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Zusammenfassung

Messung von exhaliertem Kohlenmonoxid bei maschinell beatmeten, kritisch kranken
Patienten und deren Korrelation mit Organdysfunktionen

Thomas Adam von Ostrowski

Endogenes Kohlenmonoxid entsteht beim Abbau von H&moglobin. Im Abbauprozess von
H&moglobin kommt insbesondere einem Enzym eine tragende Rolle zu, der Himoxygenase 1.
Wie kein anderes Enzym reagiert die Hamoxygenase 1 extrem empfindlich auf verschiedene

Stresssoren, insbesondere auf Stimuli, die oxidativen Stress verstarken.

Die Eigenschaften von Kohlenmonoxid kann man als vasodilatierend, antioxidativ,

anitiinflamatorisch und antiproliferativ bezeichnen.

In dieser Arbeit wurde bei insgesamt 95 kritisch kranken Patienten, die unter verschiedenen
Erkrankungen und ferner allesamt unter einer respiratorischen Insuffizienz mit mindestens 24
stindiger maschineller Beatmung litten, stiindlich dass exhalatorische Kohlenmonoxid

gemessen.

Zum ersten Mal konnte ein bedeutender Zusammenhang zwischen Multiple Organ
Dysfunction Score und endogener Kohlenmonoxid- Produktion demonstriert werden. Somit
reflektiert die endogene Kohlenmonoxid- Produktion die schwere der akuten

Organdysfunktion.

Tag der mundlichen Prifung: 12.04.2005
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1. Einleitung
1.1 Monitoring in der Intensivmedizin

Die Uberwachung, speziell in der Intensivmedizin, umfasst die Beobachtung, Messung und
Registrierung verdnderlicher Funktionen des Intensivpatienten. Beim kritisch kranken
Intensivpatienten sind hdufig mehrere Organfunktionen gefidhrdet oder beeintrachtigt, so dass
zumeist ein umfangreiches Uberwachungsprogramm erforderlich ist. Im Mittelpunkt stehen
hierbei die sog. Vitalorgane, d.h. die Funktion des Herz-Kreislauf-Systems und der Lunge,

erginzt durch die Erfassung einer Vielzahl weiterer Variablen und Parameter.

Wesentliches Ziel ist die friihzeitige Erkennung von Stérungen des physiologischen
Gleichgewichts und die Erfolgskontrolle therapeutischer MaBnahmen. Dabei ist die
Zuverlassigkeit der erhobenen Befunde und Messdaten wichtig, da sie hdufig die Grundlage
fiir therapeutische Entscheidungen darstellt. Alle UberwachungsmafBinahmen miissen sinnvoll
sein. Eine Abwigung von Nutzen, Risiken und Kosten fiir den jeweiligen Bedarf muss immer
gewdhrleistet sein. Nicht zuletzt ist das Ansammeln unzédhliger irrelevanter Daten zu
verhindern, denn es erschwert die integrative Beurteilung des Zustands des Patienten und

behindert im ungiinstigsten Fall den therapeutischen Entscheidungsprozef3.

Anhand der vorliegenden Studie soll untersucht werden, ob exhaliertes Kohlenmonoxid (CO)
einen Parameter darstellt, anhand dessen der Schweregrad einer Erkrankung ermittelt und
somit moglicherweise Riickschliisse auf den Verlauf einer Erkrankung gezogen werden

konnen.

1.2 CO in der Medizin
1.2.1 Charakterisierung des CO

CO ist ein farb- und geruchloses Gas, das grundsitzlich bei unvollstindiger Verbrennung,
z.B. in schadhaften Ofen und Feuerstellen, als Autoabgas, aber auch an jeder Brandstitte
entsteht. CO ist daher bei jeder Rauchgasinhalation beteiligt. Methylenchlorid, ein
Farblosungsmittel, wird zu CO metabolisiert (Schmailzl KJG et al., 1995). Das Gas weist eine
240-mal stirkere Affinitdt zum Hamoglobin (Hb) auf als O, und verdriangt es daher aus seiner

Bindung (Nunn JF et al., 1968). Zudem blockiert es die zellulire Atmungskette. Hierdurch



wird die O,-Transportkapazitdt kritisch reduziert. Bindet sich das CO an Myoglobin wird
auch hier die Transportfdhigkeit fiir O, beeintriachtigt. In hohen Dosen ist CO ein toxisches
Gas (Dolan MC et al., 1985).

1.2.2 Exogenes CO und seine Wirkung auf den menschlichen Organismus

Letztendlich resultiert bei zunehmender CO-Aufnahme und Bildung von Carboxyhédmoglobin
(COHD) ein Sauerstoffmangel, der eine Gewebshypoxie und eine Laktatazidose aufgrund des
anaeroben Stoffwechsels nach sich zieht. Entfillt die Exposition, zerfillt der CO-
Héamoglobinkomplex, wodurch CO wieder frei wird und iiber die Lungen abgeatmet werden
kann (Ginsberg MD et al., 1985; Schmailzl KJG et al., 1995). Klinisch manifestiert sich die
resultierende Hypoxie v.a. im zentralen Nervensystem und im Herz-Kreislauf-System (Tab.
1). Wegen der kirschroten Farbe des COHDb entsteht keine Zyanose. Das Ausmal} der
Hypoxdmie kann nicht am arteriellen pO, abgelesen werden und die Pulsoxymetrie liefert
systematisch falsche Werte. Nur durch direkte CO-Oxymeterie kann das Ausmal} der
Intoxikation quantitativ erfasst werden. Die klinische Symptomatik korreliert eng mit der

steigenden COHb-Konzentration im Blut.

Tab. 1: Klinische Symptomatik bei der CO-Vergiftung (aus Buchardi, Larsen, Schuster, Suter,

Intensivmedizin, 8., S. 491, Springer Verlag Berlin Heidelberg New York, 2001)

‘ CO-HB (% IM BLUT) SYMPTOME

0-10 Keine
10-20 Leichte Kopfschmerzen,

Angina pectoris bei Belastung,

Dyspnoe bei schwerer Belastung

20-30 Klopfende Kopfschmerzen,
Thoraxschmerzen,

Dyspnoe bei maliger Belastung

30-40 Schwere Kopfschmerzen,
Ubelkeit, Erbrechen,

Seh- und Denkstérungen

40-50 Bewusstlosigkeit, Tachykardie,

Tachypnoe, Ataxie




50-60 Koma, Krampfe,

Cheyne-Stokes-Atmung

> 60 Schwere Atem- und Kreisaufstorung,

Exitus

Wie Tab.l zu entnehmen ist, treten bereits bei einem CO-Gehalt von 20%
Intoxikationssymptome auf. Durch den ansteigenden Sauerstoffmangel der Organe treten je
nach Dosis und Expositionsdauer oben beschriecbene Symptome auf. Im Verlauf der
Intoxikation kann es zum Lungen- und Hirnddem kommen. Eine metabolische Azidose ist in
der arteriellen Blutgasanalyse erkennbar. Eine langsame Intoxikation kann zundchst zu
Hypotension und EKG-Verianderungen fiihren. Das Auftreten eines Anstiegs der QT-Strecke
im EKG gilt als ein direktes MaB3 der Intoxikation. Hierdurch wird die Grundlage fiir
Arrhythmien des Herzen gelegt, die letztendlich zu Herzversagen und Tod fiihren kdnnen
(Gurkan Y et al., 2002; Schmailzl KJG et al., 1995). Noch 2 bis 28 Tage nach einer akuten
CO-Vergiftung konnen sich mitunter sehr gefdhrliche Situationen ergeben. So kdnnen
insbesondere neuropsychiatrische Symptome, wie das Auftreten eines Morbus Parkinson,
beobachtet werden. Bei jungen Patienten fallt hdufiger die Entwicklung einer Polyneuropathie
auf (Jaeckle RS et al., 1985; Lee HF et al., 2001). Zu einer Rhabdomyolyse mit akutem
Nierenversagen kann es bei Bindungszustinden zwischen CO und Myoglobin kommen
(Wolff E et al., 1994). Aufgrund des zunehmenden Sauerstoffmangels kommt es, bedingt
durch eine mitochondrial vermittelte Inhibition der Cytochrom C-Oxidase, zu
Membranschdaden an Lymphozyten (Miro A et al., 1999). Die Hohe des wihrend der akuten
Intoxikation gemessenen COHb-Spiegels reflektiert die Schwere der Symptome und die
Prognose des Patienten (Raub JA et al., 2000).

Die Therapie der CO-Vergiftung besteht zunéchst in der Unterbrechung der Exposition und
Beseitigung der Asphyxie. Indiziert ist die 100%ige O,-Beatmung bereits an der Notfallstelle,
moglichst mit Intubation und Beatmung, da nur so wirklich 100% O, zugefiihrt werden
konnen. Vermeintlich ,,normale* Pulsoxymetriewerte diirfen nicht fehlgedeutet werden. Die

hohe O,-Konzentration hat zwei Effekte:
e Zunichst wird das asphyktische Gewebe zusétzlich mit O, versorgt. Bei einem FiO,
von 1,0 steht damit zumindest ein Teil des O,-Bedarfs des Organismus in geldster

Form zur Verfiigung.



e Dariiber hinaus verdringt der hohe O,-Partialdruck das CO aus seiner Bindung an Hb.
Wihrend die Halbwertszeit fiir CO unter Beatmung mit Raumluft bei etwa 250 min.
liegt, vermindert sie sich unter 100% O, —Partialdruck auf etwa 40 min.

Bei Schwangeren und Kleinkindern muss eine ldngere Sauerstofftherapie durchgefiihrt
werden, da das fetale Hb eine stidrkere Affinitdt zu CO besitzt. Sofern mdglich, kann eine
hyperbare Oxygenierung indiziert sein, insbesondere bei Patienten mit Krampfanfillen,
Synkopen, Koma, neurologischen und kardiovaskuldren Symptomen, die sich unter der
Sauerstofftherapie nicht zuriickbilden. Durch die hyperbare Sauerstoffbeatmung kann die
Halbwertszeit nochmals auf 15 bis 30 min reduziert werden (Dolan MC et al., 1985;
Mofenson HC et al., 1984; Schmailzl KJG et al., 1995). Jedoch ist die Therapieindikation
zum Einsatz von hyperbarem Sauerstoff sehr eingeschrdnkt, insbesondere dann, wenn der
Patient einen Herz-Kreislaufstillstand im Rahmen der CO-Intoxikation erleidet (Ginsberg MJ
et al., 1985; Gandini C et al., 2001; Mehta SR et al., 2001). So berichtet Hampson, dass alle
18 Patienten mit einem initialen Kreislaufstillstand aufgrund einer CO-Intoxikation trotz
addquater Therapie im Verlauf ihrer Hospitalzeit verstarben. In einer Untersuchung konnte
gezeigt werden, dass die Anwendung einer hyperbaren Sauerstofftherapie immer auch mit
dem potentiellen neurologischen Risiko abgewogen werden muss (Hampson NB et al., 1996).
So wurde die Uberlebenswahrscheinlichkeit eines hypothetischen Patienten mit 74% unter der
hyperbaren Sauerstofftherapie angegeben. In einer weiteren Studie wurden die Auswirkungen
dieser Therapie auf das zentrale Nervensystem untersucht. Von 900 intoxikierten Patienten
konnten 300 einer hyperbaren Sauerstofftherapie zugefiihrt werden. Tab. 2 gibt die Haufigkeit

der neurologischen Symptome in Abhéngigkeit vom atmosphérischen Druck wider.

Tab. 2: Krampfanfille unter hyperbare O, Therapie

HYPERBARE 02 BEOBACHTET KRAMPFANFALLE
THERAPIE [ATM]

2,45 1

2,8 9

3,0 6




1.3 CO und die Himoxygenase I

1.3.1 Endogenes CO

CO entsteht beim Abbau von Hb (Abb. 1). Der Abbau des Hb beginnt mit der Abspaltung des
Eisen-Porphyrins vom Globin, nach Umwandlung des Hb zu Methdmoglobin, aus dem sich
das Hémin leicht ablosen ldsst. Das Globin wird zu Aminoséduren abgebaut. Himin oder Him
wird zu Biliverdin unter Freisetzung von CO oxidiert, das aus einem Methinbriicken-
Kohlenstoffatom entsteht. Die Reaktion wird von der mikrosomalen Himoxygenase (HO),
einer Monooxygenase, unter Verwendung von O, und NADPH katalysiert. Das freiwerdende
Eisen wird an Ferritin gebunden. Die griine Tetrapyrrolverbindung Biliverdin wird mit
NADPH zum orangenroten Bilirubin reduziert, das ins Blut gelangt, wo es als lipohile
Verbindung an Albumin gebunden vorliegt. Die Hauptmenge des pro Tag gebildeten
Bilirubins stammt aus dem Abbau zirkulierender Erythrozyten in der Milz. Etwa 15% des
Bilirubins stammen aus der Leber vom Abbau anderer Porphyrinproteine, z.B. der
Cytochrome. Auch Gewebemakrophagen konnen Ham abbauen, was bei der Verarbeitung
von Hamatomen eine Rolle spielt (Frieden E et al., 1971; Schmidt R et al., 1972). Die
endogene CO-Produktion korreliert direkt mit dem Erythrozytenabbau. Dabei wird pro Mol
zerlegtem Ham ein Mol CO gebildet. Bei gestorter Erythrozytenproduktion kann es zu einer
signifikanten Zerstorung erythroider Zellen im Knochenmark kommen. Durch eine solche
ineffektive Erythropoese entsteht eine erythroide Hyperplasie und erh6hte Aufnahme von
Eisen ins Knochenmark bei nur schwacher Erholung des Eisens in den zirkulierenden
Erythrozyten. Ein damit verbundener erhohter Zellumsatz geht mit einer erhdhten endogenen
Produktion von CO und unkonjugiertem Bilirubin einher (Barbior BM et al., 1990; Beck WS
etal., 1991; Bunn HF et al., 1986).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Bedeutung der HO im hepatischen Zellsystem.
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1.3.2 Regulation der endogenen CO-Synthese

Durch das Enzym HO wird die endogene CO-Produktion katalysiert. Insgesamt sind heute
drei verschiedene Isoformen dieses Enzyms bekannt. Hinsichtlich Threr Regulation,
Verteilung und Genstruktur sind alle Isoformen unterschiedlich (McCoubrey WK, Huang TJ,
Mains MD, 1997).

Die HO-1 ist die induzierbare Form. Sie ist ubiquitér zu aktivieren (McCoubrey WK, Huang
TJ, Mains MD, 1997). Die HO-1 kommt insbesondere in Leber und Milz vor. Hingegen findet
man die konstitutive Isoform, die HO- 2, vorwiegend in Cerebrum und Testes. Die dritte
konstitutive Isoform, die HO-3, besitzt eine nur sehr geringe Aktivitit. Beziiglich ihrer

Lokalisation bestehen heute noch keine eindeutigen Hinweise (Elbirt KK et al., 1999).



