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1. Zusammenfassung

1.1  Zusammenfassung

Eine maschinelle Beatmung von Patienten mit Hilfe eines Beatmungsgerates ist ein wichtiger
Therapiebaustein in der Anadsthesie und Intensivmedizin. Die Beatmung mit zu hohen
Tidalvolumina (Volutrauma) oder zu hohen Beatmungsdriicken (Barotrauma) kann,
insbesondere bei Patienten mit vorgeschadigter Lunge, zu einer Lungenschadigung flhren.

Es entsteht eine sogenannte Ventilator-induzierte Lungenschadigung.

Die vorliegende Arbeit untersucht, ob das Aldehyd Pentanal als méglicher volatiler Biomarker
fur eine Ventilator-induzierte Lungenschadigung in Frage kommt. Hierflr wurden 75 Sprague-
Dawley-Ratten anasthesiert und mit verschieden hohen Tidalvolumina Uber 7 Stunden
maschinell beatmet. Zwei Protektivgruppen wurden mit Tidalvolumina von 6 und 8 ml/kg
Kdrpergewicht (KG) beatmet. Drei Interventionsgruppen wurden mit Tidalvolumina von 12, 16
und 20 ml/kg KG beatmet. Wahrend des Versuchs wurde die Konzentration von Pentanal in
der Ausatemluft mittels multikapillarsaulengekoppelter lonenmobilitdtsspektrometrie
gemessen. Mit Hilfe dieser Technik kénnen Ausatemluftproben zeitnah analysiert und die
Konzentration von volatilen Produkten in der Ausatemluft bestimmt werden. Zusatzlich wurden
Blutproben zur Quantifizierung verschiedener Entziindungsindikatoren entnommen sowie die

Lunge abschliel3end histologisch untersucht.

Die durchgefihrte Ausatemluftanalyse zeigte, dass die abgeatmete Pentanalkonzentration
starker anstieg, je hdher das zur Beatmung genutzte Tidalvolumen war. So gab es bei der mit
6 ml’kg KG Tidalvolumen beatmeten Gruppe einen durchschnittlichen Pentanalanstieg von 0,6
ppbv/h, wohingegen der Anstieg bei der mit 20 ml/kg KG Tidalvolumen beatmeten Gruppe bei
durchschnittlich 3,1 ppbv/h lag. Die Pentanalkonzentration unterschied sich am Versuchsende
signifikant zwischen der mit 6 ml/kg KG beatmeten Gruppe und den Interventionsgruppen (4,8
ppbv vs. 19,2 ppbv, 15,3 ppbv und 22,5 ppbv; p<0,05). Zudem ging eine hdohere
Pentanalkonzentration auch mit einer groReren histologisch  nachgewiesenen
Lungenschadigung sowie mit einem Anstieg von Entzindungsmarkern in der

bronchoalveolaren Lavage einher.

Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen konnte in der Studie gezeigt werden, dass eine

mechanische Beatmung mit schadlich erhdhten Tidalvolumina zu einer verstarkten



pulmonalen Lipidperoxidation fuhrt. Das dabei in der Ausatemluft entstehende Pentanal

konnte als ein Biomarker fur eine Ventilator-induzierte Lungenschadigung nutzlich sein.

1.2 Summary

Mechanical ventilation is a daily routine in acute care hospitals. Ventilation with high tidal
volumes (volutrauma) or high pressure (barotrauma) may result in ventilator-induced lung

injury, especially in patients with pre-injured lungs.

This study investigates the use of the aldehyde pentanal as a potential volatile biomarker for
ventilator-induced lung injury. Therefore, 75 male Sprague Dawley rats were anesthetized and
ventilated with different tidal volumes for 7 hours. Animals were randomly assigned to two
“lung-protective” and three “intervention” groups. Animals receiving protective ventilation were
ventilated with tidal volumes of either 6 mil/kg or 8 ml/kg body weight. Animals in the
intervention-groups were ventilated with either 12, 16 or 20 ml/kg body weight. The exhaled
pentanal concentration was measured by multi-capillary column-ion mobility spectrometry.
This technique provides online measurements of volatile organic compounds in breath. Blood
samples were analysed repetitively to detect changes in the concentration of inflammatory

markers and lung tissue was taken for histological analysis.

Breath analysis revealed a higher and steeper incline in exhaled pentanal concentration when
the applied tidal volume was increased. At 6 ml/kg body weight tidal volume the rate was 0,5
ppbv/h, whereas 20 ml/kg body weight tidal volume caused 3,1 ppbv/h. The concentration of
pentanal differed significantly between the group ventilated with 6 mil/kg body weight and the
intervention groups (4,8 ppbv vs. 19,2 ppbv, 15,3 ppbv und 22,5 ppbv; p<0,05) at the end of
the trial. In addition, a higher pentanal concentration was accompanied by a higher degree of
lung injury observed in postmortem histological analysis as well as elevated markers for

inflammation.

The results showed that mechanical ventilation with harmfully high tidal volumes induces
pulmonary lipid peroxidation. Exhaled pentanal, a volatile product of lipid peroxidation, may be

a potential biomarker for ventilator-induced lung injury.



2. Einleitung

2.1 Ventilator-induzierte Lungenschadigung

Die Ventilator-induzierte Lungenschadigung (engl.: ,ventilator induced lung injury“ — VILI)
beschreibt eine pulmonale Schadigung, die auf eine mechanische Beatmung zurlickzuflihren
ist [123]. Die schadigenden Auswirkungen kommen hierbei vor allem beim Vorliegen von
pulmonalen Vorerkrankungen zu tragen, aber auch beim Lungengesunden kann durch
entsprechend schadigende Beatmungseinstellungen oder langer andauernde Beatmung
(Tage bis Wochen) eine VILI entstehen [78]. Uberlegungen zur VILI wurden in der
medizinischen Literatur bereits 1744 von John Fothergill beschrieben [52]. Wahrend der Polio-
Epidemien im 20. Jahrhundert kam die mechanische Beatmung vermehrt zur Anwendung und
erste Autoren beschrieben das Auftreten eines ,Respirator Lung Syndrome® bei langer
andauernder Beatmung [158].

Heutzutage ist die zu verwendende Nomenklatur klar definiert. Der Begriff VILI wird demnach
nur im Rahmen tierexperimenteller Forschung genutzt. Nur unter experimentellen
Bedingungen lasst sich die Ursache einer Lungenschadigung auf die Beatmung zurlckfihren.
Im klinischen Alltag I&sst sich diese Schadigung in der Regel nicht eindeutig auf die Beatmung
reduzieren. Auswirkungen pulmonaler Grunderkrankungen lassen sich am Patientenbett meist
nicht eindeutig von beatmungsbedingten Schadigungen trennen. Somit spricht man im
klinischen Alltag vielmehr von einer Ventilator-assoziierten Lungenschadigung (engl.:
»ventilator associated lung injury® — VALI) [123].

Die Pathophysiologie ist trotz intensiver Forschung noch nicht im Gesamten verstanden [137]
(siehe Kapitel 2.3). Es werden sowohl primar mechanische, als auch sekundar
inflammatorische Ursachen diskutiert [94]. Vor allem Patienten mit vorgeschadigten Lungen,
wie es beim akuten Lungenversagen (engl.: ,acute respiratory distress syndrome“ — ARDS)
der Fall ist, sind pradisponiert fir die Entwicklung einer Ventilator-assoziierten
Lungenschadigung [53]. Gerade deshalb ist die weitere Erforschung im Hinblick auf die
Verbesserung der ARDS-Therapie, aber auch bezlglich der jahrlich mehr als 412.000
beatmungspflichtigen Patienten auf Intensivstationen in Deutschland, von enormer Bedeutung
[102, 134, 137].

Ein moglicher neuer diagnostischer Ansatz zur Detektion einer Ventilator-
induzierten/assoziierten  Lungenschadigung ist die  Ausatemluftanalytik  mittels
lonenmobilitdtsspektrometrie  [84, 152]. Bei einer Lungenschadigung anfallende

Oxidationsprodukte in Form von volatilen organischen Verbindungen kénnen in der



Ausatemluft nachgewiesen und mdglicherweise als Biomarker fur eine Ventilator-induzierte

Lungenschadigung genutzt werden [7, 104, 152].

2.2 Physiologie der Atmung und Beatmung

2.2.1 Spontanatmung vs. mechanische Ventilation

Als Grundlage einer Ventilator-induzierten Lungenschadigung ist das Verstandnis der
Unterschiede zwischen den bei Spontanatmung und bei mechanischer Beatmung wirkenden
Kraften notwendig. Hauptunterschiede zwischen Spontanatmung und mechanischer
Beatmung stellen die Druckverhaltnisse, welche auf die Lunge wirken, dar. Beim
spontanatmenden Patienten bewirken die aktive Thoraxexkursion sowie die Absenkung des
Zwerchfells einen Druckabfall innerhalb der Lunge. Dies fuhrt zu einer Fullung der Lunge in
Folge des auftretenden Druckgradienten. Beim mechanisch ventilierten Patienten wird das
Beatmungsgas unter positivem Druck in die Lungen gebracht. Die Lunge dehnt sich
entsprechend aus und der umgebende Thorax wird passiv expandiert. In Abbildung 1 ist der
Unterschied zwischen Spontanatmung und mechanischer Ventilation hinsichtlich der
treibenden Krafte dargestellt [154].

obere Atemwege

Spontan Beatmet

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Unterschiedes zwischen Spontanatmung und
mechanischer Ventilation hinsichtlich der treibenden Krafte
Quelle: Modifiziert nach Wolfgang Oczenski: Atmen - Atemhilfen. Thieme [154]



Abbildung 2 verdeutlicht die Druckunterschiede wahrend Inspiration und Exspiration unter
Spontanatmung und mechanischer Ventilation. Unter Spontanatmung findet wahrend der
Inspiration zunachst ein intrapulmonaler Druckabfall statt. Die Lunge fullt sich und der
intrapulmonale Druck gleicht sich gegen Ende der Inspiration wieder dem Umgebungsdruck
an. Zu Beginn der Exspiration entspannt sich die Atemmuskulatur, Zwerchfell und Thorax
kehren unter elastischen Rickstellkraften zurlck in ihre Ausgangspositionen, der
intrapulmonale Druck steigt an und die Luft strdbmt wieder aus der Lunge heraus.

Die mechanische Ventilation bewirkt im Gegensatz dazu wahrend des gesamten Atemzyklus
eine intrathorakale Druckerhdhung. Diese unphysiologischen Druckverhaltnisse sind von
entscheidender Bedeutung fur die Entstehung einer Ventilator-induzierten Lungenschadigung
[154].
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Abbildung 2: Druckverlauf in den Atemwegen bei Spontanatmung sowie mechanischer
Ventilation
Quelle: Larsen, Ziegenful’: Beatmung, Indikationen - Techniken — Krankheitsbilder, 5. Auflage.
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2.2.2 Transpulmonaler Druck unter mechanischer Ventilation

Treibende Kraft fur die mechanische Ventilation ist der transpulmonale Druck (P.), die

Druckdifferenz zwischen dem Druck in den Atemwegen (Paw) und dem Pleuradruck (P, [87]:
Py =Py — Ppl (1)

Zu beachten sind hierbei allerdings die mechanischen Eigenschaften in Form von Elastizitat
der Lunge und des Thorax. Um dies mit in Betracht zu ziehen, kann man folgende Gleichung
aufstellen [55]:

E
PL= Pywx E_L (2)
tot

Der transpulmonale Druck gleicht somit dem applizierten Atemwegsdruck multipliziert mit dem
Verhaltnis aus Lungenelastizitdt (E.) zu Elastizitdt des gesamten Respirationstraktes
(Lungenelastizitat + Thoraxelastizitat; Eit). Ein durchschnittlicher Wert fur dieses Verhaltnis ist
0,7, jedoch kann es je nach Patient Abweichungen geben [36]. Chiumello et al. zeigten, dass
dieses Verhaltnis zwischen 0,3 und 0,9 variieren kann, sowohl bei gesunden, als auch bei
erkrankten mechanisch ventilierten Patienten [36]. Die Elastizitat beeinflusst Uber den
Pleuradruck den transpulmonalen Druck. Patienten mit hoher Brustwandelastizitat haben
einen erhdhten Pleuradruck und somit einen verringerten transpulmonalen Druck (siehe
Gleichung 1) [105]. Werden diese Patienten beatmungspflichtig, so flhrt ein applizierter

Beatmungsdruck von beispielsweise 30 cmH2O zu einem transpulmonalen Druck von 9

Ep

cmH20 bei

= 0,3. Zu niedrige transpulmonale Driicke férdern jedoch Atelektasen, wodurch
tot

eine Lungenschadigung und ein insuffizienter Gasaustausch entstehen kdnnen. Ist die
Thoraxelastizitat jedoch gering (% = 0,9) so fluhrt ein applizierter Atemwegsdruck von 30
cmH20O zu einem transpulmonalen Druck von 27 cmH20. Diese zu hohen transpulmonalen
Driicke kénnen zu einer Uberblahung und zur Schadigung der Alveolen fiihren [109].

Das Problem der hohen Thoraxelastizitdt kann bei Patienten mit extrapulmonalem ARDS
auftreten. Durch lleus oder Aszites steigt der intraabdominelle Druck und drickt auf den
Thorax. Eine Beatmung mit einem bestimmten Druck fuhrt nun zu einem niedrigeren
transpulmonalen Druck, wie oben rechnerisch gezeigt, als bei Patienten mit pulmonal
bedingtem ARDS. Diese Patienten haben in der Regel eine normale bis zu niedrige
Thoraxelastizitat [36, 57].

Zusammenfassend ist es daher wichtig, nicht alleine den applizierten Atemwegsdruck bei der
mechanischen Ventilation, sondern auch die mechanischen Eigenschaften von Lunge und

Thorax zu berlcksichtigen [138].



2.3 Pathophysiologie der Ventilator-induzierten

Lungenschadigung

Primar kommt es im Rahmen einer VILI zu einer rein mechanischen Schadigung des
Lungengewebes [16, 106]. Sekundar zeigt sich eine Entzindungsreaktion im Lungengewebe,
die bereits vorhandene Schaden aggravieren kann [16, 106]. Grundlegend lassen sich dabei
vier Schadigungsmechanismen unterscheiden. Primdre Mechanismen sind Volutrauma,
Barotrauma und Atelektrauma. Die durch die sekundar entstehende Entzindungsreaktion
hinzukommende Schadigung bezeichnet man als Biotrauma [94]. In den folgenden Kapiteln

werden diese Mechanismen detailliert beschrieben.

2.3.1 Volutrauma und Barotrauma

Das Volutrauma resultiert aus einer Uberdehnung der Lunge durch hohe Tidalvolumina und
fuhrt letztlich zum Lungenddem. Ursachen hierfur sind unter anderem die Abldsung der Zellen
von der Basalmembran, Ruptur der Zellverbande sowie weitere epitheliale und endotheliale
Schadigungen, welche zu einer erhdhten Kapillarpermeabilitat fuhren. Dreyfuss et al. konnten
in einer tierexperimentellen Studie an Ratten zeigen, dass die Beatmung mit hohen Volumina
zum Lungenddem fihrt. Weitere Studien konnten dies verifizieren [45, 76, 141, 146]. Ebenfalls
kommt es im spateren Verlauf zu einer Granulozyteninfiltration sowie einer oxidativen
Schadigung, ebenfalls ausgeldst durch zu hohe Tidalvolumina [38, 80, 117, 127].

Eine weitere Form eines pulmonalen Traumas ist das Barotrauma. Hierbei wird davon
ausgegangen, dass hohe Beatmungsdriicke zu einer Schadigung der Lunge flihren. Beachten
muss man jedoch, dass die Dricke nur schadlich sind, sofern sie mit einem erhdhten
Tidalvolumen einhergehen. In einer Studie von Dreyfuss et al. konnte gezeigt werden, dass
bei isolierter Druckerhdhung ohne erhdhte Tidalvolumina, welches durch eine aulerliche
Fixierung des Thorax erreicht wurde, keine Schadigung auftritt [45].

