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1. Einleitung

1.1 ARDS: Definition und Symptome

Das akute Lungenversagen wurde erstmalig von Ashbaugh et al. 1967 [1]
beschrieben. Die frihere Bezeichnung ,Adult Respiratory Distress Syndrome*
wurde spéter zugunsten des heute noch gultigen Terms ,Acute Respiratory
Distress Syndrome“ (ARDS) verlassen. Es handelt sich um ein akutes
Krankheitsbild, welches durch ein nicht-kardial bedingtes Lungenddem,
Atelektasen mit  Rechts-Links-Shunt, sauerstoffrefraktdre  Hypoxamie,
pulmonale Hypertonie und Schadigung der alveolaren Basalmembran

gekennzeichnet ist.

Spater, wie von Bernard et al. [2] beschrieben, wurden bei der Amerikanisch-
Europaischen Konsensus Konferenz 1994 folgende Kriterien festgelegt, wobei
eine Unterscheidung in die akute Lungenschadigung (,acute lung injury“, ALI)

sowie das ARDS erfolgte.

Kriterien ALl ARDS

Beginn akut akut

Oxygenierung < 300 mmHg <200 mmHg

P.O2/FiO;

Roéntgen-Thorax bilaterale Infiltrate bilaterale Infiltrate

pulmonal-arterieller < 18 mmHg bzw. kein < 18 mmHg bzw. kein

Wedgedruck Hinweis auf Hinweis auf
Linksherzbelastung Linksherzbelastung

Der Entstehung eines ARDS liegen verschiedene Pathomechanismen
zugrunde. Dabei wird eine direkte von einer indirekten Lungenschadigung
unterschieden. Aspiration, Pneumonie, Lungenkontusion, Beinaheertrinken und
toxische Gasinhalation zahlen zu den direkten Faktoren. Diesen gegenuber

stehen die indirekten, wie Sepsis, Verbrennung, Polytrauma, Massivtransfuion,



disseminierte intravasale Koagulopathie, akute Pankreatitis, Eklampsie, sowie
Luft- und Fruchtwasserembolie [3-7]. Klinische Symptome der Patienten sind
schwere Dyspnoe, Tachypnoe und Zyanose. Durch die oben beschriebene
sauerstoffresistente Hypoxamie kann es zum Organversagen kommen. Eine
Rechtsherzbelastung aufgrund der pulmonalen Hypertonie wird ebenfalls
beobachtet. Die Erkrankungsdauer kann zwischen wenigen Tagen bis hin zu

mehreren Wochen variieren [2].

1.2 Pathophysiologie

Dem akuten Lungenversagen liegt eine Schadigung der Alveolarzellen und der
Lungenkapillaren zugrunde. Einer der haufigsten Ausloser ist eine Sepsis, sie

fuhrt bei Gber 40 % der Patienten zum Lungenversagen [8].

In der frihen exsudativen Phase des ARDS st der komplette
Gasaustauschapparat durch die massive Entziindungsreaktion kompromittiert.

Diese Phase wird durch vier Effekte charakterisiert:

1. Ein Anstieg der Membranpermeabilitat von Gefa3- und/oder
Alveolarendothelzellen, wodurch

2. ein Einstrom von Plasmaproteinen mit anschlieender Entstehung eines

interstitiellen und spater intraalveolaren Odems bedingt wird.

3. Eine Vasokonstriktion mit Mikroembolien oder Mikrothromben, wodurch
der pulmonale Gefalwiderstand ansteigt und eine Umverteilung der
Lungenperfusion stattfindet.

4. Die alveolare Oberflachenspannung steigt durch Surfactantdepletion, die

Alveolen werden destabilisiert und Atelektasen begunstigt.

Bedingt durch eine intrapulmonale Shuntbildung kommt es zu einem
ausgepragten Ventilations-Perfusions-Missverhaltnis mit kompromittiertem

pulmonalen Gasaustausch. Wahrend dieser Phase von etwa einer Woche



Dauer kann eine vollstandige Erholung ohne dauerhafte Lungenschadigung

erreicht werden [9].

Erneute entziindliche Prozesse wie Sepsis oder Pneumonie konnen die
Lungenfunktion dauerhaft beeintrachtigen und proliferative Prozesse
beglnstigen. AufRerdem kann durch die Anwendung der prinzipiell
notwendigen, weil lebensrettenden Beatmungstherapie eine weitere pulmonale
Schadigung erfolgen. Diesen Vorgang bezeichnet man als beatmungsinduzierte
Lungenschadigung (,ventilator-induced lung injury“, VILI). Dadurch bedingt
kann es zu einer mesenchymalen Zellaktivierung kommen [10]. Diese fuhrt an
Tag funf bis sieben nach Beginn des Lungenversagens zu fibroproliferativen
Prozessen mit vermehrter Kollagenproduktion sowie Gefal3neubildungen.
Irreversible restriktive Lungenfunktionseinschréankungen kdnnen entstehen.
Eine Zunahme der pulmonalen Fibrose, sowie die Ablagerung von
extrazellularem Kollagen im Alveolarraum, so genannten ,hyalinen
Membranen®, ist die Folge [11, 12]. Diese Veranderungen korrelieren mit einem
erhohten Mortalitatsrisiko [13, 14] und fuhren innerhalb weniger Wochen zu
einer Erweiterung der Fibrose und einer so genannten ,Wabenbildung“ der

Lungen.

Des Weiteren spielt die proteolytische Aktivitdt von Entziindungsmediatoren im
Alveolarraum eine entscheidende Rolle bei der Schadigung des Surfactants.
Sie werden aus aktivierten neutrophilen Granulozyten, Makrophagen,

Lungenepithelzellen und Fibroblasten lokal freigesetzt [15].

1.3 Entziindungsmediatoren

Interleukin-1-beta

Interleukin-1-beta wird aus Monozyten freigesetzt und z&hlt zu den pyrogenen
und proinflammatorischen Zytokinen. Uber Toll-like Rezeptoren (TLR) wird die
Synthese, beispielsweise durch Lipopolysaccharide (LPS), induziert. Bildung
und Freisetzung sind eng verbunden, wodurch die Sekretion streng kontrolliert
wird. Bei gesunden Probanden gibt es keinen Hinweis fur eine Rolle des IL-1-



beta beim Erhalt der Homodostase. Bei kritisch Kranken hingegen induziert es
eine Vielzahl von Genen. Hierzu zahlen beispielsweise die Cyclooxygenase 2,
wie auch die induzierbare NO-Synthase. Es fordert die Expression von
Chemokinen, Adhasionsmolekilen und einer Vielzahl von Zytokinen, wie
Tumornekrosefaktor-a (TNF-alpha) oder IL-6. Aul3erdem stimuliert IL-1-beta die
Produktion von myeloiden Vorlauferzellen und die Freisetzung von neutrophilen
Granulozyten im Knochenmark. Somit spielt IL-1-beta eine Rolle bei

systemischen und pulmonalen Entziindungsreaktionen.

Die Normwerte der Serumspiegel von IL-1-beta liegen, mittels ,enzyme linked
immunosorbent assay* (ELISA) gemessen, unter 5 pg/ml. Wahrend einer
systemischen Entziindung koénnen die Werte den Nanogrammbereich
erreichen. Dennoch sollte der Beitrag von IL-1-beta an einer Erkrankung nicht
am Serumspiegel, sondern an der klinischen oder biochemischen Antwort
festgemacht werden [16].

Interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-6 z&hlt zu den proinflammatorischen Zytokinen und wird unter
anderem in Monozyten und Fibroblasten produziert. Es spielt eine wichtige
Rolle bei der Regulation der Immunantwort, der Akut-Phase-Antwort, der

Entzindungsreaktion, der Onkogenese und der Hamatopoese.

In Gesundheit stimuliert es die Synthese des adrenokortikotropen Hormons in
der Hypophyse, sowie des neuronalen Wachstumsfaktors. Einflisse auf
Wachstum und Entwicklung hamatopoetischer Zellen und embryonaler
Stammzellen werden vermutet. Der Serumspiegel von IL-6 liegt bei gesunden

Erwachsenen bei <10 pg/ml.

Bei kritisch kranken Patienten spielt IL-6 eine Rolle sowohl als Mediator wie
auch als Marker. Die Produktion wird bei akuten Entzindungsreaktionen in
Zusammenhang mit ARDS, Trauma, Sepsis, Stress, Infektion oder Hirntod
rasch induziert. Experimentell wurden Serumspitzenwerte nach zwei Stunden
ermittelt [17]. Die Freisetzung von IL-6 wird von Tumornekrosefaktor (TNF), IL-
1-beta, IL-2, Interferon-B und ,platelet-derived growth factor* stimuliert. Jedoch

persistiert IL-6 deutlich langer im Serum. Hierdurch kann IL-6 als Marker fur die



Aktivierung proinflammatorischer Zytokine verwendet werden [18]. Gehemmt
wird seine Bildung durch IL-4 und IL-3.

Zahlreiche Studien zeigten eine Verbindung zwischen mittlerer IL-6-
Serumkonzentration und der Mortalitatsrate [19]. Eine dauerhafte Erhéhung

spielt hierbei eine grdl3ere Rolle als der initiale Spitzenwert [20-22].

Interleukin-10

Das anti-inflammatorische Interleukin-10 (IL-10) wird von T-Helferzellen Typ 2,
Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und Epithelzellen produziert
[23]. Es wirkt auf eine Vielzahl von Zellen. Hierzu zahlen unter anderem B-
Zellen, zytotoxische Lymphozyten, T-Helfer-Zellen, Mastzellen, Granulozyten,
dendritische Zellen, Kreatinozyten und Endothelzellen [24, 25]. IL-10 bewirkt
eine Inhibition der Produktion von T-Helfer 1-Zytokinen, wie Interferon-y und IL-
12. Auch die Synthese der proinflammatorischen Molekile TNF-alpha, IL-1-
beta, IL-8 und NO durch Monozyten und Makrophagen wird gehemmt [23].

Die Hauptstimuli fur die IL-10-Synthese sind eine Entzindungsreaktion, IL-1
und TNF-alpha. Ein negativer Feedbackmechanismus, bei welchem sich ein
inflammatorischer Prozess durch die endogene IL-10-Produktion selbst limitiert,
wird vermutet [26]. IL-10 wird endogen in kritisch kranken Patienten produziert.
Seine Konzentration reflektiert oft das Ausmald der Entziindungsreaktion. Die
Serumkonzentration von IL-10 weist Schwankungen zwischen 12-2.400 pg/mi
auf. Eine Erh6hung bis auf 20.000 pg/ml ist moéglich. Die IL-10-Konzentration
korreliert stark mit der von TNF-alpha [27-29]. Friedman et al. berichteten, dass
mittels IL-10-Serumspiegel eine Vorhersage uUber das Auftreten und die

Schwere eines Multiorganversagens getroffen werden kann [30].

Tumornekrosefaktor a

Tumornekrosefaktor a (TNF-alpha) zahlt zu den proinflammatorischen
Zytokinen. Freigesetzt wird er aus Makrophagen und einer Vielzahl weiterer
Zellen, wie neutrophilen Granulozyten, CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten, naturlichen Killerzellen, Endothelzellen, Astrozyten und weiteren



Zellen der hadmatopoetischen und nicht-hdmatopoetischen Zellreihe [31, 32].
Seine Wirkungen vermittelt TNF-alpha tber die beiden Membranrezeptoren
TNF-RI und TNF-RIl [33]. Durch die Stimulation der Produktion weiterer
Zytokine, Akute-Phase-Proteine und Prostaglandin E2 werden
Entziindungsreaktionen aufrechterhalten. Phagozyten werden zur Phagozytose
sowie zur Freisetzung lysosomaler Enzyme und Sauerstoffradikale angeregt.
TNF-alpha greift ebenfalls aktiv in Wachstums- und Differenzierungsvorgange
verschiedener Zelltypen ein. Hierdurch werden Effektorzellen mobilisiert und
aktiviert. In mehreren Studien konnte eine Erh6hung des TNF-alpha-Spiegels in
der bronchoalveolaren Lavage (BAL) von ARDS-Patienten nachgewiesen
werden [34]. TNF-alpha gilt als essentieller Mediator bei Infektions-
Autoimmun- und Entzindungserkrankungen [35]. Bei letzteren vor allem als
Trigger des systemischen inflammatorischen Response-Syndroms (SIRS).
Hierunter versteht man eine unspezifische Entziindungsantwort des Korpers mit
Hyper- oder Hypothermie, Tachykardie, Tachypnoe oder Leukozytose
beziehungsweise Leukopenie. Das SIRS kann unter anderem durch ein ARDS

induziert werden [36].

Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten sind Effektorzellen der initialen Abwehrreaktion auf
Entzindungen und Verletzungen. Sie entstehen aus Vorlauferzellen im
Knochenmark. Nachdem sie in den Kreislauf freigesetzt werden, aktivieren sie
den programmierten Zelltod. Ihre Halbwertszeit betragt 6-10 Stunden. Diese
kann jedoch durch ein breites Spektrum an Entzindungsmediatoren
(korpereigene und/oder mikrobielle) verlangert werden [37]. Anschliel3end
erfolgt ihre Phagozytose in der Leber oder in anderen retikuloendothelialen
Systemen [38]. Der tagliche Umsatz an neutrophilen Granulozyten betragt etwa
10% Zellen. Durch diesen dynamischen Prozess entsteht ein Pool an Zellen.
Um eine Infektion abzuwenden kann dieser schnell erweitert und mobilisiert
werden. Bezuglich ihrer antimikrobiellen Aktivitat sind neutrophile Granulozyten
sehr potent, jedoch auch sehr unspezifisch, wodurch teilweise ausgepréagte

Kollateralschaden im Gewebe entstehen. Diese Gewebsschadigung tritt vor



allem im Rahmen einer Sepsis auf. Herbei werden unter anderem Lunge
(ARDS), Leber, Nieren und Gastrointestinaltrakt in Mitleidenschaft gezogen [39,
40]. Zellen, die aus den Lungen von Patienten mit sepsisinduzierten
Lungenschaden entnommen wurden, zeigten eine verminderte Apoptoserate.

Der Grad dieser Hemmung korrelierte mit der Schwere der Sepsis [41, 42].

Bei neutrophilen Granulozyten handelt es sich um sehr mobile Zellen. Sie
zirkulieren im Blutstrom und emigrieren, chemotaxischen Signalen aus
Entzindungsherden und Gewebsverletzungen folgend, ins Interstitium [43]. Die
Erkennung von Mikroorganismen oder verletzen Zellen erfolgt ebenfalls tber
Toll-like Rezeptoren [44]. Nach Fc-Rezeptor vermitteltem Erkennen der
Zielzellen erfolgt deren Phagozytose und Zerstérung. Dies entfernt nicht nur die
neutrophilen Granulozyten, sondern aktiviert auch anti-inflammatorische

Mediatoren, wie IL-10, TGF- und ,vascular endothelial growth factor [45].

1.4 Therapieansatze und der beatmungsinduzierte Lungenschaden

Therapieziele

Eine spezifische und kausale Therapie des ARDS und ALI ist bislang nicht
maoglich. Aus diesem Grund steht die symptomatische Therapie im Vordergrund
[46], die mit Hilfe einer geeigneten Beatmungsstrategie erreicht werden soll.
Hauptziele sind die Verbesserung der Oxygenierung, die Sicherstellung der
CO,-Abatmung und eine Verminderung der Lungenschadigung. Durch die
Beeintrdchtigung des endogenen Surfactantsystems folgt die Bildung von
Atelektasen, eine VergroRerung des Rechts-Links-Shunts, die Ausbildung eines
pulmonalen Odems und schlieRlich eine Hypoxamie [47]. Ursachlich hierfur ist
die Erhdhung der alveolaren Oberflachenspannung. Die alleinige Erh6hung der
inspiratorischen Sauerstoffkonzentration (FiO;) ist nicht ausreichend um eine
adaquate Oxygenierung sicherzustellen. Eine geeignete Beatmungsstrategie
halt die Lungenfunktion aufrecht, beziehungsweise verbessert sie, eroffnet
Atelektasen und stabilisiert den Gasaustausch. Mittels maschineller Beatmung
kann bei diesen Patienten die Atemarbeit, die Hypoxadmie und die

respiratorische Azidose reduziert werden [48].



Konventionelle Beatmung und der beatmungsinduzierte Lungenschaden

Im Verlauf eines ARDS besteht pathophysiologisch ein Nebeneinander von
atelektatischen, Uberblahten und gesunden Lungenarealen. Durch die sehr
niedrige Compliance des Lungengewebes, kombiniert mit alveolarem Infiltrat,
entsteht zusatzlich eine hohe Steifheit der Lunge. Um diesem Effekt entgegen
zu wirken wurden Patienten bis vor wenigen Jahren mit sehr hohen
Tidalvolumina (Vi) von 10-15 ml/lkg KG wund sehr niedrigen positiv
endexspiratorischen Dricken (PEEP) von 0-5 cmH,O beatmet. Hohe
Beatmungsdricke wurden in Kauf genommen, um einen normalen
Gasaustausch aufrecht zu erhalten. Der adaguate Gasaustausch war das
Primarziel der bisherigen Beatmungsstrategien. Dreyfuss et al. untersuchten die
Rolle von Tidalvolumen und inspiratorischem Spitzendruck (PIP) bei
Lungenschadigungen. Hierbei wurde am Tiermodell gezeigt, dass ein hohes
Tidalvolumen ein VILI aggraviert und zu einer gesteigerten pulmonalen
Entzindungsreaktion fuhrt. Aul3erdem erhohte sich die Permeabilitdt der

Alveolarmembranen [49].

Folgende pathophysiologische Ursachen liegen der beatmungsinduzierten
Lungenschadigung zu Grunde:

Barotrauma: Hohe Beatmungsdricke unter Verwendung grol3er
Tidalvolumina verursachen Strukturschaden und fihren

zum Entweichen von Luft nach extraalveolar [50].

Volutrauma: Regionale Uberdehnung der Lunge durch ungleichmaRige
Entfaltung und Uberblahung [51].

Atelekttrauma: Wiederholtes Offnen und SchlieRen der Alveolen fiihrt zu
Scherkraften. Diese verursachen Epithelschdden und den

Verlust der Barrierefunktion des Alveolarepithels [52, 53].

Biotrauma: Maschinelle Beatmung fuhrt zu starker physikalischer
Beanspruchung des Gewebes, wodurch Abwehrzellen und

Entzindungsmediatoren aktiviert werden [54].



Mittels Computertomographie wurde bei Patienten der Anteil an gesundem
Lungengewebe innerhalb einer ARDS-Lunge untersucht. Dieser entspricht etwa
der Lunge eine 5- bis 6-jahrigem Kindes und wird als ,baby lung“ bezeichnet
[55].

“baby lung”

Odem und Atelektasen

Abbildung 1.1: Auszug aus Gattinoni et al.: Lung recruitment in patients with the acute
respiratory distress syndrome [55].

Selbst bei geringen Tidalvolumina erfolgt eine bevorzugte Bellftung der
gesunden Areale, neben einer Minderbeliftung der erkrankten. Hierdurch

kommt es im Gebiet der ,baby lung” zu einer Uberdehnung des Gewebes [52].

PEEP

Bereits im Jahre 1974 konnten Webb et al.,, ebenfalls im Tiermodell, die
entscheidende Rolle des PEEP in der Therapie des akuten Lungenschadens
belegen. Der protektive Einfluss von PEEP auf die Entstehung von Atelektasen,
Lungenddem und hyalinen Membranen wurde erkannt. Durch eine PEEP-
Applikation konnen die Alveolen in der endexspiratorischen Phase stabilisiert
werden. Hierdurch treten weniger Scherkrafte auf und die Surfactantfunktion
wird weniger beeintrachtigt [56]. Zusatzlich wird die Oxygenierung verbessert.
Zum Einfluss des PEEP auf Surfactant gibt es zwei Theorien. Erstens wird

durch eine Anderung des Surfactantfilms aufgrund von
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Oberflachenveranderungen aktives in inaktives Surfactant umgewandelt. Mit
einer Erhohung des PEEP (>10 cmH,0) erreicht man eine signifikant geringere
Umwandlungsrate [57]. Zweitens wird durch eine PEEP-Applikation der Verlust
von Surfactant aus den Alveolen in die Atemwege vermindert [58]. Hierdurch
erklart sich die enorm wichtige Rolle von PEEP bei der Therapie des akuten

Lungenversagens.

Lungenprotektive Beatmung

Um die positiven Effekte einer PEEP-Applikation zu unterstiitzen und um ein
Fortschreiten des Lungentraumas unter Beatmungstherapie zu minimieren hat
man neuere Beatmungsstrategien entwickelt. Diese so genannte
.lungenprotektive Beatmung“ verwendet niedrige Tidalvolumina von 4-6 ml/kg
KG, um den endinspiratorischen Druck zu limitieren und eine alveolare
Uberblahung zu verhindern. Zuséatzlich wird ein erhohter PEEP verwendet, um
einen Alveolarkollaps zu verhindern und Scherkréfte zu reduzieren. Hierbei
haben sich PEEP-Werte zwischen dem oberen und unteren Inflektionspunkt auf
der Druck-Volumen-Kurve als vorteilhaft erwiesen. Driicke unterhalb des
unteren Inflektionspunktes haben vermehrt Atelektasen zur Folge, Dricke
oberhalb des oberen Inflektionspunktes fiihren zu Uberdehnung der Lunge [59,
60].

Volumen

Uberdehnung

oberer Inflektionspunkt

unterer Inflektionspunkt

Druck

Abbildung 1.2: schematische Druck-Volumen-Beziehung der Lunge
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Dricke, welche ein Tidalvolumen zwischen dem oberen und unteren
Inflektionspunkt bedingen, werden als lungenprotektiv und optimal fir die

Oxygenierung angesehen [61, 62].

Erhbhte P,CO2-Werte (>45 bis 70 mmHg) und ein pH-Wert bis 7,2 werden
akzeptiert [63]. Dies wird als permissive Hyperkapnie bezeichnet. Experimentell
konnten diverse positive Effekte auf die Pathogenese eines ALI/ARDS gezeigt
werden. Zu ihnen zahlen eine verminderte Permeabilitdt der Lunge [64], sowie
ein direkter Schutz gegen endotoxininduzierte Lungenschadigung [65].
Negative Einflisse auf Oxygenierung, Lungenmechanik und
Lungenpermeabilitat, als Kriterien eines ALI, wurden ebenfall abgemildert [66].
Weiterhin werden wichtige Komponenten der Entziindungsreaktion wahrend
eines ARDS beeinflusst. Unter permissiver Hyperkapnie kommt es in vitro zu
einer Reduktion der Zytokinfreisetzung, wie beispielsweise TNF-alpha und IL-1
[67]. Durch den Einfluss auf die Chemotaxis konnte in vivo eine verminderte
Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten beobachtet werden [68]. Freie

Radikale und der durch sie induzierte Gewebeschaden werden vermindert [69].

Einschrankungen bei der Anwendung einer permissiven Hyperkapnie bestehen
bei Patienten mit erh6éhtem Hirndruck und erhéhtem pulmonalem
Gefallwiderstand.

