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1 Einleitung

1.1 Akutes Atemnotsyndrom

1.1.1 Definitionen

Die Erstbeschreibung des akuten Atemnotsyndroms (acute respiratory distress
syndrome, ARDS) stammt von Ashbaugh und Petty (1, 2). In einem Kollektiv von
beatmungspflichtigen Patienten auf Intensivstation beschrieben die Autoren eine
Gruppe von Patienten, die unter der standardmifligen Beatmungstherapie keine
Besserung ihrer respiratorischen Insuffizienz zeigten. Die Autoren definieren das
Krankheitsbild - unabhédngig von der auslosenden Ursache - anhand klinischer,
radiologischer, pathophysiologischer und histopathologischer Kriterien: Danach ist das
ARDS klinisch durch Dyspnoe, Tachypnoe und Zyanose, die sich auf Sauerstoffgabe
nicht  bessern,  gekennzeichnet.  Pathophysiologisch ~ finden  sich  eine
Gasaustauschstorung, der ein nicht-kardiogenes Lungenddem und eine Fehlregulation
der regionalen Hdmodynamik mit einem Missverhdltnis zwischen Ventilation und
Perfusion zugrunde liegt sowie eine verminderte pulmonale Compliance. Radiologisch
zeigen sich diffuse alveoldre Infiltrate. Atelektasen, hdmorrhagische Bezirke,
interstitielles und alveolidres Odem sowie hyaline Membranen sind die histologischen
Charakteristika des ARDS.

Spétere Definitionen orientierten sich mehr an Schweregrad und klinischem Verlauf des
Syndroms, mit der Zielsetzung, Anhaltspunkte fiir die Prognose und Leitlinien fiir die
Differentialtherapie erstellen zu konnen, was allerdings bis heute nur in gewissem
Umfang gelang. Nach den Empfehlungen der “American-European Consensus
Conference on ARDS” (3) sind ARDS und ALI (acute lung injury, akutes
Lungenversagen) durch folgende Kriterien definiert: akuter Beginn, bilaterale Infiltrate
in der Rontgenthoraxaufnahme, pulmonal-arterieller Verschlussdruck <18 mmHg oder
keinen klinischen Hinweis auf einen Druckanstieg im linken Vorhof und einen
Pa0,/FiO,-Quotient < 200 mmHg (Quotient aus arteriellem Sauerstoffpartialdruck und
inspiratorischer Sauerstofffraktion) fiir das ARDS bzw. einen PaO,/FiO,-Quotient

>200 mmHg und <300 mmHg fiir das ALI, wobei die Hohe des PEEP (positiv



endexpiratorischer Druck) nicht beriicksichtigt wird (3). Dieses Syndrom ist in den
meisten Féllen mit einer anderen Erkrankung assoziiert, hauptsidchlich mit einem

Sepsissyndrom, Aspiration, Pneumonie, Polytrauma und multiplen Transfusionen.

1.1.2 Epidemiologie

In aktuellen Publikationen wird die Inzidenz des ARDS mit 1,5 bis 13,5 Falle/100000
Einwohner pro Jahr angegeben (4). Das akute Lungenversagen (ALI) ist mit 17
(Skandinavien) bis 70 (USA) Neuerkrankungen/100000 Einwohner pro Jahr haufiger.
Die hohe Spannweite dieser Zahlen ist unter anderem auf die Heterogenitdt der
zugrunde gelegten Definitionen fiir ARDS und die unterschiedliche Abgrenzung gegen
ALI zuriickzufiihren. Da das Auftreten von ALI und ARDS fast immer mit einer
anderen Erkrankung assoziiert ist (vgl. oben), liegt die Inzidenz in Risikogruppen, d. h.
bei Patienten mit einer dieser Erkrankungen, wesentlich hoher. Beispielsweise
erkranken 43% der Patienten mit einem Sepsissyndrom, 25% der schwer traumatisierten
und 33% der beinahe ertrunkenen Patienten an einem ARDS (5). Im Kollektiv der
beatmeten Patienten liegt das ARDS mit einer Priavalenz von ca. 4% (4) bis ca. 17% vor
(6, 7), wobei sich der Unterschied moglicherweise aus der Anwendung verschiedener
Definitionen des ARDS, aus der Heterogenitit der Patientenkollektive und aus
unterschiedlichen Beatmungsstrategien erklédren lésst.

Uber die Mortalitit des ARDS finden sich in der Literatur unterschiedliche Angaben:
einerseits werden Mortalitdtsraten von 50 bis 60% genannt (6), die seit der
Erstbeschreibung des ARDS konstant geblieben sind (8), andererseits wird eine
Senkung der Mortalitdt auf ca. 30 bis 40% beschrieben, die auf eine druck-limitierte
Beatmungstherapie zuriickgefiihrt wird (9,10).

Auch die Zahlen iiber die Mortalitét flir Patienten mit akutem Lungenversagen, die nicht
die Kriterien fiir ARDS erfiillen, variieren stark: wihrend Roupie et al. (6) mit ca. 30%
fiir ALI eine deutlich niedrigere Mortalitdt als fiir ARDS finden, liegt anderen Studien
zufolge die Mortalitit in beiden Gruppen zwischen 40 und 60% (4).



1.1.3 Atiologie

Die Ursachen eines ARDS lassen sich in pulmonale und extrapulmonale einteilen,
wobei letztere iiberwiegen (3, 5). Zu den pulmonalen Ursachen zéhlen direkte Ausloser
eines ARDS, wie zum Beispiel die Aspiration von Mageninhalt, das Beinaheertrinken,
die virale Pneumonitis, die bakterielle Pneumonie (parapneumonisches ARDS) sowie
die Inhalation toxischer Gase, wie Stickstoffdioxid, Rauchgase und hyperbarer
Sauerstoff.

Zu den haufigsten extrapulmonalen Ursachen zdhlen Schock, Polytrauma, v.a. in
Verbindung mit multiplen Bluttransfusionen, Sepsissyndrom, hauptsdchlich durch
gram-negative Keime und ausgedehnte Verbrennungen.

Wihrend sich die pathologischen Prozesse beim ARDS mit pulmonaler Ursache primér
an der Lunge abspielen, kommt es beim ARDS extrapulmonaler Genese sekundir zu
einer Einbeziehung der Lunge (3). Dies entsteht durch eine Einschwemmung aktivierter
Zellen (neutrophiler Granulozyten, immunkompetenter Zellen), bakterieller Toxine und
humoraler Produkte aktivierter Kaskadensysteme aus dem groBen Kreislauf

(beispielsweise aus dem Splanchnikusgebiet) in die pulmonale Zirkulation.

1.14 Pathophysiologie und Pathobiochemie

Im Gegensatz zur Vielfalt der auslésenden Mechanismen laufen die funktionellen und
strukturellen Verdnderungen nach einem weitgehend einheitlichen Muster ab, so dass
histologisches Bild und klinischer Verlauf kaum Riickschliisse auf die Ursache
ermoglichen. Am Anfang stehen die vermehrte Gefdffiillung, die Odematose
Verbreiterung der Alveolarsepten und die Bildung hyaliner Membranen. Im weiteren
Verlauf nehmen diese an Dicke und Ausdehnung zu, bis die Einwanderung von
Fibroblasten einsetzt, die zur Ablagerung kollagener Fasern fiihrt. SchlieBlich bietet
sich das Bild einer interstitiellen Entziindung und Fibrose (1).

Stunden bis wenige Tage nach dem auslosenden Ereignis setzen die
pathophysiologischen Vorgédnge ein. Als initiales Ereignis in der Pathogenese des

ARDS wird die Sequestration von neutrophilen Granulozyten (polymorphkernigen



Granulozyten, PMN) betrachtet (11-14), die sich in einem massiven Anstieg
Neutrophiler sowie der von ihnen sezernierten Myeloperoxidase (MPO) im pulmonalen
Interstitium und in der bronchoalveoldren Lavage niederschliagt (15, 16). Diese
Sequestration wird durch die Freisetzung chemotaktischer Substanzen aus dem
pulmonalen Endothel, aus Makrophagen und residenten Neutrophilen bewirkt (12, 17).
Die im ARDS beobachteten pathophysiologischen Verdnderungen entstehen aus den
Interaktionen der beteiligten Zellen (Neutrophile, pulmonales Endothel, Makrophagen)
und aktivierten humoralen Kaskaden (Gerinnungs-, Komplement-, Kallikreinsystem
und Arachidonsduremetabolismus) (18).

Am Anfang steht eine diffuse Vasokonstriktion in der pulmonalen Strombahn, die einen
Druckanstieg zur Folge hat (19, 20). Die Permeabilitit der endo- und epithelialen
Grenzflichen fiir Makromolekiile steigt ebenfalls, so dass sich ein proteinreiches
alveolires Odem bildet, das schlieBlich zur Ablagerung hyaliner Membranen fiihrt (21-
23). Diese verbreiterte und verdichtete Diffusionsstrecke behindert den Gasaustausch,
was sich in sinkenden arteriellen Sauerstoffpartialdrucken (PaO,) niederschlidgt. Die
reduzierte Surfactantfunktion filhrt gemeinsam mit einer im Zuge der systemischen
Entziindungsreaktion erhohten Steifigkeit der Thoraxwand zur Verminderung der
Compliance (24, 25). Regionale Minderbeliiftung einerseits und eine fehlende
Regulation des GefdBtonus andererseits steigern das intrapulmonale Shuntvolumen (d.
h. Perfusion nicht beliifteter Alveolen) (26), was ein weiteres Absinken des arteriellen
Sauerstoffpartialdruckes (PaO,) beglinstigt.

Die Mechanismen der Vermittlung zwischen auslosender Ursache und
pathophysiologischer Reaktion sind nicht vollstindig aufgeklirt. Bekannt ist, dass
Produkte des  Arachidonsdure (AA)-Stoffwechsels ebenso wie reaktive
Sauerstoffmetabolite entscheidend beteiligt sind.

Die Beteiligung von Produkten des AA-Stoffwechsels ist durch klinische und
experimentelle Ergebnisse untermauert. So sind in der bronchoalveoliren Lavage
(BAL) von Hochrisikopatienten Leukotrien B, (LTBy), Prostaglandin E, (PGE,) sowie
die Metabolite von Prostaglandin I, (PGI,) und Thromboxan A, (TXA,) nachweisbar
(27). TXA, gilt als einer der stirksten Vasokonstriktoren, wahrend Peptidoleukotriene
und LTB, eine Steigerung der Permeabilitdt bewirken (26, 28). Zudem stellt LTB, einen

starken chemotaktischen Reiz filir neutrophile Granulozyten dar. Aullerdem erhoht eine



Vasokonstriktion an postkapilldren Gefaflabschnitten den kapillaren
Filtrationskoeffizienten und damit die Odembildung. Durch Vasodilatation ist die lokale
PGI,-Synthese am Ventilations-Perfusions-Missverhéltniss beteiligt (26).

Die Beteiligung reaktiver Sauerstoffmetabolite, die von stimulierten Neutrophilen
ebenso wie von aktivierten Endothelzellen freigesetzt werden, ist ebenso durch
experimentelle und klinische Daten gesichert (29, 30). Dariiber hinaus ruft der oxidative
Stress durch neutrophile Granulozyten einen Anstieg von pulmonalarteriellem Druck
und Gefédlpermeabilitdt hervor und bewirkt damit Verdnderungen, die fiir das ARDS
charakteristisch sind (31).

In verschiedenen experimentellen Systemen konnte eine Verbindung zwischen
oxidativem Stress und AA-Metabolismus nachgewiesen werden (32, 33). Insbesondere
werden auch die Effekte von oxidativem Stress neutrophiler Granulozyten iiber eine

Beteiligung des AA-Stoffwechsel vermittelt (34) (vgl. unten).



1.2 Neutrophile Granulozyten - Schliisselzellen im ARDS

1.2.1 Physiologische Funktionen neutrophiler Granulozyten

Neutrophile Granulozyten stellen als Mikrophagen Zellen der unspezifischen Abwehr
dar (35). Zur Abtotung von Erregern verfiigen sie iiber verschiedene Systeme, wie die
Freisetzung von Prostanoiden, die Generierung hochreaktiver Sauerstoffmetabolite und
die Sekretion lysosomaler proteoloytischer Enzyme (36). Unter pathologischen
Bedingungen konnen iiber diese Mechanismen auch korpereigene Strukturen
angegriffen werden.

