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Abkirzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A. - Arteria

AF - Atemfrequenz

ALl - Acute Lung Injury*

AMV - Atemminutenvolumen

ARDS - Acute Respiratory Distress Syndrome

BAL - Bronchoalveolare Lavage

Cew - Compliance der Thoraxwand (Chest-wall)
Ccw - Compliance des Thorax (Chest-wall)

CcD - Cluster of Differentiation (Antikorper)
cDNA - komplementare Desoxyribonukleinsaure
Coyn - Dynamische Compliance des respiratorischen Systems
C - Compliance der Lunge

cmH,0 - Zentimeter Wassersaule

@)Y - Continuous mandatory ventilation

COPD - Chronische obstruktive Lungenerkrankung
Cs - Compliance des respiratorischen Systems
Ct - Anzahl der PCR Zyklen

cT - Computertomographie

DAMPs - Damage-associated molecular pattern
DEC - Kontrastierender Filter

DNA - Desoxyribonukleinsaure

ECMO - Extrakorporale Membranoxygenierung

Ecw - Elastance der Thoraxwand (Chest-Wall)

E. - Elastance der Lunge

EMT - Epithelial-mesenchymale-Transformation
Ers - Elastance des respiratorischen Systems
FiO, - Fraktion der inspiratorischen Sauerstoffkonzentration
gKG - Gramm des Korpergewichts

Hb - Hdmoglobinkonzentration

HCOs" -Hydrogencarbonat

HE - Hdmatoxylin-Eosin-Farbung
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HF - Herzfrequenz

HFOV - Hochfrequenzoszillationsventilation

HI - Horovitz-Oxigenierungsindex

I.D. - inner diameter = Innendurchmesser

i.p. - intraperitoneal

i.v. - intravenos

IV - Isolated Ventilated Cages

IHC - Immunohistochemie

IL-18 - Interleukin-1p (IL-1B)

IPPV - Intermittent positive pressure ventilation
kgKG - Kilogramm Koérpergewicht

KOF - Korperoberflache

LPS - Lipopolysaccharide (pyogene, bakterielle Endotoxine)
m U.NHN - Meter tiber Normalhéhennull

MAP - Mittlerer arterieller Blutdruck

MDD - Minimum detectable dose

MMP - Matrix-Metalloproteasen

NT-PC - N-terminalen Peptide von Prokollagenen
NT-PC-I - N-terminalen-Peptiden des Prokollagens |
NT-PC-lI - N-terminale-Peptid des Prokollagen Typ llI
O.D. - outer diameter = Auflendurchmesser

oD - Optische Dichte

OL - Open Lung

OL-PEEP - Open Lung positiv-endexspiratorischer Druck
pP.CO, - arterieller Kohlenstoffdioxid-Partialdruck
PAMPs - Pathogen associated molecular pattern
P.0- - arterieller Sauerstoff-Partialdruck

Paw - Atemwegsdruck

PC - Pressure controlled

PCI - Prokollagen I, Ill, usw.

PCR - Polymerase-Kettenreaktion

PEEP - Positiv-Endexspiratorischer Druck

Pes - intradsophagealer Druck
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Pmean - mittlerer Beatmungsdruck

PMN - polymorphonuclear leukocytes = Granulozyten

Poeak - Spitzen-Beatmungsdruck

Prieura - Intrapleuraler Druck

RCT - randomized controlled trial = randomisierte kontrollierte Studie
RQ - Relative quantification = 2t44<V

RR - Blutdruck

s. - siehe Seite / Kapitel

s.C. - subkutan

S.0; - Arterielle Sauerstoffsattigung des Hamoglobins

sBE - Standard Base Excess

SF - Sichtfeld-Zahl (Okular)

SIRS - Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom
SOP - Standard Operating Procedure

SPF - Spezifisch pathogenfrei

TBS - Tris buffered saline = Tris-Puffer-Losung

TIVA - total intravendse Anasthesie

TLV - Total liquid ventilation

TMB - Tetramethylbenzidin

TNF-a - Tumor-Nekrose-Faktor-a

Ul - uninjured (Kontrollgruppe)

V. -Vena
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X - Vergro3erungsfaktor (Optik)
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*in dieser Arbeit wird gemal3 der aktuellen Berlin Definition des ARDS statt ,ALIl” der Begriff

,moderates ARDS” verwendet
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Physikalische Einheiten
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Das Akute Lungenversagen im historischen Kontext der Intensivmedizin

Die ersten erfolgreich durchgefiihrten Langzeit-Beatmungen, die innerhalb einer Kohorte
mit einer signifikanten Mortalitatssenkung' einhergingen, wurden wahrend der
Polioepidemie Mitte der 1950er Jahre in Danemark von Bjgrn Aage Ibsen et al.? etabliert und
gelten als die Geburtsstunde der modernen Intensivmedizin®. In der Folgezeit entstanden
weltweit Intensivstationen auf denen Patienten mit mechanischen Respiratoren behandelt
wurden* °. Mit den sich stetig erweiternden, intensiv-therapeutischen Moglichkeiten
konnten Patienten mit respiratorischer Insuffizienz tGiber langere Zeit therapiert werden.
Allerdings wurden bald die Limitationen und Nebenwirkungen als Folgen von
Sauerstofftoxizitat®® und Barotrauma® '° deutlich; diese werden unter dem Sammelbegriff
,Ventilator induced lung injury (VIL)*>'® subsummiert. In dieser Zeit, noch vor Entdeckung
und Einsatz des Surfactant-Proteins', hatte das neonatale Lungenversagen ,Infant
respiratory distress syndrome” (IRDS) eine hohe Mortalitat'.

So zogen Ashbaugh et al. 1967 Parallelen zu pathophysiologischen Veranderungen ihrer
adulten Patienten bei therapierefraktarer, respiratorischer Insuffizienz zum IRDS und
pragten die erste Definition eines ,Acute respiratory distress in adults"’*'>. Trotz
Ausschopfung der damals zur Verfligung, stehenden intensivmedizinischen
Therapieoptionen, blieben die von Ashbaugh beschriebenen Patienten hypoxamisch'e. Dies
war kein neues Problem, Einzelfallberichte'” '® von respiratorischem Versagen hatte es
bereits vor 1950 gegeben®'* %, Neu war die multidtiologische Definition des Syndroms der
akuten respiratorischen Insuffizienz des Erwachsenen (ARDS)' 6.

Neben der Verwendung von positiv endexspiratorischen Driicken (PEEP)'® kam ab 1972,
zunachst experimentell, die extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO)* bei
therapierefraktarer Hypoxamie in der Intensivmedizin zum Einsatz. In der Anfangszeit war
die ECMO durch die Verwendung von Rollerpumpen und der hierfiir notwendigen,
hochwirksamen Antikoagulation mit hohen Komplikationsraten durch Embolien und
Blutungen assoziiert*> %, Weitere Behandlungsansatze des ARDS wie Fllssigkeitsbeatmung
,Total liquid Ventilation” (TLV) mit Perfluorcarbonen®*?¢ oder Hochfrequenzoszillations-

ventilation (HFOV)?3° wurden erprobt, konnten aber bisher hinsichtlich einer
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Mortalitatssenkung in der adulten Intensivmedizin nicht geniigend klinische Evidenz
erreichen?® 3'. Die extrakorporale Blutzirkulation der ECMO-Therapie wurde mit der
Verfligbarkeit neuer Pumpentechniken®*? und mit heparin-beschichteten Komponenten*
sicherer anwendbar und erlebte so ab 2008 erweiterte Indikationsstellungen in
spezialisierten ARDS Zentren?:3"3437 Mortalitats-modulierende Effekte der ECMO konnten
nur bei schweren ARDS gezeigt werden®* %, Eine signifikante Senkung der Mortalitat konnte
durch die Verwendung niedriger Tidalvolumina (V¢) von 6 ml/kgKG im Vergleich zu V;von 12
ml/kgKG erzielt werden®. Weitere evidenzbasierte Therapien des ARDS sind gemal3 der
aktuellen Leitlinien®® *' Beatmungsdriicke kleiner als 30 cmH,O sowie die Bauchlagerung
Uber mehr als 16 h***3 Eine neuromuskuldre Blockade in der Friihphase des ARDS****, nicht-
invasive Beatmungsverfahren®*” (NIV) und Rekrutierungs-Mandver*®*° sind nach aktuellem
Expertenkonsens in manchen klinischen Situationen empfohlen, allerdings noch mit wenig
klinischer Evidenz belegt3®“'.

Mit den therapeutischen Optionen der heutigen Intensivmedizin ist damit der beim
Lungenversagen auftretende Organfunktionsverlust temporar therapierbar und nur noch
selten primdre Mortalitatsursache® *'*2, Die aktuellen, klinischen Limitationen bei ARDS-
Patienten ergeben sich vielmehr durch die hdufige Koinzidenz eines multiplen
Organversagens®, einer pulmonalen Fibrose** und einem Versagen des Weanings>
(Entwohnung vom Beatmungsgerdt und / oder ECMO). Dies sind wichtige Ursachen fir die
nach wie vor hohe Mortalitat>' und Morbiditat®* >’ des ARDS.

Die pulmonale Fibrosierung® durch prolongierte Inflammation*® wird bereits seit den
1990er Jahren als mortalitatsassoziierte Komplikation des ARDS erforscht. Patienten, welche
die akute, hypoxische Phase des ARDS liberleben, versterben nicht selten im Verlauf an den
Folgen einer pulmonalen Fibrosierung>?® . Bisher existiert weder eine kausale Therapie der
ARDS-induzierten Fibrosierung noch gibt es ausreichende Erkenntnisse Uber die
Pathophysiologie der pulmonalen Fibrose, die sich als potentielle Therapieziele eignen®' 2,
So besteht auch mehr als 50 Jahre nach der ARDS Erstdefinition noch erheblicher
Forschungsbedarf und das ARDS hat nach wie vor eine hohe Inzidenz und Mortalitat in der

Intensivmedizin' >,
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1.2 Das Akute Lungenversagen (ARDS)
1.2.1 Definition des ARDS

Die Erstbeschreibung des ARDS geht auf Ashbaugh et al. zurlick, die bei einer Fallserie von
12 erwachsenen Patienten gleichartige Symptomkonstellationen einer akuten
respiratorischen Insuffizienz feststellten'®. Alle Patienten hatten, bei differierender Atiologie,
eine rapid einsetzende, therapierefraktare Hypoxamie mit diffusen, bilateralen pulmonalen
Infiltraten und reduzierter respiratorischer Compliance'* ',

Im Kontext der klinischen Forschung folgten weitere Spezifikationen der ARDS-Definition
wie ein Scoring System 1988 durch Murray et al.*® und die Verwendung des Horovitz-Index
zur Einstufung von Schweregraden im Jahre 1994 durch Bernard et al.** >,

Die aktuelle ,Berlin“-Definition des ARDS wurde durch die ,ARDS Definition Task Force” nach
Evaluation infrage kommender Parameter aus umfangreichen klinischen Datenbanken auf
der internationalen Konsensus Konferenz im Jahr 2012 beschlossen® ¢’ (siehe Tabelle 1).
Wesentliche Neuerung war die dreistufige Schweregradeinteilung des ARDS anhand des
Horovitz-Quotienten und der Wegfall des Begriffs Acute Lung Injury (ALI)%* e,

Auch die Verwendung eines PEEP von mindestens 5 cmH,0 wurde aufgrund des Einflusses
auf die pulmonale Diffusionsfliche und die Oxygenierung seither verbindlich. Andere
Parameter aus dem Entwurf der ARDS Definition, wie etwa die Compliance des
respiratorischen Systems (Cgs) oder das zur suffizienten Decarboxylierung nétige
Atemminutenvolumen (VE;por = MV x (P.CO, / 40)) wurden wegen fehlender pradiktiver
Validitat nicht in die neue ARDS Definition aufgenommen®®¢’,

Die WHO fuhrt das ,Atemnotsyndrom des Erwachsenen” als ICD-10 Code J80.
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ARDS

Schweregrad mild

Hypoxamie ®
P.0./FiO.[mmHg] <300 und >200 <200 und > 100 <100

PEEP [cmH0] PEEP/CPAP® > 5 PEEP =5 PEEP = 10

Zeitlicher Verlauf | Akuter Beginn innerhalb einer Woche nach bekannter klinischer
Schadigung oder Neuauftreten / Verschlechterung einer

respiratorischen Symptomatik.

Atiologie des Respiratorisches  Versagen, das nicht vollstandig durch
Lungenédems Herzinsuffizienz oder Flissigkeitsiiberladung erklarbar ist.
Radiologische Beidseitige, pulmonale Verschattungen, die nicht vollstandig durch
Auffalligkeiten Pleuraergiisse, (segmentale) Atelektasen oder Rundherde erklart
Réntgen / CT werden konnen.

2|In Hohen tber 1000m U. NHN Anpassung nach: P.O,/FiO, x Barometerdruck /760

5CPAP auch als Non Invasive Ventilation (NIV)

Tabelle 1: Berlin-Definition des ARDS (Tabelle modifiziert nach )

1.2.2 Epidemiologie des ARDS

Zur Inzidenz des ARDS finden sich in der Literatur stark variierende Angaben®. In
europaischen Studien nach dem Jahr 2000 liegt die Inzidenz eines ARDS zwischen 5 bis 7,2
Fallen / 100.000 Einwohner / Jahr®®*72 In den USA hingegen wurden ARDS-Inzidenzen von
bis zu 78,9 - 82,4 Fallen / 100.000 Einwohner / Jahr, zuletzt mit einem Riickgang auf 38,9
Falle / 100.000 Einwohner / Jahr berichtet’ 7,

In der bislang groBten internationalen Multicenterstudie zur klinischen Inzidenz des ARDS
,LUNG SAFE” (ESICM Trials) im Jahr 2014 von Bellani et al.> wurden in 435 Kliniken 29.144

Patienten auf Intensivstationen beobachtet, von denen n=3022 (10,4%) die ARDS-Kriterien
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erfiillten, dies waren 23,4% aller beatmeten Patienten®'. Die Verteilung der ARDS-Pravalenz
ergab 30,0% milde, 46,6% moderate und 23,4% schwere Falle. Die Diagnose ARDS wurde
durch die behandelnden Intensivmediziner allerdings nur bei 64,2% der Patienten gestellt
(mild: 51,3%, moderat: 65,3%, schwer: 78,5%) und somit haufig Gbersehen®' oder nicht
korrekt dokumentiert.

Die Mortalitat des ARDS von rund 70% in den 1970er Jahren’> konnte durch Verbesserungen
in der Intensivmedizin auf aktuell ca. 40% gesenkt werden® 7727576 |n der ,LUNG SAFE”
Studie wurde 2014 eine perihospitale Mortalitat des ARDS von 40,0 % (mild: 34,9% /
moderat: 40,3% / schwer: 46,1%) festgestellt, somit verstirbt auch heute noch nahezu jeder
zweite Patient im schweren ARDS*', dies danderte sich in den letzten Dekaden kaum’*”’. In
einer Kohorten-Studie aus 59 Intensivstationen in Deutschland (DACAPO Studie n=700)
wurden ARDS-Patienten eingeschlossen, wovon 79,0% eine primare (pulmonale) Ursache
des ARDS mit einer perihospitalen Mortalitat von 33,6% hatten’s,

Nachuntersuchungen von langzeitiiberlebenden ARDS-Patienten (n=109) aus Kanada
zeigten eine relativ glinstige Prognose: So konnten 5 Jahre nach ARDS bis zu 77% der

Patienten wieder erwerbstatig sein>’ 7.

1.2.3 Atiologie des ARDS

Ein akutes Lungenversagen ist die gemeinsame Endstrecke pathologischer Veranderungen
unterschiedlicher Atiologie' . Zumeist ist eine direkte, epithelial beginnende, pulmonale
Schadigung’? durch Bakterien, Viren oder Aspiration ursachlich flr ein primares ARDS>" 2,
Das sekunddre ARDS hingegen entsteht durch initial endothelialseitig beginnende
Pathomechanismen extrapulmonaler Genese, wie beispielsweise eine systemische
Inflammationsreaktion infolge einer Endotoxindmie bei einer Sepsis®®®. In beiden Fallen
resultieren letztlich diffuse alveolare Defekte (DAD)®* 38, die infolge von
Permeabilitatsodemen® zu einer akuten respiratorischen Insuffizienz mit Hypoxdamie und
weiterer Inflammation fiihren kdnnen®?. Bei beatmeten Patienten kann aggravierend ein
beatmungsassoziierter Lungenschaden (VILI) hinzukommen?®8¢

Klinisch existiert bei den meisten Patienten mit ARDS letztlich eine Mischform aus direkter

und indirekter pulmonaler Schadigung®.
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Atiopathogenese des ARDS

Primar Sekundar

(intrapumonal, epithelseitig beginnend) (primdr extrapulmonal, endothelseitig beginnend)

Pneumonie'®

Inflammation bakteriell / viral / fungal

Sepsis (Endotoxindamie):
Peritonitis, Pankreatitis, Urosepsis,

exogen Aspiration von Mageninhalt
9 P g Malaria tropicana, et al.”®?°
exazerbierte COPD*"*"
pulmonale Fibrose® Goodpasture-Syndrom®
Inflammation
Sarkoidose®* mikroskopische Polyangiitis®* *°
endogen AbstoBungsreaktion nach

Lungentransplantation®® systemischer Lupus erythematodes®

Hamorrhagischer Schock®?
Reperfusionsschaden

Trauma Thoraxtrauma”, Schadel-Hirn-Trauma®
pulmonale Kontusion Verbrennungen >30% KOF?
Pulmonal arterielle Embolie durch
Thrombus, Fett, Fruchtwasser #:1%
Blutaspiration™'/ Disseminierte intravasale
Koagulopathie | ,;5nchio-pulmonale Koagulopathien, Mikroembolien'®
Blutungen'® Massivtransfusion (TRALI)®?
Inhalationstrauma'** Bleomycin induzierte
Aspiration von Noxen Lungenfibrose'®”” / unerwiinschte
Toxisch Toxisches Lungendem 151 Arzneimittelwirkungen

hyperbare oder langzeitig
konzentrierte (F.O, > 0,6)
Sauerstoffinhalation'®

i.v. Opiatabusus'®,
Lipid-Emulsion Antidotinfusion'?

H H 111
Physikalisch, Explosionstrauma, Dekompressionsunfall

. Aspiration Suf3-/Salzwasser Hohenlungenédem'’
Submersion
Radiatio (thorakales Strahlenfeld)''?

Beatmungsinduzierter Nosokomiale, systemische Infektion /

I Lungenschaden (VILI)* Katheter-Sepsis

atrogen
Ventilator assoziierte Hypervolamie / -hydratation bei
Pneumonie (VAP)*? Volumenersatztherapie''

Tabelle 2: Atiopathogenese des ARDS erweitert und modifiziert nach® 8 * (KOF = Kérperoberfliche)
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1.3 Pathogenese des ARDS und der pulmonalen Fibrosierung

Nach klassischem, histopathologischen Verstandnis® 8! erfolgt eine Unterteilung des ARDS
in 3 Phasen?® 8" 14

1. Inflammatorisch-exsudative Phase

2. Proliferative Phase'"”

3. Fibrotische Phase''®
Die Fibrosierung fallt nach dem o.g. Schema in die spate Phase des ARDS, wobei der zeitliche
Ablauf dieser Einteilung, je nach Pathogenese, interindividuell sehr variabel ist®" #7118 Eine

klinische Einteilung nach Gattinoni erfolgt in eine friihe, mittlere und spate Phase®.