1.3.3 Die HO-1 und ihre Induzierbarkeit

Wie kein anderes Enzym reagiert die HO-1 extrem empfindlich auf verschiedene Stresssoren,
wie z.B. Ischdmie-/ Reperfusionsschidden (I/R), Hypoxie, Hyperoxie (Takahashi S et al.,
1999), inflammatorische Zytokine (Amersi F et al., 1999; Kudo S et al., 1999; Rizzardini M et
al., 1993; Terry CM et al., 1998), Endotoxin (Amersi F et al., 1999; Camhi SL et al., 1995;
Pellacani A et al., 1998), Ham (Taylor JL et al., 1998; Vesely MJ et al., 1998), Metalle
(Immenschuh S et al., 1995), Hypothermie, Hyperthermie (Shibahara S et al., 1987) sowie die
portale Hypertension (Fernandez M et al., 1999). Der HO-1 wird eine bedeutende Rolle in der
Stressantwort zugeschrieben, da Sequenzen von NF-kB, AP-1 und AP-2-Bindungen in der
Promotorregion des humanen HO-1-Gens gefunden wurden (Camhi SL et al., 1995;
Immenschuh S et al., 1998; Lavrovsky Y et al., 1994; Marks GS et al., 1988; Shan Y et al.,
2000). Die Unterschiedlichkeit der HO-1-Induktoren legt verschiedene Regulationselemente
fiir dieses Gen nahe. Zwei weitere regulatorische Elemente, NF-xB und AP-2, werden als
wichtige regulierende Faktoren der Antwort der HO-1 auf oxidativen Stress, Zellschaden,
Wachstum und Differenzierungsprozesse angesehen (Lavrovsky Y et al., 1994). Andere
Proteine, die in der Entziindungsreaktion eine zentrale Rolle spielen, benutzen ebenfalls diese
und weitere transkriptionelle Faktoren, NF-kB, AP-1 und HIF-1 wie z.B. NOS-2, welches ein
bedeutende Rolle unter Stressbedingungen spielt (Liu Y et al., 1998; Willis D et al., 1996). Es
wird angenommen, dass beispielweise HO-1 und bei NOS-2 in der Stressantwort auf Hypoxie
und Sepsis miteinander interagieren (Bauer M et al., 1997; Carini R et al., 2000; Maines MD
et al., 1997). Einige Experimente konnten diesen Zusammenhang belegen. So konnte Tyrrell
in einem in vitro-Experiment zeigen, dass durch UVA-Strahlen oxidativer Stress in Zellen
induziert werden kann. Sofort nach Exposition dieser Zellen konnte eine Aktivierung der HO-
1 gemessen werden. Vermutlich ist dieses Enzym in der Lage einen Notfall-
reparaturmechanismus in Gang zu setzen, der sofort nach Exposition der Zelle gegeniiber

Stress auftritt (Tyrrell R et al., 1999).

In einem Rattenmodell wurde eine Myokardischdmie induziert. In den ersten 24 Stunden nach

der Induktion konnte eine Aktivierung von HO-1 gemessen werden (Hangalshi M, 2000).

Bauer konnte eine erhohte Aktivitit des Enzyms im Rahmen von Schock und Reanimation
feststellen. Nach experimenteller Hemmung der HO-1 durch Gabe von Zink-Protoporphyrin
konnte ein signifikanter Anstieg der portalen Widerstdnde gemessen werden. Somit scheint
die HO-1 an einer Reduktion des portalen Hypertonus nach Reanimation beteiligt zu sein
(Bauer M et al., 1997).



Untersuchungen von Carraway zeigten, dass eine iiber drei Wochen andauernde Hypoxie eine
Polyzythdmie, eine rechtsventrikuldre Hypertrophie und ein pulmonales vaskuléres
Remodeling verursacht. Im Rahmen einer chronischen Hypoxdmie konnte in dieser
Untersuchung ein Anstieg der HO gleich zu Beginn nachgewiesen werden. Dazu wurde ein
Rattenmodell gewéhlt, in dem ménnliche Sparague-Dawley Ratten fiir 0, 1, 3, 7 und 14 Tage
einem Luftdruck von 395 Torr ausgesetzt wurden. Nach Exposition wurde der Anteil an
COHD und der Hamatokrit gemessen weiterhin wurden die Lungen fiir immunhistochemische
Nachweise fixiert und fiir das spétere Messen der HO mittels Western Blot aufbearbeitet.
Weiterhin wurde das GroBenverhéltnis von rechter zu linker Herzkammer beurteilt. Der
Héamatokrit stieg kontinuierlich nach Exposition an und erreichte nach drei Tagen Exposition
Werte, die oberhalb der Kontrollgruppe lagen. Nach diesen drei Tagen stieg der Wert noch
weiter, bis ein Plateau von 60% nach 21 Tagen erreicht war. COHb, welches als Marker fiir
die endogene CO-Produktion angesehen wird, stieg am ersten Tag der Exposition am
stirksten an, ein weiterer Peak wurde nach 21 Tagen erreicht. Das GroBenverhéltnis der
rechten zur linken Herzkammer erreichte nach sieben Tagen signifikant hohere Werte. Diese
Daten implizieren die Entwicklung einer Rechtsherzhypertrophie iiber die Zeit der
Exposition. Eine Aktivititserhohung der HO konnte vor allem in der friilhen Phase der
chronischen Hypoxie nachgewiesen werden. Der frilhe Anstieg der HO am ersten Tag der
Exposition kann mit seiner vasodilatierenden Wirkung erkldrt werden und dhnelt dem

Pathomechanismus von Stickstoffmonoxid (NO) (Carraway MS et al., 2000).

Im Rahmen von zerebralen Vasospasmen konnten gleich zwei wissenschaftliche Gruppen die
Aktivitatssteigerung von HO-1 nachvollziehen. Durch die resultierende zerebrale Ischdmie
und Infarzierung im Rahmen zerebraler Vasospasmen konnte Suzuki in einem Rattenmodell
erhohte HO-1mRNA-Expressionen in der Basilararterie nach intrazerebraler Blutung und
nachfolgenden Vasospasmen nachweisen (Suzuki H et al., 1999). Mit der Injektion von
lysiertem Blut wurde eine zerebrale Ischimie durch die resultierenden Vasospasmen
hervorgerufen. Auch hier konnte die Gruppe um Matz eine fokale Hyperexpression der HO-1
nachweisen, womit die Induktion durch Sauerstoffmangel erneut bestatigt wurde (Matz et al.,

1996).

Aber nicht nur die Hypoxidmie, sondern auch inflammatorische Prozesse, Virusinfektionen
und Hyperthermie konnen einen EinfluB3 auf die HO ausiiben. Otterbein konnte zeigen, dass
die Induktion der HO-1 vor einer Endotoxindmie schiitzt. Mittels des Lipopolysaccharids

Endotoxin wurde ein Lungenversagen und eine Sepsis an Ratten induziert. Die Therapie mit



Hb, einem potenten Induktor der HO, ergab ein 100%iges Uberleben dieser Population bei
sonst deletdrem Ausgang (Otterbein LE et al., 1995).

Elia  beschriecben  ebenfalls  positive  Effekte = durch  die  Induktion des
Hamoxygenase/Kohlenmonoxid-Systems. Im Rahmen von  Virusinfektionen und
Hyperthermie werden vermehrt cytoprotektive Prostaglandine des Typs A (PGA1) gebildet.
Dieser Effekt ist mit der Induktion eines Proteins verbunden, welches als Heat shock protein

32 bezeichnet wird und der HO-1 entspricht (Elia G et al, 1999).

1.3.3.1 Hormonelle Regulation

Die Induzierbarkeit der HO durch Hormone wurde eingehend von Bakken untersucht
(Bakken AF et al., 1972). Die Arbeitsgruppe postulierte den Effekt verschiedener Hormone,
wie z.B. Epinephrin und Glucagon, auf die hepatische HO-Aktivitét. 3,5,3'-L-Triiodthyronin
(T3) wirkt aktivierend auf die hepatische HO- (Smith TJ, Drummond GS et al., 1982) und
ALA-Synthetase (Smith TJ, Drummond GS et al., 1988) in einem dosis- und zeitabhéngigen
Verhiltnis. In diesem Zusammenhang werden ebenfalls die P450-Cytochrome induziert.
Diese Aktivierung scheint stereospezifisch zu sein, da die T3-Isoform 3,3',5'-Triiodthyronin
nicht in der Lage ist, induzierend auf diese Enzyme zu wirken, wihrend das Thyroxin ein
potenter Induktor ist. Die alleinige Verabreichung von Retinsdure hat keinen Effekt auf die
HO-1, wobei die Sdure erniedrigend auf die Cytochrom P450-Enzyme wirkt und den
zelluldaren Hampool ausschopft. Wird die Retinsdure zusammen mit T3 verabreicht, erfolgt
eine Steigerung der Aktivitdt der HO um mindestens 61 %, wobei der Himgehalt unter diesen
Bedingungen nicht reprimiert wird (Smith TJ, Drummond GS et al., 1991). Ein interessanter

Aspekt ist die Wirkung von Prostaglandin (Deoxy-[Delta]’'*

-13,14-dihydroprostaglandin D,
([Delta]'>-PDJ,), das ein potenter Induktor der zelluliren Wachstumsinhibition (Ohno et al.,
1986) und Zelldifferenzierung (Santoro et al., 1979) in den verschiedensten Zelllinien ist. Der
inhibitorische Effekt des [Delta]'*-PDJ, wird hervorgerufen durch die Induktion eines 68 kDa
Proteins. Dieses Protein wurde als ein Hitzeschock-Protein (HSP 68) identifiziert (Ohno et al.,
1988), das wahrscheinlich die Zelle auf die verdnderten Bedingungen "vorbereitet" und sie
von ihnen schiitzt. Dieser Aspekt lieferte erstmals die Moglichkeit einer Zusammenarbeit von
Hormonen deren zelluldrer Einwirkung und die Einschaltung eines Stre-Proteins ohne
Beteiligung ihrer spezifischen Rezeptoren und DNA-Erkennungssequenzen. Weitere
Untersuchungen dieses Phdmonens verifizierten, daf3 das [Delta]'>-PDJ, induzierend auf ein
niedermolekulares Protein wirkt, eine ca. 31 kDa Protein, das als das Hitzeschock-Protein HO

identifiziert werden konnte (Koizumi T et al., 1991; Koizumi T et al., 1992). Welche
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molekulare Funktion die HO unter diesen Bedingungen hat, ist noch ungeklért.
Moglicherweise ist die erhdhte Expression die Folge einer oxidativen Verdnderung in der
Zelle, da das [Delta]'>-PDJ, mit Glutathion konjugiert wird (Entgiftungsweg) und damit die

zelluldren Antioxidanten vermindert werden.

Metallporphyrine stellen in der Regel starke Induktoren der HO-1 dar. Umso
bemerkenswerter ist die Tatsache, daf3 synthetische Glukocorticoide (z.B. Dexamethason), die
einzigen bekannten nicht-Metallporphyrine in der Lage sind, eine HO-1-Induktion zu
inhibieren (Lutton et al., 1992). Ein Kernbindungsprotein, das bei der Darreichung von
Dexamethason verstirkt synthetisiert wird, verhindert eine HO-1-Genaktivitit. Dieses konnte
durch DNAse Footprinting- und in DNA-Protein-Wechselwirkungsversuchen (electrophoretic
mobility shift assay, EMSA) gezeigt werden.

1.3.4 Wirkungen der HO-1 sowie ihrer Produkte, insbesondere des CO

Bevor auf die HO-1 und deren Produkt, das CO eingegangen wird, soll kurz ein Uberblick
tiber weitere Produkte der HO-1 und ihrer moglichen Interaktionen im menschlichen

Organismus gegeben werden. Anhand von Abb. 2 ist dies schematisch dargestellt.

Die HO-1 ist ein induzierbares Enzym, das den Abbau von Ham katalysiert. Endprodukte
dieses katabolen Vorgangs sind Bilirubin und CO. Biliverdin wird durch die
Biliverdinreduktase weiter zu Bilirubin, einem weiteren potenten Antioxidanz, Antimutagen
und Antikomplementagenz abgebaut (Hayashi S et al., 1999; Liu Y et al., 2000). Bilirubin
zeigt im Bereich physiologischer Plasmakonzentrationen antioxidative Wirkung. Neuere
Arbeiten weisen dem Bilirubin eine dem "High-density-Lipoprotein" vergleichbare Rolle als
Marker und funktioneller Mediator gefdBschiitzender, antiatherogener Effekte zu (Hopkins et
al., 1996; Mayer et al., 2000). In mikromolaren Konzentrationen gilt Bilirubin als eines der
effektivsten  Antioxidantien. Eine experimentell erzeugte Hypoxdmie mit einer
Sauerstoftkonzentration von 2% la6t die antioxidative Wirkung von Bilirubin stdrker noch als
alpha- Tocopherol, welches als das beste Antioxidans der Lipidoxidation gilt, die Oxidationen
verhindern (Stocker R et al.,, 1987). Es wurde gezeigt, dass Bilirubin effizient die
Lipidperoxidation hemmt und seine antioxidative Wirkung wahrscheinlich auf einer
Interaktion mit dem antioxidativen a-Tocopherol und Lipoproteinen beruht (Abraham NG et
al., 1995; Clark JE et al., 2000).
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Auch CO entfaltet in niedrigen Konzentrationen antiapoptotische, zellprotektive Effekte.
AuBerdem ldsst sich CO in der Ausatmungsluft messen und als nichtinvasiver Paramter fiir
"oxidativen Stress" und die kompensatorische Induktion von protektiven Stressproteinen
verwenden. Diese Methode wird zurzeit schon routinemaflig bei Frithgeborenen angewandt
(Stevenson et al.,, 2001). Neuere Untersuchungen lassen vermuten, dass sich CO-
Bestimmungen auch als Verfahren zur Kontrolle des Krankheitsverlaufs und Therapieerfolgs
("disease monitoring") bei Diabetes- und Asthmapatienten einsetzen lassen (Paredi et al.,
1999; Yamaya et al., 2001).

Gekoppelt an die Induktion von HO-1 ist die Expression eines zweiten antioxidativ
wirksamen Stressproteins, des Ferritins. Ferritin wird hauptsichlich translational reguliert und
bindet als neugebildetes Apoferritin freie intrazelluldre Eisenionen. Dadurch wird dem
Prozess der Sauerstoffradikalbildung ein essentieller Katalysator entzogen und die Entstehung
der aggressiven Hydroxylradikale unterdriickt (Balla J et al., 1992; Balla G et al., 1992; Balla
Jetal., 1995).

HO-1 und Ferritin sind induzierbare Proteine mit gewebeschiitzenden Eigenschaften und
gelten als potentielle Zielstrukturen fiir Strategien zur Prévention von Atherosklerose und
anderen inflammatorischen, zelltoxischen Prozessen (rtheumatoide Arthritis,

TransplantatabstoBung usw.).

Ham
HO-Induktoren mmmm=)> _ I

< LN
/

Bilirubin fe
vasodilatierend Ferritin
antioxidativ l
antiinflammatorisch
antiproliferativ antioxidativ  cytoprotektiv
potentielle Indikationen f*tf*]lerOSklte“?seh »

. nrliammatorische rrozesse
fiir HO-1-Induktoren: TransplantatabstoBung

Ischamie und Reperfusionsschaden
(Lunge, Herz, Niere, Gehirn)

Abb. 2: Darstellung der Produkte der HO-1 und ihrer moglichen Interaktionsfelder
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Wie bereits erwihnt, findet eine Induktion des Hédmoxygenase/Kohlenmonoxid-Systems
durch zelluldren Stress statt. Die wohl bedeutenste Wirkung dieses Systems ist die iiber die
Aktivierung der Guanylcyclase vermittelte Vasodilatation. CO -ein potentieller
Signaliibertrager wie das NO- reguliert das cGMP durch Bindung an der prostethischen
Gruppe der Guanylatcyclase hoch und kann die Zellfunktion nach hdmorrhagischer und
oxidativer Zellschadigung modulieren (Morita T et al., 1995).