Die physiologische Funktion Neutrophiler setzt deren Anreicherung im infizierten
Gewebe voraus. Dazu verfiigen Neutrophile iiber die Fahigkeit zu Chemotaxis,
Adhidrenz, Migration und Phagozytose. Diese Prozesse werden iiber spezifische
Rezeptoren vermittelt (37):

Chemotaxis: Zur Anreicherung der neutrophilen Granulozyten im Entziindungsherd
dienen Rezeptoren fiir LTB,, ein Produkt des AA-Stoffwechsels, fiir das
Komplementfragment C5a und fiir das Peptid N-Formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-
phenylalanin (FMLP), das von Bakterien produziert wird.

Im Rahmen einer Polytraumatisierung oder eines Sepsissyndroms kommt es unter
anderem zur Aktivierung der Komplementkaskade mit Freisetzung der Anaphylatoxine
C5a und C3a, die aufgrund ihrer chemotaktischen Wirkung im pulmonalen Gefaf3bett zu
einem Anstieg der Leukozytenzahlen fithren. Da LTB, das Hauptprodukt des
granulozytiren Eicosanoidstoffwechsels darstellt, verstirkt sich die Sequestration der
neutrophilen Granulozyten aus eigenem Antrieb (38).

Adhérenz und Migration: Die Adhdrenz an der Basalmembran des GefdaBendothels
bzw. nach dem Auswandern ins Bindegewebe wird von den Rezeptoren fiir Laminin
und Fibronectin vermittelt.

Phagozytose: SchlieBlich wird {iber Bindung an Rezeptoren fiir die Fc-Region der
Immunglobuline, v.a. IgG und fiir das Komplementfragment C3b die Phagozytose
ausgelost.

Als Phagozytose bezeichnet man die aktive Aufnahme von Erregern oder Partikeln in

eine Zelle (36). Dazu werden die aufzunehmenden Substanzen von Zellausldufern



umflossen, bis sich die Zellmembran dahinter wieder verschliefft. Diese Phagosomen
verschmelzen mit den Lysosomen des Phagozyten zu Phagolysosomen, wodurch die
bakteriziden Substrate und fermentativen Enzyme mit dem aufgenommenen Material in

Kontakt treten.

1.2.2 Neutrophile Granulozyten in der pulmonalen Zirkulation

Bereits unter physiologischen Bedingungen ist die Lunge ein Organ mit einem grof3en
Pool an neutrophilen Granulozyten. Die GroBenverhéltnisse zwischen neutrophilen
Granulozyten und pulmonalen Kapillaren erfordern einerseits eine Forménderung der
neutrophilen Granulozyten fiir einen Durchtritt durch die pulmonale Zirkulation und
filhren zu einer deutlichen Verlangsamung des Flusses der Neutrophilen im Vergleich
zu anderen Blutbestandteilen (39). Diese Flussverlangsamung fiihrt zu einer relativen
Anreicherung Neutrophiler in der pulmonalen Mikrozirkulation und schafft die
Voraussetzung fiir einen Kontakt zwischen Neutrophilen und pulmonalem Endothel, der
wiederum fiir eine Migration erforderlich ist. In der pulmonalen Mikrozirkulation
konnen neutrophile Granulozyten gleitend oder rollend, adhdrend und migrierend
angetroffen werden.

Zu einer raschen Steigerung der Zahl neutrophiler Granulozyten, die in die Lunge
migrieren, kommt es unter verschieden pathologischen Bedingungen. Experimentell
konnte dieses als Granulozyten-Sticking bezeichnete Phinomen durch folgende Stimuli
ausgeldst werden (40):

- Reduktion des Flusses in der pulmonalen Zirkulation,

- Erh6hung des pulmonal-vendsen Druckes,

- Exposition der Lunge mit bakteriellem Endotoxin.

Die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten in der pulmonalen Zirkulation ruft eine
Zunahme von pulmonalarteriellem Druck und Gefdlpermeabilitit hervor und fiihrt
damit zu Verdnderungen der pulmonalen Zirkulation, wie sie klinisch unter den
Bedingungen eines ARDS oder einer acute lung injury gefunden werden (31). Dabei
korrelieren die Zunahme des pulmonalarteriellen Druckes und der GefaBpermeabilitit

mit der Aktivitdt der freigesetzten Myeloperoxidase, so dass die Verdnderungen der



pulmonalen Mikrozirkulation am ehesten durch den oxygen burst der neutrophilen

Granulozyten erklart werden kénnen.

1.2.3 Aktivierung neutrophiler Granulozyten - oxygen burst

Zur Aktivierung der neutrophilen Granulozyten kommt es durch die Bindung von
Liganden an die entsprechenden Rezeptoren (36, 37). Unter physiologischen
Bedingungen sind dies hauptsichlich Fc-Regionen der Immunglobuline und
Komplementfragmente. Da der Signaliibertragungsweg fiir den FMLP-Rezeptor am
besten bekannt ist, beziehen sich die folgenden Erlduterungen auf ihn. Die Bindung des
FMLP an seinen Rezeptor fiihrt iiber ein G-regulatorisches Protein zur Aktivierung der
Phospholipase C in der Zellmembran. Dieses Enzym setzt aus dem Phospholipid-Pool
der Zellmembran Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat (IP3) frei (41). Diese
Molekiile setzen als sogenannte second messenger weitere Reaktionen in Gang. IP;
erhoht die intrazellulire Calziumionenkonzentration, die eine wesentliche
Voraussetzung fiir Phagozytose und Degranulation darstellt. DAG aktiviert liber die
Proteinkinase C (42) einerseits das Zytoskelett und ist damit ebenfalls an Phagozytose
und Degranulation beteiligt. Die Degranulation der Neutrophilen setzt lysosomale
proteolytische Enzyme und die Myeloperoxidase (MPO) aus den primédren Granula in
den Extrazelluldrraum frei. Andererseits werden durch die Aktivitit der Proteinkinase C
Enzyme aktiviert, die fiir die Produktion der reaktiven Sauerstoffmetabolite
verantwortlich sind (42).

Die Aktivierung der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase  stellt iiber den
Hexosemonophosphatshunt reduziertes Nicotinsdureamid-adenin-dinukleotidphosphat
(NADPH) bereit, das von der NADPH-Oxidase zum Superoxidanionenradikal (O;")
oxidiert wird, welches den Ausgangspunkt fiir weitere Reaktionen bildet (43). Die
NADPH-Oxidase ist zum grofiten Teil in der Membran der sekundéiren Granula
lokalisiert, ein kleiner Teil befindet sich in der dufleren Zellmembran, wobei die
NADPH-Bindungsstelle auf der zytoplasmatischen Seite lokalisiert ist und
Superoxidanionenradikale in das Lumen der Granula bzw. in den Extrazelluldrraum

sezerniert werden (44, 45).



Wihrend dieses Prozesses steigt die Sauerstoffaufnahme der Neutrophilen auf das
20fache des Ausgangswertes (43). 90% des aufgenommenen Sauerstoffs werden als

Superoxidanionenradikal (O,") sezerniert, weshalb man dieses Phdnomen respiratory

oder oxygen burst nennt.
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1.3 Die Generierung reaktiver Sauerstoffmetabolite

Ausgehend vom Superoxidanionenradikal (O, ) werden wihrend eines oxygen burst

weitere reaktive Sauerstoffmetabolite gebildet (44).

1.3.1 Wasserstoffperoxid (H,0,)

Bei O, handelt es sich um eine instabile Substanz, aus der durch Dismutation

Wasserstoffperoxid (H,O,) entsteht (44)(46).
(A)  Spontane Dismutation (43):

Das Superoxidanionenradikal (O, ) befindet sich in folgendem Gleichgewicht:

H + 0,” <==> HO, pK,4,8

Da im sauren Milieu der Lysosomen beide Formen etwa zu gleichen Teilen vorliegen,

ist eine Dismutation nach folgender Gleichung denkbar:
2H02 ==> H202 + 02
Im physiologischen Milieu (pH=7,4) liegt das Superoxidanionenradikal jedoch fast

vollstindig dissoziiert vor, so dass eine spontane Dismutation nach folgender

Gleichung:

2H+ + 202-. ==> H202 + 02

wegen der hohen AbstoBung zwischen den beiden negativen Anionenradikalen sehr

unwahrscheinlich ist.
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(B) Enzymatische Dismutation:

Unter physiologischen Bedingungen soll hauptsidchlich die durch die
Superoxiddismutase katalysierte Dismutation unter Bildung von Wasserstoffperoxid
und Sauerstoff ablaufen (43).

Aus Wasserstoffperoxid entstechen weitere Metabolite des oxygen burst, wobei vor
allem die Hypochlorsdure zu nennen ist. AuBlerdem ist Wasserstoffperoxid selbst ein

reaktives Oxidans, jedoch deutlich weniger reaktiv als Hypochlorséure.

1.3.2 Das Hydroxylradikal (OH)

Das Hydroxylradikal (47) entsteht unter physiologischen Bedingungen aus
Wasserstoffperoxid und dem Superoxidanionenradikal gemil der Haber-Weiss-

Reaktion (48):

02_' + H202 ==> 02 +OH + OH

Diese Reaktion lauft bei pH=7,4 eher langsam ab, wird aber durch die Anwesenheit von
Ionen der Zwischenelemente beschleunigt, die dabei als Redoxpartner wirken, indem sie
oxidative Aquivalente iibertragen und nach der Reaktion unverindert vorliegen. Die

derart modifizierte Haber-Weiss-Reaktion wird als Fenton-Reaktion (49) bezeichnet:

Fe*"+ H,0, ==>Fe’" + OH + OH

Fe'"+ H,0, ==>Fe*" + HO, + H"

Gesamtreaktion: Eisensalz + 2 H,0,==>2 H,O0 + O,

und spielt im physiologischen Milieu die bedeutendere Rolle .
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1.3.3 Hypochlorsiaure (HOCI)

In Anwesenheit von Chloridionen entsteht aus Wasserstoffperoxid in einer
enzymatischen Reaktion Hypochlorsdure (HOCI). Diese Reaktion wird durch die
Myeloperoxidase (MPO) katalysiert (50-52):

Cl'+ H,0, + H" ==> HOCI + H,0

Die MPO ist in groBen Mengen in den primdren Granula der neutrophilen Granulozyten
enthalten (44, 46). Da die Generierung von HOCI an die MPO gebunden ist und da nur
Granulozyten iiber dieses Enzym verfiigen, ist HOCI ein fiir neutrophile Granulozyten
relativ spezifisches Oxidationsmittel.

Mit einem pKa-Wert von 7,5 (53) ist HOCI eine schwache Sédure und liegt bei
physiologischem pH-Wert nahezu zu gleichen Teilen dissoziert und undissoziiert vor.
HOCI1 wirkt daher nicht als Saure, sondern stellt ein duert reaktives Oxidationsmittel

dar.

1.34 Singulett-Sauerstoff

Fiir die Entstehung von Singulett-Sauerstoff werden folgende Mechanismen diskutiert:

(1) Diese energiereiche Sauerstoffspezies soll bei spontaner Dismutation entstehen (54).
Wie bereits ausgefiihrt, scheint diese Reaktion bei pH=7,4 jedoch eher
unwahrscheinlich.

(2) Singulett-Sauerstoff soll bei der Reaktion von Wasserstoffperoxid mit
Hypochlorsdure entstehen (vgl. unten) (55).

(3) Wenig Beweise gibt es in der Literatur fiir die Bildung von Singulett-Sauerstoff bei
Reaktion des Superoxidanionenradikals mit Sulthydrylgruppen (56).

Bei Singulett-Sauerstoff handelt es sich um einen hoch reaktiven Metaboliten, dessen

Bedeutung fiir die Funktion neutrophiler Granulozyten jedoch nicht abschlieBend

beurteilt werden kann, da die Reaktionen zu seiner Entstehung vergleichsweise langsam

ablaufen.
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Wihrend eines oxygen burst werden also folgende Substanzen von neutrophilen
Granulozyten  freigesetzt: das  Superoxidanionenradikal, = Wasserstoffperoxid,
Hypochlorsaure, das Hydroxylradikal und Singulett-Sauerstoft.

