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1 EINLEITUNG
1.1 Epidemiologie und Pathogenese des ARDS

Beim klinischen Bild des ,Acute Respiratory Distress Syndrome”, abgekiirzt ,ARDS”
handelt es sich um eine akut auftretende, inflammatorische Erkrankung der Lunge
[60]. Das Krankheitsbild ist gekennzeichnet durch ein generalisiertes interstitielles
und alveolidres Odem, eine Verschlechterung der Lungenmechanik sowie des
Gasaustausches. Pradisponierend fiir das Auftreten eines ARDS sind zum einen
direkte Lungenschadigungen wie Lungenkontusion und Aspiration von saurem
Mageninhalt zum anderen indirekte Lungenschadigungen durch z. B. Sepsis oder
Schock jeder Genese. Die Sepsis birgt das hochste Risiko, ein ARDS zu entwickeln
[84]. Trotz Weiterentwicklung supportiver Therapieformen weist das Krankheitsbild
des ARDS eine — mit zwischen 40 — 60 % — immer noch unbefriedigend hohe Letalitat

auf [104;178].

In der akuten Phase des ARDS kommt es zur Zerstorung von Bronchialepithelzellen
und vor allem von Typ-I-Zellen des Alveolarepithels. Die Alveole wird durchléssig
fiir proteinreiche Fliissigkeit, Erythrozyten, Leukozyten und Fibrin; es entsteht ein
interstitielles und alveolires Odem. Dadurch wird Surfactant inaktiviert und das
tibrinose Exsudat formiert sich zu sogenannten ,hyalinen Membranen”. In den
Lungenkapillaren werden hyaline Mikrothromben, Thrombozytenaggregate und
Fibrinthromben beschrieben. Neutrophile Granulozyten adhédrieren am geschadigten
Kapillarendothel und wandern in die Alveole ein. Alveolarmakrophagen werden
aktiviert, setzen Entziindungsmediatoren frei und wunterhalten lokal die
perpetuierende Inflammation der Lunge. Schreitet die Erkrankung weiter fort,
verdicken sich Endothel, Epithel und Interstitium; schliefflich kommt es zum

irreversiblen, fibrotischen Umbau des Lungengewebes [163].

Die in der Lunge selbst synthetisierten Entziindungsmediatoren nehmen eine

Schliisselrolle in der Pathogenese des ARDS ein. In der Bronchoalveoldren Lavage



(BAL) von ARDS-Patienten konnten erhchte Konzentrationen proinflammatorischer
Zytokine (wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) [116;181], Interleukin-13 (IL-1)
[37;116;181], Interleukin-6 (IL-6) [116]) nachgewiesen werden, wahrend die
Konzentrationen ihrer physiologischen, antiinflammatorischen Gegenspieler (wie
Interleukin-10 (IL-10) [37;116], loslicher TNF-a-Rezeptor (TNFsRp) [181], IL-1-

Rezeptoranatagonist (IL-1Ra) [37]) erniedrigt waren.

1.2 Antiinflammatorische Therapie des ARDS

Aufgrund der pathophysiologischen Bedeutung proinflammatorischer Mediatoren
entstand das Konzept, diese zu neutralisieren. Zur immunmodulatorischen Therapie
der Sepsis bzw. des septischen ARDS wurden u.a. TNF-a-Antikorper [3;26], TNFsRp
[52] und IL-1Ra [53] in klinisch-experimentellen Studien intravends appliziert.
Obgleich sich diese Substanzen im Vorfeld ihres klinischen Einsatzes im Tierversuch
als jeweils wirksam erwiesen hatten, bewirkten sie im Patienten keine signifikanten
benefiziellen Effekte (Ubersichten zum Themenkomplex antiinflammatorische

Therapie bei ARDS: [17;42;100]).

Es ist davon auszugehen, dass die Aktivierung der Entziindungskaskade bereits in
der Initilerungsphase des ARDS von entscheidender Bedeutung ist. So konnten in
der BAL von Patienten mit erhohtem ARDS-Risiko schon vor dem tatsdchlichen
Auftreten des Syndroms erhohte Konzentrationen des proinflammatorisch
wirksamen IL-8 nachgewiesen werden [36]. Bei manifestem ARDS ist das
intrapulmonale Verhaltnis von TNF-a und IL-10 zugunsten des TNF-a verschoben
[7]; vermutlich ist dies durch eine verminderte pulmonale Syntheseleistung fiir IL-10
infolge der Schadigung von Bronchialepithelzellen bedingt [15]. Niedrige
Konzentrationen von IL-10 in der BAL von ARDS-Patienten korrelieren signifikant

mit erhohter Sterblichkeit [37].

Interleukin-10 besitzt ein ausgepragtes antiinflammatorisches Wirkspektrum und

hemmt die Produktion von Entziindungsmediatoren simultan auf unterschiedlichen
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Ebenen [69]. IL-10 wird vor allem in Monozyten [30] bzw. Makrophagen [15;166]
sowie T- und B-Lymphozyten [69;123;134;212] produziert. Normalerweise liegt die
Serumkonzentration von IL-10 unterhalb der Nachweisgrenze [57] und steigt erst
durch inflammatorische Stimulation an. So fithren Sepsis [32;70;95;103;114], ARDS
[139] oder Traumata [130;167] regelhaft zum Anstieg der endogenen IL-10-Synthese.
IL-10 wirkt hemmend auf aktivierte Entziindungszellen. In Monozyten und
Makrophagen supprimiert IL-10 die Synthese von TNEF-a, IL-1, IL-6 und IL-8
[10;51,159;200], die Bildung freier Sauerstoffradikale [14] wund reaktiver
Stickstoffmonoxid-Metabolite ~ [28]  [Ubersicht bei  [69]] sowie deren
prokoagulatorische Aktivitat [147;147]. In neutrophilen Granulozyten hemmt IL-10
die Freisetzung von IL-8 [199]. Daneben stimuliert IL-10 die Sekretion von TNFsRp
[34;78;93] und IL-1Ra [90;194] aus aktivierten Monozyten.

Experimentelle Befunde deuten darauf hin, dass die Synthese von IL-10 im Rahmen
einer Entziindung, verglichen mit der Synthese proinflammatorischer Mediatoren,
relativ spat erfolgt: Wahrend humane Monozyten proinflammatorische Mediatoren
bereits innerhalb der ersten 3-6 Stunden nach Stimulation mit bakteriellem
Endotoxin (Lipopolysaccharid, LPS) freisetzen, konnen erhchte IL-10-Wirkspiegel

erst nach ca. 7 h (Peak nach 48 h) nachgewiesen werden [29].

Vor diesem Hintergrund steht das Konzept des therapeutischen Einsatzes von IL-10.
Fir die Therapie des ARDS erscheint eine Gabe per inhalationem interessant: Bei
diesem Applikationsweg kann die erwiinschte Dosis direkt in das Zielorgan Lunge
appliziert werden. Fiir das Krankheitsbild ARDS ist es vorstellbar, dass die
intrapulmonale Suppression proinflammatorischer Sequenzen durch topisch

appliziertes IL-10-Aerosol wesentliche therapeutische Vorteile bringt.

1.3 Inhalationstherapie

Die Inhalation von Pharmaka ist ein attraktives Konzept zur Behandlung

unterschiedlicher pulmonaler, pulmonal-vaskuldrer und bronchialer Erkrankungen.
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Uber die direkte Applikation eines Pharmakons in die Lunge wird eine
Metabolisierung — vor allem durch die Leber — mit moglichem Wirkungsverlust oder
Giftung umgangen. Dies fiithrt zu geringeren systemischen Nebenwirkungen
(pulmonale Selektivitdt). Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass suffiziente lokale
Wirkspiegel erreicht werden konnen, ohne hohe systemische Dosen applizieren zu
miissen. Dadurch konnen zum einen ebenfalls systemische Nebenwirkungen

weitgehend vermieden und zum anderen Therapiekosten gesenkt werden.

Eine etablierte Methode zur Inhalation 16slicher Substanzen ist die Vernebelung des
Pharmakons mittels Druckluft (sog. Jetvernebelung) [1;124]. In der vorliegenden
Untersuchung sollte ein mittels Jetvernebler produziertes IL-10-Aerosol zur Therapie
des akuten, experimentellen Lungenschadens in der Ratte wahrend kontrollierter

Beatmung eingesetzt werden.

Um ein Aerosol mit einem zur alveoldaren Deposition geeigneten Partikelspektrum
zu erzeugen, sind in der Verneblerkammer bestimmte Gasstrome erforderlich. In
einem herkommlichen Beatmungssystem bewirken diese Gasstrome zusammen mit
dem Inspirationsvolumen Spitzendriicke respektive -volumina, welche in der Lunge
eines Kleintieres ein Barotrauma auslosen konnen und somit keine

nebenwirkungsfreie Vernebelung zulassen.

Daher war die Entwicklung und Evaluation eines Systems zur Jetvernebelung

wiahrend kontrollierter Beatmung im Kleintier zentraler Gegenstand der Vorarbeiten.



1.4 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Versuche zur Charakterisierung der Wirkung
von inhaliertem Interleukin-10 auf den Endotoxin-induzierten, akuten

Lungenschaden in der Ratte.
Folgenden Fragestellungen wurde nachgegangen:

¢ Hemmt inhaliertes IL-10 die intrapulmonale Synthese und Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine?
¢ Hemmt inhaliertes IL-10 die Synthese und Freisetzung reaktiver Stickstoff-

und Sauerstoffradikale aus ex vivo kultivierten Alveolarmakrophagen?
¢ Verbessert inhaliertes IL-10 die Lungenmechanik und den Gasaustausch?

e Verhindert IL-10 die Entstehung eines alveoliren Odems und den Einstrom

von Entziindungszellen in den Alveolarraum?

¢ Beeinflusst die pulmonal-topische Applikation von IL-10 die systemische
Entziindungsreaktion, speziell ~im  Hinblick  auf  systemische

proinflammatorische Zytokinkonzentrationen?

In vorhergehenden, umfangreichen in vitro und in vivo Untersuchungen wurde ein
spezielles Verneblersystem zur Anwendung im Kleintier konstruiert, charakterisiert

und evaluiert.
Zundchst wurde(n) daher:

e die apparativen Voraussetzungen zur Jetvernebelung wahrend kontrollierter
Beatmung in der Ratte geschaffen.
¢ die aerodynamische Grofienverteilung des vom entwickelten Verneblersystem

produzierten Aerosols bestimmt.

e die intrapulmonale Deposition des vom entwickelten Verneblersystem

produzierten Aerosols in vivo nachgewiesen und quantifiziert.

¢ der Einfluss der Vernebelung auf das Versuchstier untersucht.
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2 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

2.1 Entwicklung des Jetverneblersystems

2.1.1  Aufbau des Jetverneblersystems

Die Basis fiir das neu entwickelte Jetverneblerystem ist ein Respirator (Siemens-Servo
900 B®, Siemens, Erlangen) mit einem zugehorigen elektronischen Druckventil
(Siemens-Nebulizer-945°, Siemens, Erlangen) zur Steuerung der Vernebelung. Dieses
Druckventil regelt den Gasfluss zur Verneblerkammer, so dass nur in der

Inspirationsphase des Respirators Aerosol produziert wird.

Um dieses Jetverneblersystem in der Ratte einsetzen zu kénnen, wurden folgende

Modifikationen vorgenommen:

Zundchst wurde ein stufenlos regelbarer Druckminderer (O:-Druckminderer,
Kuhnke, Malente) in den Versorgungsschenkel des Nebulizers eingebaut, dies
erlaubte eine Reduktion des Versorgungsdrucks von 4.5 auf 1.5bar. Dieser
Versorgungsdruck entspricht einem Gasfluss von 5.8+0.31/min durch die
Verneblerkammer (gemessen mit: PTS 2000™, Mallinckrodt Europe, Hertogenbosch,
Niederlande). Durch Einbau eines stufenlos regelbaren Ventils im T-Stiick, direkt vor
der Endotrachealkaniile, wurde es moglich, den Spitzendruck wéahrend der
Beatmung stufenlos zu regulieren. Zusatzlich wurde der Inspirationsschenkel vom
Y-Stiick, also unmittelbar vor dem Endotrachealtubus, abgekoppelt. Als Folge des
Umbaus wird das Tier nunmehr nur durch den Nebulizer beatmet. Zur Bestimmung
der Beatmungsdriicke und des exspiratorischen Atemminutenvolumens wurde ein
Atemgasanalysator (PM 8030, Drager, Liibeck) an das Beatmungssystem

angeschlossen (Abbildung 1).
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Abb. 1 Schematische Darstellung des entwickelten Verneblersystems.

(1) Gasverteiler, (2) Respirator (Siemens-Servo 900 B®), (3) Druckminderer (Kuhnke), (4) Nebulizer
(Siemens-NebuIizer-945®), (5) inspiratorische  Triggerung des Nebulizers, (6) T-Stlick  mit
Verneblerkammer (Micro Cirrus™), (7) regelbares, mechanisches Ventil, (8) Exspirationsschenkel,
(9) abgekoppelter Inspirationsschenkel, (10) Trachealkanile, (11) Atemgasanalysator (PM 8030,
Drager).

Abbildung 2 zeigt Aufbau und Funktionsprinzip der verwendeten Verneblerkammer
(Micro Cirrus™, Intersurgical, St. Augustin). Bei einem Gasstrom von 8 1/min liefert
die Kammer ein Partikelspektrum, bei dem 90 % der Aerosolteilchen einen

Durchmesser unter 2 um aufweisen.



Abb. 2 Funktionsprinzip der verwendeten
Verneblerkammer (Micro Cirrus™).

In der Mitte der Kammer —geflllt mit
Medikamentenlésung (1) — befindet sich eine
Rohre, lber der eine Dise (2) angebracht ist.
Atemgas (3) strdmt mit hoher Geschwindigkeit
durch die Réhre und wird an der engen, oberen
Offnung der Diise noch einmal beschleunigt.
Dadurch wird an dieser Stelle ein Unterdruck
erzeugt (Venturi- oder Bernoulli-Effekt), und
Flissigkeit wird unter die Duse gesogen. Die
Flussigkeitssdule reiBt ab; es entstehen
Tropfchen. Enthélt dieses Priméaraerosol zu groBe
Tropfchen, werden diese an der Prallplatte (4)
abgeschieden und fallen zurick in die
Medikamentenkammer oder sie zerfallen an der
Prallplatte. Es entsteht ein inhalierfahiges
Sekundaraerosol (5).

2.1.2  Evaluation des Jetverneblersystems in vitro
21.21 Material und Methodik

Wesentliches Charakteristikum eines Verneblers ist die Partikelgrofienverteilung des
von ihm produzierten Aerosols. Die Bestimmung dieser Grofienverteilung fiir das
hier beschriebene, neu entwickelte Verneblersystem wurde mit Hilfe einer
Aerosolzentrifuge nach Stober (siehe Abbildung 3) [175] in Zusammenarbeit mit
Herrn Dr. W. G. Kreyling am Institut fiir Aerosolbiologie der GSF-Neuherberg
durchgefiihrt. Um die Aerosolpartikel hierfiir radioaktiv zu markieren, wurden zu
5ml einer IL-10-Lésung (0.33 ug/ml in 0.81 prozentiger, pyrogenfreier,
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS, Apotheke Innenstadt,
Universitatsklinikum Miinchen)) 0.1 ml einer mit 70 MBq *™Tc-markierten

Pertechnatlosung (Amersham Buchler, Braunschweig) gegeben.



Abb. 3 Abbildung einer Stéberzentrifuge, Zentrifugenrotor mit spiralférmigem Aerosolkanal [175].

Waéhrend sich die Zentrifuge dreht (Pfeil:
Rotationsrichtung), tritt Luft in den Einlass des
Aerosolkanals (1) und wird durch einen
Laminator (2) gefiihrt. Das zuvor getrocknete
Aerosol tritt im Zentrum des Zentrifugenrotors
(3) an der Innenseite eines spiralférmigen
Kanals ein und stromt parallel zur
FOhrungsluft durch den Kanal. Aufgrund der
Zentrifugalkraft werden die Aerosolteilchen
durch die Kanalbreite transportiert und
scheiden sich in  Abhangigkeit ihres
aerodynamischen Durchmessers auf der an
der KanalauBenwand liegenden Folie ab,
wahrend die FlUhrungsluft die Zentrifuge am
Aerosolaustritt (4) verlasst. Die Aktivitats-
menge des *™Tc ist proportional zur Menge
der abgeschiedenen IL-10-Partikel.