Zusammenfassend lassen sich die Wirkungen von CO, wie in Abb. 2 dargestellt, und des
Enzyms HO als vasodilatierend, antioxidativ, antiinflammatorisch und antiproliferativ

beschreiben. Die vasodilatatorischen Effekte konnten in einigen Studien nachgewiesen

werden. Tabellarisch sollen hier die wichtigsten Studien aufgefiihrt werden.

Tab. 1: Darstellung von Studien mit Ergebnissen beziiglich vasodilatativer Effekte

Studie

Willis D, 1995; Siow RC, 1999

Aussage im Bezug auf vasodilatative Effekte

Eine Induktion des Hémoxygenase/Kohlenmonoxid-Systems in der
Gefamuskelzelle kann tiber die Aktivierung der Guanylcyclase die Senkung

eines vorbestehenden Hypertonus erreichen.

Siow RC, 1999

Es handelt sich um eine Studie iiber die HO und CO im Rahmen der
Artherosklerose. Hier konnte durch ,,Jlow density liporoteine*, Hypoxie und pro-
inflammatorische Zytokine eine Induktion der HO erreicht werden. Die
Aktivitdit war besonders im vaskuldren Endothel und glatten Muskelzellen

besonders hoch.

Bauer M, 1997; Wakabayashi Y,

Auf portaler Ebene kann durch die Induktion des

1999 Hamoxygenase/Kohlenmonoxid-Systems eine Senkung des portalen Drucks
erreicht werden. Im Rahmen eines portalen Hypertonus scheint extrasinusoidal
gebildetes CO eine Relaxierung des GefiBsystems zu bewirken.

Zhang F, 2001 Zentral produziertes CO scheint iiber eine Inhibtion der Baroreflex-Aktivitit
eine antihypertensive Wirkung zu haben.

Hangalshi et al., 2000 1.) Thema ist die Wirkung des Hdmoxygenase/Kohlenmonoxid-Systems nach

experimentell induzierten Myokardischdmien an Ratten. Beschrieben wird ein
Anstieg der HO 24 Stunden nach der Ischdmie und Reperfusion des Herzens.

2.) An einer anderen Population von Ratten wurde die Wirkung von Hém als
potenter Induktor des Hamoxygenase/Kohlenmonoxid-Systems auf das

Myokard untersucht.
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Zwei Tage vor der experimentell induzierten Myokardischdmie wurde dieser
Population intraperitoneal Hadm injiziert. Die anschlieBend gemessenen
Infarktareale waren signifikant kleiner als die der ersten Gruppe ohne Ham-

Injektion.

Seki T, 1999 Eine durch chronischen Hypertonus verursachte Linksherzhypertrophie kann
durch die Induktion des Himoxygenase/Kohlenmonoxid-Systems abgeschwécht
werden.

Eine Untersuchung an genetisch hypertonen Ratten konnte durch die Induktion
des Hamoxygenase/Kohlenmonoxid-Systems eine deutliche Reduktion der
resultierenden  Linksherzhypertrophie zeigen. Auch die m-RNA des
natriuretischen Peptids, als ein Marker der kardialen Hypertrophie, sank. Ein
Anstieg der HOm-RNA, sowie von ¢-GMP, war dagegen zu sehen, ohne dass

der arterielle Blutdruck sich verminderte.

Panahian N, 2001 Durch die Induktion der HO und die Bildung von CO nach zerebraler Ischimie
konnte eine Verkleinerung des Infarktareals und eine Reduktion des zerebralen

(Odems nachgewiesen werden.

Suzuki H, 1999 Durch die Gabe von lysiertem Blut in die Cysterna magna konnte experimentell
ein zerebraler Vasospasmus induziert werden. Durch dieses Ereignis wurde das
Hamoxygenase/Kohlenmonoxid-System aktiviert. Hierdurch schien eine

Degravierung der Symptome iiber eine zerebrale Vasodilatation verursacht zu

werden.

Neben der Vasodilatation durch die Bildung von CO fungiert die HO auch als Vermittler
antioxidativer Funktionen. Die aktuellen Studien sind in der nachfolgenden Tabelle

dargestellt.

Tab. 2: Darstellung von Studien mit Ergebnissen beziiglich antioxidativer Effekte

Studie Aussage im Bezug auf antioxidative Effekten

Tyrrell R, 1999 Bei einem durch UVA-Strahlung verursachten Zellschaden wird vermehrt das Oxidans Him
freigesetzt. Diese Freisetzung wiederum aktiviert die HO, so dass die Zelle schnell gegeniiber

Oxidantien geschiitzt werden kann. Das durch den Abbau von Ham freiwerdende Eisen kann

in spdteren Schritten durch langsam ansteigendes Ferritin gebunden werden.
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Tab. 3: Darstellung von Studien mit Ergebnissen beziiglich antiinflammatorischer Effekte

B Studie o Aussage im Bezug auf antiinflammatorische Funktionen i

Otterbein L, 1995; 2000 In einem Rattenmodel konnte Otterbein die effektive Abwehr des Enzym-Systems
gegeniiber Endotoxinen nachweisen. Nach experimentell induzierter Sepsis mit
Lungenversagen durch Lipopolysaccharrid-Endotoxin konnte ein Anstieg der HO
und der HO-mRNA in der Lunge beobachtet werden.
Nach aktiver Induktion der HO durch Gabe von Hb vermutet die Gruppe eine
verbesserte Abwehr gegeniiber dem Endotoxin in der Lunge. Tatsédchlich
iiberleben 100% der Tiere die induzierte Sepsis mit Lungenversagen nach einer

Therapie mit Hb.

Wiesel Pen, 2000 Thema sind Beobachtungen an genetisch unterschiedlichen Maéusen. Nach
Induktion einer Inflammation durch Lipopolysacharide wurde unter den an HO
homozygot negativen Méusen eine deutlich hohere Mortalitit gemessen als in der
Population der Méuse, die dem Wildtyp angehdrten. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass die HO eine bedeutende Rolle in der Abwehr im Rahmen eines

Endotoxinschock besitzt (Otterbein L, 1995).

Sethi JM, Otterbein L, 2002 Hier konnte CO als potenter Mediator antiinflammatorischer Effekte beschrieben
werden. Geringe Konzentrationen von CO konnten in vivo und in vitro die von
Lipopolysacchariden induzierte Expression von proinflammatorischen Zytokinen,
wie dem TNFa, dem IL1f3 und dem Makrophagen-inflammatorischen- Protein-1-
beta, vermindern und die Konzentration des antiinflammatorischen Zytokins
Interleukin 10 erhéhen. Des weiteren scheint CO diese Reaktion unabhingig von

der Guanylcyclase und NO zu steuern. Vermutlich gelingt dies iiber einen Weg,

der die mitogenaktivierte Protein-Kinase involviert.

Hierdurch konnte in letzter Zeit gezeigt werden, dass die HO-1 auch in der
Transplantationsmedizin eine wichtige Rolle zu spielen scheint. Der nach Leberoperation und
-transplantation auftretende I/R und die konsekutive Inflammation des Lebergewebes stellen
ein bedeutendes klinisches Problem dar. In der Transplantationsmedizin fiihrt der I/R hiufig
zu einer frilhen Funktionsbeeintrichtigung oder sogar zu primédren Versagen des
Transplantates. Bei Leberresektionen kann es in Folge einer I/R zu einer Enziindung mit
transienter oder permanenter Zellschidigung kommen (Clavien PA et al., 1992; Fan C et al.,
1999). Die Erfolgsaussichten von Leberresektionen und Transplantationen haben sich durch

Fortschritte in der Operationstechnik, der Organkonservierung und durch die Entwicklung
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neuer immunsuppressiver Therapeutika verbessert. Die I/R wurde in vielen Studien sowohl
unter den Bedingungen der warmen Ischdmie, wie sie bei Leberresektionen auftritt, als auch
unter der kalten Ischidmie, wie bei orthotopen Lebertransplantationen, untersucht (Mochida S
et al., 1994). Eine Ischdamie von mehr als 12h fiihrt bei der Lebertransplantation durch
zentrolobuldre Nekrosen zum priméren Organversagen und ist mit einer erhohten Inzidenz
einer akuten und chronischen TransplantatabstoBungsreaktion verbunden (Amersi F et al.,
1999). Dabei werden verschiedene Formen der Zellschiadigung beobachtet (Kaplowitz N,
2000). Bei der kalten Ischdmie wurde eine protrahierte ATP-Depletion (Jaeschke H, 1996;
Losser MR et al., 1996), eine gesteigerte Glykolyse (Churchill TA et al., 1994; Losser MR et
al., 1996) und Kupfer-Zellaktivierung (Mochida S et al., 1994) beobachtet. Bei der warmen
Ischdmie wurde eine Schiddigung der Mitochondrien (Baumann M et al., 1989) beschrieben.
Es hat sich gezeigt, dal sinusoidale Endothelzellen empfindlicher auf die kalte Ischidmie
reagieren, wahrend die warme Ischdmie primédr Hepatozyten schiadigt (Rauen U et al., 1999;
Rauen U et al., 1994).

In einer Arbeit von Miiller wurden Einfliisse der warmen und kalten Ischdmie sowie der
Exposition inflammatorischer Zytokine und Endotoxine (IL-1beta, IFN-gamma; TNF-alpha,
Lipopolysaccharide [LPS]) auf die Expression der HO-ImRNA und ihres Proteins, einem
Vertreter der Hitze-Schock-Proteine mit potentiell antioxidativer Wirkung in humanen
Hepatozytenprimérkulturen, untersucht. Warme und kalte Ischdmie stimulierten die HO-1
mRNA-Expression in humanen Hepatozyten nach 0,5 bis 1h. Das HO-1-Protein wurde iiber
0,5-6h maximal exprimiert. Der Zellschaden, gemessen an der AST und LDH Freisetzung
unter ischdmischen Bedingungen, wurde insbesondere nach 24h beobachtet. Nach
Zytokinexposition wurde die hdchste Expressionsrate der HO-ImRNA durch IFN-gamma
hervorgerufen, gefolgt von TNF-alpha, LPS und IL-1beta. Jedes einzelne Zytokin stimulierte
die HO-1mRNA Expression nach 0,5h, erreichte ein Maximum nach 3h und fiel nach 6h ab.
Nach Stimulation mit einem Zytokinmix (CM, IFN-gamma, TNF-alpha, IL-1beta, LPS) trat
ein Maximum der HO-ImRNA Expression erst nach 6h ein, wobei ein signifikanter
Zellschaden nach 12h beobachtet wurde. Die HO-ImRNA und Proteinexpression war nach
Exposition von 6h des mit Sauerstoffperoxides erhoht. Die HO-ImRNA und
Proteinexpression war nach S-Nitrosoacetylpenicillamin-Exposition, einem NO- Donator, fiir
3-12h verstarkt. Nach Cobaltprotoporphyrin (CoPP)-Exposition, einem potenten HO-1
Induktor, wurde eine erhohte mRNA- und Proteinexpression beobachtet. Dass CoPP die HO-
ImRNA- und Proteinneusynthese induziert, konnte durch die selektive Blockade mit

Actinomycin D und Cycloheximide bewiesen werden. Die Neusynthese konnte ebenfalls
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unter warmer und kalter Ischdmie gezeigt werden. Hemin, ein weiterer Induktor der HO-1,
induzierte die HO-1mRNA nach 3h und das Protein nach 6h. Die HO-1 Enzymaktivitdt wurde
mittels Bilirubinbildung und Messung des Fe’"-Gehalts der Zellen bestimmt. Bei der
Bilirubinbildung wurde die hochste Aktivitdt nach warmer Ischdmie gemessen, gefolgt von
kalter Ischimie, CM und der Kontrollgruppe. Die intrazellulire Fe*"-Messung ergab ebenfalls
die hochste Enzymaktivitdt nach warmer Ischdmie. Die Vorbehandlung humaner Hepatozyten
mit CoPP fiir 8h schiitzte die Zellen teilweise vor einer warmen und kalten Ischidmie.
Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die pharmakologische Induktion der HO-1 somit
bei groBen allgemeinchirurgischen FEingriffen, wie der Leberteilresektion oder der
Transplantation, einen protektiven Effekt entfalten kénnte (Miiller E, 2002). Von dhnlichen

Ergebnissen konnten in der Herztransplantation berichtet werden (Akamatsu et al., 2004).

1.3.5 HO als ein streBBinduziertes Protein

Organismen, die Strefsituationen ausgesetzt werden, "antworten" hédufig mit der
Syntheseregulierung verschiedener Proteinklassen, welche kollektiv die StreBsituation
verbessern sollen. In vielen Fillen ist der exakte Mechanismus dieses Vorganges noch nicht
geklart. Beispielsweise werden bei einer Entziindung wéhrend der Akute-Phase-Antwort eine
ganze Reihe von Akute-Phase-Proteinen primér in der Leber gebildet. Eine gro3e Menge von
Cytokinen werden bei Entziindungsvorgéngen freigesetzt und 16sen eine Hochregulierung via
spezifischer Rezeptoren aus, die in der hepatischen Zellmembran lokalisiert sind (Baumann H
et al., 1994; Cosman D, 1993). C-reaktive Proteine und Serum Amyloid A, das hiufigste
humane Akute-Phase-Protein, ist unter Normalbedindungen in geringsten Mengen im Plasma
exprimiert, wird aber bereits vier Stunden nach einem entziindlichen Stimulus induziert und
erreicht sein Maximum nach 24 bis 48 Stunden (Marckiewicz A et al., 1993). Andere Akute-
Phase-Proteine wie z.B. a;-Glukoproteinsdure, a;-Protease, a;-Antichymotrypsin, Haptoglobin
und Fibrinogen erreichen ihr Expressionsmaximum erst nach sieben bis zehn Tagen
(Tsuchiya et al., 1987).

Auch die HO-1 wird als eine Art "Akute-Phase-Protein" betrachtet. Mitani untersuchten den
Effekt von Interleukin-6 (IL-6) auf die HO-1 in der humanen Hepatoma Zell-Linie Hep3B
und beobachteten ein Zeit/Dosis-abhéngiges Verhéltnis der HO-ImRNA-Induktion. Die
mRNA Induktion konnte durch die gleichzeitige Zugabe von Actinomycin D, einem Inhibitor

der Transkription, verhindert werden (Mitani K et al., 1992). Folgende Feststellungen
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vermittelten, das die Induktion des HO-Gens iiber ein IL-6-responsives Element vermittelt
wird:

e Das IL-6 ist ein Induktor des HO-1-Gens, wirkt aber wiederum nicht auf andere
Hitzeschock-Proteine wie z.B. HSP 70. Daher wird die Induktion nicht iiber das
Hitzeschock-responsive Element (HSE) vermittelt.

e Zwei Sequenzen in der Promotor-Region des humanen HO-1-Gens zeigen eine
signifikante Homologie mit dem IL-6-responsiven Element, das in anderen Akute-
Phase-Proteinen existent ist (Kunz D et al., 1989).