Um die kollabierten  Alveolen zu er6ffnen, zeigten repetitive
Rekrutierungsmandver (RM) mittels eines Blahmandvers ebenfalls einen
positiven Effekt [70-72]. Ein weiterer Vorteil dieser lungenprotektiven Beatmung
ist die Reduktion der Freisetzung von Entzindungsmediatoren und damit
einhergehend weniger Falle von Multiorganversagen bei ARDS-Patienten [73,
74]. AuBerdem flhrte dieses Beatmungsregime zu einer signifikanten
Reduktion der Mortalitat [63].

HFOV

Die Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation (high frequency oscillatory ventilation,
HFOV), wurde erstmals 1977 in der Neonatologie zur Therapie des ,neonatal
respiratory distress syndrome“ angewandt [75]. Hierbei wurden Tidalvolumina

kleiner als der anatomische Totraum und Frequenzen zwischen 10 und 15 Hz
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verwendet. In den letzten 10 Jahren wurde die HFO-Ventilation zunehmend
beim ARDS untersucht und angewandt.

Die Hochfrequenz-Osziallations-Ventilation generiert Gber einen hohen (bis zu
60 I/min) kontinuierlichen Gasfluss (Biasflow) einen kontinuierlichen positiven
Atemwegsdruck (continuous positive airway pressure, CPAP). Dieser wird als
~super-CPAP“ bezeichnet. Der Biasflow reguliert das Lungenvolumen, indem
ein kontinuierlicher Distensionsdruck (continous distending pressure, CDP)

erzeugt wird.

.
Druckventil = = = = — T Oszillator
- Il

1] Flussregler

Frischgas

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des Aufbaus und der Funktionsweise des
Hochfrequenzoszillators (HFOV 3100 B, Viasys Healthcare, Hochberg, Deutschland).

Der Gasstrom wird mit Hilfe eines Oszillators in hochfrequente Schwingungen
versetzt. Der Gasaustausch erfolgt in den zentralen Atemwegen und
Lungenbereichen vorwiegend durch Konvektion. In den peripheren
Lungenbereichen geschieht dies Uberwiegend durch molekulare Diffusion,
kollaterale  Ventilation und  Pendelluftphanomene. Die eingestellte
Druckamplitude entspricht dabei nicht den intrapulmonalen Driicken. Hierdurch
kbnnen hohere Mitteldriicke bei gleichzeitig geringeren Spitzendriicken
appliziert werden. Dies beruht auf der Dampfung der Oszillationsamplitude,
abhangig von der Lokalisation des Lungenbereichs, dessen Beliftungszustand

und den vorherrschenden Stromungsverhaltnissen [76].
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Abbildung 1.4: Derzeitige Arbeitshypothese der Gasaustauschmechanismen und
Dampfung der Oszillationsamplitude wahrend der Hochfrequenz-Osziallations-
Ventilation nach Slutsky et al. [76] und Chang [77].

Durch die Kolbenbewegungen des Oszillators wird eine aktive In- und
Exspiration generiert. Die aktive Exspiration kann unter Umstdnden eine
Uberblahung vermindern. Das AusmaR der Oszillationsbewegung entspricht der
Druckamplitude (Delta P). Oszillation und CDP bestimmen den Atemwegsdruck
(Paw). Durch diesen kontinuierlich applizierten Atemwegsdruck wird das
Lungenvolumen ohne relevante Volumenexkursionen auf einem festgelegten
Wert stabil gehalten [78, 79].
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Exspiration Inspiration Exspiration Inspiration

PEEF, EELV P, .. ELV CDP, EELVY CDPR, EILV

a. konventionelle Beatmung b. HFOV

Abbildung 1.5: a.) Bei konventioneller Beatmung kénnen durch die Druckdifferenz
(Pinsp-PEEP) und der Volumendifferenz (EILV-EELV) Barotrauma, Volutrauma und
Atelekttrauma entstehen. b.) Bei HFOV wird eine annahrend konstante Distension der
Lunge erreicht (idealerweise EILV = EELV); CDP: ,continuous distending pressure”;
EELV: endexspiratorisches Lungenvolumen; EILV: endinspiratorisches
Lungenvolumen [79].

Durch diese Mechanismen ist es unter HFOV mdglich, Oxygenierung (CDP)
und Ventilation (Delta P, Frequenz und I:E) weitgehend unabhangig

voneinander zu regulieren.

Die bei der HFOV resultierende Rekrutierung des Lungengewebes, sowie die
Reduktion des Tidalvolumens und der Scherkrafte konnten zu einer weiteren
Lungenprotektion Uber das MalR der lungenprotektiven druckkontrollierten

Beamtung hinaus ftihren.

Bislang konnte dies fast ausschliel3lich in der Neonatologie und im
Kleintiermodell nachgewiesen werden. Hierbei wurde im Vergleich zur
konventionellen Beatmung eine Reduktion des VILI, sowie der pulmonalen
Entzindungsreaktion nachgewiesen [80-83]. Imai et al. konnten eine
Uberlegenheit der HFOV gegeniiber der lungenprotektiven Beatmung im
Kleintiermodell zeigen [81]. Dies beruht vermutlich auf der Tatsache, dass im
Kleintiermodell unterschiedliche Oszillationsfrequenzen und
Tubendurchmesser, sowie hohere Amplituden angewandt wurden [84-87].

Die Ergebnisse dieser Studien lassen eine erhdhte Lungenprotektion unter
Anwendung der HFOV beim Erwachsenen erwarten, sind jedoch nicht direkt

aus dem Kleintiermodell tbertragbar. Die im Grof3tierversuch angewandten
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geringeren Oszillationsfrequenzen (3-6 Hz) resultieren in Tidalvolumina die
etwa denen der lungenprotektiven Beatmung entsprechen. Hierdurch werden
die beschriebenen Vorteile der HFOV teilweise wieder aufgehoben [88]. In
Anlehnung an Ergebnisse aus Kleintierstudien [89] kénnte also das geringere
Tidalvolumen bei hoheren Oszillationsfrequenzen (~ 15 Hz) eine weitere VILI-
Reduktion zur Folge haben. Beim Erwachsenen wirde aufgrund der
ungentgenden CO,-Elimination bei diesen Oszillationsfrequenzen jedoch eine
schwere respiratorische Azidose resultieren [90]. Eine Kombination mit
alternativen Therapieansatzen, wie der arteriovendsen extrakorporalen
Lungenassistenz (av-ECLA), zum Zwecke der CO,-Elimination erscheint

deshalb sinnvoll.

Trotz erhohten Risikos fiur die Entwicklung eines Pneumothorax und der in der
Literatur ungeklarten Auswirkungen auf die Hamodynamik [85, 91] gilt die
Anwendung der HFOV als effektiv und sicher [92].

Alternative Therapieansatze

Eine weitere Alternative in der Therapie stellt die so genannte av-ECLA dar.
Hierbei fungiert eine zwischen Femoralarterie und -vene angeschlossene
heparinbeschichtete Membran als Ersatzlunge. Mit dieser Methode kénnen im
Tierexperiment 95 % des im Korper anfallenden CO, eliminiert werden [93, 94].
Jedoch erfolgt kaum eine arterielle Oxygenierung. Dies wird einerseits von der
maximalen Flowrate des Systems, andererseits von der
Sauerstoffbindungskapazitat des arteriellen Blutes limitiert [95]. Somit erfolgt
unter av-ECLA eine Entkopplung von Ventilation und Oxygenierung. Hierdurch
kénnen geringere Atemwegsmitteldriicke und Tidalvolumina appliziert werden.
Reng et al. konnten dennoch bei aktuellen klinischen Beobachtungen einen
Anstieg der Oxygenierung feststellen [96]. Auch konnten Brederlau et al. den
positiven Effekt einer Kombination von av-ECLA und HFOV zeigen. Bei diesen
Versuchen konnte, bei vergleichbaren PaO,-Werten unter alleiniger HFOV, mit
einer verringerten Beatmungsdruckamplitude Normokapnie erreicht werden
[97].



16

Die Kombination der HFOV mit der Bauchlage (prone position) des Patienten
stellt eine weitere Therapieoption dar. In Bauchlage trat bei 70-80% der ARDS
Patienten ein Anstieg des PaO, ein [98, 99]. Wenn es gleichzeitig zu einer
Senkung des PaCO, kam, wurde eine signifikante Senkung der Mortalitét
verzeichnet [100]. In Bezug auf die Oxygenierung zeigen Bauchlage und PEEP-
Beatmung einen additiven Effekt [101]. Brederlau et al. zeigten folgende
Vorteile der Kombination aus Bauchlage und HFOV bei ARDS, verglichen mit
Ruckenlage: Anstieg der Oxygenierung und signifikante Reduktion des
pulmonalen Shunts bei niedrigeren Mitteldricken. Somit fuhrt die Bauchlage zu
einer Verbesserung des Ventilations-Perfusions-Verhaltnisses [102].

Woran sterben ARDS-Patienten?

Die Mehrzahl der ARDS-Patienten verstirbt nicht an einer Hypoxamie, sondern
am sich oft im weiteren Verlauf entwickelnden Multiorganversagen. Urséchlich
hierflr ist die der Lungeschadigung folgende systemische Entziindungsreaktion
[73, 103, 104]. Je nach Ausldser beschrankt sich die Entzindungsreaktion
zunachst auf das Kompartiment der Lunge. Sie kann sich jedoch durch das
entstehende kapillare Leck systemisch ausbreiten. Die in der Therapie
angewandte  maschinelle Beatmung kann sowohl die pulmonale
Entzindungsreaktion aggravieren, wie auch durch die beschriebenen
mechanischen Einflisse auf das Lungengewebe das kapillare Leck vergro3ern
(VILI). Es kommt zu erhdhten Interleukinspiegeln im Serum und in der BAL.
Hierfir scheint eine Vorschadigung der Lunge obligat [105]. Die Hohe der
Spiegel an pulmonalen Entziindungsmediatoren korreliert mit der Mortalitat der
Patienten [106]. Zusatzlich zeigten Headly et al. einen Zusammenhang
zwischen der Hohe und der Dauer der Entzindungsreaktion und dem
Uberleben eines ARDS, unabhingig von dessen Ausloser [107]. Um diese
Effekte zu minimieren wird in der aktuellen Therapie eine lungenprotektive
Beatmung appliziert. Hierunter konnten positive Effekte auf die Freisetzung von

Entziindungsmediatoren gezeigt werden [108].
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1.5 Hypothese

Mit der vorliegenden Studie sollte am Grof3tiermodell folgende Hypothese

untersucht werden:

Die Hochfrequenz-Osziallations-Ventilation (HFOV) reduziert, im Gegensatz zur
druckkontrollierten Beatmung mit niedrigen Tidalvolumina (6 ml/kg KG), die
beatmungsinduzierte Lungenschadigung sowie das Lungenbiotrauma in einem

Langzeitmodell des akuten Lungenversagens (ARDS) an adulten Schweinen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Bei dem hier beschriebenen Versuch wurden 16 weibliche adulte Schweine mit
einem Gewicht von 55,3 + 3,9 kg (MW = SD) behandelt. Der Antrag fur diesen
Tierversuch wurde nach 8 8 Abs.1 des Tierschutzgesetzes von der Regierung

Unterfrankens vorab genehmigt.

2.2 Versuchstierpraparation

Zur Pramedikation wurde den Tieren 1 mg/kg KG Stressnil, 1-2 mg/kg KG
Ketamin (Ketanest®S) und 25 pg/kg KG Atropin intramuskular injiziert. Nach
Anlage einer peripheren 22 G Verweilkanile (Becton Dickinson, Helsingborg,
Schweden) in eine Ohrvene wurde die Narkose mit 5-10 mg/kg KG Thiopental
(Trapanal®) sowie 5 pg/kg KG Fentanyl induziert. Danach wurden die Tiere mit
einem 8,5 mm Tubus (Rusch AG, Kernen, Deutschland) orotracheal intubiert.
Die Narkose wurde durch kontinuierliche Infusion von 5-10 mg/kg KG/h
Thiopental (Trapanal®), 0,01 mg/kg KG/h Fentanyl und 0,1 mg/kg/h
Pancuronium zur Muskelrelaxation mittels Perfusor (Injectomat c-IS Fresenius,
Bad Homburg, Deutschland) aufrecht erhalten. Des Weiteren wurden 4-5 ml/kg
KG/h Sterofundin zur Flussigkeitssubstitution und 25000 IE Heparin tber 24h
zur Thromboseprophylaxe appliziert.