1.3.1 Pathobiochemie der Inflammation im ARDS

Molekulare Trigger einer Inflammation kdnnen sowohl Noxen, welche als ,Damage
associated molecular patterns” (DAMPs)% 19120 hezeichnet werden, oder Infektionen mit
sogenannten ,Pathogen associated molecular patterns” (PAMPs)"® 2. 122 sein, die zur
Aktivierung von Immunzellen flihren'?*'%, Ein starkes PAMP stellen Endotoxine dar, wie z.B.
Lipopolysaccharide (LPS) aus der Zellmembran gramnegativer Bakterien'> 26, LPS bindet an
Plasmaproteine (LBP)'*® und ist ein sehr potenter Ligand an den CD14-'*” und Toll-like-
Rezeptoren'? %, die sich unter anderem auf Monozyten und Makrophagen in einem
LInflammasom” genannten Proteinkomplex befinden'®. Hierdurch kommt es zu einer von
Caspase-1 vermittelten, schnellen Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie
Interleukin-1(3 82119129,

Bei durch LPS stimulierten Leukozyten entsteht, durch den Nuclear-factor-kappa-B (NFkB)
123130 vermittelt, eine vermehrte Expression proinflammatorisch wirkender® 4 131
Interleukine (IL) wie IL-1(3, IL-6 und IL-123% 14 128 132,133 Gleichzeitig wird von durch LPS
stimulierten Makrophagen Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNFa) freigesetzt'3* 3% 133, welcher
einerseits die Expression weiterer inflammatorischer Proteine'* stimuliert und eine Caspase
induzierte Apoptose auslosen kann''® 137138 Mit fortschreitender Inflammation kommt es
durch Chemotaxis zur Migration und Mobilisation von neutrophilen Granulozyten''* ', die
durch Chemokine wie Cytokine-Induced Neutrophil Chemoattractant 1 (CINC-1/CXCL1)8213

gelenkt wird.
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Abbildung 1 Pulmonale Alveolarmakrophagen in der
gesunden, beatmeten Ratte.

(Eigene Bilder, CD68-IHC-Farbung in braun)
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Abbildung 2 Pulmonale Inflammation mit Leukozyten
Aggregation unter LPS-Sepsis in der Ratte.
(Eigene Bilder, CD68-IHC-Farbung in braun)

Makrophagen und Monozyten kdnnen mit CD68 Antikorper dargestellt werden'*.

1.3.2 Pathophysiologie des ARDS im septischen Schock

Wahrend einer Sepsis kommt es zu

einer systemischen Ausbreitung einer

Inflammationsreaktion auf den gesamten Organismus®.

Infolge von proinflammatorischen Zytokinen>® %, Prostaglandinen und insbesondere

Stickstoffmonoxid (NO)™" %2 entsteht eine

Stadium auch

systemische Vasodilatation'*,

zunachst lokale und im fortgeschrittenen

wodurch der periphere vaskuldre

Widerstandsindex fallt und ein septischer Schock entsteht'®°% 24, Bei einer starken Infektion

kann der septische Schock'* ' nach einer Latenz von 24-48 h

einem ARDS

Mikrozirkulationsstorungen  mit

einhergehen® %,

infolge der

und multiplem Organversagen®

Aktivierte Granulozyten und Makrophagen?®? setzen zytotoxische Zytokine wie TNFq'32 13413

frei und geben bei lhrer lokalen Migration und Abwehrreaktion Metalloproteinasen' ',

Kollagenasen'” und Peroxide'' frei. Dies fiihrt neben der Pathogeninaktivierung auch zu

Kollateralschdaden an Endothelzellen und Glycocalyx'*'*° mit der Folge eines capillary-leak-

syndrome’'® 149,
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Aufgrund anatomisch-physiologischer Gegebenheiten besteht bei systemisch-

inflammatorischen Prozessen eine besondere Vulnerabilitdt der Lunge®8% 193,

Die Lunge, als stark perfundiertes Organ mit systemischer Filterfunktion, ist davon im
besonderen Malle betroffen>?, weil in den pulmonalen Kapillaren aktivierte Leukozyten
akkumulieren konnen'* '*° und sie die grote epitheliale Organoberfliche des Korpers
hat'®. Die Vasa publica der Lunge bilden ein vom gesamten Herzzeitvolumen
durchstrémtes perialveoldres Kapillarnetz, in dem grof3ere, zentralvends angeschwemmte
Partikel hangen bleiben'™' und (physiologischerweise) phagozytiert werden'2. Wahrend
einer Sepsis wird dieser Filter mit zirkulierenden Leukozytenaggregaten''*'*°, Bakterien und
Mikrothromben Uberladen und embolisiert partiell'*. Letztere entstehen im Rahmen einer
disseminierten intravasalen Koagulopathie'®. Dies wiederum bewirkt eine lokale
Aktivierung der zahlreichen pulmonalen Granulozyten'?® und Alveolarmakrophagen'® >
>4 Im pulmonalen Kapillarbett flihrt diese Inflammationsreaktion zum kapillar-alveolaren
Leck''* 9 15> welches durch Extravasation von Plasmabestandteilen die fir das ARDS
charakteristischen, proteinreichen Permeabilitatsédeme?®> 8 13 156 mijt hyalinen

Membranen’ in den Alveolen entstehen l&sst.

Abbildung 3: Intravaskuldre Leukozytenaggregation und  Abbildung 4: Angiographie eines Lungenschnitt mit

endotheliale Destruktion mit perivasalen Odemen in der Mikroembolien bei ARDS.
Rattenlunge im ARDS. aus: Tomashefski et al. Am J Pathol 1983, Vol. 112 Page 115
(Eigene Bilder [LPS 1.5 mg] HE-Farbung, 400x) Figure 2, B © Elsevier mit freundlicher Genehmigung
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1.3.3 Pathobiochemie der pulmonalen Fibrosierung im ARDS

Infolge der Inflammationsreaktion im ARDS kommt es zu fibrotischen Verdanderungen im
Lungengewebe, die klinisch mit einer erhohten Mortalitat®%% %8¢ korrelieren und bereits
in friihen Stadien des ARDS beobachtet wurden®' '17.118.138,161,162,

Die pulmonale Fibrose im ARDS®* ''*> 17163 st durch (berschieBende, parenchymatdse
Aktivitat von Fibrozyten und der Akkumulation von Kollagenen®" "7 charakterisiert'®*.
Kollagene sind wichtige Proteine, die der extrazellularen Matrix ihre Stabilitat und Elastizitat
verleihen'>. Im pulmonalen Interstitium dominieren die Kollagene | und IlI'*¢ ', Kollagene
entstehen aus den von Fibroblasten exprimierten Prokollagenen (PC), die nach extrazellular
transportiert werden, wo Prokollagen-Peptidasen die endstandigen N-terminalen Peptide
des Prokollagen (NT-PC) abspalten und eine Polymerisationsreaktion mit dem Endprodukt
Kollagenfibrillen auslosen'®® %% 1% Mehrere Untersuchungen seit den 1980er Jahren
konnten Prokollagene®® '7° als reliable Marker'”" fiir pulmonale Reparatur- und
Fibrosierungsprozesse verschiedenster Kausalitaten identifizieren'" 7% 73, Analysen des
Serums®® %8172 ynd der bronchoalveoldren Lavage (BAL)'®"'7*'7> von ARDS Patienten haben
neben Fibrozyten' auch Prokollagene des Typs | und Il (PC I, PC [lI)¢! 168 172 176, 177
nachgewiesen, deren erhohte Konzentrationen mit Morbiditat und Mortalitat korrelierten®
133,158,161,174,175.

Dabei ist eine erhohte Expression und Konzentration von PC III'*# %2 hauptsachlich in der
friihen'® 178 und PC |'®”17517% eher in den spdten Stadien'’®'”> des ARDS festgestellt worden.
Auch experimentelle Arbeiten haben etwa nach intratrachealer Applikation von LPS bei
Ratten einen Expressionsanstieg von PC lll festgestellt'®®'7°, Experimentelle Daten aus der
eigenen Arbeitsgruppe zeigten in den ersten 48 h eines LPS-induzierten ARDS unter
lungenprotektiver Beatmung?® '*? interessanterweise eine Abnahme der parenchymatésen
PC Il Expression®.

Neben der Inflammationsreaktion sind erhohte Beatmungsdriicke mit pulmonalen
Scherkraften'®® '®" wesentliche Trigger einer vermehrten Expression von PC [[|?% 62 178182,
Durch Inflammation'® 2" und mechanische Belastung'® kommt es im Lungenparenchym
zur Destruktion der extrazellularen Matrix®® '8, Apoptose'®” ¥ und Induktion von
Reparaturmechanismen der Wundheilung, die sogenannte ,tissue defense response”
(TDR)'®. Der Verlust von Zell-Zell-Verbindungen der Basalmembran'®® 83186 sowie Zytokine

wie TGFa'® induzieren im ARDS eine epithelial-mesenchymale Transformation (EMT)®2 86188,
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Dabei wandeln sich epithelseitig vorhandene Pneumozyten in Fibrozyten'®® indem sie
mesenchymale Proteine wie Vimentin, N-Cadherin und a-smooth muscle actin (a-SMA)
exprimieren® '8, Zusatzlich kommen Uber das Blut zirkulierende Fibrozyten® ' aus
mesenchymalen Stammzellen hinzu, sodass destrukturierte alveoldre Areale durch
Fibroproliferation restrukturiert werden konnen'®,

Sowohl in BAL-Messungen bei ARDS Patienten'>* '€ 19! als auch in experimentell induzierter
Fibrose™''?* wurde a-SMA als ein weiterer Marker der Fibroproliferation etabliert'®*. Die a-
SMA-haltigen Fibrozyten werden auch als Myofibrozyten bezeichnet'8? %2 Sie besitzen die
Fahigkeit zur Migration in destruierte Areale und eine vermehrte Syntheserate von
extrazelluldren Matrixproteinen® 8219,

Je starker die Basalmembran geschadigt ist, desto schlechter baut sich die urspriingliche,
septierte alveoldare Struktur wieder auf® ', Die in Folge der Fibrosierung verdickte
interstitielle Kollagenschicht®® ' geht mit einer Stérung der alveoldren Diffusionsstrecke
und letztlich mit einer chronischen pulmonalen Insuffizienz einher®® ¥ 1% Katzenstein et al.
pragten 1976 daflir den Begriff der diffusen alveoldaren Schadigung®® ,diffuse alveolar
damage” (DAD)® (Abbildung 6'%).

Eine medikamentdse Therapie der pulmonalen Fibrose mit Kortikoiden konnte bisher weder
experimentell™ noch klinisch'® eindeutig positive Effekte zeigen. Bei Pneumonien durch

Influenza-Viren erhohte sich durch Einsatz von Kortikoiden die Mortalitat’”.
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Abbildung 5: Pulmonale a-SMA positive Zellen in der Abbildung 6: Alveole (A) nach ARDS mit Kapillare (C) und

gesunden Ratte. geschadigter Basalmembrane (BM).

(Eigene Bilder [Ul], a-SMA-IHC-Farbung: braun, 200x) Quelle: Bitterman, PB Pathogenesis of fibrosis in acute lung
injury. The American Journal of Medicine 1992, 92(6): S40,

Figure 1 © Elsevier mit freundlicher Genehmigung
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1.3.4 Pulmonale Schiadigung durch Beatmung als Trigger der Fibrose

Die Therapie der akuten respiratorischen Insuffizienz mit konzentriertem Sauerstoff und
mechanischer Ventilation ist primar lebensrettend, kann aber per se zu sekundaren,
pulmonalen Schaden fihren'. Bereits frih wurde experimentell bekannt, dass
Beatmungsgerate Lungenschaden verursachen konnen®®. Diese Auswirkungen wurden
zundchst als ,ventilator lung“'® bezeichnet, bis sich spater der Begriff ,Ventilator-induced
lung injury” (VILI) pragte® %8¢,

Ein VILI entsteht aus simultanen Effekten'®2¢ 20! der folgenden Faktoren:

Erstens die Sauerstofftoxizitat’, die mit steigender Konzentration, Partialdruck und
Expositionsdauer durch oxidativen Stress eine Lungenfibrose induziert® 83,

Zweitens das Barotrauma, welches in der Vergangenheit als primare pathogene Ursache
angesehen wurde®. Unter Verwendung sehr hoher Tidalvolumina wurden in den 1960er und
1970er Jahren haufig beatmungsassoziierte Pneumothoraces gesehen, was zur Einfiihrung
von Sicherheitsgrenzen zur Druckbegrenzung fihrte® 202, Spater wurde deutlich, dass nicht
die absolute Hohe des Beatmungsdrucks, sondern der endinspiratorisch wirkende Druck,
der ,driving pressure”, flr die Schadigung entscheidend ist**2%, Dieser wiederum korreliert
in Abhdngigkeit der Lungen-Compliance mit dem Tidalvolumen (AV = AP x Cgs). '%2%,
Drittens das Volutrauma, das durch zu hohe Tidalvolumina flr die im ARDS teils drastisch
reduzierten funktionellen Lungenareale®® eine lokale endinspiratorische Distension der
Alveolen® verursacht*,

Viertens ist als weiterer lungenschadigender Faktor das Atelekttrauma®* 2% zu nennen,
welches durch atemzyklisches Rekrutieren und endexspiratorisches Kollabieren von
Alveolen zu Scherkraften fuhrt?” 2%, die durch PEEP?® und eine ,open lung strategy”* *
(siehe 1.3.5) vermindert werden konnen.

Flinftens das Biotrauma, welches die biophysikalischen Effekte beschreibt, die auf zellularer
Ebene proinflammatorische Zytokine  freisetzen'® 1, wodurch eine
Inflammationsreaktion'**2'° mit nachfolgender Fibrosierung'®*2'" ausgel6st wird.

Als sechstes und neuestes Konzept ist die Energie des Beatmungsgerates, die auf die Lunge
Ubertragen wird, fiir ein VILI entscheidend'® 7, Dabei sind nicht allein die Druck-Volumen-
Relation, sondern insbesondere auch Atemfrequenz und Flussraten fiir pulmonale Schaden
verantwortlich?'>2'3, Aktuell wird kontrovers diskutiert, ob die auf geschadigte Lungenareale

disproportional Gbertragene Energie allein die Effekte des VILI erklaren kann?',
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Mit zunehmender Dauer'®* 2> und Invasivitat®® der Beatmung kommt es vermehrt zu
strukturellen Schadigungen an der alveoldaren Basalmembran, wodurch Inflammations-
reaktionen entstehen, die durch endotheliale-mesenchymale Transformation zu einer

pulmonalen Fibrosierung flihren' 6% 117,166,182, 201,216

1.3.5 Protektive Beatmungsstrategien bei ARDS

Die aktuellen internationalen Behandlungsleitlinien der amerikanischen und europdischen
intensivmedizinischen Fachgesellschaften® sowie die daran angelehnte S3-Leitlinie zur
invasiven Beatmung® geben Malinahmen einer evidenzbasierten, lungenprotektiven
Therapie des ARDS vor.

Eine der entscheidendsten Verbesserungen in der ARDS-Therapie der letzten Jahre war die
Einflihrung kleiner Tidalvolumina (Vi) von 6 ml/kg des idealisierten Korpergewichts (kgKG),
wodurch im Vergleich zu traditionellen V; von 12 ml/kgKG, die Mortalitat signifikant (31,0%
vs. 39,8%; p=0,007) vermindert werden konnte®. Wahrend eine permissive Hyperkapnie
unter der Verwendung von niedrigen V. ohne Azidose akzeptabel erscheint, ist zur
suffizienten Oxygenierung eine ausreichend grof3e alveolare Diffusionsflache notwendig,
die durch Rekrutierung*®2'”:2'® geschaffen und mit PEEP aufrechterhalten werden kann'®*,
Bei verminderter extrapulmonaler Compliance durch Thoraxrigiditdit oder abdomino-/
diaphragmalen Druck ist die Messung des transpulmonalen Drucks?” hilfreich, um
Recruitment und Beatmung nach intrapulmonalen Druckverhaltnissen zu adjustieren®® 221,
Der intradsophageale Druck?? wird dabei nach der Methode von Talmor et al.?' 220223 3ls
Surrogatparameter der intrapleuralen Druckverteilung®® gemessen. Der transpulmonale
Druck errechnet sich aus dem Atemwegsdruck minus den intraésophagealen Druck*° und
ist ausschlaggebend fiir alveolare Schaden™.

Interessanterweise ist ein PEEP nach der Tabelle des ARDS-Netzwerks*® nicht immer
ausreichend, um bei allen Patienten einen positiven transpulmonalen Druck zu erzeugen®*
2% Eine zukunftsweisende Strategie zur Ventilation im ARDS wurde bereits 1995 von Amato
et al. mit dem ,Open Lung” (OL) Konzept vorgestellt*. Dafir wird zunachst ein
druckkontrolliertes Rekrutierungsmandver mit hohen PEEP durchgefiihrt??®. AnschlieBend
werden PEEP und Beatmungsdruck bei isovolamen V; stufenweise abgesenkt?*, bis mit der

bestmoglichen Compliance (AV/Ap siehe Kapitel 2.3.5) der individuell optimale PEEP ,best
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PEEP” ermittelt ist*®. Der zur Rekrutierung notwendige hohe PEEP kann allerdings
hamodynamische Nebenwirkungen?? und pulmonale Schaden verursachen?? 2%,

In einer multivarianten Analyse mit (n=3562) ARDS-Patienten konnten Amato et al. zeigen,
dass mit steigenden Arbeitsdriicken (Ppeax - PEEP = AP = driving pressure) die Mortalitat
ansteigt und ein hoher PEEP nicht immer protektiv ist?® 24 Weitere sekundare
Datenbankanalysen bestdtigten diese Ergebnisse®°.

Die bisher groBte multizentrische Studie zum alveolaren Recruitment beim ARDS (ART-Trial)
schloss 1010 Patienten, Uberwiegend aus Brasilien, ein?'. Die Interventionsgruppe
(n =509 Patienten) erhielt im ART-Trail gemaf Studienprotokoll ein OL-Recruitment, wobei
der PEEP bis auf 35-45 cmH,0 gesteigert wurde. Hierbei entstanden zum Teil sehr hohe
Spitzendriicke von bis zu 50 <mH,0. Unter diesen verhdltnismaBig hohen
Beatmungsdriicken wurden vermehrt Komplikationen wie Barotraumata, Pneumothoraces
und vereinzelt Herz-Kreislauf-Stillstande beobachtet, worauf das Studienprotokoll
abgewandelt wurde®'. Insgesamt hatte die Interventionsgruppe unter ,lung recruitment
and titrated PEEP” gegentiiber der Kontrollgruppe mit ,low PEEP” eine signifikant hohere
Mortalitdat nach 28 Tagen (55,3% vs. 49,3%) und nach 6 Monaten (65,3% vs. 59,9%)*".
Dennoch wurde von den Autoren und anderen Experten die Verwendung einer open lung
Strategie mit moderatem PEEP-Level als vorteilhaft angesehen®? und eine erneute
Untersuchung mit verbessertem Studienprotokoll gefordert®.

Weitere RCT-Studien zum Open Lung Approach bei ARDS Patienten zeigten lediglich eine
positive Tendenz (29% vs. 33%, p=0,18) in der 60-Tage-Mortalitdat® oder keinerlei
Mortalitatsunterschiede®*. Einerseits flihrte der Open Lung Approach zu einer verbesserten
Oxygenierung mit konsekutiv vermindertem Einsatz von Lungenunterstltzungsverfahren
wie ECMO, andererseits wurden vermehrt kardiale Arrhythmien beobachtet®® %4,

In einem Cochrane Review von 2016 Uber Rekrutierungsmandver bei ARDS-Patienten
wurden die Einschlusskriterien von 10 Studien mit n = 1658 Patientendaten erfiillt, deren
Daten eine Tendenz zu verringerter Mortalitat auf Intensivstation zeigten®>. Aufgrund der
geringen Datenmenge und der Heterogenitat der in den einzelnen Studien verwendeten
Beatmungsprotokolle und Spitzendriicke (Pmax von 30 bis 60 cmH,0) konnte nur ein
niedriges Evidenzniveau erreicht werden®*.