Die Arbeitsgruppe um Akira stellte darauthin die Hypothese auf, das das IL-6 das humane
HO-1-Gen in gleicher Weise wie der Nukleare Faktor NF-IL-6, der an dem IL-1-responsiven
Element auf dem IL-6-Gen bindet, reguliert (Akira S et al., 1990). Cytokine und LPS sind in
der Lage, induzierend auf die HO-1 zu wirken. Von den LPS ist bekannt, das sie die Bildung
mehrerer Cytokine induzieren (Martich GD et al., 1991). Dieses 1dt vermuten, das die LPS
eine indirekte Induktion auf die HO-1 ausiibten, nidmlich iiber die Faktoren IL-1 und TNF.
Durch Mutationsanalysen konnte in der humanen AP-1-HO-1-Bindungssequenz -eine
Aktivierung des HO-1-Gens und eine Akkumulation der HO-1mRNA durch LPS festgestellt
werden (Camhi SL et al., 1995). Die Forschergruppe um Cantoni untersuchte ebenfalls den
Effekt von Glukocorticoiden auf die HO-1-Induktion durch IL-1 und TNF. Das Ergebnis war,
das die Induktion der HO-1 durch IL-1 keine Anwesenheit von Glukocorticoiden erfordert.
Durch die Anwesenheit von synthetischen Glukocorticoiden wurde der HO-ImRNA Gehalt
eher erniedrigt (Cantoni L et al., 1991). Dieser Effekt wurde als ein "Feed-Back"-
Mechanismus von Cytokinen auf ihre eigene Synthese (Butler LD et al., 1989) postuliert.
Fukuda zeigte in Leberzellen, daBB das IL-1 wie das IL-6 in einem Zeit/Dosis-abhingigen
Verhiltnis in der Lage ist, die HO zu erhohen (Fukuda Y et al., 1993). In der Leber agieren
Cytokine gleichzeitig als Induktoren von Akute-Phase-Proteinen, wirken auf den
Hypothalamus und erzeugen den Effekt einer febrilen "Antwort", die iiber die Induktion von
Prostaglandin E, (Dinarello CA et al., 1991) vermittelt wird. Der aus diesem Vorgang
resultierende Anstieg der Zelltemperatur hat zwei wichtige Auswirkungen:

e FEine Anschaltung der HO-1 durch Akute-Phase-Proteine (Shibahara S et al., 1987;
Taketani S et al., 1988) und/oder

e cine Anschaltung der HO-1 iiber ihre Hitzeschock-Protein-Funktion.

Die Rolle der HO-1 als ein Akute-Phase-Protein ist noch nicht geklédrt. Unter anderem wird
das Enzym durch einen erhohten Gehalt an Sauerstoffradikalen induziert, die z.B. durch
aktivierte Makrophagen produziert werden. Die HO-1 (HSP 32) ist ein Hitzeschock-Protein

und damit ein StreBprotein, dafl unter anderem durch oxidative Schéddigungen der Zelle
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induziert wird (Keyse SM, Tyrrell RM, 1989; Nascimento et al., 1993). Durch die gesteigerte

Synthese der HO-1 wird die Anpassung der Zelle an verdnderte Situationen ermdglicht.

1.3.6 CO und seine Interaktion mit NO

NO ist ein Gasmolekiil, welches enzymatisch aus L-Arginin freigesetzt wird. Die Reaktion
wird durch die NO-Synthetase (NOS) katalysiert. Als weiteres Produkt entsteht L-Citrullin
(Radomski MW, Palmer RM, Moncada S, 1987). Die Identifikation des NO als endothelium-
derived relaxing Faktor (ERDF) gelang Furchgott (Furchgott et al., 1988). Er wies NO als
einen in den Gefdllendothelzellen produzierten Stoff nach, der eine Gefdfidilatation bewirken
kann. Die endogene NO-Synthese geschieht durch enzymatische Spaltung von L-Arginin. Der
gefdfdilatatorische Effekt lauft iiber die Aktivierung der Guanylat- Cyclase (GC) und einer
damit verbundenen Erhohung des cGMP in der glatten Muskelzelle. Durch Bindung an das

Hamoglobinmolekiil wird NO sehr schnell inaktiviert.

1993 beschrieben Verma, dass das Produkt der HO, das CO, ein Aktivator der Guanylcyclase
ist. CO wirkt, dhnlich wie NO, regulatorisch auf die cGMP und kann die Funktion eines
Neurotransmitters einnehmen. Die Affinitdt zum Rezeptor scheint jedoch viel geringer als die
von NO zu sein (Verma A et al., 1993).

Higgenbottam konnte an gesunden Probanden, die Sauerstoff mit Spuren von NO einatmeten,
eine selektive Senkung des pulmonal- arteriellen Druckes ohne Beeinflussung des
systemischen Blutdruckes nachweisen (Higgenbottam T, 1988). Dies zeigte ebenfalls die
Arbeitsgruppe um Falke, zunichst an Tierversuchen, spéter (1991) im klinischen Bereich bei
der Therapie von ARDS-Patienten (Falke K et al., 1991). Dariiber hinaus wurde eine
deutliche Verbesserung der Oxygenierung erreicht. Diese resultiert wahrscheinlich aus einer
Zunahme der Perfusion in den beliifteten Lungenbezirken, die durch die lokal dilatative
Wirkung des NO zustande kommt, und entsprechender Verminderung der Perfusion von
Shuntbezirken. Die ersten Ergebnisse mit Langzeitinhalationstherapie wurden im Dez. 1991

vorgestellt (Falke K et al., 1991).

Zusammenfassend kann man die Wirkungen des NO als vasodilatierend, antioxidativ,
antiproliferativ, sowie thrombozytenaggregationshemmend bezeichnen (Cooke JP et al.,
1992; Griscavage J et al., 1994; Guo J et al., 1995; Forresti R et al., 1999, Furchgott R et al.,
1980). Willis untersuchte die Interaktion zwischen NO und CO (Willis D et al., 1995). Nach
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Stimulation mit Him, bzw. Inhibition der NOS durch N(G)-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-
NAME) konnten unterschiedliche Aktivititen der NOS und der HO in den Nieren und dem
Gehirn ménnlicher Ratten gemessen werden. In der Niere der médnnlichen Ratte konnten im
Vergleich zur NOS doppelt so hohe Konzentrationen der HO gemessen werden. Nach
Hinzugabe des NOS-Inhibitor, L-NAME stieg die HO dosisabhéngig im Gehirn an. Eine
Addition von L-Arginin, dem NOS-Substrat, konnte einen Abfall der HO-Aktivitit bewirken
(Willis D et al., 1995).

Thorup konnte 1999 eine Untersuchung der Arteriolen der Nieren mittels NO
Mikroelektroden durchfiihren. Nach der Perfusion mit CO enthaltenden Puffern konnte
zunidchst eine biphasische Freigabe von NO beobachtet werden. Die NO-Freigabe sistierte
jedoch nach mehrfacher Stimulation. Der Versuch zeigte eine dosisabhéngige Wirkung des
CO auf die NO-Freigabe. Hohe CO-konzentrationen hemmen dem zufolge die NO-
Produktion. Hingegen konnen geringe Konzentrationen von CO eine Freisetzung des NO aus

seinen Speichern bedingen (Thorup C et al., 1999).

1.4 CO-Exhalation iiber die Lunge

Zahlreiche Untersuchungen wurden zur Wirkung von CO und der HO der Lunge durchgefiihrt
(Horvath I et al., 1998; Monma M et al., 1999; Montushi P et al., 2001; Zayasu K et a., 1997;
Zegdi R et al., 2000; Kitada O et al., 2001; Zegdi R et al., 2002). Bisher konnte gezeigt
werden, dass kritisch kranke Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant
hohere CO-Konzentrationen ausatmen (Scharte M, 2000). Zegdi konnte zeigen, dass bei
mechanisch beatmeten Patienten, die unter einer Sepsis litten, das CO erheblich hoher war als
bei kritisch kranken Patienten der Kontrollgruppe, die ebenfalls maschinell beatmet waren
(Zegdi R et al. 2002). In letzter Zeit wurden von Arbeitsgruppen Studien publiziert, die
Hinweise lieferten, dass Erkrankungen der Atemwege mit einer erhdhten Exhalation von CO
assoziiert zu sein schienen. Carraway konnte eine Induktion der HO in der Lunge im Rahmen
einer Hypoxédmie feststellen und aufgrund persistierender COHb-Spiegel auf eine endogene

CO-Produktion schlieen (Carraway MS et a., 2000).

Die Gruppe um Zayasu fand in einer Studie an asthmakranken Patienten und gesunden
Probanden, dass erhohte CO-Werte bei Asthmapatienten durch eine Therapie mit
Kortikosteroiden signifikant abfallen. Hingegen wurden bei Asthmapatienten ohne

Kortikosteroidtherapie signifikant hohere CO-Werte gemessen. Es wird vermutet, dass die
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vermehrte Exhalation von CO mit einer Inflammation in der asthmatischen Lunge
einhergehend (Zayasu K et al., 1997).

Bei Patienten mit bekannter saisonaler allergischer Rhinitis wurde in einem anderen
Experiment die exhalierte CO-Konzentration gemessen. Dabei konnten bei symptomatischen
Patienten hohere Konzentrationen von CO gemessen werden. Die Exhalation via Nase oder
Mund differierte nicht, so dass von einer CO-Produktion der tieferen Atemwege ausgegangen
wurde (Monma M et al., 1999).

Auch bei Patienten mit einer akuten Infektion des oberen Respirationstraktes konnten erhohte
CO-Werte gemessen werden. Dabei waren alle Probanden Nichtraucher und litten bis zu 4
Wochen vor der Messung an keiner Infektion des oberen Respirationstraktes (Yamaya M et
al., 1999). In einem Tiermodell wurde die oben beschriebene Aussage durch Kitada
reproduziert. Albuminsensible Maiuse wurden mit Albumin-Aerosol beatmet, um eine
allergisch vermittelte Inflammation der Atemwege hervorzurufen. Die Identifikation der HO-
positiven Zellen wurde anhand von Immunreaktionen durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser
Studie zeigten eine deutliche Aktivierung des Enzyms durch Inflammation. Moglicherweise
ist hierdurch ein klinisch brauchbarer Marker fiir die akute Exazerbation eines Asthma

bronchiale gefunden worden (Kitada O et al., 2001).

Aber auch bei Erkrankungen der Atemwege, wie Bronchiektasen, die mit einer chronischen
Inflammation einhergehen, scheint die Messung von CO den oxidativen Stress zu reflektieren.
In Anlehnung an die Studie von Zayasu (Zayasu K et al., 1997), konnte bei Patienten mit
bekannten Bronchiektasen deutlich hohere CO-Konzentrationen gemessen werden. Auch hier
zeigte sich, dass bei Patienten, die mit Kortikosteroiden behandelt wurden, niedrigere Werte
von CO-Konzentrationen gemessen wurden, als bei Patienten, die nicht mit Kortikosteroiden
behandelt wurden. Beide Gruppen exhalierten jedoch hohere Konzentrationen als die
Kontrollgruppe. Die zusitzlich gemessenen COHb-Spiegel korrelierten nicht mit den
exhalierten CO-Konzentrationen. Die hohe Storanfilligkeit gegeniiber Nikotinabusus schrinkt
den Gebrauch jedoch enorm ein (Montushi P et al., 2001; Horvath I et al., 1998). Ahnlich
dem NO scheint CO auch einen Einflufl auf eine hypoxieausgeldste Vasokonstriktion zu
haben (Jernigan ML et al., 2001; Carraway MS et al., 2000; Nachar RA et al., 2001; Christou
H et al., 2002).
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Niedrigdosiertes CO konnte im Rahmen einer akuten Hypoxie die resultierende pulmonale
Widerstandserh6hung vermindern (Nachar RA et al., 2001).

1.5 Problemstellung

Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist es, einen Zusammenhang zwischen bestimmten
Organdysfunktionen und der CO-Produktion herzustellen. Es soll untersucht werden, ob
exhaliertes CO einen Parameter darstellt, anhand dessen der Schweregrad einer Erkrankung
ermittelt und somit moglicherweise Riickschliisse auf den Verlauf einer Erkrankung gezogen

werden konnen.

Biochemische Grundlage ist, wie schon in der Einleitung erortert, dass CO beim Abbau von
Hb (Abb. 1) entsteht. Die endogene CO-Produktion korreliert direkt mit dem
Erythrozytenabbau. Dabei wird pro Mol zerlegtem Ham ein Mol CO gebildet. Induziert wird
die HO-1 durch das Substrat Himoglobin. Zudem reagiert die HO-1 wie kein anderes Enzym
extrem empfindlich auf verschiedene Stresssoren, insbesondere auf Stimuli, die oxidativen
Stress verstirken. Dazu gehdren H,O,, Lipopolysacharide, NO, Ischdmie, Heat Shock
Proteine, Hypoxie und Hyperoxie (Wagener FA et al., 2003), I/R, (Takahashi S et al., 1999),
inflammatorische Zytokine (Amersi F et al., 1999; Kudo S et al., 1999; Rizzardini M et al.,
1993; Terry CM et al., 1998), Endotoxine (Amersi F et al., 1999; Camhi SL et al., 1995;
Pellacani A et al., 1998), Him (Taylor JL et al., 1998; Vesely MJ et al., 1998), Metalle
(Immenschuh S et al., 1995), Hypothermie, Hyperthermie (Shibahara S et al., 1987) sowie die
portale Hypertension (Fernandez M et al., 1999). Die HO-1 konnte als Hitzeschock-Protein
32 identifiziert werden (Koizumi T et al., 1991; Koizumi T et al., 1992) und damit als ein
StreBprotein, das unter anderem durch oxidative Schiadigungen der Zelle induziert wird

(Keyse SM, Tyrrell RM 1989; Nascimento et al., 1993).

In der Vorgéngerarbeit ,,Erhohte expiratorische CO-Konzentrationen bei kritisch kranken
Patienten* konnte gezeigt werden, dass kritisch kranke Patienten im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe signifikant hohere CO-Konzentrationen ausatmen (Scharte M et al., 2000). Es
ist somit zu vermuten, dass bei oxidativem Stress durch die Induktion von HO vermehrt CO
produziert wird, anhand dessen der Schweregrad einer Erkrankung ermittelt und somit

moglicherweise Riickschliisse auf den Verlauf einer Erkrankung gezogen werden konnen.
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An einem Untersuchungskollektiv von 95 kritisch kranken Patienten, die allesamt iiber mind.
24 Stunden beatmet waren, soll iiberpriift werden, ob die endogene CO-Produktion in

Korrelation mit vorbestehenden Erkrankungen der Patienten gebracht werden kann.

In der Vorgéngerarbeit ,,Erhohte expiratorische CO-Konzentrationen bei kritisch kranken
Patienten* blieben die Grunderkrankungen der Patienten unberiicksichtigt. In der
vorliegenden Arbeit wurden Vorerkrankungen, aber auch akute Erkrankungen,
eingeschlossen. Dies erscheint insbesondere fiir das pulmonale System von Bedeutung zu
sein. Unterschiedliche Studiengruppen konnten nachweisen, dass es insbesondere im Rahmen
von inflammatorischen Prozessen der Lunge zu erhohten CO-Konzentrationen in der
Ausatemluft kommt (Kitada O et al., 2001; Monma M et al., 1999; Yamaya M et al., 1999;
Zayazu K et al., 1997; Zegdi R et al., 2000; Zegdi R et al., 2002). Carraway konnte eine
Induktion der HO in der Lunge im Rahmen einer Hypoxédmie feststellen und aufgrund
persistierend erhohter COHb-Spiegel auf eine endogene CO-Produktion schlieen (Carraway
MS et al., 2000). Aber auch das Krankheitsbild der Sepsis erscheint von Wichtigkeit. Durch
die Arbeit einer franzdsischem Forschergruppe (Zegdi R et al., 2002) konnten erste
interessante klinische Hinweise beziiglich moglicher positiver Wirkungen des CO wéhrend
eines protahierten Krankheitsverlaufs gezeigt werden. Bei der Arbeit wurden 24 Patienten
einer Intensivstation mit septischem Krankheitsbild unterschiedlicher Genese und fiinf
Kontrollpatienten hinsichtlich ihrer CO-Konzentration in der Ausatemluft untersucht. In der
Gruppe der Sepsispatienten konnten hohere Exhalationen von CO festgestellt werden als in
der Kontrollgruppe. Am Expirationsschenkel des Respirators wurde CO an verschiedenen
Tagen der Erkrankung der Patienten gemessen. Die Ergebnisse zeigten, dass die Gruppe der
Sepsispatienten hohere CO-Konzentrationen ausatmeten als die Kontrollgruppe. Des weiteren
konnte festgestellt werden, dass eine hohere Produktion von CO am ersten Tag des
Intensivaufenthaltes mit einem deutlich verbesserten Outcome der Patienten verbunden war.
Nach diesen Daten scheint es so, dass eine hohe endogene Produktion von CO zu Anfang der

Erkrankung eine bessere Prognose signalisiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Rekrutierung der Patienten

Es wurden insgesamt konsekutiv 95 kritisch kranke Patienten der Intensivobservationsstation
1 der Klinik und Poliklinik fiir Anédsthesiologie und operative Intensivmedizin des
Universitétsklinikums Miinster untersucht. Die Messungen erstreckten sich vom 17.10.2000
bis zum 28.05.2002.