Volutrauma und Barotrauma lassen sich unter klinischen Bedingungen nur schwer
voneinander differenzieren. Letztlich treten beide Mechanismen unter mechanischer
Beatmung parallel auf und lassen sich nicht zwangslaufig voneinander trennen. Ein erhdhter

Beatmungsdruck bedingt erhéhte Tidalvolumina und umgekehrt.



2.3.1.1 Stress und Strain

Eine wesentliche Bedeutung bei der Entstehung von Volu- und Barotrauma hat der
transpulmonale Druck [36, 94]. Das sogenannte ,Stress and Strain — Modell“ beschreibt die
Zusammenhange von unterschiedlichen beatmungsrelevanten Parametern. Stress entspricht
dabei dem transpulmonalen Druck (siehe Kapitel 2.2.2). Strain ist die darauffolgende
Strukturveranderung der Lunge, beispielsweise in Form von Zu- oder Abnahme des

Lungenvolumens und kann definiert werden als:

i =
STalTI.—VO

dV ist hierbei die Veranderung des Lungenvolumens, V, das Volumen in Ruheposition
(Gleichgewicht zwischen den nach aufden und nach innen wirkenden Kraften in der Lunge).

Angepasst an messbare Lungenvolumina kann man den Strain mit der Formel strain =

Vr + VPEEP

Y ermitteln. V; ist das Tidalvolumen [ml], VPEEP die Differenz aus

endexspiratorischem Lungenvolumen [L] und der funktionellen Residualkapazitat (FRC) [L].
Entsprechend ist die FRC das endexspiratorische Lungenvolumen ohne Applikation eines
positiven endexspiratorischen Drucks [22, 56].

Stress und Strain kdnnen mithilfe einer spezifischen Konstanten analog dem Young‘schen
Elastizitatsmodul, welcher den Zusammenhang zwischen Spannung und Dehnung bei der

Verformung eines Kdrpers beschreibt [86], in Relation gesetzt werden:

Stress = spezifische Lungenelastizitat x Strain

A b D PEEP
P9 und kann berechnet werden durch
AV ml D VPEEP

Die Lungenelastizitat ist definiert als [154].

Die spezifische Lungenelastizitat entspricht: spezifische Elastizitat = Elastizitat x FRC [22,
131]. Geht man davon aus, dass dV und V, dieselben Werte haben, der Strain also 1 ist, so
gleicht die spezifische Elastizitdt dem transpulmonalen Druck. Dies heif3t, dass die spezifische
Elastizitat der Wert ist, bei dem sich das Volumen in Ruheposition verdoppelt [55]. 13,4 cmH20
ist ein in Studien bestimmter Durchschnittswert fir diese spezifische Elastizitat. Dies bedeutet,
dass bei einem transpulmonalen Druck von 13,4 cmH.O das bellftete Lungenvolumen auf das
doppelte Volumen der funktionellen Residualkapazitat ansteigt [36].

Ein unphysiologisch hoher Strain, sprich eine UbermaRige Dehnung der Alveolen,
beispielsweise verursacht durch die Beatmung mit zu hohen Volumina, kann die Lunge

gravierend schadigen. Eine Studie an Schweinen zeigte, dass ein Strain von 1,5 wahrend einer



54-stiindigen Beatmung keine Schaden ausldste, wohingegen ein Strain von 2,5 zum Tod
durch Lungenddem und konsekutivem Lungenversagen fuhrte [109].

Um deutlich zu machen, worauf die Krafte von Stress und Strain wirken, muss man die
Alveolen, als Ort des Gasaustausches in der Lunge, genauer betrachten. Sie sind luftgeflllte
Blaschen, lGberzogen mit einem dinnen Flissigkeitsfilm und verbunden durch Bindegewebe
aus Elastin und Kollagen. Sie bilden ein dreidimensionales Netzwerk in der Lunge [60].

Die folgenden zwei Abbildungen verdeutlichen die Auswirkungen eines Ubermaligen Strains
auf die Alveolen. Abbildung 3 zeigt ein Modell mit gleichmaRig belufteten Alveolen. Die
Alveolen grenzen unmittelbar aneinander an. Jede Wand eines Alveolus ist gleichzeitig auch
die Wand eines benachbarten. Dies zeigt auch, dass die Strukturanderung in einem Abschnitt
zwangslaufig Strukturdanderungen der benachbarten Strukturen bewirkt. Abbildung 4 zeigt
einen zentral massiv geblahten Alveolus und die Auswirkungen auch auf umgebende Alveolen

in Form von Strukturveranderungen und exzessiver Verzerrung, welche pathologische

Konsequenzen hat.

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer normalen alveolaren Beliiftung
Quelle: Gatto L, Fluck RR (2004) Alveolar mechanics in the acutely injured lung: role of alveolar instability in the
pathogenesis of ventilator-induced lung injury [60]



Abbildung 4: Schematische Darstellung eines tliberbldhten Alveolus
Quelle: Gatto L a, Fluck RR (2004) Alveolar mechanics in the acutely injured lung: role of alveolar instability in the

pathogenesis of ventilator-induced lung injury [60]

Die nicht-invasive Bestimmung von Stress und Strain kann individuell fir jeden Patienten mit
der oben genannten Formel durchgefuhrt werden. Eine Optimierung der Beatmung anhand
dieser Werte kdnnte nitzlich sein und wird aktuell diskutiert [22]. Es zeigt sich durch diese
Rechnungen aullerdem, dass nicht die alleinige Beatmung mit einem bestimmten
Tidalvolumen schadlich ist, sondern, dass hierbei die Elastizitat der Lunge und des gesamten

Atmungsapparates ebenfalls beachtet werden muss [138].

Die nachste Abbildung zeigt das Verhaltnis von Stress und Strain (%) und das Erreichen eines
0

kritischen Bereiches ab einem Strain > 1,5. In diesem hohen Bereich ist die Entstehung einer

Lungenschadigung wahrscheinlich [109]. Erkennbar ist auch die Verdopplung der

funktionellen Residualkapazitat bei einem Strain von 1,0. Es zeigt sich, dass mit

zunehmendem Stress auch der auf die Alveolen wirkende Strain zunimmt.
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Abbildung 5: Verhiltnis von Stress und Strain

Abbildung angelehnt an Gattinoni L, Marini JJ, Collino F et al (2017) The future of mechanical ventilation: lessons
from the present and the past [58] mit Daten von Chiumello D, Carlesso E, Cadringher P et al (2008) Lung stress
and strain during mechanical ventilation for acute respiratory distress syndrome [36]

2.3.1.2 Strain-Frequenz und Mechanical Power

Liegt ein schadigender Strain vor, spielt auch die Frequenz, mit welcher dieser erfolgt, eine
Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass ein schadlicher Strain bei niedrigen Atemfrequenzen
zunachst keine Auswirkungen haben kann, wahrend es bei hohen Frequenzen zur Schadigung
kommt [110].

Alle diese Faktoren kann man in einer Gleichung zusammenfassen und die theoretische

mechanische Kraft, welche bei der Beatmung auf die Lunge wirkt, abschatzen:

(1+I:E)
60 x I.E

Power = 0,098 x RR x {AV? x |3 x Ers + RR x % Ray | + AV x PEEP [138]

0,098 ist hierbei der Umrechnungsfaktor der Einheit L x cmH>O zu Joule, RR ist die

Beatmungsfrequenz, E, ist die Elastizitdt des Beatmungssystems, |:E ist das Inspirations-
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Exspirations-Verhaltnis, R,,, ist der Widerstand im Atmungssystem und AV ist das applizierte
Tidalvolumen. Bertlcksichtigt wird hierbei also die bendétigte Kraft, um die elastischen
Ruckstellkrafte der Lunge zu tGberwinden, die Kraft, welche benétigt wird, um Luftin die Lungen
zu bekommen, sowie der PEEP als statischer Strain [138].

All diese Faktoren spielen eine Rolle bei der Entstehung einer VILI und sind im klinischen
Alltag zu beachten. Eine falsch eingestellte Beatmung kann, insbesondere bei vorgeschadigter

Lunge, ernsthafte Folgen haben [56, 138].

2.3.2 Atelektrauma und die inhomogen bellftete Lunge

Neben zu hohen kénnen auch zu niedrige transpulmonale Dricke im Rahmen der
mechanischen Ventilation die Lunge schadigen [101]. Niedrige transpulmonale Driicke
entstehen vor allem endexspiratorisch. Hierdurch kommt es zu einem endexspiratorischen
Kollaps von Alveolen [94, 101]. Wahrend der anschlieRenden Inspirationsphase werden
Anteile der kollabierten Alveolen wieder beliiftet, bevor sie in der nachfolgenden
Exspirationsphase abermals kollabieren. Dieser repetitive Alveolarkollaps schadigt die
entsprechenden Lungenabschnitte. Eine wichtige Ursache ist die hierbei entstehende
Ausdunnung des Surfactantfilms. Surfactant setzt sich Gberwiegend aus Lipiden sowie einem
geringen Proteinanteil zusammen und reduziert die Oberflachenspannung des
Flissigkeitsfilms auf den Alveolarwanden. Kleinere Alveolen bendtigen zur Erdéffnung, gemaf
dem Laplace-Gesetz, einen erhdhten Beatmungsdruck. Die Reduktion der
Oberflachenspannung durch eine Verdichtung des Surfactantfiims in kleineren Alveolen wirkt
diesem Effekt entgegen und tragt zu einer homogenen Beluftung der Lunge bei [18]. Eine
Deaktivierung des Surfactant verstarkt die inhomogene Bellftung der Lunge und erhdht den
lokal zur Eréffnung der Alveolen notwendigen transpulmonalen Druck [149]. Die Entstehung
eines Surfactantmangels kann auch im Rahmen eines Biotraumas (siehe Kapitel 2.3.4) durch
Entziindungsprozesse und Odembildung initiiert werden [118, 120, 149, 157].

Um einer Schadigung durch zu niedrige transpulmonale Dricke entgegenzuwirken und damit
einen repetitiven Alveolarkollaps zu vermindern, ist heutzutage der Einsatz eines positiven
endexspiratorischen Drucks Standard [97]. Im Tierexperiment konnte gezeigt werden, dass
die Beatmung ohne PEEP eine Lungenschadigung hervorruft [99, 139]. Auch Untersuchungen
am Patienten zeigten, dass die Beatmung mit héheren positiven endexspiratorischen Driicken
bei Patienten mit akutem Lungenversagen zu einer hoheren Uberlebensrate fiihrt [69].
Neben den schadigenden Einflissen des repetitiven Alveolarkollaps fiihren atelektatische
Lungenabschnitte zu einer Uberbldhung und damit zu einer Erhéhung des Stresses in
angrenzenden Abschnitten. Mead et al. zeigten schematisch auf, dass ein bestimmter

transpulmonaler Druck nur gleichmaRig Uber die ganze Lunge wirkt, wenn diese homogen
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bellftet ist [86]. Sobald Alveolen kollabieren und nicht beliftet werden kénnen, steigt der
Stress auf die verbliebenen Alveolen und fiihrt zu schadigenden Scherkraften und damit auch
zu erhoéhtem Strain. Eine grafische Reprasentation des Modells von Mead et al. ist im
Folgenden gezeigt (siehe Abbildung 6). Die den kollabierten Alveolus umgebenden Alveolen
sind am starksten von Stress und Strain betroffen und dunkelrot dargestellt. Dies nimmt mit
zunehmender Bellftung der Lunge zu, wie man im oberen Teil der Abbildung erkennen kann
[92, 138].

> A |
B . e
v
i | %>
capacity
B B
/] ] > v <
[l Totally collapsed units
FU”‘?gO“le“ B High stress
;:Zlagi?y 2500 = [ Intermediate stress
B Low stress

Abbildung 6: Grafische Reprasentation von Mead’s Modell. Auswirkungen von einer
inhomogenen Beliiftung auf Stress und Strain in der iibrigen Lunge
Quelle: Tonetti T, Vasques F, Rapetti F et al (2017) Driving pressure and mechanical power: new targets for VILI

prevention [138]

Ebenfalls ermittelten Mead et al. einen Multiplikationsfaktor, mit dem sich der transpulmonale
Druck auf die Alveolen in einer inhomogen beliifteten Lunge errechnen |asst. Dies betrifft vor
allem die Alveolen in direkter Umgebung der Atelektasen. Um einen genaueren Wert fur die
Praxis zu ermitteln, untersuchten Cressoni et al. mit Hilfe von computertomographischen
Untersuchungen die Bellftungsstruktur der Lungen von Patienten mit ARDS und ermittelten
auf deren Grundlage einen Multiplikationsfaktor von ca. 2. Dies bedeutet, dass ein

transpulmonaler Druck von 12 cmH20 in manchen Lungenregionen einem transpulmonalen
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Druck von 24 cmH2O entsprechen kann - der einwirkende Stress auf die verbliebenen
bellfteten Alveolen erhdht sich somit bis auf das Doppelte [41]. Fur die Entstehung einer VILI
wurde eine kritische Schwelle des transpulmonalen Drucks bei 21 cmH>O beschrieben [109].
So kann in den entsprechenden Lungenabschnitten bereits eine kritische Schwelle fur die

Entstehung einer VILI erreicht werden [56].

2.3.3 Mechanotrauma auf zellularer Ebene

Folgen einer VILI duRern sich vor allem durch den Einfluss auf die folgenden Strukturen der
Lunge: Epithelzellen vom Typ | und Il, Endothelzellen, Makrophagen, extrazellulare Matrix und
Blut-Gas-Schranke [89, 128].

Schon in ersten Studien, in denen ein Volutrauma induziert wurde, zeigte sich die Entwicklung
einer Permeabilitdtsstorung mit resultierendem Lungenédem [46, 146]. Quantifiziert werden
kann dieses mittels Messung des Lungengewichts post-mortem sowie durch die Messung der
Aufnahme von vor Versuchsbeginn appliziertem, radioaktiv markiertem Albumin und Natrium
[44]. Die Permeabilitatsstorung basiert auf Schadigung des Endothels und Epithels und wird
durch ein Volutrauma bei kleineren Tieren schon nach kurzer Zeit ausgelst [44].
Morphologische Untersuchungen mittels Licht- und Elektronenmikroskopie zeigten diffuse
Schadigungsmuster mit Abldsung der Endothelzellen von der Basalmembran sowie
Ausbildung von endothelialen Blasen und Zerstérung der Zellverbande [117]. Zusétzlich
bildeten sich hyaline Membranen, bestehend aus Zellresten und Fibrin, in den Alveolen [117].
Bei groReren Tieren fanden sich diese Veranderungen nach wenigen Stunden ebenfalls [32].
Vor allem die extrazellulare Matrix, zwischen Epithel und Endothel liegend, ist zunachst
betroffen [56]. Sie besteht hauptsachlich aus Kollagen und Elastin, die mit Proteoglykanen ein
Netzwerk bilden, und umfasst vielfaltige Funktionen [128]. Kollagen dient zur Stabilisierung
der Lungenstruktur und ist nicht dehnbar. Dadurch limitiert es die Ausdehnung der Lunge ab
einem gewissen Punkt und ist fir die Reil3¢festigkeit dieser verantwortlich [26]. Elastin ist
ebenfalls ein elementarer Bestandteil der Lungenstruktur, jedoch ist es im Gegensatz zum
Kollagen dehnbar und unterstitzt damit die Elastizitat der Lunge [77]. Proteoglykane bestehen
aus einem Kern, an welchen mehrere aus Disaccharid-Einheiten bestehende
Glykosaminoglykane (GAG) angehangt sind [40]. Proteoglykane haben wichtige Funktionen
innerhalb der Lunge. Sie sind unter anderem an der Permeabilitdt des Endothels beteiligt, an
der Regulation der FlUssigkeitsfiltration im Interstitium, sie stabilisieren Epithel- und
Endothelzellen und sind an diversen Stoffwechsel-, Entziindungs- wie auch Umbauvorgangen
innerhalb des Gewebes beteiligt [100].