Im perioperativen Setting wurde eine OL-Strategie mit niedrigen Tidalvolumina ebenfalls

untersucht und von mehreren Autoren als vorteilhaft angesehen?¢ 2%,
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Das akute Lungenversagen (ARDS) hat nach wie vor eine hohe Inzidenz und Mortalitat in
der Intensivmedizin' ', Auch wenn heute die akute Hypoxamie des ARDS temporar gut
therapierbar geworden ist*®°" %2, betrifft die perihospitale Mortalitat immer noch mehr als
ein Drittel® 7 der ARDS-Patienten. Dabei stellt nach dem Multiorganversagen die
pulmonale Fibrosierung® ¢ als Folge prolongierter Inflammation®* und mechanischer
Ventilation' 2'? die wichtigste mortalitatsassoziierte Komplikation des ARDS dar>" 2, Bisher
existiert keine gezielte Therapie der ARDS-bedingten Lungenfibrose, weshalb verbesserte
Kenntnisse Uber den pathophysiologischen Verlauf der Inflammationsreaktion und
Erkenntnisse Uber modulierende Effekte lungenprotektiver Beatmungsstrategien®® an der
Fibrosierung zur Verbesserung der intensivmedizinischen Versorgung beitragen konnten.
In einer retrospektiven Analyse aus unverdffentlichten Daten vorangegangener
Experimente der Arbeitsgruppe ,Pulmonale Insuffizienz” (Krebs et al) wurde im
Lungenparenchym von Ratten mit LPS-induzierten ARDS eine signifikant inverse Korrelation
zwischen IL-6- und Prokollagen-IlI-RNA-Expression festgestellt'®? (s. Abbildung 7).

Dabei wurde der Zusammenhang zwischen progredienten Dosen an LPS und der
Fibrosierung im pulmonalen Parenchym unter lungenprotektiver Beatmung bisher noch

nicht untersucht.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen Inflammation
und Fibrose in der Initialphase des akuten Lungenversagens unter protektiver

mechanischer Ventilation genauer zu untersuchen.

Durch eine prospektive, randomisierte und kontrollierte Studie?*® mit definiert steigenden
Lipopolysaccharid-Dosen wurden die Effekte von Inflammationsreaktion sowie der friihen
pulmonalen Fibrosierung in vivo am Modellorganismus beobachtet und in vitro gemessen,

um die folgenden Arbeitshypothesen zu priifen:
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Primarer Endpunkt:

1) Wird die frilhe pulmonale Fibrosierung infolge der progressiv gesteigerten LPS-
induzierten Inflammation unter Verwendung einer lungenprotektiven Beatmungs-
strategie supprimiert?

Sekundare Endpunkte:

2) Wie verhdlt sich die systemische und die pulmonale Inflammationsreaktion unter
steigenden LPS-Dosen in vivo?

3) Welche Auswirkungen haben verschiedene Schweregrade der Endotoxindmie auf die
respiratorischen und hamodynamischen Funktionsparameter im Modellorganismus?

4) Kann durch lungenprotektive Beatmung mittels der open lung strategy auch bei
steigender Inflammationsreaktion eine suffiziente Oxygenierung gewahrleistet werden?

5) Gibt es bei der Quantifizierung der Schadigung des pulmonalen Parenchyms infolge
steigender Inflammationsreaktion und mechanischer Ventilation loko-regiondre
Unterschiede?

6) Finden sich unter lungenprotektiver ,open lung strategy” Beatmung histologische
Korrelate der frihen pulmonalen Fibrose?

7) Wie verhdlt sich die Expressionskinetik der proinflammatorischen Zytokine und der
Prokollagene unter variabler Inflammationsreaktion?

8) Besteht in der initialen Phase des septisch induzierten sekundaren ARDS im pulmonalen

Parenchym eine inverse Kinetik der mRNA-Expression von IL-6 und PCIII?

140
y =-0.097Ln(x) + 0.839

1?7 = 0.6587
120 correlation coefficient: -0.681
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Abbildung 7: Negative Korrelation zwischen relativer Expression von Interleukin-6 und Prokollagen-III.
Zusammengesetzte Daten aus 3 beatmeten Gruppen (low-PEEP CMV, Best-PEEP CMV und HOF) in 3 verschiedenen ARDS

Modellen (LPS systemisch = LPS, NaCl-Lavage =SW, Kontrolle = Ul) unveroffentlichte Daten aus®.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Studiendesign und Modellorganismus
2.1.1 Versuchstiere und Haltung

Die Planung und Durchfiihrung der Versuche erfolgte gemal3 den Bestimmungen des
"Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 (BGBI. | S. 1206,
1313), das zuletzt durch Artikel 20 des Gesetzes vom 9. Dezember 2010 (BGBI. | S. 1934)
geandert worden ist" sowie den Empfehlungen der Gesellschaft fiir Tierversuchskunde GV-
SOLAS?9241,

Beim Regierungsprasidium Karlsruhe wurde das Versuchsvorhaben gemal3 §8 TierSchG

beantragt und am 02.05.2012 unter dem Aktenzeichen 35-9185.817G-46/12 genehmigt.

Fiir die Versuche wurden mannliche Wistar-Ratten (Rattus norvegicus forma domestica) im
Alter von 16-18 Wochen mit einem durchschnittlichen Kérpergewicht (KG) von 5309 + 24g.
verwendet, die von der Firma Janvier (Elevage Janvier, Le Genest St. Isle, Frankreich)
bezogen wurden.

Nach Anlieferung durch den Ziichter wurden alle Tiere vor Versuchsbeginn fiir mindestens
zwei Wochen im Tierhaus des Universitatsklinikums Mannheim akklimatisiert. Die Ratten
wurden unter spezifisch pathogenfreien Standardbedingungen (SPF) gemall den
Empfehlungen der GV-SOLAS*? in Gruppen von je 4 Tieren gehalten und mit Wasser und
Alleinfuttermittel flr Ratten- und Mausehaltung (V1534-000) der Firma Sniff Spezialdiaten
GmbH (Soest, Deutschland) ad libitum erndhrt.
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2.1.2 Gruppeneinteilung

Die 40 mannlichen Wistar-Ratten wurden in 5 Gruppen zu jeweils 8 Tieren randomisiert:

Rattus norvegicus
Wistar & (RiHam:WI)
SPF, Standardbedingungen
530 g +24 g Korpergewicht
n=40

Sepsis (systemisch)
LPS 0,5 mg/kgKG i.p.

24 h vor Beginn der Beatmung

Scheinbehandlung
10 ml Ringer-Lésung i.p.

24 h vor Beginn der Beatmung

Kontrollgruppe

nativ, ohne Intervention

n=8

LPS 0,075 mg/kgKG/h i.v.

OL-PEEP, FiO,: 0,4

n=8

Gruppe LPS 0.75
6 h PCV mit 6 ml/kgKG,
OL-PEEP, FiO,: 0,4
LPS 0,75 mg/kgKG/h i.v.
n=8

Gruppe LPS 1.5
6 h PCV mit 6 ml/kgKG,
OL-PEEP, FiO,: 0,4
LPS 1,5 mg/kgKG/h i.v.
n=8

Abbildung 8: Gruppeneinteilung und Versuchsablauf

n=24 n=8 hesg
Gruppe LPS 0.075 Gruppe Ul
6 h PCV mit 6 ml/kgKG,
OL-PEEP, FiO,: 0,4 6 h PCV 6 mi/kgKG,

Bis auf die native Kontrollgruppe wurden alle Tiere tiber 6 h kontrolliert beatmet.
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2.2 Versuchsvorbereitungen
2.2.1 Induktion einer akuten Lungenschddigung mittels LPS

Fir die Versuche wurde eine standardisierte, tiber Phenol aufgereinigte Lipopolysaccharid-
Charge aus Escherichia coli des Serotype O55:B5 (Best.Nr.: L2880, Charge: 032M4082V) der
Firma Sigma verwendet.

Alle Tiere der LPS-Gruppen erhielten jeweils 24 h vor Versuchsbeginn eine Dosis von 0,5
mg/kg Korpergewicht Lipopolysaccharide intraperitoneal (i.p.) injiziert?** 24,

Dazu wurden die Tiere gewogen und eine inhalative Narkose mit 4 % Isofluran aus einem
Verdampfer flir volatile Anasthetika (Vaporizer) eingeleitet. Zur Analgesie wurden 30
pg/kgKG Buprenorphin nuchal subkutan injiziert**'. Anschlie8end erfolgte in der mittleren,
rechten Region des Abdomens eine intraperitoneale Injektion mit 0,5 mg/kgKG
Lipopolysaccharide, welche in 10 ml einer auf 37 °C temperierten Vollelektrolytldsung gel6st
waren. Damit wurde eine gleichmaBige Verteilung Gber das gesamte Peritoneum erreicht
und gleichzeitig eine Flssigkeitssubstitution durchgefiihrt.

Die Tiere aus der Ul-Gruppe erhielten nur Vollelektrolytldsung ohne LPS injiziert.

Nach dem Eingriff wurden die Tiere einzeln fiir 24 h in Isolated Ventilated Cages (IVC) unter

Standardbedingungen gehalten und regelmallig beobachtet.

2.2.2 Anasthesie und OP-Vorbereitungen

Unter inhalativer Kurznarkose, wie oben beschrieben, erfolgte eine i.p.-Injektion mit 1
mg/kgKG Midazolam und 50 mg/kgKG Ketamin. In regelmaBligen Abstanden wurden
Atemtadtigkeit und Herzaktion sowie die chirurgische Toleranz anhand des
Zwischenzehenreflex**® Giberprift.

Nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe wurden die Tiere in Rickenlage auf einer
Warmeplatte gelagert, um die Korpertemperatur im Bereich vom 37°C + 0,5°C konstant
gehalten. Beide Augen wurden vor Austrocknung geschiitzt. Einer Rasur der OP-Gebiete
folgte eine Hautdesinfektion (Softasept® N, Einwirkzeit 2 x 1 min), danach wurde steril
abgedeckt und im Bereich der Hautinzisionen jeweils 0,1 - 0,2 ml des Lokalanasthetikums

Scandicain 2 % subkutan injiziert.
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2.2.3 Arterielle und venose Katheterisierung

Unter erloschenen Schmerzreflexen wurde direkt Gber dem proximal palpablen Anteil der
A.femoralis eine 10 mm messende Hautinzision durchgefiihrt. Der operative Zugang wurde
stumpf durch das subkutane Fettgewebe in die Tiefe Richtung Gefal3-Nerven-Bilindel
erweitert. Die, die femoralen Gefal3e umgebende Faszie wurde eroffnet, die Gefdale von der
Adventitia separiert und mit Faden (USP 5/0; metrisch: 0,1) unterbunden.
Vena und Arteria femoralis wurden distal ligiert, proximal temporar okkludiert, und nach
Inzision mit folgenden PE-Schlauchen katheterisiert:
Arterie: 0,38 mm I.D.x 1,09 mm O.D. x 5 cm intravasaler Lange
verbunden Uber Einmal-Kanilen 30 G (gelb), 0,3 x 13 mm
Vene: 0,58 mm 1.D. x 0,96 mm O.D. x 3 cm intravasaler Lange
verbunden Uber Einmal-Kanilen 23 G (blau), 0,6 x 25 mm
(Innendurchmesser = 1.D.; AuBendurchmesser = 0.D.)
Alle GefaBBkatheter wurden, falls nicht kontinuierlich perfundiert, mit 100 i.E./ml Heparin

versetzter 0,9% NaCl-Lésung geblockt.

2.2.4 Tracheotomie

Unter laufender intravendser Andsthesie erfolgte in der Regio cervicalis anterior unterhalb
des Larynx eine mediane Inzision bis zum Platysma. Die Wunde wurde in stumpfer Technik
bis zur Trachea erweitert. Nachdem die Trachea freigelegt war, wurde sie mit Ligaturfaden
(USP: 6; metrisch: 8) unterminiert und zwischen 2. und 3. proximalen Cartilago tracheales
mit einem Skalpell quer inzidiert. Eine modifizierte Venenverweilkaniile Gauge 14 (2,2 mm
x 20 mm) wurde endotracheal eingebracht und mit dem vorgelegten Faden luftdicht in der
Trachea fixiert. Uber einen totraumminimierten Tubuskonnektor wurde mit einen Babylog
8000 nun druckkontrolliert beatmet (siehe 2.3.1 Beatmung). Nach Lagekontrolle durch
Inspektion und seitenvergleichende Auskultation erfolgte eine sorgfiltige Fixierung der

Kandle.
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2.3 Versuchsablauf

CMV 6 ml/kgKG
PEEP 2 cmH,0,
Recruitment-
Maneuver —\oocno Eu;:\:l;\::l&
. 1.h -
LPS i.p. Messung entnahmen
2.h Messung
0,5 mg/kgkG, 3.h Messung
Analgesie Decremental- 4.h Messung

PEEP-Trial

|

RE-recruitment

5.h Messung
6.h

7

l}lark_ose- CMV 6 ml/kgKG Baseline-
Einleitung, mit Messung
Préaparation best PEEP = 10 min
OL-PEEP PEEP
Baseline- 2 cmH,0
Messung,
10 min
PEEP
2 cmH,0

Abbildung 9: Zeitleiste des experimentellen Ablaufes

2.3.1 Total intravenose Anéasthesie (TIVA)

Die Narkose wurde nach Sicherung des Atemwegs mittels total intravendser Andsthesie
(TIVA) weiter vertieft, bis eine Spontanatmung vollstandig sistierte. Adaptiert nach den
unter 2.2.2 (perioperative Uberwachung) beschriebenen Reflexen und Parametern wurde
mit kontinuierlich intravends infundierten Ketamin-Dosen um 50 mg/kgKG/h ein tiefes
Narkosestadium Uiber die gesamte Versuchsdauer gewdhrleistet. Die hamodynamischen

Parameter flossen ebenfalls in die Beurteilung und Regulation der Narkosetiefe mit ein.

2.3.2 Beatmung

Die Tiere wurden wahrend des Versuchs durch einen neonatalen Respirator (Babylog 8000,

Drager, Libeck) im druckkontrollierten Modus beatmet.

Zu Beginn der maschinellen Uberdruckbeatmung wurde wéhrend einer 10-minitigen

Stabilisierungsphase mit folgenden Einstellungen ventiliert:
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Grundeinstellungen am Babylog 8000

Modus: IPPV (Druckkontrollierte Beatmung)

Pinsp: kontinuierlich auf ein Viga = 6 mI/kgKG adjustiert
PEEP: 2 cmH0

AF: 100/min

IE 1:1

FiO.: 0,40

Der Beatmungsdruck wurde wahrend des Versuchsverlaufs kontinuierlich adjustiert, um ein
konstantes Tidalvolumen von 6 ml/kgKG zu applizieren.

Bei Bedarf hatte die Atemfrequenz im Bereich zwischen 90 - 120 / min adaptiert werden
kdnnen, um physiologische arterielle pH-Werte zwischen 7,30 - 7,45 zu erreichen, dies

erwies sich allerdings nicht als notwendig.

2.3.3 Open lung PEEP

Nach 10-mintitiger Beatmung wurde ein Recruitment-Mandéver?'” durch Steigerung des Pinsp
auf 25 cmH,0 (ber 40 Sekunden vorgenommen?*,

Direkt darauf erfolgte ein decremental-PEEP-Trial. Ausgehend von 8 cmH,0 PEEP erfolgte
eine stufenweise Reduktion des PEEP um jeweils 2 cmH,0O, bis kein weiterer Anstieg der
dynamischen Compliance (Cayn) mehr festgestellt werden konnte?226:227,

Messungen der physiologischen Parameter wurden nach jeweils 10-mindtiger
Aquilibrationsphase mit Erreichen eines Steady-State durchgefiihrt.

Im Sinne eines ,Open lung approach” wurde erneut ein Recruitment-Mandéver durchgefiihrt
und der individuelle ,best PEEP” mit hochstem Compliance-Wert eingestellt und bis zum

Ende des Versuchs beibehalten*® 225,
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PEEP 2 - Baseline Messung

v e 1 1

Recruitment-Mandver Beste Compliance (CD )

n

25 cmH,0 Uber40s !
T = open lung PEEP

\ J
PEEP 8 - Messung nach 10 min ; ¥ "

$ Recruitment-Manoéver

25 cmH;0 40 s

PEEP 6 - Messung nach 10 min  |= = = —;
V4

. 7
Y4
v P v r y )
PEEP 4 - Messung nach 10 min  |¥ // CMV Vi 6 ml/kgKG
T / mit OL-PEEP Uber 6 h
/ \. )

PEEP 2 - Messung nach 10 min /

Abbildung 10: Ablauf des Decremental PEEP-Trial

2.3.4 Messung des transpulmonalen Drucks

Im Osophagus wurde ein mit Wasser vorgefiillter Katheter (Ch 8) vorsichtig retrokardial
positioniert und luftleer mit einem Druckmesssystem verbunden.

Die Messungen erfolgten analog der Methode von Talmor et al.?'?22%22 Der inspiratorische,
transpulmonale Druck errechnet sich aus dem Atemwegsdruck minus intradsophagealem

Druck. (Ptp = PAW - Pes)-

2.3.5 Physiologische Messparameter

Gemessene Beatmungsparameter: Einheit:
Atemfrequenz (AF) [1/min]
Fraktion der inspiratorischen Sauerstoffkonzentration (F0,) []
Tidalvolumen (Vt) [ml]
Atemwegsdruck (P, ) [cmH,0]
positiv-endexspiratorischer Druck (PEEP) [cmH,0]
Intrabsophagealer Druck (P_) [cmH,0]
Differenz in-/exspiratorischer Osophagus Druck (A P [cmH-0]

Tabelle 3: Gemessene Beatmungsparameter
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Die Beatmungsparameter wurden mit dem am Babylog 8000 vorhandenen Druck- und

Flowsensoren (patientennahes Anemometer) gemessen und am PC registriert.

Errechnete Beatmungsparameter: Einheit:
Inspiratorischer, transpulmonaler Druck (Pyp)
Ptp - PAW - Pes [CmH2O]
Dynamische Compliance des respiratorischen Systems (CDyn)
c AV V; [ ml
Dyn — Ap - PAW _ PEEP CmHzO
Compliance des Thorax (Chest-wall) (C_,)
AV V, [ ml
= A= cmH,0
v Ap PPleura ’
Compliance der Lunge (C)
AV v, [ ml
L[ =—= —— cmH-,0
Ap PAW B PPleura
Elastance des Respiratorischen Systems (E.)
H
o _Ap _ Py — PEEP [ Izo]
= —_— = m
RS = Av V,
Elastance der Thoraxwand (Chest-wall) (E,)
E _ A_p _ P Pleura [Cmr:le]
W= Ay V,
Elastance der Lunge (E,)
cmH,0
Ap PAW - PPleura [ ’ ]
EL = —= ml
AV V:
Horovitz-Oxygenierungsindex (HQ)
HQ = Pa 0> [mmHg]
F;0,

Tabelle 4: Errechnete Beatmungsparameter

Fir die fortlaufende Erfassung in Echtzeit und Speicherung der Messwerte aus

Druckwandler-Dom und EKG wurde das Messsystem MABEL (Sonderanfertigung der
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Fachhochschule Mannheim, Medizintechnik) mit der Software IS Med (Fachhochschule

Mannheim) verwendet. Die invasive Messung von Blutdruck und Herzfrequenz erfolgte Giber

einen an den arteriellen Zugang angeschlossenen Druckwandler-Dom.

3

Gemessene hamodynamische Parameter: Einheit:
Herzfrequenz (HF) [1/min],
Blutdruck (RR) [mmHg]
Volumenbilanz (Vol./h) [ml/h]
Katecholamine (Norepinephrin) [ug/gKG/min]
Errechnete hamodynamische Parameter: Einheit:
Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

MAP = RRuiastoticcn + (RRsystolisch — RRdiastolisch) (mmHg]

Tabelle 5: Himodynamische Parameter

Arterielle Blutgasanalysen erfolgten durch Entnahmen von jeweils 0,2 ml des unverdiinnten

Blutes aus dem arteriellen Katheter in eine heparinisierte 1 ml-Spritze und wurden direkt in

einem Cobas b 121 Blutgasanalysegerat (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland) gemal3 den Angaben des Herstellers analysiert.

HCO; = 0,0304 x pCO, X 10®H - 6,1)

Gemessene arterielle Blutgasparameter: Einheit:
pH-Wert (pH) [Hlog(H")]
Arterieller Sauerstoff-Partialdruck (p.O,) [mmHg]
Arterieller Kohlenstoffdioxid-Partialdruck (p.CO,) [mmHg]
Hamoglobinkonzentration (Hb) [g/dl]
Arterielle Sauerstoffsattigung des Himoglobin (S.0,) [%]
Errechnete arterielle Blutgasparameter Einheit:
Standard Base Excess
/1

SBE =0,02786 X paCO, x 10PH6D 4+ 1377 x pH- 124,58 | "o/

Hydrogencarbonat
[mmol/I]

Tabelle 6: Arterielle Blutgasparameter
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2.3.6 Intravenose Endotoxindamie

Wahrend der 6-stiindigen Beatmungsdauer unter Narkose wurde durch kontinuierliche

intravendse Infusion von Lipopolysacchariden eine systemische Endotoxindamie induziert.