2.2 Materialien

2.2.1 Beatmungsgerite

In dieser Studie wurden die Messungen an den Beatmungsgerdten EVITA 2 oder Evita 4 der

Firma Driger durchgefiihrt.

2.2.2 Messgerite und diverse Zusatzger:iite

Als Transmitter flir elektrochemische Sensoren wurde der Polytron 2 verwendet
(DriagerSensor® CO — 6809605). Als Ansaugeinheit wurde eine Sampling Unit benutzt.
Weitere elektrische Gerdte waren ein Trenntransformator und ein Netzteil (24 V DC / 1A).
Zur Verbindung der Messeinheit mit dem Beatmungsgerit wurden konventionelle

Beatmungsschlduche benutzt.

2.2.3 Dokumentationsgerite

Die Dokumentation wurde mit einem herkdmmlichen PC Pentium 133 Mhz, oder einem

Laptop Gericom 1,4 Ghz durchgefiihrt. Eine Webcam der Firma Logitech® wurde eingesetzt.

2.2.4 Rahmenbedingungen fiir die Durchfithrung der Studie

Als EinschluBkriterien wurden die im folgenden beschriebenen Parameter herangezogen.

Voraussetzung war die maschinelle Beatmung des Patienten von mindestens 24 Stunden bei
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respiratorischer Insuffizienz. Die Auswahl der Patienten erfolgte rein zufdllig. Folgende
Parameter wurden bei den Patienten erfasst:

e Dialyse, pulmonale Erkrankungen, kardiale Erkrankungen und Nikotinabusus
Dabei wurden bei kardialen Erkrankungen insbesondere folgende erfasst:

e Herzinsuffizienz, = Herzrhythmusstérungen, = Koronarerkrankungen,  infektiose

Endokarditiden, Herzklappenverédnderungen

Die Verabreichung von Fremderythrozyten (EKs), bis > 1 Woche vor der Messung, sowie die
Verabreichung von Katecholaminen wurden beriicksichtigt. Auch die Art des chirurgischen
Eingriffs im Sinne eines Notfalleingriffes oder elektiven Eingriffs wurde mitaufgenommen.
Ferner waren das Geschlecht, Alter, Gewicht und die Grofle des Patienten Parameter, die
herangezogen wurden. Auch die Fachdisziplinen, aus der der Patient stammte, wurden
berticksichtigt. Dazu zdhlten folgende Kliniken:

e Zahn-Mund-Kieferchirurgie (ZMK)

e Thorax-Herz-GefédBchirurgie (THG)

e Neurochirurgie (NCH)

e Allgemein Chirurgie (ACH)

e Gynikologie/Geburtshilfe (GYN)

Die Sepsiskriterien wurden definiert nach der ACCP/SCCM Consensus Konferenz (Bone RC
etal., 1992).

Die Pneumoniekriterien wurden nach klinischen Gesichtspunkten definiert, wie sie von Singh

vorgeschlagen wurden (Singh N et al., 2000).

Eine Priifung durch die Ethikkommission des Universitdtsklinikums Miinster entfiel, da die
Entnahme von Blut zur Bestimmung der Blutgase zur normalen tiglichen Routine einer
Intensivstation gehort. Eine zusdtzliche Gewinnung von Blut war fiir diese Studie nicht
notwendig. Ebenso wenig waren andere invasive Tatigkeiten am Patienten notwendig. Die

Auswertungen der Ergebnisse wurden anonymisiert durchgefiihrt.

2.3 Laborchemische und himatologische Bestimmungen

Ein aktuelles klinisches Labor (Kreatinin [Crea], Harnstoff, GOT, GPT, yGT, LDH, Bilirubin
[Bil], Lactat) sowie ein kleines Blutbild (Thrombozyten, Hématokrit, Hb) mit

Entziindungsparametern (Leukozyten [Leuk], C-Reaktives Protein [CRP]) wurden im
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Rahmen der Kontrolluntersuchungen tdglich durchgefiihrt und protokolliert. Die Bestimmung

wurde im Zentrallaboratorium des Universitatsklinikums Miinster durchgefiihrt.

Anhand einer zu Beginn und zum Schluss der Messung durchgefiihrten Blutgasanalyse
wurden Kohlendioxid-Partialdruck (pCO,), Sauerstoff-Partialdruck (pO,) sowie der aktuelle
pH-Wert ermittelt. Die Blutproben fiir die Blutgasbestimmung wurden in heparinisierten
Rohrchen der Firma Sarsted gesammelt und sofort durch ein Blutgasanalysegerit (ABL 620,

Radiometer Koppenhagen, Dédnemark) analysiert.

Bei allen Patienten erfolgte durch eine arterielle Kaniilierung der A. radialis oder A. femoralis
eine kontinuierlich Blutdruckmessung, die im Rahmen der Studie stiindlich protokolliert
wurde. Der zentralvendse Druck konnte durch einen in der V. jungularis bzw. V. subclavia

liegenden Katheter erhoben werden.

In der 24 Stunden laufenden Messung wurden stiindlich folgende Beatmungsparameter
erhoben und dokumentiert: CO [ppm], Positiver endexpiratortischer Druck (PEEP),
Atemminutenvolumen (AMV)[l/min], Atemfrequenz, Tidalvolumen, Kohlendioxid (CO,)
(endexpiratorisch), FIO, Herzfrequenz, mittlerer arterieller Blutdruck, Temperatur (T)[°C]

und Beatmungstyp.

Anschliefend wurden die Patienten anhand des Scoresystems Acute Physiology and Chronic
Health Evaluation II (APACHE II), sowie des Multiple Organ Dysfunktion Score (MODS)
klassifiziert.

2.4 Studiendesign

Ziel der hier durchgefiihrten Studie war es, einen mdglichen Zusammenhang zwischen CO-
Konzentration in der Exhalationsluft und Organdysfunktionen zu untersuchen. Diesbeziiglich
schloss die Studie Patienten mit Erkrankungen des respiratorischen, kardiovaskuldren und
renalen Systems ein. Jedoch wurden auch akute Erkrankungen zum Zeitpunkt der Messung
erfasst, wie Pneumonien, Adult Respiratory Distress Syndrome (ARDS), Acute lung injury
(ALI) und Sepsis. Die Expirationsluft wurde am Expirationsschenkel des Beatmungsgerits
gesammelt. Die CO-Konzentration wurde direkt mittels einer Polytron-Zelle gemessen. Aus

24 stiindlichen CO-Messungen pro Person wurde jeweils ein Mittelwert gebildet.
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Berechnet wurde die CO-Produktion nach folgender Formel:
eCO[ppm]*AMYV [I/min]/kg KG*60[min] = [ul/kg] pro h

um gewichts- und groBenspezifische Unterschiede zu beriicksichtigen.

2.4.1 Versuchsaufbau

Die Expirationsluft wurde am Expirationsschenkel des Beatmungsgerits gesammelt. Die
Messung des CO-Gehalts wurde direkt mittels einer Polytron-Zelle gemessen. Abb. 3 wird

der Versuchsaufbau schematisch dargestellt.

EVITA 2 dura

Polytron 2 (Dréiger)
Messkopf

Ansaugeeinheit

D |

=0 O

\/ :

— 3
Abb. 3: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus
(* = Mischkammer)
Am Expirationsschenkel der Beatmungsmaschine (hier EVITA 2 dura von Driger) wurde
durch die Mischkammer {iber eine Ansaugeinheit das zu untersuchende Gasgemisch
angesaugt und dem Messkopf Polytron 2 von Driger zugefiihrt. Nach Vorbeifiihrung wurde
das Gasgemisch zur Mischkammer riickgefiihrt und anschlieBend an die Umgebung

abgegeben.
Die Dokumentation der gemessenen Werte am Display des Polytron Messkopfes erfolgte

stindlich durch Aufnahme mit einer handelsiblichen Web-Kamera. Die Daten wurden

anschlieBend auf einem PC gespeichert und nach Beendigung der Messung protokolliert.
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2.5 Messung der CO-Konzentration

Die in dieser Studie eingeschlossenen, kritisch kranken Patienten wurden mit einem
Respirator der Firma Driger vom Typ EVITA 2 oder 4 beatmet. Die CO-
Konzentrationsmessung erfolgte mittels einer Polytron Zelle der Firma Dréger. Der Sensor ist
ein Messwandler zur Messung des Partialdruckes eines Gases unter atmosphirischen
Bedingungen. Komponenten des Messkopfs sind ein Gehduse, ein Sensor und eine
mikroprozessorgesteuerte Elektronik. Das Messkopfgehduse besteht aus nicht-leitfdhigem
Kunstoff, der elektrostatische Aufladungen verhindert und unempfindlich gegeniiber Siduern
und Basen ist (Dragerwerk, 1995). Das zu {iberwachende Gas diffundiert durch eine Membran
in den fliissigen Elektrolyt des Sensors. Dieser Elektrolyt, bestehend aus Schwefelsdure,
enthilt eine Messelektrode, eine Gegenelektrode und eine Referenzelektrode. Durch eine
Potentiostatschaltung wird erreicht, dass zwischen Messelektrode und Referenzelektrode eine
konstante elektrische Spannung herrscht. Die Spannung, der Elektrolyt und das
Elektrodenmaterial sind so gewéhlt, dass das zu messende Gas an der Messelektrode
elektrochemisch umgewandelt wird und durch den Sensor ein Strom fliefit. Dieser Strom ist
der Gaskonzentration proportional (Drdgerwerk, 1995). Der durch den Sensor flieBende
Strom wird von einer Elektronik verstdrkt, digitalisiert und mit mehreren Parametern
verrechnet (z.B. die gemessene Umgebungstemperatur). Der so gewonnene Messwert wird
sowohl analog als 4 bis 20 mA-Signal als auch als digital HART-kompatible Messgrofie
ausgegeben (Driagerwerk, 1995). Dieser Polytron-Zelle wird eine Ansaugeinheit
vorgeschaltet, die eine kontinuierliche Ansaugung des zu messenden Gas-Luft-Gemisches
gewihrleistet. In Verbindung mit der Zentraleinheit wird ein Alarm bei Unterschreitung der
Mindest-Forderleistung ausgeldst. Die Ansaugeinheit besteht aus einer Pendelkolbenpumpe
mit Gleichstrommotor und einem getakteten Spannungsregler zur Versorgung des
Pumpmotors (Drigerwerk, 1995). Die Versorgung des Pumpmotors ist einstellbar, wodurch
die Forderleistung der Pumpe iiber einen weiten Bereich an die gegebenen Verhiltnisse
angepasst werden kann. Das angesaugte Gas wird zur Abscheidung von Schwebstoffen
zundchst iiber einen Staubfilter geleitet, bevor es die Drosselstrecke und die Pumpe passiert.
Die Drosselstrecke mit der Differenzdruckschaltung und nachgeschalteter Elektronik dient zur

Alarmierung im Falle einer Unterschreitung der Mindest-Forderleistung (Dragerwerk, 1995).
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Reaktionen am Kohlenmonoxidsensor
Reaktion an anode:

2CO0+2H,0>2CO2+2H +2¢

Reaktion an der Kathode:

0,+4H +4¢ > 2 H,0

Zellreaktion:

2CO0+0;,->2CO;,

Die nachfolgende Abb. 4 zeigt den schematischen Aufbau einer CO-Zelle.

Durchlassige PTFE-Membran

Elektrolyt
(HS0,)

Anode

Durchlassige
PTFE-Membran

Diffusionsbarriere/

Chemischer Filter

Abb. 4: Schematische Darstellung einer CO-Messzelle
(Driagerwerke AG, Dr. Herbert Kiesele)
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2.6 Statistische Methoden

In der statistischen Auswertung wurden folgende Darstellungen gewahlt:

Fiir normal verteilte und nominale Werte wurde die Pearson Mroduct Moment correlation
verwendet. Als nicht-parametrischer Test bei nicht-normalverteilten Werten wurde die
Spearman Rank order correlation verwendet. Ferner wurde als nicht-parametrischer Test fiir
nicht-normal verteilten Werten zum Vergleich zweier Gruppen der Mann-Whitney rank sum

test verwendet.
Das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.
2.7 Scoringsysteme

In der vorliegenden Arbeit wurde der Gesamtzustand der einzelnen Patienten anhand von
Scoresystemen beschrieben. In dieser Arbeit bediente man sich des APACHE II- und MODS-
Score. Sinn der Anwendung eines Scoresystems ist die Kombination mehrerer Aspekte eines
Krankheitsgeschehens. Jeder dieser Aspekte ist fiir sich messbar. Des weiteren konnen aber
auch Aspekte beriicksichtigt werden, die der Patient mitbringt, wie z.B. Alter und
Vorerkrankungen. Auch therapeutische Maflnahmen finden Beriicksichtigung, die Indikatoren

fiir die Schwere der Erkrankung sein kdnnen.

2.7.1 APACHE II-Score-System

Das bekannteste Punktwertsystem ist die Klassifizierung nach APACHE, von welchem es
inzwischen drei Versionen gibt. Die urspriingliche Version des APACHE wurde 1981 von
Knaus publiziert (Knaus WA et al., 1982). In der vorliegenden Studie wurde die zweite
Generation des APACHE verwendet. 1985 publizierten Knaus den APACHE II-Score (Knaus
WA et al., 1985). Hierbei werden 12 physiologische Parameter, sowie die der Glasgow Coma
Scale (GCS), das Alter und Vorerkrankungen beriicksichtigt. Bei den 12 physiologischen
Parametern handelt es sich um die Temperatur [°C] den mittlerern arteriellen Blutdruck
[mmHg], die Herzfrequenz [pro Minute], und die Oxygenierung. Im Falle eines FIO, < 0,5
wird der paO, [mmHg] herangezogen, im Falle eines FIO, von > 0,5 wird der AaDO,
[mmHg] berechnet. Weitere Parameter, die miteinbezogen wurden, waren der arterieller pH,
Natrium [mmol/l], Kalium [mmol/l], Kreatinin [mg/dl], Hdmatokrit [%] und Leukozyten
[10°/ul]. Als relevante chronische Vorerkrankungen werden hierbei insbesondere

Organsysteme beriicksichtigt, die in Tab. 6 beschrieben werden.
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Tab. 4: Chronische Vorerkrankungen, die in das Scoresystem APACHE II eingehen.