Es konnte gezeigt werden, dass die Beatmung mit hohen Tidalvolumina zu Veranderungen in

der Extrazellularmatrix fuhren. Zunachst werden kompensatorisch im Rahmen eines
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Reparaturvorgangs vermehrt Kollagen [27] und Proteoglykane gebildet [2]. Gleichzeitig konnte
an Ratten gezeigt werden, dass es schon bei niedrigen Tidalvolumina zu einer teilweisen
Zerstorung der Proteoglykane kommt, welche mit zunehmendem Tidalvolumen weiter
ansteigt. Dies geht mit einer vermehrten Aktivierung von Metalloproteinasen einher, welche flr
den Abbau eines Teils der Proteoglykane verantwortlich sind [98, 128]. Durch den Verlust der
Proteoglykane kommt es zu einer zunehmenden Destabilisierung des engen Netzwerks im
Extrazellularraum. Dies kann Auswirkungen auf die Funktionen der Extrazellularmatrix haben.
Resultierende mangelhafte Stabilisierung der Endothel- und Epithelkomplexe, einhergehend
mit dem Verlust der Flussigkeitsregulations- und -filtrationsfunktion, tragen zur Entwicklung
eines Lungenddems bei [100, 128].

Verstarkt wird dieses durch die Beschaffenheit der Blut-Gas-Schranke, welche mit 0,2 — 0,4
pm sehr dinn und damit anfallig fur erhdhte transpulmonale und intravaskulare Driicke ist.
Schaden an dieser Stelle kdnnen ebenfalls zur Entwicklung eines Lungenddems beitragen [89,
149].

2.3.4 Biotrauma

Zusatzlich zu den biophysikalischen, morphologisch sichtbaren Schaden, konnten ebenfalls
biochemische Veranderungen als sekundare Schadigungsmechanismen festgestellt werden
[101]. Diese bezeichnet man auch als Biotrauma.

Es konnte sowohl am Tier [139] als auch am Menschen [112] gezeigt werden, dass bei einer
Beatmung mit erhéhten Tidalvolumina die Konzentrationen von Entzindungsmediatoren, wie
Interleukinen und Tumornekrosefaktor, in bronchoalveolarer Flissigkeit hdher sind als bei
Kontrollgruppen, welche mit niedrigeren Volumina beatmet wurden. Dieses Biotrauma ist
insofern von Bedeutung, da es nicht nur lokal begrenzte Auswirkungen, sondern ebenfalls
systemische Folgen haben kann [130].

Die Umwandlung der auf die Lunge wirkenden physikalischen Krafte in biochemische Signale
geschieht Uber Fokalkontakte, wie Integrine, in der Extrazellularmatrix [59]. Sie verbinden
Extrazellularmatrix und Zytoskelett der Zellen und Ubertragen dadurch Informationen, unter
anderem Uber lonenkanale und Second-Messenger-Systeme [59, 125, 145]. Folge ist die
Produktion einer Vielzahl von Entzindungsmediatoren, wie Interleukin 1, 6, 8,
Tumornekrosefaktor alpha, die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie Nuklearer Faktor
NF-kB und c-fos mRNA [20, 43, 63] sowie die Initierung des Komplementsystems [34]. So
zeigte eine Studie am Menschen niedrigere Interleukinwerte durch Reduktion des
Tidalvolumens als bei Vergleichsgruppen mit héherem Tidalvolumen [108]. Gleiches konnte

an Patienten mit einem akuten Lungenversagen gezeigt werden [28, 132].
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Ebenfalls beteiligt sind Entziindungswege tber Keratinocyte Derived Chemokine (KC), welche
mit Interleukin 8 wesentlich an der Einwanderung von Neutrophilen in das geschadigte
Gewebe beteiligt sind [17, 156]. Dies ist ein wesentlicher Schritt in der schadigenden
Entziindungsreaktion im Rahmen einer akuten Lungenschadigung [61, 75]. Die Neutrophilen
werden mittels Interleukinen sowie Zellrezeptoren an Endothel, Epithel und der
Extrazellularmatrix aktiviert [156]. Sie enthalten diverse gefillte Granula mit Proteasen,
Phospholipasen und Enzymen wie Myeloperoxidase, Elastase und Kollagenase [6]. Durch die
Ausschittung dieser Substanzen wird das Lungengewebe zusatzlich geschadigt. Ebenfalls
werden reaktive Sauerstoffspezies, wie Superoxid, Wasserstoffperoxid, Peroxynitrit und
hypochlorige Saure produziert [6]. Erhdhte Peroxidkonzentrationen konnten bei Patienten mit
akutem Lungenversagen ermittelt werden [10]. Sie fihren gemeinsam mit Interleukinen und
weiteren Entziindungsmediatoren zur Deaktivierung des Surfactant in der Lunge [118, 120].
Dies fuhrt zu inhomogener Belluftung sowie erhdhtem lokalem transpulmonalem Druck und
fordert ein Atelektrauma (siehe Kapitel 2.3.2) [149]. Ebenfalls gehen wichtige
immunregulierende Fahigkeiten verloren [68, 70]. Die Ablaufe sind in folgender Grafik noch

einmal dargestellt.
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Abbildung 7: Schiadigungsmechanismen beim Biotrauma

Rot markiert sind die Substanzen, welche von aktivierten Neutrophilen freigesetzt werden — Interleukine, TNF,
Proteasen, Leukotriene und Oxidantien. Uber Chemokine der CXC-Familie wie Interleukin 8 (orange markiert)
werden weitere Neutrophile angelockt und aktiviert. Die Folgen sind in den blauen Quadraten dargestellt —
Odembildung, Strukturzerstérung und Absterben der Zelle sowie Inaktivierung des Surfactant.

Quelle: modifiziert nach Albert S, Kubiak B, Nieman G Protective Mechanical Ventilation: Lessons Learned From
Alveolar Mechanics [3]

2.3.4.1 Lipidperoxidation

Die im Rahmen des Biotraumas freigesetzten Radikale schaden neben dem Surfactant auch
dem Lungengewebe durch eine Induktion von Apoptose [121], Aufldsung der Zellverbande
[113], DNA-Schadigung und Lipidperoxidation der Zellmembranen [39]. Insbesondere
Zellmembranen sind Hauptangriffspunkt fur Radikale. Sie initiieren die Oxidation der Lipide

und schadigen damit das Grundgertist der Zellmembran [39]. Abbildung 8 zeigt die Vorgange,
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welche bei der Lipidperoxidation ablaufen. Ungesattigte Fettsduren stellen mit ihren C=C-
Doppelbindungen die Angriffspunkte fur Radikale dar. Radikale induzieren die Abspaltung
eines Protons mit resultierendem ungesattigtem Fettsdure-Radikal (Reaktion 1). Anschlie3end
reagiert dieses in Schritt 2 mit Sauerstoff und bildet ein Fettsdure-Peroxyl-Radikal. Durch die
Reaktion mit einer weiteren ungesattigten Fettsaure entstehen dann in Schritt 3 ein Fettsaure-
Hydroperoxid sowie wieder ein ungesattigtes Fettsaure-Radikal. Das Fettsdure-Hydroperoxid
und das Fettsdure-Radikal sind hochreaktiv und kénnen eine weitere Radikalbildung
induzieren, wodurch eine Kettenreaktion entsteht. Die Reaktionskette kann jedoch durch
Antioxidantien unterbrochen werden. Diese geben ein Proton an das Fettsdure-Peroxyl-
Radikal ab und verhindern die weiteren Schritte der Lipidperoxidation (siehe Abbildung 8,
Schritt 4) [7].

Antioxidant
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Abbildung 8: Primare Reaktionen der Lipidperoxidation
Quelle: Ayala A, Mufioz MF, Arguielles S (2014) Lipid peroxidation: Production, metabolism, and signaling
mechanisms of malondialdehyde and 4-hydroxy-2-nonenal [7]

Durch weitere enzymatische oder nicht-enzymatische Reaktionen koénnen sekundare
Oxidationsprodukte, wie die Aldehyde 4-HNE, Malondialdehyd (MDA) oder Pentanal,
entstehen, welche weitere Schadigungen verursachen kdnnen [7, 114]. Pentanal ist im
Gegensatz zu den anderen genannten Substanzen stark fllichtig und kann im Rahmen einer
Ausatemluftanalyse nachgewiesen werden [54, 67, 83, 103]. In einer Pilotstudie unserer
Arbeitsgruppe konnte bereits ein Pentanal-Anstieg in der Ausatemluft von stark traumatisch
beatmeten Tieren festgestellt werden [84]. Pentanal kdnnte also einen Biomarker flir eine

Ventilator-induzierte Lungenschadigung darstellen. Im Rahmen der vorliegenden Studie
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wurden nun Tiere mit nur maRig bis moderat erhdhten Tidalvolumina beatmet, um Pentanal

als einen moglichen Biomarker weiter zu untersuchen (siehe Fragestellung in Kapitel 2.6).

2.3.5 Interaktionen der Schadigungsmechanismen

In den vorangehenden Kapiteln wurden die Schadigungsmechanismen in einer bestimmten
Reihenfolge erlautert. Es ist jedoch so, dass nicht immer ein appliziertes hohes Volumen
unmittelbar zur Ventilator-induzierten Lungenschadigung fuhrt [60]. Vielmehr spielen hier auch
verschiedene pradisponierende Faktoren eine Rolle. Einige hiervon sind Alter [126], pulmonale
Vorschadigung und Sepsis [53, 81], Transfusionen von Blutprodukten [72] sowie Hypervolamie
[72, 122]. In Kapitel 2.3. wurde ebenfalls gezeigt, dass auch die Dauer einer schadigenden
Beatmung Einfluss auf die Entstehung einer Lungenschadigung haben kann [109]. So wie die
Ursache der Ventilator-induzierten Lungenschadigung eine Verkettung verschiedener
Faktoren ist, so ist auch der Mechanismus dahinter multifaktoriell [124]. Die Kausalkette
Beatmung > (Risikofaktoren =) Mechanotrauma - Biotrauma - VILI ist zu eindimensional.
Vielmehr beeinflussen sich die verschiedenen Faktoren gegenseitig [60]. Das Mechanotrauma
fuhrt zum Biotrauma. Das Biotrauma verursacht eine Stérung der Surfactant-Funktion, eine
Zerstorung der Extrazellularmatrix, eine Entstehung von Radikalen. Diese Faktoren
pradisponieren wieder flr die Entstehung eines Mechanotraumas durch Vorschadigung,
inhomogene Beluftung und so weiter. Das Ganze zeigt sich vielmehr als Kreislauf mit
konsekutiver Verstarkung [60, 117, 120]. In Abbildung 9 ist dieser Sachverhalt schematisch
dargestellt und fasst die verschiedenen Schadigungsmechanismen noch einmal abschlielRend

Zusammen.

Surfactantdysfunktion
ECM-Zerstorung
ROS-Entstehung

Hohes ,/o/
. Uiy,
Tidalvolumen W 1
9

Zeitraum < > ;
Mechanotrauma ¢ Biotrauma
2
Niedriges A‘(\
idalvol G\‘:\‘
Tidalvolumen P’\‘e\

Abbildung 9: Schiadigungsmechanismen: Zusammenfassung
ECM = Extrazellularmatrix, ROS = reaktive Sauerstoffspezies
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2.4 Protektive Beatmung

Wie in den vorherigen Kapiteln ausgefuhrt, kommt der Art und Weise der mechanischen
Beatmung, insbesondere bei vorgeschadigten Lungen, eine entscheidende Bedeutung zu.
Sowohl zu hohe als auch zu niedrige Tidalvolumina kdénnen die Lunge schadigen. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Beatmung mit niedrigem
Tidalvolumen von 6 — 8 ml/kg Korpergewicht sowie die Nutzung eines positiven
endexspiratorischen Drucks hingegen einen protektiven Effekt auf die Lunge haben [5, 29].
Dies basiert auf der Annahme, dass niedrige Tidalvolumina in Kombination mit moderaten
PEEP-Werten eine Instabilitdt von Alveolen vermindern kénnen [33, 62]. Der positive
endexspiratorische Druck reduziert die Bildung von Atelektasen und erhéht dadurch die Anzahl
der am Gasaustausch teilnehmenden Alveolen. Hierdurch kann ein Atelektrauma durch die
geringen Tidalvolumina vermindert werden. Das niedrige Tidalvolumen fuhrt hingegen zu einer
suffizienten Oxygenierung bei Vermeidung von UbermaRigem Stress und Strain und
resultierendem Volutrauma. [3, 62] Es gibt Hinweise darauf, dass die Nutzung dieses
Beatmungskonzeptes auch bei Patienten ohne Lungenvorschadigung vorteilhafte Effekte, wie

eine verminderte postoperative Inzidenz pulmonaler Infektionen, hat [135].

2.5 Ausatemluftanalytik

Mit jedem Atemzug von Mensch oder Tier werden Substanzen abgeatmet, die als fllichtige
bzw. volatile organische Substanzen (engl.: ,volatile organic compounds®, VOCs) bezeichnet
werden. Mit Hilfe dieser VOCs kénnen Ruckschlisse auf im Kérper ablaufende Prozesse
gezogen werden [69, 95, 152]. Ein Beispiel hierflr ist der Atem von Patienten mit ketogener
Stoffwechsellage, welcher einen stiRlichen Geruch annimmt. Ursache hierflr ist der erhéhte
Gehalt von Aceton im Korper, der sich auch in der Ausatemluft widerspiegelt [104].

Fir die Messung solcher volatilen organischen Verbindungen stehen eine Vielzahl von
Analysemethoden zur Verfigung. Hierzu gehdéren Gaschromatographie, SIFT-
Massenspektrometrie oder auch die lonenmobilitdtsspektrometrie [31, 147]. Die
Gaschromatographie stellt den Goldstandard in der Ausatemluftanalytik dar. Jedoch sind
entsprechende Gerate nicht mobil einsetzbar und dullerst kostenintensiv, was gegen einen
weit verbreiteten Einsatz spricht. Unsere Arbeitsgruppe nutzt daher die Technik der
Multikapillarsaulen-gekoppelten lonenmobilitdtsspektrometrie (engl.: ,multi-capillary column-
ion mobility spectrometry”; MCC-IMS).

Bei der lonenmobilitdtsspektrometrie, entwickelt von Paul Langevin, handelt es sich um ein

Verfahren, welches VOCs im Spurenbereich (ppbv- bis pptv-Bereich (ppb = parts per billion;
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ppt = parts per ftrillion, v = Volumenverhaltnis)) detektieren kann. Hierfir wird das zu
analysierende Probengas mittels eines Tragergases in das System eingebracht, ionisiert und
das Mischgas stromt unter Einfluss eines elektrischen Feldes durch eine Rohre. Ein Driftgas
flieRRt in entgegengesetzter Richtung und bewirkt eine Aufspaltung der Molekile je nach GréfRe
und Form. Die Zeit, die eine Substanz bendtigt, um durch die Réhre zu gelangen, bezeichnet
man als Driftzeit. Am Ende der Rohre befindet sich ein Faraday-Auffanger, auf den die
ionisierten Molekiile treffen. Dadurch entsteht eine elektrische Spannung. Aus der Intensitat
der elektrischen Spannung kann man nun Rickschlisse auf die Konzentration einer Substanz
in der jeweiligen Probe ziehen [12, 13].

Um eine dreidimensionale Identifikation von VOCs zu ermdglichen wird beim MCC-IMS dem
IMS eine Multikapillarsaule vorgeschaltet. Durch unterschiedlich starke Interaktion der
Molekule mit den Kapillaren ergibt sich eine unterschiedlich lange Retention wahrend der
Saulenpassage. Dieser als Retentionszeit bezeichnete Parameter ermdglicht eine weitere
Differenzierung der Substanzen. Aus Driftzeit, Retentionszeit und Intensitat kann man nun
Ruckschlisse auf die gemessenen Substanzen und deren Konzentrationen ziehen [4, 12, 14,
153].