Alle diese Metabolite sind verschieden stark reaktive Agentien, die {ber
unterschiedliche Mechanismen mit bestimmten biologischen Zielen reagieren konnen
und damit mehr oder weniger mikrobizid sowie gewebsschiddigend wirken (43). In
welchem Ausmal} die einzelnen Agentien daran beteiligt sind und welche Bedeutung
thnen somit zukommt, ist noch nicht abschlieBend geklirt. Sicher ist jedoch, dass in
Anwesenheit von Chloridionen, also unter physiologischen Bedingungen, das System
Chloridionen/Wasserstoffperoxid/MPO eine entscheidende Rolle spielt und dass sein
Produkt, die Hypochlorsdure, eine stark mikrobizide Wirkung besitzt (46).

Der Hypochlorsdaure und dem Wasserstoffperoxid gilt das besondere Interesse dieser

Arbeit.



14

14 Experimentelle Modelle fiir den oxidativen Stress neutrophiler

Granulozyten

Die Effekte von durch neutrophile Granulozyten freigesetzten reaktiven
Sauerstoffverbindungen auf biologische Ziele konnen an verschiedenen experimentellen
Modellen beobachtet werden:

Den physiologischen Verhiltnissen kommt die Verwendung von Suspensionen
stimulierter neutrophiler Granulozyten am néchsten (57, 58). Dieses Modell bietet
die Moglichkeit, die Beeinflussung biologischer Ziele wéhren des oxygen burst unter
Bedingungen zu untersuchen, die in vivo-Bedingungen sehr nahe kommen. Allerdings
lassen sich in diesem System die beobachteten Effekte nur schwer der Wirkung
reaktiver Sauerstoffmetabolite, lysosomaler Enzyme oder ebenfalls freigesetzter
Prostanoide zuordnen. Erst recht ist es nicht moglich, die beobachteten Effekte mit der
Wirkung einer speziellen reaktiven Sauerstoffverbindung zu erkliren.

Um die Effekte einzelner nichtradikalischer Oxidantien (HOCI, H,0;) zu
untersuchen, konnen diese dem zu beeinflussenden System einmalig oder kontinuierlich
zugefiihrt werden (57, 59-62). Dieses Modell erlaubt die Charakterisierung der Effekte
eines einzelnen reaktiven Saurstoffmetaboliten. Wahrend H,O, auch von anderen
Quellen, wie Endothelzellen und Makrophagen freigesetzt wird, handelt es sich bei
HOCl um ein fiir Granuloyzten spezifisches Oxidans, dessen Bildung an die
Anwesenheit von MPO gebunden ist.

Um die Effekte von radikalischen Oxidantien zu untersuchen, stehen verschiedene
Systeme zur Verfligung, die diese kurzlebigen Radikale kontinuierlich oder
diskontinuierlich freisetzen. Exemplarisch seien das Xanthin-Xanthinoxidase-System
und die Photoaktivierung des  Farbstoffes Rose-Bengal erwédhnt, die
Superoxidanionradikale freisetzen (63).

Ein weiteres experimentelles System fiir oxidativen Stress neutrophiler Granulozyen ist
das MPO/H;0,/Chlorid-System (57-59). In diesem System wird von der MPO HOCI
synthetisiert. Da HOCI wesentlich reaktiver als H,O, ist (60) und iiber ein hdheres
Redox-Potential verfiigt, sollten die Effekte dieses Systems vor allem HOCI-bedingt

sein.
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Untersuchungen, in denen die Taurinmonochloraminbildung durch stimulierte
Neutrophile, durch das MPO/H,0O,/Chlorid-System und durch HOCI verglichen wurde,
haben gezeigt, dass der Mechanismus der Taurinmonochloraminbildung in den
untersuchten Modellen identisch ist (58, 64). Am Modell der isoliert perfundierten und
ventilierten Kaninchenlunge konnte gezeigt werden, dass Stimulation sequestrierter
neutrophiler Granulozyten Effekte hervorruft, die denen durch kontinuierliche HOCI-
Gabe dhnlich sind (31).

Aus diesen Griinden gilt die Applikation von HOCI als ein geeignetes Modell um die

oxidativen Effekte stimulierter neutrophiler Granulozyten widerzuspiegeln.
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1.5 Biologische Wirkungen von oxidativem Stress

Reaktive  Sauerstoffmetabolite  unterscheiden sich hinsichtlich Stabilitdt in
unterschiedlichem Milieu, Redox-Potential, Reaktivitit, Ladung und radikalischem
bzw. nichtradikalischem Charakter. Von diesen Charakteristika wiederum héngen
Eigenschaften wie biologische Halbwertszeit, Diffusion durch biologische Membranen
und mittlerer Diffusionsradius ab. Diese Uberlegungen verdeutlichen, dass verschiedene
reaktive Sauerstoffverbindungen mit unterschiedlichen Substraten reagieren werden und
dass ein und dieselbe reaktive Sauerstoffverbindung in unterschiedlichem Milieu mit
verschieden Zielstrukturen reagieren wird. Es gibt somit keine Wirkung von oxidativem
Stress schlechthin, vielmehr miissen stets spezielle Verbindungen unter speziellen
Bedingungen betrachtet werden.

ZweckmaifBig ist eine Einteilung der reaktiven Sauerstoffverbindungen in radikalische
(wie Superoxidanion- oder Hydroxylradikal) und nicht radikalische (wie

Wasserstoffperoxid und HOCI).

1.5.1 Radikalische Sauerstoffverbindungen - Lipidperoxidation

Radikalische Oxidantien, wie das Superoxidanionenradikal und das Hydroxylradikal
verdanken ihre hohe Reaktivitit einem ungepaarten, sog. freien Elektron. Aufgrund
dieser hohen Reaktivitit ist das Hydroxylradikal in der Lage, ungesittigte Fettsduren
anzugreifen und die Lipidperoxidation in Gang zu setzen (65).

Der erste Schritt in der Reaktionskette der Peroxidation mehrfach ungesittigter
Fettsduren besteht im Entzug eines Wasserstoffatoms aus einer Doppelbindung
zwischen zwei Kohlenstoffatomen. Dabei bleibt ein freies Elektron an einem
Kohlenstoffatom zuriick. Durch Umlagerung dieses Molekiils entsteht ein konjugiertes
Dien, aus dem in einer Reaktion mit Sauerstoff ein Peroxylradikal gebildet wird. Dieses
Peroxylradikal kann nun seinerseits einer ungesittigten Fettsdure ein Wasserstoffatom
entziehen, so dass eine Kettenreaktion in Gang gesetzt wird. Beendet wird diese
Kettenreaktion durch ein Antioxidans oder durch die Reaktion zweier Radikale

miteinander.
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Reagiert dieses Peroxylradikal mit einem Wasserstoffatom, so entstehen als
Endprodukte verschiedene Hydroperoxide und zyklische Peroxide. Durch
Fragmentation entstehen Aldehyde, unter anderem Malonaldehyd, das als Marker fiir
abgelaufene Peroxidationsprozesse im Gewebe nachgewiesen werden kann.

An biologischen Membranen fithren Lipidperoxidationsprozesse zu einer Verringerung
der Fluiditdt der Membran, zu einer unselektiv erhohten Permeabilitit fiir Ionen und
damit zu einem Abfall des Membranpotentials sowie schlieBlich zu Membraneinrissen
mit Freisetzung intrazelluldrer Zellbestandteile (66).

Es wurde experimentell nachgewiesen, dass Lipidperoxidation in geschidigtem Gewebe
in stirkerem Ausmal ablduft als in gesundem Gewebe (67). Dies wird einerseits durch
eine Verminderung der Antioxidantien in den Zellen, zum Beispiel durch Inaktivierung
und Verlust, erkldrt. Andererseits tragt eine Freisetzung von Metallionen, v.a. von Eisen
und Kupfer, aus Zellspeichern zur Verstarkung der Lipidperoxidation bei (68). Daher
gilt das Ausmal} der Lipidperoxidation als geeigneter Marker fiir Gewebsschidigung
(65).

1.5.2 Nichtradikalische Sauerstoffverbindungen - Modifikation freier

funktioneller Gruppen

Nichtradikalische Oxidantien, wie Hypochlorsdure und Wasserstoffperoxid sind
aufgrund ihres Redox-Potentials in der Lage eine Reihe von biologischen Substraten,
wie Aminosduren, funktionelle Gruppen in Proteinen, Nukleotide, Vitamine (-Carotin,
Ascorbinsdure, Tocopherol), Porphyrin, NAD u. v. a. m. zu oxidieren (57, 61).

Hypochlorsiure, HOCI: Untersuchungen haben ergeben, dass die Reaktion von
Hypochlorsdure mit den Aminogruppen von o-Aminosduren zur Bildung von Nitrilen
und Aldehyden fiihrt (69). Als Zwischenprodukt entsteht eine Chloraminverbindung
(58, 59, 70) mit einer Halbwertszeit von ca. 18 Stunden, die dann spontan zerfillt unter
Bildung von Kohlendioxid, Amoniak, Chlorid und des Aldehyds. Dabei scheint bei
niedrigem pH (<5) hauptséchlich die Bildung von Dichloraminen, bei héherem pH (>8)
die Bildung von Monochloraminen zu erfolgen (59), die ihrerseits ebenfalls reaktive

Verbindungen darstellen.
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Bei der Reaktion von Hypochlorsdure mit schwefelhaltigen Verbindungen, wie zum
Beispiel Cystein oder Glutathion, kommt es zu oxidativen Prozessen am Schwefelatom.
Bringt man Hypochlorsdure mit Methionin zur Reaktion, so wird die Thioethergruppe
schon durch geringe Konzentrationen an Hypochlorsdure oxidiert, wobei
Methioninsulfoxid entsteht (71, 72). Erst bei deutlich hoheren Konzentrationen an
Hypochlorsdure erfolgt die Decarboxylierung der Aminogruppe des Methionins (71).
Im Vergleich zu Aminogruppen sind schwefelhaltige Gruppen bei gleichen
Konzentrationsverhdltnissen =~ wesentlich  (ca.  100fach) reaktiver  gegeniiber
Hypochlorsdaure (57). Bei Reaktion von HOCI mit Proteinen kommt es daher zur
oxidativen Modifikation freier funktioneller Gruppen in folgender Reihenfolge:
Zunichst werden alle freien Sulfhydryl-, dann alle freien Methionylgruppen modifiziert.
Erst danach werden auch die freien Aminogruppen nitrosiliert (73). Daher werden
insbesondere Enzyme mit funktionell bedeutsamen Sulthydrylgruppen durch HOCI
inaktiviert (61). Enzyme mit einem hohen Anteil an funktionell relevanten
Sulfhydrylgruppen sind die Alkoholdehydrogenase, die Laktatdehydrogenase, die
Glyceraldeyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, die Hexokinase und die Aldolase II (74).
Auch die katalytische Funktion der MPO selbst ist an freie Sulthydrylgruppen
gebunden. Eine Autoinaktivierung der MPO durch die von ihr synthetisierte HOCI wird
diskutiert (75).

Wasserstoffperoxid, H,0,: H;O, ist, ebenso wie HOCI, in der Lage freie
Sulfhydrylgruppen zu oxidieren. Allerdings ist H,O, wesentlich weniger reaktiv als
HOCI (60) und oxidiert, im Gegensatz zu dieser, nur Sulthydrylgruppen bestimmter
Proteine. So wurde gezeigt, dass H,O, spezifisch freie Sulthydrylgruppen der
Glyceraldehyd-3-Dehydrogenase oxidiert (74). Dariiber hinaus dient H,O, als
Ausgangspunkt zur Bildung weiterer Substanzen mit hoherer Reaktivitit: In
Anwesenheit von lonen der Zwischenelemente reagiert H,O, geméll der Fenton-
Reaktion zur Bildung von Hydroxylradikalen, die einen grofen Teil seiner
schiadigenden Wirkung vermitteln (vgl. oben). Aus H,O, und Chloridionen produziert
die granulozyten-spezifische Myeloperoxidase die hochreaktive Hypochlorsdure (vgl.
oben). Uberdies wird ein Teil des intrazellulir produzierten H,O, durch Katalase und

Glutathion abgebaut, bevor es mit anderen Strukturen reagieren kann (74).
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1.6 Aufgabenstellung

Neutrophile Granulozyten spielen bei der akuten Schidigung der pulmonalen

Zirkulation im ARDS eine entscheidende Rolle. Thre Anreicherung in der pulmonalen

Mikrozirkulation und im Interstitium gilt als ausldsendes Ereignis in der Pathogenese

des ARDS. Aktivierte neutrophile Granulozyten konnen umgebendes Lungengewebe

iiber verschiedene, potentiell pathogene Mechanismen, wie die Feisetzung lysosomaler

Enzyme, die Synthese von Prostanoiden und die Generierung hochreaktiver

Sauerstoffmetabolite, schiadigen.