Organsystem Erkrankungen

Lunge Chronisch restriktive, obstruktive oder vaskuldre Erkrankungen, die eine
erhebliche Einschrankung der Leistungsfahigkeit bedingen (z.B. Unfahigkeit,
Treppen zu steigen oder Hausarbeiten zu verrichten); gesicherte chronische
Hypoxie, Hyperkapnie, sekundare Polyzythdmie, schwere pulmonale

Hypertonie (> 40 mmHg); Ventilatorabhangigkeit

Herz-Kreislauf- Herzinsuffizienz NYHA Klasse V
System
Niere Chronisches dialysepflichtiges Nierenversagen
Leber Histologisch  gesicherte Leberzirrhose und dokumentierte portale

Hypertension; vorangegangene Osophagusvarizenblutung; Zustand nach

Leberversagen/Enzephalopathie/Koma

Immunsystem Immunsupprimierende  Therapie  (Immunsuppressiva, Chemotherapie,

Bestrahlung; Langzeit- (> 30 Tage) oder hochdosierte Steroidgabe);

fortgeschrittene Immunerkrankung (Leukamie; AIDS, Lymphome)

Weitere Kriterien waren die Zuweisungen auf die Intensivstation nach elektiven Operationen,

nach Notfalloperationen oder bei nichtoperativer Therapie.

2.7.2 MODS-Score-System

Der MODS (Multiple Organ Dysfunction Score) wurde von Marshall publiziert (Marshall J et
al. 1995). Er wurde ausgehend von der direkten Bezichung zwischen der Anzahl der
erkrankten Organsysteme und der korrespondierenden Mortalitdt von Intensivpatienten
entwickelt. Seine Bestimmung ist, im Gegensatz zum APACHE II-Score, der nur im Rahmen
der stationdren Aufnahme eines Intensivpatienten ermittelt werden kann, tdglich moglich.
Vorteile ergeben sich dadurch, dass beim einzelnen Patienten die Erkennung und
Dokumentation eines wechselnden Mortalititsrisikos im Verlauf seines Intensivaufenthaltes
moglich ist. Die Grundlage dieses Punktwertsystems ist das Multiorganversagen, als
Haupttodesursache auf der Intensivstation. Obwohl dieses Syndrom ein recht einheitliches
Erscheinungsbild bietet, entwickelt es sich unabhéngig von der Gesundheitsstorung bei der
Aufnahme des Patienten auf der Intensivstation. Das Prinzip der Werteerhebung des MODS
dhnelt dem des APACHE-Systems. Fiir die Bestimmung des MODS ist die Analyse von sechs
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Organsystemen erforderlich. Durch diese Auswahl sind die wichtigsten physiologischen
Systeme, die im Prozess des Multiorganversagens involviert sind, reprisentiert. Auch beim
MODS werden dem Grad der Abweichung des jeweiligen Parameters von der Norm
entsprechende Punktwerte von 0 bis 4 vergeben. Es ist nicht notwendig, dass jeder Parameter
erhoben wird. Ein fehlender Wert geht mit 0 Punkten in die Wertung ein. Das Ziel, das die
Autoren mit der Entwicklung dieses Scores verfolgten, war es, ein System hervorzubringen,
das in erster Linie den intensivmedizinischen Therapieerfolg quantifiziert. Die prognostische
Wertigkeit des MODS war von sekunddrer Bedeutung. Fiir diese Arbeit war es von Interesse,
die Erkrankungsschwere der Patienten am Untersuchungstag zu bestimmen.

Tab. 7 gibt das Scoresystem wieder.

Tab. 5: Darstellung des MODS Methode: Fiir jeden einzelnen Parameter Ermittlung des in einem
Zeitraum von 24 Stunden nach Aufnahme auf die Intensivstation am weitesten von der Norm
abweichenden Messwertes und Bestimmung des korrespondierenden Punktwertes. Wurde ein Parameter
nicht ermittelt, geht dieser mit 0 Punkten in die Wertung ein. Zur Berechnung des Score-Ergebnisses
werden die korrespondierenden Punktwerte aller sechs Parameter addiert. Ein neuer Score kann im 24-
stiindigen Intervall ermittelt werden. (Marshall JC et al., (1995) Multiple organe dysfunktion score: a

reliable predictor of a complex clinical outcome. Crit Care Med 23: 1638-1652)

Punkte
Parameter 0 1 2 3 4
PaO2/FIO2 > 300 226-300 151-225 76-150 <75
Serumkreatinin <100 101-200 201-350 351-500 > 500
[umol/l]
Serumbilirubin <20 21-60 61-120 121-240 > 30
[umol/l]
Pulse adjusted heartrate <10 10,1-15 15,1-20 20,1-30 > 30
Thrombozyten (1000/ul) > 120 81-120 51-80 21-50 <20
GCS 15 13-14 10-12 7-9 <6
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3. Ergebnisse
3.1 Epidemiologische Daten

An der Studie nahmen insgesamt 95 kritisch kranke Patienten teil. Die Geschlechtsverteilung
betrug 28 weibliche und 67 minnliche Patienten. Das durchschnittliche Alter der Patienten
betrug 59,5 Jahre mit einer Standardabweichung von 15,7 Jahren. Der dlteste Patient war 87

Jahre, der jiingste Patient 22 Jahre alt.
Anhand des Scoresystems APACHE II wurden die Patienten beurteilt. Dabei war der
durchschnittliche APACHE-Punktwert 22,2. Der hochste APACHE-Punktwert betrug 34 und

der niedrigste 10 bei einer Standartabweichung von 4,9 (Tab.: 8).

Die Patienten wurden aus unterschiedlichen Fachdisziplinen rekrutiert (Abb. 5).

ZMK THG NCH ACH GYN

Abb. 5: Darstellung der Patientenanteile in relativen Zahlen aus den unterschiedlichen Fachdisziplinen

(ZMK, THG, NCH, ACH, GYN)
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3.1.1 Demographische Daten

Tab. 6: Demographische Daten der Studienpatienten (Mittelwert £ Standartabweichung)

Alter 59.5+15.7

) 28/67
Geschlecht Ratio(\W/M)

Komorbiditat

Kardiale Erkrankungen 54

Pulmonale Erkrankungen 24

Raucher 9
222149

APACHE II-Score

94+36
MODS

3.2 Darstellung der exhalierten CO-Konzentrationen Kkritisch kranker
Patienten

Wie bereits beschrieben, wurden pro Patient 24 Messungen des CO/d erhoben. Aus 24 CO-
Messungen pro Person und Tag wurde jeweils der Mittelwert gebildet. Die CO-Produktion
wurde in pl/kg/h berechnet, um gewichts- und groBenspezifische Unterschiede zu
beriicksichtigen. Dabei lagen die Ergebnisse im Mittel bei 22,5 ul/kg/h. Der Median lag bei
20,6 pl/kg/h, das 5%/95% Konfidenzintervall betrug 10,75 — 42,26. Die CO-Konzentration
der Patienten variiert zwischen 0,86 und 8,47 ppm (Mittelwert + Standartabweichung: 3,13 +
1,38 ppm). Patienten produzierten endogenes CO in einer Konzentration von 7,3 und 97,9
ul/kg/h (22,5 £ 12,3 pl/kg/h).

3.2.1 Zusammenhang zwischen APACHE II-Score bzw. MODS-Score und
endogener CO-Produktion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Gesamtzustand der einzelnen Patienten anhand von
Scoresystemen beschrieben. Dazu wurde jeweils zu Beginn der Messung der APACHE II-
Score und MODS berechnet. Hingegen wurde, um die Schwere der Organdysfunktion
einzuschdtzen, der MODS benutzt. Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der
endogenen CO-Produktion und dem entsprechenden Score zu erfassen, wurde anhand der
Spearman Korrelation die CO-Produktion [ul/kg/h] mit den Scoresystemem verglichen. Die

Tab. 9 gibt die Ergebnisse wieder.
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Tab. 7: Spearman-Korrelation zwischen CO-Produktion [ul/kg/h] und MODS, sowie APACHE II-Score

MODS R=0,266 p=0,009

APACHE II-Score R=0,04 p=0,699

Die CO-Produktion korreliert signifikant mit dem MODS (R = 0,266, p = 0,009) (Abb. 6).
Keine Korrelation findet sich hingegen zwischen APACHE II-Score und der CO-Produktion

(R=10,04; p=10,699).

Korrelation CO-Produktion - MODS Score

20 R =0.27
p = 0.009

MODS score

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

CO [pI*kg™h™]

Abb. 6: Die endogene CO-Produktion kritisch kranker Patienten (ICU) wurde gegen den
korrespondierenden MODS geplottet. Nachweisbar war eine signifikante Korrelation zwischen endogener

CO-Produktion und MODS mit Hilfe der Pearson Product moment correlation (p = 0,009).

3.2.2 Zusammenhang zwischen endogener CO-Produktion und verschiedenen
Laborparametern

Hb wird durch die HO zu gleichen Anteilen zu CO und Biliverdin, welches zu Bilirubin
reduziert wird, abgebaut. Die Korrelation zwischen Bilirubin und endogener CO-Produktion

wurde als eine Kontrolle fiir die Validitit der CO-Konzentrationsmessung gewertet. Es wurde

34



eine signifikant positive Korrelation zwischen endogenen CO-Produktion dem und
Serumbilirubin (R = 0,295; p = 0,004) gefunden.

Es konnte weder eine signifikante Korrelation zwischen CO-Produktion und dem Hb-Wert (R
= -0,022; p >0,05), noch zwischen der CO-Produktion und der Anzahl der verabreichten
Erythrozyten Konzentraten, die in den letzten 7 Tagen der Messung verabreicht wurden (R =
0,046; p > 0,05), gefunden werden

AuBerdem fand sich keine Korrelation zwischen endogener CO-Produktion und dem paCO,,
oder dem paO; (R =-0,024 und R = 0,124, bzw., p > 0,05).

Die endogene CO-Produktion korreliert signifikant mit der Leukozytenanzahl (R = 0,291; p =
0,004) und der Hohe des Serum-LDH (R = 0,347; p = 0,0006).

Keine Korrelation existiert zwischen Serumcreatinin und CO-Produktion (R = 0,113; p >
0,05).

Die Ergebnisse sind iibersichtlich in Tab. 10 dargestellt.

Tab. 8: Zusammenhang zwischen endogener CO-Produktion und verschiedenen Laborparametern

Hb R=-0,022 p=0,83 n=95
Leukozyten R=0,291 p=0,004 n=95
LDH R=0,347 p=0,00057 n=95
Bilirubin R=0,295 p=0,0037 n=95
Creatinin R=0,113 p=0,276 n=95
paCO2 R=-0,024 p=0,823 n=89
Alter R=-0,083 p=0,42 n=95

3.2.3 Zusammenhang zwischen endogener CO-Produktion und verschiedenen
Erkrankungen der Organsysteme, sowie des Geschlechts

Zum Vergleich zweier unabhingiger Verteilungen wurden mit dem Rangtest Mann-Whitney

rank sum test (Mann-Whitney U) folgende Ereignisse iiberpriift.
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Patienten mit einer kardialen Vorerkrankung (n = 54) produzierten signifikant hohere
endogene CO-Konzentrationen als Patienten ohne kardiale Vorerkrankungen (n = 41)
(Median 22,5, 75% CI 10,8 zu 45,1 pl/kg/h vs Median 18,2, 75% CI 10,6 zu 35,2 ul/kg/h, p =
0,008) (Abb. 7). Bei Patienten mit kardialer Vorerkrankung waren der MODS (Median 11,
75% CI 8 zu 11 vs Median 7, 75% CI 5 zu 8,25), sowie der APACHE II-Score (Median 24,
75% CI 20 zu 26 vs Median 20, 75% CI 17, 75 to 24) signifikant hoher als bei Patienten ohne

kardiale Vorerkrankungen.

Des weiteren produzierten renal erkrankte Patienten, die sich einer Dialyse (n = 14)
unterzichen muBten, signifikant hohere CO-Konzentrationen, als Patienten ohne

Nierenerkrankungen (n = 81) (Median 20,0, 75% CI 16,5 zu 41,0 ul/kg/h vs Median 19,4,
75% CI1 10,6 zu 43, 6 pl/kg/h; p = 0,004) (Abb. 8).

CO-Produktion von Patienten mit und
ohne kardialer Vorerkrankung

50 - p = 0.008
o
40 -
L )
=
£ 30 1
2
% 1
= 20 |
0
O i —
10 1 ° °
0

kardiale Vorerkrankung Kontrollen

Abb. 7: Endogene CO-Produktion kritisch kranker Patienten mit und ohne kardiale Erkrankungen (ICU
Kontrollen). Boxen —von der 2S5igsten bis zur 75igsten Perzentile- mit der Mittellinie als Median; SE
Boxen —von den SE bars -von der 10er bis zur 90er Perzentile-; dots —von der Ser und 95er Perzentile; p =
0,008: Nachweis mit signifikant hoherer CO-Produktion bei kritisch kranken Patienten mit kardialen

Erkrankungen im Vergleich zu ICU Kontrollen mit Hilfe des Mann-Whitney rank sum test.

Entsprechend zu Patienten mit einer kardialen Vorerkrankung zeigten auch Patienten mit

Nierenerkrankungen unter Dialyse signifikant hdhere MODS-Werte (Median 13,5, 75% CI 10
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zu 15 vs. Median 8, 75% CI 6,75 zu 11) und APACHE II-Score-Werte (Median 25,5, 75% CI
20 zu 30 vs Median 22, 75% CI 19 zu 24) verglichen zu Patienten ohne Nierenerkrankung
(bzw. p < 0,001 und p = 0,01). Bei kritisch kranken Patienten mit Pneumonie (n = 10) konnte
die erhohte endogene CO-Produktion im Vergleich zu kritisch kranken Patienten ohne
Pneumonie (n = 85) keine Signifikanz erreichen (Median 16,4, 75% CI 12,7 zu 20,6 vs
Median 20,9, 75% CI 16,1 zu 25,9; p = 0,07). Interessant stellt sich die Tatsache dar, dass
kritisch kranke Patienten mit Sepsis ( n = 10) dhnlich viel endogenes CO verglichen mit
kritisch kranken Patienten ohne Sepsis (n = 85) (Median 20,4, 75% CI 15,9 zu 27,9 vs Median
20,6, 75% CI 15,7 zu 25,4; p > 0,05) produzierten, und zwar trotz eines signifikant hheren
MODS bei kritisch kranken Patienten mit Sepsis (Median 12, 75% CI 10 zu 16 vs Median 8§,
75% CI 6,75 zu 12; p = 0,009). Ein Geschlechtsspezifischer Unterschied konnte nicht
festgestellt werden (p=0,17).

CO-Produktion von Dialyse-Patienten und Kontrollen

60 -
p =0.004
50 A
) [ J
'c 40 - °
5
o
¥ 30 T
o)
Ei |
O 20 - L
O °
1
10 f b
0 T T
Dialyse Kontrollen

Abb. 8: Endogene CO-Produktion kritisch kranker Patienten mit Dialysepflicht und ohne renale
Erkrankungen (ICU Kontrolle). Boxen -25er bis 75er Perzentile-, mit der Mittellinie als Median;
SE bars, 10er bis 90er Perzentile; dots, Ser und 95er Perzentile; p = 0,004: Nachweis einer signifikant
hoheren CO-Produktion bei kritisch kranken Patienten mit schwerer renaler Erkrankung im Vergleich

zu IUC-Kontrollen mit Hilfe der Mann-Whitney rank sum test.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen dem Schweregrad
verschiedener Erkrankungen (kardiale, pulmonale, renale) bzw. der Zusammenhang zwischen

bestimmten Organdysfunktionen und der Hohe der CO-Produktion untersucht.