21.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Das vom Verneblersystem generierte Aerosol wurde durch einen Endotrachealtubus
(Innendurchmesser: 9.0 mm, SIMS Portec Ltd., Hythe, Grofibritannien) in eine mit
trockener Luft gefiillte Mischkammer geleitet. Von hier wurde das getrocknete
Aerosol kontinuierlich in die Aerosolzentrifuge abgegeben. Die radioaktive
Aktivitatsverteilung der *mTc-Aerosolpartikel auf der Folie wurde mit einem
Detektor ermittelt [48]. Nach vorheriger Kalibration der Zentrifuge mit
monodispersen Latexaerosolen bekannter Gréfie wurde anhand einer Eichfunktion
die aerodynamische Grofienverteilung des Aerosols bestimmt [47]. Aus dieser
aerodynamischen Grofienverteilung des getrockneten Aerosols wurde dann die
geometrische Grofienverteilung der abgeschiedenen *™Tc-markierten IL-10-Partikel
berechnet. Anschliefend wurde die Partikelgrofienverteilung des Testaerosols
basierend auf der bekannten Konzentration der IL-10-Losung bestimmt. Die
Einstellungen am Respirator bzw. Nebulizer entsprachen denen, die spdter im
Tiermodell angewendet wurden: Atemminutenvolumen (AMV): 0.011/min,

Atemfrequenz (AF): 40 min?, Inspirations- / Exspirationszeit (I: E): 1: 2.



2.1.3  Evaluation des Jetverneblersystems in vivo

2.1.3.1 Material und Methodik
21.3.1.1 Aerosolproduktion

Vor Beginn der tierexperimentellen Untersuchung erfolgte die Ermittlung der
Vernebelungsfraktion aus dem Vernebler. Durch Wiegen der Verneblerkammer vor
und nach jeweils 10-miniitigen Vernebelungsphasen (Sartorius, Analytical Scales,
Gottingen) fiir die Dauer von insgesamt 60 Minuten, konnte der in dieser Zeitspanne
vernebelte Anteil des zu Beginn der Vernebelung eingesetzten Volumens (5 ml)
festgestellt werden. Dies wurde an sechs Verneblerkammern untersucht. Es zeigte
sich, dass pro 10 Minuten ein mittleres Volumen von 0.26 (0.006) ml (Median (IQR))

vernebelt wurde.

2.1.3.1.2 Versuchstiere

Die tierexperimentelle in vivo Evaluation des Verneblersystems wurde am Institut
fiir Chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen
durchgefiihrt. Fiir die Versuche wurden 24 maénnliche Sprague-Dawley Ratten
(Charles River Wiga, Sulzfeld) verwendet, das mittlere Korpergewicht der Tiere
betrug 550+49 g. Alle Tiere wurden gemdfs der Vorgaben der giiltigen
Tierschutzbedingungen im Tierstall des Institutes fiir Chirurgische Forschung
betreut. Die vorliegende Untersuchung war von der zustandigen Kommission der
Regierung von Oberbayern unter dem Aktenzeichen 211-2531-50/2000 genehmigt

worden.

2.1.3.1.3 Anisthesie und Instrumentierung

Die Narkoseeinleitung erfolgte durch die intraperitoneale Injektion von
Pentobarbital-Natrium (0.05 mg/kgKG; Narcoren, Merial, Halbergmoos) und
Fentanyl (0.005 mg/kgKG; Fentanyl-Janssen, Janssen-Cilag, Neuss). Die Tiere wurden
auf dem Riicken liegend auf einer Heizmatte gelagert, um die Korpertemperatur

zwischen 37° und 38 °C zu halten. Die Korpertemperatur wurde kontinuierlich mit
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einer rektalen Temperatursonde (Siemens Sirecust 404, Siemens, Erlangen) gemessen.
Nach Erreichen von chirurgischer Toleranz wurden die Tiere tracheotomiert und mit
einer 13 Gauge Kaniile (Innendurchmesser (ID): 2.0 mm, Aussendurchmesser (AD):
2.5 mm, Abbott, Wiesbaden) intubiert. Diese Kaniile wurde mittels eines Konnektors
fir padiatrische Endotrachealtuben (2.5 Charriere) mit dem Beatmungsschlauch
verbunden. Zur Abdichtung und Verhinderung einer Dislokation wahrend des
Versuchs wurde die Kaniile in der Trachea mit einer Ligatur gesichert. Nach
chirurgischer Praparation wurden fliissigkeitsgefiillte Polyurethankatheter (ID:
0.58 mm, AD: 0.96 mm, SIMS Portex Ltd., Hythe, Grofibritannien) in die rechte
Arteria femoralis — zur Abnahme von Blutproben und kontinuierlicher Messung des
Blutdrucks — bzw. Vena femoralis — zur intravendsen Narkosefiihrung — inseriert.
Mittels einer Spritzenpumpe (Braun-Secura, B. Braun, Melsungen) wurden
kontinuierlich  Pentobarbital  (5-10 mg/kgkG/h) und Fentanyl (0.0025 -
0.005 mg/kgKG/h) infundiert. Wahrend der Versuche wurden die Herzfrequenz
(HF) mittels subkutanen Nadelelektroden und der mittlere arterielle Blutdruck
(MAP) tiber einen elektromechanischen Druckwandler (Statham Physiological
Pressure Transducer P23x1-1, Viggo-Spectramed, Oxnard, CA, USA) kontinuierlich
registriert. Die Darstellung der Parameter erfolgte auf einem Siemens Sirecust 404

Monitor (Siemens, Erlangen).

2.1.3.1.4 Beatmung und Vernebelung

Auflerhalb der Vernebelungsphase wurden die Tiere mit einem neonatologischen
Intensivrespirator (Stephanie®, Stephan  Medizintechnik, Gackenbach)
druckkontrolliert (PCV) beatmet: pmax: 18 mbar, PEEP: 4 mbar, AF: 40 min-, FiO2: 0.5,
I:E: 1:2. Der Respirator verfiigt {iber einen Lungenmessplatz, der unter anderem
die kontinuierliche Bestimmung der dynamischen Compliance und Resistance
gestattet. Die Compliance (C) beschreibt die elastischen Eigenschaften des
Atmungsapparates. Sie ist definitionsgemafs das Verhaltnis von Volumenanderung

zu der damit verbundenen Druckdnderung und wird in ml/mbar angegeben. Die
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Resistance (R) ist ein MafS fiir den Atemwegswiderstand. Sie wird definiert durch
das Verhéltnis von der Druckdifferenz zwischen Atmosphdre und Alveolen und
dem pro Zeiteinheit durchstromten Gasvolumen (=Flow) und wird in mbar/l/s

angegeben.

Die 40-miniitige Vernebelungsphase des Testaerosols wurde mit dem neu
entwickelten Verneblersystem durchgefiihrt. Vor Beginn und nach Ende der
Vernebelung wurden die Verneblerkammern gewogen (Sartorius, Analytical Scales,
Gottingen), um aus der Massendifferenz die Menge der vernebelten Losung zu
ermitteln. Der Spitzendruck (pmax) im Vernebelungssystem wurde zu Beginn der
Vernebelung auf 15 mbar eingestellt (Zwischenschaltung des Atemgasmonitors
PM 8030). Nach 20 Minuten und am Ende der jeweiligen Vernebelungsphase wurde

diese Einstellung verifiziert.

2.1.3.1.5 Versuchsprotokoll

Nach der chirurgischen Praparation wurden die Tiere fiir 40 Minuten mit dem
neonatologischen Respirator (Stephanie®) beatmet. Nach dieser Stabilisierungsphase
folgte die 40-miniitige Vernebelungsphase. Nach der Vernebelung wurden die Tiere
abermals fiir 40 Minuten mit dem neonatologischen Respirator beatmet. Am Ende
des Protokolls erfolgte die Tétung der Tiere durch eine Uberdosis Pentobarbital und
gleichzeitige Exsanguination iiber den arteriellen Zugang. Uber die Vena femoralis
wurde das Gefafisystem fiir 5 Minuten mit PBS perfundiert (Flussrate: 10 ml/min).
Anschliefiend erfolgte eine mediane Thorakotomie und das Herz-Lungen-Paket
wurde entnommen. Die Pulmonalarterie wurde kaniiliert und nochmals mit PBS
(b ml) perfundiert. Danach wurde die Lunge isoliert und entsprechend dem

jeweiligen Protokoll préapariert (siehe 2.1.3.2.1.2, 2.1.3.2.2.2 und 2.1.3.2.2.3).
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2.1.3.2 Versuchsdurchfiihrung
21.3.2.1 Einfluss der Vernebelung auf das Versuchstier

213211 Versuchsablauf und Messungen

Das mogliche Auftreten unerwiinschter Nebenwirkungen wurde durch die
Vernebelung eines NaCl-Testaerosols (Natrium-Chlorid 0.9 %, B. Braun Melsungen
AG, Melsungen) an 8 Tieren untersucht. Neben den kontinuierlichen Messungen von
HF und MAP wurden zu den Messzeitpunkten vor, wihrend (20 Minuten nach
Vernebelungsbeginn) und 10 Minuten nach Ende der Vernebelung arterielle Blutgase
(arterieller Sauerstoffpartialdruck (paO:z), arterieller Kohlendioxidpartialdruck
(paCOy2)) bestimmt. Die Lungencompliance und —resistance wurden vor und in der
ersten Minute nach Ende der Vernebelung dokumentiert. Die Lungen der Tiere

wurden entnommen und fiir die lichtmikroskopische Untersuchung aufgearbeitet.

213212 Histologische Untersuchung

Nach Fixation in Formalin fiir 48h (4%ige Formaldehydlosung, Apotheke
Innenstadt, Universitatsklinikum Miinchen) wurden von jeder Lungenregion
mehrere Langs- und Querschnitte (cranial, medial, caudal, frontal, dorsal)
angefertigt. Die Gewebeproben wurden in Paraffin eingebettet, 2 um dick
geschnitten (Mikrotom Hn 40, Fa. Leica, Nufiloch) und mit Hdmatoxylin und Eosin
(Carl-Roth, Karlsruhe) gefdarbt. Nach dem Trocknen wurden die Praparate
lichtmikroskopisch (Axiophot-Mikroskop, Carl Zeiss, Oberkochen) von einem

Pathologen untersucht.

2.1.3.2.2 Nachweis der intrapulmonalen Deposition

213221 Praparation der Mikrospharen
Der Nachweis der pulmonalen Deposition der vom Verneblersystem produzierten
Aerosolpartikel erfolgte mit Hilfe von fluoreszierenden Mikrosphdren (FM).

Verwendet wurden monodisperse Polystyren-Mikrosphéren (FluoSpheres®, yellow-

green, Durchmesser: 1 um, Molecular Probes, Leiden, Holland) mit einer maximalen
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Exzitationswellenlange von 458 nm und einer maximalen Emissionswellenldnge von

506 nm in einer 2%igen Verdiinnung (3.6x10° FM/ml, in aqua dest.).

Vor der Vernebelung wurde diese Ausgangslosung fiir 10 Minuten Vortex-gemischt
(Vortex-Reagenzglasmixer, VM300, neolLab, Heidelberg) und anschlieffend
20 Minuten im Ultraschallbad (Sonorex TK52H, Bandelin) behandelt. Es wurde 1 ml
der Losung entnommen, mit 4 ml destilliertem Wasser (aqua dest., Apotheke
Innenstadt, Universitatsklinikum Miinchen) verdiinnt und nochmals im Vortex
(10 Minuten) und im Ultraschallbad (20 Minuten) gemischt. Unmittelbar vor den
jeweiligen Vernebelungen wurde dieses Prozedere wiederholt, um die FM mdoglichst
als Einzelsphdren in Losung zu halten. Fiir die Vernebelung wurden 2 ml dieser
Mikrosphdrenlosung in die Verneblerkammer gefiillt. Zur Quantifikation der
pulmonalen Deposition der vernebelten FM (siehe 3.1.3.2.2.3) wurde jeweils eine
Probe der vernebelten Mikrosphdrenlosungen als individuelle Referenzprobe

asserviert.

213222 Qualitativer Nachweis der Deposition

Die Untersuchung zur Lokalisierung der intrapulmonal deponierten FM wurde
ebenfalls in 8 Tieren durchgefiihrt. Fixierte, ungefarbte Lungenschnitte wurden
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dazu wurden die Lungen unmittelbar nach
Entnahme am Versuchsende gebldht (mittlerer intratrachealer Druck: 1.2 + 0.2 kPa),
um die anatomische Struktur der Lunge zu erhalten. Danach wurden die Lungen in
fliissigem Stickstoff fixiert. Bis zum Schneiden der einzelnen Lungen mit dem
Gefriermikrotom (Kryostat 1720, Fa. Leica, Nufiloch) in 20 um diinne Schnitte,
wurden die Organe bei —80 °C aufbewahrt. Die Schnitte wurden mit einem Zeiss®-
Axiophot-Mikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen) untersucht. Mit Fluoreszenzauflicht
der Wellenldange 450 — 490 nm (Filter: Leitz, Wetzlar) wurden die FM zur Emission
gebracht; die Darstellung der pulmonalen Strukturen erfolgte mit konventioneller

Lichtmikroskopie.
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2.1.32.23 Quantitativer Nachweis der Deposition

Der quantitative Nachweis der Deposition erfolgte in Anlehnung an das Protokoll
von Glenny et al. [66;67]. Die isolierten Lungen von 8 Tieren wurden hierbei vor
Entnahme ebenfalls gebldht und fiir 48h bei 45°C getrocknet. Nach dem
Abpraparieren der Trachea und der grofSen Bronchien wurden die Lungenlappen
entlang der intrapulmonalen Bronchien bis zur Aufzweigung der Bronchio-Alveolar-
Gange mikrodisseziert. Auf Grund seiner Grosse wurde der linke Lungenfliigel
horizontal in drei Abschnitte aufgeteilt. Nach Wiegen der Lungenproben (Sartorius,
Analytical Scales, Gottingen) wurden diese einzeln fiir 24 h in Polypropylengefafsen
(Nunc, Roskilde, Danemark) mit 2.0 ml Cellosolve® (2-Ethoxy-Ethyl-Acetat, 99 %,
Sigma-Aldrich  Chemie, Taufkirchen) inkubiert. Cellosolve® 19st den
Fluoreszenzfarbstoff aus den im Gewebe deponierten FM, so dass sich der Farbstoff
homogen in der Losung verteilt. Schliefflich wurde aus jedem Gefafs eine
Fliissigkeitsprobe entnommen und die Fluoreszenzintensitit mit einem
automatisierten = Lumineszenz-Spektrophotometer (LS50 B, Perkin  Elmer,

Uberlingen) [192] bestimmt.

Um von der Fluoreszenzintensitat auf die Anzahl der FM riickschliefSen zu konnen,
muss eine direkte Proportionalitdat zwischen beiden Parametern bestehen. Um diesen
Zusammenhang mittels einer Eichkurve zu ermitteln, wurde eine Verdiinnungsreihe
in 10 Stufen (3.6x10° bis 720x10° FM/ml) hergestellt. Zur Einstellung einer
bestimmten Anzahl FM pro Volumen wurden die jeweiligen Mikrospharenlosungen
manuell in einer Zihlkammer (Neubauer-improved, Laboroptik GmbH,
Friedrichsdorf) ausgezahlt. AnschlieSend wurde die Fluoreszenzintensitat

spektrophotometrisch ermittelt (LS 50 B, Perkin Elmer, Uberlingen).

Aus dem Verhiltnis der in den Lungen nachweisbaren FM zu den vernebelten FM
wurde die Aerosoldeposition errechnet. Hierfiir wurde zundchst die jeweils
vernebelte FM-Fraktion mittels der Gravimetrischen Methode bestimmt. Dazu

wurde vor und nach der Vernebelung die gefiillte Verneblerkammer gewogen sowie
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die individuelle Fluoreszenzintensitat der vernebelten Losung spektrophotometrisch
bestimmt. Uber die Massendifferenz konnte auf die vernebelte Fraktion geschlossen

werden.