Die IMS-Analytik erfahrt in den letzten Jahren zunehmende Verwendung. Im nicht-
medizinischen Bereich wird sie zur Erkennung von Spreng- und Gefahrenstoffen [47, 49] sowie
zur Qualitatsiiberwachung im Rahmen des Brauprozesses [144] oder von Nahrungsmitteln
[74] genutzt. Im medizinischen Bereich gibt es erste Studien mit der IMS fur die Erkennung
von Karzinomen [147, 148], fur die Diagnostik der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung
[19, 23] und zur Erkennung von Sepsis und Schock [50, 68]. Ein weiteres Einsatzgebiet der
MCC-IMS-Technik ist das sogenannte Drug-Monitoring. Durch die Bestimmung von
Arzneimitteln in der Ausatemluft kdnnen Ruckschlisse auf die Blutkonzentration derer
gezogen werden. So kann beispielsweise das Narkosemedikament Propofol in der
Ausatemluft nachgewiesen werden. Untersuchungen zeigen eine gute Korrelation mit der
Blutkonzentration von Propofol [30, 107]. So koénnte die Bestimmung der
Propofolkonzentration in der Ausatemluft in Zukunft eine optimierte Narkoseflhrung
ermoglichen [107].

Ob volatile organische Verbindungen auch fir die Diagnostik einer Ventilator-induzierten
Lungenschadigung nitzlich sein kdnnen, wurde in einer Studie mit Ratten untersucht [84]. Eine
Kontrollgruppe wurde mit 8 ml/kg Korpergewicht, die Interventionsgruppe zur Induktion eines
Volutraumas mit 45 ml/kg KG beatmet. Hierbei zeigte sich in der Ausatemluft bereits nach
einer Stunde eine signifikant hohere Konzentration von Pentanal im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Dies deutet darauf hin, dass Pentanal ein mdglicher Biomarker fur oxidativen

Stress im Rahmen einer Ventilator-assoziierten Lungenschadigung sein kdnnte.
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2.6 Fragestellung

Die in der Einleitung dargestellten Sachverhalte zeigen, dass eine Ventilator-induzierte

Lungenschadigung enorme pathophysiologische Auswirkungen hat und ein frihzeitiges

Erkennen und Vermeiden dieser Lungenschadigung daher von groRem Vorteil flir beatmete

Patienten sein kann. Die Erkenntnis, dass Pentanal bei einer induzierten Lungenschadigung

ansteigt, wirft eine Vielzahl von Fragen hinsichtlich des Verlaufs und der Interpretation der

Pentanalkonzentration in der Ausatemluft auf. Daher sollen in der vorliegenden Arbeit folgende

Fragestellungen beantwortet werden:

1.

Wie verhalt sich die abgeatmete Pentanalkonzentration wahrend einer mechanischen

Beatmung?

Unterscheidet sich die abgeatmete Pentanalkonzentration durch eine Beatmung mit

unterschiedlich hohen Tidalvolumina?
Lassen sich parallel zu einem Anstieg der Pentanalkonzentration erhdhte

Inflammationsmarker und histologische Veranderungen des Lungengewebes

nachweisen?
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3. Material und Methodik

3.1 Substanzen und Arzneimittel

Tabelle 1: Verwendete Substanzen

Verwendete Substanzen

Synthetische Luft

Ketamin

Rocuronium

Propofol

Heparin-Natrium

Sevofluran

Natrium-Chlorid-Lésung

Sterofundin

Formaldehyd

Pentanal (Valeraldehyd)

Hexan

ALPHAGAZ™ 1 LUFT, AIR LIQUIDE, Ludwigshafen,
Deutschland

(02 20,5 Vol-%, N2 79,5 %, CO2 < 100 ppbv, CO < 100 ppbv,
Kohlenwasserstoffe < 50 ppbv, Stickoxide < 10 ppbv, SOz <
5 ppbv, H2S < 5 ppbv, H20 < 2 ppm)

Rotexmedica, Trittau, Deutschland

Esmeron - Organon, Oss, Niederlande

Fresenius, Bad Homburg, Deutschland

BBraun, Melsungen, Deutschland

AbbVie, Wiesbaden, Deutschland

BBraun, Melsungen, Deutschland

BBraun, Melsungen, Deutschland

Fischar, Saarbrticken, Deutschland

Analytical Standard von SIGMA-Aldrich (St. Louis, Missouri,
Vereinigte Staaten)

Pestinorm Supra Trace von VWR, International, Radnor,
Pennsylvania, Vereinigte Staaten
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3.2 Materialien und Gerate

Tabelle 2: Verwendete Materialien

Verwendete Materialien

Polyethylen-Katheter

Perfusoren

Multikapillarsaule

Oxymeter

LabChart

Kalibrationsgefaly
mit Rihrstab

Warmebecken

ELISA-Reader

ELISA-Kit

ELISA-Software

Mikrotom

ImageJ

llastik

Microsoft Excel 2010

SigmaPlot 12.5

Druckabnehmer-System

Kleintierbeatmungsgerat

lonenmobilitatsspektrometer

Fine Bore Polyethene Tubing, 0,58 mm ID, 0,96 mm OD,
Smiths Medical International Ltd. , Kent, UK

Perfusor Compact und Perfusor Space, BBraun, Melsungen,
Germany

PMSET ROSE, BD DTXPlus, BD, New Yersey, Vereinigte
Staaten

KTR-5 small animal ventilator, Hugo Sachs Elektronik-Harvard
Apparatus, March-Hugstetten, Deutschland

,Breath Discovery“ B&S Analytik GmbH, Dortmund,
Deutschland

Multichrom, Moskau und Novobirsk

GHM 3600 Series, GHM Messtechnik GmbH, Regenstauf,
Deutschland

ADInstruments, Dunedin, New Zealand

Bohlender GmbH, Griinsfeld, Deutschland

Precision GP10, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

ELx800™ Absorbance Microplate Reader

BD Biosciences San Diego, Vereinigte Staaten

BioTEK Gen5™, Winooski, Vermont, Vereinigte Staaten

CUT 4062, SLEE Mainz, Germany

Wayne Rasband, Research Services Branch, National
Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, Vereinigte
Staaten

Interactive Learning and Segmentation Toolkit, Sommer et al,
2011

Microsoft Corporation Redmond, Washington, Vereinigte
Staaten

Systat Software Erkrath, Deutschland
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Visual Now, Version 3.1, B&S Analytik, Dortmund,

IMS-Auswertungssoftware Deutschland

Megafuge 1.0 R, Heraeus, Hanau, Deutschland

Zentrifugen 7233 MK-2, Hermle, Gosheim, Deutschland
BGA-Gerat ABL-800, Radiometer, Kopenhagen, Danemark
BGA-Set safeCLINITUBES, Radiometer, Kopenhagen, Danemark

3.3 Versuchstiere

Die Versuche wurden mit durchschnittlich 330 g (293 g — 410 g) schweren mannlichen
Sprague-Dawley-Ratten nach Genehmigung durch die lokale Tierschutzkommission
(Landesamt fur Gesundheit und Verbraucherschutz, Saarbriicken, Deutschland) durchgefihrt
(Antragsnummer: 45/2016). Die Tiere wurden unter standardisierten Bedingungen gehalten
(Lufttemperatur 20 £ 2 °C, relative Luftfeuchtigkeit 50 £ 5 %). Die Futterung erfolgte mit
Standardlaborfutter, Wasser wurde ad libitum bereitgestellt. Zwoélf Stunden vor
Versuchsbeginn wurden die Tiere nlichtern gesetzt, Wasser stand jedoch weiterhin zur

Verfugung.
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3.4 Studiendesign — Gruppen

5 Gruppen mit jeweils 15 Tieren

Zwei Protektivgruppen

7h

-

Protektiv
(6 ml’lkg oder 8 ml/kg)

Drei Interventionsgruppen

. .

Protektiv Interventionsbeatmung
(8 ml’kg) (12, 16 oder 20 ml/kg)

Abbildung 10: Gruppenaufteilung und Studiendesign

Die Studie enthielt funf Gruppen a 15 Tiere. Entsprechend wurde eine Gesamtzahl von 75
Tieren untersucht. Zwei Protektivgruppen wurden mit einem Tidalvolumen von 6 und 8 ml/kg
KG beatmet. Drei Interventionsgruppen wurden mit einem Tidalvolumen von 12, 16 und 20
ml/kg KG beatmet. Die Versuchsdauer betrug in allen Gruppen sieben Stunden. Die Tiere aus
den Protektivgruppen wurden durchgangig mit dem gruppenspezifischen Tidalvolumen
beatmet. Die Tiere aus den Interventionsgruppen wurden initial mit einem Tidalvolumen von 8
mi’/kg KG fir eine Stunde beatmet. AnschlieRend wurden die gruppenspezifischen

Tidalvolumina fir sechs weitere Stunden appliziert.
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3.5 Versuchsdurchfuhrung

3.5.1 Versuchsvorbereitung

Die Narkose wurde inhalativ in einer luftdicht verschlossenen Box mit dem volatilen
Anasthetikum Sevofluran und dem Tragergas Sauerstoff durchgefiihrt (5% Sevofluran, 1L/min
O2). Nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe wurden die Tiere gewogen und
anschlielend in Rickenlage auf einer Warmeplatte positioniert. Die Narkose wurde nun
inhalativ weiterhin Uber eine Maske mit Sevofluran und Sauerstoff aufrechterhalten. Nach
Erldschen des Zwischenzehenreflexes und einer damit einhergehenden suffizienten
Narkosetiefe wurde die chirurgische Praparation mit einem medianen Hautschnitt zwischen
Mandibula und Manubrium sterni begonnen. Es erfolgte die Freilegung der Vena jugularis
interna dextra mittels stumpfer Praparation. Anschlieliend wurde das Gefal® nach kranial
ligiert, eingeschnitten, ein Polyethylen-Katheter eingefuhrt und dieser mittels Faden fixiert. Im
Anschluss wurde die Infusion von einer Narkosemischung aus Ketamin und Propofol mit je
5mg/ml Wirkstoff und einer Dosierung von 30 mg/kg/h begonnen. Die Gesamtrate des
infundierten Volumens betrug 10 ml/kg/h. Die Applikation des inhalativen Andsthetikums
wurde sukzessiv unter zunehmender Wirkung der intravendsen Narkosemedikation reduziert.
AnschlieRend wurde die Trachea frei prapariert, eingeschnitten und eine Stahlkantle zur
spateren maschinellen Beatmung eingefiihrt. Abschlie®end wurde die Arteria carotis
communis sinistra freiprapariert, der Nervus vagus von dieser geldst, das Gefal3 kaudal
geklemmt und kranial mit einem Faden ligiert. Es erfolgte die Inzision und Anlage des
Polyethylen-Katheters und der Anschluss an ein arterielles Drucksystem zur spateren
Blutdruckableitung.

Die bisher beschriebene Praparation wurde unter Spontanatmung durchgeflhrt. Nach
Abschluss der Praparation wurden die Tiere mit dem Muskelrelaxans Rocuronium relaxiert

und gemal’ Gruppenzugehdrigkeit mechanisch ventiliert.
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3.5.2 Versuchsaufbau

Abbildung 11 zeigt eine Fotografie des MCC-IMS-Arbeitsplatzes mit den relevanten
angeschlossenen Geraten. In den folgenden Kapiteln werden die einzelnen Komponenten

eingehend besprochen.

Narkoseperfusoren

Uberwachungsmonitor | Versuchstier

™

02 Sensor

Beatmungsgerat

MCC-IMS

Abbildung 11: IMS-Arbeitsplatz

3.5.21 Narkose

Nach Beatmungsbeginn wurde die Narkose mittels einer Propofol-Ketamin-Mischung mit einer
Dosierung von zunachst 25 mg/kg/h aufrechterhalten. Zu jeder folgenden Stunde wurde die
Perfusorlaufrate um 0,1 ml/h bis zum Erreichen einer Dosierung von 15 mg/kg/h reduziert.
Hierdurch sollte einer Uberdosierung und einer libermaRigen Akkumulation der verwendeten
Substanzen entgegengewirkt werden. Die Laufrate der Basalinfusion mit Sterofundin wurde

entsprechend der Differenz zur gewichtsadaptierten Gesamtlaufrate (10 ml/kg/h) angepasst.
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3.5.2.2 Beatmung und Ausatemluftanalytik

Die Ausatemluftanalysen erfolgten mit Hilfe eines standardisierten Versuchsaufbaus. Die
Beatmungsgerate wurden bereits am Tag vor dem Versuch mit 100% Stickstoff betrieben, um
mogliche Verunreinigungen zu vermeiden. Vor Versuchsbeginn wurden zusatzlich noch
Raumluft- sowie Ventilatormessungen durchgefuhrt, um nicht-tierspezifische Analyten zu
identifizieren und von der Auswertung auszuschlief3en.

Die Tiere wurden wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums mit einem
Kleintierbeatmungsgerat maschinell beatmet. Zur Beatmung wurde eine Mischung aus
Stickstoff aus einem Stickstoffgenerator sowie Sauerstoff aus einer Sauerstoffflasche mit einer
Sauerstoffendkonzentration von 45-55% benutzt. Mittels Oxymeter wurde die inspiratorische
Sauerstoffkonzentration Uberwacht. Der technische Aufbau der verwendeten Gasmischeinheit

ist in Abbildung 12 schematisch dargestellt.

Stickstoffgenerator

Druckminderer ey

| Druckminderer Beatmungsgerét

Druckminderer

Sauerstoffflasche

Abbildung 12: Schematischer Aufbau der Gasmischeinheit

Die Atemfrequenz variierte je nach Versuchsgruppe, um bei unterschiedlichem Tidalvolumen
zwischen den Gruppen dennoch ein einheitliches Minutenvolumen Uber alle Gruppen hinweg
zu generieren. Die Atemfrequenzen je nach Gruppe sind Tabelle 3 zu entnehmen. Der positive
endexspiratorische Druck (PEEP) wurde mit 2 cmH;O eingestellt. Wurde in den
Blutgasanalysen ein pCO. > 45 mmHg festgestellt, so wurde die Atemfrequenz um 10 %
erhdht. Bei einem pCO- von < 28 mmHg wurde die Atemfrequenz um 10 % verringert.

Die Entnahme der Atemluftproben fand am Exspirationsschenkel der Beatmungseinheit statt.
Hier wurden in 15-mindtigen Intervallen Atemluftproben mit einem Volumen von 30 ml tber
eine Minute hinweg durch das MCC-IMS-Gerat enthommen. Die verwendeten Schlduche
bestanden aus Perfluoralkoxy-Polymeren (PFA), einem besonders inerten Material, um

Resorption oder Adhasion von Analyten zu vermeiden.
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Tabelle 3: Atemfrequenzen in Abhédngigkeit vom Tidalvolumen der einzelnen Versuchsgruppen

Tidalvolumen Atemfrequenz [min™]
6 mli/kg KG 83
8 ml/kg KG 63
12 mi/kg KG 42
16 ml/kg KG 31
20 ml/kg KG 25

3.5.2.3 Uberwachung der Vitalparameter

Die Vitalparameter wurden wahrend des gesamten Versuchs mittels der Software LabChart
aufgezeichnet und auf einem Monitor visualisiert (siehe Abbildung 13). Der mittlere arterielle
Druck (MAP) sowie die Herzfrequenz wurden durch ein Druckabnehmer-System am arteriellen
Katheter gemessen. Die aktuellen Tidal- und Minutenvolumina sowie die Beatmungsdriicke
wurden durch ein im inspiratorischen Beatmungsschenkel integriertes Spirometer ermittelt. Die
rektale Temperatur wurde mit einer dauerhaft angelegten Temperatursonde gemessen.

