Ischamie-/ Reperfusionsschadens sei. KUBES und
GRANGER [110] konnten auch ohne eine Ischamiephase einen postkapillaren Ge-
falRschaden an den Venolen des Katzendinndarms durch die Inhibition der NO-
Synthasen mittels L-NAME auslésen. Die induzierte Permeabilitatsstérung war hier-
bei z.T. durch eine anschlieRende Nitroprussid-Gabe reversibel. Somit wurde auch
hier auf einen protektiven Effekt in der Aufrechterhaltung der endogenen NO-Syn-
these geschlossen. COTTART et al. [108] untersuchten den Ischamie-/ Reperfusi-
onsschaden an der Rattenleber. Auch diese Ergebnisse wiesen einen protektiven
Einfluss im Fortbestand der endogenen NO-Synthese beim Ischamie-/ Reperfusi-
onsschaden der Leber- und Endothelzellen auf. Der protektive Einfluss wurde hier
nicht alleine der gefal3dilatierenden Wirkung des NOs zugeschrieben, da eine Imita-
tion dieses Effekts durch Guanosin-Applikation - ein Monophosphat-unabhéngiger

Vasodilatator - nicht die selbe protektive Wirkung erzielen konnte.

Um weiteren Aufschluss in dieser Frage zu erhalten, wurde in dieser Arbeit in norm-
oxischen Ischamieversuchen die NO-Synthese mit Hilfe des NO-Synthase Inhibitors
L-NMMA blockiert. Auf diese Weise sollte flr die NO-Synthese unter normoxischen
Bedingungen eine anoxische Ischamie imitiert werden. Erstaunlicherweise erbrachte
die Blockade der NO-Synthese wéahrend der Ischamie keinen nennenswerten Effekt
im Vergleich zur normoxischen Versuchsgruppe ohne L-NMMA. Es zeigten sich hier-

bei vergleichbare Messwerte fur Kfc und Gewichtsretention. Dass eine suffiziente
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Blockade der NO-Synthase vorlag, dokumentierten die Messwerte des exhalativen
NOs. Hier zeigte sich ein prompter und dauerhafter Abfall der NO-Liberation (siehe
Abb. 4.1., 4.2. und 4.13.). Ebenfalls zeigte die Auswertung der NO-Abbauprodukte
(NOy) im Perfusat eine fast vollstandig eingestellte NO-Synthese nach Applikation
von L-NMMA (siehe Abb. 4.3.-4.6. und 4.14.). Vor dem Hintergrund o.g. Publikatio-
nen ware eine deutliche Aggravierung des Reperfusionsschadens bei ansonsten
gleichartigen Bedingungen denkbar gewesen.

Zur Erklarung dieses eher tberraschenden Befundes kamen zwei Gedankenansatze
zum Tragen:

Zum einen bestand im hier angewandten, isoliert perfundierten in vitro-Lungenmodell
eine entscheidende Besonderheit, die dieses Modell von anderen Organmodellen
unterschied. Im Modell der isolierten Kaninchenlunge bestand die Mdglichkeit einer
normoxischen Ventilation wahrend einer Ischamieperiode. Daher bedeutet eine
Ischamie nicht notwendigerweise eine Anoxie des abhéangigen Gewebes, wie es z.B.
in den Organmodellen der 0.g. Autoren der Fall war. Erfolgte allerdings im Modell der
isolierten Lunge wahrend der Ischamiephase eine anoxische Ventilation, so ahnelte
dies den ischamischen Bedingungen anderer Organmodelle, da auf diese Weise
eine komplette Gewebsanoxie entstand.