2.2 Vernebelung von IL-10

221 Material und Methodik
2211 Versuchsaufbau und Studiendesign

Mit der Entwicklung und Evaluation des Verneblersystems waren die notwendigen
methodischen Voraussetzungen geschaffen, um den Einfluss von Interleukin-10-
Aerosol auf die pulmonale und systemische Entziindungsreaktion wahrend
experimenteller Endotoxindmie in der Ratte zu untersuchen. Die vorliegende

Untersuchung erfolgte als kontrollierte, prospektive und randomisierte Studie.

Die Tierexperimente wurden ebenfalls am Institut fiir Chirurgische Forschung der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen durchgefiihrt. Fiir die Versuche wurden
insgesamt 24 méannliche Sprague-Dawley Ratten (Charles River Wiga, Sulzfeld) mit
einem mittleren Kérpergewicht von 550 + 50 g verwendet. Alle Tiere wurden gemaf3
den Vorgaben der giiltigen Tierschutzbestimmungen im Tierstall des Instituts fiir
Chirurgische Forschung der Universitit Miinchen betreut. Die vorliegende
Untersuchung war zuvor von der zustandigen Kommission der Regierung von

Oberbayern unter dem Aktenzeichen 211-2531-50/2000 genehmigt worden.

221.2 Experimentelle Endotoxindmie

Die Induktion des experimentellen Lungenschadens erfolgte durch intravendse
Injektion von Endotoxin (Lipopolysaccharid, LPS, E. coli Serotyp 055:B5, Sigma-
Aldrich Chemie, Taufkirchen). Das lyophilisierte LPS wurde in PBS gelost bzw.
verdiinnt (Konzentration: 5 mg/ml) und bis zur Verwendung in Aliquots zu je 1 ml

bei 20 °C gelagert.
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Bei LPS handelt es sich um den l6slichen Bestandteil der Hiillmembran gram-
negativer Bakterien. Die Applikation von LPS fiihrt via Freisetzung
proinflammatorischer Substanzen zu Entziindungsreaktionen, die lokal beschrankt
oder auch systemisch auftreten konnen. Bei Versuchstieren unterschiedlicher Spezies
bewirkt die systemische Applikation von LPS pulmonale Verdanderungen, die denen
des Menschen bei ARDS qualitativ entsprechen [73]. In der Ratte kommt es durch
LPS-Stimulation zu einer Alveolitis, die durch eine gestorte Integritit des
Gefaflendothels sowie die Akkumulation und alveoldre Sequestration von

neutrophilen Granulozyten gekennzeichnet ist [128;188].

2.2.1.3 Interleukin-10

Fir die vorliegende Studie wurde rekombinantes Interleukin-10 der Ratte (R&D
Systems, Wiesbaden; als Lyophilisat zu je 25ug, Reinheit >98 %, spezifische
Aktivitat: 5x 105 U/mg (Herstellerangaben)) verwendet. Nach dem Wiederauflosen
in PBS wurden durch weitere Zugabe von PBS Einzelproben mit eine IL-10-
Endkonzentration von 5 pg/ml hergestellt. Diese Proben wurden bis zu ihrer

Verwendung bei —80 °C gelagert.

2.2.2  Versuchsdurchfiihrung

2221 Anaisthesie, chirurgische Praparation und Monitoring

Die Narkosefiihrung, Instrumentierung und das kontinuierliche Monitoring
entsprechen der unter 2.1.3.1 beschriebenen Vorgehensweise. Zur Vernebelung
wurde das neu entwickelte und im ersten Teil der vorliegenden Arbeit beschriebene
Verneblersystem verwendet. Aufierhalb der Vernebelungsphase wurden die Tiere
mit dem bereits in der Vorstudie verwendeten, neonatologischen Intensivrespirator
(Stephanie®) druckkontrolliert beatmet (pmax: 18, PEEP: 4 cm H2O, AF: 40 min, FiO2:
0.5, LE: 1:2). Uber den intravendsen Zugang erfolgte die Volumensubstitution
(NaCl 0.9 %, 7.5 - 15 ml/kgKG/h) und in Abhéngigkeit von der Versuchsgruppe die

Injektion von LPS. Zur Aufrechterhaltung eines ausreichenden Perfusionsdrucks der
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Systemzirkulation wurden bei Unterschreiten eines MAP von 80 mmHg
Hydroxyethylstarke (HAES, 200/0.5, 10 %, Hemohes, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen) und NaCl-Losung (im Verhaltnis 1:1) bis zu 4ml pro Stunde i.v.
appliziert. Bei einem weiteren Blutdruckabfall erfolgte die kontinuierliche Perfusion

von Noradrenalin (0.02 - 1 mg/kg/h, i.v., Arterenol, Aventis, Frankfurt).

Zu den Messzeitpunkten wurden aus dem arteriellen Katheter zwei 80 ul fassende
heparinisierte Glaskapillaren (Clinitubes, Fa. Radiometer, Kopenhagen, Danemark)
zur Blutgasanalyse (Chiron Diagnostics, Fernwald) und zur Analyse des peripheren
Blutbildes (Hemocytometer, Coulter AT Counter, Coulter Electronics, Krefeld)
entnommen. Eine eventuell bestehende metabolische Azidose (pH <7.30, negativer
Basentiiberschuss (BE) <-5, keine respiratorische Komponente) wurde mit
Bicarbonatlosung (NaHCOs-Bedarf, entsprechend: NaHCOs meq; = BEmeqn; x 0.3 x

KGixg)) korrigiert.

22.2.2 Versuchsgruppen und -protokoll

Es wurden randomisiert drei Versuchsgruppen (je n=8) gebildet. Die

Gruppenzuteilung erfolgte nach Abschluss der chirurgischen Praparation:

LPS-Gruppe: Nach der chirurgischen Praparation und einer 15-miniitigen
Stabilisierungsphase erfolgte die Induktion des inflammatorischen Lungenschadens

durch intravendse LPS-Injektion (5 mg/kgKG, iiber 10 Minuten).

IL-10-Gruppe: Unmittelbar vor LPS-Stimulation der Tiere erfolgte eine Behandlung
mit IL-10-Aerosol. Ziel war eine intrapulmonale Deposition von 0.1 pg IL-10 pro
Tier. Dies wurde durch Vernebelung von 1ml der eingesetzten IL-10 Losung
(Konzentration: 5 pg/ml) erreicht; hierzu wurde eine Vernebelungsdauer von

40 Minuten benoétigt (siehe 2.1.3.1.1).

Kontrollgruppe (SHAM): Evaluation der Auswirkung von Narkose, chirurgischer

Praparation und Beatmung bzw. Applikation von Aerosol auf die untersuchten
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Parameter. Die Tiere dieser Gruppe erhielten die IL-10-Tragerlosung (PBS, 1 ml in
40 Minuten) per inhalationem, gefolgt von einer Injektion mit physiologischer

Kochsalzlosung (NaCl 0.9 %) anstelle von LPS.

Nach Injektion von LPS bzw. NaCl wurden die Tiere aller Versuchsgruppen fiir
einen Zeitraum von 6 Stunden druckkontrolliert beatmet. Wahrend des Versuchs
wurden die Beatmungs- und Vitalparameter kontinuierlich {iberwacht und
stiindliche laborchemische Messungen durchgefithrt (Meal-7). Am Ende des
Beobachtungszeitraumes wurden die Tiere durch eine Uberdosis Pentobarbital und
gleichzeitige Exsanguitation {iber den arteriellen Zugang getotet. Anschliefiend
wurde eine Bronchoalveoldre Lavage (BAL) durchgefiihrt. Eine Darstellung des

genauen Ablaufs der Versuche bei den einzelnen Versuchsgruppen zeigt

Abbildung 4.
l Mea 3 — Mea 6
\{
1) Préparation + Endotoxindmie
I
v LPT, iv. ¢ ¢ BAL
(2) Praparation IL-10-Aerosol H Endotoxinamie Blut
3) Praparation PBS-Aerosol | i
| | | | // >
-60 0 60 360

Abb. 4 Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls.

Nach Abschluss der Praparation Randomisierung der Versuchsgruppen. (1) LPS-Gruppe: Induktion
der Endotoxindmie mit LPS. (2) IL-10-Gruppe: Vernebelung von IL-10-Aerosol und anschlieBend
Induktion der Endotoxindmie mit LPS. (3) Kontrollgruppe: alleinige Vernebelung von PBS-Aerosol.
Mea = Measurement; Messzeitpunkt.

19



22.2.3 Gewinnung und Aufarbeitung der Blutproben

Zunachst wurde mit einem Hemocytometer die Anzahl der Leukozyten im
heparinisierten Blut bestimmt (Heparin-Natrium, Ratiopharm, Ulm). Zur Analyse
des Differentialblutbildes wurden zwei Blutausstriche angefertigt und nach der
Methode von Pappenheim (May-Griinwald-Giemsa-Farbung, Fa. Carl-Roth,
Karlsruhe) gefarbt und mikroskopisch differenziert (in 100 Leukozyten). Zur
Gewinnung von DPlasma wurde das restliche Blut 10Minuten bei
2500 Umdrehungen/min zentrifugiert (Hettich Rotanda/S Zentrifuge, Wagner &
Munz, Miinchen), der Uberstand abpipettiert und bis zur weiteren Aufarbeitung bei

-80°C eingefroren.

2224 Durchfithrung und Aufarbeitung der BAL

Der Thorax wurde eréffnet und die Lunge mobilisiert. Die Lunge wurde mit 10
Aliquots & 10 ml PBS tiber die liegende Trachealkantile in situ gespiilt. Die von jedem
Tier gewonnene Lavagefliissigkeit (BAL) wurde gepoolt und ihr Gesamtvolumen
bestimmt. Nach Zentrifugation bei 1500 U/min fiir 10 Minuten wurde der Uberstand
abgenommen und das entstandene Zellpellet einmal mit PBS gewaschen. Der
zellfreie Uberstand des Pellets (BALF; Bronchoalveolar lavage fluid) wurde nochmals
zentrifugiert (3000 U/min) und in Einzelproben bei —80 °C eingefroren. Das Zellpellet
wurde in 2 ml Kulturmedium (RPMI 1640, Seromed, Berlin) mit 2 mM 1-Glutamin
(Seromed, Berlin), 0.16 mg/ml Gentamycin (Merck, Darmstadt) und 10 % fetalem
Rinderserum (FCS, Boehring, Mannheim) resuspendiert. Die Gesamtzellzahl dieser
Zellsuspension wurde mit dem Hemocytometer bestimmt. Zur Zelldifferenzierung
wurden mit Hilfe einer Zytozentrifuge (5 Minuten bei 500 U/min; Shandon Life
Science, Frankfurt) Zellpraparate angefertigt. Nach May-Griinwald-Giemsa-Farbung
konnte anhand morphologischer Kriterien der Anteil der Alveolarmakrophagen
bestimmt werden. Der Anteil vitaler Zellen an der Gesamtzellzahl (= Viability)
wurde mit der Tryptanblaumethode [135] (1 %ige Tryptanblau-Losung, Fluka AG,

Neu Ulm) bestimmt. In Zellen mit einer intakten Zellmembran kann der Farbstoff
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nicht eindringen, d.h. die Anzahl ungefarbter Zellen pro 100 Zellen ergibt die
Viability in Prozent. Fiir die weiteren Analysen wurde die restliche Zellsuspension

auf 1 x 10° vitale Zellen/ml eingestellt.

2.2.25 NO:>-Freisetzung aus Alveolarmakrophagen

Uber Adhérenz wurden die Alveolarmakrophagen (AM) von den restlichen Zellen in
der Zellsuspension getrennt. Dazu wurde die Zellsuspension in 96-well
Kulturplatten (Flachboden; Nuclon Delta Surface, Nunc, Roskilde, Danemark)
ausgesat (0.2x10° AM/well, 200 ul/well) und fiir 2h bei 37 °C bei 5 % CO: und
21 % Oz  kultiviert. =~ Nach dieser Zeit wurden die nun adharenten
Alveolarmakrophagen einmal gewaschen (mit RPMI 1640, +2mM r-Glutamin,
+0.16 mg/ml Gentamycin), um nicht-adhéarente Zellen zu entfernen. Danach wurde
den AM 200 ul/well frisches Kulturmedium (RPMI 1640, +2mM t-Glutamin,
+0.16 mg/ml Gentamycin, +10 % FCS) zugesetzt. Ein Teil der AM wurde mit LPS
(1 ug/ml; E. coli, Serotype 0.55:B5, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) stimuliert.
AnschlieSend wurden die Zellen fiir 24 h kultiviert (37 °C, 5 % COz, 21 % O»).

Nach Ablauf dieser Zeit wurde das freigesetzte Nitrit (NO2) mit Hilfe der Griess-
Reaktion bestimmt [35;74]. Das Verfahren beruht auf dem Nachweis der stabilen
Oxidationsprodukte Nitrat und Nitrit durch eine Azoreaktion im Zelliiberstand.
Dazu wurden die Kulturplatten zentrifugiert (2000 U/min, 10 Minuten), und jeweils
50 ul des Uberstandes abpipettiert. Die Uberstande wurden mit 50 pul Griessreagenz
(1 % Sulfanilamid, 0,1 % Naphthylethylendiamin, 2,5% Phosphorsdure) fiir
10 Minuten inkubiert; anschlieffend Messung der Absorption bei 550 nm (Microplate
Reader Ear 400 AT, Salzburger Labortechnik, Salzburg, Osterreich). Gleichzeitig
wurde auch eine vorher angefertigte Verdiinnungsreihe mit Natriumnitrat
gemessen. Abschliefend konnte der Nitritgehalt der Zellkulturiiberstande anhand

dieser Standardkurve ermittelt werden.
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2.2.2.6 O>-Freisetzung aus Alveolarmakrophagen

Die in vitro Produktion von Superoxidanionen (O:) durch Alveolarmakrophagen
wurde mit Hilfe eines Superoxidanionenassays bestimmt. Dieses Verfahren basiert
auf der Reduktion von Ferrocytochrom-C durch freigesetzte Superoxidanionen

[38;144] (Gleichung 1).
(1)  Ferrocytochrom-C* + O —=——=> O + Ferrocytochrom-C?*

Diese Reduktionsreaktion bewirkt eine Absorptionszunahme im Zelliiberstand, die

photometrisch bei 550 nm bestimmt werden kann.

Die Zellsuspension wurde in 96-well Kulturplatten (0.2 x 10°/well) ausgesat und fiir
2h zur Adhédrenz der Alveolarmakrophagen kultiviert (37 °C, 5 % COz, 21 % O).
Nach diesen 2 h wurden die AM zweimal mit 37°C warmer HBSS (Hanks' Balanced
Salt Solution, +Ca*, + Mg", Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) gewaschen, um
nicht adhdrente Zellen zu entfernen. Danach wurden die AM mit 200 ul/well der
jeweiligen Reaktionslosung inkubiert. Die Reaktionslosungen bestanden aus HBSS
versetzt mit Cytochrom-C (160 uM, Typ VI from Horse Heart, Sigma-Aldrich
Chemie, Taufkirchen), wobei bei einem Teil der AM zur Stimulation PMA (20 nM,
Phorbol-12-myristat-13-acetat, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen), ein potentes
Stimulans der Sauerstoffradikalproduktion (O2) aus Gewebemakrophagen [143]
zugesetzt wurde. Auflerdem wurde fiir beide Gruppen (unstimuliert / stimuliert) in
einem Vergleichsansatz die unspezifische Reduktion des Cytochrom-C durch
Zugabe des Cytochrom-C-Inhibitors Superoxiddismutase (SOD, 300 U/ml, von
bovinen Erythrozyten, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) erfasst. SOD Kkatalysiert
folgende Reaktion (Gleichung 2):

2 20 +2H /> O + H.O:

Nach Kultivierung der Mikrotiterplatten fiir 1h bzw. 2h wurde mittels eines

Spektrophotometers die Absorption bei 550 nm bestimmt. Die O:-spezifische
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Cytochrom-C Reduktion ergibt sich aus der Differenz des Reaktionsansatzes ohne

SOD und des Vergleichsansatzes mit SOD. Zur Umrechnung der

Absorptionsdifferenz  in  nmol O2'/0.2x10®  Makrophagen = wurde ein

Extinktionskoeffizient von 15,87 x 10° M cm™ verwendet [144].