Zum ersten Mal konnte ein eindeutiger Zusammenhang zwischen MODS und endogener CO-
Produktion demonstriert werden. Damit lassen sich moglicherweise liber die Hohe der CO-
Produktion Riickschliisse auf den Schweregrad akuter Erkrankungen ziehen. Insbesondere bei
kritisch kranken Patienten mit kardialen und renalen Vorerkrankungen konnte eine

Korrelation mit der Hohe der endogenen CO-Produktion hergestellt werden.

In dieser Diskussion soll der Stellenwert des CO betrachtet werden. Insbesondere sollen die
Fragen nach mdglichen Griinden einer CO-Erhdhung in der Expirationsluft kritisch kranker
Patienten diskutiert werden. Dabei scheinen Untersuchungen aus der Transplantationsmedizin

hilfreich zu sein.

4.1 Diskussion der erhobenen Daten

4.1.1 Zusammenhang zwischen APACHE II-Score bzw. MODS und endogener
CO-Produktion

Seit der Erstbeschreibung und Weiterentwicklung des APACHE II-Scores durch Knaus gilt er
als ein gut validiertes Score-System zur quantitativen Beurteilung des Zustandes und der
Prognose von Intensivpatienten (Knaus WA et al., 1985, Moscovitz H et al., 1994, Miiller-
Werdan U et al., 1999, Pilz G et al., 1990). Der APACHE II-Score erlaubt weiterhin im
Vergleich mit anderen Scores und parallel erhobenen hdmodynamischen und klinischen

Parametern die sicherste Diskriminierung von Hochrisikopatienten (Pilz G et al., 1990).

In dieser Studie fand sich keine Korrelation zwischen APACHE II-Score und der Hohe der
endogenen CO-Produktion (R = 0,04; p = 0,699). Ein Erkldrungsversuch liegt in der Natur
des APACHE-Scoresystems, das primir als ein Outcome-Score fungiert. Entgegen dem
MODS der in erster Linie den intensivmedizinischen Therapieerfolg quantifiziert. Der
APACHE II-Score reflektiert neben dem akuten Krankheitsgrad auch andere Parameter, die
das Outcome des Patienten beeinflussen kdnnen. Im APACHE II-Score wird die Prognose des

akuten Krankheitsbildes mafgeblich von den Vorerkrankungen des Patienten beeinflusst.
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Daher ldasst der APACHE II-Score neben dem akuten Krankheitsschweregrad auch die
Krankheitsgeschichte des Patienten mit in die Bewertung einflieBen. Das EinflieBen kardialer
Vorerkrankungen in den APACHE II-Score bei kritisch kranken Patienten, fiihrt neben einem
héheren MODS (Median 11, 75% CI 8 zu 11 vs Median 7, 75% CI 5 zu 8,25), auch zu einem
hoheren APACHE II-Score (Median 24, 75% CI 20 zu 26 vs Median 20, 75% CI 17, 75 to
24), als bei Patienten ohne kardiale Vorerkrankungen.

Gleiches findet sich bei Patienten mit Nierenerkrankungen, die dialysepflichtig sind. Neben
einem signifikant hoheren MODS (Median 13,5, 75% CI 10 zu 15 vs Median 8, 75% CI 6,75
zu 11) fanden sich hier wiederum héhere APACHE II-Score-Werte (Median 25,5, 75% CI 20
zu 30 vs Median 22, 75% CI 19 zu 24) im Vergleich zu Patienten ohne Nierenerkrankungen
(bzw. p < 0,001 und p = 0,01). In dieser Studie konnte erstmals dargestellt werden, dass die
endogene CO-Produktion signifikant mit dem MODS (R = 0,266, p = 0,009) (Abb. 6)
korreliert. Die Korrelation zwischen endogener CO-Produktion und MODS -jedoch nicht mit
dem APACHE II-Score- zeigt, da die endogene CO-Produktion die Schwere der akuten
Organfunktionsstorung reflektiert.

4.1.2 Zusammenhang zwischen endogener CO-Produktion und verschiedenen
Laborparametern

Es stellte sich in dieser Studie eine Korrelation zwischen Billirubin, LDH, Leukozyten und
der endogenen CO-Produktion heraus. Die starke Korrelation zwischen Leukozyten und
endogener CO-Produktion (R = 0,291; p = 0,004) stiitzt die gegenwirtige Meinung, dal} eine
Entziindung bzw. entziindliche Prozesse im Allgemeinen zu einer Expression von HO-1 fiihrt,
die eine erhohte CO-Produktion bedingt (Amersi F et al., 1999; Kudo S et al., 1999;
Rizzardini M et al., 1993; Terry CM et al., 1998). Die signifikant positive Korrelation
zwischen endogenen CO-Produktion und Serumbilirubin (R = 0,295; p = 0,004) wurde als
eine Kontrolle flir die Validitit der CO-Konzentrationsmessung gewertet. Wie schon in der
Einleitung beschrieben stammt die Hauptmenge des pro Tag gebildeten Bilirubins aus dem
Abbau zirkulierender Erythrozyten in der Milz. CO entsteht beim Abbau von Hb (Abb. 1).
Der Abbau des Hb beginnt mit der Abspaltung des Eisen- Porphyrins vom Globin. Dies
geschieht vermutlich nach Umwandlung des Hb zu Methdmoglobin, aus dem sich das Himin
leichter abldsen ldsst. Das Globin wird zu Aminosduren abgebaut. Himin oder Him wird zu
Biliverdin unter Freisetzung von CO oxidiert. Das freiwerdende Eisen wird an Ferritin

gebunden. Biliverdin wird mit NADPH zum Bilirubin reduziert. Die endogene CO-
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Produktion korreliert folglich direkt mit dem Erythrozytenabbau und damit besteht auch eine

direkte Korrelation zur Bilirubinproduktion.

Auch die Rolle des LDH ist interessant. So konnte gezeigt werden, dass eine Korrelation
zwischen LDH und endogener CO-Produktion (R = 0,347; p = 0,0006) besteht. Ein Anstieg
der LDH-Aktivitdit wird unter vielen pathologischen Bedingungen beobachtet. Die
Freisetzung dieses intrazytoplasmatischen Enzyms gibt Aufschluf} iiber die Zellschddigung.
Somit stiitzt auch diese Beobachtung die These der HO-1-Induktion unter oxidativem Stress.
Diese Beobachtung kann zudem mit der Arbeit von Miiller in Einklang gebracht werden
(Miiller E, 2002). Der nach Leberoperation und -transplantation auftretende I/R und die
konsekutive Inflammation des Lebergewebes stellen ein bedeutendes klinisches Problem dar.
In der Arbeit von Miiller wurden die Einfliisse der warmen und kalten Ischimie sowie der
Exposition inflammatorischer Zytokine und Endotoxine auf die Expression der HO-ImRNA
und ihres Proteins, der HO-1, in humanen Hepatozytenprimérkulturen untersucht. Warme und
kalte Ischdmie stimulierten die HO-ImRNA Expression in humanen Hepatozyten. Das HO-1
Protein wurde iiber 0,5-6h maximal exprimiert. Der Zellschaden, gemessen an der AST- und
LDH-Freisetzung unter ischdmischen Bedingungen, wurde insbesondere nach 24h beobachtet
(Miiller E, 2002). In Anlehnung an die Arbeit von Miiller ist die Korrelation zwischen LDH
und endogener CO-Produktion in meiner Arbeit durchaus mit einer mdglichen Induktion der

HO-1 durch einen inflammatorischen Prozef3 zu begriinden.

4.1.3 Zusammenhang zwischen endogener CO-Produktion und verschiedenen
Erkrankungen der Organsysteme

Die HO- I spielt eine zentrale Rolle bei der Abwehr von oxidativem Stress (Bandy B et al.,
1990; Bauer I et al., 1998). Oxidativer Stress ist ein starker Induktor der HO-1 (Bauer M et
al., 1997; Carraway MS et al., 2000; Carraway MS et al., 1998; Donnely LE et al., 2001; Elia
G et al., 1999; Giaccia AJ et al., 1992; Hangalshi M et al., 2000; Lee PJ et al., 1996; Matz PG
et al., 1996; Motterlini R et al., 2000). Hierdurch wird vermehrt endogenes CO produziert.

Bei Organdysfunktion bzw.- versagen ist oxidativer Stress beteiligt

In dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass sich bei Patienten mit Nierenerkrankungen,
die sich einer Dialyse (n = 14) unterzichen mussten, signifikant hohere CO-Konzentrationen
nachweisen lieen, als bei Patienten ohne Nierenerkrankungen (n = 81) (Median 20,0, 75% CI
16,5 zu 41,0 pl/kg/h vs Median 19,4, 75% CI 10,6 zu 43, 6 ul/kg/h; p = 0,004). Eine mogliche
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Interpretation dieses Ergebnisses ist, dass -bedingt durch das Organversagen und den
begleitenden oxidativem Stress- die HO-1 induziert wird. Moglicherweise konnen Studien,
die sich mit Transplantation und dem damit verbundenen I/R beschéftigen, Hinweise auf die
pathophysiologischen Vorginge geben. Sass berichtet, dass die Induktion der HO-1 in vitro
vor TNF-vermittelter Apoptose schiitzt und in vivo vor I/R induzierter Leberschidigung.
Dabei untersuchte Sass die Wirkung der HO-1 und ihrer Reaktionsprodukte (CO, Biliverdin
und Eisen/Ferritin) bei der Fas-induzierten, apoptotischen Leberschiddigung der Maus. Zur
HO-1-Induktion wurden Balb/c Miuse mit Cobalt-Protoporphyrin-9 (CoPP) vorbehandelt
oder HO-1 wurde durch adenoviralen Gentransfer bereitgestellt. Die Hemmung der HO
erfolgte durch Vorbehandlung mit Zinn-Protoporphyrin-9 (SnPP). Die CO-Applikation
erfolgte mit Hilfe einer speziellen Begasungsanlage. Biliverdin wurde i.p. appliziert. Ferritin
wurde adenoviral verabreicht. Der Leberschaden wurde durch Aktivierung von Fas mit anti-
CD95 erzeugt. Nach acht Stunden wurden die Transaminasen im Plasma und die Aktivierung
der Caspase-3 in der Leber gemessen. Die Induktion der HO-1 wurde mit Hilfe von
immunohistochemischen Firbungen und real-time RT-PCR nachgewiesen. Die Induktion
oder Bereitstellung der HO-1 schiitzte vor apoptotischem Leberschaden, wihrend die
Hemmung der HO-1 den Leberschaden verschlimmerte. Von den Produkten der HO-1 war
nur CO in der Lage, vor anti-CD95 induziertem Leberschaden zu schiitzen, wihrend

Biliverdin und Ferritin den Schaden verstirkten (Sass G et al., 2003).

Die Induktion der HO-1 in der Leber fithrt zum Schutz vor apoptotischer Leberschidigung.
Diese Eigenschaft der HO-1 lédsst sich auf ihr Produkt CO zuriickfiihren, dessen anti-
apoptotische Wirkung bereits in vitro nachgewiesen werden konnte (Liu XM et al., 2003;

Zhang X et al., 2003; Brouard S et al., 2002).

Mit Hilfe eines rekombinanten Adenovirus, der die HO-1 (AdHO-1) als therapeutisches
Transgen exprimiert, wurde am Beispiel eines Rattentransplantationsmodells fiir ,,marginale*
Lebern untersucht, ob die Hochregulation von HO-1 in ,marginalen Lebern zu einer
Verbesserung der Transplantatfunktion und -qualitit fiihrt. Das Lebertransplantationsmodell
wurde deshalb ausgewihlt, weil sich Leberzellen besonders gut mit rekombinanten
Adenoviren transduzieren lassen und erwartet wurde, dass moglichst viele Zellen eines
Transplantats das therapeutische Transgen exprimieren sollten. Es konnte zunichst in einem
ex-vivo Leberperfusionsmodell gezeigt werden, dass die gentherapeutisch behandelten Lebern
(AdHO-1) einen deutlich verminderten I/R Schaden aufwiesen. Dies konnte anhand der

gemessenen Parameter (Blutfluss in der Portalvene, Gallenproduktion, Transaminasen)
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eindrucksvoll belegt werden (Amersi F et al., 1999). Weiterhin konnte in einem isogenen
Transplantationsmodell gezeigt werden, dass die AdHO-1 behandelten Lebern eine deutlich
verldngerte Transplantatiiberlebenszeit aufwiesen (mittlere Transplantatiiberlebenszeit
Kontrolle: 14 Tage, n=10-11, bei ca. 40% der Tiere; mittlere Transplantatiiberlebenszeit
AdHO-1: 14 Tage, n=10-11, ca. 80% der Tiere) (Amersi F et al., 1999). Ahnliche Ergebnisse
brachte die Anwendung von CoPP sowohl im ex-vivo Perfusionsmodell als auch in den
isogenen Transplantationsstudien (Amersi F et al., 1999). Mittlerweile liegen auch
Untersuchungen in Nieren- bzw. Inselzell-Transplantationsmodellen vor, die zeigen, dass die
Induktion von HO-1 zur Verbesserung der Organfunktion und somit auch zu einer
Verldngerung der Transplantatiiberlebenszeit beitrdagt (Tullius SG et al., 2001; Pileggi et al.,
2001).

Aber auch das akute Nierenversagen (Tullius SG et al., 2001) ist ein Induktor der HO-1.
Neben der schon genannten I/R (Amersi F et al., 1999) ist auch die Atherosklerose (Siow RC
et al., 1999) Induktor der HO-1. Umso interessanter ist die Feststellung in dieser Studie, dass
Patienten mit einer kardialen Vorerkrankung (n = 54) signifikant héhere endogene CO-
Mengen als Patienten ohne kardiale Vorerkrankungen (n = 41) (Median 22,5, 75% CI 10,8 zu
45,1 pl/kg/h vs Median 18,2, 75% CL 10,6 zu 35,2 ul/kg/h, p = 0,008) aufwiesen.

Die Atherosklerose ist eine allgemeine und hiufig die zugrunde liegende Ursache einer
breiten Vielzahl an kardialen Erkrankungen. Ferner spielt der I/R eine wichtige Rolle in der
Pathologie von Myokardinfarkten und der koronaren Herzkrankheit. Diese Tatsachen spiegeln
moglicherweise die erhohten endogenen CO-Konzentrationen bei kardial vorerkrankten
Patienten wieder. Auch die Hypoxie konnte eine weitere mogliche Erkldrung fiir die erhdhten
CO-Konzentrationen bei kardial erkrankten Patienten geben. Unter hypoxischen Bedingungen
wird die HO-1 induziert (Katayose et al., 1993), wobei der molekulare Mechanismus dieser
Induktion noch vollig unbekannt ist. Es wird angenommen, dass die Zellschidigung durch
den Mangel an Sauerstoff und die damit verbundene Ausschiittung von freien Radikalen
Grundlage des Regulationsmechanismus ist. Die durch die Radikale erzeugte Verdnderung
des Zellzustandes bewirkt eine Aktivierung des zelluldren Schutzsystems und damit die
Induktion der HO-1. Die Hypoxie wirkt zudem durch eine Druckiiberlastung im rechten
Herzventrikel verstdrkend auf Herzerkrankungen. Katayose konnte eine Induktion der HO-
ImRNA in beiden Herzventrikeln unter hypoxischen Bedingungen feststellen (Katayose et
al., 1993). Die Induktion der HO-1 in kardialem Gewebe bildet moglicherweise einen

Schutzmechanismus, da eine erhdhte HO-1-Aktivitét eine erhohte CO-Produktion zur Folge
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hat, die koronare und arterielle Muskelgewebe relaxieren ldsst (Maines MD et al., 1993) und
damit die Bedingungen des Herzens unter Hypoxie durch eine Aufweitung der Arterien

wesentlich verbessert.