Zum anderen schien der protektive Effekt einer normoxisch ventilierten Ischamiepe-
riode nicht ausschlie3lich dem Fortbestand der NO-Synthese zuzuschreiben zu sein,
sondern musste in der Anwesenheit von Sauerstoff mitbegriindet sein. Denn in Be-
zug auf das NO-Syntheseverhalten bestand zwischen der anoxischen Versuchsreihe
und der oxischen mit L-NMMA ein entscheidender Unterschied: Im Gegensatz zur
oxischen Ischamie unter Verwendung von L-NMMA und der darin begriindeten an-
haltenden Suppression der NO-Synthese wurde in der anoxischen Versuchsreihe
nach einer anoxischen Ischamie das Atemgas zur Reperfusion wieder zur Normoxie

gewechselt. Somit setzte die NO-Synthese wieder ein.

Um zu klaren, ob man einerseits beim isolierten Kaninchenlungenmodell zwischen
einem Modell der normoxischen und einem der anoxischen Ischamie unterscheiden
muss und ob andererseits ein mdglicher Nachweis tber einen Zusammenhang zwi-
schen der wiedereinsetzenden NO-Synthese nach einer anoxischen Ischamie und

dem zu erwartenden Schaden aufzuzeigen war, wurden nun Versuche mit einer an-
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oxischen Ischamie unter Zugabe von L-NMMA durchgefihrt. Hierbei stellte sich her-
aus, dass eine suffiziente Blockade der NO-Synthese Uber den Zeitpunkt der Re-
perfusion und damit der Reoxygenierung hinaus einen deutlich protektiven Effekt er-
gab. Kfc und Gewichtsretention wiesen Messwerte vergleichbar der normoxischen
Ischamie mit oder ohne L-NMMA Applikation auf. Im Vergleich zur anoxischen
Ischamie mit einer normoxischen Reperfusion sanken unter dem Einfluss von L-

NMMA Kfc-Wert und Gewichtsretention um mehr als die Halfte.

Somit konnte zum Einen gezeigt werden, dass in der Tat im Modell der isoliert per-
fundierten Kaninchenlunge zwischen einer anoxisch und einer normoxisch ventilier-
ten Ischamie unterschieden werden muss. Denn die Applikation von L-NMMA vor der
anoxischen Ischamie vermochte den postischamischen Permeabilitatsschaden deut-
lich senken.

Zum Anderen stellte sich jedoch die Frage, aus welchem Grund es im Anschluss an
eine anoxische Ischamie nach Reperfusion und Reoxygenierung und dem Wieder-
einsetzen der NO-Synthese zu einer so deutlichen Potenzierung des Ischamie-/ Re-
perfusionsschadens kam. Ein Zusammenhang lie3 sich in der Reaktion zwischen
dem wieder eintreffenden Sauerstoff und der wiedererwachten NO-Synthese ver-
muten. Ein mdglicher Zusammenhang soll daher im folgenden Kapitel beleuchtet

werden.

5.5. Mogliche Beziehungen zwischen der Anwesenheit von Sauerstoff, der
NO-Liberation und der Generation von reaktiven Sauerstoffspezies

(ROS) in der Genese des Ischamie-/ Reperfusionsschadens

Die Beobachtung, dass es im Anschluss an eine anoxische Ischamieperiode mit der
Reoxygenierung und dem Wiedereinsetzen der NO-Synthese zu einer eindrucksvol-
len Permeabilitatsstérung der Lunge kam, die sich in der Auspragung durch die Blo-
ckade der NO-Synthese durch L-NMMA deutlich reduzieren lie3, deutete auf einen
Zusammenhang zwischen der Sauerstoffprasenz und der NO-Verflugbarkeit hin.
Moglicherweise ergab sich der nachteilige Effekt der wiedereinsetzenden NO-Syn-
these im Zusammenspiel mit dem wieder verfugbaren Sauerstoff und der Bildung

von Sauerstoffsuperoxid nach oxischer Reperfusion eines zuvor ischdmischen Or-



Diskussion 101

gans. BECKMAN und KOPPENOL [147] publizierten die Méglichkeit der Entstehung
von Peroxinitrit (ONOQ") durch weitere Reaktion aus Sauerstoffsuperoxid (O2") und
Stickstoffmonoxid (NO). Peroxinitrit kann in der Folge zu zytotoxischen Hydroxyl-
Sauerstoffradikalen (OH") und Stickstoffdioxiden (NOy’) reagieren (siehe Abb. 5.1.).