2.2.2.7 Bestimmung der Proteinkonzentration in der BAL

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in der zellfreien Lavagefliissigkeit wurde
mit einem Bicinchoninsdure (BCA)-Assay (Pierce, Rockford, USA) nach der Methode
von Smith et al. [171] unter Verwendung einer Albumin-Standardkurve (Bovines
Serumalbumin, BSA, Behring, Marburg) durchgefiihrt. In einem alkalischen System
reduziert Protein Cu*-Ionen zu einem farbigen Komplex (Biuret-Reaktion), der mit
Bicinchoninsdure (BCA) verstarkt wird. Dieser Cu'*-BCA-Komplex ist sehr stabil und

farbintensiv mit einem Absorptionsmaximum bei 562 nm.

2.2.2.8 Zytokinbestimmungen in BAL und Plasma

Die quantitative Bestimmung von Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1(3
(IL-1), Interleukin-6 (IL-6), Interferon-y (IFN-y), RANTES (engl.: regqulated on
activation, normal T cell expressed and secreted) und Interleukin-10 (IL-10) erfolgte mit
standardisierten ELISA-Kits (Quantikine, R&D Systems, Wiesbaden). Hierbei handelt
es sich um einen Sandwich-Enzym-Immunoassay, d.h. die Mikroplatte ist bereits mit
einem monoklonalen Antikorper (capture antibody) beschichtet, der spezifisch gegen
ein bestimmtes Zytokin gerichtet ist. Standards, Kontrollen und das Probenmaterial
werden auf die Platte pipettiert, und das zu bestimmende Zytokin bindet an den
Antikorper an der Oberfliche der Platte. Nach Waschen der Platte wird ein
enzymgekoppelter, polyklonaler Antikorper (detection antibody), spezifisch fiir ein
sekunddres Epitop des Zytokins, hinzugegeben. Es bildet sich ein Zytokin-
Antikorper-Komplex. Nach nochmaligem Waschen wird dann die Substratlosung
hinzugegeben, die enzymatisch in ein farbiges Produkt umgewandelt wird. Die

Farbintensitat wird photometrisch bestimmt und ist proportional zur Menge des im
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ersten Schrittes an die Platte gebundenen Zytokins. Anhand der Standardkurve kann

die Zytokinkonzentration in pg/well bzw. pg/ml berechnet werden.

Um den zeitlichen Verlauf der IL-10-Plasmakonzentration verfolgen zu koénnen,
wurden zusdtzlich je 2 Tiere der LPS- bzw. IL-10-Gruppe bendtigt
(Versuchsgruppen: vgl. 2.2.2.2). Abweichend vom zuvor beschriebenen
Versuchsprotokoll wurden hierfiir beginnend unmittelbar nach LPS-Injektion
halbstiindliche Blutabnahmen (je 0.5ml, heparinisiert) durchgefiihrt. Zur
Gewinnung von Plasma wurde das Blut 10 Minuten bei 2500 Umdrehungen/min
zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und bis zur Bestimmung der IL-10-

Konzentrationen mittels ELISA bei -80°C eingefroren.

2.3 Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit Hilfe des
Statistikprogramms SigmaStat®2.0 (SPSS-Jandel Scientific, Erkrath). Ein Teil der
Daten war nicht normalverteilt, weshalb ausschliefilich nichtparametrisch getestet
wurde. Alle Versuchsgruppen wurden mittels Kruskal-Wallis One Way ANOVA on
Ranks und anschliefSender post-hoc Analyse mit Hilfe des Student-Newmann-Keuls
Tests gegeneinander auf signifikante Unterschiede getestet. Innerhalb jeder Gruppe
wurden die Daten mit Hilfe der wiederholten verbundenen Varianzanalyse nach
Friedmann und anschlieffender post-hoc Analyse mittels Dunnett-Test auf
signifikante Anderungen gegeniiber den Ausgangswerten (Baseline) getestet. Die
Irrtumswahrscheinlichkeit o war auf 5% festgelegt; bei p<0.05 wurde die
zugehorige Nullhypothese ,kein Unterschied zwischen den Messzeitpunkten”
verworfen. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Median mit
Interquartilsabstand (IQR, Differenz zwischen 75. und 25. Perzentil bzw. 3. und 1.
Quartil).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Entwicklung und Evaluation des
Jetverneblersystems

3.2.1 Evaluation des Jetverneblersystems in vitro

Die kumulative Grofienverteilung der Aerosolteilchen, die das neu entwickelte
Verneblersystem produziert, ist in Abbildung5 dargestellt. Die kumulative
Verteilung beschreibt die relative Teilchenmasse eines bestimmten Durchmessers an
der Gesamtheit der untersuchten, trockenen Teilchen. Die Partikelgrofie, die mit 50 %
der kumulativen Verteilung korrespondiert, entspricht dem medianen
aerodynamischen Massendurchmesser (Mass Median Aerodynamic Diameter,
MMAD). Im vorliegenden Falle lag der MMAD der getrockneten IL-10-Partikel bei
0.54 um. Dies entspricht einem geometrischen Teilchendurchmesser von 2.0 um. Die
Geradensteigung an dieser Stelle entspricht der geometrischen Standardabweichung

(GSD); hier 1.6.
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Abb. 5 Aerodynamische GrdBenverteilung des Aerosols.

Kumulative Verteilungsfraktion der getrockneten °°™Tc-IL-10-Aerosol-Partikel als Funktion ihres
aerodynamischen Durchmessers.

3.1.2 Evaluation des Jetverneblersystems in vivo

3.1.2.1 Einfluss der Vernebelung auf das Versuchstier

Weder die Herzfrequenz, der mittlere arterielle Blutruck, der arterielle
Sauerstoffpartialdruck noch der arterielle Kohlendioxidpartialdruck unterschieden
sich zu den Messzeitpunkten vor, wahrend und nach der 40-miniitigen Vernebelung
signifikant voneinander. Die Parameter der Lungenmechanik (Compliance,
Resistance) unterschieden sich nach der Vernebelung ebenfalls nicht von denen vor

der Vernebelung (Tabelle 1).
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Tabelle1 In vivo Parameter vor (PRE), wahrend (VN) und nach (POST) der 40-mindtigen
Vernebelung von Testaerosol (NaCl (0.9 %), 1 ml). (Median (IQR)).

HF MAP paO, paCoO, C R
[min™] [mmHg] [mmHg] [mmHg] [ml/mbar] [mbar/l/s]
PRE 357 (14) 135 (22) 143 (21) 30 (7) 0.45(0.25) 123 (23)
VN 350 (19) 142 (36) 156 (65) 28 (8) - -
POST 347 (26) 147 (33) 141 (52) 27 (11) 0.45(0.25) 126 (20)

HF = Herzfrequenz; MAP = mittlerer arterieller Blutdruck; paO, = arterieller Sauerstoffpartialdruck;
paCO, = arterieller Kohlendioxidpartialdruck; C = Compliance; R = Resistance

Die histologische Untersuchung des Lungengewebes ergab keinen Hinweis auf
gewebsschddigende Effekte durch die Vernebelung mit dem neu konstruierten
Jetverneblersystem. Das Bronchialepithel und der bronchio-alveolire Ubergang
zeigten eine reguldre Morphologie. Es fand sich keine interstitielle oder
intraalveoldre Entziindungsreaktion sowie kein Zeichen fiir ein Barotrauma.

Abbildung 6 zeigt exemplarisch einen Schnitt aus dem rechten Mittellappen.
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Abb. 6 Histologischer Lungenschnitt nach 40-mindtiger Vernebelung, (rechter Mittellappen, HE-
Farbung, 100x).
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3.1.2.2 Nachweis der intrapulmonalen Deposition

3.1.2.2.1 Qualitativer Nachweis der Deposition

Die vernebelten, fluoreszierenden Mikrosphdren waren bis in die Alveolen
nachweisbar (Abbildung 7). Dargestellt ist ein Schnitt aus dem rechten Mittellappen.
In allen — aus verschiedenen Lungenbereichen — angefertigten Schnitten zeigte sich

ein entsprechendes Bild.

Abb. 7 Intrapulmonal deponierte fluoreszierende Mikrospharen. Fluoreszenzmikroskopie rechter
Mittellappen (Gefrierschnitt, ungefarbt, 400x).

3.1.2.2.2 Quantitativer Nachweis der Deposition

Die Fluoreszenzintensitdt als Funktion der Mikrosphdrenzahl ist in Abbildung 8
gezeigt. Die Messung der Fluoreszenz war im Bereich von 3.6 x 10° bis 720 x 10°
FM/ml nahezu linear abhdngig von der Anzahl der FM. Der lineare
Korrelationskoeffizient r war > 0.99. Die Gleichung der Regressionsgeraden lautete:

y(x) =2.52 - 107 x + 0.49.
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Abb. 8 Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitét von der Anzahl der Mikrosphéren (Eichkurve).

Die Fluoreszenz steigt linear mit der Mikrospharenzahl. Anhand der Regressionsgeraden bzw.
Geradengleichung kann aus der Starke des Fluoreszenzsignals die Mikrosphérenzahl berechnet
werden.

Von der vernebelten FM-Ausgangslosung deponierten 3.8 (1.3) % (Median (IQR)) auf
alveoldrer Ebene. Zur Bestimmung der regionalen Verteilung wurde die
Gesamtdeposition gleich 100 % gesetzt. Die Werte fiir die verschiedenen
Lungenabschnitte sind gewichtskorrigiert. Sowohl im Lobus anterior, Lobus
medialis, Lobus posterior und im post-cavalen Lappen der rechten Lunge als auch
im in drei Abschnitte unterteilten, singuldren linken Lungenfliigel verteilten sich die

Aerosolteilchen nahezu homogen (siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2 Regionale Verteilung der intrapulmonal deponierten, fluoreszierenden Mikrospharen.
Dargestellt ist die regionale Deposition als Fraktion der Gesamtdeposition. (Median (IQR))

Lungenlappen Lungenabschnitt Deposition [%]

Rechte Lunge Lobus anterior 12.8 (0.43)
Lobus medialis 13.7 (0.54)
Lobus posterior 14.7 (0.34)
Post-cavaler Lappen 13.5(0.41)

Linke Lunge Pars proximalis 12.0 (0.11)
Pars medialis 13.4 (0.48)
Pars distalis 16.0 (0.65)

3.2 Vernebelung von IL-10
3.21 Hamodynamik

Der mittlere arterielle Blutdruck (Abbildung 9) nahm in den LPS- und IL-10-
Gruppen, d.h. bei den endotoxdmischen Tieren, nach Endotoxingabe iiber den
Versuchsablauf (Mea2 bis Mea7) im Vergleich zum Ausgangswert (Mea 1)
signifikant ab. Aufgrund der therapeutischen Interventionen (Gabe von Volumen
und Noradrenalin) wurde ein langerfristiges Absinken unter 80 mmHg nicht
beobachtet. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen konnten nicht

festgestellt werden.
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Abb. 9 Verlauf des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) wéahrend des Versuchszeitraumes.

(Median (IQR)); Mea 1: Ausgangswert, Mea 2 —7: stindliche Messzeitpunkte nach LPS-/NaCl-
Injektion; p < 0.05, ¥ vs. Mea 1.

Die Herzfrequenz (Abbildung 10) veranderte sich iiber die Zeit in keiner Gruppe, bei
Mea 3 war die Herzfrequenz bei beiden endotoxamischen Gruppen im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhoht (LPS: 428 (67) min' vs. 344 (62) min?; IL-10:
395 (14) min! vs. 344 (62) min?).
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Abb. 10 Verlauf der Herzfrequenz (HF) wahrend des Versuchszeitraumes. (Median (IQR));
Mea 1: Ausgangswert, Mea?2-7: stindliche Messzeitpunkte nach LPS-/NaCl-Injektion
p < 0.05, ¥ LPS vs. Kontrolle, * IL-10 vs. Kontrolle.

3.2.2 Lungenmechanik

Sowohl die Compliance als auch die Resistance wiesen {iiber den gesamten
Untersuchungszeitraum keine Unterschiede zwischen den Gruppen auf. Auch
innerhalb der einzelnen Gruppen gab es keine signifikanten Veranderungen dieser

Parameter (Tabelle 3).
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Tabelle 3 Verlauf von Compliance (C) und Resistance (R) wahrend des Versuchszeitraumes.
(Median (IQR)); Mea 1: Ausgangswert, Mea 2 —7: stindliche Messzeitpunkte nach LPS-/NaCl-
Injektion.

Versuchsgruppe Mea 1 Mea2 |Mea3 |Mea4 |Mea5 |Mea6 |Mea7?
C [ml/mbar]
0.60 0.60 0.50 0.50 0.55 0.50 0.50
Kontrolle 0.43) |(0.15) |(0.13) |(0.10) |(013) [(0.13) |(0.10)
LPS 0.65 0.65 0.60 0.70 0.65 0.65 0.60
0.23) |(0.13) |(0.13) |(0.13) [(0.13) [(0.23) |(0.23)
IL-10 0.65 0.60 0.55 0.60 0.60 0.65 0.60
(0.13)  [(0.20) |(0.15) |(0.20) |(0.20) |(0.20) |(0.13)
R [mbar/l/s]
157 152 143 145 149 143 141
Kontrolle @) @8 @) |9 |e)  |@3 @8
LPS 152 159 159 156 155 156 151
(22) (26) (23) (30) (17) (24) (23)
IL-10 160 152 159 153 146 145 146
(26) (19) (38) (29) (18) (22) (27)

3.2.3  Arterielle Blutgasanalyse

Die Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalyse sind als Liniendiagramme dargestellt
(Abbildung 11 - 14). Der arterielle Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck zeigten
im Intragruppenvergleich zu allen Messzeitpunkten keine Unterschiede. Im
zeitlichen Verlauf zeigte sich, dass der Sauerstoffpartialdruck in der LPS-Gruppe ab
Mea 2 signifikant absank. Der Kohlendioxidpartialdruck veranderte sich in keiner
Versuchsgruppe signifikant iiber die Zeit (Ausnahme: Mea 3 vs. Mea 1 bei IL-10-
Gruppe: 32 (5) mmHg vs. 28 (7) mmHg)).
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Abb. 11 Verlauf des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks (paO,) wahrend des Versuchszeitraumes.
(Median (IQR)); Mea 1: Ausgangswert, Mea 2 —7: stindliche Messzeitpunkte nach LPS-/NaCl-
Injektion; p < 0.05, ¥ vs. Mea 1.
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Abb. 12 Verlauf  des arteriellen  Kohlendioxidpartialdrucks  (paCO,)  wahrend des
Versuchszeitraumes. (Median (IQR)); Mea 1: Ausgangswert, Mea 2 — 7: stiindliche Messzeitpunkte
nach LPS- / NaCl-Injektion; p < 0.05, * vs. Mea 1.

Im Vergleich zu Baseline sank bereits ab Mea 2 in allen Versuchsgruppen der pH-
Wert signifikant ab. Dabei ist zu beachten, dass dem Absinken unter physiologische
Werte (7,35 -7,45) mit der Gabe von Bicarbonatlosung begegnet wurde. Zwischen
den Gruppen bestand nur bei Mea 7 ein Unterschied, der pH-Wert der LPS-Gruppe
war signifikant niedriger als bei Kontroll- und IL-10-Gruppe (7.28 (0.11) wvs.
7.41 (0.15), 7.28 (0.11) vs. 7.36 (0.07)).
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Abb. 13 Verlauf des pH-Wertes (pH) wéahrend des Versuchszeitraumes. (Median (IQR));
Mea 1: Ausgangswert, Mea2-7: stlndliche Messzeitpunkte nach LPS-/NaCl-Injektion;
p<0.05 * vs.Mea 1, *LPS vs. Kontrolle, ¥IL-10 vs. LPS.