Die Daten wurden im Anschluss an den Versuch gespeichert und in die spatere Auswertung

mit einbezogen (siehe Kapitel 4.1).
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Tidalvolumen Mittlerer arterieller Druck

F Y
138,7 mmHg

Temperatur
Abbildung 13: LabChart-Aufzeichnungen zur Uberwachung

3.5.24 Blutentnahmen

Blutentnahmen wurden nach 1, 4 und 7 Stunden durchgeflhrt. Bei den ersten zwei
Blutentnahmen wurden 0,5 ml, bei der letzten Blutentnahme 3 ml tber den arteriellen Katheter
entnommen und in EDTA-beschichtete Eppendorf Tubes geflllt. Im Anschluss an jede
Blutentnahme wurden zusatzliche 0,15 ml Blut entnommen und fir arterielle Blutgasanalysen
in eine mit Heparin beschichtete Kapillare gefillt und mittels eines BGA-Gerats analysiert. 100
ML des EDTA-Blutes der letzten Blutentnahme wurden zur Leukozytenzahlung verwendet
(siehe Kapitel 3.7). Das Blut im EDTA-Gefald wurde 10 Minuten bei 7000 Umdrehungen/min

und 4 °C zentrifugiert, das Serum anschlielRend enthommen und bei -75 °C eingefroren.
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3.5.2.5 Bronchoalveolare Lavage und Organentnahme

Die Toétung der Tiere erfolgte nach Ablauf des Untersuchungszeitraums in tiefer Narkose durch
eine Uberdosis von Propofol und Ketamin. Im Anschluss wurde der Thorax erdffnet und der
rechte Hauptbronchus mittels Faden ligiert. Mit einer 5 ml Spritze wurde die linke Lungenhalfte
Uber die Trachealkanile mit 5 ml phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) dreimal gesplilt
und das erhaltene Material 10 Minuten bei 3000 Umdrehungen/min bei 4 °C zentrifugiert. Der
zellfreie Uberstand wurde anschlieBend bei -75 °C firr die Zytokinbestimmung eingefroren
(Kapitel 3.8). Das Sediment wurde zur Leukozytenzahlung benutzt (Kapitel 3.7). Die rechte
Lungenhalfte wurde komplett enthommen. Der rechte obere Lungenlappen wurde zur
histologischen Auswertung in ein Gitterkastchen gelegt und anschlielend in 4 %-igem
Formaldehyd konserviert. Die verbleibenden Anteile der rechten Lungenhalfte wurden in

flussigen Stickstoff gegeben und anschlielend bei -75 °C gelagert.

3.6 Gerate

3.6.1 MCC-IMS

3.6.1.1 Aufbau und Funktion

In der vorliegenden Studie wurde ein IMS vom Typ ,Breath Discovery® (B&S Analytik GmbH,

Dortmund, Deutschland) verwendet, welches in den Abbildungen 14 und 15 gezeigt ist.

BreathDiscovery S o

Tempursiars  «

Analytik o o

Abbildung 14: IMS vom Typ "Breath Discovery" Abbildung 15: IMS vom Typ ,,Breath
von vorne Discovery“ von hinten
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Das IMS besteht aus vier Hauptkomponenten — dem lonisationsraum, einem Schaltgitter, der
Driftkammer mit Driftringen und einem Faraday-Auffanger als Detektor am Ende. Die folgende

Abbildung zeigt den Aufbau dieser Komponenten schematisch.

Gasausgang

ir
'I/ % /I

lonisationsquelle Schaltgitter  Driftringe Faraday-Auffanger

o
| Probeneingan : 4 <:I Driftgaseingang

Ao I A
O

— I

Driftrichtung .
Analyten L ¥ J
Ionlsatlonsreglon Driftregion

Abbildung 16: Schematische Darstellung des IMS
Angelehnt an Cumeras R, Figueras E, Davis CE et al (2015) Review on ion mobility spectrometry. Part 1: current
instrumentation [42]

Im vorliegenden IMS wird Nickel-63 als Betastrahler genutzt, um eintreffende Analyten zu
ionisieren. Das Schaltgitter, welches lonisationsregion und Driftregion voneinander trennt,
besteht aus zwei Einzelgittern mit parallel angeordneten Drahten. Die Erzeugung eines
elektrischen Feldes senkrecht zum elektrischen Feld der Driftkammer verhindert den Einlass
von Molekulen in die Driftregion. Erst eine Reduktion des Feldes ermdglicht den Einstrom von
Molekulen in die Driftregion. Das Schaltgitter dient somit als Einlassventil mit einer

periodischen Offnungszeit von 5000 ms. Die Driftringe im Inneren der Driftkammer erzeugen
ein elektrisches Feld mit einer Starke von 300 % Am Ende der Driftkammer befindet sich ein

Faraday-Auffanger, welcher das Auftreffen der lonen in ein elektrisches Signal umwandelt.

Weitere Betriebsparameter des verwendeten IMS sind Tabelle 4 zu entnehmen.
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Tabelle 4: Betriebsparameter IMS

Betriebsparameter des IMS ,,Breath Discovery“

lonisationsquelle

Betastrahler (63Ni)

Elektrische Feldstarke 300 Vicm
Driftstrecke 12 cm
Durchmesser der Driftkammer 15 mm
Offnungszeit des Schaltgitters 5000 ms
Tragergasfluss Multikapillarsaule 150 ml/min
Driftgasfluss 100 ml/min
Betriebstemperatur 40 °C
Druck Umgebungsdruck
Probenschleifen-Volumen 10 ml
Probenfluss 50 ml/min
Messdauer 750 Sekunden
Driftgas Synthetische Luft
Zusatzlich ist dem IMS eine Multikapillarsaule (MCC, engl. : multi capillary column)

vorgeschaltet, die eine Vorauftrennung anhand der physikalischen Beschaffenheit der
Analyten bewirkt sowie eine Messung bei hoher Luftfeuchtigkeit ermdglicht [14] (Abbildung
17). Die genutzte Multikapillarsaule der Firma Multichrom aus Moskau und Novosibirsk besteht
aus ca. 1000 einzelnen Kapillaren mit einem Durchmesser von jeweils ca. 43 pym. Die
Kapillaren sind mit einem leicht polaren Film bedeckt, welcher als stationare Phase dient, um
die Analyten der Probe aufzutrennen. Der mdgliche Tragerfluss kann bis zu 300 ml/min
betragen. Eingestellte Parameter und Eigenschaften der genutzten MCC sind in Tabelle 5

dargestellt.
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Tabelle 5: Betriebsparameter Multikapillarsaule

Betriebsparameter der Multikapillarsaule MCC-OV5

Temperaturbereich Max. 250 °C
Tragergasfluss 150 ml/min
Saulenlange Bis 100 cm
Anzahl der Kapillaren Ca. 1000
Innendurchmesser der Kapillaren 43 ym
Polaritat Unpolar / polar
Filmdicke 200 nm

Abbildung 17: Bild der verwendeten Multikapillarsaule
Quelle: Baumbach JI (2009) lon mobility spectrometry coupled with multi-capillary columns for metabolic profiling
of human breath [14]

Bei jedem Messvorgang gelangen 10 ml Ausatemluft mit Hilfe von Stickstoff als Tragergas
durch die Probenschleife in die MCC. Durch Interaktion der Analyten aus der Ausatemluft mit
der stationdren Phase des IMS werden diese je nach physikalischer Beschaffenheit
aufgetrennt. Im Folgenden ist diese Interaktion schematisch dargestellt. Die verschiedenen
Analyten brauchen unterschiedlich lang, um die MCC zu passieren. Als charakteristischen

Parameter erhalt man die fur den jeweiligen Analyten spezifische Retentionszeit.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen stationarer und mobiler
Phase in der MCC

Anschlie3end gelangen die Analyten mit dem Tragergas in den lonisationsraum des IMS und
werden mittels Nickel-63 ionisiert. Im ersten Schritt wird hauptsachlich der Stickstoff im
Tragergas ionisiert [12]. Es wird nun eine Kaskade in Gang gesetzt, bei der der ionisierte
Stickstoff weitere Bestandteile der Luft ionisiert. Hierbei entstehen instabile, hochreaktive
lonen, unter anderem H* (H20).- und negative Oz (H20).-lonen [14]. Die lonisationsintensitat
ist hierbei abhangig von der Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Analytkonzentration und dem
Luftdruck.

Nach Passage des lonengitters gelangen die Analyten in die Driftkammer. Durch das
elektrische Feld, erzeugt durch die in der Driftkammer enthaltenen Driftringe, werden die
ionisierten Molekile nun in Richtung des Faraday-Auffangers gelenkt. In entgegengesetzter
Richtung flielt ein Driftstrom, bestehend aus synthetischer Luft mit hdchster Reinheit. Die
Molekile werden je nach Beschaffenheit unterschiedlich stark durch das Driftgas
ausgebremst. Verschiedene Molekile haben somit eine unterschiedliche charakteristische
Driftzeit. Groliere Molekile kollidieren 6fters mit den Molekilen aus dem Driftgas und besitzen
somit eine langere Driftzeit als kleinere Molekile. [14]

Durch das Auftreffen der Molekile auf den Faraday-Auffanger am Ende der Driftkammer wird
eine elektrische Spannung erzeugt, welche in Volt ausgegeben wird. Je hdher die
Konzentration des Analyten, desto hdher ist auch die erzeugte Stromspannung. Ein direkter
Rickschluss von der generierten Spannung auf die Analytkonzentration ist jedoch nicht
mdglich. Hierflr ist eine Kalibration mittels definierter Konzentrationen notwendig (siehe
Kapitel 3.6.1).

Durch Auftragen der Signalintensitat gegen die Driftzeit ergibt sich das entsprechende IMS-
Spektrum (Abbildung 19). Berlcksichtigt man nun die Retentionszeit in der Multikapillarsaule,

so erhalt man ein dreidimensionales IMS-Spektrum, in dem die Parameter Retentionszeit,
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Driftzeit und Intensitat dargestellt sind. Ein zwei- und dreidimensionales Auswertungsbild eines
IMS-Spektrums ist in den Abbildungen 20 und 21 dargestellt.

Je nach Konzentration des Analyten sind neben den Monomeren auch Dimere nachweisbar.
Bei Monomeren bindet ein Proton ein Molekll des Analyten. Ist die Konzentration dessen sehr
hoch, so sind nicht genigend Protonen fur eine Einzelbindung vorhanden und ein Proton
bindet zwei Molekiile und es entstehen Dimere. Der im Spektrum auftretende Peak der Dimere
weist die gleiche Retentionszeit auf, jedoch erhéht sich die Driftzeit aufgrund der groReren
molekularen Beschaffenheit. Zur Berechnung der Analyt-Gesamtkonzentration muss die
Dimer-Bildung bertcksichtigt werden. So erfolgt die Berechnung der Gesamtintensitat eines
Analyten mit der folgenden Formel: Gesamtintensitat [Volt] = Monomer-Intensitat [Volt] + 2 x
Dimer-Intensitat [Volt].

Die benutzten Messparameter in den Tierversuchen sind in Tabelle 4 gezeigt.
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Abbildung 19: Pentanal-Monomer- und Pentanal-Dimer-Peak
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Abbildung 20: 2D-Darstellung des Pentanal-Monomer- und Pentanal-Dimer-Peaks
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Abbildung 21: 3D-Darstellung des Pentanal-Monomer- und Pentanal-Dimer-Peaks
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In der folgenden Grafik sind die Ablaufe der Ausatemluftgewinnung und -analyse noch einmal

schematisch dargestellt.
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Multikapillarsaule lonenmobilitatsspektrometer

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Analyseablaufe. Enthilt Abbildung angelehnt an
[42]

3.6.1.2 Kalibration

Um die vom IMS-Gerat ausgegebene Intensitat einer bestimmten Konzentration des Analyten
zuordnen zu konnen, ist eine Kalibration fir jedes Gerat fir die entsprechende Substanz
notwendig. Die Reinsubstanz Pentanal wurde hierzu mit hochreinem Hexan verdinnt, um
definierte Konzentrationen in einem Kalibrationsgefal zu erreichen und mit dem MCC-IMS
vermessen zu kdénnen.

Beim Kalibrationsgefald handelte es sich um ein Perfluoralkoxy-Gefal® (PFA-Gefaly), welches
im Wasserbad auf 37 °C temperiert wurde. Mittels Rihrer wurden eine homogene Verteilung
und schnelle Verdunstung des Analyten sichergestellt. Der Aufbau ist in den Abbildungen 24
und 25 dargestellt. Zur Reinigung des GefalRes wurde es mit synthetischer Luft hochster
Reinheit und Stickstoff gespult. Der Rechenansatz der Stammldsung zur Kalibration von

Pentanal ist in Abbildung 23 dargestellt.
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Kalibration 2.6782 | Behalter

Untersuchter Stoff: Pentanal Molare Masse: 86,13 g/mol
Volumen: 1 ul Stoffmenge: 9,2163E-06 mol
Konzentration: 98 % Volumen: 0,234555628 mL
Dichte: 810 pg/ul
Menge: 793,8 Hg
Flaschen Volumen: 2678,2 ml fur37°C=310,15K
Startkonzentration: 87579,58 ppb (v/v)
Verdiinnen mit 87,57857888 ml Lésungsmittel, damit 1 ul =1 ppb(v/v)

Weitere Verdiinnungen

Hexan (ml) Pentanal (ul)
87,55957888 20 damit 1 ul =20 ppb(v/v)
87,52957888 50 damit 1 ul =50 ppb(v/v)
87,47957888 100 damit 1 pl =100 ppb(v/v)

Abbildung 23: Berechnungsergebnis der Konzentrationen fiir die Pentanal-Stamml6sung in
Microsoft Excel

Zur Kalibration wurde zunachst eine Stammldésung angesetzt, von welcher 1 ul zu einer
Konzentration von 50 ppbv im Kalibrationsgefald fihrt. Um das Mischungsverhaltnis von
Reinsubstanz und Hexan zu bestimmen, wurde zundchst die durch das theoretische
Einbringen von 1 pl Pentanal im Kalibrationsgefal® erreichte Konzentration in ppbv berechnet.
Anschliel3end wurde berechnet, mit welcher Menge Hexan die Reinsubstanz zu verdinnen ist,
um die gewlinschte Ausgangskonzentration durch 1 pl im Kalibrationsgefaf zu erreichen.

Um die Konzentration, die durch 1 ul Pentanal-Reinsubstanz im Kalibrationsgefa® mit einem
Volumen von 2,6782 | erzeugt wird, zu berechnen, missen zunachst die Masse m, die molare
Masse M sowie die Stoffmenge n ermittelt werden. Die Masse m kann mittels Multiplikation
von Volumen, Konzentration und Dichte der Reinsubstanz ermittelt werden. Bei der
Konzentration der Pentanal-Reinsubstanz von 98% mit einer Dichte von 810 ug/ul ergibt sich

eine Masse von 793,8 ug fur ein Volumen von 1 pl. Hieraus kann nun bei bekannter molarer

Masse M von 86,12 g/mol die Stoffmenge n mittels M = % errechnet werden und diese betragt

9,2163 x 10° mol. Zur Berechnung des Volumens, welches 1 pL Pentanal in Gasform

einnimmt, missen die Gaskonstante, die Temperatur und der Druck nach der Formel V = n%

berlicksichtigt werden, wobei V das gesuchte Volumen (m?), n die Stoffmenge (mol), R die
allgemeine Gaskonstante (J/(kg x K)), T die Temperatur (K) und p der atmospharische Druck

(Pa) ist. Eingesetzt in die Formel ergibt sich:

n LKX 310,15 K o
& x 10% und damit ein Volumen von 0,234555628 ml.

9,2163 x 107 mol x 8,3144598
101325 Pa
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Zur Berechnung der Pentanalkonzentration im Kalibrationsgefa® wird nun das gasformige
Volumen von Pentanal ins Verhaltnis zum Volumen im Kalibrationsgefall gesetzt und mit dem
Faktor 10~° multipliziert, wodurch sich eine Konzentration von 87579,58 ppbv ergibt.

AbschlieRend wurde die erforderliche Verdlinnung mit Hexan berechnet, damit 1 ul der
gewonnenen Lésung zu einer Konzentration von 50 ppbv im Kalibrationsgefal} flihrt. So ergab

sich eine erforderliche Zugabe von 87,52957888 ml Hexan zu 1 ul der Pentanal-Reinsubstanz.

Abbildung 24: Messaufbau der Pentanalkalibration
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Ruhreinheit PFA-GefaR

Wasserbad

Abbildung 25: Messaufbau der Pentanalkalibration

Folgend wurde eine geometrische Verdinnungsreihe mit 1,5 ml-Reaktionsgefallen
ausgehend von der 50 ppbv-Stammldésung durchgeflhrt, um 10
Konzentrationen/Verdlinnungen herzustellen. Jeder Verdinnungsschritt flihrte zu einer
Halbierung der Konzentration. Jeweils 1 upL der jeweiligen Verdinnung entsprach der
angegebenen Konzentration im Kalibrationsgefall in ppbv. Der schematische Ablauf der
Verdinnung ist in Abbildung 26 dargestellt, die entsprechenden Verdinnungen finden sich in
Tabelle 6.