NO OH" H205
Stickstoff- L-NMMA Hydroxyl | Wasserstoff-
monoxid . 5
-Radikal | peroxid
\) ONOO"~ ﬂ
/ # Peroxinitrit
O "*:i
Saueéioff we g Ao}
- Nitrit/Nitrat
peroxid

Abb. 5.1. Chemische Reaktionen des Stickstoffmonoxids.

Abb. 5.1. zeigt Generationsmoglichkeiten von Stickstoffmonoxid (NO) und Sauer-
stoffperoxid (O2") zu Peroxinitrit (ONOQO) sowie einiger Folgeprodukte.
N-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) ist ein NO-Synthasen-Hemmer; Superoxid-Dis-
mutase (SOD) dismutiert enzymatisch Sauerstoffperoxid.

Ebenso zeigte McCORD [148], dass Superoxid-Verbindungen unter den Bedingun-
gen der Anoxie-Reoxygenierung entstehen konnten, wenn ischamisches Gewebe er-
neut mit Sauerstoff aufgesattigt wurde. Wie bereits aus der Ubersicht zum Stand der
Forschung im Kapitel 1.3.2. und 1.3.5. hervorgeht, werden den reaktiven Sauerstoff-
spezies eine Vielzahl von Schadigungsmechanismen zugesprochen. Diese reichen
dosisabhangig von der Zelllyse, der Provokation von DNS-Schéaden, der Lipidperoxi-
dation, der Schadigung zellularer Membranenzyme Uber die Einschréankung der al-
veolaren Surfactant-Biosynthese bis zum Einfluss auf die aktiven Flussigkeits- und
lonentransporte sowie der Zelladhasionskomplexe in den Alveolarzellen. Autoren wie
ROSE et al. [15], KHIMENKO et al. [63], PITTET et al. [67] und SATO et al.
[105] sehen eine wesentliche Ursache der postischamisch gestorten alveolo-epithe-
lialen Schrankenfunktion als Folge des Einflusses von Radikalen oder in der Stérung

antioxidativer Schutzmechanismen.
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Um weiteren Aufschluss Uber die Bedeutung von reaktiven Sauerstoffspezies zu er-
halten, sollte in der Versuchsreihe anoxische Ischdmie mit Applikation von Super-
oxid-Dismutase (SOD) zur Reperfusion untersucht werden, ob sich der Ischamie-/
Reperfusionsschaden mit Hilfe dieses Enzyms begrenzen lie3. Tatsachlich konnte
eine deutliche Reduktion des Permeabilitatsschadens im Vergleich zur anoxischen
Ischamie nachgewiesen werden. Somit passen die Ergebnisse dieser Arbeit gut zu
denen von YASMIN et al. [149] aus Studien an isolierten Rattenherzen. Hier wurde
im Zusammenspiel von NO und Superoxid Anion (O;") die Entstehung von Peroxinitrit
(ONOOQO) wahrend der Reperfusion beschrieben. Die durch Peroxinitrit mutmaflich
vermittelten Ischamie-/ Reperfusionsschaden konnten in jenem Modell, in Analogie
zu dieser Arbeit, zum einen durch die Blockade der NO-Synthese (durch Gabe von
L-NMMA) und zum anderen durch Antagonisierung der reaktiven Sauerstoffspezies
(durch die Applikation von S-nitroso-N-acetyl-penisillamine, SNAP) deutlich reduziert

werden.

Die Vermittlung des Ischamie-/ Reperfusionsschadens durch die Generation von Per-
oxinitritverbindungen und anderen reaktiven Sauerstoffspezies aus Sauerstoffsuper-
oxid und NO konnte im verwandten Modell noch nicht im Detail belegt werden, doch
unterstreichen die erbrachten Ergebnisse die von anderen Arbeitsgruppen formu-
lierten Hypothesen.