LPS0.075 Endotoxinamie: 0,075 mg LPS / kgKG/ hi.v.
LPS 0.75 Endotoxinamie: 0,750 mg LPS / kgKG / h i.v.
LPS 1.5 Endotoxinamie: 1,500 mg LPS / kgKG / hii.v.

2.3.7 Kreislauf- und Volumenmanagement

Zur basalen Flussigkeitssubstitution wurden, angepasst an die hamodynamische Situation,
kontinuierlich  zwischen 10-14 ml/kgKG/h  Vollelektrolytldsung infundiert. Bei
persistierender Hypotonie (MAP < 60 mmHg) wurde ein einmaliger Fliissigkeitsbolus von
zwei Millilitern Vollelektrolytlosung i.v. gegeben und die Infusionsrate bis auf max. 40
ml/kgKG/h gesteigert.

Falls dies zur Stabilisierung des Blutdrucks nicht ausreichend war, wurde mit einer
kontinuierlichen Noradrenalin-Applikation (0,03 - 1,6 ug/kg/min) i.v. begonnen.

Die Ketamin-Dosis wurde im narkotischen Dosisbereich entsprechend adjustiert, um einer

Kreislaufdepression entgegenzuwirken und eine Spontanatmung zu verhindern.

2.4 Versuchsende

Nach 6 Stunden Beatmungsdauer wurden abschlieBende physiologische Messungen
durchgefiihrt und den Tieren 6 ml Vollblutproben entnommen. Der PEEP wurde dabei auf 2
mmH-0 reduziert, um eine Vergleichbarkeit mit der Baseline-Messung zu gewahrleisten.
Durch Vertiefung der intravendsen Narkose wurden die Tiere euthanasiert und unmittelbar
nach Kreislaufstillstand gewogen.

Die sofortige Organentnahme erfolgte Giber eine mediane Laparotomie und Thorakotomie.
Nach Er6ffnung des Abdomens wurden die Tiere durch Inzision der inferioren V. cava
exsanguiert. Nachdem das Diaphragma entlang des Pars costalis von abdominal nach
thorakal er6ffnet war, wurden als nachstes Trachea, Lungen und Herz als Paket entnommen

und zugeschnitten. Die rechten Lungenlappen wurden umgehend in fliissigem Stickstoff
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schockgefroren und in Kryo-Tubes bei -80°C fiir weitere Untersuchungen gelagert. Der
komplette linke Lungenfliigel wurde fiir die histologische Aufarbeitung in 4% Formalin

fixiert.

2.4.1 Plasma-Proben

Bei Versuchsbeginn (Baseline) wurde 1 ml und bei Versuchsende 6 ml Vollblut in mit
Lithiumheparin beschichtete Probenrohrchen entnommen. Unmittelbar nach der
Entnahme erfolgte eine Zentrifugation mit 10.000 U/min Gber 15 min, anschlieBend wurde

das Plasma abpipettiert und bei -20°C gelagert.

2.4.2 Histologische Untersuchungen: Schnittebenen

Vor dem Zuschnitt wurde auf den in vivo anterior liegenden Lungenanteilen die viszerale
Pleura mit Tusche markiert, um eine korrekte Lagezuordnung bei Paraffineinbettung und
spaterer Auswertung unter dem Mikroskop zu gewahrleisten.

Um eine der interindividuellen Lungengrof3e anatomisch angepasste, jeweils gleichartige

Schnittebene zu erhalten, wurde in der Transversalebene wie folgt geschnitten:

Schnitt B erfolgte im Bereich des Hilus auf Hohe der linken Arteria pulmonalis
Schnitt A halbierte das mit Schnitt B entstandene apikale Lungenstiick
Schnitt D/ E erfolgte 5-6 mm oberhalb des basalen Lungenendes

Schnitt C halbierte das zwischen Schnitt B und D entstandene Lungenstiick

Auf den so erhaltenen Schnitten A bis E wurden in den folgenden histologischen
Untersuchungen jeweils 1 mediales (m) und je 2 anteriore (a) und posteriore (p) Areale
ausgewertet.

Fir die Messungen wurde jeweils ein reprasentatives Gesichtsfeld ausgewahlt in dem

moglichst viel alveoldres Parenchym abgebildet war.
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apikal

Jousjue
Jousysod

Joueysod
Jousjue

Abbildung 11: Schnittebenen A-D des linken Lungenfliigels und Ubersicht des histologischen Praparats (HE-Farbung)

Tuschemarkierung ist griin dargestellt.

Diese Vorgehensweise wurde neu entwickelt, um pathophysiologische Veranderungen des

Lungenparenchyms auch bei inhomogener Verteilung systematisch zu erfassen.
2.4.3 Paraffineinbettung und Mikrotomschnitt

Das formalinfixierte Gewebe wurde in einzelnen Kapseln in einem Einbettungsautomat
(Leica TP1020) zuerst in Alkohol aufsteigender Konzentration dehydriert, aus absolutem
Ethanol in Xylol Giberfiihrt und anschlieBend mit heillem Paraffinwachs impragniert. Die in
Paraffin eingebetteten Organproben wurden gemal der beschriebenen Schnittebenen
ausgeblockt und anschlieend mit einem Rotationsmikrotom (Leica RM 2165) in 3um dicke
Scheiben geschnitten, welche im gewdarmten Wasserbad gestreckt und auf beschichtete

Objekttrager (Super Frost Objekttrager) aufgezogen wurden.
2.4.4 Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE-Farbung)

Die getrockneten Schnitte wurden 3-fach in Xylol und anschlieBend in absteigender
Alkoholreihe entparaffinisiert und mit Hamatoxylin-Eosin nach Laborstandard gefarbt. Zur

Konservierung wurden die Schnitte mit Entellan® und einem Deckglas bedeckt.
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2.4.5 Histologische Beurteilung des Lungenparenchyms

Das Ausmall der pathologischen Veranderungen wurde in den HE-gefdarbten

Lungenschnitten anhand einer flinfstufigen Punkteskala nach den in der folgenden

Tabelle dargestellten Kriterien bewertet®® 2424,

Histologische Beurteilung des Lungenparenchyms

Atelektasen:

0 | normal, weniger als 10% der Alveolen kollabiert

1: | mehr als 10% der Alveolen kollabiert

2: | mehr als 25% der Alveolen kollabiert

3: | mehr als 50% der Alveolen kollabiert, Alveolarsepten erkennbar
4: | mehr als 75% der Alveolen kollabiert, Alveolarsepten verstrichen

Emphysem: (Overinflation)

0: | keine oder 100% Atelektasen

1: | mehrere Alveolen 2x so grol3 wie der Durchschnitt in der Umgebung
2: | mehrere Alveolen 4x so grol3 wie der Durchschnitt in der Umgebung
3: | mehrere Alveolen 8x so grof3 wie der Durchschnitt in der Umgebung
4: | gro3e Bullae

Inflammation:

Innerhalb des untersuchten Gesichtsfeldes (100x SF18) wurden in 3 Arealen in starkerer

Vergrol3erung (400x SF18) die vorhandenen Leukozyten gezahilt.

0: | <10 Leu. / GF 400x
1: | 10-20 Leu. / GF 400x
2: | 20-30 Leu. / GF 400x
3: | 30-40 Leu. / GF 400x
4: | >40 Leu. / GF 400x
Odeme:

Die Beurteilung erfolgte anhand der intraalveoldaren hyalinen Membranen und oder
anhand der Breite der Odeme in der perivaskuldren Adventitia / Interstitium.

0: | keine

1: | leicht

2: | mittel

3: | stark

4: | extrem

Hamorrhagie:

0: | keine, oder <10 extravasale Erythrozyten

1: | einzelne Erythrozyten (>10) extravasal / intraalveolar

2: | an mehreren Stellen extravasale / intraalveoldre Erythrozyten
3: | GefaBdefekt mit starker Extravasation von Erythrozyten

4: | in mehr als 50% des Gesichtsfelds extravasale Erythrozyten (100x SF18)

Tabelle 7: Scoring System zur Auswertung der histopathologischen Veranderungen
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2.4.6 Immunohistochemie

Zur spezifischen Darstellung der untersuchten Proteine wurden die histologischen Schnitte
mittels indirekter Immunohistochemie (IHC) nach der Avidin-Biotin-Methode®*” angefarbt
und ausgewertet.

Die aufgezogenen Schnitte wurden dazu zuerst Gber Xylol und in absteigendem Ethanol
entparaffiniert. AnschlieBend mussten die im formalinfixierten Gewebe vernetzten
antigenen Proteinstrukturen zundchst wieder demaskiert werden. Dieses sogenannte
Antigen-Retrieval erfolgte in 0,1 M Natrium-Citrat-Puffer-L6sung, worin die Schnitte in
einem Mikrowellenofen tber 20 min gekocht wurden. Nach dem Abkiihlen und zwischen
allen folgenden Blockadeschritten wurde mehrfach in 10 mM Tris-Puffer-L6sung (TBS) bei
pH 8,0 gewaschen. Die endogene Peroxidase-Aktivitait konnte durch 30-minitige
Inkubation in Methanol-Losung, die zu 2% Wasserstoffperoxid enthielt, blockiert werden.
Durch 15-min Inkubation in einer feuchten Kammer mit Avidin, Waschen und Inkubation
mit Biotin, wurde endogenes Biotin blockiert. Anschliefend wurde mit Pferde-Serum
inkubiert, um  zufdllige Antigenibereinstimmungen im  Schnitt mit den
Sekundarantikdrpern zu blockieren. Zur Kontrolle der suffizienten Blockade aller
endogenden Reagibilitaiten wurde bei jeder Farbeserie eine Negativkontrolle mitgefarbt,
bei der alle Schritte bis auf den primaren Antikorper ausgefiihrt wurden.

Nach durchgefiihrter Blockade und Waschen in TBS wurden die Schnitte mit dem 1:100
verdiinnten Primarantikorper (polyklonaler Maus-Ig) gegen a-Aktin (sc-130617; Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA) liber 12 h in einer feuchten Kammer bei +4°C
inkubiert.

Nach doppeltem Abwaschen wurde biotinilierter horse-anti-mouse Sekundarantikorper
(BA-2000; Vector Laboratories, USA) 1:200 verdiinnt aufgetropft und die Schnitte 45 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach doppeltem Waschen in TBS konnten die Schnitte
entwickelt werden.

Mit frisch angesetzter ABC-Losung, die aus Avidin-Peroxidase-Komplexen mit sehr hoher
Affinitat zum Biotin auf den Sekundarantikorpern besteht, wurde 30 min inkubiert und
abgewaschen. Zum Schluss wurde mit Wasserstoffperoxid (H.O,) versetztes 3,3'-
Diaminobenzidin (DAB) in gepufferter Losung zugegeben. Durch Oxidation an den
Peroxidasekomplexen entsteht in der Anwesenheit von H,O, aus DAB ein brauner

Niederschlag als Nachweisreaktion fiir die an Zielantigene gebundenen Primarantikorper.
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Zur besseren histologischen Ubersicht wurden die Schnitte anschlieBend noch, wie unter

2.4.4 beschrieben, mit Hamatoxylin gefarbt und mit Entellan eingedeckelt.

2.4.7 Bilddatenanalyse

Fir die Bilddatenanalyse wurden alle IHC gefarbten Schnitte auf einem BX51-Mikroskop
Uber ein Ultraplan-Apochromat Objektiv in 200-facher Vergro3erung im Hellfeld mit einer
Color-View2 Digitalkamera unter gleichen Einstellungen fotografiert und mit der Software
Cellf imaging (alles von Olympus, Tokyo, Japan) ausgewertet.

Pro Tier wurden 10 nicht Gberlappende Bilder innerhalb der apikalen Schnittebene A und
der basalen Ebene D (siehe 2.4.2) jeweils zwei anteriore, ein mediales und zwei posteriore
Bilder zufdllig ausgewahlt und gespeichert.

Zur Quantifizierung der a-Aktin (a-SM1) positiven Strukturen haben wir die durch DAB
orange-braun gefarbte Flache gemessen, indem zunachst die roten Bildanteile mit einem
Grin-Filter kontrastiert und anschlieBend mit einer Farbspektrum-Analyse jener
Spektralbereich gemessen wurde, der nahezu exakt den IHC positiv markierten Bereich
erfasste.

In einem zweiten Schritt erfolgte die Messung der auf den Schnitten leeren Flachen, wofiir
zunachst feine zelluldre Strukturen durch einen kontrastierenden Despeckle-Filter (DEC-
Filter)>*® verstarkt wurden wund anschlieBend mit einer Farbspektrum Analyse

naherungsweise der Luft-Flachenwert (% Air Space) bestimmt werden konnte.

31



Material und Methoden

\t, SRS e "\
& S o | 3. f 1
3 P - . L
' B - o . '
4 : \ R 3
& . s LA §
1 b tAE |
X ¢
o W . ¢ ¥
. e & .
> | Do »
r 2 3 24 k
! v
b J W j
A\ e AR L =
§ o)
ok 4~

gu W8 b A
S "y L
Ty oA i
1 IR o e ¢
LS el v . e

Abbildung 12: Originalbild, alveolares Parenchym a-SM1 IHC, 200-fach
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Abbildung 13: Griinfilter

Abbildung 15: Messung der a-SM1 + Flache (griin) Abbildung 16: Messung des Air Space (griin)

Die gemessenen a-SM1-Werte wurden um den, je nach Bild und Schnittebene, sehr
variablen, alveoldren Luftanteil rechnerisch korrigiert, sodass sich die Angabe des a-SM1

Anteils auf 100% Parenchym bezog:

a-SM1 Flache gemessen [%]
100

a-SM1 Flache korrigiert [%] = < (100 - alveolare Luft [%])

Abbildung 17: Formel zur Berechnung des korrigierten a-SM1 Anteils
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2.5 Messung der Zytokinkonzentrationen aus Plasmaproben

Aus den bei Versuchsende entnommenen Plasmaproben wurden die Konzentrationen der
folgenden rattenspezifischen proinflammatorischen Zytokine ab der angegebenen

Nachweisgrenze (MDD) bestimmt:

TNFa Rat Tumor-Nekrose-Faktor-a MDD: 5 pg/mi
IL1B Rat Interleukin 1 3 MDD: 5 pg/ml
IL6 Rat Interleukin 6 MDD: 21 pg/mi

CINC-1 Rat cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1 MDD: 1,1 pg/mi

Die Messungen wurden durch einen quantitativen Sandwich-Enzymimmunoassay
(Quantikine® ELISA Testsystem) der Firma R&D Systems gemadl3 deren Angaben
durchgefiihrt und mit dem Microplate Reader Infinite M 200 PRO der Firma Tecan
spektralphotometrisch gemessen und berechnet.

Die Proben wurden auf Mikrotiterplatten mit vorgelegten coat-Antikorpern gegeben und
zwischen den Inkubationsschritten mehrfach gewaschen und ausgeklopft. Nach Inkubation
mit Primar- und Sekundarantikorper wurde die chromogene Nachweisreaktion durch mit
Wasserstoffperoxid  (H.0,)  versetztem  Tetramethylbenzidin  (TMB) an  den
peroxidasebesetzten Sekundarantikorpern erzeugt, mittels verdiinnter Salzsaure gestoppt
und die Extinktion des TMB gemessen.

Fir jede Mikroplatte wurden Standardextinktionskurven aus den mitgelieferten,
rekombinanten Zytokinen bekannter Konzentrationen neu erstellt und von jeder
Plasmaprobe 3 Ansatze gemessen, woraus die jeweilige Zytokinkonzentration als Mittelwert

berechnet werden konnte.

2.6 RNA-Expressionsanalyse
2.6.1 Isolation der Ribonukleinsduren

Die RNA-Isolation aus den schockgefrorenen und bei -80°C gelagerten Organproben

erfolgte mit der Single-Step Methode nach Chomcynski und Sacchi®*°.
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Das tiefgekiihlte Gewebe wurde in ca. 100 mg wiegende Probewiirfel aus alveolarem
Parenchym geschnitten, in TRIzol® Reagenz (Invitrogen) gegeben und homogenisiert, um
die zytosolischen Bestandteile aufzuschlieBen und mittels des enthaltenen Phenols und der
Thiocyanate die endogenen Ribonukleasen zu inhibieren. Nach einer Reaktionszeit von 15
min erfolgte eine Phasentrennung durch Zugabe von Chloroform, Mischen und
Zentrifugation. Die RNA-enthaltende wassrige Phase wurde mit Isopropanol zu einem
Nukleinsaure-Pellet prazipitiert und in wiederholten Aufreinigungsschritten mit 75%
Ethanol gewaschen. Nach 5- bis 10-minutiger Lufttrocknung wurde die isolierte RNA in 30ul

RNase-freiem Wasser gel6st und fur weitere Analysen bei -80°C zwischengelagert.

2.6.2 Entfernung endogener DNA und DNase

Um eventuell enthaltene zellulare DNA (aus der Interphase der Phasentrennung) zu spalten
und endogene DNasen aus den RNA Proben zu inaktivieren, wurde ein DNA-free Kit der
Firma Applied Biosystems verwendet.

Zunachst wurden die RNA-Proben mit rekombinant hergestellten DNase-lI 1:50 versetzt,
gemischt und nach 20-mindtiger Inkubationszeit ein DNase deaktivierendes Reagenz aus
dem Kit 1:25 zugegeben, gemischt und 2 Minuten gewartet. AnschlieBend wurde 1,5 min
bei 10.000 U/min zentrifugiert und der DNA- und DNase-freie Uberstand in neue, hochreine

Eppendorf-Tubes pipettiert.

2.6.3 Messung und Angleichen der RNA Konzentration

Die spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung der RNA-Proben erfolgte auf einer
NanoQuant Plante™ in einem Microplate Reader Typ Infinite M 200 PRO (Tecan) indem bei
Absorptionsmaximum A=260 nm Nukleinsdauren und bei A=280 nm Proteine gemessen
wurden. Aus der gemessenen optischen Dichte (OD) wurde die RNA-Konzentration [ng/pl]
= ODas0 X 40 ng/pl berechnet. Die Quotienten aus OD,s und OD,s der verwendeten Proben
waren alle > 2,0 , sodass keine relevanten Verunreinigungen mit Proteinen oder

genomischer DNA vorlagen.
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2.6.4 cDNA-Synthese durch Reverse Transkriptase

Zur cDNA-Synthese aus den isolierten RNA-Proben wurde ein kommerzielles High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit mit RNase Inhibitor von Applied Biosystems verwendet.
Gemal} dem Protokoll des Herstellers wurden auf Eis in hochreine Reagenzgefalle je 1 pug
RNA in 10 pl nukleasefreiem Wasser gelést und dann mit je 10ul des Mastermix (Buffer, ANTP
Mix, RT Random Primers, Reverse Transcriptase, RNase Inhibitor, Nuclease-free H,O)
zugegeben und gemixt. AnschlieBend wurde in einem peqSTAR 2X Thermocycler (Firma
PEQLAB) mit folgendem Programm prozessiert:

25°C: 10 min, 37°C: 120 min, 85°C: 5 min.

2.6.5 Real-Time-quantitative-Polymerase-Chain-Reaction (q-PCR)

Die quantitative Analyse der RNA-Expression erfolgte durch Echtzeitmessung der
amplifizierten DNA aus einer Polymerase-Kettenreaktion mit ausgewahlten Primern nach
der Methode von Schmittgen TD et al.>*°.