1ml 500 pl 500 pl
Stammlésung Hexan Hexan
500 pl 500 pl
. E) etc.
Verdiinnung 1 Verdiinnung 2 Verdiinnung 3

Abbildung 26: Schematische Darstellung der Verdiinnungsreihe
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Tabelle 6: Verdiinnungsreihe Pentanalkalibration

Verdiinnung Nr. ppbv
1 50
2 25
3 12,5
4 6,25
5 3,125
6 1,5625
7 0,78125
8 0,390625
9 0,1953125
10 0,09765625

Zunachst wurde das Kalibrationsgefal fir 10 Minuten mit gefiltertem Stickstoff gespult, gefolgt
von einer Spulung mit synthetischer Luft hochster Reinheit fur zwei Minuten. Bei den beiden
IMS-Geraten wurde anschlieRend eine Blank-Messung durchgefiihrt. Beginnend mit der
grofiten Verdinnung wurde 1 ul der jeweiligen Kalibrationslésung in das Kalibrationsgefa
pipettiert und durch den Rudhrer im geschlossenen Gefall fur zwei Minuten verteilt.
Anschliel3end wurde die Probenmessung gestartet. Durch grafische Auftragung der mit dem
MCC-IMS gemessenen Intensitat in Volt und den Konzentrationswerten in ppbv konnten flr
beide genutzten MCC-IMS-Geréate Kalibrationskurven mit einem R? von rund 0,99 erstellt

werden. Die Kalibrationskurven sind in Abbildung 27 dargestellt.
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Pentanalkalibration BD-02
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Abbildung 27: Kalibrationskurven fiir Pentanal fiir die zwei verwendeten MCC-IMS-Gerate

Die fur die Kalibration genutzten Messeinstellungen sind Tabelle 7 zu entnehmen.



Tabelle 7: Messeinstellungen des MCC-IMS fiir die Kalibration

Messeinstellungen des MCC-IMS fiir die Kalibration

IMS-Gerat ,Breath-Discovery"
Dauer des Samplings 10s
Analysedauer 60 s
Betriebstemperatur 40 °C

Druck Atmospharendruck
Driftgasfluss 100 ::—;

3.6.2 Auswertung der IMS-Signale

Zur Auswertung der durch das MCC-IMS generierten Messspektren wurde die Software Visual
Now von B&S Analytik verwendet. Der Pentanal-Peak wurde anhand von Drift- und
Retentionszeit lokalisiert. Die ermittelte Spannung in Volt konnte durch die vorherige
Kalibration (siehe Kapitel 3.6.1.2) der entsprechenden Pentanal-Konzentration in ppbv

zugeordnet werden.

3.7 Bestimmung der Leukozytenzahl

Fur die Leukozytenzadhlung wurden 10 ul Vollblut bzw. das abzentrifugierte Pellet der
bronchoalveolaren Lavage mit 190 pl 3 %-iger Essigsaure vermischt. Anschlielfend wurden in
einer Neubauer-Zahlkammer die vier Eckquadrate ausgezahlt und mit 50 multipliziert, um die

Leukozytenzahl pro ul zu bestimmen.
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3.8 Bestimmung der Zytokinkonzentrationen mittels ELISA

Die Konzentrationen von Interleukin 6 und TNF-alpha wurden mittels Sandwich-ELISA
bestimmt. Hierzu wurden kommerziell erhaltliche ELISA—Kits der Firma BD Biosciences
verwendet.

Fir die Bestimmung mittels Sandwich-ELISA wird zunachst ein spezifischer Antikérper auf
eine Mikrotiterplatte gegeben und bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Es erfolgt anschliellend das
Blocken der Ubrigen Bindungsstellen mittels speziellem Dilutent der Firma BD Biosciences und
Inkubation fir 60 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss wird die Probe aufgetragen und
120 Minuten inkubiert. Die Antikérper binden am Epitop des spezifischen Antigens. Durch
einen Waschvorgang wird Uberschussiges Material entfernt und ein zweiter Antikorper,
welcher an ein zweites Epitop des zu analysierenden Antigens bindet, hinzugeflgt. Enzym und
Substrat werden nun aufgebracht. Das Enzym bindet an den zuletzt hinzugefigten Antikérper
und setzt das Substrat um, wobei eine blaue Farbreaktion entsteht. Durch Zugabe von
Schwefelsdure nach 30 Minuten wird die blaue Farbreaktion gestoppt und der Farbstoff &ndert
seine Farbe zu gelb. Mittels ELISA-Reader und zugehériger Software kann dieser
Farbumschlag nun ausgewertet und die Interleukin-Konzentration bestimmt werden.

Eine schematische Darstellung des Prinzips des Sandwich-ELISA, wie bei der

Interleukinbestimmung in der vorliegenden Arbeit verwendet, ist in Abbildung 28 gezeigt.
/ Enzym
Substrat
o OC OF rwer
A A A
¢ ¢ 9
Y Y Y <] Antikorper 1

Mikrotiterplatte

Antikérper 2

Abbildung 28: Schematische Darstellung der verwendeten ELISA-Technik
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3.9 Histologische Auswertung

3.9.1 Herstellung der Praparate

Fur eine histologische Untersuchung auf Lungengewebsschaden wurde jeweils der rechte
Oberlappen der Lunge entnommen und mittels 4 %-igem gepuffertem Formaldehyd fixiert. Zur
Vorbereitung des Gewebes fur die Schnitte wurde zunadchst das Fixierungsmittel mit
destilliertem Wasser ausgesplilt. Es erfolgte die Entwasserung mittels einer Alkoholreihe in
aufsteigender Konzentration mit Ethanol 70 % (3 Minuten), 80 % (3 Minuten), 90 % (5
Minuten), 100 % (2 x 5 Minuten) sowie abschlieRend Xylol (3 x 5 Minuten). AnschlieRend
wurde das fixierte Gewebe in 50-70 °C temperiertem Paraffin eingebettet und war danach
geeignet fur die Anfertigung von Schnitten.

Diese erfolgten mit Hilfe eines Mikrotoms. Hierzu wurden aus den Bldcken jeweils Schnitte mit
einer Dicke von 4 um angefertigt und anschlielend in einem Wasserbad mit 50 °C gestreckt,
um glatt auf einen Objekttrager gezogen werden zu kénnen.

Die Schnitte wurden dann 40 Minuten bei 60 °C im Inkubator getrocknet und mit Xylol und
einer Reihe von absteigenden Ethanol-Konzentrationen in entgegengesetztem Ablauf, wie
oben beschrieben, fixiert. Die fixierten Schnitte wurden mit Mayer's Hamalaun 2-5 Minuten
gefarbt sowie fir 2 Minuten mit 0,1 % Eosin mit jeweils folgender Auswaschung unter
Leitungswasser fiir 5-7 Minuten. Es folgte die abschlieRende Differenzierung mit Ethanol in

aufsteigender Konzentration und Xylol, wie oben beschrieben.

3.9.2 Auswertung der histologischen Schnitte

Zur Auswertung des Flachenanteils des Alveolarraumes im histologischen Schnitt wurden von
jedem Praparat zehn reprasentative Bildausschnitte gewahlt und abfotografiert. Es folgte eine
automatische Segmentierung in zwei Graustufen mittels llastik (Interactive Learning and
Segmentation Toolkit). llastik ist ein selbstlernendes Programm und ermdglicht die
automatische Kilassifikation und Segmentierung von Bildmaterial hinsichtlich unterschiedlicher
Strukturen. Hierdurch ist eine automatisierte Abgrenzung von Alveolarraum und
perialveolarem Gewebe mdglich. Mit Hilfe von Imaged wurde die Erstellung eines binaren
Bildes sowie die Errechnung der alveoldren Flache aus der generierten Quelldatei
durchgefiihrt. Bilder mit einem alveolaren Flachenanteil von unter 10 % wurden einzeln
Uberprift und ausgeschlossen, da es sich hier um nicht-reprasentative Schnitte mit
beispielsweise peribronchialem Gewebe oder von der Organentnahme komprimierten
Abschnitten gehandelt hat.
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3.10 Statistische Auswertung

Die tabellarische Auflistung der Messdaten sowie die Randomisierung der Versuchstage und
Versuchsgruppen wurde mit Hilfe von Microsoft Excel erstellt. Die erhobenen Daten wurden
mittels SigmaPlot 12.5 und SPSS 26 analysiert. Durch den Shapiro-Wilk Test wurden die
Daten auf Normalverteilung gepruft. Da bei den meisten Daten keine Normalverteilung vorlag,
werden die Daten als Median mit Interquartilsabstand angegeben. Der zu erwartende
Unterschied der IMS-Intensitat wurde, basierend auf vorherigen Daten, auf 2,0 + 1,5 mV nach
7 Stunden Beatmung mit Tidalvolumina zwischen 6 mi/kg KG und 20 ml/kg KG geschatzt.
Basierend auf einer Anova-Fallzahlplanung wurde die GruppengréfRe auf 15 Tiere festgelegt
(Power 0,8; Alpha 0,05).

Der Anstieg der Pentanalkonzentration wurde mit Hilfe von verallgemeinerten linearen
Schatzgleichungen (engl.: ,generalized estimating equations® - GEE) unter Nutzung einer
austauschbaren Arbeitskorrelationsmatrix berechnet. Hierbei war die Beatmungszeit mit dem
jeweils gruppenspezifischen Tidalvolumen die unabhangige Variable. Die Konzentrationen
von Pentanal und Zytokinen sowie histologische Zeichen einer Lungenschadigung wurden
mittels one-way ANOVA on ranks und Dunn’s Test zwischen den Gruppen verglichen. Das

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1 Vital- und Beatmungsparameter

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 83 Tiere untersucht, wovon 75 eingeschlossen
wurden. Ausschlussgrinde waren Komplikationen bei der Praparation sowie technische
Fehler.

In Tabelle 8 sind die Vitalparameter und Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalysen jeweils
eine Stunde, vier Stunden und sieben Stunden nach Beatmungsbeginn dargestellt. Im
Anschluss an die Tabelle findet sich zudem zu jedem Parameter ein Boxplot, welcher den
Gruppenvergleich der Blutgasanalysen zum letzten Blutentnahmezeitpunkt besser visualisiert.
Es zeigte sich beim pO- ein signifikanter Unterschied zwischen den Interventionsgruppen (12—
20 ml/kg KG) und der Protektivgruppe 1 (6 ml’kg KG Tidalvolumen) bereits nach einer Stunde
interventioneller Beatmung. Hier ergab sich in der mit 6 ml/kg KG beatmeten Gruppe mit 185
mmHg der niedrigste pO.-Wert. Zu den mit 8 ml/kg KG beatmeten Tieren zeigte sich jedoch
kein signifikanter Unterschied.

Der pCO. zeigte eine deutliche Abnahme in den Interventionsgruppen im Laufe des
Versuches. Am starksten zeigte sich diese in der mit 20 ml/kg KG beatmeten Gruppe, bei
welcher ein initialer pCO- von 37,2 mmHg vorlag und ein Endwert von 29,6 mmHg gemessen
wurde. Der pH-Wert wies keine relevanten Unterschiede auf und befand sich im Bereich
zwischen 7,3 und 7,5.

Wahrend des Untersuchungszeitraums zeigte sich ein Abfall des Blutdrucks in allen Gruppen.
Dies ist in Abbildung 32 dargestellt.
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Tabelle 8: Ergebnisse der Blutgasanalysen und Vitalparameter

Gruppe 1h 4h 7h
6 ml’/kg KG 7,32’:_397,41 7,32’?3,40 7,33,?:7,’,38
8 mllkg KG 7,4g’f1;,44 7,32’?9,43 7,32’? 3,41
pH-Wert 12 milkg KG a3 46 P4y 47 o
16 m/kg KG 7,4§’f‘$,46 7,4Z’f1$,47 7,35’?3,47
20mikgke |, 040 S 4g A
6 mi/kg KG 38,32.’23,3 3731?’22,9 39,31—’17,6
8 ml/kg KG 36,22’21 2 34,37.’39,5 34,3%4212,4
[nlggg; : 12 mi/kg KG 35,27_’2075 31,22_’;{5,1 30,32_’2)5,4
16 m/kg KG 36,37_’39,8 29,23’35,5 28,29’23,8
20mikgke | ., 372 27953 4 S
6 ml/kg KG 15;?;13 1672(—%20 166?199
8 ml/kg KG 195?356 175?360 17?%?1253
[mpnf’l_zlg] 12 mllkg KG 122, 25 565 20123683
16 m/kg KG 215 ?240 223 ‘_1265 233 t-‘,2283
20 ml/kg KG 195 :_3251 235‘361 243 ??300
6 ml/kg KG 36(:))’ ??395 31 13 (-;?377 286:35 ?%47
8 ml/kg KG 343 ?2108 31 23 :-”?374 323 ?‘;,35
[bl:)lr:n] 12 ml/kg KG 28§ 1?354 3023 (-)?341 243 ??340
16 m/kg KG 3013?107 2412?7290 275?298
20 ml/kg KG 345?11 6 26(?(-3268 2732?5282
6 milkg KG 1111?3; 35 911_011 16 648.491
8 ml/kg KG 1 1: 2(: 36 951.0;1 11 688-290
[ml:::lg] 12 milkg KG 1a 63116 70101
16 m/kg KG 1221 2? 38 94 971 12 516-686
20 mi/kg KG ' 1; 31 38 941_0:3 20 707.990

HF = Herzfrequenz, RR = Blutdruck. Werte als Median mit 25% und 75% Perzentile zu verschiedenen

Zeitpunkten
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Abbildung 29: pH in der arteriellen Blutgasanalyse zum Zeitpunkt 7h nach Beatmungsbeginn
im Gruppenvergleich

pCO, 7h
70

60 -

50 A °

I
1 T | R
L

pCO,

o

£

- °

20 T T T T T
6 8 12 16 20

Tidalvolumen (ml/kg KG)

Abbildung 30: pCO: in der arteriellen Blutgasanalyse zum Zeitpunkt 7h nach Beatmungsbeginn
im Gruppenvergleich
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Abbildung 31: pO:in der arteriellen Blutgasanalyse zum Zeitpunkt 7h nach Beatmungsbeginn
im Gruppenvergleich
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Abbildung 32: Mittlerer arterieller Blutdruck im Gruppenvergleich. Werte als Median angegeben
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4.2 Pentanalkonzentration in der Ausatemluft

Uber den gesamten Untersuchungszeitraum stieg die Pentanalkonzentration in der
Ausatemluft bei allen Gruppen an. Hierbei zeigte sich eine hohere Pentanalkonzentration bei
grélkerem Tidalvolumen.

In der mit 6 ml/kg KG beatmeten Gruppe lag die Pentanalkonzentration am Ende des Versuchs
mit 4,8 ppbv am niedrigsten, in der mit 20 ml’lkg KG beatmeten Gruppe mit 22,5 ppbv am
hdchsten.

Die mediane Pentanalkonzentration in der Ausatemluft zu Beginn lag in allen Gruppen bei 3
[IQR: 2, 4] ppbv (Tabelle 9). In den mit 12 - 20 ml/kg KG beatmeten Gruppen zeigte sich bereits
15-30 Minuten nach Umstellung auf die interventionellen Tidalvolumina ein signifikanter
Unterschied zu der mit 6 ml/kg KG beatmeten Gruppe.

Bei den mit 6 ml’kg KG beatmeten Tieren stieg die Pentanalkonzentration im Durchschnitt um
0,5 ppbv/h an, wohingegen bei den mit 20 ml/kg KG beatmeten Tieren der durchschnittliche
Anstieg bei 3,1 ppbv/h lag (Tabelle 10).