Die Plasmabicarbonatkonzentration (HCOs) sank in beiden endotoxdamischen
Gruppen (LPS- und IL-10-Gruppe) ab der ersten Stunde nach LPS-Injektion
signifikant ab. Im Intergruppenvergleich war bei Mea 2 die HCOs" in der IL-10-
Gruppe im Vergleich zu Kontroll- und LPS-Gruppe erniedrigt (17.3 (3.7) mmol/l vs.
21.2 (2.7) mmol/l, 17.3 (3.7) mmol/l vs. 19.6 (3.6) mmol/l).
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Abb. 14 Verlauf der Bicarbonatkonzentration (HCO3;) wahrend des Versuchszeitraumes.
(Median (IQR)); Mea 1: Ausgangswert, Mea 2 —7: stlindliche Messzeitpunkte nach LPS-/NaCl-
Injektion; p < 0.05, * vs. Mea 1, *IL-10 vs. Kontrolle, $IL-10 vs. LPS.

3.24  Blutbild

Die Veranderungen des peripheren Blutbildes wahrend der Versuche sind in
Tabelle 4 zusammengefasst. Zwischen den Gruppen zeigte sich bei der
Hamoglobinkonzentration (Hb), dem Hamatokrit (Hkt) und der Anzahl der

Thrombozyten (PLT) kein signifikanter Unterschied. Im zeitlichen Verlauf sanken
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der Hb und Hkt in allen Gruppen ab. Auch bei der Anzahl der Thrombozyten war
ein tendenzieller Abfall zu beobachten. Dieses Phanomen war bei der LPS- und IL-
10-Gruppe etwas ausgepragter als bei der Kontrollgruppe. Die Zahl der
zirkulierenden Leukozyten (WBC) war in beiden endotoxdmischen Gruppen
zwischen Mea 2 und Mea 5 signifikant geringer als bei der Kontrollgruppe. Uber die
Zeit betrachtet, zeigte sich zudem in diesen beiden Gruppen ein signifikanter WBC-

Abfall.
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Tabelle 4 Verlauf der hamatologischen Parameter. Hamoglobinkonzentration (Hb), Hamatokrit
(Hkt), Thrombozytenkonzentration (PLT), Leukozytenkonzentration (WBC). (Median (IQR)); Mea 1:
Ausgangswert, Mea 2 — 7: stiindliche Messzeitpunkte nach LPS- / NaCl-Injektion.

Versuchsgruppe Mea 1 Mea 2 Mea 3 Mea Mea 5 Mea 6 Mea 7
Hb [g/dI]

14.8 13.3 13.2 12.8 11.9 12.2 12.2
Kontrolle (1.9) 15% |(1.3)F |(1.3)F |[@nf |@oF |(1.nF
LPS 15.3 14.5 13.6 12.6 115 11.8 11.7

(1.1) (2.0) @23)* [(13)* |[(1.2* |08 [(02)*F
IL-10 15.2 14.8 12.9 11.7 11.7 11.6 11.6

(1.2) 1.7* (a4t |[gnt st |a5)F |6t

Hkt [%]

421 38.7 37.1 33.5 32.3 33.3 33.1
Kontrolle 32  |(63* |60* |72* |70 |72t |@©5)*
LPS 41.7 39.3 34.7 33.2 32.8 34.1 33.3

(4.1) @n* |59* |»8* |55)F (3.3)% | (2.9)*
IL-10 43.0 42.7 36.5 32.1 325 32.4 32.7

(2.6) (4.7) @.4* [@nt |[@n* [(36)F [(3.8)F

PLT [10%mI]

639 661 564 643 532 553 453
Kontrolle 273)  |(222) |(385) |(213) |(177) | (80) |(241)
LPS 605 664 522 564 491 415 350

(241) (176) (294) (254) | (149) (98) (233)
IL-10 652 744 606 510 475 434 371

(185) (58) (131) (172) | (121) | (140) (174)

WBC [10°/ml]

8.8 8.3 11.3 8.4 6.8 7.6 75
Kontrolle 26) |28 |34 |23 |e2 |d9 |e1
LPS 7.0 4.2 37 3.3 2.9 4.9 5.7

(2.5) (1.3)" 33" |(1.8)" |(1.49" |24 [B.0)
IL-10 8.4 4.2 3.6 2.8 3.9 4.2 5.1

(3.6) @4 (1.8 [(38.2)** |@43)* |53 |(52)*F

p<0.05, * vs.Mea 1, ¥ LPS vs. Kontrolle, * IL-10 vs. Kontrolle.

In Tabelle 5 ist das Differentialblutbild des am Ende des Versuchs entnommenen

Blutes abgebildet. Bis auf eine signifikante Erhéhung des Monozytenanteils an der

Gesamtzahl der Leukozyten in den endotoxamischen Gruppen gegeniiber der

Kontrollgruppe zeigten sich sowohl bei der absoluten Zellzahl als auch bei der

relativen Zellverteilung keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Tabelle 5 Peripheres Differentialblutbild am Versuchsende. (Median (IQR)).

Kontrolle LPS IL-10
Leukozytenzahl, gesamt [x10%/ml] 6.3 (2.0) 4.4 (2.5) 4.9 (6.1)
Neutrophile Granulozyten [x10%/ml] cr,}o ‘7‘;5?0(1(.191).8) 2615(2(156)5) 3345(5(742))
Lymphozyten [xt0°smi % 208010  185(20)  180(108
Monozyten (x10°/m % So(is  lased’  asiar

p<0.05, *LPSvs. Kontrolle, * IL-10 vs. Kontrolle.

3.2.5 Charakteristik der BAL

Die Recovery, d.h. die Menge der bei der bronchoalveoldren Lavage aus der Lunge
zuriickgewonnenen Fliissigkeit (BAL), war im Vergleich zur Kontrollgruppe
(95 (2) ml) bei der LPS- (89 (7) ml) und IL-10-Gruppe (92 (3) ml) signifikant geringer.
Tabelle 6 zeigt eine Ubersicht {iber die Zellbefunde in der BAL. Die Gesamtzellzahl
war bei der LPS-Gruppe signifikant geringer im Vergleich zur Kontrollgruppe und
IL-10-Gruppe. Auch die Viability der Zellen schien bei der LPS-Gruppe geringer zu
sein, es wurde aber kein Signifikanzniveau erreicht. Vergleicht man im
Differentialzellbild jedoch die absoluten Zellzahlen, zeigte sich in der LPS-Gruppe
eine signifikant geringere Zahl an Alveolarmakrophagen. Zudem war die
Granulozytenzahl leicht erhoht, ein signifikanter Unterschied zu den anderen
Gruppen zeigte sich jedoch nicht. Der Anteil der Alveolarmakrophagen an der
Gesamtzellzahl lag bei allen Gruppen um 90 %. Die zweitgrofite Zellpopulation
stellten die Neutrophilen Granulozyten. Andere Zelltypen, wie Eosinophile
Granulozyten und Lymphozyten, machten nur einen dufierst geringen Anteil an den

Zellen in der BAL aus.
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Tabelle 6 Ubersicht tber die Zellbefunde in der BAL. (Median (IQR)).

Kontrolle LPS IL-10

Zellzahl, gesamt [x10%/ml] 9.2 (3.2) 4.4 (0.8)* 5.2 (1.7)
Viability [%] 79.0 (14.5) 57.0 (30.3) 81.5 (23.3)

n [x10%ml] 8.1 (4.0) 3.8 (0.6)" 4.9 (1.4)
Alveolarmakrophagen % 91.5 (8.3) 88.0 (6.8) 92.5 (5.8)

6

Neutrophile Granulozyten cr;o[x10 /mi] gg g;g ?150((25323) gg Egg;

n [x10%/ml] 0.14 (0.03) 0.05 (0.08) 0.02 (0.06)
Andere % 1.5 (1.0) 1.0 (2.3) 0.5 (1.3)

p < 0.05, *LPS vs. Kontrolle, $IL-10 vs. LPS.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in der BALF zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen. Tendenziell enthielt die BALF der
Kontrollgruppe aber etwas weniger Protein (Kontrollgruppe: 146.1 (52.0) ug/ml, LPS-
Gruppe: 209.0 (69.8) ug/ml, IL-10-Gruppe: 201.2 (48.0) pg/ml).

3.2.6 NO,-Freisetzung aus Alveolarmakrophagen

Die spontane Freisetzung von Nitrit aus kultivierten Alveolarmakrophagen
innerhalb von 24 h ist in Abbildung 15 A dargestellt. Die Makrophagen aus den

Kontrolltieren setzten kein Nitrit frei. Die Makrophagen aus der LPS-Gruppe setzten

vermehrt NO> frei, in der Therapiegruppe sank diese NO:-Freisetzung signifikant

(2.71 (2.42) nmol/24h vs. 0.11 (0.62) nmol/24h).

Abbildung 15 B zeigt die Akkumulation von Nitrit im Uberstand von Makrophagen,
die zusétzlich in vitro mit LPS (1 pg/ml) stimuliert wurden. Nach Stimulation setzen
auch die Makrophagen der Kontrollgruppe Nitrit frei (2.35 (1.47) nmol/24h). Die
Nitritkonzentration im Uberstand stimulierter Makrophagen aus endotoxdmischen
Ratten wird durch die Verabreichung von IL-10 nicht signifikant gesenkt (LPS-
Gruppe: 3.94 (1.71) nmol/24h, IL-10-Gruppe: 4.04 (0.27) nmol/24h).
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Abb. 15 Nitritfreisetzung aus Alveolarmakrophagen. Die Makrophagen wurden fir 24 h kultiviert,
entweder ohne Zugabe eines Stimulus (A) oder nach Zugabe von LPS (1 pyg/ml) (B). (Median (IQR));
p < 0.05, # LPS vs. Kontrolle, * IL-10 vs. Kontrolle, § IL-10 vs. LPS.

3.2.7  Oz-Freisetzung aus Alveolarmakrophagen

In Tabelle 7 ist die Freisetzung von Superoxidanionen aus Alveolarmakrophagen
nach ein und zwei Stunden Inkubation dargestellt. Es zeigte sich weder zwischen
den unstimulierten noch zwischen den PMA-stimulierten Makrophagen aller drei
Versuchsgruppen ein signifikanter Unterschied. Es fallt auf, dass nach PMA-
Stimulation die Kontrollgruppe die hochste O:-Freisetzung zeigte. Diese lag hoher
als im unstimulierten Zustand. Bei der IL-10-Gruppe wurde nach Stimulation eher
etwas weniger Oz als spontan freigesetzt. In der LPS-Gruppe war dieser Effekt noch

ausgepragter festzustellen.
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Tabelle 7 Superoxidanionenfreisetzung aus Alveolarmakrophagen. Die Makrophagen wurden fir
24 h inkubiert, entweder ohne Zugabe eines Stimulus oder nach Zugabe von PMA
(1 pg/ml); Median (IQR).

Stimulation; Lange der Inkubation; nmol O, / 0.2 x 10° Makrophagen

unstimuliert PMA-stimuliert
Versuchsgruppe 1h 2h 1h 2h
Kontrolle 0.51 (0.53) 0.55 (0.61) 0.87 (0.70) 1.06 (0.76)
LPS 0.51 (0.62) 0.64 (0.58) 0.03 (0.87) 0.07 (1.10)
IL-10 0.47 (0.81) 0.54 (0.88) 0.31 (0.63) 0.43 (0.70)

3.2.8 Zytokinbestimmungen in der BAL

Die Auswirkung der LPS-Injektion und der therapeutischen IL-10-Inhalation auf die
Konzentrationen pro- und antiinflammatorischer Zytokine in der Lunge war eine der
Hauptzielgrossen der vorliegenden Studie. Die nachfolgenden Abbildungen
(Abbildung 16 A - E) zeigen eine Zusammenschau der dazu in der BALF
durchgefiihrten ELISA-Bestimmungen. Die Induktion einer Endotoxindmie durch
LPS bewirkte ein signifikantes Ansteigen der Konzentrationen aller bestimmten
proinflammatorischen Zytokine (TNF-a, IFN-y, RANTES, IL-1, IL-6) in der BALF.
Die vorherige Vernebelung von IL-10 vor LPS-Gabe verringerte die Freisetzung
dieser Mediatoren signifikant. Die Bestimmung der IL-10-Konzentration ist nicht
abgebildet, da nur in Proben von jeweils einem Tier der LPS- und IL-10-Gruppe IL-10
iiberhaupt nachgewiesen werden konnte (IL-10-Konzentration: 4.28 bzw. 3.68 pg/ml).
In allen anderen Proben lagen die IL-10-Konzentrationen wunterhalb der

Nachweisgrenze des verwendeten ELISAs.

Bei genauerer Betrachtung der einzelnen Zytokinkonzentrationen zeigte sich, dass
bei der Kontrollgruppe nur bei zwei Tieren geringe Mengen TNF-a in der BALF

nachgewiesen werden konnten. Die LPS-Injektion fiihrte zu einem signifikanten
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Anstieg der TNF-a-Konzentration, die Gabe von IL-10-Aerosols senkte diesen

Anstieg um 86 % (169.6 (165.2) pg/ml vs. 22.9 (111.3) pg/ml).

IFN-v liefs sich bei den Kontrolltieren in einer Konzentration von 43.9 (17.5) pg/ml in
der BALF nachweisen. Bei den LPS-Tieren lag die Konzentration signifikant hoher
(80.7 (40.7) pg/ml). Die Therapie mit IL-10 senkte die IFN-y-Konzentration soweit,
dass kein signifikanter Unterschied mehr zu den Kontrolltieren bestand (50.1

(25.9) pg/ml).

RANTES liefs sich mittels des verwendeten ELISA-Kits in keinem der Tiere der
Kontrollgruppe nachweisen. Die LPS-Injektion fiihrte zu einer signifikanten
Erhohung der RANTES-Konzentration. Vernebeltes IL-10 senkte diesen Anstieg um
85 % (140.5 (109.6) pg/ml vs. 21.7 (35.3) pg/ml).

Die BALF-Konzentration von IL-1 verhielt sich d@hnlich wie die Konzentration von
IFN-y. Durch die Therapie mit IL-10 konnte der signifikante Anstieg der IL-1-
Konzentration in der LPS-Gruppe (61.6 (37.9) pg/ml) so weit gesenkt werden, dass
kein signifikanter Unterschied mehr zur Kontrollgruppe bestand (IL-10-Gruppe:
17.2 (43.4) pg/ml; Kontrollgruppe: 10.1 (16.2) pg/ml)).

Die Konzentration von IL-6 war in der LPS-Gruppe signifikant hoher als in der
Kontrollgruppe (1396 (1490) pg/ml vs. 96.8 (140.2) pg/ml). Die Inhalation von IL-10
bewirkte im Vergleich zur LPS-Gruppe eine Verminderung der IL-6-Konzentration

um 43 % (1396 (1490) pg/ml vs. 789.3 (503.5) pg/ml).
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Abb. 16 Ubersicht der Zytokinkonzentrationen in der BALF.  A: Tumornekrosefaktor-a (TNF-a);
B: Interferon-y (IFN-y); C: RANTES; D: Interleukin-1 (IL-1); E: Interleukin-6 (IL-6); Median (IQR);
p < 0.05, # LPS vs. Kontrolle, * IL-10 vs. Kontrolle, § IL-10 vs. LPS.
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3.29 Zytokinbestimmungen im Plasma

Zur Abschitzung der Auswirkungen der LPS-Injektion und des IL-10-Aerosols auf
die systemische Entziindungsreaktion erfolgte die Bestimmung der in der BAL
untersuchten Zytokine ebenfalls im Plasma. Die Abbildungen 17 A -F zeigen die

Ergebnisse dieser Analysen.

Die intraventse Gabe von LPS fiihrte zu einem signifikanten Anstieg aller
bestimmten proinflammatorischen Zytokine (TNF-a, IFN-y, RANTES, IL-1, IL-6) im
Plasma. Mit Ausnahme von TNF-a senkte die Inhalation von IL-10 alle
Zytokinkonzentrationen signifikant. Die Konzentration von IL-10 stieg ebenfalls
nach LPS-Applikation signifikant an. Die Inhalation von IL-10 fiihrte zu keiner

Verdanderung des IL-10-Plasmaspiegels.