Folgende fiir Rattus norvegicus spezifische Primer des TagMan® Gene Expression Assay (Life

Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) wurden verwendet:

B-Actin (Rat Actb) Rn00667869_m1
CINCA1 (Rat Cxcl1)  Rn00578225_m1
Col1a1 (Rat COL 1) Rn01463848_m1
Col3a1 (Rat COL ) Rn01437681_m1
IL1B (Rat l11b) Rn00676330_m1
IL6 (Rat 1l6) Rn99999011_m1
TNFa (Rat Tnf) Rn99999017_m1

Auf 96-well Platten wurden 25 ng cDNA-Probe in 9 ul mit 1 pl TagMan® Assay Primer (Sense
und Antisense) und 10 pl Fast Advanced Master Mix angesetzt. Jeder Parameter wurde 3-
fach angesetzt und gemessen. Zudem wurde fiir jeden Primer und Mastermix eine
Negativkontrolle angesetzt. Eine Amplifikation des [3-Actin-Gens wurde als Positivkontrolle

der PCR gewertet.
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Die Proben wurden in einem 7900HT Fast Real-Time PCR System (Life Technologies GmbH)
vollautomatisiert gemal3 den Angaben des Herstellers prozessiert und die entstehende DNA
durch die Fluoreszenz der TagMan-Sonden gemessen. Im exponentiellen Teil der
Amplifikationskurven wurde der Schwellenwert zur Messung in Bezug zur Baseline gesetzt
und die Steigung in Relation zur Anzahl der durchgefiihrten Amplifikationszyklen.

Zur Bestimmung der basalen Expressionsrate (endogene Kontrolle) wurde als
Housekeeping Gen in allen Gruppen B-Actin gemessen und die Expression der eingesetzten
Primer (Zielparameter) in Relation zur Expression in der nativen Kontrollgruppe berechnet.
Die relative Expression (Fold Change) der untersuchten Gene wurde nach der 22 Methode

(Livak, K. J. et al.) berechnet?'.

C: = Anzahl der PCR Zyklen

ACt = Ct getestes Gen — Ct endogene Kontrolle

AACt :Act Probe 1 — ACt Kalibrator
Fold Change =22 (= Relative quantification = RQ)
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2.7 Statistische Analysen

Zur Planung der Experimente wurde anhand von vorhergehenden Studiendaten® '® die
Testhypothese aufgestellt, dass im pulmonalen Parenchym die Expression von Prokollagen
3 mit steigender LPS-induzierter systemischer Inflammation absinken wird (H;) oder kein
Unterschied zur unbehandelten Gruppe besteht (Ho) und daraus der Stichprobenumfang
berechnet. Bei einer GruppengréfRe von 8 Tieren ergab sich eine Teststarke (Power) von 1-3
= 0,8, um filr die 0.g. Hypothese ein Signifikanzniveau von a = 0,05 zu erreichen. Dabei
wurde eine EffektgrofBe von d = 2,2 berilcksichtigt und multiple Vergleiche (n = 3)
(a*=0,0167, a* Bonferroni-Ungleichung) angestellt.

Die physiologischen, histologischen und biochemischen Daten aus den Versuchen wurden
auf Normalitdt und Homogenitdt der Varianzen mittels Shapiro-Wilk-Test (Normalverteilung
der Grundgesamtheit einer Stichprobe) und Levene-Test (Gleichheit der Varianzen)
getestet. Beide Bedingungen wurden in den physiologischen Datensatzen erfillt, sodass
eine einfaktorielle ANOVA (Varianzanalyse) erfolgte, die ggf. mit Holm-Sidak's post-hoc Test
erganzt wurde.

Die physiologischen Daten werden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben.
Die Daten der Lungenhistologie und die biochemischen Messwerte werden als Mediane mit
25-75% Quartilen angegeben und nach Kruskal-Wallis getestet, gefolgt von Tukey's post-
hoc Test zur Angabe der Whisker.

Korrelationen wurden mit Spearman’s Rangkorrelationskoeffizienten bestimmt.
Statistische Analysen wurden mit der Software SigmaPlot 11.0 (Systat Software GmbH,
Erkrath, Germany) berechnet und dargestellt.

Weitere statistische Auswertungen wurden mit der Software SAS 9.4 (SAS Institute Inc. Cary,
NC, USA) durchgefiihrt und grafisch dargestellt.

Zur Darstellung der histologischen Untersuchungen wurde zur Testung der Signifikanz ein

Bonferroni-korrigierter T-Test verwendet.

Bei allen Tests wurde das Signifikanzniveau ab p < 0,05 angenommen.
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3 ERGEBNISSE

Alle 32 narkotisierten und beatmeten Tiere Uiberlebten bis zum Ende des Experiments.

Aus den kontinuierlich aufgezeichneten Messdaten wurden die Zeitpunkte Baseline (BL)
10 min nach Beginn der mechanischen Ventilation und Ende (End) nach 6 Stunden
Beatmung statistisch ausgewertet.

Alle 3 LPS-Gruppen starteten unter den gleichen Vorbehandlungen zum Zeitpunkt BL, daher

sind die 24 Datensatze zusammengefasst dargestellt (LPS all BL).

3.1 Physiologische Daten
3.1.1 Beatmung

Am Ende des Versuchs lag der Horovitz-Index (p.O./ FiO,) der behandelten Gruppen LPS
0.75 (329,19 + 88,1 mmHg; p < 0,05) und LPS 1.5 (318,38 £+ 45,1 mmHg; p < 0,05) jeweils
signifikant niedriger als in der unbehandelten Gruppe Ul (487,25 + 25,3 mmHg) und der
Gruppe LPS 0.075 (437,19 + 67,8 mmHg).

Die librigen Beatmungsparameter unterschieden sich nicht signifikant voneinander und
lagen in den im Protokoll festgelegten Bereichen. Dabei wurde das Tidalvolumen V;
kontinuierlich auf V. 6 ml/kgKG adjustiert, die maximale Abweichung lag bei + 0,04 ml/kgKG.
Nach dem initialen Recruitment und decremental PEEP-Trial verbesserte sich die
dynamische Compliance des respiratorischen Systems zunachst in allen Gruppen. Im Verlauf
der nachsten 4 Stunden fiel sie in allen Gruppen ab und erreichte dann ein konstantes
Niveau. Dies ist in den Verlaufsgrafiken der pulmonalen Parameter ersichtlich (s. Abbildung

18).
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Ul Ul LPS LPS LPS LPS
all 0.075 0.75 15
BL End BL End End End
(n=8) (n=8) (n=24) (n=8) (n=8) (n=8)
AF 100,00 100,00 100,00 101,13 100,25 100,75
[1/min] +0,0 +0,0 +0,0 +3,0 +0,7 +2,1
Pinsp 13,13 13,63 10,62 14,38 14,13 13,75
[cmH,0] +2,8 +0,9 +1,3 +24 +1,2 +1,1
PEEP 1,99 1,98 1,97 2,25 1,99 2,25
[cmH,0] +0,0 +0,0 +0,1 +0,7 +0,0 +0,7
OL-
3,74 3,5 2,75 3,75
PEEP +0,7 +0,9 +1,0 +0,7
[ecmH,0]
E:s 3,28 3,46 2,87 4,06 3,99 3,95
[ ml +0,7 +0,3 +04 +0,8 +04 +04
cmH,0
E.w 1,08 1,21 1,05 1,16 1,18 1,58
[ ml +0,8 +0,6 +0,2 +0,3 +0,3 +0,3
cmH,0
E. 2,46 2,62 1,83 3,00 3,05 2,84
[ ml +0,6 +0,3 +04 +0,7 +0,3 +04
cmH,0
paOz 423,68 487,25 493,96 437,19 329,19 318,38
Fi
0, +396 +25.3 +30,1 +678 | +8818° | +£45/1CF
[mmHg]

Tabelle 8 : Beatmungsparameter
Angegeben ist obenstehend der Mittelwert und darunter die Standardabweichung ().
A:p < 0,05 UlEnd vs. LPS 0.075

D: p < 0,05 LPS 0.075 vs. LPS 0.75

B:p < 0,05 Ul End vs. LPS 0.75
E:p <0,05LPS 0.075vs.LPS 1.5

C:p<0,05UlEndvs.LPS 1.5
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3.1.2 Beatmungsparameter im Verlauf

Verlauf der pulmonalen Compliance
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Abbildung 18: Verlauf der pulmonalen Compliance tber die Zeit

Messwerte angegeben mit Symbolen fiir Mittelwerte und Standardabweichung als Whisker.

Verlauf des Horovitz-Quotienten
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Abbildung 19: Verlauf des Horovitz-Quotienten Uber die Zeit

Messwerte angegeben mit Symbolen fiir Mittelwerte und Standardabweichung als Whisker.
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3.1.3 Hamodynamik und Fliissigkeitsbilanz

Die Herzfrequenz der septischen Tiere LPS BL (354,00 + 52,6 1/min) lag initial signifikant
hoher (p = 1x107) als diejenige der scheinbehandelten Tiere (Ul) (205,5+ 35,1 1/min). Am
Ende des Experiments wurden, verglichen mit Ul End (194,25 + 15,6 1/min), in den Gruppen
LPS 0.75 (248,25 + 15,6 1/min; p < 0,05) und LPS 1.5 (246,38 + 54,5 1/min; p < 0,05) ebenfalls
signifikant schnellere Herzfrequenzen gemessen. Komplementare Veranderungen wurden
bei den Blutdruckmessungen festgestellt: Verglichen mit Ul End (74,69 + 5,8 mmHg) hatten
die Gruppen LPS 0.75 (63,75 + 6,6 mmHg; p < 0,05) und LPS 1.5 (62,19 + 5,5; p < 0,05) bei
Versuchsende signifikant niedrigere MAP-Werte. Der Zielwert des MAP von > 60mmHg
konnte durch Volumengaben und Katecholamine auch in den ausgepragt septischen
Phasen des Versuchs in allen Gruppen gehalten werden. Der zur Stabilisierung notwendige
Bedarf an Volumen und Katecholamin nahm mit steigender LPS-Dosis zu und unterschied

sich in den beiden LPS-hochstdosierten Gruppen nicht mehr signifikant.
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Hamodynamik und Flussigkeitsbilanz

Ul Ul LPS LPS LPS LPS
all 0.075 | 0.75 1.5
BL End BL End End End
(n=8) (n=8) (n=24) (n=8) (n=8) (n=8)
HF 205,5 194,25 354,00¢ 210,75 248,258 246,38¢
[1/min] + 35,1 +15,6 +52,6 +15,7 +15,6 + 54,5
84,88 74,69 99,90 66,25 63,758 62,19¢
MAP [mmHg]
+13,5 +538 +13,6 +58 +6,6 +55
Gewichts- 51,88 94,69 A 133,582+ | 131,88%F
zunahme [g] +16,7 +11,0 16,4 +184
Max. Nor-
0,00 21,56 75,918 61,99¢
epinephrin - -
+0 +45,8 +444 +49,2
[Mg/gKG/min]
MW
83,78 104,23 101,43 105,31
Ketamin
+ 10,91 +12,18 +6,52 + 5,39
[mg/kgKG/h]
Tabelle 9: Himodynamische Parameter
Angegeben sind der Mittelwert (oben) + Standardabweichung (darunter)
A:p < 0,05 UlEnd vs. LPS 0.075 B:p < 0,05 Ul End vs. LPS 0.75 C:p<0,05UlEndvs.LPS 1.5
D: p < 0,05 LPS 0.075 vs. LPS 0.75 E:p <0,05LPS 0.075vs.LPS 1.5 F:p <0,05LPS 0.75vs. LPS 1.5

G:p <0,05UIBLvs. LPS all BL
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3.1.4 Blutgasanalysen

Bei den LPS-behandelten Tieren kam es im Verlauf der 6-stlindigen Beatmungsdauer zu
einem Abfall des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks bei gleicher F,O, und simultan zu einem
Anstieg des CO,-Partialdrucks bei gleichen Atemminutenvolumina. Der pH-Wert der Tiere
mit Sepsis (LPS all BL) lag bereits bei der ersten Messung im leicht azidotischen Bereich und

blieb gegen Versuchsende signifikant niedriger als in der Vergleichsgruppe Ul.

Ul Ul LPS LPS LPS LPS
all 0.075 | 0.75 1.5
BL End BL End End End
(n=8) (n=8) (n=24) (n=8) (n=8) (n=8)
P.O,/FiO; 423,68 487,25 493,96 437,19 329,19%° 318,38 CF
[mmHg] +39,6 +253 + 30,1 +67,8 + 88,1 + 45,1
P.O; 169,471 193,571 174,875 131,675 127,35
[mmHg] +15,84 +11,68 * +27,14 +35,25 +18,03
P.CO; 43,9 43,14 51,34F 50,06 57,358P 55,33¢
[mmHg] +4,4 +3,6 +5,8 +5,2 +5,8 +5,0
pH 7,352 7,364 7,30 7,339 7,268 7,305¢
[—Iog(H+)] +0,04 +0,03 +0,0 +0,06 +0,05 +0,05
S.0; 94,957 96,8 95,287 91,55 84,162
[%] +1,52 +0,33 * +1,09 +3,49 +22,51
HCOs 22,638 23,214 24,212 22,687 24
[mmol/I] +1,66 +1,73 * +1,86 +1,78 +2,30
BE -1,888 -1,285 0,0875 -1,637 -0,075
[mmol/I] +2,06 +2,16 * +2,20 +2,23 +2,74
Hb 15,587 11,315 10,075 8,387 9,862
[g/dl] +1,03 +1,28 * +1,13 +0,79 +0,93

Tabelle 10: Blutgasanalysen

Angegeben ist der Mittelwert (oben) + Standardabweichung (darunter)
A:p < 0,05 UlEnd vs. LPS 0.075 B:p < 0,05 Ul End vs. LPS 0.75
D:p < 0,05LPS 0.075 vs. LPS 0.75 E:p <0,05LPS 0.075vs.LPS 1.5

C:p<0,05UlEndvs.LPS 1.5
F:p < 0,05 UIBL vs. LPS all BL
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3.1.5 Zytokinkonzentrationen im Plasma (ELISA)

Mit steigender LPS-Dosierung wurde bei Versuchsende ein signifikanter Anstieg der
gemessenen proinflammatorischen Parameter im Vergleich zur Ul-Gruppe festgestellt.
Durch Verdoppelung der LPS-Dosis von 0,75 auf 1,5 mg/kg/h konnte nur fiir Interleukin 13
ein weiterer, signifikanter Anstieg festgestellt werden.

Die TNF-a und II-1 Konzentrationen lagen in der Ul BL-Gruppe unterhalb der minimalen

Nachweisgrenze (MDD) von 5 pg/ml.

Ul LPS 0.075| LPSO0.75 LPS 1.5
End End End End
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
TNF-a < § MDD 11,44 31,78 29,4¢
[pg/ml] (0,0/0,0) (8,9/14,6) (21,8/49,6) (23,5/42,1)
Interleukin
16 < 5 MDD 31,24 24,9580 89,6 CEF
(0,0/0,0) (27,7/40,9) (16,5/53,8) (46,0/107,9)
[pg/ml]
Interleukin
6 99,9 2937,07 15096,0 B ° 5202,0<F
(78,6/136,6) (1421,0/4111,0) (6307,0/18831,3) (4357,5/6389,5)
[pg/ml]
CINC-1 389,0 5229,5 A 26490,5°° 15790,0 <
[pg /m |] (356,9/522,4) (4276,8/7941,8) (15526,3/33194,5) (12884,5/22755,5)

Tabelle 11: Zytokinkonzentrationen im Plasma

Messwerte angegeben als Median und darunter die 0,25-Quantile und 0,75-Quantile (Qo.2s / Qo.7s)
B:p < 0,05 Ul vs. LPS 0.75

A:p < 0,05 Ulvs. LPS 0.075
D: p < 0,05 LPS 0.075 vs. LPS 0.75

MDD = < Minimum detectable dose
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3.2 Untersuchungen des Lungenparenchyms
3.2.1 Histologische Auswertung HE-Farbung: Lungenschadigungsindex

Der erfasste histologische Gesamtschadigungsindex der Lunge stieg im Vergleich zur
Gruppe Ul in allen LPS-Gruppen (LPS 0.075; LPS 0.75; LPS 1.5) signifikant an.
In den LPS-Gruppen ergab sich eine signifikante Steigerung der pulmonalen Schadigung

nur zwischen LPS 0.075 und LPS 0.75.

LPS LPS LPS
[Punktwerte 0-4] Ul
0.075 0.75 1.5
[X) ° olo ol4 A 0,9 B 0,3 c
Hamorrhagie:
(0,0/0,3) (0,0/0,8) (0,3/1,6) (0,0/1,0)
. 0,3 2,84 3,880 3,3¢
Inflammation:
(0,0/0,8) (2,4/3,3) (3,3/4,0) (2,5/3,6)
1,5 2,4" 2,88 2,4¢
Atelektasen:
(0,3/2,5) (1,8/3,3) (2,0/3,5) (2,0/3,3)
0,6 1,0 1,0 1,0
Emphysem:
(0,3/1,1) (0,4/1,8) (0,3/1,5) (0,5/1,3)
. 0,5 1,00 A 1,508 1,25¢
Odeme:
(0,3/0,8) (0,8/1,5) (1,00/1,81) (0,9/1,6)
Lungen-
L 3,0 7,8 9,8 80 8,0¢F
schadigungs-
(1,5/4,6) (6,7/8,6) (8,7/11,3) (7,2/9,8)
index

Tabelle 12: Histologische Lungenschadigungsindices

Messwerte angegeben als Median und darunter die 0,25-Quantile und 0,75-Quantile (Qo.2s / Qo.7s)

A:p < 0,05 Ul vs. LPS 0.075 B:p < 0,05Ulvs.LPS 0.75 C:p<0,05Ulvs.LPS 1.5

D: p < 0,05 LPS 0.075 vs. LPS 0.75 E:p <0,05LPS 0.075 vs. LPS 1.5 F:p <0,05LPS0.75vs.LPS 1.5
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3.2.2 Differenzierte histologische Auswertung

Nach 6-stiindiger maschineller Ventilation in Ruckenlage fanden sich regional
unterschiedliche, beatmungsassoziierte pulmonale Veranderungen, die in den
lungengeschadigten Gruppen aggravierten.

Bei der Analyse der Atelektasen konnte eine signifikante Zunahme in den posterior

gelegenen Lungenarealen festgestellt werden.

C S c

Atelektasen-Score [0-4]
LN ] [*]

anterior-apikal anterior-basal posterior-apikal posterior-basal

Gruppe ©Ul @LPS 0075 mLPS 075 mLP5 15

Abbildung 20: Mittelwerte des Atelektasen-Score; nach pulmonaler Lokalisation und Gruppe
Messwerte angegeben mit Balken fiir Mittelwerte und Standardabweichung als Whisker.

Balken mit verschiedenen Buchstaben A - D haben einen statistisch signifikanten Unterschied (p < 0,05)

anterior

basal

posterior

Abbildung 21: Schematische Darstellung der in vivo-Lage der linken Lunge wéhrend der Beatmung in Riickenlage.

Emphyseme sind als kleine Kreise und Atelektasen als grau-schwarze Punkte in loco typico dargestellt.
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Kontrar dazu verhielten sich die Emphyseme, die in den posterior-basalen Arealen kaum

auftraten und zur anterior-apikalen Lokalisation hin deutlich zunahmen.

Emphysem-Score [0-4]

anterior-apikal anterior-basal posterior-apikal posterior-basal

Gruppe ©UI mLPS 0,075 mLPS 0,75 MLPS 15

Abbildung 22: Mittelwerte des Emphysem-Scores nach pulmonaler Lokalisation und Gruppe

Messwerte angegeben mit Balken fiir Mittelwerte und Standardabweichung als Whisker.
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Abbildung 23: Emphysem-Score nach pulmonaler Lokalisation
Dargestellt sind der Median (Raute) und die Interquartilsabstande (Box, Whiskers).

Balken haben einen statistisch signifikanten Unterschied (p < 0,05).
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3.2.3 Immunohistochemie

Bei der digitalen Bilddatenauswertung wurde bei den Gruppen LPS 0.75 und LPS 1.5 eine
signifikante Abnahme des a-SMA-positiven Anteils des Lungenparenchyms registriert.
Analog zu den vorhergehend untersuchten profibrotischen mRNA- Expressionsparametern
konnte durch eine Verdopplung der LPS Dosis (LPS 0.75 gegen LPS 1.5) kein starkerer Effekt

erzielt werden.