Es wurde eine druckkontrollierte Beatmung (PCV) mittels Respirator (Servo 900

C Siemens Elema, Solna, Schweden) mit folgenden Parametern durchgefihrt:

FO2 1,0
Verhéltnis Inspirations-Exspirations-Dauer (I:E) 1:1
PEEP 5 cmH;0
Atemfrequenz (AF) 30/min

PIP entsprechend dem Atemzugvolumen (AZV = 6 ml/kg KG)

Allen Tieren wurden 2g Basocef als Antibiotikaprophylaxe im 8 stindlichen

Rhythmus intravendés verabreicht.
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Vor Beginn der Lungenschadigung wurden die Ausgangswerte (Baseline) fur
Blutgase, Kreislauf- und Beatmungsparameter erhoben.

2.3 Beatmung und Induktion des Lungenversagens

Das Lungenversagen wurde durch wiederholte bronchoalveoléare Lavage [109]
mit 0,9 %iger, 37 °C warmer Kochsalzlosung induziert. Hierdurch wurde das
Surfactant ausgewaschen und eine Reduktion des Gasaustausches
herbeigefihrt. Es wurden 30 mllkg KG isotonische Kochsalzlésung
intrapulmonal Gber den Tubus infundiert, fir 30 Sekunden belassen und
anschlieBend abgeleitet. AnschlieRend wurde der Tubus mit dem Respirator
rekonnektiert. Zur Induktion des Lungenversagens wurden im Durchschnitt
20+4 Lavagen bendtigt. Bei Induktion der Lungenschadigung wurden folgende
Beatmungsparameter gewahlt: F,0O, 1,0; PEEP 5 cmH,0. Der durch die Lavage
bedingte Surfactantverlust fihrte zu einer Verminderung der Lungendehnbarkeit
(Compliance), so dass der Beatmungsspitzendruck permanent angepasst
werden musste, um ein Atemzugvolumen (AZV) von 6 ml/kg zu gewahrleisten.
Die Frequenz wurde auf 30/min festgelegt und das Verhaltnis von Inspiration zu
Exspiration (I:E) betrug 1:1.

Die bronchoalveolare Lavage wurde bis zu einem fir eine Stunde stabilen
arteriellen Sauerstoffpartialdruck (PaO,) von kleiner 100 mmHg wiederholt.
Dieser Zeitpunkt wurde als Tarps bezeichnet. Anschlielend erfolgte die
Messung und Dokumentation der Blutgase, sowie der Beatmungs- und

Kreislaufparameter.
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2.4 Experimentelles Protokoll

Nach Induktion des Lungenversagens wurden die Tiere randomisiert und den

folgenden Gruppen zugeteilt:

HFOV-Gruppe: Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation mittels Hochfrequenz
Oszillationsbeatmungsgerat 3100 B (Viasys, Ho6chberg,
Deutschland)

PCV-Gruppe: Druckkontrollierte Beatmung mittels Servo 900 C mit
niedrigem Tidalvolumen (6 ml/kg KG).

Die Versuchsdauer betrug 24 Stunden. Die Hamodynamik- und
Beatmungsparameter wurden stindlich erhoben. Zur bersichtlicheren
Darstellung der Ergebnisse wurden die Messzeitpunkte Postrekruitment (PRM),
6, 12, 18 und 24 Stunden verwendet.

Nach Induktion des Lungenversagens wurde ein Rekrutierungsmandver fur
beide Gruppen (HFOV/PCV) nach folgendem Prozedere durchgeftihrt:

Zu Beginn wurde unter HFOV der mittlere Beatmungsdruck (mPaw) auf 50
cmH,0 angehoben und die Oszillation unterbrochen. Anschlie3end wurde ein 3
cmH,O hoherer mPaw als bei Induktion des Lungenversagens gewahlt. Es
folgte eine schrittweise Erh6hung um 3 cmH,O alle 15 Minuten, bis ein
konstanter PaO, erreicht wurde bzw. ein Abfallen zu verzeichnen war. Dies
wurde als vollstandige Eréffnung der Lunge bzw. Beginn einer Uberblahung
angesehen. Daraufhin wurde die FiO, auf 0,4 reduziert. AnschlieRend erfolgte
eine stufenweise Senkung des mPaw um jeweils 3 cmH;O mit einer
Stabilisierungsphase von 15 Minuten, bis der Zielwert von 90-110 mmHg fir
den PaO, erreicht wurde. Die Amplitudeneinstellung erfolgte nach einem
PaCO,-Zielwert von 35-55 mmHg. Folgende weitere Parameter wurden
verwendet: I:E = 1:1, AP 60 cm H,O und Frequenz (f) = 6 Hz.

Bei gleichen PaO,- und PaCO,-Zielwerten erfolgte die Rekrutierung der Lunge
unter PCV durch einen PEEP von 50 cmH;0O, welcher exspiratorisch fur 60
Sekunden gehalten wurde. Das Tidalvolumen (Vi) wurde anschlieend auf 6
mi/kg KG, das I:E-Verhaltnis auf 1:1 eingestellt. Es folgte die schrittweise
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Erhdhung des PEEP um 3 cmH;0, bis der PaO, konstant blieb bzw. abfiel.
Nach dem Rekrutierungsmandver wurde zunéchst die FiO, auf 0,4 abgesenkt

und dann der PEEP schrittweise reduziert.

2.5 Versuchsende

Nach Ablauf der 24 Stunden wurden die Tiere mittels intravendser Gabe von
T61 (Embutramid, Mebezonium und Tetracain) und einer zusatzlichen

Uberdosis Thiopental (Trapanal®) und Fentanyl getotet.

2.6 Mikroskopische Auswertung der bronchoalveolaren Lavage (BAL)

Das BAL-Material wurde vor Induktion des Lungenschadens und am
Versuchsende mit Hilfe eines BF 2 Type 3C20 Bronchoskop (Olympus,
Hamburg, Deutschland) gewonnen. Hierzu wurde viermal mit jeweils 25 ml
NaCl 0,9 % gesplult und das abgesaugte Recovery bestimmt. Dieses wurde in

Polypropylenréhrchen gesammelt und auf Eis gelagert.

Zellzahlung

Die Zellzahlung erfolgte mittels Fuchs-Rosenthal-Kammer unter dem Leica
Wilozyt Mikroskop (Leica, Solms, Deutschland), wobei die Gesamtzellzahl pro

Milliliter ermittelt wurde.

Zusatzlich wurde die Epithelzahl mittels des Quotienten aus 100 gezahlten

Zellen und den darin enthaltenen Epithelien in Prozent ermittelt.

Vitalitatsprifung

Eine Vitalitatsprufung der Zellen wurde mittels Erythrosin B (0,4 %ig)
durchgefuhrt.
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Zytopraparate und Hematoxylin und Eosin (HE)- Farbung

Vorbereitend wurde die BAL fir 10 Minuten bei 3500 Umdrehungen pro Minute
(U/min) mit der Hettich Universal 30 RF Zentrifuge (Hettich, Tuttlingen,
Deutschland) bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde, bis auf 5 ml,
abpipettiert und fir die ELISA-Messungen bei -80 °C gelagert. Mit den
verbleibenden 5 ml wurde das Zellpellet resuspendiert. Jeweils 100-150 ul
dieser Losung wurden mittels Cytospin in der Heraeus Christ Zentrifuge
(Heraeus, Hanau, Deutschland) auf Objekttrager tberfiihrt und getrocknet. Eine

HE-Farbung (Hamalaun) wurde nach folgendem Schema durchgefinhrt:

2-5 min Hamalaunbad

20 min Nachblduen in verdinnten Hamalaun 1:10 mit Aqua destillatum,
anschlielend mit Aqua destillatum waschen

1 min Eosinbad

5 min Aqua destillatum-Bad

Bad in aufsteigender alkoholische Reihe (50, 70, 90 und 100 %)
Eindeckeln der Objekttrager mit xylolhaltigem Vitro-Clud®
(Langenbrick, Deutschland)

Die Zelldifferenzierung erfolge durch Auszéhlung von mindestens 400 Zellen
bei 100-facher Ol-VergroRerung unter dem Leica Wilozyt Mikroskop. Es wurden
Alveolarmakrophagen (AM), pigmentkernige neutrophile Granulozyten (PMN)
und Lymphozyten (LY) als Absolutwerte in der BAL bestimmt.

2.7 Quantifizierung der  Zytokinproduktion mittels enzyme linked

immunosorbent assay (ELISA) aus der BAL und dem Serum

Zur Bestimmung von IL-1-beta, IL-6, IL-10 sowie TNF-alpha in Zelliberstanden
nach Zentrifugation der bronchoalveolaren Lavage, sowie aus dem Serum,
wurden Quantikine®-porcine-ELISA-Kits (R&D Systems GmbH, Wiesbaden,
Deutschland) nach Herstellervorschrift verwendet. Es wurden 96-Loch-
Mikrotiterplatten benutzt. In jedes Well wurden 50 pl des Assay Diluent RD1-63
(Puffer) pipettiert. AnschlieBend wurden 50 ul Standard (Messbereich von 0
pg/ml bis 1500 pg/ml), Kontrolle bzw. Probe dazugegeben. Die Mikrotiterplatte
wurde flr eine Minute vorsichtig geschuttelt und darauf hin abgedeckt und fur
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zwei Stunden bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach der Inkubation wurde
jedes Well durch Aspiration der Losung und anschlieBendem Einftllen von 400
ul Waschpuffer finfmal gewaschen und auf Einmaltiichern trocken geklopft.
Danach wurden 200 pl des jeweiligen Schweineantikdrpers (IL-1-beta, IL-6, IL-
10 sowie TNF-alpha) dazugegeben, die Mikrotiterplatte verschlossen und fur
zwei Stunden bei RT inkubiert. Es folgte eine Wiederholung des
Waschvorgangs. 100 ul Substratiésung (Farbreagenz A und B im Verhéltnis
1:1) wurden zugegeben und fir 30 Minuten lichtgeschitzt bei RT inkubiert. Im
Anschluss wurde die Reaktion mit 100 ul Stopplésung beendet. Die Messung
der Losungen erfolgte im ASYS UVM 340 ELISA Reader (ASYS HITECH
GmbH, Eugendorf, Osterreich) bei einer Wellenlange von 450 und 570 nm. Fir
die Auswertung wurden die Messergebnisse bei 570 nm von denen bei 450 nm
abgezogen um Schwankungen der optischen Messung auszugleichen. Anhand
der Standards konnte eine Eichkurve fir die Ergebnisbestimmung erstellt

werden.

2.8 Messung der Aktivierung der Proteinbiosynthese mittels mRNA-Expression

aus dem Lungengewebe

Materialgewinnung

Nach der Toétung wurde den Tieren unter sterilen Bedingungen mit einem
Skalpell (10er Klinge) Lungengewebe aus dem linken basalen Unterlappen
entnommen. Die Proben wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80 °C in Kryorohrchen aufbewahrt. Wahrend der Entnahme der
Lungenbiopsien wurde darauf geachtet, dass das Gewebe durch die

notwendigen Instrumente nicht unnétig komprimiert oder beschadigt wurde.