Geringe Mengen TNF-a waren auch bei den Kontrolltieren im Plasma detektierbar
(52.9 (42.1) pg/ml). Die endotoxdmischen Tiere wiesen im Vergleich dazu signifikant
hohere Konzentrationen von TNF-a auf (LPS-Gruppe: 329.1 (99.5) pg/ml, IL-10-
Gruppe: 389.7 (175.2) pg/ml).

IFN-y war nur bei drei Kontrolltieren im Plasma iiberhaupt detektierbar. Bei LPS-
Gabe stieg die Konzentration signifikant an, IL-10 hemmte diesen Anstieg um 64 %

(3330 (1204) pg/ml vs. 1209 (642.5) pg/ml).

Die Plasmakonzentration von RANTES stieg nach Injektion von LPS im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikant an (1.04 (0.37) ng/ml vs. 20.6 (6.02) ng/ml). IL-10-
Aerosol senkte diesen Anstieg um 45 % (20.6 (6.02) ng/ml vs. 11.2 (4.72) ng/ml.

Im Plasma aller Kontrolltiere war IL-1p in einer Konzentration von 35.6 (70.3) pg/ml
nachweisbar, bei den LPS-Tieren war die Konzentration signifikant erhoht (782.5
(437.5) pg/ml). Im Vergleich zu unbehandelten, endotoxdmischen Tieren senkte die
IL-10-Inhalation die IL-1B-Konzentration um 73 % (782.5 (437.5) vs. 214.8
(333.7) pg/ml).
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Die experimentelle Endotoxindmie bewirkte ein verhéltnismafiig hohes Ansteigen
der IL-6-Konzentration im Plasma (0.55 (0.84) ng/ml vs. 156.0 (107.9) ng/ml). IL-10-
Aerosol senkte diesen Anstieg um 63 % (156.0 (107.9) ng/ml vs. 57.1 (73.3) ng/ml).

Verglichen mit der Kontrollgruppe stiegen die IL-10-Konzentrationen sowohl in der
LPS-Gruppe (67.4 (68.2) pg/ml vs. 917.8 (634.2) pg/ml) als auch in der IL-10-Gruppe
(67.4 (68.2) pg/ml vs. 707.9 (156.2) pg/ml) signifikant an.
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Abbildung 18 zeigt die IL-10-Plasmakonzentrationen bei 4 Versuchstieren im
zeitlichen Verlauf (Meal, Mea1l 30 Minuten nach LPS-Gabe, etc. bis Mea 7).
Aufgrund der geringen Fallzahl (je n =2) wurde auf eine statistische Auswertung
verzichtet. Bei Versuchsbeginn war in allen 4 Tieren kein IL-10 im Plasma
nachweisbar. Eine Stunde nach LPS-Injektion kam es in der unbehandelten LPS-
Gruppe zu einem deutlichen Anstieg der IL-10-Konzentration, dieser IL-10-Peak
(maximaler Wert: 974.5 pg/ml bzw. 1152.1 pg/ml) bestand etwa eine Stunde. Im
weiteren Verlauf sank die IL-10-Konzentration wieder etwas ab (Mea 7: 639.9 bzw.
463.0 pg/ml). Im Gegensatz dazu stieg die IL-10-Konzentration bei den IL-10-

behandelten Tieren im Verlauf kontinuierlich an (Mea 7: 778.7 bzw. 1281,2 pg/ml).
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Abb. 18 IL-10-Plasmakonzentration im zeitlichen Verlauf.

Dargestellt sind je 2 Tiere der LPS- und IL-10-Gruppe. Unmittelbar nach Induktion der Endotoxindmie
wurden Uber einen Untersuchungszeitraum von 6 h halbstiindlich Plasmaproben entnommen (Mea 1
Baseline, Mea 1" 30 Minuten nach LPS-Gabe, etc. bis Mea 7).
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4 DISKUSSION

4,1 Diskussion der Methodik
41.1 Tiermodell

Untersuchungen zur Inhalation bei Kleintieren werden haufig an wachen [21;150]
oder sedierten [152] Tieren unter Spontanatmung durchgefithrt. Wahrend
Spontanatmung ist das Atemmuster jedoch unregelmafiig. Dies wirkt sich als
unkontrollierbarer Faktor auf das Depositionsmuster des Aerosols aus. AufSerdem
bewirkt die Gabe von Sedativa bzw. Anasthetika Verdanderungen der Atemmechanik
[33], was ebenfalls das Muster der Aerosolverteilung und -deposition beeinflusst

[186].

Nur unter kontrollierter Beatmung ist das Beatmungsmuster bei jedem Tier
vergleichbar. Die Aerosolapplikation an andsthesierten Ratten mittels Jetvernebler
wiahrend kontrollierter Beatmung war bislang nur moglich, indem mehrere Tiere
parallel an ein Beatmungsgerdt mit Vernebler angeschlossen wurden [105]. Ein
Jetverneblersystem, mit dem es moglich ist, ein Aerosol in der einzelnen, kontrolliert
beatmeten Ratte zu applizieren, war bislang nicht verfiigbar. Demnach musste zur
Realisierung einer entsprechenden Untersuchung im Kleintier ein solches System

zundchst konstruiert werden.

4.1.2 Aerosolproduktion

Zur Erzeugung und Applikation eines Aerosols wahrend kontrollierter Beatmung
existieren grundsatzlich zwei Methoden: Die Ultraschallvernebelung und die
Jetvernebelung. Im Falle eines Ultraschallverneblers versetzt ein Piezokristall die
Medikamentenlosung in Schwingung, und iiber das Zerreiffen der Wassermolekiile
an der Fliissigkeitsoberflache bildet sich ein Aerosol. Das Anwendungsgebiet eines
solchen Verneblers ist jedoch limitiert. Ublicherweise ist das Partikelspektrum eines
von einem Ultraschallverneblers produzierten Aerosols grofier als bei Verwendung
eines Jetverneblers [154;191]. Je nach Groflenverteilung reduziert dies die
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Wahrscheinlichkeit einer alveoldren Deposition des Aerosols. Aufierdem wirkt bei
der Ultraschallvernebelung eine betrachtliche Energie, u.a. in Form von Warme, auf
das Pharmakon in der Verneblerkammer ein. Es besteht somit die Gefahr, dass
Proteine wie IL-10 durch diese Hitzeentwicklung verdandert bzw. inaktiviert werden.

Dies wurde bereits fiir Insulin [207], Interferon [89] und Surfactant [208] beschrieben.

Die Aerosolerzeugung mittels Druckluft (Jetvernebelung) ist eine etablierte und im
klinischen Einsatz weit verbreitete Methode [124]. Jetvernebler konnen mit den
meisten gangigen Beatmungsgerdten kombiniert werden und sie sind bei praktisch
allen Ioslichen Substanzen einsetzbar [1]. Das genaue Partikelspektrum eines
Jetverneblers ist dabei von vielen Faktoren abhédngig. Dazu gehort der verwendete
Verneblertyp [25;79], die Durchflussrate durch den Vernebler [25;79], die Temperatur
des den Vernebler antreibenden Gases [142], das Fiillvolumen der Verneblerkammer

[79] sowie die physikochemischen Eigenschaften der vernebelten Substanz [111].

4.1.3 Experimentelle Endotoxindmie

Die intravendse Injektion von LPS ist ein geeignetes und weit verbreitetes Modell,
um Symptome der klinischen Sepsis und ihre Komplikationen im Tierexperiment
abzubilden [22;43;126;168]. Die Manifestation von Organkomplikationen, wie dem
akuten Lungenversagen (ARDS), im Rahmen des Verlaufs septischer
Krankheitsbilder erfolgt in der Regel sekunddr. Dies bedeutet, dass mikrobielle
Erreger, Endotoxine, aber auch Mediatoren der generalisierten Entziindungsreaktion
auf dem Blutweg in die Lunge gelangen. Diesem pathophysiologischen Prinzip
folgend, erscheint es daher sinnvoll, einen experimentellen Lungenschaden ebenfalls
iber die Systemzirkulation, also sekundar, zu induzieren. Demgegeniiber stehen
andere experimentelle Modelle, in denen eine pulmonale Entziindungsreaktion
primar pulmonal induziert wird, beispielsweise durch intratracheale Instillation von

LPS [211].
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In der vorliegenden Untersuchung wurde zur Induktion des experimentellen
Lungenschadens die intravendse Applikation von LPS gewdhlt. Die einmalige
Injektion von LPS (5 mg/kg KG, i.v.) entspricht dabei einer im Rattenmodell iiblichen

Dosierung [126].

41.4 Interleukin-10

Wie eingangs bereits erwdhnt, weisen die Produktion bzw. Sekretion von
proinflammatorischen =~ Mediatoren einerseits und von IL-10 andererseits
unterschiedliche Kinetiken auf. Wahrend die Konzentrationen von TNF-«, IL-1¢, IL-
1B, IL-6 und IL-8 bereits innerhalb der ersten 3-8 Stunden nach in vitro Stimulation
humaner Monozyten signifikant ansteigen, finden sich erhohte IL-10-Messwerte erst
nach 7 Stunden [29]. Dabei ist die endogene IL-10-Synthese offenbar autoreguliert.
Die exogene Applikation von rekombinantem IL-10 zu stimulierten Monozyten
inhibiert deren Synthese von IL-10-messenger-RNA (mRNA) [29]. Daneben erfolgt
die Hemmung der Zytokinsynthese iiber einen beschleunigten Abbau von Zytokin-

mRNA [96].

Die physiologische bzw. pathogenetische Bedeutung der Zunahme der endogenen
IL-10-Synthese bei Trauma, Sepsis und ARDS wird unterschiedlich interpretiert. So
liegen Untersuchungen vor, bei denen eine erhohte IL-10-Konzentration im Serum
mit einer erhohten Inzidenz von Komplikationen [103;114;167] bzw. dem Tod
[130;139] betroffener Patienten korreliert war. Andererseits waren bei Patienten mit
ARDS niedrige IL-10- bzw. IL-1Ra-Konzentrationen in der BAL signifikant mit
erhohter Mortalitdt korreliert [37]. Bei akutem Lungenversagen ist das
intrapulmonale Verhaltnis von TNF-o zu IL-10 deutlich zugunsten des TNF-o
verschoben [7]. Es wird daher vermutet, dass dies durch eine verminderte pulmonale
Syntheseleistung fiir IL-10 bei ARDS bedingt ist (vgl. [15]). In der angefiihrten
Untersuchung von Donnelly et al. [37] erfolgte die Gewinnung der BAL-Proben
jeweils unmittelbar nach Stellung der Diagnose ARDS. Zwischen diesem Zeitpunkt
und dem Tode der Patienten lagen im Mittel 12 Tage. Eine friihe IL-10-Applikation
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konnte dieses IL-10-Defizit zu Beginn der ARDS-Reaktion unter Umstanden beheben

und somit einen Therapieerfolg erbringen.

4.2 Diskussion der Ergebnisse
4.2.1 Entwicklung des Jetverneblersystems

4211 Charakterisierung des Aerosols

Aerosole sind feste oder fliissige, schwebende Partikel in Gasen mit einem
Durchmesser von 0.01 bis 100 um [122]. Die Zusammensetzung und Form eines
Aerosols ist aufierordentlich variabel. Fiir praktische Zwecke ist es sinnvoll, oberhalb
von Durchmessern von ca. 0.5um die Beschreibung eines Partikels auf sein
Depositionsverhalten zu standardisieren, da dann im Wesentlichen nur die
gewichtsabhdngige Sedimentation und Impaktion als Abscheidemechanismus in
Betracht kommen. Dafiir wird dem betreffenden Partikel eine gleich schnell
sedimentierende Kugel mit der Dichte von Wasser (oo = 1g/cm®) zugeordnet und der
Durchmesser dieser Kugel als aerodynamischer Durchmesser (dic) bezeichnet.

Partikel mit gleichem d:e zeigen also gleiches dynamisches Verhalten.

Der aerodynamische Durchmesser von Aerosolpartikeln hingt von ihrer Grofe,
Dichte, Form und Orientierung ab. Die Ndhe von Grenzflachen (z. B. Bronchialwand)
kann sich auf die Orientierung auswirken. Fiir praktische Zwecke und insbesondere
fiir den Grofienbereich, der in der Inhalationstherapie relevant ist, sind die
Unterschiede beziiglich Form und Grenzfldcheneinfluss meist vernachlassigbar, so
dass nur Dichte und Grofle entscheidend sind [4;16;160]. Ublicherweise hat man es in
der Praxis mit einer hetero- oder polydispersen Grofienverteilung von Aerosolen zu
tun [187]. Handelt es sich dabei um Aerosole gleicher Struktur (z. B. aus einem
Vernebler), so kann der mediane aerodynamische Massendurchmesser des
Spektrums mit einer Zahl, dem Mass Median Aerodynamic Diameter (MMAD),
beschrieben werden. Dabei sind 50 % der Aerosolmasse grofier und 50 % kleiner als

der MMAD. Die Breite einer symmetrischen Verteilung kann, wenn annidhernd
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Normalverteilung besteht, gut durch die geometrische Standardabweichung (GSD =
Geometric Standard Deviation) charakterisiert werden. In vielen Fallen, so auch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit, werden symmetrische Verteilungen durch
Logarithmieren des Partikeldurchmessers erreicht. Hier eignet sich die GSD ebenfalls
zur Charakterisierung des Partikelspektrums. Die GSD ist dimensionslos und stets
grofier als 1. Liegt die GSD eines Aerosols — wie im vorliegenden Fall - tiber 1.22, so

gilt es als heterodispers (Definition nach Fuchs und Sutugin [58]).

Ist der Durchmesser der Partikel eines Aerosols bekannt, lassen sich Aussagen tiiber
das Depositionsverhalten in den Atemwegen treffen. Im Allgemeinen geht man
davon aus, dass Partikel mit einem Durchmesser kleiner als 5 um in die Lunge
gelangen. Werden die Partikeldurchmesser kleiner als 1 um, deponieren immer
weniger Partikel in den Atemwegen bzw. Alveolen und die Mehrzahl dieser Partikel
wird wieder ausgeatmet. Bei Partikeln grofser als 8 um steigt der Anteil, der bereits
im Oropharynx abgeschieden wird [16;108;173;182]. Basierend auf immer feineren
methodischen Verfahren — von der radioaktiven Markierung [50;172;183] bis hin zu
postmortalen, mikroanatomischen Untersuchungen [161;176;184;185] — ist heute recht
genau bekannt, wo Partikel einer bestimmten Grofie deponieren. Ergédnzt werden
diese  Untersuchungen durch  mathematische  Berechnungsmodelle zur
Lungendeposition [65;81;117;141;213]. Nach Heyder [80] erreichen Aerosole mit
Partikeldurchmessern zwischen 0.5 und 2.0 um den Alveolarraum und deponieren
dort. Basierend auf diesen Uberlegungen war davon auszugehen, dass das von uns
entwickelte Verneblersystem ein Aerosol mit einem zur alveoldaren Deposition

geeigneten Partikelspektrum produziert.

4.2.1.2 Einfluss der Vernebelung auf das Versuchstier

Fir die erfolgreiche Entwicklung des Verneblersystems waren der Einbau des
Druckminderers zur Senkung des Versorgungsdrucks fiir den Vernebler sowie der
Einbau eines Ventils in das T-Stiick von entscheidender Bedeutung. Eigene

Voruntersuchungen hatten ergeben, dass von einem Versorgungsdruck iiber 1.8 bar
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unphysiologisch hohe Flussraten bzw. Driicke im System resultieren. Unter diesen
Bedingungen vernebelte Ratten waren Atemwegsdriicken von bis zu 40 mbar
ausgesetzt. Die Folgen waren ein ausgepragtes intraalveoldres Lungenddem und
histologische Zeichen eines schweren Volu- bzw. Barotraumas. Webb et al. [204]
zeigten, dass Ratten, die fiir eine Stunde mit einem Druck von 30 cm H2O (=
29.4 mbar) beatmet worden waren, ein interstitielles Lungenddem entwickelten.
Nach nur 2-miniitiger Beatmung mit 35 mmHg (= 46.7 mbar) zeigte sich bereits eine
mikrovaskuldre = Permeabilitdtssteigerung  [39].  Die  Begrenzung  des
Versorgungsdrucks auf 1.5 mbar und damit die Senkung des Spitzendrucks auf
15 mbar schiitzte die Tiere in der vorliegenden Untersuchung vor makroskopisch
oder mikroskopisch erkennbaren Schaden der Lungengewebsstruktur. Diese
Befunde decken sich mit Erkenntnissen von Lizio et al. [109] und Osier et al. [138].
Beide Autoren fanden, dass die Atemwegsdriicke der Ratte bei der Inhalation
Spitzenwerte bis zu 15cm HO (=14.7 mbar) erreichen konnen, ohne die
Gewebsstruktur der Lunge zu beeinflussen.