Bei der Verteilung von a-SM1 ergaben sich nach Air-space-Korrektur keine regionalen

Unterschiede.
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Abbildung 24: Prozentualer Anteil des a-SMA-positiven Lungenparenchyms

Einzelne Messwerte als Punkte und der Median jeweils als Querbalken dargestellt. (je Gruppe 80 Messpunkte)

p-Werte tiber den Klammern.
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Bei der systematischen Analyse der a-SMA-positiven Areale konnten keine signifikanten
regionalen Unterschiede im pulmonalen Parenchym festgestellt werden.

a-SM1-Anteil in [%]
%]
1

anterior-apikal anterior-basal posterior-apikal posterior-basal

Gruppe ©UI mLPS 0,075 mLPS 0,75 HLPS 15

Abbildung 25: Anteil des a-SMA positiven Lungengewebes nach pulmonaler Lokalisation und Gruppe

Messwerte angegeben mit Balken fiir Mittelwerte und Standardabweichung als Whisker.
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3.3 RNA-Expressions-Analysen
3.3.1 Pro-inflammatorische mRNA Expression im pulmonalen Parenchym

Die mRNA-Expressionsraten der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, Interleukin 10,
Interleukin 6 und CINC-1 stiegen bis zur LPS-Konzentration von 0,75 mg/kgKG/h signifikant
an. Eine weitere Steigerung der LPS-Dosis auf 1,5 mg/kgKG/h fiihrte lediglich bei CINC-1 zu

einer signifikanten Zunahme.

In den folgenden Diagrammen sind jeweils der Median (Strich in Box) die 25-75% Quartile
(Box) und die Werteverteilung der obersten und untersten Ergebnisse (Whiskers) gezeigt, p-
Werte Uber den Klammern.

Die jeweiligen Expressionsraten sind zum Housekeeping-Gen 3-Aktin normalisiert und als

Fold Change zu der Expression in unbehandelten Tieren angegeben.
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Abbildung 26: mRNA-Expression des Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) im Lungengewebe
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Abbildung 27: mRNA-Expression von Interleukin 1f im Lungengewebe
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Abbildung 28: mRNA-Expression von Interleukin 6 im Lungengewebe
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Abbildung 29: mRNA-Expression des Zytokin-induzierten neutrophil chemoattractant 1 (CINC-1) im Lungengewebe
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3.3.2 Pro-fibrotische mRNA Expression im pulmonalen Parenchym

In allen LPS-behandelten Gruppen kam es zu einem signifikanten Abfall der RNA-Expression
von Prokollagen | und Ill im Vergleich zur Gruppe Ul. Durch Dosissteigerung konnten
zwischen den LPS-behandelten Gruppen keine weiteren signifikanten Unterschiede

festgestellt werden.

Die jeweiligen Expressionsraten sind zum Housekeeping-Gen 3-Aktin normalisiert und als
Fold Change zu der Expression in unbehandelten Tieren angegeben.
Dargestellt sind der Median (Strich in Box) und die Werteverteilung der Ergebnisse (mittlere

50% in Box, weitere Werte in Whiskers), p-Werte finden sich iber den Klammern.
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Abbildung 30: mRNA-Expression von Prokollagen | (PC 1) im Lungengewebe
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Abbildung 31: mRNA-Expression von Prokollagen Il (PC Ill) im Lungengewebe

3.3.3 Korrelationsanalysen der pulmonalen mRNA Expression

In einer Korrelationsanalyse der analysierten Parameter zueinander fand sich fur
Prokollagen | und lll eine stark positive Korrelation:

PClgegen PClll:  r*=0,902 p = 0,000002

Zwischen PC Il und den proinflammatorischen Zytokinen TNF-q, IL 6 und CINC besteht eine
negative Korrelation:

TNF-a gegen PCIIl: r*=-0,5091 p=0,00145

IL 6 gegen PCIII: r*=-0,3672 p=0,0345

CINCgegenPdlll: r*=-0432 p=0,0138

Dariiber hinaus wurden keine signifikanten Korrelationen gefunden.
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4 DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Studie war es, die LPS-dosisabhdangigen Auswirkungen der systemischen
Inflammationsreaktion auf die initiale pulmonale Fibrosierung unter lungenprotektiver

Beatmung am in vivo ARDS-Rattenmodell zu untersuchen.

Die primaren Endpunkte umfassten die Korrelation zwischen pulmonaler Inflammation
(gemessen an proinflammatorischen Zytokinen und histologisch am Lung Injury Score) und
Fibrosierung (gemessen an Prokollagen-Expression und a-SMA reaktiven Zellen).

Die proinflammatorischen Zytokine®? (IL-1(3, IL-6, TNF-a und CINC-1) stiegen sowohl im
Plasma als auch in der pulmonalen RNA-Expression signifikant an. Der
Lungenschadigungsindex®® 2** zeigte ebenfalls eine statistisch signifikante Zunahme mit
steigender LPS-Gabe von 0,075 auf 0,75 mg/kg/h. Eine weitere Steigerung der LPS-Dosis auf
1,5 mg/kg/h fihrte jedoch nicht mehr zu einer signifikant vermehrten Zytokinexpression
oder Parenchymschadigung.

Bei der Messung der mRNA-Expression®' im pulmonalen Parenchym konnte in allen
Gruppen mit Endotoxindmie eine verminderte Expression der Prokollagene PC-I und PC-llI
festgestellt werden.

In den histologischen Messungen wurde dazu korrespondierend ein verminderter Anteil der
a-SMA  reaktiven Zellen gemessen, der als Marker einer verminderten

Myofibroblastenaktivitat'* %2 gilt.
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4.1 Inflammationsreaktion unter Endotoxinamie

In unserer Untersuchung konnte durch sequenzielle intraperitoneale** und intravenose®
Infusion von aufgereinigten Lipopolysacchariden (LPS)'* eine systemische
Inflammationsreaktion induziert werden® #%2>3 die zu einer hamodynamischen Instabilitat
und einer respiratorischen Insuffizienz fihrte?*.

Die Induktion von ARDS durch LPS ist im experimentellen Setting etabliert? 242246.256.2>7 ynd
bietet im Gegensatz zur Verwendung von lebenden Bakterien?** 2> oder OP-Techniken, wie
der Caecum-Perforation®® 2%, einen gut titrierbaren, standardisierten inflammatorischen
Reiz'3* 24,

Durch Steigerung der Dosis des kontinuierlich intravends verabreichten LPS wurde in
diesem Experiment eine Zunahme des septischen Schocks festgestellt. Dies manifestierte
sich primdr im Anstieg der proinflammatorischen Zytokine sowie sekundar durch steigende
Norepinephrin-Dosen, die zur hamodynamischen Stabilisierung notwendig wurden (s.
3.1.2).

Ersteres wurde explizit gezeigt durch Messungen der plasmatischen Konzentration und der
pulmonalen mRNA Expressionsraten der proinflammatorischen Zytokine TNF-q, Interleukin

1B, Interleukin 6 und CINC-1 (s. 3.1.5 und 3.3).

In den Versuchen konnte festgestellt werden, dass es mit Steigerung der LPS-Dosis von
0,075 mg/kg/h auf 0,75 mg/kg/h zu einer Steigerung der Inflammationsreaktion kam. Durch
eine weitere Verdopplung der LPS-Dosis auf 1,5 mg/kg/h konnte jedoch kein weiterer
Anstieg der Inflammationsreaktion induziert werden; sowohl hinsichtlich der plasmatischen
Konzentrationen (ELISA) der proinflammatorischen Zytokine TNF-q, IL-6 und CINC-1 als auch
der mRNA-Expressionsraten im Lungengewebe von TNF-q, IL-6, IL-1(3 bestanden in beiden
Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Lediglich fiir die plasmatischen Konzentrationen
von IL-13 und die Expression von CINC-1 wurden unter Steigerung der LPS-Dosis signifikant
héhere Werte beobachtet.

In klinischen Studien gingen stark erhéhte Konzentrationen der o.g. proinflammatorischen
Zytokine mit einer erhdhten Mortalitat einher®. Wahrend bei gesunden Menschen bereits
im auBerst niedrig dosierten Bereich von 0,4 bis 0,8 ug/kgKG LPS-dosisabhangige Effekte
beobachtet wurden®', haben andere Spezies eine sehr unterschiedliche, zum Teil deutlich

niedrigere Sensitivitat fur LPS*’.Im Vergleich mit anderen Experimenten mit LPS?%? an Rattus
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norvegicus domesticus aus unserer Arbeitsgruppe wurden in dieser Untersuchung sehr

hohe Zytokinspiegel von IL-6 im Serum generiert.

IL-6 [pg/ml Serum] LPS-Dosis [mg/kgKG] LPS-Typ und Quelle Studie
617 £334 i.v. 0,025 mg/kg/h LPS aus E. coli O55:B5 262
Mittelwert +5tandardabweichung | x 96 h ohne Beatmung Sigma-Aldrich, Germany n==6
14395 (9300/54967) | i.p. 1 mg/kg 24 h vor LPS aus E. coli 055:B5 2
Median (Interquartilsabstand) i.v. 1 mg/kg/h x6 h Fluka (Buchs, Schweiz) n=8
15096 (6307/18831) i.p. 0,5 mg 24h vor LPS aus E. coli O55:B5 238
Median (Interquartilsabstand) i.v. 0,75 mg/kg/h x6 h | Sigma-Aldrich, Germany n=8
5202 (4357,5/6389) i.p. 0,5 mg 24h vor LPS aus E. coli O55:B5 238
Median (Interquartilsabstand) iv. 1,5 mg/kg/h x6 h Sigma-Aldrich, Germany n=8

Tabelle 13: LPS-dosisabhéngige Effekte auf IL-6 im Vergleich verschiedener Studien?: 238 262

Da es sich bei den oben aufgezeigten Studien zum Teil um unterschiedliche LPS-Chargen
handelt und es bei LPS eine hohe Variabilitdat der Dosis-Wirkungs-Relation gibt, sind die
absoluten Dosen nicht direkt mit vorangegangenen Experimenten vergleichbar**2. Die
Potenz des LPS ist von Bakterienstamm, Kulturbedingungen '2¢  und
Extraktionsverfahren?? abhangig. Sie wird in Endotoxine-Units (EU) angegeben und mittels
des Limulus-Lysate-Assay gemessen*. In unserem Versuch wurde LPS mit einer Potenz von
5 EU/ng verwendet.

Unter der Voraussetzung, dass alle Tiere die 6-stlindige Untersuchung Uberleben sollten,
erwies sich in vorangegangenen Untersuchungen mit der verwendeten LPS-Charge eine
Infusionsrate von 1,5 mg LPS/kgKG/h als die hochstmogliche Dosis.

Die experimentellen Daten unseres Versuches lassen die Vermutung zu, dass in den beiden
hochdosierten Gruppen (LPS 0.75 und LPS 1.5) durch die LPS Dosissteigerung keine
wesentliche Aggravation des inflammatorischen Effektes mehr erreicht werden konnte.
Wahrend bei vielen tierexperimentell induzierten ARDS-Modellen durch steigende Dosen
von LPS stets eine Zunahme der Inflammationsreaktion gemessen wurde'* 26>%¢7 st bei
unserer Studie moglicherweise ein Ceiling-Effekt unter hochstdosiertem LPS im schweren
septischen Schock aufgetreten. Um einen Ceiling- oder Sattigungs-Effekt zu beweisen, hatte
es jedoch hoherer Fallzahlen und weiterer Gruppen mit feinerer Abstufung der Dosis

bedurft, um eine Dosis-Wirkungskurve®®® zu erstellen.
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4.2 Pathophysiologische Veranderungen unter Endotoxinamie
4.2.1 Beatmungsparameter

Unter Verwendung eines standardisierten lungenprotektiven Beatmungsprotokolls?® 162 269
im Sinne einer ,open lung strategy”® 2° fanden sich in der Auswertung der
Beatmungsparameter keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.
Das Ausmal3 der Inflammation hatte wahrend der 6-stiindigen Untersuchungsdauer keine
signifikanten Auswirkungen auf die Atemmechanik.

In einer vorangegangen Arbeit aus der Arbeitsgruppe wurden bereits die zeitlichen Effekte
einer lungenprotektiven Beatmung untersucht'®? Hier zeigte sich, dass die initial durch ein
Recruitment-Manover?” gewonnene Verbesserung der Compliance unter Anwendung
eines open lung PEEP* dennoch unter langer andauernder Beatmung teilweise wieder
verloren ging'®% Dies liel3 sich auch in unserer Studie replizieren (s. 3.1.2), stand aber nicht
im Fokus unserer Untersuchung. Mit zunehmender Beatmungsdauer fanden sich auch unter
lungenprotektiven Tidalvolumina von 6 ml/kgkG in geringem Mall pulmonale
Emphyseme'®, Vorangegangene Experimente zur lungenprotektiven Beatmung haben
gezeigt, dass niedrige Tidalvolumina zu einer reduzierten Distension beitragen, was die
Lungenschadigung durch Volutrauma minimiert*-8 2% |n klinischen Studien konnte klar die
Uberlegenheit einer lungenprotektiven Ventilation mit niedrigen Tidalvolumina von 6
mI/kgKG belegt werden und ist in der ARDS-Therapie etabliert®'" 027",

Die klinische Anwendung eines OL-Konzepts ist seit der Veroffentlichung des ART-Trial, das
unter OL-Ventilation eine erhdhte Mortalitat zeigte?!, in kontroverser Diskussion®? 233 (s,
1.3.5). Andere RCT-Studien konnten bei der Anwendung an ARDS Patienten keinen
signifikanten Mortalitatsunterschied zeigen®> %4, Dies wurde auch in einem Cochrane

Review mittels Metaanalyse bestatigt®>.

Das angewandte ARDS-Modell erzeugte durch extrapulmonale Lungenschadigung bei allen
LPS-behandelten Gruppen eine signifikante Oxygenierungsstorung. Die Horovitz-
Quotienten der mit 0,75 mg/kg/h und 1,5 mg/kg/h LPS behandelten Gruppen lagen nach 6
Stunden jeweils signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Bei einem Minimum von
318,38 + 45,1 mmHg wurden jedoch die ARDS Kriterien® hinsichtlich eines HQ < 300 mmHg
nicht ganz erfillt. Dennoch handelte es sich bei den LPS-Gruppen um schwer septische

Tiere, die ohne hohe Katecholamin-Dosen und Volumengaben die Experimentdauer von 6
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Stunden nicht Uberlebt hatten (s. 4.2.2). Mit hoher Wahrscheinlichkeit hatte eine langer als
6 Stunden andauernde Beobachtungsdauer im Experiment die progredient abfallenden
HQ-Werte in den ARDS-Bereich?*? gefiihrt (s. 3.1.2 Abbildung 19), gleichzeitig aber eine peri-
experimentelle Mortalitat bedingt.

In vorangegangenen Untersuchungen unter dhnlichen experimentellen Bedingungen
wurden nach 6 Stunden ein HQ von minimal 347 £ 108 mmHg erreicht®. Als wichtigster
Grund fir die verhdltnismaBlig gute Oxygenierung ist mutmalllich die von Anfang an
konsequent umgesetzte lungenprotektive Ventilation® ¢ anzusehen.

Bei der Messung der physiologischen Parameter wurde ebenfalls eine Hyperkapnie
festgestellt, die bis zur LPS-Dosis von 0,75 mg/kgKG/h progredient verlief und eine milde
respiratorische Azidose verursachte. Im Sinne eines modernen, lungenprotektiven
Beatmungsprotokolls wurde eine permissive Hyperkapnie akzeptiert und ware, gemaf
Versuchsprotokoll, erst ab einem pH > 7,30 durch Anpassung der Atemfrequenz korrigiert
worden. Dies war bei einem AMV von 100 x 6 ml/kgKG/min bei keinem der Tiere notwendig
(physiologische AF der Ratte: 70 - 115 / min)?2.

Erklarbar ist die beobachtete Hyperkapnie auch durch die global beeintrachtigte pulmonale

Diffusionsstorung'®, die infolge der gesteigerten Inflammation entstand.

Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass die hier im Kleintiermodell angewandte
Beatmungsstrategie® '°> geeignet ist, auch unter einer schweren Inflammationsreaktion mit
beginnendem ARDS (iber die Dauer von 6 h einen suffizienten Gasaustausch zu
gewahrleisten.

Um experimentell eine starkere pulmonale Diffusionsstérung mit niedrigen Horovitz-
Quotienten zu generieren, wdre ein primares ARDS-Modell durch die endobronchiale
Inhalation von LPS?%* oder eine endobronchiale Lavage zur Reduktion des Surfactant®”® eine
potentere und schnellere Methode gewesen als die hier angewandte systemische
Endotoxinamie®’, welche diesen Effekt erst nach einiger Zeit auspragt. Inhalative Methoden
einschliel3lich endobronchialer Applikation bedingen allerdings haufiger ein inhomogenes
intrapulmonales Schadigungsmuster, welches flr die Messung der Fibrosierung in unsere

Falle nachteilig gewesen ware®*,

59



Diskussion

4.2.2 Hamodynamik

Alle mit intraperitonealen LPS vorbehandelten Tiere hatten, als Ausdruck des septischen
Schockgeschehens®, signifikant schlechtere Ausgangsparameter in Bezug auf Herzfrequenz
und MAP-Werte.

Nach 2-3 h intravendser LPS-Infusion wurden steigende Volumengaben und
Norepinephrin-Dosen zur Aufrechterhaltung eines mittleren arteriellen Blutdrucks von > 65
mmHg notwendig.

Die Gewichtszunahme am Versuchsende kann als Surrogatparameter fiir die infundierte
Volumenmenge betrachtet werden, da wahrend des Versuchs, bis auf wenige mg geloster
Substanzen, im Wesentlichen isotone Losung infundiert wurde.

Die physiologische Wasseraufnahme einer gesunden Ratte?’? liegt normalerweise bei 80-
150 ml/kg/d (= 3,33 - 6,25 ml/kg/h). Die Versuchstiere der Kontrollgruppe hatten eine
durchschnittliche Gewichtszunahme von 51,88 g / 6 h, was bei einem Ausgangs-
korpergewicht von 530 + 24 g eine durchschnittliche Infusionsmenge von 16,31 ml/kgKG/h
ergibt. Im septischen Schock stieg die infundierte Fliissigkeitsmenge bis auf 133,5g/6 han,
was einer durchschnittlichen Volumenzufuhr von 41,98 ml/kgKG/h entspricht.

Aus experimentellen Daten einer kolloid-induzierten Hypervolamie im septischen Schock®?
sowie aus klinischen Daten'"? ist bekannt, dass eine vermehrte Fliissigkeitsgabe im ARDS die
pulmonale Diffusionsstérung weiter aggravieren kann.

Die im Versuch angewandte Schocktherapie wurde an die in der humanen Intensivmedizin
angewandten Therapiestrategien wie die Sepsis-Guidelines angelehnt. In diesen Guidelines
wird bei einem septischen Schock eine initiale Fllssigkeitsgabe von mindestens 30
ml/kgKG/3h empfohlen® %4, Bei persistierender Hypotonie sind weitere Gaben von
Vollelektrolytlésungen und Vasopressoren vorgesehen®.

Nach Versuchsprotokoll erfolgten die Volumengaben und der Katecholamin-Einsatz
ausschlieBBlich, um den geforderten minimalen arteriellen Mitteldruck von 65 mmHg
aufrechtzuerhalten. Die hierzu aufgewendeten, sehr hohen Flissigkeitsmengen sind
Ausdruck fur eine generalisierte LPS-induzierte endovaskuldre Permeabilitatsstorung'#? -6

mit konsekutiver Ausbildung von Odemen in allen Organen''>27,
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4.3 Inflammationsabhangige Veranderungen im pulmonalen Parenchym
4.3.1 Histologie

In der histologischen Aufarbeitung des Lungengewebes wurden in allen Gruppen mit
intravendser Endotoxindamie die fiir ein ARDS typischen Pathologien wie Akkumulation von
Leukozyten'?, Schadigung der endothelialen Membranen mit Ausbildung eines Odems'"
und pulmonale Einblutungen infolge von vaskuldaren Schaden durch endotheliale Leckage
und pulmonal-arterielle Embolien festgestellt®. Alle diese pathologischen Veranderungen
wurden als semiquantitativer Lungenschadigungsindex zusammengefasst® % 24 und
waren in den LPS-behandelten Gruppen signifikant haufiger, wobei der LSI bis zur Dosis von
0,75 mg LPS/kgKG/h signifikant anstieg, jedoch mit Steigerung der Dosis auf 1,5 mg
LPS/kgKG/h kein weiterer Anstieg mehr erreicht werden konnte. Insgesamt korrelierten die
hier erhobenen Messwerte positiv mit den bereits oben erwahnten Inflammations-
Parametern, wie etwa Interleukine, und negativ mit dem a-SMA positiven Gewebeanteil.
Unter konsequenter Anwendung einer lungenprotektiven Beatmung mittels des open lung
approach?® wurden insgesamt nur sehr wenige mit einem VILI assoziierte Pathologien®2°",
wie durch Hyperinflation verursachte Emphyseme, in den Lungen beobachtet. Dies
korrelierte mit Daten vorheriger Studien im gleichen Setting'®2.