5.6. Schlussfolgerung und Ausblick

Diese Arbeit beleuchtet insbesondere das NO-Liberationsverhalten bei pulmonaler
Ischamie und Reperfusion. Es konnte aufzeigt werden, dass die An- oder Abwesen-
heit des Uber die Atemwege bereitgestellten Sauerstoffs einen entscheidenden Ein-
fluss auf die Produktion des endogenen NOs und die Auspragung des Ischamie-/

Reperfusionsschadens hatte.

Es konnte wahrend der normoxisch beatmeten Ischdmie-Lungen kein Hinweis dafir
gefunden werden, dass endogen synthetisiertes NO die Entstehung des Ischamie-/
Reperfusionsschadens triggert. Eine komplette Suppression der NO-Synthese wah-

rend der oxischen Ischamie- und Reperfusionperiode durch L-NMMA beeinflusste die
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Schwere des Permeabilititsschadens nicht. Allerdings kann nicht ausgeschlossen
werden, dass diese Beobachtung Ausdruck einer ,balancierten Summe* zwischen
.protektiven“ NO-Effekten zurzeit der Ischdmie und ,nachteiligen® NO-Wirkungen
war, die sich erst nach Reperfusion manifestierten.

In periischamisch anoxisch ventilierten Lungen kam es mit erneuter Reoxygenierung
bei Reperfusion zu einem beeindruckenden Permeabilitatsschaden. Eine Blockade
der NO-Synthasen durch L-NMMA konnte im Vergleich hierzu einen deutlich protek-
tiven Effekt erzielen. HUANG et al. [150] beschrieben eine ahnliche Reduktion des
Lungenschadens durch die Inhibition der NO-Synthase unter anoxischen Ischamie-/
Reperfusionsbedingungen, wenngleich in der Veréffentlichung nicht ausdricklich die
vaskulare Permeabilitat adressiert wurde. Anhand der hier prasentierten Ergebnisse
l&sst sich vermuten, dass der positive Effekt der NO-Synthese-Inhibition wéahrend der
anoxischen Ischamieversuche auf die Reperfusionsphase begrenzt war, denn die
endogene NO-Synthese kam ohnehin aufgrund des fehlenden Sauerstoffs wéahrend
der Ischamieperiode zum Erliegen. Allerdings setzte diese unmittelbar mit dem
Wechsel des Atemgases zum normoxischen Beatmungsgas zur Reperfusion wieder

ein.

Die hier beschriebene Differenz zwischen der anoxisch und der normoxisch venti-
lierten Ischdmie unterstreicht eine Besonderheit dieses Versuchsmodells. Eine
Ischamieperiode bedeutet am Kaninchenlungen-Modell nicht zwingend eine
Gewebsanoxie, wie es bei den haufig untersuchten Versuchmodellen an Herz, Darm
oder Nieren der Fall ist. Die Befunde dieser Organmodelle sind am Ehesten der Ver-
suchsanordnung einer anoxisch ventilierten Lunge vergleichbar. ZHAO et al. [151]
lieferten so auch in ihrer Publikation den Nachweis dafir, dass unterschiedliche Ge-
nerationswege fir die Entstehung von pulmonalen reaktiven Sauerstoff-Verbindun-
gen im Ischdmie-/ Reperfusionskomplex und im Anoxie-/ Reoxygenierungs-Komplex

verantwortlich sind.