Das Interesse dieser Arbeit gilt den durch neutrophile Granulozyten produzierten

nichtradikalischen Oxidantien, Hypochlorsdure und Wasserstoffperoxid. An einem

isolierten perfundierten und ventilierten = Lungenmodell soll die kontinuierliche

Freisetzung dieser Oxidantien durch folgende Interventionen modellhaft untersucht

werden:

e kontinuierliche Infusion von HOCI in einer Dosis von 1000 nmol/min iiber den
arteriellen Schenkel des Modells,

e kontinuierliche Infusion von H,O, in einer Dosis von 1000 nmol/min iiber den
arteriellen Schenkel des Modells,

e kontinuierliche Infusion von H,O;, in einer Dosis von 1000 nmol/min iiber den

arteriellen Schenkel des Modells in ein rezirkulierendes MPO-haltiges Perfusat.

Ziel dieser Experimente ist:

(1) die Charakterisierung der Effekte dieser Modelle fiir oxidativen Stress auf den
pulmonalarteriellen Gefd3tonus und auf die pulmonale Gefdallpermeabilitit,

(2) der Nachweis eines biochemischen Effekts von oxidativem Stress im Gewebe, d.h.
der Nachweis von Lipidperoxidationsprozessen durch Nachweis von Endprodukten
dieser Reaktionen,

(3) der Vergleich der eingesetzten Modelle fiir oxidativen Stress beziiglich der Effekte
auf pulmonale Zirkulation und beziiglich des Ablaufens von Lipidperoxidationspro-

ZeSsen.
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Dartiber hinaus soll die Gegeniiberstellung von Parametern der Schidigung der
pulmonalen  Zirkulation —mit dem  Ausmall der  Anreicherung  von
Lipidperoxidationsprodukten im Lungengewebe Schlussfolgerungen {iiber einen
moglicherweise bestehenden kausalen Zusammenhang zwischen Lipidperoxidation und
Schiadigung der Zirkulation erlauben.

Die Messung des Zeitverlaufs der MPO-Aktivitit unter Infusion von H,O, soll
durchgefiihrt werden, um Riickschliisse auf zu vermutende Inaktivierungsprozesse zu

ziehen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Modell der isolierten, ventilierten und perfundierten Kaninchenlunge

Der Versuchsaufbau wurde modifiziert nach dem isolierten Lungenmodell von
Knowlton und Starling (26). Die Beobachtung des isolierten Organs bietet den Vorteil,
humorale, metabolische und zentralnervose Einfliisse des Gesamtorganismus
weitgehend ausschlieBen und Anpassungsvorginge anhand pathophysiologischer und

biochemischer Parameter messen zu konnen.

2.1.1 Versuchsaufbau

Im verwendeten isolierten Organmodell (vgl. Abb. 1) erfolgte die Perfusion der Lunge
iiber einen geschlossenen extrakorporalen Kreislauf mittels einer Peristaltikpumpe
(IKA-Schlauchpumpe PA-B1, Janke und Kaukel GmbH Co. KG, Stauffen i.Br.). Dieser
wurde von zwei parallel geschalteten Vorratsgefilen (350 ml, doppelwandig, Glas,
Firma Ochs, Gottingen) gespeist, so dass es moglich war, liber Dreiwegehéhne (pvb
Medizintechnik GmbH, Kirchseeon) entweder Perfusat zu verwerfen oder in den
Kreislauf einlaufen zu lassen. Die Perfusionslosung (Serrag Wiessner, Naila) wurde der
Lunge iiber einen in der Arteria pulmonalis eingebundenen Katheter zugefiihrt. Um
Embolien zu vermeiden, wurde das Perfusat im zufiihrenden Schenkel iiber einen 40 pm
Filter (SQ 40S, Pall, Dreieich) und eine Blasenfalle geleitet. Der vendse Abfluss
erfolgte iiber einen Katheter im linken Ventrikel und iiber ein kaskadenformiges
Leitersystem, das es ermoglichte, durch Umleiten des Perfusatflusses auf die obere
Sprosse den pulmonalvendsen Druck um einen definierten Wert zu erhdhen
(,,hydrostatic challenge®).

Uber Katheter in der Arteria pulmonalis und im linken Ventrikel wurden der
pulmonalarterielle (PAP) und der linksventrikuldre, dem pulmonalvendsen (PVP) Druck
entsprechende, kontinuierlich registriert. Das Herzlungenpaket wurde in einer feuchten,
37° C warmen Kammer (doppelwandig, Glas, Firma Ochs, Gottingen) freischwebend

tiber einen Kraftaufnehmer mit Wigezelle (U4, Hottinger Baldwin Messtechnik,
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

Darmstadt) befestigt. Durch elektronische Verstirkung und Anschluss an einen
Mehrkanalschreiber (Servogor 960 BBC, Gossen Metrawatt, Niirnberg) wurden PAP,
PVP und Lungengewicht iiber die gesamte Versuchszeit aufgezeichnet.

Zur Temperaturregulierung waren Vorratsbehidlter und feuchte Kammer mit einem

Wirmetauscher (2219 Multitemp 1I, LKB-Produkta AB, Bromman, Schweden)
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verbunden. Um eine baktericlle Kontamination zu vermeiden, wurden alle
Entliiftungseinrichtungen im Perfusionssystem mit hydrophoben, bakteriendichten
Filtern der Porengréfe 0,2 um (Millex-FG, Millipore S.A., Molsheim, Frankreich)

versehen.

2.1.2 Versuchsvorbereitung

Es wurden ausschlieBlich griindlich gereinigte und sterilisierte Schlauchsysteme
verwendet, um sterile, pyrogenfreie Verhéltnisse sicher zu stellen.

Zundchst wurde das Perfusionssystem mit steriler, isotonischer Kochsalzlosung
(Fresenius AG, Bad Homburg) blasenfrei befiillt und mit 21 gespiilt. AnschlieBend
erfolgte ein Spiilgang mit 11 Krebs-Henseleit-Puffer (KHP, Serag-Wiessner, Naila).
Nach dem Entliiften der Katheter zur Druckmessung wurde die Zirkulation abgeschaltet

sowie arterieller und vendser Schenkel abgeklemmt, um ein Auslaufen zu verhindern.

2.13 Priparation

Vor der eigentlichen Préparation wurde das Kaninchen (Chinchilla-Bastard Kaninchen
beiderlei Geschlechts mit einem Gewicht von 2,2 bis 2,6 kg) zunidchst sediert, dann
intubiert und narkotisiert.

Zur Narkotisierung wurde ein Gemisch aus 30 mg Ketamin-Base (Ketanest, Parke-
Davis, Berlin) und 27 mg Xylazin 2% (Rompun, Bayer, Leverkusen) in 5 ml
eingesetzt. Nach Applikation von 1 ml des Narkotika-Gemisches zur Sedierung wurde
das Tier mit 1000 IU/kg Korpergewicht Heparin (Liquemin, Hoffmann-LaRoche AG,
Grenzach-Wyhlen) antikoaguliert.

Zur Priparation wurde das Kaninchen auf den Riicken gelagert, das Fell iiber der
Trachea entfernt und die Trachea mit 5 ml Lidocain 2 % (Xylocain, Astra Chemicals
GmbH, Wedel) lokal anésthesiert.

AnschlieBend wurde das Préparationsgebiet iiber Thorax und Abdomen vom Fell befreit

und mit Braunoderm (Braun Melsungen AG, Melsungen) desinfiziert. Daraufhin
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erfolgten die Tracheotomie und die Beatmung mit Raumluft {iber einen
Kleintierrespirator (Rodent Ventilator, Hugo Sachs Elektronik KG, March/Freiburg) mit
einem Atemzugvolumen von 30ml und einer Frequenz von 30/min. Nach
Gewihrleistung der Beatmung wurde die Narkose unter Kontrolle der Herzfrequenz
maximal vertieft, indem alle 15 Sekunden 0,1 ml des Narkotikagemisches appliziert
wurden, bis zu einer Gesamtmenge von 5 ml.

Ausgehend vom Xyphoid, wurde die Haut iiber Thorax und Abdomen entlang
praformierter Stichkanile entfernt. Nach Eroffnung des Abdomens wurde das Xyphoid
mit einer Kocher-Klemme (alle Instrumente Aesculap, Tuttlingen) gefasst und eine
quere Oberbauchlaparotomie durchgefiihrt. Der sternale Zwerchfellansatz wurde mit
einer gebogenen Pinzette unterfahren, mit einer Darmklemme gefasst und vom Sternum
abgetrennt. Danach konnte der Thorax unter leichtem Zug am Zwerchfell eréffnet
werden, wobei die Lunge kollabierte. Nach Durchtrennung des Diaphragmas am Thorax
wurden Nervi phrenici und Oesophagus durchtrennt, unter Erhaltung von Vena cava
und Aorta.

Vorderes Mediastinum und Herz wurden schonend von der Brustwand geldst und das
Sternum mit einer Knochenschere median durchtrennt. Nun konnten der Thymus
stumpf abprépariert und das Perikard vorsichtig entfernt werden.

Um Aorta und Pulmonalarterie wurde vorgekniipfte Fidden gelegt, dann der rechte
Ventrikel unterhalb der Klappenebene eingeschnitten und ein Katheter unter minimalem
Perfusatfluss in die Pulmonalarterie eingebunden. Nach Resezieren der Herzspitze
wurde die Aorta ligiert und der Beatmungsluft CO, beigemischt, um nach Wegfall der
Korperperipherie den pH konstant zu halten.

Zur weiteren Préaparation wurde die Lunge aus dem Brustkorb genommen und an einem
Stativ befestigt. Die Wand des rechten Ventrikels wurde grof3enteils entfernt, ebenso die
Mitralklappe. Um wechselnde Fiillungszustinde zu vermeiden, wurde das linke Herzohr
ligiert. Dann wurde der Adapter fiir den vendsen Abfluss mittels einer Tabaksbeutelnaht
in den linken Ventrikel eingenéht.

SchlieBlich wurde die Lunge in der feuchten Kammer freischwebend befestigt, der
Perfusionskreislauf durch Aufstecken des vendsen Abflusses geschlossen und der

Perfusatfluss auf 25 ml/min eingestellt.
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2.14 Kalibrier- und Aufwirmphase

Der vendse Schenkel des geschlossenen Kreislaufs wurde entliiftet. Die Katheter zur
Druckmessung wurden {iiber Dreiwegehdhne an Druckaufnehmern (Combitrans-
Einwegtransducer, Braun Melsungen AG, Melsungen) angeschlossen und ebenfalls
entliiftet. Der Luftdruck in Hilushohe wurde als 0 mmHg definiert und die
Druckaufnehmer entsprechend kalibriert.

Wiéhrend der Aufwirmphase wurde die Perfusionsstirke nach folgendem Schema
gesteigert: bei 15° C auf 50 ml/min, bei 25° C auf 75 ml/min und bei 35° C auf
100 ml/min. Bei 20° C, 37° C, sowie nach jedem Perfustwechsel wurde der pH-Wert
bestimmt und gegebenenfalls durch Verdnderung des CO,-Gehaltes der Beatmungsluft
im physiologischen Bereich konstant gehalten.

Sobald 37° C erreicht waren, wurde das Perfusat gewechselt und der linksventrikuldre

Druck anhand des hohenverstellbaren Kaskadensystems auf 2 mmHg eingestellt.

2.1.5 Steady-state-Phase

Die 30miniitige Steady-state-phase ist charakterisiert durch gleichbleibende Perfusions-
und Ventilationsbedingungen. Fiir die Versuche wurden nur Lungen eingesetzt, die
wiahrend des Aufwiarmens Gewicht verloren hatten, homogen entblutet waren, kein
erkennbares Odem zeigten, keinen Perfusatverlust an den Einbindungsstellen aufwiesen
und wihrend der Steady-state-Phase sowohl im Gewichts- als auch im Druckverlauf

stabil blieben.

2.1.6 Physiologische Messgrofien und —technik

2.1.6.1 Messung des pulmonalarteriellen und des pulmonalvendsen Druckes

Die Perfusionsdrucke in der Pulmonalarterie (pulmonalarterieller Druck, PAP) und im

linken Ventrikel (pulmonalvendser Druck, PVP) werden iiber diinnlumige Katheter und
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iiber Druckwandler (Messbereich: -50 mmHg bis 300 mmHg, Empfindlichkeit:
SuV/V*mmHg) gemessen, von einem Messverstirker elektronisch verstdrkt und mittels

eines Schreibers kontinuierlich aufgezeichnet (vgl. oben).