24

Isolierung der mRNA aus dem Lungengewebe

Die Isolierung der mRNA erfolgte mittels des Promega® SV Total RNA Isolation

System Kits (Promega, Madison, USA) nach Herstellervorschrift.

Das bei -80 °C gelagerte Lungengewebe wurde mit Moérser und Pistill im
Stickstoffbad pulverisiert. AnschlieRend erfolgte die Homogenisierung des
entstandenen Pulvers mit 4 ml RNA Lysis Buffer mit Hilfe des Ultra Turrax IKA
T18 Basic (IKA Works Inc., Wilmington, USA). Dieser Suspension wurden 2 ml
RNA Dilution Buffer (RDA, blue) unter Mischen zugefiigt. Die Probe wurde 10
Minuten bei RT mit 14000 U/min zentrifugiert. Es folgte die Uberfiihrung des
Uberstandes in ein steriles Eppendorf Reaktionsgefal und die Vermischung mit
2 ml Ethanol 95 %. Die LO6sung wurde mehrmals Uber eine Saule mit
Glasfaserfilter (,Spin Basket Assembly”) gegeben und jeweils fir eine Minute
bei 14000 U/min zentrifugiert. Zwischen den Durchlaufen wurde die Losung in
den Sammelgefal3en unter den Saulen verworfen, bis die gesamten 8 ml
Suspension Uber die Saulen gelaufen waren. AnschlieRend wurde die Saule mit
600 ul RNA Wash Solution (RWA) fur eine Minute bei 14000 U/min gewaschen.
Der DNA-Verdau mit DNAse | wurde auf der Saule (,on column®) durchgefihrt.
Hierfir wurden pro Probe 50 pl des Gemischs aus 40 pl Yellow Core Buffer, 5
pl MnCIl" 0,09 M und 5 pl DNAse | direkt auf die Saule pipettiert und fur 15
Minuten bei 15-20 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 200 pl DNAse Stop
Solution (DSA) zugeflugt und bei 14000 U/min fur eine Minute zentrifugiert. Es
folgten zwei Waschschritte unter Verwendung von 600 pl RWA fur den ersten
und 250 pl RWA fur den zweiten. Beim ersten Waschschritt wurde fur eine
Minute und beim zweiten flr zwei Minuten bei 14000 U/min zentrifugiert. Die
Saulen wurden in ein steriles Eppendorf Reaktionsgefald tberfihrt und die
Losung verworfen. Die Elution der mRNA erfolgte mit 100 pl Nuclease-Free
Water. Die mRNA-LAsung wurde bei -80 °C gelagert.

MRNA-Qualitatskontrolle

Die Kontrolle der isolierten mRNA erfolgt mittels Gelelektrophorese. Gelplatte,
Gelkammer und Kamme wurden fur 12 Stunden in 1 % SDS

(Natriumdodecylsulfat) eingelegt und anschlieBend mit Aqua destillatum
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gewaschen. Fur die Trennung der mRNA wurde ein 1 %iges Agarosegel
verwendet. Hierfir wurde Agarose (SERVA Electrophoresis, Heidelberg,
Deutschland) in 1x MOPS-Puffer (4-Morpholinopropansulfonsaure) durch
Aufkochen geldst. 10 % Formaldehyd (Sigma, Rodermark, Deutschland) wurde
zugegeben, woraufhin man das Gel ausharten liel3. Die mRNA-Proben wurden
nach folgendem Schema vorbereitet:

RNA Ladepuffer (Sigma, Deutschland) 17 ul
Ethidiumbromid [1 mg/ml] 1l
RNA-Template [1 pl], tierspezifisch 1,86 — 10,42 pl*
Aqua RNAse free., tierspezifisch 1,28 — 8,97 ul*

* Mit dem Ultrospec 3000 (Buckinghamshire, England) wurde die
photometrische Extinktion gemessen und abhangig davon das Gesamtvolumen
auf 5 bzw. 13 pl angeglichen.

Die LOosung wurde im Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) auf 60-65 °C erhitzt und anschlielend auf Eis abgekihlt. Nach
elektrophoretischer Trennung fur 60 Minuten bei 140 Volt erfolgte mit Hilfe der
BioDocAnalysis®-Software (Biometra, Géttingen, Deutschland) die Auswertung
mittels Digitalkamera. Hierzu wurde das Gel unter UV-Licht (254 nm)
fotografiert. Die 28S und 18S Banden bestétigten die Reinheit der mRNA.

Zusammensetzung der verwendeten Chemikalien

10x MOPS Puffer:

92,52 g MOPS (4-Morpholinopropansulfonsaure)
8,2 g Natriumacetat
20mi0,5 M

Fir den Gebrauch wurde ein Mischungsverhéltnis von 1:10 mit Aqua

destillatum verwendet.

Die verwendete Ethidiumbromidstammlosung (1 mg/ml) wurde in Aqua
destillatum geldst und lichtgeschitzt bei 4 °C aufbewahrt.
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Umschreiben von mRNA in cDNA

Die Umschreibung erfolgte mit dem RevertAid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) nach Herstellervorschrift.

Es wurde folgender Ansatz verwendet:

RNA-Template  RNA total (tierspezifisch) 10 ng — 5 ug
Primer Random hexamer primer 1l
(0,2 pg/ pl)

Losungsmittel Diethylpyrocarbonat (DEPC) bis 12 pl Gesamtvolumen
behandeltes Wasser

Die Losung wurde bei 70 °C fur 5 min inkubiert, anschliel3end fur 5 bis 10 min
auf Eis abgekuhlt und im Impulsmodus vorsichtig zentrifugiert. Lagerung der
Probe auf Eis und Zugabe folgender Reagenzien:

5X reaction buffer 4 ul
RiboLock™ Ribonuclease inhibitor (20 u/ul) 1l
10 mM dNTP mix 2 ul

Die Probe wurde vorsichtig gemischt und erneut im Impulsmodus zentrifugiert.
Anschliel3end wurde sie bei 25 °C fur 5 min inkubiert. Daraufhin wurde 1 pl
RevertAid™ H Minus M-MuLV RT (200 u/pl) hinzugefugt. Das endgiltige
Volumen betrug 20 pl. Diese Mischung wurde fur 10 min auf 25 °C erhitzt und
anschlieBend fur 60 min bei 42 °C inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die
Reaktion mit einer Temperatur von 70 °C fir 10 min gestoppt. Die cDNA-

Proben wurden bei -20 °C gelagert.

Spezifische Amplifikation von exprimierten Genen mittels Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (,polymerase chain reaction“, PCR) wurde im
PCR-Geréat Biometra T3000 Thermocycler (Biometra, Gottingen, Deutschland)
durchgefiihrt. Der Denaturierung bei 95 °C folgte die Primeranlagerung (Sigma-
Genosys, Miunchen, Deutschland) bei 58 °C. AnschlieRend synthetisierte die
Tag-Polymerase (aus dem thermophilen Bakterium Thermophilus aquaticus),

bei einem Temperaturoptimum von 72 °C, in Anwesenheit von
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Desoxyribonukleotidtriphosphaten (dNTPs), die komplementaren DNA-Strange.
Zum Vergleich der Expressionsstarke wurde das Housekeeping-Gen [(-actin in
parallelen Ansatzen amplifiziert. Der PCR-Ansatz, das PCR-Schema, sowie die

Sequenzen und Grélienangaben der verwendeten Primer werden im Folgenden

aufgefinhrt.
PCR-Ansatz:
7,5 pl H,O Nuclease-Free
1l 10 pmol* Fp (= forward/downstream primer)
1l 10 pmol* Rp (= reverse/upstream primer)
3-5 pl cDNA-Template
12,5 pl PCR MasterMix

*fur das Housekeeping-Gen [-actin wurden 8 pmol Primer eingesetzt

PCR-Schema:
Schritt Temperatur Zeit
Denaturierung 95 °C 30 sec
Annealing 58 °C 30 sec
Elongation 72 °C 60 sec
finale Elongation 72 °C 5 min
4°C 0

Spezifische Primer fur die RT-PCR:

Primer Forward 5'-—3’ Reverse 5'--3’ bp Zyklen
TNF-alpha CCC CTG TCC ATC CCTTTATT AAG CCC CAG TTC CAATTC TT 199 35
IL-1-beta GGG CTT TTG TTC TGC TTG AG TTG TGC AAG GAG ATGACAGC 256 32
IL-6 GTG GTG GCT TTG TCT GGA TT AGC AAG GAG GTA CTG GCAGA 257 32
IL-10 GCT GGA GGA CTT TAA GGG TTACC  ATATCC TCC CCATCACTC TCTGC 105 35
B-actin TCA TCA CCA TCG GCA ACG TTC CTG ATG TCC ACG TCG C 133 22

Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Primer fir die Reverse Transkriptase PCR (RT-
PCR) mit Angabe der Syntheserichtung und ProduktgroRe (bp = Basenpaare). Die T,
[°C] (optimale Annealing-Temperatur) betrug bei allen verwendeten Primern 58 °C.
TNF-alpha: Tumornekrosefaktor a; IL: Interleukin.

Nicht-denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Die Trennung der linearen DNA-Moleklle nach ihrer GroRRe erfolgte mittels

Agarose-Gelelektrophorese, fur welche 1 %ige Agarosegele hergestellt wurden.
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Hierzu wurde Agarose in 1x TBE-Puffer durch Aufkochen geldst. Nach leichtem
Abkuhlen wurden 30 pl Ethidiumbromid [1 pg/ul] pro 50 ml Puffer zugesetzt und
gewartet, bis das Gel ausgehéartet war. Die DNA-Proben wurden mit 3 pl 10x
BlueJuice™ Gel Loading Buffer (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) vermischt
und in die Kammern des Gels pipettiert. Nach 60 Minuten Laufzeit bei 100 Volt
konnten die Nukleinsauren unter UV-Licht (254nm), durch die Fluoreszenz des
eingelagerten Ethidiumbromids, sichtbar gemacht werden. Die Auswertung

erfolgte mittels Digitalkamera mit Hilfe der BioDocAnalysis®-Software.
Zusammensetzung der verwendeten Chemikalien:

10x TBE Puffer:

1,0 M Tris (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol)
0,9 M Borsaure (Boric acid)

0,01 M EDTA (Ethylendiamintetaacetet)
8,4 pH

Fir den Gebrauch wurde ein Mischungsverhéltnis von 1:10 mit Aqua

destillatum verwendet.

10x BlueJuice™ Gel Loading Buffer:

65 % (w/v) Saccharose

10 mM Tris-HCI (pH 7.5)

10 mM EDTA

0.3 % (w/v) Bromphenolblau

Kontrolle:

0,5 pg/ul GeneRuler™ 1 kb DNA ladder


http://www.dict.cc/deutsch-englisch/Saccharose.html�
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2.9 Statistik

Fur die Datenanalyse wurde der Mittelwert + Standardabweichung bestimmt.
Die Beurteilung der statistischen Differenzen erfolgte durch die Zwei-Weg
ANOVA (analysis of variance) mit dem Student-Newman-Keul's Test. Die
Ergebnisse der mRNA-Daten wurden als Median und 25 %/75 % Quartilen
angegeben. Fur die Analyse der statistischen Differenzen wurde der Mann-
Whitney-U und Wilcoxon-Rangsummen-Test herangezogen. Ergebnisse mit
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <5% (p<0,05) wurden als signifikant
angenommen. Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem
Statistikprogramm SigmaStat (Systat Software Inc., Point Richmond, USA)
durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

Die Untersuchungsgruppen wiesen keinen Unterschied in Alter und Gewicht
auf. Unter kontinuierlicher Uberwachung der Vitalparameter waren die Tiere
wahrend der kompletten Versuchsdauer kreislaufstabil. Nach der
bronchoalveolaren Lavage mit Kochsalzlésung entwickelten alle Tiere ein
schweres Lungenversagen (Tab. 3.1; p<0,01). In der HFOV-Gruppe verstarb
ein Tier nach 16 Stunden, in der PCV-Gruppe nach 18 Stunden, aufgrund von
Luftembolien durch defekte Swan-Ganz-Katheter. Beide Tiere wurden aus der

Wertung genommen und ersetzt.