Die HO-1 scheint eine wichtige Rolle bei der Verhinderung der Transplantatrejektion zu
spielen, denn Herztransplantate von HO-1 defizienten Médusen werden schneller abgestof3en
(Soares MP et al., 1998). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Vorbehandlung von
Miusen mit Kobaltporphyrin (CoPP), einem bekannten Induktor von HO-1, zu einer
verlingerten Uberlebenszeit von Herztransplantaten aus diesen Miusen fiihrt, wenn sie in
allogene Rezipienten transplantiert wurden (Woo et al., 1998). Auch diese Beobachtungen
spiegeln moglicherweise die erhohten endogenen CO-Konzentrationen bei kardial

vorerkrankten Patienten wieder.

Kritisch kranke Patienten mit Sepsis (n = 10) produzieren &hnlich groe Mengen von
endogenem CO verglichen mit kritisch kranken Patienten ohne Sepsis (n = 85) (median 20,4,
75% CI 15,9 zu 27,9 vs median 20,6, 75% CI 15,7 zu 25,4; p > 0,05). Dies gilt trotz eines
signifikant hoheren MODS bei kritisch kranken Patienten mit Sepsis (median 12, 75% CI 10
zu 16 vs median 8, 75% CI 6,75 zu 12; p = 0,009). Auch bei schweren septischen
Krankheitsbildern und beim septischen Schock ist oxidativer Stress vorhanden (Zegdi R et al.,
2002). Dass in dieser Arbeit keine Korrelation zwischen kritisch kranken Patienten mit Sepsis
und endogener CO-Produktion festgestellt werden konnte, kann seine Ursache in der
unterschiedlichen Definition der Sepsis haben. In dieser Studie wurde die Sepsis anhand der
ACCP/SCCM Konsensus Konferenz definiert (Bone RC et al., 1992). Zegdi schloBen
hingegen nur Patienten ein, die die Kriterien einer schweren Sepsis, oder eines septischen

Schocks erfiillten (Zegdi R et al., 2002).

Bei kritisch kranken Patienten mit Pneumonie (n = 10) konnte die erhohte endogene CO-
Produktion im Vergleich zu kritisch kranken Patienten ohne Pneumonie (n = 85) keine
Signifikanz erreichen (Median 16,4, 75% CI 12,7 zu 20,6 vs Median 20,9, 75% CI 16,1 zu
25,9; p = 0,07). Wie schon in der Einleitung beschrieben, konnten Studiengruppen bei
entzlindlichen Erkrankungen der Atemwege erhohte CO-Konzentrationen feststellen. So
konnten bei asthmakranken Patienten (Zayasu K et al., 1997) sowie Patienten mit Infektionen
der oberen Atemwege (Monma M et al, 1999) hohere CO-Konzentrationen in der
Ausatemluft gefunden werden als in der Vergleichsgruppe. Erkléart wird dieses Phdnomen mit

der HO-1-Induktion in den Atemwegen durch Entziindungsreaktionen. Bei Patienten mit
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bekannter saisonaler allergischer Rhinitis wurde in einem Experiment die exhalierte CO-
Konzentration gemessen. Dabei konnten bei symptomatischen Patienten hdhere
Konzentrationen von CO gemessen werden. Die Exhalation via Nase oder Mund differierte
nicht, so dass von einer CO-Produktion der tieferen Atemwege ausgegangen wurde (Monma
M et al., 1999). Auch an Patienten mit einer Infektion des oberen Respirationstraktes konnten
erhohte CO-Werte gemessen werden. Dabei waren alle Probanden Nichtraucher und litten bis
zu 4 Wochen vor der Messung an keiner Infektion des oberen Respirationstraktes (Yamaya M
et al.,, 1999). In einem Tiermodell wurde die oben beschriebene Aussage durch Kitada
reproduziert. Albuminsensible Miuse wurden mit Albumin-Aerosol beatmet, um eine
allergisch vermittelte Inflammation der Atemwege hervorzurufen (Kitada O et al., 2001). In
der vorliegenden Untersuchung zeigen die Ergebnisse hingegen nur eine tendenziell erhdhte
endogene CO-Produktion, die mit kritisch kranken Kontrollpatienten verglichen wurde
(Median 16,4, 75% CI 12,7 zu 20,6 vs Median 20,9, 75% CI 16,1 zu 25,9; p = 0,07).
Hochstwahrscheinlich bedingt durch die kleine Stichprobe (n = 10) konnte in dieser

Untersuchung nur eine Tendenz, nicht hingegen eine statistische Signifikanz belegt werden.

Die Induktion der HO-1 scheint einen schiitzenden Effekt auf Zellen und Geweben zu haben.

In Tiermodellen konnte dieser zellschiitzende Effekt reproduziert werden. Durch
oxidationsvermittelte Zellverletzungen sowie bei akuten Entziindungen konnten erhohte
Konzentrationen von HO-1 gemessen werden. Die HO-1 schiitzt somit die Zelle vor
zellschddigenden Effekten sowie vor lipopolysaccharid-vermitteltem Zelltod (Tamion F et al.,
2001; Hancock WW et al., 1998; Li L et al., 2000). Die pharmakologische Induktion der HO-
1 blockiert entziindliche Effekte (Amersi F et al., 1999; Wagener FA et al., 2001). Die
genauen Regelmechanismen, die an den inflammatorischen und cytoprotektiven Effekten der
HO-1 beteiligt sind, sind bisher nicht vollig geklart. Jedoch scheint im Pathomechanismus die
Downregulation von Adhédsionsmolekiilen und eine verminderte Leukozytenadhdsion (Rucker

M et al., 2001; Vachharajani TJ et al., 2000; Hayashi S et al., 1999) eine Rolle zu spielen.

Ahnlich dem Uberexpressionseffekt der HO-1 hemmt exogen zugefiihrtes CO in niedrigen
Konzentrationen die pro-entziindlichen Gene und stimuliert damit die antiinflamatorische
Cytokinproduktion. Die Vermittlung des antiinflammatorischen Effekts von CO wird
vermutlich durch die Aktivierung von p38 Mitogen-aktivierter Proteinkinase herbeigefiihrt
(Song R et al., 2002; Brouard S et al., 2000; Otterbein LE, 2000). In einer Studie von Dolinay
konnte ein entziindungshemmender Effekt an einem Tiermodell durch Inhalation von

niedrigdosiertem CO demonstriert werden (Dolinay T et al., 2004). Abgesehen von seinem
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antiinflammatorischen Effekt zeigt CO auch einen anti-apoptotischen Effekt in vitro und in

vivo (Liu XM et al., 2003; Zhang X et al., 2003; Brouard S et al., 2002).

4.2 Zusammenfassung und Einordnung der erhobenen Daten

CO ist insbesondere als Gas bekannt, das bei unvollstindiger Verbrennung, z. B. in
schadhaften Ofen und Feuerstellen, als Autoabgas, aber auch an jeder Brandstitte entsteht.
Das Krankheitsbild der CO-Intoxikation ist durch den ansteigenden Sauerstoffmangel der
Organe gekennzeichnet (Schmailzl KJG et al., 1995; Dolan MC et al., 1985). Klinisch
manifestiert sich die resultierende Hypoxie v.a. im zentralen Nervensystem und im Herz-
Kreislauf-System. Die Therapie der CO-Vergiftung besteht in der Unterbrechung der
Exposition und Beseitigung der Asphyxie.

In jiingerer Zeit wurde aber auch vermehrt die endogene Produktion von CO untersucht
(Antuni JD et al., 2000; Horvath I et al., 1998; Kitada O et al., 2001; Monma M et al., 1999;
Montushi P et al., 2001; Wakabayashi Y et al., 1999; Yamaya M et al., 1999; Zegdi R et al.,
2000, 2002; Zayazu K et al., 1997). Endogenes CO entsteht beim Abbau von Hb. Im
Abbauprozess von Hb kommt insbesondere einem Enzym eine tragende Rolle zu, der HO.
Die HO ist beteiligtes und limitierendes Enzym im Hédmoglobinabbauprozess. Die
induzierbare Form der HO-1 und die konstitutiven Formen HO-2 und HO-3 sind als
genetische Isoformen identifiziert worden (Maines MD et al., 1997; Terry MJ et al., 2002).
Unter physiologischen Bedingungen werden HO-2 und HO-3 konstitutiv in den meisten
Geweben exprimiert, wéhrend die meisten Gewebe nur niedrige oder unter der

Nachweisgrenze liegende Konzentrationen von HO-1 exprimieren.

Beim Hiamoglobinabbau wird Biliverdin, Fe2" und CO produziert. Biliverdin wird bei

Saugetieren weiter zu Bilirubin verstoffwechselt (Montellano PR et al., 2000).

Wie kein anderes Enzym reagiert die HO-1 extrem empfindlich auf verschiedene Stresssoren,
insbesondere auf Stimuli, die oxidativen Stress verstirken. Dazu gehoren H,0,,
Lipopolysacharide, NO, Ischamie, Heat Shock Proteine, Hypoxie und Hyperoxie (Wagener
FA et al., 2003), I/R, (Takahashi S et al., 1999), inflammatorische Zytokine (Amersi F et al.,
1999; Kudo S et al., 1999; Rizzardini M et al., 1993; Terry CM et al., 1998), Endotoxine
(Amersi F et al., 1999; Camhi SL et al., 1995; Pellacani A et al., 1998), Him (Taylor JL et al.,
1998; Vesely MJ et al, 1998), Metalle (Immenschuh S et al.,, 1995), Hypothermie,
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Hyperthermie (Shibahara S et al., 1987) sowie die portale Hypertension (Fernandez M et al.,
1999).

Die Induzierbarkeit der HO durch Hormone wurde bereits eingehend von Bakken untersucht
(Bakken AF et al., 1972). Die Arbeitsgruppe postulierte den Effekt verschiedener Hormone,
wie z.B. Epinephrin und Glucagon, auf die hepatische HO-Aktivitét. 3,5,3'-L-Triiodthyronin
(T3) wirkt aktivierend auf die hepatische HO (Smith TJ, Drummond GS et al., 1982) und
ALA-Synthase (Smith TJ, Drummond GS et al., 1988).

Die Eigenschaften von CO kann man als vasodilatierend, antioxidativ, anitiinflamatorisch und
antiprolferativ bezeichnen (Jernigan ML et al., 2001; Kuroki M et al., 1998; Matz PG et al.,
1996; Morita T et al.,, 1995; Siow RC et al., 1999), aber auch als protektiv gegen
apoptotischem Zellschaden (Sass G et al., 2003; Liu XM et al., 2003; Zhang X et al., 2003;
Brouard S et al., 2002).

In dieser Arbeit wurde bei insgesamt 95 kritisch kranken Patienten, die unter verschiedenen
Erkrankungen (pulmonalen, kardialen und renalen Vorerkrankungen) und ferner allesamt
unter einer respiratorischen Insuffizienz mit mindestens 24 stiindiger maschineller Beatmung

litten, stiindlich dass exhalatorische CO gemessen.

Zum ersten Mal konnte ein bedeutender Zusammenhang zwischen MODS und endogener
CO-Produktion demonstriert werden. Somit reflektiert die endogene CO-Produktion die
schwere der akuten Organdysfunktion. In diesem Zusammenhang koénnen auch kritisch
kranke Patienten mit Nierenversagen und Dialysepflichtigkeit, sowie Patienten mit kardialen
Vorerkrankungen gesehen werden. Auch hier wird, moglicherweise durch die erhohte
endogene CO-Produktion, die Schwere der akuten Organdysfunktion dargestellt. Dies gilt
insbesondere auch deswegen, weil —anders als beim APACHE II-Score- die Vorerkrankungen

nicht in die Berechnung des MODS eingehen.

Als unterstiitzend fiir die gdngige Meinung, da3 eine Entziindung bzw. entziindliche Prozesse
im Allgemeinen zu einer Expression von HO-1 und damit zu erhohter CO-Produktion fiihrt,
kann die Korrelationen der Laborwerte LDH und Leukozyten bei kritisch kranken Patienten

mit der endogenen CO-Produktion gelten.
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Aufgrund der zu kleinen Stichprobe konnte keine statistische Signifikanz, sondern lediglich
eine Tendenz, dass kritisch kranke Patienten mit Pneumonien erhdhte endogene CO-Werte

exhalieren, dargestellt werden.

Bei kritisch kranken Patienten mit Sepsis konnte entgegen der Studie von Zegdi (Zegdi R et
al., 2002) keine erhohte endogene CO-Produktion nachgewiesen werden, was durch die

unterschiedlichen Sepsisdefinitionen bedingt sein kann.

4.3 Diskussion im Kontext zu moglichen zukiinftigen Studien

Zum ersten Mal konnte ein bedeutender Zusammenhang zwischen MODS und endogener
CO-Produktion demonstriert werden. Somit reflektiert die endogene CO-Produktion die
schwere der akuten Organdysfunktion. Damit verfiigt der Organismus offenbar iiber einen

Schutzmechanismus gegeniiber schidigenden Einfliissen.

Zwar konnten in dieser Arbeit Korrelationen zwischen der Produktion von endogenem CO
und kardialen, sowie renalen Vorerkrankungen gezeigt werden. Es gelang bisher jedoch keine
Aussage tiber die Prognose hinsichtlich der Morbiditdt und Mortalitit der Patienten zu stellen.
Jedoch reflektiert die erhohte Produktion von CO bei kritisch kranken Patienten
moglicherweise die Prognose hinsichtlich Morbiditdt und Mortalitét. Fiir zukiinftige Studien
ist daher die Frage, ob die erhdhte endogene CO-Produktion bei kritisch kranken Patienten
eine Aussage liber Morbiditdt und Mortalitdt erlaubt, sicherlich duferst interessant. So scheint
es sinnvoll die Patienten, die in dieser Studie erhohte CO-Konzentrationen exhalierten,

retrospektiven Untersuchungen beziiglich Morbiditdt und Mortalitdt zuzufiihren.

Bei kritisch kranken Patienten mit Sepsis konnte entgegen der Studie von Zegdi (Zegdi R et
al.,, 2002) keine erhohte endogenen CO-Produktion nachgewiesen werden, was durch die
unterschiedlichen Sepsisdefinitionen bedingt sein kann. In dieser Arbeit wurde die Sepsis
nach der ACCP/SCCM-Konsensus-Konferenz definiert (Bone RC et al, 1992). In
zukiinftigen Studien sollte erneut unter den Bedingungen der ACCP/SCCM-Konsensus-
Konferenz, mdglichst mit einer groferen Stichprobe, die Korrelation zwischen endogener

CO-Produktion und kritisch kranken Patienten mit Sepsis untersucht werden.

Unterschiedliche Studiengruppen konnten bei entziindlichen Erkrankungen der Atemwege

erhohte CO-Konzentrationen feststellen (Monma M et al., 1999; Zayasu K et al., 1997;
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Yamaya M et al., 1999). In dieser Studie konnte aufgrund der zu kleinen Stichprobe eine
Tendenz, jedoch keine statistische Signifikanz ermittelt werden. Jedoch sind die Hinweise
einer HO-1-Induktion insbesondere in tieferen Atemwegen (Monma M et al., 1999) duBerst
vielversprechend, weshalb zukiinftige Studien insbesondere pulmonale Krankheitsbilder

verstarkt einschlieflen sollten.
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