2.1.6.2 Bestimmung des kapillidren Filtrationskoeffizienten (Kj,.)

Der K, ist ein MaB fiir die Permeabilitdt der Kapillarwand, das errechnet werden kann.
Unter physiologischen Bedingungen stehen Filtration und Reabsorption im

Gleichgewicht. Wird dieses gestort, entstehen Volumenverschiebungen zwischen

interstitiellem und intravasalem Raum.

Es gilt folgender Zusammenhang:
IV:Kf,c'[(pa_pi)]_c'(na_ni)] (1)

I, : pro Zeit iiber eine Grenzfliche diffundierendes Volumen
Pa : hydrostatischer Druck in den Kapillaren

pi : hydrostatischer Druck im Interstitium

1, . kolloidosmotischer Druck des Perfusats

m; : kolloidosmotischer Druck der interstitiellen Fliissigkeit

o : Reflektionskoeffizient

Bei einem Ungleichgewicht zwischen Filtration und Reabsorption gilt 6=0, d. h. I, ist

ausschlieBlich abhingig von der Druckdifferenz zwischen Interstitium und

Intravasalraum.
Somit gilt fiir den K¢,
I,
K¢e = — 2)

Ap
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Da I, der Gewichtszunahme der Lunge AW pro Zeiteinheit At entspricht, stellt I, eine

bestimmbare Messgrof3e dar.

AW
L, = — €)

p : Perfusatdichte, [p=1g/cm?]

Daraus ergibt sich

AW
Kfe = (3)in (2)
At-p-Ap

Um den K. experimentell bestimmen zu konnen, wurde das in der Steady-state-Phase
entstandene Gleichgewicht (Ap=0) gestort, indem der linksventrikuldre und damit
intrakapillire Druck fiir 8 Minuten um 10 cm H,O erhoht wurde (,,hydrostatic
challenge) (76). Dies fiihrte zu einem Volumenstrom aus den Kapillaren ins
Interstitium, der bis zum Erreichen des neuen Gleichgewichts pro Zeiteinheit um den
selben Prozentsatz abnahm.

Somit ergibt sich fiir die Zeitabhingigkeit des K¢, eine Exponentialfunktion:
Kee(t) = Keere®'  und Ko (0) = K

e : Basis der natiirlichen Logarithmen e=2,718...

k : Proportionalitédtsfaktor

Da zu Beginn der ,,hydrostatic challenge* ein iiberproportional hoher Gewichtszuwachs
durch druckpassive Fiillung der Gefille (Compliance) stattfand, konnte bei t=0 min I,
nicht aus der Steigung der Gewichts-Zeit-Kurve ermittelt werden. Daher bestimmte man
I,(t) zu den Zeitpunkten t=3,4,5,6,7,8 min, errechnete die entsprechenden Werte fiir
K¢c (t) und logarithmierte diese. Danach wurde eine Regressionsgerade durch diese

Werte gelegt und der Ky, als deren Steigung bestimmt. Das Ergebnis wurde
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delogarithmiert und auf das Lungenfeuchtgewicht (wet weight lung, WWL) bezogen,
das anhand des Korpergewicht (Body weight, BW) berechnet wurde.

WWL (g) = BW (g) - 0,0024 (77)

Der K¢, wird in cm?*/s * cm H,O * g angegeben.

2.1.6.3 Bestimmung der Compliance (C)

Als Compliance bezeichnet man die druckpassive Gefdffiillung nach Erhohung des
intravasalen hydrostatischen Druckes. Zu ihrer Bestimmung wurde an die Gewichts-
Zeit-Kurve bei t=2 min eine Tangente angelegt und die Zunahme des Lungengewichts
auf t=0 extrapoliert. Dieser Wert wurde auf die Druckerh6hung bezogen (76).

Fiir C gilt also

C=g/cm H,O

2.1.6.4 Bestimmung der Retention (AW)

Die Retention AW ist die irreversible Gewichtszunahme der Lunge, verursacht durch
eine ,,hydrostatic challenge®.

Nach Senkung des linksventrikuldren Druckes auf seinen Ausgangswert nahm auch das
Lungengewicht stetig ab, bis sich wiederum ein Gleichgewicht einstellte. Da diese
Zeitspanne variierte, wurde die Retention dann bestimmt, wenn das Lungengewicht

seinen niedrigsten Wert erreicht hatte.
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2.2 Versuchsprotokoll und Versuchsgruppen

Der Versuchsablauf ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt. Nach einer 30miniitigen
Aufwirmphase (steady-state) und einer ,hydrostatic challenge* zur Bestimmung der
Ausgangswerte wurde bei t=0 die kontinuierliche Applikation von HOCI oder H,O, in
den arteriellen Schenkel der Préparation begonnen (HOCI- bzw. H,0,-Gruppe). Dazu
wurden HOCI und H;O, so in Perfusionspuffer gelost, dass bei einer
Infusionsgeschwindigkeit 0,5 ml/min eine Dosis von jeweils 1000 nmol/min erreicht

wurde. Bei einem Perfusatfluss von 100 ml/min entspricht dies einer

kontinuierliche Infusion von HOCI, H,0, (1000 nmol/min) oder

Perfusionspuffer als Kontrolle, Infusionsrate 0.5 ml/min

Aufwirm-
Phase | K¢, K, K. K;.
kontinuierliche Aufzeichnung von PAP, PVP und Lungengewicht —‘
05 l 0,0 5 1,0 15 |
Y i Zeit [h] y ] Y i
K" K* 5 K* K" K' 5
LDH LDH| ¥ LDH LDH LDH | y
freeze clamp freeze clamp freeze clamp
K-0 min HOCI-, H,0,-Gruppe K-105 min
Abbildung 2:

Darstellung des Versuchsprotokolls. Kg.: Durchfilhrung einer ,hydrostatic
challenge®, d.h. einer 8miniitigen Erhohung des vendsen Druckes um 10 cmH,O zur
Ermittlung von K., Fliissigkeitsretention und vaskuldrer Compliance. LDH, K
Perfusatentnahme zur Messung des Kaliumspiegels und der Laktatdehydrogenase-
Aktivitdt.
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Perfusatkonzentrationen von 10 uM. Die Bestimmung der HOCI- bzw. H,0,-
Perfusatkonzentration im vends entnommenen Perfusat zeigte, dass die gesamte
infundierte Stoffmenge wéhrend der ersten Passage im isolierten Organ gebunden

wurde.

In Kontrollen wurde tiber die gesamte planméfige Versuchszeit von T=0 bis 105 min
Perfusionspuffer ohne Oxidans infundiert (K-105).

Zu den Zeiten t=30, 60, 90 min wurden jeweils K., Compliance und Retention
ermittelt. Die Aufzeichnung von Lungengewicht, PAP und PVP erfolgte iliber die
gesamte Versuchszeit kontinuierlich.

Die Versuche wurden nach 105 min oder vorzeitig bei einer Odembildung von 50 g
beendet. Unmittelbar zu Versuchsende wurde Lungengewebe zur spéteren Analytik
rasch in flissigem Stickstoff gefroren. Als weitere Kontrolle diente eine
Versuchsgruppe mit Beendigung des Versuchs unmittelbar zum Zeitpunkt t=0 (K-0).

Zu den Zeitpunkten t=-45, -15, 30, 60, 90 min wurden Perfusatproben entnommen, um
anhand des Kalium- und Laktatdehydrogenasespiegels eine schwere Zellschdadigung mit

Zytolyse auszuschlieen.
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2.3 Biochemische Analytik

Gefrorenes Lungengewebe wurde bei —80 °C gelagert und zur Analyse in eisgekiihltem
Puffer homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 4 °C mit 3000 Umdrehungen/min
5 Minuten lang zentrifugiert. Im Uberstand wurden Proteinkonzentration und Produkte

der Lipidperoxidation bestimmt.

2.3.1 Proteinkonzentration im Gewebehomogenat

Die Proteinkonzentration des Homogenats wurde nach einer absorptions-
photometrischen Methode nach Lowry (78) bestimmt. Ein fertiger Testkit wurde von

Sigma (Miinchen) bezogen. Als Standard diente humanes Serumalbumin.

2.3.2 Lipidperoxidationsprodukt — Malonaldehyd (MDA)

Als Produkt der Lipidperoxidation (LPO) wurde der Gewebegehalt an Malonaldehyd
(MDA) mittels eines Testkits von Calbiochem-Novabiochem GmbH (Schwalbach)
bestimmt. Dieser Testkit basiert auf einem chromogenen Reagens, das mit MDA bei
45° C reagiert, wobei ein stabiles Chromophor gebildet wird mit einem Absorptions-
maximum bei einer Wellenlinge von 586 nm. Die MDA-Konzentration im
Gewebehomogenat wurde auf den Proteingehalt bezogen. Der Gewebegehalt an MDA

wird in nmol/mg Protein angegeben.

2.3.3 Kalium und LDH-AKktivitit im Perfusat

Die Messungen von Kalium und LDH-Aktivitét im Perfusat wurden mit kliniksiiblichen

Routinemethoden im Institut fiir Klinische Chemie durchgefiihrt.
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234 HOCI-Konzentration und H,O,-Konzentration

Die Konzentration der Stammldsungen der eingesetzten Oxidantien wurde jeweils vor
Versuchsbeginn bestimmt. Die Messung erfolgte absorptionsphotometrisch. Die
molaren Extinktionskoeffizienten fiir HOCI und H,0O, betragen €399 nm=350 mol *cm’!

-1 -1
und €230 nm=75 mol *cm.

2.3.5 Perfusat-Myeloperoxidase (MPO) Aktivitiit

Die MPO-Aktivitit des Perfusat wurde absorptionsphotometrisch nach einer Methode
von Klebanoff et al. (79) bestimmt. 100 ul Perfusat werden mit 2,9 ml Testlosung
versetzt. Diese Testlosung wird tdglich folgendermalBBen neu angesetzt: 26,9 ml H,O,
3,0 ml 0,1 M Natriumphosphatpuffer, 0,1 ml 0,1 M H,O, und 0,048 ml Guaiacol. Die
Bildung von Tetra-Guaiacol wurde 5 min lang absorptionsphotometrisch bei einer
Wellenldnge von 470 nm gemessen (molarer Extinktionskoeffizient

€470 nm — 26,6 Il’ﬂ\/[_1 *Cl’n_l).
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2.4 Statistische Methoden

Die Ergebnisse werden als Mittelwerte £ Standardfehler der Mittelwerte angegeben.
Die Signifikanzanalysen wurden anhand des Student-t-Tests fiir unabhingige
Stichproben durchgefiihrt. Bei Mehrfachtestung wurde eine Bonferoni-Korrektur
durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Beeinflussung der pulmonalen Zirkulation durch HOCl, H,O; und
MPO-H,0,

3.1.1 Pulmonalarterieller Druck

Die Einfliisse der untersuchten Modelle fiir oxidativen Stress (kontinuierliche Infusion
von HOCI oder H,0O,, sowie die Infusion von H,O; in ein MPO-haltiges Perfusat) auf
den PAP sind in den Abbildungen 3 bis 5 zusammengefasst.

Wie in Abbildung 3 ersichtlich, bestehen hinsichtlich der Ausgangswerte des PAP
zwischen Versuchs- und Kontrollgruppen keine Unterschiede. Der PAP zum Zeitpunkt
t=0 min liegt in allen Gruppen zwischen 5 und 6 mmHg. Die kontinuierliche
Applikation von H,O,, HOCI und die Applikation von H;O; in ein MPO-haltiges
Perfusat rufen unterschiedliche Druckreaktionen hervor. Wahrend Infusion von H,O; zu
einem frithen zweigipfligen Druckanstieg fiihrt, zeigt sich unter Infusion von HOCI ein
spater Anstieg des PAP. Das Ausmal3 des Druckanstieges liegt in der HOCI-Gruppe
tiber dem in der H,O,-Gruppe. So wird in der HOCI-Gruppe ein maximaler PAP von ca.
12,8+1,5 mmHg erreicht, wdhrend in der H,O,-Gruppe erstes und zweites
Druckmaximum bei 8,0£1,0 mmHg bzw. 9,3+1,1 mmHg liegen (vgl. Abbildung 3 und
4). In der MPO-Gruppe wird eine Druckreaktion beobachtet, die zwischen denen der
HOCI- und H,0,-Gruppe liegt. Der Druckanstieg beginnt wie in der HO,-Gruppe friih,
zeigt jedoch nicht den in der H,O,-Gruppe beobachteten zweigipfligen Verlauf. Wie in
der HOCI-Gruppe steigt der PAP kontinuierlich an und erreicht das Maximum von
11,9+1,5 mmHg spét.