Des Weiteren wurde aufgezeigt, dass der positive Effekt der fortgesetzten Ventilation
und der vasalen Distension unter Ischamie nicht mit der Aufrechterhaltung der endo-
genen NO-Synthese wéhrend der Ischamie-Periode in Verbindung gebracht werden

kann.
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Letztlich konnte ebenfalls in anoxischen Ischamieversuchen nach Zugabe von SOD
zum Perfusat unmittelbar zur Reperfusion ein protektiver Effekt erzielt werden. Die-
ser zeigte ein vergleichbares Ausmalf} wie die Versuche mit einer anoxischen Ischa-
mie und Applikation von L-NMMA sowie den oxischen Ischamieversuchen. Die Er-
kenntnisse unterstreichen die Hypothese, dass das Wiedererscheinen von NO und
ein Auftreten von Superoxid-Verbindungen wahrend des Wiedereintreffens von Sau-
erstoff ins System den Weg zur Bildung von Peroxynitrit bereitet und es so zur Bil-
dung verschiedener toxischer Reaktionsprodukte kommen kann. Diese Sichtweise
steht im Einklang mit Beobachtungen von YASMIN et al. [149] an isolierten Ratten-
herzen. Sie beschrieben das intravasale Erscheinen von Peroxynitrit-Verbindungen
nach einer Ischamieperiode wahrend der Reperfusion. Wie bereits im vorangestellten
Kapitel erwdhnt, kann Superoxidanion in der Reaktion mit Stickstoffmonoxid zu Per-
oxinitrit bzw. Peroxinitritsdure reagieren (NO + O,” — ONOOQO"). Diese Reaktion ver-
lauft etwa dreimal schneller als der enzymatische Abbau von Superoxidanion mit
Hilfe der Superoxid-Dismutase (SOD). Diese Tatsache konnte erklaren, weshalb der
Einsatz von SOD in der vorgestellten Arbeit keinen noch deutlich protektiveren Effekt
erzielen konnte. Vermutlich konnte nach Reoxygenierung und erneut vollstandig an-
gelaufener NO-Synthese nur ein begrenzter Anteil des anfallenden Superoxids durch
SOD abgebaut werden, wahrend noch eine wirksame Menge mit NO zum Peroxinitrit
reagierte. Inwieweit diese Vermutung in dem komplexen Zusammenspiel des Ischa-
mie-/ Reperfusionsschadens zutrifft, war zwar nicht Frage dieser Arbeit, sollte jedoch
genauer untersucht werden.

Zu Bedenken ist, dass eine alleinige Blockade der NO-Synthese zur Begrenzung des
Ischamie-/ Reperfusionsschadens auch potentiell positive NO-Effekte verhindern
konnte, die weniger im hier vorgestellten Modell, aber ggf. in vivo relevant werden
konnten. Hier waren u.a. die pulmonale Vasodilatation, der antioxidative Effekt (Ra-
dikalfanger) und die Reduktion der Leukozytenaktivierung und —adhasion zu erwéh-

nen.

Aus den hier vorgestellten Daten lasst sich kein unmittelbarer Rickschluss auf einen
potentiellen Nutzen einer exogenen NO-Applikation ziehen. Separate Untersuchun-
gen am hier eingesetzten Ischamie-/ Reperfusionsmodell zeigten allerdings protek-
tive Effekte durch exogen zugefiihrtes, inhalatives NO (SCHUTTE et al. [157)).

Ebenso wurde durch andere Arbeitsgruppen gezeigt, dass inhalatives NO einen
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protektiven Effekt haben kann (BARBOTIN-LARRIEU et al. [98], CHETHAM et al.
[99], MURAKAMI et al. [100], HERMLE et al. [16]). Allerdings wurde durch die NO-
Inhalation auch ein fehlender Schutzeffekt von NAKA et al. [116] beschrieben, und

EPPINGER et al. [152] berichteten sogar von einer Progredienz der Odembildung.