Alle Messergebnisse sind im Folgenden als Mittelwert + Standardabweichung

angegeben.

3.1 Gasaustausch und Beatmungsparameter

Die Parameter von Gasaustausch und Beatmung sind in folgender Tabelle (3.1)

dargestellt.
Parameter  Gruppen Baseline ALI PRM 6 Std. 12 Std. 18 Std. 24 Std.
PIP PCV 145x11** 252+29 41.0+3.9* 25.7+35 24527 24.3+3.3 23.7+3.7
(cmH;0) 312+
HFOV  13.6+1.3* 244x16 3.2**88 11.8+2.4**8§ 11.5+2.8**8§ 11.1+1.4**8§§ 10.4+0.5**8§
RR/min PCV 300 300 34+4 34 £ 4** 34 £ 4** 34 £ 4** 36 £ 4**
HFOV 300 30+0 360 +0**§8 360 + 0**§§ 360 + 0**§8§ 360 + 0**§8 360 + 0**§8
PaCoO;, PCV 40 + 4** 60 £ 14 57+13 55+ 15 51+11 53+ 12 52+ 13
(mmHg) HFOV 40+8*  52+10 45468 38+ 5§ 517 53+7 56 + 10
PaO, PCV 539 + 42** 55+ 12 540 * 36** 115 + 26** 112 + 22** 99 + 11** 105 + 8**
(mmHg) HFOV 586 + 34**§§ 59+ 12 554 + 25** 156 + 45**§ 121 + 15** 114 + 22** 100 + 14**
Sa0, (%) PCV 100 + 0** 82+14 100 + 0** 98 + 1** 98 + 1** 97 + 1** 98 + 1**
HFOV 100 + O** 88 + 588 100 + O** 99 + 1** 98 £ 1** 98 £ 1** 97 £ 1**
VO, (%) PCV 84 + 6** 59+ 14 71+ 4% 65+9 64 +3 61+5 55+ 9
HFOV 84 + 4** 64 7 72 * 4* 70+ 11 65+ 9 59+ 8 59 + 6
Tabelle 3.1: Beatmungs- und Gasaustauschparameter. PCV, druckkontrollierte
Beatmung; HFOV, Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation; ALlI, akutes

Lungenversagen; PRM, Postrekruitment; PIP, inspiratorischer Spitzendruck; RR,
Atemfrequenz; PaO,, arterieller Sauerstoffpartialdruck; PaCO,, arterieller
Kohlendioxidpartialdruck; SaO,; arterielle Sauerstoffsattigung; SvO,, gemischtvendse
Sauerstoffsattigung; * p<0.05 and ** p<0.01 vs. ALI; § p<0.05 and 88 p<0.01 vs. PCV.
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Verglichen mit den Werten nach Induktion des akuten Lungenversagens
verbesserten sich nach 6 Stunden sowohl der Oxygenierungsindex (Ol), als
auch das PaO,/FiO,-Verhéltnis signifikant in beiden Gruppen (Grafik 3.1 und
3.2; p<0,01). Dieser Effekt hielt bis zum Ende des 24-stiindigen Versuchs an.
Der Ol war in der HFOV-Gruppe nach 6 und 18 Stunden im Vergleich zur PCV-
Gruppe signifikant erniedrigt (Grafik 3.1; 6 Std.: p<0,01; 18 Std.: p<0,05). In der
HFOV-Gruppe war der mPaw und der PIP, gemessen an der Tubusspitze,
Uber 24 Stunden signifikant niedriger als zum Zeitpunkt des akuten
Lungenversagens und im Vergleich zur PCV-Gruppe (Grafik 3.3 und Tabelle
3.1; p<0,01).

In der HFOV-Gruppe konnte Normokapnie erreicht werden.

31
_ —&— PCV
40 -~ —O— HFOV
5 30
g i
£
w
o
c
3
—_
Q@ 20 4
c
(0]
o
>
>
@]
10 +
Q
¢ T g
0 4= 8§
T T I 1 T I
Baseline ALl PRM 6 12 18 24

Zeit (Stunden)



32

3.2
700 -
—8— PCV
| —(0— HFOV
600
500
>
e
£ 400
o
Q
L 300
ol
@]
[0]
Q- 200
100
O T T T T T T
Baseline ALl PRM 6 12 18 24
Zeit (Stunden)
33
40 -
—o— PCV
b —0— HFOV (Tubusspitze)
—{— HFOV (SM 3100B)
30
20 -

Atemwegsmitteldruck (cmH20)

10
~8§ 55 8§ =ES
O 1 T 1 L) 1 |
Baseline ALl PRM 6 12 18 24
Zeit (Stunden)

Grafik 3.1 — 3.3: Gasaustausch und Atemwegsmitteldruck im Verlauf Gber 24 Stunden.
3.1 Oxygenierungsindex; 3.2 PaO,/FiO,—Verhdltnis; 3.3 Atemwegsmitteldruck; PCV,
druckkontrollierte Beatmung; HFOV, Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation; ALI,
akutes Lungenversagen; PRM, Postrekruitment; * p<0.05 and ** p<0.01 vs. ALI; §
p<0.05 and 88 p<0.01 vs. PCV. Publiziert in High-frequency oscillatory ventilation
reduces lung inflammation: a large-animal 24-h model of respiratory distress [110].
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3.2 Entziindungszellen und inflammatorische Zytokinfreisetzung in der BAL

Die Messungen der Entziindungszellen und Zytokine beider Gruppen wurden
vor Induktion des akuten Lungenversagens und nach 24 Stunden durchgefihrt.
Die Ergebnisse der Zelldifferenzierung und der ELISAs kdnnen Tabelle 3.2
entnommen werden. Die Ausgangswerte vor ARDS waren fur PMN, TNF-alpha
und IL-1-beta im Gruppenvergleich bei HFOV-Tieren signifikant niedriger
(p<0,05). Im 24-Sunden-Verlauf stieg die Summe der neutrophilen
Granulozyten, wie auch die Freisetzung von Interleukin-1-beta in beiden
Gruppen signifikant an (p<0,05). Die Mengen an TNF-alpha und Interleukin-6
tendierten in der PCV-Gruppe nach oben und waren in der HFOV-Gruppe nach
24 Stunden signifikant erhéht (p<0,05). Zwischen den Gruppen konnte fur
Entzindungsparameter in der BAL kein signifikanter Unterschied gefunden
werden. Sie waren in der HFOV-Gruppe jedoch tendenziell niedriger.

PCV HFOV

BAL Baseline 24 Std. Baseline 24 Std.

AM/ul 358 (298 - 445) 177 (36 - 225)* 411 (302 - 522) 143 (81 - 180)*
PMN/ul 136 (69 - 240) 1543 (720 - 1898)* 35(31-39)§ 832 (537 - 1015)*

LY/ul 84 (69 - 144) 72 (45-116) 94 (42 - 121) 83 (59 - 122)

TNF-alpha (pg/ml) 99 (66 - 118) 121 (87 - 157) 10 (5-13)8 74 (36 - 132)*
IL-1-beta (pg/ml) 184 (164 - 482) 1046 (623 - 1484)* 25(9-38)8 876 (412 - 1430)*
IL-6 (pg/ml) 31 (27 - 38) 54 (30 - 68) 31(30- 34) 45 (38 - 84)*

IL-10 (pg/ml) 26 (15 - 58) 18 (9 - 44) 14 (0-73) 14 (7 - 41)

Tabelle 3.2: Entziindungszellen und Zytokine aus BAL: PCV, druckkontrollierte
Beatmung; HFOV, Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation; BAL, bronchoalveolare
Lavage; AM, Alveolarmakrophagen; PMN, neutrophile Granulozyten; LY,
Lymphozyten; TNF, Tumornekrosefaktor; IL, Interleukin; Die Messdaten werden als
Median mit Quartilen (25/75 % Perzentilen) dargestellt. * p<0.05 vs. Baseline, § p<0.05
vs. PCV.
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3.3 Entziindungszellen und inflammatorische Zytokinfreisetzung im Serum

Bei der Bestimmung der Entzindungsparameter im Serum konnte weder
zwischen den Gruppen, noch zwischen Versuchsbeginn und Versuchsende ein

Unterschied ermittelt werden.

DK HFOV
Baseline 24 h Baseline 24 h
TNF-alpha 47 (37 - 70) 41 (29 - 58) 55 (39 - 87) 53 (39 - 66)
IL-1beta 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1,9 0(0-0,2)
IL-6 115 (110 - 143) 120 (116 - 130) 109 (108 - 110) 115 (112 - 117)
IL-10 21 (18 -31) 26 (23 - 33) 19 (17 - 37) 22 (12-29)

Tabelle 3.3: Zytokine aus dem Serum: TNF, Tumornekrosefaktor; IL, Interleukin; Die
Messdaten werden als Median mit Quartilen (25/75 % Perzentilen) dargestellt.

3.4 Semiquantitative PCR

Die Vervielfaltigung des cDNA-Templates wurde mittels Primern fir TNF-alpha,
IL-1-beta, IL-6 und IL-10 durchgefihrt. Die entstandenen Produkte
korrespondierten mit den vorhergesagten MolekulargroRen von 199 bp fir
TNF-alpha, 256 bp fur IL-1-beta, 257 bp fur IL-6 und 105 bp fur IL-10. Die
Messung erfolgte im Bezug auf das Housekeeping-Gen B-actin (Grafik 3.4).

In der HFOV-Gruppe war die mRNA-Expression von IL-1-beta signifikant
reduziert (p<0,01). Bezlglich der restlichen Parameter (TNF-alpha, IL-6 und IL-
10) konnte kein Unterschied festgestellt werden. Die Ergebnisse sind in Grafik

3.5 dargestellt.
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Grafik 3.4: Reprasentative Banden fur TNF-alpha, IL-1-beta, IL-6, IL-10 und B-actin.
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Grafik 3.5: Analyse der mRNA von TNF-alpha, IL-1-beta, IL-6 and IL-10 im linken,
unteren  Lungenunterlappen mittels RT-PCR. Zu Beta-actin normalisierte
Dichteverhéltnisse der Banden von TNF-alpha, IL-1-beta, IL-6 und IL-10. PCV,
druckkontrollierte  Beatmung; HFOV, Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation; TNF,
Tumornekrosefaktor; IL, Interleukin; bp, Basenpaare; M, Marker; Daten werden als
Mittelwerte mit Quartilen (25/75 % Perzentilen) dargestellt; § p<0.01 vs. PCV. Publiziert
in High-frequency oscillatory ventilation reduces lung inflammation: a large-animal 24-h
model of respiratory distress [110].
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4. Diskussion

Das Hauptaugenmerk der vorliegenden Grof3tiermodellstudie liegt auf dem
Vergleich zweier lungenprotektiver Beatmungsformen im lavage-induzierten
ARDS. Hierbei wurden Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation und
lungenprotektive druckkontrollierte Beatmung gegenibergestellt. Zielparameter
waren die pulmonale und systemische Inflammationsreaktion, sowie der

pulmonale Gasaustausch.

Das wichtigste Ergebnis stellt die signifikante Reduktion der mRNA-Expression
von IL-1-beta nach 24 Stunden im Lungengewebe der HFOV-Gruppe dar.