Tabelle 9: Pentanalkonzentration [ppbv] in der Ausatemluft zu Beginn des Versuches sowie zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Umstellung auf die Interventionsvolumina in den
Interventionsgruppen

Tidal-
volumen |Ausgangs| . . . . . .
[ml/kg -werte 15 min 30 min 60 min 120 min 240 min 360 min
KG]
6 2,4 2,3 2,7 2,9 2,8 3,9 4,8
1,3-4,1 1,4-3,6 1,2-3,2 1,2-3,5 1,4-4,0 1,8-4,9 2,2-6,7
8 3,0 3,1 3,2 4,5 6,2 9,2 11,3*
2,4-4,4 1,6-4,4 1,6-4,8 1,6-5,6 2,2-7,3 5,6-14,0 6,2-14,6
12 3,0 3,8 3,9* 5,2* 7,8* 13,1* 19,2*
2,6-3,5 3,5-5,5 3,5-5,7 4,2-6,7 5,5-10,2 8,3-17,6 10,4-22,2
16 41 6,4*S 7,0*S 8,1*8 10,5*8 16,7* 15,3*
3,5-4,7 5,3-7,8 5,9-8,6 6,4-9,2 7,2-14,3 11,1-22,0 9,1-31,0
20 3,8 5,2* 5,2* 6,7* 8,2* 17,98 22,5*
2,1-4,2 4,0-8,1 4,6-8,6 5,1-9,4 7,1-13,0 11,7-20,2 16,5-25,8

Graue Boxen und * p<0,05 vs. 6 ml/lkg KG Tidalvolumen, § p<0,05 vs. 8 ml/kg KG Tidalvolumen (ANOVA
on ranks, Dunn’s post-hoc test). Daten als Median mit Interquartilsabstand

53



Tabelle 10: Durchschnittlicher Anstieg der Pentanalkonzentration in den verschiedenen

Gruppen

Tidalvolumen

Durchschnittlicher Anstieg

95 %-Konfidenzintervall

[ml’kg KG] [ppbv/h]
6 0,5 03-0,6
8 1,7 1,3-2,1
12 2,6 1,6 - 3,6
16 2,8 1,9-3,8
20 3,1 2,3-3,8

Abhéangige Variable: Pentanalkonzentration in der Ausatemluft (ppbv); unabhédngige Variable:
Beatmungszeit (h); P < 0,001 fiir alle Regressionskoeffizienten

Abbildung 33 zeigt die medianen Pentanalkonzentrationen der untersuchten Gruppen im

zeitlichen Verlauf. Die Pentanalkonzentrationen der Interventionsgruppen unterschieden sich

deutlich von denen der Protektivgruppe, insbesondere von der mit 6 ml/kg KG beatmeten

Gruppe. Die Pentanalkonzentrationen der Interventionsgruppen zeigten untereinander

ahnliche Verlaufe.

Der Verlauf der Pentanalkonzentrationen innerhalb der Gruppen ist in Abbildung 34

dargestellt. Die Werte sind als Median mit dem 25 % und 75 % Perzentil angegeben.
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Abbildung 33: Mediane Pentanalkonzentrationen der unterschiedlichen Gruppen im zeitlichen
Verlauf. Die initiale einstiindige protektive Beatmung mit 8 mi/kg KG in den Interventionsgruppen
ist grau unterlegt
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Abbildung 34: Pentanalkonzentrationen als Median mit Interquartilsabstand in allen Gruppen
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4.3 Leukozyten und TNF-alpha im Blut

Die Blutkonzentrationen der Leukozyten und von TNF-alpha variierten zwischen den Gruppen,

aber auch innerhalb der Gruppen, wie an den Interquartilsabstanden ersichtlich. Ein hdheres

Tidalvolumen resultierte hierbei jedoch nicht in hdheren Konzentrationen.

Tabelle 11: Blutkonzentrationen von TNF-alpha und Anzahl der Leukozyten in den verschiedenen

Versuchsgruppen

Tidalvolumen TNF-alpha Leukozyten

[ml/kg KG] [pg/ml] [n/pl]

1h 4h 7h 7h

6 4,7 5,7 6,6 5550
(2,7 - 8,6) (3,2-7,1) (4,7-12,6) (4075 - 7950)

8 0,7 0* 0,5 6600
(0-4,8) (0-3) (0-4,7) (4950 - 7900)

12 1 2,0 4,5 5850
(0-10,9) (0-7,5) (1,5-6) (4062 - 6262)

16 2,6 3,4 3,4 7400
(0,8 - 4,5) (0,9-6,7) (1,5-10,5) (5100 - 8000)

20 3,6 4,2 3,7 6450
(2,3-7,2) (2,0-8,1) (0,1-9) (5125 - 7575)

* p<0.05 vs. 6 mi/kg KG Tidalvolumen (ANOVA on ranks, Dunn’s method). Daten sind dargestellt als Median

mit Interquartilsabstand
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4.4 Leukozyten, TNF-alpha und Interleukin-6 in der

bronchoalveolaren Lavage

Die Konzentration von Interleukin-6 am Versuchsende in der bronchoalveolaren Lavage stieg
mit zunehmendem Tidalvolumen an. So zeigte sich in der mit 20 ml/kg KG beatmeten Gruppe
am Versuchsende eine knapp 50 % hoéhere IL-6 Konzentration als bei der mit 6 ml/kg KG
beatmeten Gruppe.

Auch die Anzahl an Leukozyten stieg mit zunehmendem Tidalvolumen an. Im Vergleich
zwischen der mit 6 ml/kg KG beatmeten Gruppe zu der mit 20 ml/kg KG beatmeten Gruppe
zeigte sich eine Differenz von knapp 500 n/ul, wobei dieser Anstieg nicht statistisch signifikant

war. Die TNF-alpha Konzentration zeigte keine statistisch signifikanten Auffalligkeiten.

Tabelle 12: Konzentrationen von Interleukin-6, TNF-alpha und Anzahl der Leukozyten in der

bronchoalveolaren Lavage

Tidal -
volumen IL-6 TNF-alpha Leukozyten
[ml’kg [pg/mi] [pg/ml] [n/pl]
KG]
6 572 na 10850
(473 -729) e (8163 - 16625)
8 683 3 11100
(561 - 835) (0,5-6,7) (10400 - 14400)
12 897 1,5 11450
(661 - 1127) (0-7,5) (8450 - 13950)
16 852 4,8 15000
(677 - 1104) (3,2-16,9) (12363 - 16488)
20 1170 7 15650
(774 - 1406) (3,3-13,1) (11988 - 19313)

* p<0.05 vs. 20 mi/kg KG Tidalvolumen (ANOVA on ranks, Dunn’s method). Daten als Median mit
Interquartilsabstand
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4.5 Histologische Ergebnisse

Tabelle 13 zeigt den alveolaren Flachenanteil der verschiedenen Gruppen im Median. Die mit
6 ml/kg KG beatmete Gruppe zeigte hierbei einen alveolaren Flachenanteil von 48,6 %, wobei
die mit 20 ml’kg KG beatmete Gruppe nur noch einen alveolaren Flachenanteil von 29,6 %

aufwies. Es zeigte sich eine Abnahme der Werte mit zunehmendem Tidalvolumen.

Tabelle 13: Alveolarer Flachenanteil. Daten als Median

Tidalvolumen Alveolarer Flachenanteil
6 ml/kg KG 40,94‘:/?{3 ;/;,5 %
B milkg K3 00% -44.0%
12 mitkg KG 27,2?:/60’?:/60,3 %
16 mi/kg KG 24 1 3;/307:/205 %
20 mifkg KG o

21,0%-421%
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5. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den in einer Vorstudie beobachteten Zusammenhang
zwischen Volutrauma und Anstieg der Pentanalkonzentration in der Ausatemluft zu validieren
und weiter zu untersuchen [84]. Hierzu wurden insgesamt 75 Tiere in funf Gruppen aufgeteilt
und mit 6, 8, 12, 16 oder 20 ml/kg Kérpergewicht beatmet. Die Pentanalkonzentration in der
Ausatemluft wurde alle 15 Minuten analysiert. Zusatzlich wurde durch molekularbiologische
und histologische Untersuchungen der jeweilige Schadigungsgrad untersucht.

Die in der Ausatemluft gemessene Pentanalkonzentration stieg in allen Gruppen wahrend des
Versuchszeitraums an. Der geringste Anstieg fand sich in der mit 6 ml/kg KG beatmeten
Gruppe. Je hoéher das Tidalvolumen, desto héher war auch die Pentanalkonzentration am
Ende des Versuchszeitraumes. Am Versuchsende lag die Konzentration von Pentanal in der
Ausatemluft bei 4,8 ppbv bei der mit 6 ml’kg KG beatmeten Gruppe, wohingegen bei 20 ml/kg
KG Tidalvolumen eine mediane Konzentration von 22,5 ppbv gemessen wurde. Parallel zum
Anstieg der Pentanalkonzentration lieBen sich histologische Veranderungen im
Lungengewebe nachweisen, die auf eine Lungenschadigung hinweisen. Als
Inflammationsmarker lieR® sich mit zunehmendem Tidalvolumen eine erhdhte Konzentration an
Interleukin-6 in der bronchoalveolaren Lavage feststellen, welche in der mit 20 ml/kg KG
beatmeten Gruppe im Median doppelt so hoch war wie in der mit 6 ml/kg KG beatmeten

Gruppe.

5.1 Wertung der Methodik

5.1.1 Ausatemluftanalytik

Zur Analyse der Ausatemluft stehen eine Vielzahl von Methoden zur Verfiigung. Diese
unterscheiden sich in ihren Analyseverfahren, besitzen unterschiedliche Detektionsbereiche
und sind hinsichtlich ihrer Praktikabilitat unterschiedlich [31, 147].

Fir die vorliegende Studie war es von Bedeutung, volatile organische Verbindungen im
niedrigen Spurenbereich in der Ausatemluft zuverlassig und ohne groRen Wartungs- und
Analyseaufwand  detektieren zu kénnen. Daher fiel die Wahl auf die
lonenmobilitatsspektrometrie, kombiniert mit einer Multikapillarsdule, um die Analyse der
Ausatemluft trotz eines hohen Feuchtigkeitsgehalts zu ermoglichen. Den Goldstandard stellt
in der Ausatemluftanalytik die Massenspektrometrie-gekoppelte Gaschromatographie dar.
Diese bendtigt jedoch einen hohen technischen Aufwand und eignet sich nicht fur eine

kontinuierliche, bettseitige Messung [150].

60



Ein Problem bei der Analyse von volatilen organischen Verbindungen ist die Adsorption an
Probenschlauche. Fir Propofol beispielsweise wurde nachgewiesen, dass sich die volatilen
Verbindungen an Probenschlauche anlagern kénnen und es somit zu fehlerhaften
Konzentrationsbestimmungen kommt [91]. Um dieses Problem zu I6sen, wurden
Perfluoralkoxy (PFA)-Schlauche verwendet, bei denen diese Adsorption geringer ausfallt. Flr
Pentanal gibt es jedoch aktuell keine Untersuchungen, ob und inwiefern es an die PFA-
Schlduche adsorbiert.

Um eine Unterscheidung von volatilen Verbindungen in der Raumluft und im Ventilator von
denen der Versuchstiere zu ermdglichen, wurden vor Versuchsbeginn eine Raumluftmessung
und mehrere Ventilatormessungen durchgefiihrt. Die gemessenen Signale wurden in der
spateren Auswertung bertcksichtigt, um lediglich Signale von Tieren zu analysieren. Zur
Validierung des Versuchsmodells wurden zuvor bereits Versuche durchgefuhrt, in denen
gezeigt werden konnte, dass eine kontinuierliche Ausatemluftanalyse bei Ratten moglich ist
[153].

5.1.2 Zytokinbestimmungen

Fir die Bestimmung der Zytokine gibt es zwei verbreitete Varianten: Bioassays und
Immunoassays [48]. Letztere, wie der in der vorliegenden Studie verwendete ELISA, nutzen
rekombinante Antikdrper zur Detektion der Zytokinkonzentration. Der Nachteil dieser Assays
liegt darin, dass sie nur sehr spezifisch die entsprechenden Zytokine detektieren kdénnen.
Einige Zytokine liegen jedoch beispielsweise gebunden an Proteine oder Rezeptoren vor,
andere liegen in Dimer- oder Trimer-Strukturen vor, sodass sie mdglicherweise nicht vom
Antikdrper gebunden werden. Aufgrund dieser Tatsachen ist unter anderem die Sensitivitat
eingeschrankt [96]. Vorteile der Immunoassays sind jedoch die gute Vergleichbarkeit, die
schnelle und unkomplizierte Durchfiihrung sowie die niedrigen Kosten bei ausreichender
Sensitivitdt und Spezifitat. Deshalb ist der Immunoassay auch die am meisten genutzte
Variante. [35]

Der Bioassay nutzt im Gegensatz zum Immunoassay Zellreihen zur Bestimmung der
biologisch aktiven Wirkung der Zytokine. Es wird die Wirkung, beispielsweise in Form von
Zelluntergang, gemessen und damit Riickschluss auf die Konzentration gezogen. Der Vorteil
dieser Methode ist, dass jegliche biologisch aktive Formen des entsprechenden Zytokins
gemessen werden. Daraus ergibt sich allerdings auch der Nachteil, dass Kofaktoren zum
gemessenen Effekt beitragen kdnnen, beispielsweise andere, zuvor nicht eliminierte Zytokine.
Ebenfalls ist eine Vergleichbarkeit schwierig zu erreichen, da die lebenden Zellkulturen

variieren und anfallig flr Stérfaktoren sind. [48, 93]
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5.1.3 Histologische Untersuchungen

Fur die histologische Untersuchung des rechten Lungen-Oberlappens wurde das Gewebe mit
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Bildausschnitte wurden aus den angefertigten
Schnitten ausgewahlt und diese halbautomatisiert hinsichtlich des Alveolarraum/Gewebe-
Verhaltnisses analysiert. FUr die Fixation stehen eine Vielzahl von Mdglichkeiten zur
Verfugung. Idealerweise wird die Lunge mit dem Fixiermittel entweder mittels Schwerkraft bei
definiertem Druck oder durch Flllung mittels eines bestimmten Volumens fixiert [115]. Eine
weitere Moglichkeit ist die Perfusion der Lunge mittels Fixationsmittel, worin einige Autoren
den Vorteil sehen, dass die Lungenstruktur weitestgehend erhalten bliebe [8, 65]. Zu beachten
ist zusatzlich, dass die Fixierung die physiologische Beschaffenheit der Lunge verandert, unter
anderem durch Schrumpfung des Gewebes [88]. Auch reprasentiert die Auswertung mittels
2D-Bild nicht die wirkliche 3D-Beschaffenheit der Lunge und es kann zu Fehlinterpretationen
und -messungen kommen [66]. Uberlagerte Alveolarwénde konnen aulRerdem zu einer
Erhéhung der errechneten Gewebeflache fiihren. Eine neuere, jedoch sehr aufwandige
Methode ist die Fixierung mittels flissigem Stickstoff und anschlieBender
computertomographischer Aufnahme der Lunge [64].

Neben einer mdglichen Optimierung der Gewebefixierung sollte in kommenden Studien die
Bildauswahl der histologischen Praparate nicht manuell, sondern mittels automatisierter
Software erfolgen, um hier eine Randomisierung zu erleichtern. Wichtig ist jedoch auch die
Berlcksichtigung von nicht-pathologischen Lungenstrukturen. Beispielsweise sollte zwischen
der Aufnahme von einem physiologischen Bronchus und pathologisch verdickten
Alveolarwanden unterschieden werden, um Fehlberechnungen der vorhandenen
Alveolarflache zu vermeiden [64].

Zusammenfassend zeigt sich sowohl fir die Fixation als auch fur die Auswertung moégliches
Optimierungspotential, um die Aussagekraft der Methode zu verbessern. Nichtsdestotrotz
zeigt die in der vorliegenden Studie verwendete Technik zur histologischen Untersuchung
signifikante und plausible Ergebnisse hinsichtlich eines Unterschieds zwischen Interventions-

und Protektivgruppen in Bezug auf die bellftete Alveolarflache.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Ausatemluft

Ergebnisse einer Pilotstudie zeigten einen Anstieg der Pentanalkonzentrationen in der
Ausatemluft durch die Induktion eines Volutraumas bei beatmeten Ratten. Der Anstieg der
Pentanalkonzentration wurde hierbei als Folge einer alveolaren Schadigung mit konsekutiver
Entziindungsreaktion interpretiert [85]. Eine Schadigung der Zellmembran kdnnte hierbei zu
einer Exposition ungesattigter Fettsduren gegenlber oxidativen Prozessen flhren. Bei der
Lipidperoxidation reagieren ungesattigte Fettsauren mit freien Radikalen (z.B. reaktive
Sauerstoffspezies) und werden in unterschiedliche Abbauprodukte degradiert. Pentanal ist ein
typisches, volatiles Produkt der Lipidperoxidation [155], was dessen Anstieg unter
lungenschadigender Beatmung erklaren kénnte. Die Hypothese zur Entstehung des
abgeatmeten Pentanals unter lungenschadigender Beatmung ist in Abbildung 35 dargestellt.