Zusammenfassend kann zum Einen das Timing, zum Anderen aber auch die Dosie-
rung des exogen applizierten NOs der kritische Punkt in diesem Zusammenhang
sein. Zusatzlich spielt vermutlich die rGumliche Verteilung des inhalierten NOs eine
Rolle, die zwischen dem endogen synthetisierten und dem exogen zugefihrten er-
heblich differieren kann. Auf diese Weise waren auch unterschiedlich beschriebene

Wirkprofile zu erklaren.
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6. Zusammenfassung

Die mikrovaskulare Hyperpermeabilitat mit konsekutiver Odembildung ist ein wesent-
liches Charakteristikum des pulmonalen Ischamie-/ Reperfusionssyndroms, wie in
verschieden Modellen und in unterschiedlichen Spezies gezeigt werden konnte. Kii-
nisch kann es hierdurch zum Bild des akuten Lungenversagens kommen. Die Rolle
der endogenen NO-Synthese bei der Entstehung des Ischamie-/ Reperfusionsscha-

dens der Lunge war bisher unklar.

In der vorliegenden Arbeit wurden Kaninchenlungen isoliert perfundiert und ventiliert
und einer warmen Ischamieperiode unterzogen. Der spezifische Versuchsaufbau
ermdglichte neben der Erfassung der pulmonalen Hamodynamik und der endotheli-
alen Permeabilitdt die kontinuierliche Messung der exhalativen NO-Liberation sowie
der intravasalen Akkumulation der NO-Abbauprodukte (NOy).

Die pulmonale NO-Produktion wurde in Versuchsreihen mit einer Ischamieperiode
von 180 und 210 Minuten Lange unter normoxischer und anoxischer Ventilation und
vasaler Distension (einem aus Voruntersuchungen bekannten Protektionsprinzip)
erfasst. Weiterhin wurde untersucht, welchen Einfluss die Blockade der endogenen
NO-Synthese durch L-NMMA im Rahmen einer normoxisch sowie einer anoxisch
ventilierten Ischamieperiode auf die Ausbildung des Ischamie-/ Reperfusionsscha-
dens hatte. Zusatzlich wurde der Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im
Anschluss an eine anoxisch ventilierte Ischamieperiode durch die Applikation von
Superoxid-Dismutase (SOD) ermittelt. Um Unterschiede der NO-Synthese zwischen
einer Ischamieperiode unter vasaler Distension und vasalem Kollaps zu bestimmen,
wurde das Organ in weiteren Experimenten einer 90-minltigen, anoxisch ventilierten

Ischamie bei vasalem Kollaps ausgesetzt.

Die Auswertung der Versuchsdaten ergab wéahrend einer normoxisch ventilierten
Ischamie einen leichten Abfall der NO-Synthese, der unmittelbar nach Reperfusion
auf das Ausgangsniveau zuruckkehrte, bei einem moderatem Ischamie-/ Reperfusi-
onsschaden. Die Blockade der NO-Synthese durch L-NMMA unter diesen Bedingun-
gen modifizierte den postischdmischen Permeabilitadtsschaden nicht wesentlich.

Nach einer anoxisch ventilierten Ischamieperiode zeigte sich ein deutlich gravieren-

derer Ischamie-/ Reperfusionsschaden mit einer ausgepragten Erhdohung der kapilla-
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ren Filtration. Wahrend der Ischamieperiode kam es zu einer vollstandigen Suppres-
sion der NO-Liberation. Mit erneuter Reoxygenierung zur Reperfusion setzte die NO-
Synthese allerdings prompt und vollstandig wieder ein. Uberraschenderweise lieR
sich der Ischamie-/ Reperfusionsschaden in dieser Versuchsreihe durch die anhal-
tende Inhibition der NO-Synthese durch L-NMMA deutlich reduzieren.

Weiterhin reduzierte die Applikation von SOD die durch eine anoxische Ischamie her-
vorgerufene Permeabilitatsstérung. Auch hierbei kam es zum prompten Wiederein-
setzen der NO-Liberation mit der Reoxygenierung zur Reperfusion.

Versuche mit einer 90-minltigen anoxischen Ischamie bei fehlendem positivem intra-
vasalem Druck zeigten, dass auch nach einem vasalen Kollaps die NO-Synthese mit

der Reoxygenierung zur Reperfusion umgehend wieder einsetzt.