Im ARDS kann eine intra- und interlobare Variabilitat**> *¢ der pathologischen
Veranderungen bestehen* 2> 229 277 Dje flr die histologischen Analysen mit Formalin
konservierten, rechten Lungenfliigel wurden systematisch dreidimensional aufgearbeitet.
Durch dieses Vorgehen konnte aufgezeigt werden, dass hyper- oder hypoventilierte Areale
der Lunge genauso orthostatischen Einflissen unterlagen, wie dies in der humanen
Intensivmedizin*?"> und in anderen Tierexperimenten?* beobachtet wurde.

Spatestens seitdem durch Einsatz der Bauchlagerung?® bei hypoxamischen ARDS Patienten
eine Reduktion in der Mortalitat bewiesen werden konnte*>2’°, ist der orthostatische Effekt
auf die ventilierte Lunge allgemein anerkannt?”®. Dass dies auch im kleintierexperimentellen
Setting unter lungenprotektiver Beatmung von Bedeutung ist, konnte durch die
differenzierte histologische Auswertung gezeigt werden.

Von den hier gemessenen Aspekten des LSI wurde lediglich die Emphysembildung nicht
signifikant durch die Inflammationsreaktion beeinflusst (3.2.1). Allerdings fanden sich hier

loko-regionale Unterschiede.
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Nach 6 h Beatmung in Riickenlage zeigte sich in den dorsal gelegenen Lungenabschnitten
eine signifikante Zunahme der Atelektasen im Vergleich zu den anterior gelegenen
Abschnitten (3.2.2). Zudem bestanden signifikante LPS-abhdangige Unterschiede im
Vergleich zur gesunden, nur beatmeten Gruppe. Bei differenzierter Analyse nach Gruppe
und Lokalisation konnte mit steigender LPS-Dosis eine tendenziell zunehmende
Atelektasenbildung festgestellt werden. Dies ist am ehesten durch zunehmende
Gewebsinfiltration durch inflammatorische Zellen und Odembildung erklarbar. Erneut
bildete lediglich die letzte Gruppe mit 1,5 mg LPS/kgKG/h eine Ausnahme.

In der Zone zwischen Atelektasen und ventilierten Lungenarealen ensteht durch
atemzyklisches Kollabieren und Rekrutieren der Alveolen ein Atelekttrauma® mit
vermehrten intrapulmonalen Scherkraften7-2%% 245 Durch ein Recruitment-Mandver?'® nach
Initiilerung der Beatmung und einen individuell optimierten PEEP*® 225227. 25 kGnnen diese
Effekte minimiert werden (s. 1.3.5). Der zur Rekrutierung notwendige hohe Beatmungsdruck
hat wiederum hamodynamische Nebenwirkungen®”” und kann pulmonale Schaden
verursachen®® und sollte daher nicht zu haufig angewendet werden.

In unserem Experiment wurde nur zu Beginn ein Recruitment-Mandver durchgefihrt,
welches auch unter einem schweren septischen Schockgeschehen eine suffiziente
Oxygenierung gewéhrleisten konnte. Uber die Versuchsdauer von 6 h wurde die Bildung der
dorsobasalen Atelektasen minimiert, konnte jedoch ohne weitere Rekrutierungs- oder
Lagerungsmandéver nicht ganzlich vermieden werden.

Inflammation und Fibrosierung (a-SMA-Anteil) zeigten sich, unter der im Versuch
applizierten Endotoxindmie, homogen Uber das pulmonale Gewebe verteilt. Diese
Unterschiede waren, anders als die zuvor erwdahnte Emphysem- und Atelektasenverteilung,
nicht von der Lungenregion, sondern nur von der LPS-Dosis abhangig.

Der Anteil an a-SMA-positivem Lungengewebe reduzierte sich in unseren Versuchen bei
den septischen Gruppen 0,75 und 1,5 mg/kgKG/h signifikant (3.2.3). Unter 0,075 mg/kg/h
LPS i.v. wurde ein leichter, jedoch nicht signifikanter Abfall registriert. Insgesamt wurde im
Versuch durch Applikation von LPS sowohl eine Suppression von a-SMA auf den Zellen als
auch eine signifikante Verminderung der Prokollagene | und Il im Parenchym gemessen.
Alle untersuchten profibrotischen Faktoren minderten sich bis zur LPS-Dosis von 0,75

mg/kgKG/h in dhnlichem Umfang.
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Allerdings muss bedacht werden, dass es sich bei der Fibrosierung um einen
Langzeitprozess handelt’®? In unserer Studie erfolgte die Messung bereits nach 30 Stunden.
Andere Arbeiten untersuchten einen langeren Zeitraum von bis zu 15 Tagen nach
intratrachealer LPS-Applikation und registrierten ab dem 3. Tag einen deutlichen Anstieg
der durch a-SMA markierten Myofibroblasten''®. Hier wiederum korrelierte studienintern die
gemessene Fibrosierungsaktivitat ebenfalls mit den Expressionsanalysen der
profibrotischen Proteine'™®.

Eine ebenfalls verminderte Expression von a-SMA nach Gabe von LPS wurde in einer
Zellkulturstudie von glatten Muskelzellen aus der Aorta von humanen OP-Praparaten und
aus Ratten registriert, wobei die mMRNA-Expression Promotor-vermittelt durch LPS inhibiert
wird?® ,

In unserer Untersuchung wurde zwar nicht zwischen den a-SMA positiven Zelltypen
differenziert, jedoch erfolgten die Messungen im alveolaren Parenchym in Feldern ohne
groBere Gefalle. Alveolar vorkommende a-SMA positive Zellen sind zumeist
Myofibroblasten'?* 2%, die im ARDS auch in der BAL"" in steigender Anzahl registriert
werden', In vitro unterbindet LPS die Migration von alveoldaren Myofibroblasten®'.
Andererseits kdnnen Marker der epithelial-mesenchymalen Transformation®* 888 wie TGF-
31, das bei Umbau und Reparaturprozessen im Gewebe freigesetzt wird, die Expression von
a-SMA steigern'® 19128 Diese wurden in unserer Studie jedoch nicht miterfasst.

Im Gegensatz zu unseren Experimenten wurde in anderen in-vivo-Untersuchungen zur
pulmonalen Fibrosierung zumeist keine bis zum Messzeitpunkt andauernde LPS-
Applikation durchgefihrt.

In den Ergebnissen unserer Studie wurden, einhergehend mit der reduzierten
Expressionsrate von Prokollagenen | und Ill, verminderte Anteile an a-SMA positiven Zellen
im Lungenparenchym der LPS-behandelten Gruppen im Vergleich zur beatmeten
Kontrollgruppe festgestellt. Dabei stellt sich die Frage, ob die zuvor vorhandenen a-SMA
positiven Myofibrozyten ausgewandert sind'®® oder ob sie ortsstandig geblieben sind und
lediglich ein verandertes Expressionsmuster fur die Unterschiede verantwortlich ist?°. Nach
Durchsicht der a-SM1-gefarbten Schnitte fallt auf, dass in den LPS-Gruppen auch die Zellen
der glatten Gefallmuskulatur schwacher a-SMA-positiv sind als in den Kontrollgruppen. %°,
Dies kann anhand der von uns bisher durchgefiihrten Messungen noch nicht klar

beantwortet werden.
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Eine weitere Moglichkeit, Art und Ausmal3 der Fibrosierung darzustellen, ware zum Beispiel
eine Masson-Goldner-Farbung?®? gewesen. Diese dient lediglich der Darstellung der
intrapulmonalen Kollagensegmente. Zur differenzierten Messung der Kollagene | und Il im
pulmonalen Parenchym kdnnen auch immunohistochemische Methoden genutzt werden.
In einer Autopsie-Studie mit immunhistologischer Aufarbeitung fibrosierter Lungen wurde
neben der deutlichen Zunahme von Kollagen | und V ebenfalls eine Abnahme von Kollagen
[l im Gewebe festgestellt'®” '7°, wobei mortalitatsassoziiert insbesondere langzeitbeatmete
Patienten in fortgeschrittenen ARDS-Stadien untersucht werden konnten.

In einer anderen Autopsie-Studie wurde histologisch gezeigt, dass in der Spatphase des
ARDS, im Vergleich zur Kontrollgruppe mit extrapulmonaler Mortalitdtsursache, vermehrt
Kollagenfibrillen als elastische Fasern vorhanden sind'®. In den Spatstadien des ARDS
kommen haufiger Typ-I-Kollagen-Fasern vor'’®, welche eine vermehrte Dicke und
Quervernetzung aufweisen®®,

Beim primdren (pulmonal induzierten) ARDS ist dies ausgepragter als beim sekundaren

ARDS'. Prokollagene wurden in diesen Studien nicht gemessen.

Eine direkte Kollagen-Messung oder eine Messung seiner Abbauprodukte ware in
zuklinftigen Studien Uber friihe ARDS-Stadien gegebenenfalls sehr interessant, um zu
differenzieren, ob zundchst eine Degeneration desselben stattfindet. (Vergleiche auch

43.2).
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4.3.2 Pathobiochemie

Bemerkenswerterweise nahm im Gegensatz zu den Ergebnissen aus verschiedenen anderen
experimentellen Studien'®8 178.179,258,277. 284 jn ynseren Versuchen die mRNA-Expression von
Prokollagen Typ | und Il in den septischen Tieren unter protektiver mechanischer
Ventilation ab. Vorherige Daten aus unserer Arbeitsgruppe zeigten kongruente Ergebnisse
bezliglich der Expressionsreduktion von Prokollagenen in den ersten 30 h eines LPS-
induzierten ARDS? nach 6 h lungenprotektiver Beatmung'.

In den anderen erwdhnten Modellen unterschieden sich einerseits der Modus der LPS-
Applikation (intratracheal'’® %% bzw. rein intraperitoneal®”’ oder rein intravends®*) und
andererseits der Beobachtungszeitraum (1 h 15 min'’8, 26 h?’’, 4 Tage bis 8 Wochen'”?, 24 h
bis 17 Monate*®) und der Beatmungsmodus. In der Studie von Carvalho et al. zeigten alle
Beatmungsgruppen einen leichten Anstieg der PC-Ill-mRNA-Expression'’8, Allerdings war
selbst der protektivste der drei genutzten Beatmungsmodi mit einem Tidalvolumen von 8
ml/kgKG + PEEP 12 cmH,O noch wesentlich aggressiver als unsere lungenprotektiven
Bedingungen mit 6 ml/kgKG + individuellen PEEP von durchschnittlich 3,75 cmH0.

Eine Hypothese zur Erklarung der von uns erhobenen Daten ist, dass die
Fibrosierungsreaktion in der frilhen Phase mehr von der Ventilationsstrategie als von der
Inflammationsreaktion abhéangig ist. Diese Hypothese wird dadurch gestitzt, dass andere
Studien gezeigt haben, dass unter Beatmung mit hohen Tidalvolumina oder ohne
optimierte PEEP-Level®® ** die Prokollagen-Ill-mRNA Expression stark ansteigt'’8 181285,

Der Vergleich mit klinischen Studien an Patienten wird dadurch erschwert, dass nicht immer
Biopsie-Proben zur Verfligung stehen, um die mRNA-Expression im Parenchym zu messen.
Stattdessen wird in einem GroBteil der Arbeiten die Proteinkonzentration von
Prokollagenen® 16" 172187 oder deren Spaltprodukten, den C- oder N-terminalen-Peptiden
des Prokollagens'?® ™% 7! qus der bronchoalveoldren Lavage®® '8 160171172187 gder qus dem
Serum?8 128158 gemessen (s. 0).

Aus Messungen der BAL von ARDS Patienten weil} man, dass sowohl Prokollagene und
deren Spaltprodukte als auch Produkte der Kollagendegeneration (charakteristische 3 und
Vs Kollagen-Fragmente)®® im ARDS vermehrt anfallen. Letzteres ist bedingt durch eine
vermehrte Aktivitat der Kollagenasen, die zu den Matrix-Metalloproteasen gehoren™> 46,
Bereits 1999 fanden Lynne Armstrong et al. in der BAL von Patienten mit schwerem ARDS

signifikant erh6hte Prokollagenbestandteile (N-terminale-Peptide des Prokollagens I) und
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erniedrigte  Mengen von Kollagen-Fragmenten'’”>. Im Gegensatz dazu hatte ihre
Patientengruppe ,at Risk”, die man nach aktueller ARDS Definition® als mildes ARDS
bezeichnen wiirde, zwar signifikant hohere Mengen von Kollagen-Fragmenten, aber
normale NT-PC-l-Konzentrationen'”>. Diese Daten suggerieren, dass eine Balance zwischen
Synthese und Degeneration von Kollagenen besteht, die sich in Abhangigkeit von der
jeweiligen Phase des ARDS verdandert® "> und vom Beatmungsmodus abhangig ist® 78 82
285 Hierzu passen die von uns gemachten Beobachtungen der signifikant erniedrigten
Expression von PC-l mRNA Expression unter lungenprotektiver Beatmung bei einem

beginnenden ARDS.

Eine Erklarungshypothese hierzu ist, dass in friihen ARDS-Stadien zunachst das bereits
vorhandene Kollagen im Gewebe mittels MMPs destruiert wird'*® 27, um die Migration von

Entziindungszellen ins Gewebe zuzulassen'.

Diese vermehrte Destruktion der extrazellularen Matrix®* ' induziert zu einem spateren
Zeitpunkt die vermehrte Bildung von Prokollagenen im Rahmen der Reparaturprozesse des
Gewebes, welche einhergehen mit einer erhohten Prokollagen-Expression, die durch
mechanischen Stress'’8 % amplifiziert werden kann®* 66,

Primdr kommt es im pulmonalen Parenchym unter LPS-induziertem Stress zu einer
Reduktion der Genexpression®?, da sich der Organismus in einer katabolen Notsituation mit
Hypoxie?® und respiratorischer Azidose befindet®. In einer Studie von Nardelli et al. wurden
Ratten in einem Paraquat-induzierten ARDS Uber 1h lungenprotektiv beatmet®®. Dabei
wurde unter Hyperkapnie (p.CO. 60-70mmHg) eine signifikante Reduktion der mRNA-
Expression von IL-1(, IL-6 und PC Il gezeigt. Der am ehesten durch die respiratorische
Azidose vermittelte Effekt konnte durch Pufferung abgemildert werden. Dies ist die einzige
uns bekannte Studie, die eine dhnliche Verminderung der Prokollagenexpression in der
primdren Phase des ARDS zeigte, wobei sich, differierend zu unseren Ergebnissen, alle und
nicht ausschlief3lich die profibrotischen Expressionsraten verminderten.

Die sekunddre Gewebsreparatur, die assoziiert ist mit einer vermehrten Prokollagen-
Produktion, miindet schlussendlich in einer Fibrosierung® 2°'. Natdrlich bestehen in der
Realitit in Daten klinischer Studien flieBende Ubergénge zwischen diesen Prozessen und
den Phasen des ARDS (s. 1.3), lediglich in experimentellen Arbeiten®? ist eine hohere

zeitliche Trennscharfe gegeben??. Um aber die Ergebnisse unserer Untersuchung
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diesbeziiglich besser einordnen zu kdnnen, hdtte es einerseits der Analyse der Kollagen-
Fragmente oder andererseits eines langeren Beobachtungszeitraums bedurft. Zusatzlich
hatte eine Analyse eines weiteren Surrogat-Parameters der Kollagenbildung, wie der
Aminosaure Hydroxyprolin, ergdanzt werden kénnen. Hydroxyprolin ist ein Hauptbestandteil
des Kollagens und ein vermehrter Gehalt ist ein Surrogat-Parameter fiir eine vermehrte
Kollagenmenge im Gewebe und konnte im Rahmen der epithelial-mesenchymalen
Transformation in durch Volutrauma geschadigten Lungen nachgewiesen werden'®,

Méglicherweise lasst sich eine Uberexpression von Prokollagenen und Fibroproliferation
erst nach mehreren Tagen'™? '%* 28 in der abklingenden, post-inflammatorischen Phase

feststellen®171.177.294

Andere Arbeiten zeigten bei Patienten in friihen Phasen des ARDS eine erhohte Expression
und Konzentrationen von PCIII''® 78 ynd PC ['33.175:179,

In den klinischen Studien von Marshall et al. und von Chesnutt et al. wurden 24 h nach ARDS-
Diagnose in der BAL"® ™8 und im Serum'™? signifikant erhohte Konzentrationen von
Bestandteilen des Prokollagen Il Proteins gemessen'*8, Der Einschluss in die Studie erfolgte
innerhalb von 24 h nach Diagnose des ARDS auf der Intensivstation bei beatmeten
Patienten'™®, Limitierend im Vergleich mit experimentellen Arbeiten ist der unscharf
definierte Beginn des schadigenden Ereignisses, welches unter Umstanden mehrere Tage
zuriickliegen konnte, bis die Patienten auf die Intensivstation aufgenommen wurden und
sich das Vollbild eines ARDS entwickelte. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
Prokollagen-lll-Proteinkonzentration im Serum auch nach erhohter Destruktion von
extrapulmonalem Gewebe ansteigen kann®”.

Die profibrotischen Einfliisse nicht-protektiver Beatmung wurden in zahlreichen Arbeiten
dargelegt®® 1% 2% _Bej einer Paraquat-induzierten Lungenschadigung an Ratten fiihrte eine
assistierte im Vergleich zur kontrollierten Beatmung ebenfalls zu einer Reduktion der mRNA-
Expression von Prokollagen-II1%”.

In vorangegangenen Experimenten unserer Arbeitsgruppe hatte, beim Vergleich von
niedrigem PEEP gegeniliber OL-PEEP oder HFO, der Beatmungsmodus nach 6h keinen
signifikanten Effekt auf die Prokollagenexpression®. Lediglich die Induktion eines akuten
Lungenschadens mit LPS flihrte zu einer signifikanten Minderung der PC-lll Expression®. Um
die Reliabilitat und eventuelle dosisabhangige Effekte zu untersuchen, wurde schlieflich

diese Arbeit initiiert.
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Aus vorhergehenden Untersuchungen ist des Weiteren bekannt, dass mit steigender Dauer
der mechanischen Ventilation eine Inflammationsreaktion mit pulmonaler Schadigung®
induziert wird, die ebenfalls mit einem Rickgang der pulmonalen Expression von
Prokollagen | und lll korrelierte'®2.

Aktuell wird davon ausgegangen, dass das Spaltprodukt des Prokollagens aus der
extrazelluldren Kollagensynthese, das N-terminale-Peptid des Prokollagen Typ Ill in der BAL
einen friihen, reliablen Marker fiir eine aktive pulmonale Fibrosierung darstellt'" (s. 1.3.3).
Im experimentellen Setting ist die Messung von mRNA der Prokollagene aus dem
pulmonalen Parenchym etabliert?? 2829,

Um die Veranderungen der RNA-Expressionsraten im Vergleich zu der nativen (nicht
beatmeten) Kontrollgruppe zu quantifizieren, wurde in unserer Studie die relative
Expression [Fold Change] berechnet. Dabei wird von allen Proben die basal vorhandene
Expressionsrate des Housekeeping-Gen (3-Aktin gemessen und zu der jeweiligen Probe
normalisiert (222, Methode)®'. In vorangegangenen Versuchen'®? konnte gezeigt werden,
dass sich B-Aktin gut als endogene Kontrolle eignet, da dessen Expression mit der anderer
basal exprimierter Gene, wie Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, vergleichbar
ist*'. Mit der Herstellung des Bezugs zur nativen Kontrollgruppe werden metabolisch
assoziierte Effekte auf die Genexpressionsraten normalisiert.