Wihrend in der H,O,-Gruppe nach Uberschreitung der Druckmaxima, d. h. nach
ca. 5 bzw. 3945 min (vgl. Abbildung 5) ein bis zum Ende der Versuchszeit von nahezu
105 min fallender PAP vorgefunden wird, sinkt der PAP in den Experimenten der
HOCI-Gruppe und der MPO-Gruppen nach Erreichen des Druckmaximums, d. h. nach
50,6+3,8 min bzw. 71,7+14,2 min nicht.
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In der HOCI-Gruppe kam es in allen Experimenten im Mittel nach 72+6 min (vgl.
Abbildung 6) zur vorzeitigen Beendung des Versuchs wegen schwerer Odembildung
(vgl. 3.1.2). Dies wurde in den Experimenten der H,O,- und der MPO-Gruppe nur
selten und dann erst spiter beobachtet, im Mittel nach 104,0+1,1 min bzw.

97,3+5,2 min.

In der pufferperfundierten Kontrollgruppe (K-105) findet sich keine Druckénderung.

Die Versuche wurden nach der planméBigen Versuchszeit von 105 min beendet.
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Abbildung 3: Ausgangs- und Maximalwerte des PAP in den Kontrollgruppen K-0
und K-105 sowie in der HOCI-, H,O,- und MPO-Gruppe. Angaben als Mittelwerte +
Standardfehler der Mittelwerte. * : p<0,05 vs. Kontrolle
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Abbildung 4: Zeitverlauf des pulmonalarteriellen Druckes unter Infusion von H,O,,
HOCI bzw. Puffer als Kontrolle. Angaben als Mittelwerte + Standardfehler der

Mittelwerte. * : p<0,05 vs. Kontrolle
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Abbildung 5: Zeiten der Druckmaxima in den Kontrollgruppen K-0 und K-105
sowie in der HOCI-, H;O,- und MPO-Gruppe. Angaben als Mittelwerte +
Standardfehler der Mittelwerte. * : p<0,05 vs. Kontrolle
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Abbildung 6: Gesamte Versuchsdauer in den Kontrollgruppen K-0 und K-105 sowie
in der HOCI-, H>O,- und MPO-Gruppe. Angaben als Mittelwerte + Standardfehler

der Mittelwerte. * : p<0,05 vs. Kontrolle
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3.1.2 Parameter der ,hydrostatic challenges*

Die Daten, die aus den ,hydrostatic challenges® errechnet wurden, kapilldrer
Filtrationskoeffizient, Fliissigkeitsretention und vaskuldre Compliance sowie die
gesamte Fliissigkeitsretention wihrend eines Versuches sind fiir alle Versuchsgruppen

in den Tabellen 1 bis 3 zusammengefasst.

Tab.1: Kf,c in den Kontroll- und Versuchsgruppen. Angaben als Mittelwerte +
Standardfehler der Mittelwerte. *: p<0,05 vs. Kontrolle

Hydrostatic challenge
Versuchsgruppe |[t=-15 min t=30 min t=60 min t=90 min
Kf o [10™*cm’ s +cm H,O™'+g ]
K-0 1.25+0.081
K-105 1.33£0.077 1.40£0.081 1.35+0.085 1.32+0.088
HOCI 1.23£0.11 2.03£0.70* 6.34+1.2%
H,O, 1.25+0.074 2.10£0.32* 3.10£0.62* 7.80£2.8%*
MPO 1.14£0.061 2.43+0.45* 4.84+2,15% 5,1242.3*

Bei Versuchsbeginn unterschied sich der K. der verschiedenen Gruppen, der als ein
MaB fiir die GefdBpermeabilitidt bestimmt wurde, nicht signifikant. In den mit Puffer
perfundierten Kontrollgruppen, trat auch im Zeitverlauf keine signifikante Verédnderung
ein. Unter dem Einfluss von HOCI stieg der K¢, vergleichsweise rasch nach t=60 min
auf das Sfache des Ausgangwertes, widhrend die Infusion von H,O, zu einem
langsameren Anstieg des K¢ auf das 6fache des Ausgangswertes nach 90 min fiihrte. In
der MPO-Gruppe lag der K¢ nach 60 min zwischen dem der HOCI- und dem der H,O,-
Gruppe. Die Gefallpermeabilitit stieg also rascher als in der H,O,- und langsamer als in
der HOCI-Gruppe. Nach 90 min lag der K¢ der MPO-Gruppe unter denen dieser beiden
Gruppen.
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Die Fliissigkeitsretention wahrend einer ,,hydrostatic challenge* stellt ebenso wie der
K. ein MaB fiir die GefdBBpermeabilitit dar. Der Ausgangswert dieses Parameters war
in allen Versuchsgruppen vergleichbar (vgl.Tab.2). Die Retention &nderte sich unter
Perfusion mit Puffer (K-105) nicht signifikant. Kontinuierliche Applikation von HOCI
fiihrte zu einem Anstieg der Retention, die nach 30 min das 2-3fache und nach 60 min
das 20fache ihres Ausgangswertes erreicht hatte. Unter Infusion von H,O, stieg die
Retention bei t=30 min ebenfalls auf das 2-3fache, bei t=60 min auf das 5fache und bei
t=90 min auf das 11fache des Ausgangswertes an. Der Anstieg der Retention verlief
unter der Einwirkung von HOCI steiler und erreichte einen hoheren Endwert als unter
der Infusion von H,0,. In der MPO-Gruppe verhielt sich die Fliissigkeitsretention

anndhernd so wie in der H,O,-Gruppe.

Tab. 2: Fliissigkeitsretention in den Kontroll- und Versuchsgruppen. Angaben als

Mittelwerte £ Standardfehler der Mittelwerte. *: p<0,05 vs. Kontrolle

Hydrostatic challenge

Versuchs- =-15 min t=30 min t=60 min t=90 min
gruppe

AWiolg] AW [g]
K-0 1.91+0.12
K-105 2.540.05 1.7£0.13 1.240.15 1.8+£0.09 1.7£0.11
HOCI >50.0 1.71£0.34 4.1+1.8* 34.3£16.5*
HO, >50.0 1.740.11 4.5+0.93* 8.1+2.6* 18.6£7.10%*
MPO 46.3 1.840.14 5.2+1.5% 8.2+2.7* 12.3+£5.2%*

Die gesamte Zunahme des Lungengewichts betrug am Versuchsende in der H,O;- sowie
in der HOCI-Gruppe mehr als 50 g, in der MPO-Gruppe knapp unter 50 g und fiihrte in
der HOCI-Gruppe stets und in der MPO-Gruppe héufiger als in der H,O,-Gruppe zu
einer vorzeitigen Beendung der Versuche. In der pufferperfundierten Kontrollgruppe

(K-105) fiel der gesamte Gewichtszuwachs mit 2,5+0,05 g gering aus.
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Die Ausgangswerte der vaskuldren Compliance wiesen zwischen den verschiedenen
Versuchsgruppen keinen wesentlichen Unterschied auf. Auch im weiteren Verlauf trat
in den Versuchs- und Kontrollgruppen keinerlei Anderung ein. Die in den Versuchen
gefundene Zunahme des Lungengewichts geht somit nicht auf eine vermehrte
GefaBfiillung, welche sich in einer reduzierten vaskuldren Compliance niedergeschlagen
hitte, zurlick, sondern muss als interstitielle und/oder alveolédre Fliissigkeitseinlagerung
interpretiert werden. Da in allen Versuchen ein PAP von 18 mmHg nicht iiberschritten
wurde, scheidet ein hydrostatisches Odem, welches in diesem Lungenmodell erst
jenseits eines PAP von 18 mmHg beobachtet wird, als Ursache dieser
Fliissigkeitseinlagerung aus (77). Somit muss diese Odembildung infolge einer

gesteigerten mikrovaskuldren Permeabilitét erklart werden.

Tab. 3: Vaskuldre Compliance in den Kontroll- und Versuchsgruppen. Angaben als

Mittelwerte £ Standardfehler der Mittelwerte. * : p<0,05 vs. Kontrolle

Hydrostatic challenge
Versuchsgruppe |[t=-15 min T=30 min t=60 min t=90 min
C [g*cm HzO'l]
K-0 0.38+0.04
K-105 0.32+0.03 0.33+0.04 0.34+0.0 0.34+0.03
HOCI 0.40+0.03 0.37+0.03 0.37+0.06
H,0; 0.37+0.02 0.34+0.02 0.34+0.02 0.34+0.03
MPO 0.37+0.02 0.33+0.02 0.35+0.02 0.33+£0.03
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3.1.3 MPO-Perfusataktivitiit in der MPO-Gruppe

Die Abbildung 7 zeigt den Zeitverlauf der im Perfusat der MPO-Gruppe gemessenen
Myeloperoxidase-Aktivitit. Mit dem Beginn der H,O,-Infusion kommt es zu einem
kontinuierlichen Riickgang der MPO-Aktivitdt im Perfusat von im Mittel 28 U/l auf
nahezu null.

Ursache dieser Aktivitdtsabnahme konnte eine oxidative Inaktivierung des Enzyms
durch sein eigenes Produkt - HOCI - sein. Auf diese Weise wiirde die entstehende HOCI
gebunden, ohne eine Wirkung auf die pulmonale Zirkulation zu entfalten.

Theoretisch sollte die gesamte Menge des infundierten H,O, durch die
Myeloperoxidase zu HOCI umgesetzt werden, so dass HOCI mit einer Rate von 1000
nmol/min entstehen konnte. In den Versuchen der MPO-Gruppe spielen sich jedoch
neben der erwarteten HOCI-Bildung weitere Prozesse ab. Einerseits oxidiert und
inaktiviert, wie oben ausgefiihrt, offensichtlich ein Teil der generierten HOCI die
Myeloperoxidase, andererseits reagiert sicherlich ein Teil des infundierten H,O, direkt
mit Zielstrukturen der pulmonalen Zirkulation, ohne der Myeloperoxidase als Substrat
zu Verfligung zu stehen. Diese beiden Prozesse fiihren einerseits dazu, dass die Rate,
mit der HOCI entsteht, unter 1000 nmol/min liegt und dass damit die Verdnderungen in
der pulmonalen Zirkulation geringer ausfallen, als sie in der 1000 nmol/min HOCI-
Gruppe beobachtet werden. Andererseits sind auch direkte Effekte des H,O, zu
erwarten.

Diese Uberlegungen erkliren, dass die in der MPO-Gruppe gefundenen Effekt meistens
zwischen denen der HOCI- und der H,O,-Gruppe lagen und in ihrem Ausmal} eher

etwas geringer waren.
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Abbildung 7: Zeitverlauf der Myeloperoxidaseaktivitit im Perfusat der MPO-
Gruppe.
Angaben als Mittelwerte + Standardfehler der Mittelwerte.
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3.2 Lipidperoxidation

Malonaldehyd (MDA) ist ein Endprodukt von Lipidperoxidationsprozessen. Als ein
Mal fiir die im Lungengewebe abgelaufene Lipidperoxidation ist in Abbildung 8 die
Gewebekonzentration an Malonaldehyd (MDA) dargestellt.

Die Kontrollgruppen (K-0 min und K-105 min) unterscheiden sich nicht im Gewebe-
MDA-Gehalt. Dieser betrug ca. 1,4 nmol/mg Protein. Unter Kontrollperfusion tritt also

offensichtlich keine Lipidperoxidation auf.