Lavagemodell

Das Lungenversagen in der vorliegenden Untersuchung wurde durch
Surfactantdepletion erreicht [109]. Dieses Verfahren wurde in einer Vielzahl
von Studien eingesetzt. Wie das klinische Syndrom flihrt es zu ausgepréagten
Gasaustauschstérungen. Hierdurch ist es geeignet, ein ARDS am Menschen
zu simulieren [111]. Daten dieser Studie belegen die Induktion einer akuten
schweren Hypoxamie und eines Ventilations-Perfusions-Missverhaltnisses
durch repetitive Lungenlavagen. Um ein stabiles Lungenversagen zu
induzieren waren im Durchschnitt 20+4 Lavagen notig. Diese Ergebnisse
wurden in einer weiteren Studie bestatigt. Diese zeigte einen sekundaren
pulmonalen Hypertonus Utber 24 Stunden und eine erhdhte Freisetzung von
Entzindungsmediatoren in der BAL [112]. Dem Gegenluber stehen
Untersuchungen, bei denen 4 Lavagen ausreichten um ein Lungenversagen zu
induzieren. Allerdings wurden hierbei in der Phase der Surfactantdepletion
Tidalvolumina von mehr als 6 mllkg KG appliziert [111]. Unter diesen
Bedingungen ist es schwierig, die Schéadigung der Lunge der
Surfactantdepletion oder der maschinellen Beatmung zuzuschreiben. In der
vorliegenden Studie wurde das Lungenversagen unter lungenprotektiver
Beatmung mit einem Tidalvolumen von 6 ml/kg KG induziert. In beiden
Gruppen war es gleichartig ausgepragt und konstant, so dass ein stabiles

Lungenversagen fir die Beurteilung der Interventionseffekte vorausgesetzt
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werden kann [113]. Veranderungen in den Untersuchungsgruppen kénnen
demnach als interventionsbedingt betrachtet werden.

Dennoch beschrankt sich das Modell auf die Schadigung der Lunge. Die
systemischen Auswirkungen auf den Organismus kénnen nicht direkt auf ein
ARDS am Menschen Ubertragen werden. Auf diese Tatsache ist vermutlich
zurickzufihren, dass beim Nachweis der Zytokine im Serum Kkein
aussagekréftiges Ergebnis erzielt werden konnte. Ein Versuchsansatz mit LPS
als Induktor einer Inflammationsreaktion wére denkbar, um diesem Phanomen
entgegenzuwirken. LPS stammt aus der Zellmembran gram-negativer
Bakterien. Im Serum bildet es mit dem so genannten LPS-Bindungs-Protein
einen Komplex [114, 115]. Dieser aktiviert Monozyten und Makrophagen,
wodurch die Bildung inflammatorischer Mediatoren getriggert wird [116]. Im
Tiermodell wurde LPS unter anderem intratracheal appliziert [117]. In der
Lunge fuhrt LPS zum Einschluss neutrophiler Granulozyten in die
Lungenkapillaren und schlie3lich zu deren Migration in den Alveolarraum. Die
Barrierefunktion der Alveolarwand geht verloren [118-121]. Um eine
begleitende Sepsis zu simulieren, kann LPS zuséatzlich intravents appliziert
werden. Das LPS-Modell spiegelt gut die Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten, sowie eine Sepsis wider. Verglichen mit dem Lavagemodell
bestehen beim LPS-induzierten Lungenversagen Nachteile beziglich der
Auswirkungen auf das Lungengewebe: Einerseits liegt eine geringere
Schadigung der epithelialen Barrierefunktion vor, andererseits reprasentiert es
die Auswirkungen eines ARDS beim Menschen nicht ausreichend. Hier findet
sich in vivo eine geringere Menge an intraalveolaren neutrophilen
Granulozyten, stattdessen liegt vermehrt proteinreiches alveolares Odem vor.
Die Erho6hung proinflammatorischer Mediatoren in der BAL unter den
angewandten Studienbedingungen spricht flir eine angemessene pulmonale

Entzindungsreaktion.
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Pulmonaler Gasaustausch

Die Untersuchungsergebnisse zeigten eine Uber 24 Stunden anhaltende
signifikante Verbesserung des Ol, sowie des PaO,/FiO,-Verhaltnisses in beiden
Gruppen. Nach 6 und 18 Stunden bestand eine signifikante Erniedrigung des Ol
in der HFOV-Gruppe. Wir konnten erstmals zeigen, dass eine Verbesserung
der Oxygenierung und des Oxygenierungsindex Uber 24 Stunden aufrecht
erhalten werden kann [122-124]. Zuséatzlich konnte in dieser Gruppe
Normokapnie erreicht werden. Unter den angewandten Studienbedingungen
wurden erstmals zwei als lungenprotektiv geltende Beatmungsformen [125]
miteinander verglichen. Bisherige Studien dieser Art wurden hauptsachlich an
Kleintieren durchgefiihrt und konnten keine Uberlegenheit der HFOV bezuglich

Gasaustausch, Lungenmechanik und Proteininflux belegen [126].

Positive Effekte von permissiver Hyperkapnie auf ein VILI konnten in aktuellen
Studien belegt werden [64, 127]. Permissive Hyperkapnie fuhrt Uber eine
pulmonale Vasokonstriktion zu einer Zunahme des Shunt- und des
Herzzeitvolumens. Zusétzlich kommt es zu einer arteriellen Vasodilatation im
Systemkreislauf. Hierdurch wird die Organperfusion, bei gleichzeitig
vermindertem Sauerstoffverbrauch, verbessert [128]. Neuere Studien zeigten in
vitro weitere positive pulmonale Effekte. De Smet et al. beschrieben eine
verbesserte Compliance, sowie die Reduktion von pulmonalem Odem. Des
Weiteren wurden positive Einflisse auf Oxygenierung, Lungenmechanik und
Lungenpermeabilitdt beobachtet [66]. In der BAL konnten verminderte Werte fur
TNF-alpha und IL-6 nachgewiesen werden [129]. Auch der durch freie radikale
induzierte Gewebeschaden wurde reduziert [69]. Die permissive Hyperkapnie
war jedoch kein primares Therapieziel. Sie wurde im Rahmen der
lungenprotektiven Beatmung im vorliegenden Studienprotokoll wohlwollend in
Kauf genommen, um das Tidalvolumen und damit den Scherstress der Alveolen
zu minimieren [128]. In der HFOV-Gruppe wurde dennoch Normokapnie
erreicht. Diese Erkenntnis konnte darauf hindeuten, dass bei den applizierten
Frequenzen von 6 Hz unter HFOV noch weiterer Spielraum bezuglich der
Lungenprotektion besteht. Bei einer Steigerung der Frequenz wéare eine weitere
Abmilderung der Lungenschadigung denkbar. Gleichzeitig auftretende positive

Effekte einer permissiven Hyperkapnie unter diesen Bedingungen konnten die
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Auswirkungen eines ARDS auf die Lunge und den Organismus zusatzlich
reduzieren. Bei Patienten mit einem ARDS gelang dies jedoch haufig nicht [85].
Ein moglicher Grund hierfur kdnnten die Kontraindikationen fur eine permissive
Hyperkapnie sein. Zu diesen zéhlen unter anderem ein erhohter intrakranieller
Druck, eine Herzinsuffizienz und kardiale Arrhythmien. Auch kann die
zunehmende Rechtsherzbelastung durch die pulmonale Hypertonie zu klinisch
relevanten Problemen fihren. Zusammenfassend fuhrt eine permissive
Hyperkapnie zu einer Senkung der Mortalitat bei ARDS-Patienten und ist somit

unter Beachtung der Kontraindikationen winschenswert [130].

Inflammatorische Zytokinfreisetzung

Die Untersuchungsergebnisse zeigen im 24-Stunden-Verlauf eine signifikant
erniedrigte mRNA-Expression von IL-1-beta in der HFOV-Gruppe. Die
Auswertung der BAL ergibt einen signifikanten Anstieg der neutrophilen
Granulozyten, wie auch eine erhthte Freisetzung an IL-1-beta in beiden
Gruppen. In der HFOV-Gruppe werden in der BAL tendenziell weniger
Entzindungsmediatoren  nachgewiesen. Bei der Bestimmung der
Entzindungsparameter im Serum ergaben sich keine Unterschiede. Dies gilt
sowohl beim Vergleich der Versuchsgruppen untereinander, wie auch beim

Vergleich zwischen Versuchsbeginn und Versuchsende.

Durch eine maschinelle Beatmung wird mechanischer Stress auf das
Lungengewebe ausgetbt. Dieser fuhrt, bedingt durch Volutrauma, Barotrauma
und Atelekttrauma, zu einer Steigerung der Zytokinproduktion der Lunge.
Dieses als Biotrauma bezeichnete Ph&dnomen stellt einen Pathomechanismus
des VILI dar. Die daraus resultierende Entziindungsreaktion kann ein ARDS
aggravieren [73, 80, 83]. Die Ergebnisse bestatigen frihere Studien an
Kleintieren, welche unter HFOV eine reduzierte mRNA-Expression der
proinflammatorischen Zytokine IL-1-beta, IL-6 und IL-8 zeigten [80, 82]. In der
vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine signifikante Senkung der mRNA-
Expression von IL-1-beta unter HFOV nachgewiesen werden. Erreicht wurde
dies bei einem zusatzlich effektiv niedrigerem mPaw in der HFOV-Gruppe,

verglichen mit der PCV-Gruppe [80, 82]. Im Gegensatz zu bisherigen
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Untersuchungen gelang dies im Langzeitversuch am Grof3tiermodell. In der
BAL von ARDS-Patienten wurden hohe Konzentrationen an biologisch aktiven
Mediatoren gefunden. Diese fuhrten in vitro wahrend der Frihphase eines
ARDS zu einer Steigerung der pulmonalen Reparaturmechanismen [131]. Laut
Geiser et al. kommt IL-1-beta eine Hauptrolle bei der Aktivierung dieser
Mediatoren zu [132]. Ein hoher Spiegel entspricht gesteigerten
Reparaturvorgdngen. Der erniedrigte Spiegel unter HFOV kann unter anderem
durch den Zeitpunkt der Probenentnahme nach 24 Stunden bedingt sein, da
sich der hochste intraalveolare Anteil an IL-1-beta innerhalb der ersten 12
Stunden eines ARDS findet [131]. Andererseits kdnnte auch ein geringer
ausgepragtes VILI unter HFOV den niedrigeren Spiegel an IL-1-beta im
Lungengewebe erklaren. Eine Reduktion der mRNA-Expression fur die

Synthese von IL-1-beta wére die Folge.

In dieser Studie konnte ebenfalls die pulmonale Freisetzung von
Entzindungsparametern nachgewiesen werden. Wir konnten zeigen, dass es
im  24-Stunden-Verlauf einen signifikanten Anstieg an neutrophilen
Granulozyten und IL-1-beta gab, sowie eine tendenzielle Erhdhung von TNF-
alpha und IL-6. Somit wurde ein Anstieg mehrerer fur ein VILI verantwortlicher
Entzindungsparameter in vivo im Tiermodell demonstriert. Diese Ergebnisse
stimmen mit Studien Uberein, die ebenfalls eine Erhéhung von IL-1-beta in der
BAL nachweisen konnten [133]. Jedoch gelang dies bislang weder fur TNF-
alpha noch fur IL-6 [134].

FUr TNF-alpha, IL-1-beta und IL-6 liegen laut Literatur die hochsten Werte in
der Frihphase des ARDS innerhalb der ersten 3 Tage vor [135].
Mdoglicherweise blieben &hnliche Beobachtungen bislang deshalb aus, da
Versuchsprotokolle von wenigen Stunden eingesetzt wurden. In dieser sehr
frthen Phase des ARDS ist eventuell noch kein Anstieg der Zytokine

nachweisbar.