Auch die erhobenen Parameter des Gasaustausches, der Lungenmechanik und der

Hamodynamik wurden durch die 40-mintitige Vernebelung nicht alteriert.

4.2.1.3 Intrapulmonale Deposition des Aerosols

Vorhersagen iiber das Depositionsverhalten eines Aerosols allein basierend auf
theoretischen Uberlegungen und in vitro Untersuchungen zu treffen, ist schwierig.
Zusatzliche Faktoren, wie die Atemwegsgeometrie [150], Feuchtigkeit [49] und
Mucussekretion [9] in der Lunge sowie pathologische Veranderungen der Atemwege
[68], wirken ebenfalls entscheidend auf die Deposition ein. Dies bewirkt nicht nur,
dass die Menge der in der Lunge deponierenden Aerosolpartikel variiert, sondern
auch, dass es zu einer unregelmafiigen Verteilung des Aerosols in der Lunge kommt.
Daher war zum Nachweis einer reproduzierbaren und homogenen, alveoldren
Deposition des produzierten Aerosols eine in vivo Untersuchung notwendig. Hierzu

bot sich die Verwendung fluoreszierender Mikrosphdren (FM) an, da diese

55



unkompliziert zu vernebeln und leicht mikroskopisch nachzuweisen sind. Der
Einsatz eines potentiell gefahrlichen, radioaktiven Markers entfiel damit [183]. FM
wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen erfolgreich zur Bestimmung der
regionalen Partikeldeposition und —retention in der Lunge eingesetzt [101;146;156].
Fiir die Aussagekraft der Untersuchung war es wichtig, dass die Partikelgrofie des
Aerosols durch die FM nicht verdndert wurde. Dazu musste gewahrleistet sein, dass
die FM moglichst einzeln suspendiert sind und nicht in grofien Konglomeraten
vorliegen. Daher wurden Carboxylat-beschichtete Mikrosphéren verwendet, die sich
aufgrund ihrer Ladung gegenseitig abstofien. In Kombination mit dem konsequenten
Einsatz von Vortex und Ultraschallbad vor Applikation der FM bewirkte dies, dass
der Anteil an Einzelpartikeln bei iiber 90 % lag (fluoreszenzmikroskopische Analyse

nach Ausstrich der Losung auf Objekttrager).

Fiir den qualitativen Nachweis der alveoldren Deposition des Aerosols wurden
ungefarbte Gefrierschnitte der Lunge angefertigt. Gegeniiber formalinfixierten,
gefarbten Praparaten hat dieses Verfahren den Vorteil, dass die Fluoreszenzintensitat
erhalten bleibt. Auch das Risiko des Auswaschens von FM aus der Lunge durch
Fixation und Farbung entfdllt. Pinkerton et al. [146] berichteten Mikrosphéren-
Verluste von iiber 34 % durch Herstellung formalinfixierter Lungenschnitte, 23 %
gingen wahrend Schneiden und Waschen des Gewebes, 11 % wahrend der

Ethanolfixation verloren.

Zur Quantifizierung der Aerosoldeposition wurde zuerst die vernebelte FM-Fraktion
mittels der Gravimetrischen Methode bestimmt. Dazu wurde vor der Vernebelung
die gefiillte Verneblerkammer gewogen und die Fluoreszenzintensitit der zu
vernebelnden Losung bestimmt. Nach der Vernebelung wurde die Kammer noch
einmal gewogen. Uber die Massendifferenz konnte auf die vernebelte Fraktion
geschlossen werden. Eine Einschrankung dieser Methode ist, dass die Verdunstung
der Tragerfliissigkeit nicht beriicksichtigt wird. Die Medikamentenlosung in der

Verneblerkammer konzentriert tiber die Zeit, die tatsdchlich vernebelte Dosis ist
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somit etwas geringer als berechnet [132]. Schliefit man von dieser falsch hohen
vernebelten FM-Fraktion auf den Anteil an deponierten FM, so ergibt sich ein

tendenziell zu niedriger Wert.

Zur Bestimung der Deposition musste in diesem Zusammenhang zundchst die
gesamte Fluoreszenzintensitit aller intrapulmonal deponierten FM bestimmt
werden. Bei der Lunge ist dies im Gegensatz zu anderen Organen verhaltnismafsig
einfach durchzufiihren, da das Losungsmittel die Lunge aufgrund ihrer pordsen
Struktur sehr gut durchdringen kann. Somit ist gewdhrleistet, dass der
Fluoreszenzfarbstoff aus der gesamten Probe gelost wird und sich gleichmaflig in der
Cellosolve®-Losung verteilt. Bei anderen, dichteren Organen, z. B. Herz oder Niere,
muss das Gewebe erst lysiert werden, bevor im nachsten Schritt die FM gewonnen
werden konnen; ein aufwiandiger Prozess, bei dem die Gefahr besteht, FM

einzubiifSen [67].

Die Effektivitit einer Aerosoltherapie hingt in hohem Mafie von der Menge der
intrapulmonalen Deposition ab. Selbst wenn die Partikelgrofie fiir die alveoldre
Deposition geeignet ist, deponiert dort nur ein geringer Prozentsatz der vernebelten
Ausgangslosung. Studien bei spontanatmenden Probanden haben gezeigt, dass nur
2-10 % der urspriinglichen Verneblerlosung die Lunge erreichen [2;131]. Bei
intubiert-beatmeten Patienten liegt der Prozentsatz der intrapulmonalen Deposition
sogar bei weniger als 3 % [59;110;193]. Das Beatmungssystem, der Endotrachealtubus
und das Beatmungsmuster beeinflussen die Eigenschaften des Aerosols und damit
die Deposition [97;133]. MacIntyre et al. [110] bestimmten die Deposition von
radioaktiv-markierter = Pentacetatsdure. Im  Vergleich zu Spontanatmung
(11.9 (#2.2) %) deponierten unter maschineller Beatmung nur 2.9 (+0.7) % der
vernebelten Losung in der Lunge. Fuller et al. [59] untersuchten die Deposition von
radioaktiv-markiertem Fenoterol an 21 beatmeten Patienten und fanden, dass
lediglich 1.2 (x0.35) % der vernebelten Dosis die Lunge erreichten. Bei der

Untersuchung von Thomas et al. [193] deponierten bei maschinell-beatmeten, primaér
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lungengesunden  Patienten 2.2 (x0.8) % der vernebelten  Aerosolpartikel
intrapulmonal. Einige wenige Untersuchungen zur Aerosoldeposition bei
maschineller Beatmung wurden auch an Kindern bzw. Sduglingen durchgefiihrt.
Interessant ist dabei eine Jetvernebler-Studie, die an Frithgeborenen (Geburtsgewicht
um 1093 g) mit bronchopulmonaler Dysplasie durchgefiihrt wurde [55]. Hier fand
sich eine dufSerst geringe Deposition von nur 0.22 (+0.1) %. Der geringe Durchmesser
des Endotrachealtubus und des Beatmungsschlauches und das geringe
Tidalvolumen sind die Hauptprobleme bei der technischen Durchfithrung einer
Aerosoltherapie in beatmeten Sauglingen [6;19]. Im Kleintiermodell konnte ein
Jetvernebler wahrend kontrollierter Beatmung bislang nur in Hasen angewendet
werden. Flavin et al. [54] zeigten hier je nach Verneblertyp eine intrapulmonale
Deposition von 0.19 (+0.10) % bzw. 1.96 (+1.19). Verglichen mit diesen vorgestellten
Ergebnissen produziert das in der hier vorliegenden Untersuchung evaluierte, neu
entwickelte Jetvernebelersystem ein Aerosol, das in hoherem Umfang (3.8 (1.3) %)

intrapulmonal deponiert.
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4.2.2  Vernebelung von IL-10
4.2.2.1 Lokale Wirkung auf die Lunge

4.2.2.1.1 Lungenmechanik und Gasaustausch

In der Anfangsphase des ARDS bewirkt die Akkumulation von interstitiellem und
sekundédr intraalveolirem Odem eine Abnahme der Lungenvolumina, eine
verminderte Compliance [118] und eine Zunahme der Resistance. Im Rahmen der
vorliegenden Untersuchung wurden weder zwischen den Gruppen noch im
zeitlichen Verlauf Anderungen der Lungenmechanik beobachtet. Moglicherweise
waren die pathologischen Veranderungen der Lunge nicht ausgepragt genug, um die
Lungencompliance und/oder -resistance zu beeinflussen. Andererseits wurden die
Tiere invasiv beatmet, so dass diskrete Verdnderungen der Lungenmechanik der

Analyse unter Umstanden entgingen.

Auch die Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalyse wurden von dem verwendeten
Beatmungsregime wesentlich beeinflusst. Die Beatmung mit einem FiO: von 0.5 lag
iiber dem FiO: der Umgebungsluft (FiO2=0.21). Der verwendete PEEP von 4 mbar
sollte sicherstellen, dass sich die Gasaustauschfldche vergrofiert, sich atelektatische
Lungenbezirke wieder o6ffnen, der intrapulmonale Rechts-Links-Shunt vermindert
und der endexspiratorische Alveolarkollaps vermieden wird und schliefillich das
Ventilations-Perfusionsverhaltnis verbessert wird. Insgesamt wurden die Tiere eher
hyperventiliert, eine Verschlechterung des Gasaustausches im Sinne einer Hypoxie
konnte in keiner der Gruppen beobachtet werden, auch wenn der paO: in der LPS-

Gruppe ab Mea 1 signifikant absank.

4.2.2.1.2 Charakteristik der BAL

Die akute Phase des ARDS ist charakterisiert durch den Einstrom proteinreicher
Odemfliissigkeit in den Alveolarraum, bedingt durch die erhohte Durchlissigkeit
der kapillar-endothelialen und alveolo-epithelialen Schranke [149]. Grundsatzlich ist

dabei auch der umgekehrte Weg moglich, d.h. Fliissigkeit kann aus den
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Lungenalveolen in die -kapillaren abgepresst werden. Dies ware eine mogliche
Erklarung fiir die geringere Recovery von Lavagefliissigkeit bei den
endotoxdmischen Tieren. Gegen eine ausgeprédgte Permeabilitdtserhéhung spricht
allerdings, dass der Proteingehalt in der BALF bei den endotoxdmischen Tieren nur
geringfligig hoher als bei den Kontrolltieren war. Bei Simons et al. [170] dauerte es
bei einem ARDS-Modell unter kontinuierlicher Infusion von LPS iiber 24 h bis zu
einem signifikanten Anstieg des Proteingehaltes in der BALF der Ratten. Beim
Menschen kénnen schon im Anfangsstadium des ARDS in der BALF signifikant
hohere Proteinkonzentrationen als bei Lungengesunden nachgewiesen werden

[99;119].

Des Weiteren konnten Simons et al. [170] einen Abfall der Zahl lavagierbarer Zellen
nach LPS-Injektion iiber die Zeit feststellen. Zwolf Stunden nach LPS-Gabe waren im
Vergleich zu Kontrolltieren nur noch 50 % der Zellen lavagierbar. In der
vorliegenden Untersuchung fiel die Zellkonzentration in der LPS-Gruppe auf 48 %
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Chang et al. [22] konnten einen signifikanten
Abfall der Leukozyten in der BAL bereits 2 h nach einer einmaligen, intravendsen
Injektion von LPS beobachten. Bis 12 h nach Sepsisinduktion fielen die Zellzahlen
weiter ab, auch hier auf 50 % verglichen mit der Kontrollgruppe. Im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungsergebnisse fanden sich zudem Hinweise, dass
Endotoxin die Integritdt und Funktion alveolarer Zellen beeintrachtigt. In der LPS-
Gruppe fanden sich vergleichsweise weniger intakte Zellen. Vermutlich aufgrund
der erheblichen Unterschiede in der Vitalitat der Zellen bei den LPS-Tieren wurde

keine Signifikanz gegeniiber der Kontrollgruppe und der IL-10-Gruppe erreicht.

Der Anteil der Alveolarmakrophagen an der Gesamtzahl an Leukozyten in der BAL
liegt in allen Gruppen bei etwa 90 %, d.h. der Abfall der lavagierten Gesamtzellzahl
war durch einen Abfall der Makrophagenzahl bedingt. Der zugrunde liegende
Mechanismus ist dabei unklar. Eine Moglichkeit ware, dass Endotoxin oder eine als

Reaktion auf Endotoxin in vivo gebildete, biologisch aktive Substanz, durch
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Aktivierung der Makrophagen deren Adhdrenz am Alveolarepithel erhcht [22;170].
Diese  Hypothese unterstiitzend konnte gezeigt werden, dass die
Alveolarmakrophagenzahl in der Lunge dabei nicht vermindert, sondern eher erh6ht
ist [170]. Auch bei ARDS-Patienten konnte gezeigt werden, dass in der der BAL im
Vergleich zu lungengesunden Kontrollen der Anteil der Alveolarmakrophagen an

der Gesamtzellzahl signifikant geringer ist (56 % vs. 90 %) [99].

Die erwartete Zunahme an Neutrophilen Granulozyten an der Zellfraktion in der
BAL bei Endotoxindmie war in unserem Modell nur gering ausgepragt. Unter
Umstdanden war die Zeitspanne der Endotoxindmie (6h) zu kurz, um einen
Neutrophileninflux in der BAL zu beobachten. Chang et al. konnten erst nach
24-stiindiger Endotoxinamie einen signifikanten Anstieg der Neutrophilenzahl in der
BAL nachweisen. Dagegen war im Lungengewebe bereits nach 2 h der maximale
Anstieg der Neutrophilenzahl nachweisbar. Dies deckt sich mit den Beobachtungen
anderer Arbeitsgruppen, nach denen bereits innerhalb einiger Minuten nach
intravenOser oder intraperitonealer Injektion von Endotoxin Neutrophile

Granulozyten in den Lungenkapillaren akkumulieren [24;71;145].

4.2.2.1.3 Freisetzung reaktiver Stickstoff- und Sauerstoffmetabolite aus
Alveolarmakrophagen

Makrophagen setzen sowohl nach in vitro [35;202] als auch in vivo [106;202]
Stimulation mit LPS vermehrt reaktive Stickstoffmetabolite (NO2, NO, NO2) frei.
Dieser Effekt ist einerseits direkt tiber LPS vermittelt, andererseits indirekt tiber die
vermehrte Freisetzung von TNF-a, IFN-y, und IL-13 [35;177]. Nitrit ist das stabile
Oxidationsprodukt von Stickstoffmonoxid (NO). Von zentraler Bedeutung fiir die
Bildung von NO ist die induzierbare NO-Synthetase (iNOS). Die iNOS wird in vielen
Zellen (Makrophagen, Neutrophile Granulozyten, Endothelzellen, Epithelzellen,
u. a.) nach Stimulation mit LPS oder proinflammatorischen Zytokinen, wie IFN-y, IL-
1B und TNF-a, induziert [210]. Stickstoffradikale tragen durch Lipidperoxidation,

DNA-Oxidation und Inaktivierung von Enzymen und Proteinen zu Schadigungen
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von Gewebe bei. Diese zytotoxischen Effekte resultieren entweder aus einer direkten
Toxizitat auf Molekiile oder aber aus einer synergistischen Schadigung mit anderen
Oxidantien wie reaktiven Sauerstoffmetaboliten [107]. Die Reaktion von NO mit
Superoxidanionen fiihrt zur Produktion von Stickstoffmetaboliten, die zum Teil ein
grofieres zytotoxisches Potential haben als NO oder O:" alleine [157;196]. Ein Beispiel
hierfiir ist das potente Zytotoxin Peroxynitrit (ONOQO’). Auf der anderen Seite
tibernimmt NO neben seiner zytotoxischen Wirkung auch wichtige Funktionen bei

der Zellprotektion und Signaltransduktion [107].