Vorausgegangene Studien?®®'¢2 der Arbeitsgruppe hatten hinsichtlich der parenchymatdsen
RNA-Repressionsraten keine signifikanten Unterschiede zwischen Ober- und Unterlappen
des rechten Lungenfliigels ergeben, weshalb in dieser Studie nur an einem Ort, namlich im

rechten Unterlappen, gemessen wurde.

In statistischen Analysen unserer Versuchsdaten wurden zwischen der Menge der
exprimierten mRNA von Prokollagen Il und der Expression der proinflammatorischen
Zytokine (TNF-q, IL-6 und CINC) im pulmonalen Parenchym jeweils signifikante, negative
Korrelationen festgestellt.

Diese Ergebnisse lassen einen Zusammenhang zwischen der LPS-induzierten
Inflammationsreaktion und der Suppression der Prokollagenexpression vermuten.
Vollkommen unklar bleiben jedoch die Mechanismen der herabgesetzten mRNA-
Expression. Denkbar waren direkte, LPS-vermittelte Effekte via Toll-like-Rezeptoren'?* 294 2%
auf die fibrozytare Genregulation und Expression. Moglicherweise sind auch steigende

Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a, aus aktivierten
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Leukozyten®? und eine Zunahme der parenchymalen Apoptoserate'’” 3 oder temporar
verminderte mesenchymale Transformationsfaktoren™ verantwortlich. Da weitere
Analysen von Einzelfaktoren wie etwa Versuche an isolierten Zellkulturen oder Farbung von
apoptotischen Zellen fehlen, kann aus diesen Daten diesbeziiglich kein Schluss gezogen

werden.
Im Gegensatz zu unseren Daten fanden Madtes et al. in BAL-Untersuchungen von ARDS-

Patienten einen synergistischen Zusammenhang zwischen erhéhten TNF-a und PC-HII

Proteinkonzentrationen, die beide mit erhdhter Mortalitat assoziiert waren'®.
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4.4 Schlussfolgerungen

Erwartungsgemdl3 wurde durch gesteigerte LPS-Dosen eine erhohte Inflammations-
reaktion sowohl pulmonal als auch systemisch induziert, was sich durch eine vermehrte
Expression proinflammatorischer Zytokine (IL-1, IL-6, TNF-a und CINC-1) und einen Anstieg
des Lungenschadigungsindexes manifestierte.

Laut unseren Daten bewirkt eine LPS-Dosissteigerung in den beiden héchstdosierten LPS-
Gruppen weder eine weitere Verschlechterung des Lungenschadigungsindexes noch eine
Aggravation der pro-inflammatorischen Zytokinproduktion. Da sich in der Literatur auch
gegenteilige Resultate mit kontinuierlicher Verschlechterung finden, misste die Hypothese,
dass es sich um einen Ceiling-Effekt handelt, durch weitere Experimente mit Erstellung einer
Dosis-Wirkungs-Kurve validiert werden.

Im Gegensatz zu den bisher veroffentlichten Studien Uber Fibrosierung unter LPS erfolgte
die Applikation von LPS in dieser Untersuchung kontinuierlich bis zum Versuchsende. Die
meisten Studien zur pulmonalen Fibrosierung geben nach initialer Schadigung keine
weiteren LPS, was jedoch nicht dem Kklinischen Verlauf einer schweren Sepsis mit
kontinuierlicher bakterieller LPS-Produktion entspricht. Bei dem hier genutzten Modell
wurden im septischen Schock, ahnlich wie unter intensivmedizinischen Bedingungen, eine
hohe Flissigkeitssubstitution und Katecholamingaben notwendig. Allerdings hat dieser
Versuchsablauf eine erhéhte Mortalitat durch Multiorganversagen v. a. bei LPS-Dosen von
1,5 mg/kg zur Folge, was die Versuchsdauer auf 6 h einschrankt. Unbeantwortet bleibt daher
durch unsere Ergebnisse die Frage, wie sich die untersuchten Parameter in spateren Stadien
des ARDS verhalten.

Mittels der vorliegenden Studie konnte erneut demonstriert werden, dass sich die open lung
strategy mit V; 6 ml/kgKG und OL-PEEP im ARDS zur lungenprotektiven Beatmung mit
Gewahrleistung einer suffizienten Oxygenierung eignet. Auch im septischen Schock konnte
ein Horovitz-Quotient von iber 300 mmHg erreicht werden. Bei einer Versuchsdauer von
mehr als 6 h ware der HQ wahrscheinlich unter die Grenze eines milden ARDS von 300
mmHg gefallen (s. 3.1.2).

Zur rapiden Induktion einer schweren Oxygenierungsstorung sind Modelle des primaren
ARDS durch endobronchiale Applikation von schadigenden Agentien besser geeignet,
haben aber den Nachteil einer inhomogenen Verteilung. Daher wurde fiir unseren Versuch

ein sekundares ARDS-Modell gewahlt.
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Innerhalb der 6 h Untersuchungsdauer reduziert sich die Compliance. Dabei unterlag die
Versuchstierlunge, genau wie aus der humanen Intensivmedizin bereits bekannt, nach 6 h
Ventilation leichten gravitationsbedingten Effekten. Wie erwartet kam es zu einer
dorsobasalen Atelektasenbildung und anterio-apikalen Emphysembildung, was mittels
histologischer  Untersuchungen bewiesen wurde. Allerdings verhinderte die
lungenprotektive Beatmung weitgehend die Bildung groBBerer Atelektasen. Die o. g. Effekte
wurden durch die Inflammation tendenziell verstarkt.

Alle LPS-behandelten Gruppen zeigten eine Zunahme des Lungenschadigungsindex. Die
Verteilung der Myofibrozyten in den untersuchten Lungen, gemessen als a-SMA positive
Flache, zeigte keine loko-regionaren Unterschiede. Mit hoheren LPS-Dosen und damit
einhergehender, steigender Inflammationsreaktion nahm der Anteil der a-SMA-positiven
Flache ab. Unklar bleibt, ob dies durch LPS-vermittelte Apoptose, Auswanderung der
Fibrozyten oder verminderte a-SMA-Expression auf den Zellen bedingt ist. Der
letztgenannte Effekt ist bei glatten GefalBmuskelzellen bereits beobachtet worden.

Eine direkte Messung des Kollagengehaltes im Gewebe, z.B. via Hydroxyprolin oder
Anfarbung von Kollagen-Fibrillen im Gewebe, wurde nicht durchgefiihrt. Dies hatte
aufzeigen konnen, ob das Kollagen unter der akuten Inflammationsreaktion mit der Aktivitat
von MMPs im Gewebe abgenommen hat. Kollagenfragmente als Produkte der MMP wurden
ebenfalls nicht gemessen. Aus theoretischen Aspekten konnte man in der untersuchten
Initialphase des ARDS eine Abnahme des Kollagengehalts und konsekutive Erhéhung der
Abbauprodukte erwarten.

Eine Messung der mRNA von Prokollagenen ist im klinischen und experimentellen Setting
als reliabler Marker einer frilhen pulmonalen Fibrosierungsreaktion etabliert. Die relative
MRNA-Expression von PC-l und PC-lIl nahm unter unseren Versuchsbedingungen in allen
LPS-behandelten Gruppen ab. Andere Studien konnten zeigen, dass insbesondere durch
mechanischen Stress infolge lungenschadigender Beatmung eine Zunahme der
Prokollagenexpression erfolgt. Die im Gegensatz dazu in unserem Versuch verminderten
Expressionsraten von Prokollagen konnten durch einen direkten Effekt auf die Transkription
der Zellen zustande kommen, entweder LPS-vermittelt oder durch die Hyperkapnie im ARDS
bedingt.

Mittels statistischer Analysen lieB sich eine inverse Korrelation zwischen IL-6 und PC-lI
bestdtigen, wie sie in vorherigen Experimenten unter den gleichen Versuchsbedingungen

bereits gezeigt wurde.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das akute Lungenversagen (ARDS) ist ein komplexes Krankheitsbild mit therapierefraktarer
Hypoxie, welche durch pathologische Veranderungen im Lungenparenchym ausgel6st
wird. Dazu zdhlen Inflammationsreaktionen, Ventilations- und Perfusionsstérungen
unterschiedlichster Ursachen.

Im entzlindlich veranderten Gewebe sind die interstitiellen Strukturen der Lungen
besonders vulnerabel. Schaden an der Basalmembran entstehen infolge mechanischer
Belastung, wie dies insbesondere bei Dyspnoe und kiinstlicher Beatmung der Fall ist. Wenn
Schaden an Basalmembran, Kollagengeriist und elastischen Fasern entstanden sind, kommt
in der Folge ein Reparaturprozess in Gang, der bei GiberschielBender Reaktion oder fehlender
Reorganisation der strukturellen Integritat des funktionellen pulmonalen Parenchyms in
eine Lungenfibrose miinden kann. Bei vielen Patienten tritt daher unter kiinstlicher
Beatmung eine gravierende pulmonale Fibrose auf, die trotz moderner
intensivmedizinischer Verfahren mit funktionellen Einschrankungen und einer hohen
Mortalitat einhergeht.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkung einer Lipopolysaccharid-
induzierten Sepsis auf die pulmonale Fibrose in der Initialphase des akuten
Lungenversagens unter protektiver mechanischer Ventilation (open-lung strategy) zu
erforschen.

In einer prospektiven, randomisierten und kontrollierten Studie an 40 Ratten, wovon 8 als
native und 8 als beatmete Kontrolle dienten, wurde bei 24 Tieren eine LPS-getriggerte
Peritonitis ausgelost durch eine Initialgabe von 0,5 mg/kgKG. Nach 24 h wurden die Tiere
tracheotomiert und lungenprotektiv beatmet. Ab diesem Zeitpunkt erhielten sie eine von
drei verschiedenen kontinuierlich intravenos applizierten LPS-Dosen, die einen septischen
Schock induzierten. In dieser Phase wurden iber 6 h hamodynamische und respiratorische
Parameter erhoben. Das Ausmal der Inflammationsreaktion wurde anhand der Expression
der proinflammatorischen Zytokine IL-13, IL-6, TNF-a und CINC-1 im pulmonalen
Parenchym sowie deren Serumkonzentration gemessen. Die pulmonale Schadigung wurde
anhand des Lung Injury Score erfasst. Die Quantifizierung der Fibrosierung erfolgte mittels
Messung der mRNA Expression von Prokollagen | und Il und des prozentualen Anteils an a-

SMA positiven Zellen.
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Zusammenfassung

Eine Erhohung der LPS-Dosis flihrte erwartungsgemall zu einem signifikanten Anstieg der
proinflammatorischen Zytokine, sowohl im Plasma als auch in der pulmonalen mRNA-
Expression. Auch der Lung Injury Score stieg mit zunehmender LPS-Gabe von 0,075 auf 0,75
mg/kg/h signifikant an. Eine Steigerung der LPS-Dosis auf 1,5 mg/kg/h fiihrte allerdings
nicht, wie erwartet, zu einer signifikant vermehrten Zytokinexpression oder
Parenchymschadigung. In allen Gruppen mit Endotoxindmie wurde im pulmonalen
Parenchym eine verminderte mRNA-Expression der Prokollagene PC-I und PC-lIl und ein
verminderter Anteil an a-SMA positiven Zellen gemessen. Nach unseren Daten scheint es
also in der initialen Phase eines Endotoxin-induzierten sekundaren ARDS im untersuchten

in vivo Modell zundchst eine Herabregulation der profibrotischen Mechanismen zu geben.
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7.3 Apparate und Material

Neonatal-Beatmungsgerat
Babylog 8000

Softwareversion 4.02

Dragerwerk AG, Libeck

3 x Perfusor secura FT

1 x Perfusor secura

B.Braun Melsungen AG
B.Braun Melsungen AG

Heizplatte Thermostat 37°C gesteuert

Medax Nagel KG, Kiel

Stereomikroskop Wild M 650 (6-40x)

Wild, Heerburgg, Schweiz

Druckwandler-Set, PMSET 1DT-XX

Becton Dickinson, Critical Care Systhems

Pte Ltd, Singapore

Physiologisches Messsystem

Sonderanfertigung

Institut MABEL IS Med.

Fachhochschule Mannheim

Blutgasanalysegerat

Cobas b 121

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Isofluan Verdampfer Eickenmeyer TEC3

mit Flowmeter 0-4,4 I/min

Eickenmeyer Medizintechnik fur

Tierarzte KG, Tuttlingen

Plexiglasbox zur Inhalationsnarkose

Provet, Lyssach, Schweiz

Waage Satorius universal

Sartorius GmbH, Gottingen

Zentrifuge MSE Micro Centaur

Sanyo MSE, Made in UK

Schermaschine Aesculap Favorita Il

Aesculap Suhl GmbH, Suhl

Chirurgische Instrumente

Diener, Tuttlingen
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

Aesculap AG, Tuttlingen

Dumont Pinzetten

Manufactures d'Outils Dumont S.A.,,

CH-2924 Montignez Schweiz

Eppendorf Pipetten: Research plus
2,5; 10; 50; 100; 200; 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf Centrifuge 5418R

Eppendorf AG, Hamburg

Mikroskop Axiostar plus

Carl Zeiss AG, Gottingen

BX51-Mikroskop

Olympus Corporation, Tokyo, Japan
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Color-View2 Digitalkamera

Olympus Corporation, Tokyo, Japan

Leica TP1020 - Automatic Tissue Processor

Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar

Rotationsmikrotom LeikRM 2165

Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar

Homogenisator Ultra Turrax T25°,

Jauke und Kunkel IKA-Labortechnik

Microplate reader Infinite® M 200 PRO
Infinite® 200 PRO NanoQuant

Tecan Group Ltd.
CH-8708 Mannedorf

peqSTAR 2X Thermocycler

PEQLAB Biotechnologie GmbH
D-91052 Erlangen

7900HT Fast Real-Time PCR System

Life Technologies GmbH
D-64293 Darmstadt

7.4 Software

MED IS

Institut MABEL

Fachhochschule Mannheim

Sigma Plot Version 11.0

Systat Software GmbH, 40699 Erkrath

SAS Version 9.4

SAS Institute Inc. Cary, NC, USA

Excel, Word
Office Professional 2010

Microsoft, USA

CellF Multi-fluorescence + Imaging Software

Olympus Corporation, Tokyo, Japan

Application: Tecan i-control

V_2.12_04/10_InfiniTe (Apr 26 2010/11.30.08)

Tecan Group Ltd. CH-8708 Mannedorf
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7.5 Pharmaka und Chemikalien

Lipopolysaccharide
aus E.coli Serotype 055:B5
Best.Nr.: L2880 Charge: 032M4082V

Sigma Louis, Missouri 63103 USA

Deltajonin-Infusionslésung

AlleMan Pharma GmbH, Rimbach

Isotonische Kochsalzlésung

Fresenius Kabi, Bad Homburg

Forene®

(Isofluran 100% V/V)

Abbott GmbH &Co.KG, Wiesbaden

Ketamin 10% Veterinar

(100 mg/ml Ketamin Razemat)

Bela-Pharm, D-49377 Vechta

TEMGESIC® Ampullen Injektionsldsung
(0,3 mg/ml Buprenorphin)

RB Pharmaceuticals - RB

Pharmaceuticals Ltd., Berkshire, (UK)

Arterenol

(Noradrenalin T mg/ml)

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH,

Frankfurt am Main

Heparin-Natrium (5.000 i.E./ml)

Ratiopharm GmbH, 89079 Ulm

Bepanthen® Augen- und Nasensalbe

Bayer Vital, D-51368 Leverkusen

Scandicain® 2%

AstraZeneca GmbH, 22876 Wedel

Softasept® N

B.Braun Melsungen AG,
D-34209 Melsungen

TRIzol® Reagenz

Life Technologies GmbH
D-64293 Darmstadt

DNAase free Water

Life Technologies GmbH
D-64293 Darmstadt

Diethyldicarbonat (DEPC)

Sigma Louis, Missouri 63103 USA

Ethanol p.a

Carl Roth GmbH + Co. KG
76185 Karlsruhe

Hamatoxylin Gills Formula

Vector Laboratories, Inc. Burlingame,

CA94010, USA

Eosin

Carl Roth GmbH + Co. KG
76185 Karlsruhe

Ethanol 96%

Carl Roth GmbH + Co. KG
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76185 Karlsruhe

Formalin Carl Roth GmbH + Co. KG
76185 Karlsruhe

Xylol Carl Roth GmbH + Co. KG
76185 Karlsruhe

Paraffin Carl Roth GmbH + Co. KG

76185 Karlsruhe

TBS Tris buffered saline

Bio-Rad Laboratoris, Inc. USA

Avidin / Biotin blocking Kit

Vector Laboratories, Inc. Burlingame,

Vectastin ABC-Kit

Vector Laboratories, Inc. Burlingame,

DAB Peroxidase Substrate Kit

Vector Laboratories, Inc. Burlingame,
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7.6 Antikorper und Primer, Testkits

a-Actin (alpha-SM1)
sc-130617

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Dallas, Texas 75220 USA

Biotinylated-lg

Horse Anti-Mouse

Vector Laboratories, Inc. Burlingame,

USA

Quantikine® ELISA Testkit
Rat CXCL1 / CINC-1
Rat TNF-a

Rat IL-6

Rat IL-13 /IL-1F2

R&D Systems Ltd., Abingdon, UK

High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit

with RNase Inhibitor

Applied Biosystems Inc.
Life Technologies GmbH Darmstadt

TagMan® Gene Entrez NCBI
Primer Uni-Gene
Expression Assay Gene ID Location Chromosome:
. Chr.12:

B-Actin RN00667869_m1 81822 | Rn.94978

(Rat Actb) 12047070 - 12050040
Chr.14:

CINC-1 RN00578225 m1 | 81503 | Rn.10907

(Rat Cxcl1) 18690339 - 18692118
Chr.10:

Col1a1 Rn01463848_ m1 | 29393 | Rn.2953

(Rat COL I) 83622438 - 83639368
Chr.9:

Col3a1 Rn01437681 m1 | 84032 | Rn.3247

(Rat COL Ill) 44281582 - 44317831

Rn00676330_m1 | 24494 | Rn.9869
(Rat 111b) 116964422 - 116970867
IL6 Chr.4:
Rn99999011 m1 | 24498 | Rn.9873

(Rat 116) 456799 - 461376
Chr.20:

TNFa RN99999017 m1 | 24835 | Rn.2275

(Rat Tnf) 3661000 - 3663618

Alle Primer wurden von Life Technologies GmbH, D-64293 Darmstadt bezogen
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7.7 Verbrauchsmaterial

Einmal-Spritzen 1,2,5,10ml

Becton Dickinson S.A., Madrid Spain

Einmal-Kantlen 18G (gelb), 0,9 x 40 mm
Einmal-Kantlen 23G (blau), 0,6 x 25 mm
Einmal-Kantlen 30 G (gelb), 0,3 x 13 mm

Becton Dickinson and Company,

Franklin Lakes New York 07417 USA

Dreiwegehdhne

Becton Dickinson Infusion Therapy AB,

Helsingborg Sweden

Venenverweilkantlen G14

Kliniject (2,2 x 45mm)

Klinika Medical Gmbh, 61250 Usingen

PE-Schlauch Vene
Fine Bore Polythene Tubing
E-1317 0,58mm ID 0,96mm OD

Protex

Smiths Medical, St Paul, U.S.A

PE-Schlauch Arterie
Fine Bore Polythene Tubing
E-13200,38 mm ID 1,09 mm OD

Perfusorspritzen 50ml

Protex

Smiths Medical, St Paul, U.S.A

Becton Dickinson S.A., Madrid Spain

Perfusorschlauchverlangerungen 140cm

Becton Dickinson S.A., Madrid Spain

Einmal-Skalpell Figur: 10

B. Braun Deutschland GmbH

Protex Endotrachealtubus 3,5i.D

Protex Smiths Medical, St Paul, U.S.A

BD Falcon PE-Round Bottom Tubes 14ml

BD Biosciences, NJ 07417 USA

Cellstar Tubes 15ml, konischer Boden

Greiner bio one

Lithium Heparin R6hrchen Microvelle®

Sarstedt, Niumbrecht Deutschland

Eppendorf Safe-Lock Tubes 0,5ml, 1,5ml, 3ml

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf Pipettenspitzen 2ml-4ul

Eppendorf AG, Hamburg

Super Frost Objekttrager
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