Nach kontinuierlicher Applikation von HOCl wurde ein Gewebe-MDA-Gehalt von
2,0 nmol/mg Protein gemessen, der im Vergleich zum Kontrollwert signifikant erhoht
ist. Der Gewebe-MDA-Gehalt nach Infusion von H;0O, zeigte sich mit
2,1 nmol/mg Protein ebenfalls im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht.
Ebenso fiihrt das HyO,-MPO-System in der MPO-Gruppe zu einem signifikant erhdhten
Gewebe-MDA-Gehalt von 2,0 nmol/mg Protein. Zwischen dem Gewebe-MDA-Gehalt
der HOCI-, H;O,- und MPO-Versuchsgruppe besteht kein Unterschied. Ein
unterschiedliches Ausmaf3 an Lipidperoxidation erklédrt die beobachteten Unterschiede
im Effekt auf die pulmonale Zirkulation, die von den verschiedenen Modellen fiir

oxidativen Stress hervorgerufen werden, also offensichtlich nicht.
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33 Akute oxidative Lungenschidigung und Lipidperoxidation

In den vorausgegangenen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass verschiedene
Modelle fiir oxidativen Stress durch nichtradikalische Oxidantien, wie die
kontinuierliche Infusion von HOCI oder H,O, und die Infusion von H,O, in MPO-
haltiges Perfusat, zu einer Schidigung der pulmonalen Zirkulation fiihren. Diese
Schadigung kommt durch unterschiedliche Muster des Anstiegs von PAP und
Gefallpermeabilitit zum Ausdruck und ist mit einer Anreicherung des
Lipidperoxidationsproduktes MDA im Lungengewebe verbunden. Wiahrend sich die
verschiedenen untersuchten Modelle fiir oxidativen Stress hinsichtlich des
Schiadigungsmusters, d. h. hinsichtlich des Ausmafles und des zeitlichen Verlaufs des
Anstiegs von PAP, K¢, und Fliissigkeitsretention, unterscheiden, bestehen keine
Unterschiede im Ausmal} der ablaufenden Lipidperoxidation, gemessen am Gewebe-
MDA-Gehalt.

In den Tabellen 4 und 5 sind nun die Korrelationskoeffizienten r und
Irrtumswahrscheinlichkeiten p fiir die Korrelation zwischen maximalem Druckanstieg
(vgl. Abbildung 9) bzw. maximalem Kf,c (vgl. Abbildung 10) und Gewebe-MDA-
Gehalt der einzelnen Versuchsgruppen dargestellt. Dabei zeigt sich, dass in allen
Versuchsgruppen fiir die genannten Parameter der Lungenschidigung keine Korrelation
zum Gewebe-MDA-Gehalt besteht. Die im Gewebe ablaufende Lipidperoxidation steht
also in den untersuchten Modellen fiir oxidativen Stress in keinem ursdchlichen

Zusammenhang zur Schidigung der pulmonalen Zirkulation.

Tab.4: Korrelation zwischen der MDA-Konzentration im Gewebe und dem Kj max

der einzelnen Versuchsgruppen

Versuchsgruppe Korrelationskoeffizient r Irrtumswahrscheinlichkeit p
HOCI -0,53 0,18
HO, -0,30 0,47
MPO -0,14 0,79
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Tab.5: Korrelation zwischen der MDA-Konzentration im Gewebe und dem

APAP ., der einzelnen Versuchsgruppen

Versuchsgruppe Korrelationskoeffizient r Irrtumswahrscheinlichkeit p
HOC1 0,33 0,42
H,0, 0,38 (PAPpax1) 0,35  (PAPpmax1)
0,21 (PAPpax2) 0,62 (PAPmu)
MPO 0,027 0,96
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4 Diskussion

4.1 Lungenschiadigung durch oxidativen Stress — Diskussion des

verwendeten Modells

Die Lungenschidigung im Rahmen eines akuten Atemnotsyndroms (ARDS) ist
gekennzeichnet durch einen Anstieg der Kapillarpermeabilitit, ein nicht-kardiogenes
Lungenddem sowie einen Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes (11, 16, 23).
Obwohl ein ARDS auch bei neutropenischen Patienten beobachtet wurde (85, 86), sind
neutrophile Granulozyten an der akuten Lungenschddigung unter anderem durch die
Freisetzung reaktiver Sauerstoffmetabolite maf3geblich beteiligt (11-14, 84). Oxidativer
Stress, hervorgerufen von neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen, gilt als eine

wichtige Endstrecke der akuten Lungenschiadigung.

In der Literatur finden sich verschiedene Modelle fiir akute Lungenschiddigung.
Beispielsweise zeigen Brigham et al. (16) und Hammerschmidt et al.(31), dass
aktivierte neutrophile Granulozyten in der Lunge einen Anstieg der
Kapillarpermeabilitdt und des PAP hervorrufen. Dodd et al. (87) berichten iiber akute
Lungenschiddigung nach Ischdmie und Reperfusion. In weiteren Studien werden
Endotoxin (88), IgG-Immunkomplexe (89) sowie die Aktivierung des Komplement-
Systems (90) als Ausloser einer akuten Lungenschadigung eingesetzt. In diesen Studien
wird die Beteiligung von oxidativem Stress durch den Nachweis von
Lipidperoxidationsprodukten (wie z.B. Malonaldehyd und Hydroxyalkenalen) im
Gewebe bzw. durch eine Verringerung des Glutathiongehalts im Gewebe bewiesen. Die
beobachteten Effekte konnen jedoch nicht einem bestimmten Oxidans zugeordnet
werden. Uberdies sind in den Modellen, in denen neutrophile Granulozyten eingesetzt
werden, verschiedene Mechanismen an der beschriebenen Lungenschidigung beteiligt,
da neutrophile Granulozyten auBler hochreaktiven Sauerstoffmetaboliten auch
proteolytische Enzyme (14, 75) und Prostanoide (91, 92) freisetzen. Daher sollten in
dieser Arbeit die biochemischen/biologischen Wirkungen einzelner reaktiver
Sauerstoffverbindungen (von H,O,, HOCI und MPO/ H;0,) untersucht werden. Die

Nutzung eines isolierten Organmodells bietet dabei den Vorteil, die Effekte dieser
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einzelnen Substanzen auf die pulmonale Mikrozirkulation unabhingig von Reaktionen

des Gesamtorganismus zu untersuchen.

Quantitative Analysen von Suspensionen neutrophiler Granulozyten haben ergeben,
dass 10° maximal stimulierte Neutrophile in zwei Stunden ca. 2x10” mol HOCI
sezernieren (79, 75). Bei dieser Produktionsrate und einem gesamten Perfusatvolumen
von 300 ml ist eine Anzahl von 2000 pl" neutrophilen Granulozyten erforderlich, um
die in dieser Arbeit verwendete Dosis von 1000 nmol min' HOCI freizusetzen. Unter
physiologischen Bedingungen stellt dies eine eher niedrig-normale Anzahl dar, die
wiéhrend eines entzlindlichen Geschehens, wie einer Sepsis oder einem ARDS, um ein
mehrfaches tiibertroffen wird. In Anbetracht dieser Berechnungen erscheint die
Applikation von 1000 nmol min™' HOC1 angemessen.

Die Applikation von 1000 nmol/min HOCI fiihrt bei einem Perfusatfluss von
100 ml/min zu einer Perfusatkonzentration von 10 uM. Im Vergleich zu anderen
Arbeiten handelt es sich dabei um eine niedrige Konzentration. Beispielsweise
applizierten Pullar et al. (82) bis zu 50 uM HOCI, Fliss (60) und Cochrane (81) 100 uM
und Schraufstitter et al. (74) bis zu 200 uM, wobei die Schwelle zur Zytotoxizitit mit
20-30 uM HOCI angegeben wird. Die in der Literatur beschriebenen Konzentrationen
fiir H,O, liegen mit 5 mM (74) und 10 uM bis 10 mM (83), 20 mM (60) und 25-
1000 uM (81) meist ebenfalls hoher als die in dieser Arbeit eingesetzten 10 uM H,0,.
Aufgrund dieser Daten kann man davon ausgehen, dass die beobachteten Effekte durch
spezifische Modulation von Molekiilen verursacht werden und nicht Ausdruck einer
unspezifischen Zytolyse sind. Diese These wird unterstiitzt durch regelmiBige
Probenahmen aus dem rezirkulierenden Perfusat, in denen kein Anstieg der Kalium-
und LDH-Konzentration nachweisbar ist.

Da H,;0; und HOCI in Perfusatproben aus dem vendsen Schenkel ebenfalls nicht
messbar sind, kann man davon ausgehen, dass sie wihrend der ersten Lungenpassage
vollstindig mit Zielstrukturen reagieren.

In vivo lassen sich die Konzentrationen dieser beiden Oxidantien nur sehr schwer
messen, da sie sich wegen ihrer hohen Reaktivitit in Korperfliissigkeiten nicht stabil
halten. Aus diesem Grund rufen reaktive Sauerstoffmetabolite ihre Effekte in

unmittelbarer Umgebung ihres Entstehens hervor. Diese lokalen Konzentrationen sind



50

einer Messung nicht zugénglich. Wahrend einer akuten Lungenschddigung entstehen
reaktive Sauerstoffmetabolite in verschiedenen Kompartimenten. Als Quellen reaktiver
Sauerstoffmetabolite miissen aktivierte Neutrophile, Makrophagen und Endothelzellen
angesehen werden. Makrophagen und Neutrophile migrieren durch das vaskuldre
Endothel in das Interstitium und den Intraalveolarraum. Die Freisetzung von Oxidantien
erfolgt daher sowohl intravasal, als auch im Interstitium und intraalveoldr. Die Infusion
der Oxidantien in den arteriellen Schenkel der isolierten Lunge spiegelt zunichst nur die
Wirkung der intravasal freigesetzten Oxidantien wider. Primdrer Angriffspunkt sollten
daher Endothelzellen sein. Inwieweit mit dieser Applikationsart auch Effekte an
extravasalen Strukturen (glatte Muskelzellen der GefiBwand, Interstitium,
Alveolarepithel) hervorgerufen werden, héngt entscheidend vom Diffusionsvermdgen
durch biologische Membranen und der Reaktivitit der einzelnen Oxidantien ab (vgl.

unten).

4.2 Vergleich der Effekte verschiedener Oxidantien

Betrachtet man die Effekte von HOCI, H,O, und MPO/H,0, auf die pulmonale
Mikrozirkulation, so finden sich verschiedene Reaktionsmuster. Die kontinuierliche
Applikation von HOCI fithrt zu einem relativ friihen und steilen Anstieg der
Kapillarpermeabilitit mit Bildung eines schweren Odems, wihrend der pulmonal-
arterielle Druck erst deutlich spater und hoher ansteigt als in der H;O,-Gruppe. In der
H,0,-Gruppe zeigt sich dagegen bereits nach einigen Minuten ein zweigipfliger
Druckanstieg, wobei der maximale PAP unter dem der HOCI-Gruppe liegt. Der Anstieg
der Kapillarpermeabilitdt erfolgt unter der Infusion von H,O, langsamer und fiihrt
spater zur Bildung eines Odems. Die Effekte von MPO/H,O, nehmen eine
Mittelstellung ein: der PAP steigt wenige Minuten nach Versuchsbeginn stufenformig
an und erreicht ein Maximum, das iiber dem der H,O,- und unter dem der HOCI-
Gruppe liegt. Die Zunahme der Kapillarpermeabilitdt erfolgt anfangs ebenfalls starker
als unter H,O, und weniger stark als unter HOCI, insgesamt bleibt sie allerdings unter

den Maximalwerten dieser beiden Gruppen.
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Da HOCI mit einem pKa-Wert von 7,5 bei einem physiologischen pH-Wert ungeféhr zu
gleichen Teilen ionisiert bzw. als Molekiil vorliegt (53), diffundiert HOCI weniger weit
als H,O,, das nur in Molekiilform vorliegt. AuBerdem ist HOCI wesentlich reaktiver als
H,0, (60), so dass es seine Wirkung in nichster Umgebung entfaltet, wihrend H,O,
auch weiter entfernte Strukturen erreicht. Ubertriigt man diese Uberlegungen auf das
Modell der isolierten Lunge, in dem die Oxidantien in den arteriellen Schenkel
infundiert werden, so kann man davon ausgehen, dass HOCI zuerst hauptséchlich mit
Strukturen des Endothels reagiert und erst wenn die endotheliale Schrankenfunktion
angegriffen ist die subendotheliale glatte Muskulatur erreicht. Dies wird im fritheren
Anstieg des Ky, und spdteren Anstieg des PAP widergespiegelt. Bei geringerer
Reaktivitdt und besserer Diffusion dringt H,O, recht schnell bis in die Muskularis vor
und bewirkt einen friihen Anstieg des PAP.