Zusammenfassend konnte diese Arbeit aufzeigen, dass

e unter einer normoxischen Ischamie kontinuierlich NO produziert wird, und der
Ischamie-/ Reperfusionsschaden unter diesen Bedingungen durch endogen syn-
thetisiertes NO weder getriggert noch abgemildert wird.

e die unter anoxischer Ischamie supprimierte endogene NO-Synthese mit Re-
oxygenierung und Reperfusion wieder vollstandig einsetzt und dies mdglicher-
weise Uber die Interaktion mit Sauerstoffperoxid zur Entstehung der vaskuléren
Hyperpermeabilitat beitragt.

e die pulmonale NO-Synthese nach einem Ischamie-/ Reperfusions-Manéver unter
vasalem Kollaps unbeeintrachtigt bleibt und somit der protektive Effekt einer va-
salen Distension wéhrend einer Ischamieperiode offenbar nicht durch NO ver-

mittelt wird.

Diese Erkenntnisse konnen moglicherweise flir eine Verbesserung der Préaservation

von Spenderorganen nutzbar sein.
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7. Summary

Various studies in different species have shown that loss of capillary barrier
properties with subsequent pulmonary oedema formation plays an important role in
lung ischemia/reperfusion injury. The exact role of endogenous nitric oxide (NO) in
this scenario still needs to be clarified.

In the current study, isolated buffer-perfused rabbit lungs have been ventilated and
exposed to a warm ischemia/reperfusion manoeuver. Measurements of pulmonary
haemodynamics and endothelial permeability were performed. Additionally, allowed
by a specific experimental setting, measurement of exhalative NO release and
intravascular accumulation of NO degradation products (NOy) was conducted. The
measurements were performed in test series with 180 and 210 minutes of ischemia
under both normoxic and anoxic ventilation and vascular distension.

The influence of L-NMMA-mediated endogenous NO synthesis blockade on the
generation of ischemia/reperfusion injury was investigated. The effect of reactive
oxygen species (ROS) and the impact of superoxid dismutase (SOD)-application on
the ischemia/reperfusion injury following an anoxic ventilated ischemia period were
evaluated as well.

Additionally, the effect of vascular distension and vascular collapse on the NO-
synthesis during and after 90 minutes of ischemia under anoxic ventilation was
examined.

Results: During normoxic ventilated ischemic periode with vascular distension the
NO synthesis was only marginally reduced. After reperfusion the NO synthesis fully
recovered, paralleled by a moderate leakage response (increase in capillary filtration
coefficient). After NO synthesis blockade with L-NMMA, the NO release was nearly
completely inhibited whereas the leakage response remained unchanged.

After an anoxic ventilated ischemia period severe ischemia/reperfusion injury was
observed and massive vascular leakage was detected. During the anoxic ventilated
ischemic period, NO release was nearly completely suppressed, but re-appeared
immediately upon reperfusion and ventilation with normoxic gas. Surprisingly, the
inhibition of NO synthesis by L-NMMA reduced the ischemia/reperfusion injury
substantially.

Moreover, the vascular leakage after an anoxic ventilated ischemic period could also
be reduced by application of SOD. Under these conditions, the NO synthesis

recovered promptly upon changing to normoxic ventilation.
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Experiments with 90 minutes of anoxic ventilated ischemia and vascular collapse
showed that NO-synthesis immediately recovered upon changing the ventilation to

normoxic gas as well.

In summary, the current study demonstrates that

¢ NO is continuously synthesized during normoxic ischemia period and does not
induce or mitigate the severity of ischemia/reperfusion injury under these
conditions.

e endogenous NO synthesis is suppressed during anoxic ischemia, but recovers
promptly upon reperfusion and reoxygenation. This reappearance of endo-
genous NO apparently triggers vascular leakage upon reperfusion, possibly
through its interaction with oxygen radical production.

e pulmonary NO synthesis after an ischemia/reperfusion manoeuver is not
influenced by vascular collapse during the ischemic period. Therefore, the
protective effect of vascular distension during ischemia is most likely not NO-

mediated.
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