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Inhaliertes Stickstoffmonoxid (iNO), das zur Therapie des “Acute Respiratory Distress
Syndrome” (ARDS) und der Pulmonalen Hypertonie (PH) eingesetzt wird, fiihrt zu
einer verbesserten Oxygenierung durch selektive pulmonale Vasodilatation und hemmt
die Thrombozytenaggregation. Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass NO (ber die
Modulation der thrombozytaren und leukozytaren Adhasionsmolekile die Funktion und
Interaktion zirkulierender Zellen beeinflussen kann. Ziel dieser Arbeit ist es, die
systemische Wirkung von iNO auf die Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion,
insbesondere die Plattchen-Leukozyten-Aggregatbildung bei gesunden Probanden und

ARDS-Patienten zu untersuchen.

Insgesamt 30 gesunde, junge Probanden wurden nach der Reihe des Studieneinschlusses
in Gruppe A (8 Ménner, 7 Frauen) oder B (8 Manner, 7 Frauen) eingeteilt. Gruppe A
erhielt 0 (Kontrolle), 5 und 50 ppm, Gruppe B ebenso 0, 10 und 20 ppm iNO. Die
Messungen erfolgten 15 min nach Inhalation eines Luft/Sauerstoff-Gemisches
(Fi02=0,25) zum Zeitpunkt to, nach 30 (tzo), 60 (teo), 120 (t120) min, sowie 15 min nach
Applikationsende (t1s post nO)-

Das Patientenkollektiv bestand aus 20 Patienten mit schwerem ARDS (16 Ménner, 4

Frauen), die 4,6£0,4 Tage nach Aufnahme auf die Intensivstation eine NO-Therapie



erhielten. Die Messungen erfolgten vor Start der NO-Therapie (tp), sowie 60, 120 und
180 min nach Applikationsbeginn der im Dosisfindungstest ermittelten Optimaldosis.

Non-Responder (n=4) im Dosisfindungstest dienten als Kontrollgruppe.

Mithilfe der photometrischen Aggregometrie wurde die Thrombozytenfunktion
untersucht.  Aggregationsinduzierende Substanzen waren ADP und Collagen.
Flowzytometrische Messungen (FACS-Analysen) von Vollblut dienten zur Bestimmung
der leukozytaren CD11la-Expression und der Pl&ttchen-Leukozyten-Aggregatbildung
(PLAS). Bei Patienten wurde zusatzlich die thrombozytéare Expression von P-Selektin
(PS) und die Fibrinogenbindung am GPIlIb/llla-Rezeptor (FI) der Thrombozyten-
oberflache gemessen. Hamatokrit, Thrombo- und Leukozytenzahlen wurden nur bei den
Patienten, Plasma-cGMP-Spiegel bei beiden Studienkollektiven vor und nach NO-
Inhalation erhoben. Bei Probanden wurden die hdmodynamischen Parameter Blutdruck,

Puls, Atemminutenvolumen und Sattigung beobachtet.

Die Messungen der Thrombozytenaggregation bestatigen Ergebnisse friherer Studien:
INO flhrt zu einer kurzwirkenden, reversiblen Hemmung der Aggregation. Bei
gesunden Probanden zeigt die Kontrolle mit 0 ppm NO keine Veranderung der ADP-
induzierten Aggregation mit der Endkonz. S5umol/l (74+2%). Nach 60 min Inhalation
wird die Aggregation unter 10 und 50 ppm (62+5%, bzw. 68+4%, je P<0,05), nach 120
min unter 10 und 20 ppm (62+3%, bzw. 61+2%, je P<0,05) signifikant gehemmt. Die
Aggregationsmessungen mit der Endkonz. 2,5umol/l ADP ergeben weniger deutliche
Ergebnisse. Bei der Collagen-induzierten Aggregation (Endkonz. 0,19mg/l) findet man
eine spatere und weniger ausgepragte Thrombozyteninhibition nur unter 50 ppm NO
(66£2% zu t10 vs. 71+3% zu tp, P<0,05). Die prae-aggregatorische Strecke bleibt
konstant. Interessanterweise kann man bei der niedrigen Konz. von 5 ppm NO bei
beiden Stimulanzien einen Rebound-Effekt nach Applikationsende beobachten
(postinhalatorische Hyperaggregabilitat 14% bei ADP bzw. 11% bei Coll., je P<0,05).
Bei einzelnen Probanden ist dieser Effekt sehr ausgeprégt, mit Werten >20% des
Ausgangswertes. Insgesamt fallt bei dem ladngeren Studienintervall von 2h ein
individuell unterschiedliches Antwortverhalten auf iNO auf. Nach 120 min kommt es
wie erwartet zu einer signifikanten Zunahme der Plasma-cGMP-Spiegel, die den NO-
Effekt widerspiegeln: um 18% bei 20 ppm und um 107% bei 50 ppm NO (je P<0,01);
unter 50 ppm NO bleiben die cGMP-Spiegel nach Applikationsende um 18% erhoht

(P<0,05). Hamodynamische Parameter verandern sich unter NO-Inhalation nicht.