Zugrundeliegende Mechanismen sind in Kapitel 2 im Detail beschrieben.
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Abbildung 35: Hypothese zur Pentanalentstehung. Durch ein Volutrauma kommt es zum alveolaren
Schaden, welcher Uber diverse Mechanismen oxidativen Stress erzeugt. Dieser fuhrt zur
Lipidperoxidation und damit zur Pentanalentstehung [85]

In der vorliegenden Studie konnten die Ergebnisse der Pilotstudie bestatigt werden. Bereits
moderate Erhéhungen des Tidalvolumens (Vi) fihrten zu einer Erhéhung der abgeatmeten
Pentanalkonzentration und zu pathologischen Veranderungen der Lungenstruktur. Dabei war

die abgeatmete Pentanalkonzentration in den Interventionsgruppen mit einem V; von 16 und
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20 ml/kg KG bereits 15 Minuten nach Umschaltung auf die gréReren Tidalvolumina signifikant
hdéher als in der Protektivgruppe mit einem Vi von 6 ml/kg KG. Selbst geringe Unterschiede
zwischen den Tidalvolumina der beiden Protektivgruppen (6 und 8 ml/kg KG) flhrten nach 7
Stunden mechanischer Ventilation zu einem Unterschied von ca. 5 ppbv (5 vs. 11 ppbv). In
den Protektivgruppen fand also ebenfalls ein Pentanalanstieg Uber den Versuchszeitraum
statt, der jedoch nicht anndhernd so hoch wie in den Interventionsgruppen war.

Zusatzlich wurde der Anstieg der Pentanalkonzentration je nach Tidalvolumen berechnet.
Auch hier ist erkennbar, dass der Pentanalanstieg mit ca. 3,1 ppbv/h in der mit 20 ml/kg KG
beatmeten Gruppe am hdchsten war. Die mit 6 ml/kg KG beatmete Gruppe kam hier nur auf
einen durchschnittlichen Anstieg von 0,5 ppbv/h.

Pentanal konnte bereits in mehreren Studien im Rahmen pathologischer Vorgange als
Oxidationsprodukt nachgewiesen werden. Beispiele sind Tumor- [54] oder auch chronische
Nierenerkrankungen [103]. Zur Ventilator-induzierten Lungenschadigung lagen bisher keine
Studien hinsichtlich moglicher Biomarker in der Ausatemluft vor, jedoch gibt es
Untersuchungen der Ausatemluft bei Tieren und Menschen mit einem ARDS [24, 25]. Das
ARDS ist nach der sogenannten Berlin-Klassifikation definiert als ein akutes Auftreten von
Hypoxamie sowie bilateralen pulmonalen Infiltraten, ausgel6st durch einen bestimmten
infektiosen oder nicht-infektiosen Trigger [111, 142]. Auch eine Ventilator-induzierte
Lungenschadigung kann in letzter Instanz ein ARDS auslosen, ebenso wie ein bereits
bestehendes ARDS durch eine Ventilator-induzierte Lungenschadigung verstarkt werden
kann. Ursache hierfir ist die beim ARDS vorliegende Vulnerabilitat der Lunge, hervorgerufen
durch eine Inflammation mit Odembildung sowie die daraus folgende inhomogene Bellftung
der Lunge mit verstarkten Scherkraften. Dies sind ahnliche Mechanismen wie bei Ventilator-
induzierten Lungenschadigungen [11, 90, 143]. Auch ahneln sich die pathophysiologischen
Befunde von ARDS- und ventilationsgeschadigten Lungen. Hierzu gehért die zuvor genannte
Odembildung in der Lunge sowie die Entwicklung einer Entziindungsreaktion unter
wesentlicher  Beteiligung von neutrophilen  Granulozyten mit fibroproliferativen
Umbauprozessen [117, 123].

Aktuell basiert die Diagnose eines ARDS auf klinischen Parametern und der passenden
Anamnese [111]. Es gibt jedoch mittlerweile auch mehrere Studien, die zeigen, dass die
Detektion eines ARDS mittels volatiler Biomarker gelingen kann [24, 25]. Mégliche und bereits
untersuchte Ansatzpunkte sind hier elektronische Nasen oder die Bestimmung konkreter
Biomarker mittels Gaschromatographie [24, 25]. Elektronische Nasen analysieren Gase
mittels elektronischer Gassensoren. Die Signale der verschiedenen Gassensoren werden
mathematisch evaluiert und es entsteht ein charakteristisches Muster. Mit Hilfe dieses Musters
kénnen Rickschlisse auf die Zusammensetzung von analysierten Gasen, wie beispielsweise

Ausatemluft, gezogen werden [15]. Bos et al. konnten mit dieser Methode Patienten mit einem
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ARDS von Patienten ohne ARDS unterscheiden. Hierbei war insbesondere auch die
Differenzierung zwischen ARDS und Pneumonie mdglich [25]. Weiterhin konnten Bos et al.
zeigen, dass die Detektion eines ARDS bei Patienten auf der Intensivstation mittels volatiler
Biomarker mdéglich ist. Hierbei zeigte sich, dass bestimmte volatile Produkte bei Patienten mit
ARDS in erhéhten Konzentrationen messbar waren, darunter Oktan und Acetaldehyd [25].
Zusammenfassend scheinen pulmonale Pathologien durch Veranderungen der Ausatemluft
detektierbar zu sein. Sowohl die Ventilator-induzierte Lungenschadigung als auch das ARDS
fUhren zu einer verstarkten Abatmung von Produkten der Lipidperoxidation. Pentanal kdnnte
somit in Zukunft als méglicher Surrogatparameter pulmonaler Pathologien unter mechanischer
Ventilation nitzlich sein.

Zur weiteren Untersuchung von Pentanal als mdglicher volatiler Biomarker einer pulmonalen
Schadigung ergeben sich weitere zu betrachtende Aspekte. Auffallig ist, dass es auch in den
Protektivgruppen zu einem Anstieg von Pentanal kam. Dies weist darauf hin, dass sich
moglicherweise auch in den Protektivgruppen eine gewisse Lungenschadigung entwickelt. Die
Ursachen hierfur koénnen vielfaltig sein. Einerseits ist jegliche Form der maschinellen
Beatmung nicht physiologisch und vermag pulmonale Schaden zu induzieren. Andererseits
ergeben sich aufgrund der durchgeflhrten chirurgischen MalRnahmen Gewebeschaden
(Tracheotomie, Katheterisierung), die eine vermehrte Abatmung von Pentanal bewirken
konnten. Auch die zur Beatmung genutzte Sauerstoffkonzentration kdnnte durch die verstarkte
Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies eine Lipidperoxidation foérdern [73].
Untersuchungen zeigten, dass eine Ventilator-induzierte Lungenschadigung durch eine
erhohte inspiratorische Sauerstoffkonzentration verstarkt wird [9, 129]. Inwiefern dies zu einer
verstarkten Abatmung von Pentanal fihrt, wurde bisher nicht untersucht. Letztlich verbleibt
noch die Fragestellung, ob ein Wechsel von schadigender zu protektiver Beatmung auch zu
einem Abfall der abgeatmeten Pentanalkonzentration fuhrt. Als mdglicher volatiler Biomarker
einer pulmonalen Schadigung ware es vorteilhaft, wenn die abgeatmete
Pentanalkonzentration nicht nur den Beginn einer Schadigung signalisiert, sondern auch deren
Ende.

5.2.2 Blutgasanalysen & Vitalparameter

Die Blutgasanalysen zeigten eine Zunahme des pO2 bei Abnahme des pCO; im Vergleich von
Versuchsbeginn und Versuchsende in den Interventionsgruppen. Ein moglicher
Erklarungsansatz hierfur ist eine Beatmung mit hoheren Tidalvolumina und folglich
vermehrtem Gasaustausch. In den beiden mit 6 ml/lkg KG und 8 mil/kg KG beatmeten

Protektivgruppen gab es nur kleine Varianzen. So konnten Blanch et al. zeigen, dass die
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Beatmung mit hdheren Tidalvolumina zu einer Erhéhung des Oxygenierungsindex fuhrt [21].
Es zeigt sich anhand unserer Daten zudem, dass es zu keiner signifikanten Verschlechterung
des Gasaustausches im Untersuchungszeitraum kommt. Dies wirde mit einer Abnahme des
pO2 und Zunahme des pCO; einhergehen [21, 136]. Mdglich ist jedoch, dass sich bei langer
andauernder schadigender Beatmung eine zunehmende Verschlechterung des
Gasaustausches durch das Voranschreiten der pulmonalen Schadigung gezeigt hatte. Die
histologischen Ergebnisse sprechen zumindest fur fortschreitende Pathologien.

Bei den Vitalparametern zeigte sich eine Abnahme des mittleren arteriellen Blutdrucks in allen
Gruppen Uber den Versuchszeitraum. Es ergaben sich auch keine gréReren Unterschiede
zwischen den Protektiv- und den Interventionsgruppen. Dies spricht dafiir, dass dies nicht
primar durch die Beatmungseinstellungen bedingt ist. Wahrscheinlicher ist die Wirkung des
zur Narkose verwendeten Hypnotikums Propofol durch eine Verminderung des sympathischen
Tonus der Gefallmuskulatur mit resultierender Vasodilatation und Hypotonie [1, 82, 119].
Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass die Tiere zum Versuchsende hypoton, jedoch
kardiopulmonal stabil waren, was sich an der suffizienten Sauerstoffsattigung in der BGA

sowie den ansonsten normwertigen Vitalparametern erkennen Iasst.

5.2.3 Leukozytenzahl, Zytokine und histologische Untersuchung

Bei der Leukozytenzahl in der bronchoalveolaren Lavage und im Blut zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, wobei die Leukozytenzahl bei der mit 20
ml/kg KG beatmeten Gruppe in der bronchoalveolaren Lavage ca. 50 % hoéher lag als bei der
mit 6 mli/kg KG beatmeten. Es ist bekannt, dass Leukozyten eine wesentliche Rolle in der
Entwicklung einer Ventilator-induzierten Lungenschadigung spielen [123]. In der Literatur
finden sich hierfiir Beispiele nach langeren Beatmungszeiten oder nach der Applikation von
héheren Tidalvolumina [117, 140]. Moglicherweise steigt auch in unserem Versuchsaufbau die
Anzahl der Leukozyten in der bronchoalveolaren Lavage und im Blut nach langerer Beatmung
im verwendeten Studiensetting weiter an. Fur die vorliegende Studie kann die erhdhte
Leukozytenzahl in der bronchoalveolaren Flussigkeit Ausdruck einer stattfindenden lokalen
Entziindungsreaktion sein.

Das Ziel der Bestimmung der Konzentration von Interleukin-6 und TNF-alpha war der
Nachweis einer stattfindenden Entziindungsreaktion im Rahmen eines Biotraumas (siehe
Kapitel 2.3.4). Die Konzentrationen von Interleukin-6 lagen in der bronchoalveolaren Lavage
in den Interventionsgruppen héher als in der mit 6 mli/kg KG beatmeten Gruppe. Die
Konzentration bei der mit 20 ml/kg KG beatmeten Gruppe war dabei circa doppelt so hoch wie

bei der mit 6 ml/kg KG beatmeten Gruppe. Die Konzentration von TNF-alpha liel3 sich jedoch
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nicht in Beziehung zum Tidalvolumen setzen. Im Blut fanden sich ebenfalls keine
korrelierenden Konzentrationen fur TNF-alpha und auch nicht fur Interleukin-6. Die Ergebnisse
fur Zytokinkonzentrationen bei Ventilator-induzierter Lungenschadigung variieren je nach
Studie. Einige Studien zeigen erhdhte Konzentrationen [37, 139], andere wiederum nicht [116].
Dies hangt mitunter von der Methodik der Studie ab. In einigen Studien wurden ex-vivo Lungen
untersucht [139], in anderen wiederum in-vivo [51]. In einigen Studien waren die Lungen
vorgeschadigt [37, 70, 133], in anderen nicht [51, 71, 139]. Vor allem hinsichtlich TNF-alpha
gibt es hierbei grolle Unterschiede. Wilson et al. zeigten in einer Studie, dass auch der
Zeitpunkt der Zytokinbestimmung entscheidend sein kann [151]. Tiere, welche flir 120 Minuten
einem Volutrauma exponiert waren, hatten hoéhere TNF-alpha Konzentrationen in der
bronchoalveolaren Lavage als Tiere, deren Expositionszeit langer war. Auch konnte hier
gezeigt werden, dass es je nach verwendeter laborchemischer Bestimmungsmethode der
Zytokine zu Unterschieden kam.

Weitere Untersuchungen der oben angesprochenen Punkte kdnnten hier zeigen, ob TNF-
alpha und Interleukin-6 im Blut zu einem anderen Zeitpunkt freigesetzt werden und in welchem
Male. Die erhdhten Interleukin-6 Werte in der bronchoalveolaren Flissigkeit deuten jedoch
auf eine lokal stattfindende Entzlindungsreaktion hin. Die nicht messbaren Interleukin-6- und
TNF-alpha Konzentrationen im Blut implizieren, dass keine mit diesem Setting messbare
systemische Entzindungsreaktion zu diesem Zeitpunkt vorlag.

Die histologischen Auswertungen zeigten eine signifikante Abnahme der Alveolarflache in den
mit einem Tidalvolumen von mehr als 6 ml/kg KG beatmeten Tieren im Vergleich zu den mit 6
ml/kg KG beatmeten. Andere Studien bestatigten fibroproliferative Umbauprozesse und einen
Verlust der Lungenstruktur zum Nachteil einer suffizienten Gasaustauschflache [44, 117, 123].
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass schon die Beatmung mit 8 ml/kg KG einen
signifikanten Unterschied zur Beatmung mit 6 ml/kg KG hinsichtlich des alveolaren
Flachenanteils nach 7 Stunden ergibt. Eine Verbesserung der Methodik, wie in Kapitel 5.1
erlautert, kdnnte hierzu noch weitere Ergebnisse aufzeigen und die Reproduzierbarkeit

validieren.

67



5.3 Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit untersucht die Auswirkungen von erhdhten Tidalvolumina auf die
Pentanalkonzentration, gemessen in der Ausatemluft. Hierzu wurden 5
Untersuchungsgruppen mit jeweils 15 Tieren gebildet und diese mit Tidalvolumina zwischen 6
mi’kg Korpergewicht und 20 mil/kg Korpergewicht beatmet. Zusatzlich wurden die
Konzentrationen der Entziindungsmarker Interleukin-6, TNF-alpha und die Anzahl der
Leukozyten sowohl im Blut als auch in einer bronchoalveolaren Lavage bestimmt. Zur
Verifizierung einer Schadigung wurden Teile der Lunge post mortem histologisch untersucht.

Folgende Schlussfolgerungen ergeben sich:
1. Pentanal steigt unter mechanischer Beatmung in der Ausatemluft an.

2. Je hoéher und damit schadlicher das applizierte Tidalvolumen, desto starker steigt die

abgeatmete Pentanalkonzentration.

3. Eine mechanische Beatmung mit schadlich erhdéhten Tidalvolumina Uber 7 Stunden flhrt
nicht zu einer systemischen Inflammation. Jedoch zeigen sich histologische Auswirkungen
einer Schadigung der Lunge in Form einer Abnahme der zur Verfligung stehenden
Alveolarflache. Dies ist umso ausgepragter, je héher das applizierte Tidalvolumen ist.
Zusatzlich kommt es zu einer erhdhten Konzentration von Interleukin-6 und Leukozyten in
der bronchoalveoldren Lavage, welches auf lokale Entziindungsvorgange im Rahmen

einer Ventilator-induzierten Lungenschadigung zurtckgefuhrt werden kann.
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