Die Effekte in der Versuchsreihe mit H,O, und MPO entstehen einerseits durch das
zugesetzte H,O, selbst und andererseits durch die vom MPO/H,0,-System freigesetzte
HOCI (75). Allerdings wird durch die oxidative Wirkung der HOCI auch die MPO
inaktiviert (75), was in der sinkenden MPO-Aktivitidt des Perfusats zum Ausdruck
kommt (vgl. Abb.7). Daher wird mit zunehmender Versuchsdauer immer weniger H>O,
zu HOCI umgesetzt. Die Wirkung des H,O, zeigt sich im friihzeitigen PAP-Anstieg,
wihrend die Kf,c-Erhohung und Fliissigkeitsretention weitgehend den Effekten des
HOCI entsprechen, solange eine ausreichende MPO-Aktivitit nachweisbar ist.

Daraus ldsst sich schlieBen, dass in Systemen mit einer entsprechenden MPO-Aktivitét,
wie zum Beispiel in der bronchoalveoldren Lavage von ARDS-Patienten (15,17), das
vorhandene H,0, und die zu H,O, dismutierten Superoxidanionenradikale weiter in
HOCI umgesetzt werden. Somit spielt HOCI eine wichtige Rolle bei der durch

oxidativen Stress verursachten akuten Lungenschiadigung.
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4.3 Mechanismen der durch oxidativen Stress verursachten

Zellschadigung

HOCI oxidiert vor allem Thiol- und Thioethergruppen (60, 73) und bewirkt dadurch
eine Modifikation freier funktioneller Gruppen von Proteinen. In niedrigen
Konzentrationen, wie sie in dieser Arbeit eingesetzt werden, fiihrt HOCl zu einer
Oxidation von Sulfhydrylgruppen von Membranproteinen und damit zu einer
Funktionsstorung der Zellmembran (74). So wurde in Zellkulturen eine Inaktivierung
der Transportproteine fiir Glucose und Aminosduren sowie ein Verlust des
intrazelluldren Kaliums nachgewiesen. Ebenso wurde eine Hemmung der ATP-Bildung
und eine Inaktivierung der GAPDH beobachtet. Die HOCI-induzierte Zellschiddigung
wird also zumindest teilweise durch die Storung des zelluliren Energiechaushaltes
vermittelt. Diese entspricht eigenen Daten, in denen HOCI-abhidngige ATP-Depletion
im Gewebe nachgewiesen werden konnte (93). Vissers et al. (94) konnten zeigen, dass
HOCI in der Lage ist, die Zellmembran von Erythrozyten zu passieren und
intrazelluldres GSH zu oxidieren. GSH ist das wichtigste nicht proteingebundene Thiol,
das ubiquitér in eukaryonten Zellen vorkommt (95). Es dient zur Aufrechterhaltung des
intrazelluldren Redox-Gleichgewichtes und damit dem Schutz vor Oxidation. Da die
Regeneration von GSH energieabhingig ist, fillt die intrazellulire GSH-Konzentration
mit anhaltendem oxidativem Stress ab und es kommt zur Oxidation von funktionell
relevanten Thiol-Gruppen an Enzymen und Transportproteinen.

H,0, ist ebenfalls in der Lage, freie Sulfydrylgruppen zu oxidieren, ist aber weniger
reaktiv als HOCI (60). Erst bei kompletter GSH-Depletion tritt eine Oxidation von
Sulfhydrylgruppen an Proteinen auf (74). Im Gegensatz zu HOCI, das verschiedene
Enzyme angreift, wird fiir H,O, die spezifische Oxidation von GADPH beschrieben.
Uber die Bildung von Hydroxylradikalen fiihrt H,O, zur Schidigung von DNS,
ATPasen (74) und zu Lipidperoxidation (65, 96). Die Peroxidation von Lipiden in
biologischen Membranen verursacht einen Fluidititsverlust, einen Abfall des

Membranpotentials und einen Anstieg der lonenpermeabilitit (65).
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4.4 Lipidperoxidation in den untersuchten Modellen der akuten

Lungenschadigung

In Ubereinstimmung mit anderen Autoren (97, 98) konnte auch in dieser Arbeit das
Ablaufen von Lipidperoxidation in Zusammenhang mit oxidativem Stress
nachgewiesen werden (vgl. 3.2). Dabei zeigte sich, dass sowohl nach der Applikation
von H,0, wie auch nach HOCl und MPO/H,0, der Gewebegehalt an Malonaldehyd,
einem Lipidperoxidationsprodukt, signifikant ansteigt.

Allerdings finden sich in der Literatur widerspriichliche Angaben tiber HOCI-
vermittelte Lipidperoxidation: Bei der Inkubation von humanen LDL mit Hypochlorid
finden Yan (99) und Winterbourn (100) keine und Jerlich (101) nur langsame Raten an
Lipidperoxidation, wohingegen Arnhold (102) und Panasenko (103,104) die HOCI-
vermittelte Lipidperoxidation in Liposomen und Lipoproteinen beschreiben.

Die Reaktionskette der Peroxidation ungesittigter Fettsduren beginnt mit dem Entzug
eines Wasserstoffatoms aus einer Methylengruppe (65). Durch das Zuriickbleiben eines
ungepaarten Elektrons bildet dieses Molekiil schlieBlich selbst ein Radikal, das nun
seinerseits ein Wasserstoffatom aus einer Doppelbindung entziechen kann. Zur
Initilerung dieser Reaktionskette sind radikalische Oxidantien wie Hydroxylradikale,
Alkoxyradikale und Hydroperoxyradikale fahig, jedoch nicht die nichtradikalischen
Oxidantien HO; und HOCI (65).

Folgende  Uberlegungen konnten eine  Erklirung fiir ~HOCIl-vermittelte
Lipidperoxidation liefern: Candeias (105) beschreibt die Freisetzung von
Hydroxylradikalen in einer Reaktion von HOCI mit Eisen. Obwohl Ionen der
Zwischenelemente nicht dem Perfusat zugesetzt waren, sind sie im intrazelluldren
Kompartiment enthalten. Es ist daher denkbar, dass HOCI in die Zellen diffundiert, mit
dem hier vorhandenen Eisen zur Bildung von Hydroxylradikalen fiihrt und somit die
Lipidperoxidation in Gang setzt. Andererseits soll HOCl-vermittelte Lipidperoxidation
auch in Abwesenheit von Hydroxylradikalen ablaufen (103, 104). Organische
Hydroperoxide, die in vivo vorkommen, konnen mit HOCI reagieren, wobei freie

Radikale gebildet werden, die nun ihrerseits die Lipidperoxidation initiieren.
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Die Lipidperoxidation unter der Applikation von H,O; ist durch die Fenton-Reaktion
erklarbar (65). Hierbei werden in Anwesenheit von Eisenionen aus H;O;
Hydroxylradikale gebildet, die die Lipidperoxidation in Gang setzen konnen.

In dieser Studie konnten Lipidperoxidationsprozesse durch HOCI, H,O, und MPO/H,0,
nachgewiesen werden. Allerdings zeigte sich keine Korrelation zwischen dem
Gewebegehalt an Lipidperoxidationsprodukten und Parametern der Lungenfunktion, so
dass die beobachtete Lungenschidigung wohl eher auf die spezifische Modifikation
funktioneller Gruppen, v.a. von Thiolen, zuriickzufiihren ist. Diese Uberlegung wird
unterstiitzt durch die Beobachtung von Davreux et al. (88), dass die systemische Gabe
von N-Acetylcystein eine Verminderung der durch Lipopolysaccharide induzierten
akuten Lungenschiddigung bewirkt. N-Acetylcystein ist bekanntlich in der Lage,
Disulfidbriicken aufzubrechen und reduziertes Glutathion zu regenerieren. Somit kann
das Redox-Gleichgewicht langer aufrecht erhalten und funktionelle Sulthydrylgruppen
wichtiger Enzyme vor Oxidation geschiitzt werden.

Abschliefend kann Lipidperoxidation bei der durch oxidativen Stress vermittelten
akuten Lungenschiddigung eher als Epiphdnomen gewertet werden. Als
Pathomechanismus lieBe sich die spezifische Modifikation funktioneller Gruppen

postulieren.
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5 Zusammenfassung

Die Lungenschiddigung im Rahmen eines akuten Atemnotsyndroms (ARDS) ist
gekennzeichnet durch ein nicht-kardiogenes Lungenddem, verursacht durch eine
erhohte Kapillarpermeabilitit sowie einen Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes. An
der Pathogenese der akuten Lungenschidigung im ARDS sind verschiedene
Mechanismen und Mediatoren beteiligt. Obwohl eine akute Lungenschidigung auch bei
neutropenischen Patienten und in Leukozyten-freien Tiermodellen beobachtet wurde,
spielen neutrophile Granulozyten eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der
akuten Lungenschéddigung. Dies schldgt sich in der hohen Granulozytenzahl sowie in
der erhohten MPO-Aktivitit der bronchoalveoldiren Lavage von ARDS-Patienten
nieder. Stimulierte neutrophile Granulozyten verfiigen iiber mehrere Mechanismen zur
Schadigung des umgebenden Gewebes: proteolytische Enzyme, Produkte des
Prostanoidstoffwechsels sowie reaktive Sauerstoffmetabolite.

Diese Arbeit beschiftigt sich mit den durch neutrophile Granulozyten produzierten
reaktiven Sauerstoffmetaboliten Hypochlorsdure und Wasserstoffperoxid, die zu den
nichtradikalischen Oxidantien zdhlen. Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der
Effekte einzelner Oxidantien, wie von Hypochlorsdure und Wasserstoffperoxid, auf die
pulmonale Mikrozirkulation. Weiterhin soll das Ablaufen von
Lipidperoxidationsprozessen im Rahmen von oxidativem Stress  anhand von
Endprodukten der Lipidperoxidation im Gewebe nachgewiesen werden. SchlieBlich soll
die Gegeniiberstellung von Parametern der akuten Lungenschiddigung mit dem Ausmal
der Lipidperoxidation im Gewebe Aufschluss geben iiber einen eventuellen kausalen
Zusammenhang zwischen Lipidperoxidation und Schiadigung der Zirkulation.

Am Modell der isolierten ventilierten und perfundierten Kaninchenlunge werden die
Effekte von oxidativem Stress auf den pulmonalarteriellen Druck und die
Gefidllpermeabilitit charakterisiert. Hierzu werden die zu untersuchenden Oxidantien
Hypochlorsdaure, Wasserstoffperoxid bzw. das System aus Myeloperoxidase und
Wasserstoffperoxid kontinuierlich in den pulmonalarteriellen Schenkel infundiert.
Pulmonalarterieller Druck, pulmonalvendser Druck und Fliissigkeitsretention werden
kontinuierlich registriert, wihrend der kapilldre Filtrationskoeffizient zu bestimmten

Zeitpunkten gravimetrisch ermittelt wird.
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Dabei zeigt sich, dass die isolierte Applikation von HOCI, H,O, bzw. des Systems
MPO/H;0, in der pulmonalen Strombahn eine Erhéhung des pulmonalarteriellen
Druckes und der GefdBBpermeabilitidt bewirkt, wie es fiir die akute Lungenschiddigung
charakteristisch ist. Allerdings unterscheiden sich die Schidigungsmuster der einzelnen
Oxidantien im zeitlichen Ablauf der Verdnderungen von Gefalpermeabilitidt und PAP.
So ist unter der kontinuierlichen Infusion von HOCI ein frither Anstieg des K¢ und ein
spiter Anstieg des PAP zu beobachten, wihrend die Applikation von H,O; zu einem
frithen zweigipfligen Druckanstieg und einer spaten K¢.-Erhohung fiihrt. Die von dem
MPO/H,0,-System hervorgerufenen Verdnderungen nehmen diesbeziiglich eine
Mittelstellung ein: Der PAP steigt friith, wie in der H,O,-Gruppe, aber der K¢, -Anstieg
dhnelt mehr dem Verlauf der HOCI-Gruppe. Dies kann einerseits durch eine gewisse
Eigenwirkung des H,O, erkldrt werden und andererseits durch eine Autoinaktivierung
der MPO durch ihr Produkt HOCI.

In jeder einzelnen  Versuchsgruppe konnte eine  Anreicherung  von
Lipidperoxidationsprodukten im Gewebe nachgewiesen werden. Allerdings besteht
keine  Korrelation = zwischen @ dem  AusmaBl der  Anreicherung  der
Lipidperoxidationsprodukte und dem Ausmal} der Verdnderungen der Zirkulation. Es
muss also vermutet werden, dass die Bildung von Lipidperoxidationsprodukten durch
oxidativen Stress im Rahmen einer akuten Lungenschidigung eher ein Epiphdnomen
darstellt. Als Pathomechanismus lieBe sich die spezifische Modifikation funktioneller

sulthydrylhaltiger Gruppen postulieren.
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