Zwischen den Untersuchungsgruppen konnte jedoch kein Unterschied
beziglich der Entzindungsparameter ermittelt werden. Betrachtet man die

einzelnen Mediatoren gibt es daflr verschiedene Erklarungsalternativen: IL1-
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beta und TNF-alpha werden experimentell nach etwa 30-90 Minuten freigesetzt
[136] und sind vorwiegend in der BAL nachweisbar. Der TNF-alpha-Spiegel
steigt nach Freisetzung Uber weitere 1-6 Stunden an [137]. Ahnlich friihe
Anstiege wurden fiur IL-6 beschrieben [17]. Das Erreichen des Maximums nach
6 Stunden konnte der Grund sein, weswegen bei der Bestimmung nach 24
Stunden keine signifikanten Unterschiede in der BAL zu verzeichnen waren.

ARDS-Patienten weisen eine massive Akkumulation neutrophiler Granulozyten
in der Lunge auf [138]. Diese Beobachtungen konnten in der vorliegenden
Studie im GrofR3tiermodell bestatigt werden. Bei nicht Gberlebtem ARDS wurden
hierbei die hoéchsten Konzentrationen verzeichnet [139]. Neutrophile
Granulozyten besitzen eine sehr potente mikrobielle Abwehrfunktion,
verursachen jedoch aufgrund ihrer unspezifischen Eigenschaften hohe
Kollateralschdden im Gewebe. Dartber hinaus ist die Apoptoserate im Gewebe
deutlich vermindert, die Uberlebenszeit der neutrophilen Granulozyten
hierdurch entsprechend verlangert [140]. Diese Tatsache konnte ebenfalls
ursachlich fur die im 24-Stunden-Verlauf steigende Zahl der neutrophilen

Granulozyten beider Gruppen sein.

Zusammenfassend spricht die Erhdhung proinflammatorischer Mediatoren im
24-Stunden-Verlauf fur eine adaquate pulmonale Entzindungsreaktion im

angewandten Grol3tiermodell.

In dieser Studie wurde erstmals die Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation mit
einer lungenprotektiven konventionellen Beatmung im Langzeitversuch am
Grof3tiermodell verglichen. Da die verwendete konventionelle Beatmung bereits
als lungenprotektiv gilt, zeigten sich Uberwiegend tendenzielle Vorteile der
HFOV. Die bisherigen Ausfiihrungen verdeutlichen die entscheidende
Bedeutung einer frihen und effektiven Bekampfung der Entziindungsreaktion
wahrend eines ARDS. Hierdurch koénnte das Uberleben der Patienten
verbessert werden. Patienten, die eine erste Inflammationsreaktion tUberleben,
konnen an einer zweiten, leichteren versterben, auch wenn diese im Normalfall
nicht letal enden wirde. Laut einer Hypothese entsteht dies durch ein Priming
der Entziindungskaskade durch das Uberaktive SIRS im Rahmen des ARDS
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[141]. Vermeidet man weitere Infekte, ist eine Heilung mdglich. Auch kleineren
Infektionen, wie einer katheterassoziierten Infektion oder einer
Lungenentziindung, sollte erhéhte Aufmerksamkeit geschenkt werden, da diese
zu einer Uberhohten Entzindungsantwort und moglicherweise zum Tod fihren
konnen [4, 142].
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5. Zusammenfassung

Ein ARDS wird von einer schweren Hypoxamie mit hohem intrapulmonalem
Shuntvolumen, einer pulmonalen Hypertonie und einer komplexen
Inflammationsreaktion begleitet. Ein letaler Ausgang ist trotz moderner
Beatmungsstrategien haufig [143]. Aktuelle Therapieansatze mittels
lungenprotektiver druckkontrollierter Beatmung wurden in dieser Studie mit
einer Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation verglichen. Das Ziel dieser Studie
war, zu untersuchen, ob durch den Einsatz der HFOV der beatmungsinduzierte
Lungenschaden, bestehend aus Barotrauma, Volutrauma, Atelekttrauma und
Biotrauma, verringert werden kann. Hierzu wurde 16 adulten Schweinen ein
Lungenversagen mittels repetitiver bronchoalveoléarer Lavage induziert. Die
Tiere wurden randomisiert der HFOV- oder PCV-Gruppe zugeteilt. Es folgte ein
gruppenspezifisches Rekrutierungsmandver. Nach Erreichen eines konstanten
PaO, und PaCO, wurde zunéchst die FiO, und anschlielBend in der HFOV-
Gruppe der Paw, sowie in der PCV-Gruppe der PEEP reduziert. Nach
Bestimmung der Ausgangswerte der Blutgase, Beatmungs- und
Kreislaufparameter erfolgten stiindlich weitere Messungen. Eine BAL wurde vor
Induktion des Lungenversagens und nach 24 Stunden vorgenommen. Die
Proben der PCR Analyse wurden nach Versuchsende aus Lungenbiopsaten

gewonnen.

Nach Datenauswertung konnte in der HFOV-Gruppe ein signifikant niedrigerer
Oxygenierungsindex nach 6 und 18 Stunden, sowie signifikant niedrigere
Atemwegsmittel- und Spitzendriicke nachgewiesen werden. Die Bestimmungen
aus den bronchoalveolédren Lavagen erbrachten in beiden Gruppen signifikant
erhohte Werte der neutrophilen Granulozyten und des IL-1-beta nach 24
Stunden. TNF-alpha und IL-6 waren nach diesem Zeitraum in der HFOV-
Gruppe signifikant erhdht. Jedoch konnten lediglich tendenziell niedrigere Werte
der Entzindungsparameter unter  Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation
nachgewiesen werden. Kein Unterschied ergab sich aus den Bestimmungen

der Serumkonzentrationen der Entzindungsmediatoren. Eine signifikant
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erniedrigte IL-1-beta mRNA-Expression im Lungengewebe der HFOV-Gruppe

wurde mittels semiquantitativer PCR nachgewiesen.

In dieser Arbeit wurde erstmals eine Langzeitstudie bei lavage-induziertem
Lungenversagen am Grof3tiermodell mit dem Vergleich zweier als
lungenprotektiv. geltender Beatmungsformen durchgefuhrt. Die Studie
beschaftigte sich neben den Beatmungsparametern hauptséachlich mit

Expression und Freisetzung intrapulmonaler Entziindungsmediatoren.

Zusammenfassend lasst sich aufgrund der Versuchsergebnisse feststellen,
dass sowohl mit der druckkontrollierten lungenprotektiven Beatmung, wie auch
der Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation, ein dauerhafter Anstieg der
Oxygenierung nach Durchfiihrung eines Rekrutierungsmandvers, Uber 24
Stunden aufrechterhalten werden konnte. Des Weiteren wurde ein signifikant
niedrigerer Oxygenierungsindex in der HFOV-Gruppe nach 6 und 18 Stunden
nachgewiesen. In der HFOV-Gruppe wurden hierfir signifikant niedrigere

Atemwegsmitteldricke bendétigt.

Die Tiere mit Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation wiesen zu Versuchsende
eine signifikant erniedrigte mMRNA-Expression von IL-1-beta im Lungengewerbe
auf. Dieses Ergebnis lasst erstmals im ARDS-Grol3tiermodell eine zusatzliche
Reduktion der pulmonalen Entziindungsreaktion durch HFOV, verglichen mit

lungenprotektiver druckkontrollierter Beatmung, vermuten.
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6. Ausblick

Aktuelle Studien suggerieren eine zusatzliche Reduktion des VILI bei
Tidalvolumina kleiner als 6 mil/kg KG. Dies soll die Uberblahung ventilierter
Areale im Vergleich zu nicht ventilierten Gebieten verhindern und somit das
Trauma der Lunge reduzieren. Hierbei wurde eine zusatzliche Reduktion
inflammatorischer Zytokine nachgewiesen [144]. Bei Tidalvolumen von <3 ml/kg
KG ist aufgrund der unzureichenden Kohlenstoffdioxidelimination die
Kombination mit einer interventionellen Lungenassistenz (ILA) notwendig, um
eine Hyperkapnie zu vermeiden. Jedoch besteht bei unzureichendem PEEP-
Niveau die Gefahr der alveolaren Derekrutierung [145]. In einem Fallbereicht
konnte von Muellenbach et al bereits die erfolgreiche Kombination von av-ECLA

mit hohen HFOV-Frequenzen berichtet werden [146].

Die Moglichkeit einer zusatzlichen Reduktion des VILI bei der Kombination aus
HFOV und ILA bedarf weiterer Langzeitstudien. Hierbei kénnten unter HFOV
hohere Frequenzen angestrebt  werden. Bei druckkontrollierter
lungenprotektiver Beatmung kommt eine weitere Reduktion des Tidalvolumens,
eventuell bis zu Apnoe, in Betracht. In beiden Fallen kdnnten die positiven
Effekte einer permissiven Hyperkapnie additiv wirken. Um eine ausreichende
Kohlenstoffdioxidelimination zu gewahrleisten, ist mdglicherweise die
Kombination mit einer ILA notwendig. Diese Studien sollten zusatzlich unter
anderem die pulmonale Entzindungsreaktion und den Einfluss der

Lungenschadigung auf die Barrierefunktion des Lungenepithels betrachten.
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8. Abkirzungsverzeichnis

AF

ALl

AM
ARDS
av-ECLA

AZV
BAL

bp
CDP
cm H20
CPAP

EELV
EILV
ELISA

FiO,

HE
HFOV

Hz
ILA
kg
KG

LPS
LY
MAP
mg
min

ml

Atemfrequenz

akute Lungenschadigung (acute lung injury)
Alveolarmakrophagen

akutes Lungenversagen (acute respiratory distress syndrome)

Arteriovendse extrakorporale Lungenassistenz (arteriovenous
ECLA)

Atemzugvolumen

bronchoalveolare Lavage

Basenpaare

Atemmitteldruck unter HFOV (continuous distending pressure)
Zentimeter Wassersaule

Kontinuierlicher positiver Atemwegsdruck (continuous positive
airway pressure)

endexspiratorisches Lungenvolumen
endinspiratorisches Lungenvolumen

enzymgekoppelter  Immunadsorptionstest (enzyme linked
immunosorbent assay)

Beatmungsfrequenz

inspiratorische  Sauerstoffkonzentration (fraction of inspired
oxygen)

Hematoxylin-Eosin-Farbung

Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation (high frequency oscillatory
ventilation)

Hertz (1/Minute)

interventionelle Lungenassistenz
Kilogramm

Kdrpergewicht

Interleukin

Lipopolysaccharid

Lymphozyten

mittlerer arterieller Druck (mean arterial pressure)
Milligramm

Minute

Milliliter



mmHg
mPaw
MW

PaO,
PaO,/FiO,
Paw

PCR

PCV
PEEP

I:)insp
PIP
PMN

PRM
RM
RT
SD
SIRS

TLR
TNF

U/min
VILI

Vi
Hg
pl
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Millimeter Quecksilbersaule

mittlerer Atemwegsdruck (mean airway pressure)

Mittelwert

arterieller Sauerstoffpartialdruck

Horrowitz-Index

Atemwegsdruck (airway pressure)
Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction)
druckkontrollierte Beatmung (pressure controlled ventilation)

positiver endexspiratorischer Druck (positive end-expiratory
pressure)

inspiratorischer Beatmungsdruck
Beatmungsspitzendruck (peak inspiratory pressure)

pigmentkernige neutrophile Granulozyten (polymorphonuclear
neutrophils)

Postrekruitment

Rekrutierungsmanover

Raumtemperatur

Standardabweichung (standard deviation)

systemisches inflammatorisches Response Syndrom (systemic
inflammatory response syndrome)

Toll-like Rezeptor
Tumornekrosefaktor
Einheiten (units)
Umdrehungen pro Minute

beatmungsinduzierter Lungenschaden (ventilator induced lung
injury)

Tidalvolumen (tidal volume)

Mikrogramm

Mikroliter
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