In der ARDS-Gruppe sieht man eine signifikante Abnahme der Thrombozyten-
aggregation unter iNO nach 60 min: es zeigt sich eine Hemmung um 27% (ADP
5umol/l), 21% (ADP 2,5umol/l) und 18% (Coll. 0,19 mg/ml). Im Verlauf der Inhalation
bleibt die Aggregation inhibiert, ohne signifikantes Niveau zu erreichen. Man
beobachtet ein niedrigeres Aggregationsniveau als bei Probanden, aufierdem eine grolRe
interindividuelle Variabilitat. Mdglicherweise sind die Thrombozyten der maximal
therapierten Patienten durch endogene und exogene Einflusse (Toxine, Medikamente,
usw.) in ihrer Funktion gestort. Die prae-aggregatorische Strecke ist nach 60 min
signifikant um 13% verlangert (P<0,05). Der Anstieg der cGMP-Spiegel um 67% nach
180-minutiger Inhalation (P<0,05) findet sich in der ARDS-Kontrollgruppe nicht.
H&matokrit, Thrombozyten- und Leukozytenzahlen bleiben waéhrend des
Studienintervalls in beiden Gruppen gegeniiber den Ausgangswerten unverandert.

Bei gesunden Probanden fuhrt iNO zu einer vermutlich dosisabhangigen, reversiblen
Inhibition der Plattchen-Leukozyten-Aggregatbildung: Verglichen mit 23+6% PLAS zu
to sind sie nach 60 min unter 10, 20 und 50 ppm NO um jeweils 31% vermindert (je
P<0,05). Unter 50 ppm bleiben die PLAs nach 120 min um 33% gehemmt (P<0,05).
Alle Werte kehren 15 min nach Inhalationsende auf Ausgangsniveau zuriick. Die
leukozytare CD11a-Expression wird unter 50 ppm NO nach 60 min tempordr inhibiert
(121+19 AU vs. 168+18 AU zu ty, P<0,05). Sie erreicht nach 120 min bereits wieder
Basalniveau.

Auch bei den ARDS-Patienten flihrt die NO-Inhalation zu einer signifikanten Inhibition
der Plattchen-Leukozyten-Aggregate: Die PLAs nehmen in der NO-Gruppe gegeniber
der Kontrollgruppe nach 60 min um 32% (P<0,01) und nach 120 min um 23% (P<0,05)
ab. Nach 180 min bleiben sie reduziert (14+5% vs. 194+8% in der Kontrollgruppe,
P<0,08). Ebenso ist die thrombozytére PS-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant gehemmt (38+4% vs. 43£5% zu ti20, P<0,05 und 34+5% vs. 43+6% zu tigo,
P<0,01) und zeigt eine enge Korrelation mit den Veranderungen der PLAs unter iNO
(R?=0,91; P<0,001). Die FI-Bindung ist unter iNO gegeniiber der Kontrollgruppe
signifikant inhibiert (29+6% vs. 43+8% zu t120, P<0,01 und 29+6% vs. 42+6% zu tigo,
P<0,01). Eine tempordére Inhibition findet sich bei der Expression von CD11a nach 60
min (152+22 AU vs. 187+36 AU in der Kontrollgruppe, P<0,05). Sie erreicht nach 120

min wieder Basalniveau.

Neben der bereits nachgewiesenen Inhibition der Thrombozytenaggregation bei

gesunden Probanden und ARDS-Patienten belegt die Studie erstmals eine reversible



Hemmung der Plattchen-Leukozyten-Aggregatbildung unter iNO. Bei Patienten liegt
das basale PLA-Niveau um 25% geringer als bei gesunden Probanden. Das zeigt die
Beteiligung der Aggregate im Rahmen schwerer Krankheitszustdnde. Die enge
Korrelation mit der Hemmung der PS-Expression gibt Hinweise darauf, dass iNO die
Minderung der PLA-Bildung (ber die Hemmung des thrombozytéren
Adhasionsmolekils P-Selektin moduliert. Wie erwartet sieht man eine Minderung der
Fibrinogenbindung am aggregationsvermittelnden GPIIb/lIlla-Rezeptor unter iNO, die
aber keine Korrelation zur PLA-Bildung aufweist.

CD11a wurde als Parameter fur die Veranderungen der Integrinexpression eingesetzt,
das flr die feste Adhésion von Leukozyten verantwortlich ist. Die nur temporare
Hemmung der CD11a-Expression lasst vermuten, dass CD11a nicht wesentlich an der
Modulation der PLA-Bildung durch iNO beteiligt ist, sich aber als leukozytérer
Aktivitatsparameter eignet. Effekte unter prolongierter NO-Inhalation kénnen wegen
des relativ kurzen Studienintervalles von 3 Stunden nicht ausgeschlossen werden. Die
FACS-Analyse mit Vollblut ohne Notwendigkeit von Zellisolierung mit moglicher
Storung der Zellinteraktion stellt dabei eine effiziente Methode zur Reflektion der in-

vivo Rezeptorexpression dar.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass iINO durch die Modulation von
Adhasionsmolekiilen systemische, aber reversible antileukozytére Effekte besitzt.
Neben seinen positiven h&modynamischen und thrombozyteninhibierenden
Eigenschaften kann dies von praktischem klinischen Nutzen sein. Die Rekrutierung
aggressiver, aktivierter Leukozyten in das bereits geschadigte pulmonale Gewebe von
ARDS-Patienten konnte vermindert und die Mikrozirkulation verbessert werden. Ein
friher Einsatz von iINO kann auch bei pulmonaler Hypertonie, ischdmischen
Herzerkrankungen, Herzinfarkt und Herzklappenersatz, bei kardiopulmonalen
Bypassoperationen und unter Hdmodialyse, bei denen von einer vermehrten Bildung
von PLAs berichtet wurde, eine attraktive Erweiterung der antileukozytéren und

antiinflammatorischen Therapie sein.