Bei Patienten mit ARDS in Folge Sepsis fanden Kobayashi et al. [99] in der BALF

signifikant hohere NO:-Konzentrationen als bei Lungengesunden oder
langzeitbeatmeten Sepsispatienten ohne ARDS. Des Weiteren konnten sie nur in der
ARDS-Gruppe eine iNOS-Expression in Alveolarmakrophagen nachweisen. Warner

et al. [202] beobachteten nach in vitro Stimulation von Alveolarmakrophagen mit

IFN-y, TNF-a oder LPS eine zeit- und dosisabhangige Produktion von NOx2. In einer

tierexperimentellen Untersuchung applizierten sie LPS intrapulmonal. In der

anschlielend gewonnen BALF war der Gehalt an NO: signifikant hoher als bei

unbehandelten Kontrolltieren. Die Alveolarmakrophagen aus den LPS-Tieren

produzierten zudem spontan NO-'.

Auch in der hier vorliegenden Studie kam es sowohl durch die in vivo als auch
durch die in vitro LPS-Applikation zur Induktion der NO:-Freisetzung.
Grundsatzlich kann IL-10 die Synthese von NO: in Makrophagen in
unterschiedlichen Systemen inhibieren und damit ihre zytotoxische Aktivitdt senken
[28;61;62]. Die hier vorgelegten Ergebnisse belegen, dass die Applikation von IL-10-
Aerosol bei experimenteller Endotoxindmie die Freisetzung von NO:" aus ex vivo
kultivierten Alveolarmakrophagen hemmt. Im Gegensatz dazu konnte bei der Maus
durch IL-10 Injektion 20 Minuten vor LPS-Injektion die NO:-Produktion von

Peritonealmakrophagen nicht reduziert werden [140]. Bei Maus-Makrophagen der
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Zelllinie J774.2 zeigte sich dagegen in vitro eine signifikante Hemmung der NO--
Freisetzung durch IL-10 [158]. Wurden in unserem Versuchsaufbau die Zellen in

vitro noch einmal mit LPS stimuliert, setzten die Makrophagen der LPS- und IL-10-

Tiere in etwa gleich viel NO: frei. Das in vivo verabreichte IL-10 scheint demnach
keine Wirkung auf die nachtréglich in vitro stimulierten Alveolarmakrophagen zu
besitzen. Ein Grund hierfiir konnte die kurze biologische Halbwertszeit des IL-10
sein. Nach einmaliger, intravendser Applikation von IL-10 liegt sie beim Menschen

dosisabhéngig zwischen 2.3 und 3.7 Stunden [86].

Alveolarmakrophagen spielen in der frithen Phase der Immunabwehr gegen

inhalierte Pathogene eine besondere Rolle. Neben Stickstoffmetaboliten gehoren

Sauerstoffradikale, wie O2, H:0: oder OH, zu den Abwehrmechanismen
phagozytierender Zellen (Neutrophile Granulozyten, Eosinophile Granulozyten,
Makrophagen). Primarer Produzent dieser Oxidantien ist die NADPH-Oxidase, ein
komplexes Enzymsystem, das normalerweise ruht und erst aktiviert wird, wenn die
Phagozyten einen fremden Organismus erkennen. Werden {iberschiefsend
Sauerstoffradikale frei, fithrt dies zu Schadigungen des umliegenden Gewebes.
Sauerstoffradikale konnen Proteine denaturieren und dadurch Enzyme deaktivieren.
Auflerdem fiihren sie iiber die Peroxididation von Lipiden zu Membraninstabilitdten
[45;98]. Um diese potentiell gefahrlichen Oxidantien in Schach zu halten, gibt es in
der Lunge eine Reihe antioxidativer Mechanismen. Versagen diese Radikalfanger,
kann dies zu den unterschiedlichsten Lungenerkrankungen fithren: ARDS [8;56;205],
strahleninduzierte = Pneumonitis [75], Lungenemphysem als Folge des
Zigarettenrauchens  [20], toxische Lungenerkrankungen [18;27;127] und

experimenteller Lungenschaden [92;165].

In der vorliegenden Untersuchung produzierten die Alveolarmakrophagen aus allen
drei Gruppen spontan geringe Mengen an O:. Durch den sehr potenten in vitro

Stimulus PMA konnte in keiner Gruppe ein signifikanter Anstieg der Oz-Freisetzung
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induziert werden. Zudem fiihrte die in vivo Endotoxingabe weder bei unstimulierten

noch bei PMA-stimulierten Zellen zu einem Anstieg der O>-Produktion.

In vielen anderen Systemen ist der Nachweis von O: untersucht. Die von uns
verwendete Methode wurde bereits bei Monozyten [72;174;206],
Peritonealmakrophagen [179;206], Neutrophilen [46;72;197] und Eosinophilen [148]
Granulozyten angewandt. Es wird zumeist angenommen, dass bei Schadigung der
Lunge Sauerstoffradikale vor allem durch Neutrophile Granulozyten produziert
werden [82;190;203], zu Alveolarmakrophagen liegen nur wenige Untersuchungen
vor. McGuire et al. [120] untersuchten die O:-Freisetzung aus Alveolarmakrophagen
der Ratte nach hepatischer Ischamie und Reperfusion und gleichzeitiger LPS-
Injektion. Es zeigte sich weder spontan noch nach PMA-Stimulation ein signifikanter
Unterschied zur Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu zeigte sich unter den gleichen
Bedingungen bei Neutrophilen Granulozyten, gewonnen aus dem Gefdfibett der

Lunge, durch Ischdamie und Endotoxin ein Anstieg sowohl der spontanen als auch

der stimulierten O2-Produktion.

Holman et al. [82] wiesen nach 72-stiindiger Endotoxindmie eine hohere spontane
Freisetzung von O: aus Neutrophilen Granulozyten aus der BAL verglichen mit
zirkulierenden Neutrophilen aus Kontrolltieren nach. Wurden die Zellen in vitro mit
PMA stimuliert, produzierten die Neutrophilen aus der BAL der LPS-behandelten

Ratten signifikant weniger O:" als die Neutrophilen aus dem Blut der Kontrolltiere.

Wizeman et al. [209] verglichen die Produktion reaktiver Sauerstoffmetabolite
zwischen Alveolarmakrophagen und Makrophagen aus dem Interstitium von
Rattenlungen. Dabei zeigte sich, dass nach vorheriger i.v.-Injektion von LPS nur die

interstitiellen Makrophagen vermehrt Sauerstoffradikale produzierten.

Auch Dorger et al. [38] fanden Hinweise darauf, dass in Alveolarmakrophagen die

Produktion von Sauerstoffradikalen der Bedeutung der Produktion von
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Stickstoffmetaboliten quantitativ unterlegen ist. Folglich konnte der in der

vorliegenden Untersuchung fehlende Anstieg der O2-Produktion nach in vivo und in

vitro Stimulation eine spezifische Charakteristik der Alveolarmakrophagen sein.

Aber auch methodische Probleme bei der O:-Messung mittels Cytochrom-C-

Methode konnten eine Rolle bei der scheinbar geringen und schlecht induzierbaren

Produktion von O: spielen. Das durch O: reduzierte Cytochrom-C kann sowohl
enzymatisch als auch nicht-enzymatisch oxidiert werden, was zu einer
Verminderung, bis hin zur volligen Beseitigung, des nachweisbaren
Reaktionsproduktes fithren kann. Wéahrend der Superoxidanionen-Reaktion
anwesende Hydroxylradikale [164] und Peroxynitrit [195] konnen so zur nicht-

enzymatischen Oxidation des reduzierten Him-Eisens des Cytochrom-C beitragen.

Eine weiteres Problem ist, dass O:" von der Zellmembran teilweise in Phagosomen
abgegeben wird und sich dann der Reaktion mit Cytochrom-C entzieht [40]. Auch
kann Cytochrom-C in Anwesenheit von H20: das zu untersuchende System oxidativ

schadigen und damit die Sauerstoffradikalbildung beeinflussen [151].

4.2.2.1.4 Zytokinfreisetzung in der Lunge

Ein komplexes Netzwerk an Zytokinen initiiert, verstarkt und unterhalt bei akutem
Lungenschaden das inflammatorische Geschehen in der Lunge (Ubersicht bei: [201]).
Makrophagen, aber auch Epithelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten produzieren
Zytokine und konnen gleichzeitig als Effektorzellen durch weitere Mediatoren

stimuliert werden.

Im in dieser Untersuchung vorliegenden Modell des experimentellen
Lungenschadens waren nach Endotoxingabe in der BALF die Konzentrationen aller
bestimmten proinflammatorischen Zytokine im Vergleich zu Kontrolltieren
signifikant erhoht. Durch Applikation von IL-10-Aerosol konnte dieser Anstieg der
Konzentration proinflammatorischer Zytokine gesenkt und zum Teil vollstandig

inhibiert werden.
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TNF-a und IL-1f stehen am Anfang der inflammatorischen Kaskade und werden
daher oft ,early response cytokines” genannt [63]. TNF-a und IL-1 werden in erster
Linie von LPS-aktivierten mononukledren Phagozyten produziert. TNF-a ist der
hauptsachliche Mediator der Wirtsabwehr gegen gramnegative Bakterien; es 10st
eine Vielzahl von immunologischen Reaktionen aus wund unterhdlt das
Entziindungsgeschehen. TNF-a aktiviert Leukozyten, vor allem Neutrophile
Granulozyten, und fiihrt iiber eine vermehrte Expression von Adhdrenzmolekiilen
auf Endothelzellen zu deren Akkumulation am Entziindungsherd. Aufserdem stoft
TNF-a die Zytokin- und Chemokinproduktion verschiedener Zellen an und aktiviert
zudem das Gerinnungssystem. Ahnlich wichtig fiir die Vermittlung einer
Entziindungsreaktion bei der natiirlichen Immunitat ist IL-1. Wie auch TNF-q,
verursacht IL-1 Fieber, induziert die Synthese von Akutephasen-Plasmaproteinen in
der Leber und bringt einen metabolischen Zerfall (Kachexie) in Gang. TNF-a und
auch IL-1p sind sowohl in der BALF von bereits an ARDS erkrankten Patienten als
auch in der BALF von Patienten mit erhohtem Risiko an ARDS zu erkranken
nachweisbar [169;181]. Beobachtungen, wonach bei ARDS Patienten die
Konzentrationen von TNF-a und IL-1 in der BAL gegeniiber den in manchen Fallen
erhohten Plasmawerten gesteigert vorkamen, sprechen fiir den pulmonalen

Ursprung der Zytokine [87;181].

Die endobronchiale Applikation von IL-10 konnte in verschiedenen
tierexperimentellen Modellen der pulmonalen Inflammation die TNF-a-
Konzentration in der BALF senken. In einem Modell der Immunkomplex-
induzierten Alveolitis instillierten Mulligan et al. [125] eine IL-10-Losung
intratracheal und fanden eine 92%ige Reduktion der TNF-a-Konzentration
verglichen mit den unbehandelten Tieren. Escofier et al. [44] untersuchten die
Wirkung der intranasalen Applikation von IL-10 in einem Modell, bei dem der
Lungenschaden der Ratte durch die Inhalation von LPS-Aerosol ausgelost wurde.
Hier konnte die durch das LPS-Aerosol erhhte TNF-a-Konzentration in der BALF
durch IL-10 vollstandig supprimiert werden.
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IFN-y verstarkt die biologische Wirkung von TNF-a und ist ein potenter Aktivator
der mononukledren Phagozyten. IFN-y aktiviert aber auch Neutrophile
Granulozyten, Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) und vaskuldre Endothelzellen.
IFN-y induziert direkt die Synthese von Enzymen, die zur Produktion reaktiver
Stickstoff- und Sauerstoffmetaboliten fiihren (,respiratory burst”). Die IFN-y-
Bildung erfolgt hauptsachlich von T-Lymphozyten und NK-Zellen. In einem
Mausmodell des Endotoxin-induzierten Lungenschadens konnte gezeigt werden,
dass in der Lunge IFN-y neben IL-1 und IL-6 signifikant erhoht ist [94]. IL-10 kann
die LPS-induzierte IFN-y-Produktion sowohl in vitro als auch in vivo inhibieren

[113].

IL-6 ist weiter distal in der Zytokinkaskade lokalisiert und wird von aktivierten
Makrophagen, Gefafsendothelzellen und anderen Zellen gebildet. Es veranlasst die
Hepatozyten, verschiedene Plasmaproteine -wie Fibrinogen, das an der
Akutephasen-Antwort beteiligt ist — zu synthetisieren. Bei ARDS-Risikopatienten ist
die IL-6-Konzentration in der BALF sehr hoch und bleibt nach Erkrankung im
weiteren Verlauf des ARDS erhoht [116]. Thomassen et al. [194] zeigten nach in vitro
Stimulation humaner Alveolarmakrophagen mit LPS eine signifikante Steigerung der
Produktion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1 und IL-6. Durch die
gleichzeitige Gabe von rekombinantem, humanem IL-10 (rhIL-10) konnten die
Konzentrationen der genannten Mediatoren im Zelliiberstand signifikant gesenkt

werden.

RANTES gehort der Gruppe der C-C Chemokine an. Die Chemokine umfassen eine
Gruppe von Zytokinen, die alle die Fahigkeit haben, die Motilitat (Chemokinese)
und die zielgerichtete Wanderung (Chemotaxis) von Leukozyten zu stimulieren. Die
Bezeichnung ,Chemokine” ist ein Abkiirzung fiir ,chemotaktische Zytokine”.
Ausgehend von ihrer Primarstruktur werden die Zytokine in verschiedene
Subgruppen (C, C-C, C-X-C und C-Xs-C) unterteilt. Heute sind mehr als 50

Chemokine bekannt. RANTES wird von aktivierten T-Lymphozyten produziert.
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Daneben konnte mittlerweile auch in anderen Zellpopulationen, wie Monozyten,
Bronchialepithelzellen und Astrozyten eine RANTES-Expression nachgewiesen
werden. RANTES wirkt u.a. chemotaktisch auf Monozyten, auf eine Subpopulation
von T-Lymphozyten, NK-Zellen, basophile und eosinophile Granulozyten und
dendritische Zellen. In einem Mausmodell bewirkte die intraperitonealer Injektion
von LPS in der Lunge eine Hochregulation der RANTES-Produktion. AufsSerdem
héangt die Expression von RANTES offenbar von der endogenen TNF-a-Produktion
ab [198]. In humanen Monozyten antagonisiert IL-10 die Stimulation der RANTES-
Produktion durch TNF-a und IFN-y [115]. Auch in Astrozyten der Ratte konnte
gezeigt werden, dass eine TNF-a- bzw. IFN-y-induzierte mRNA-Expression durch

IL-10 inhibiert wird [77].

Der Nachweis von IL-10 in der BALF gelang in der prasentierten Arbeit nur bei
einem Tier der LPS- und einem Tier der IL-10-Gruppe. Die Konzentrationen lagen
mit 4.28 und 3.68 pg/ml knapp iiber der, mit dem von uns verwendeten ELISA
detektierbaren, minimalen Konzentration. Wir fiihrten die bronchoalveoldare Lavage
mit 100 ml PBS durch, was eine Verdiinnung aller Zytokinkonzentration zur Folge
hat. Unter Umstanden wurden die geringen in der Lunge vorhandenen IL-10-
Konzentrationen so weit verdunnt, dass sie mit dem ELISA nicht mehr detektiert

werden konnten.

In der Lunge kann IL-10 von Alveolarmakrophagen [194], Bronchialepithelzellen [15]

und von T-Zellen [212] gebildet werden. Die Aktivierung von Alveolarmakrophagen

durch LPS konnte in dieser Untersuchung anhand einer vermehrten NO:-
Produktion nachgewiesen werden. Daraus konnte man schliefen, dass die
Alveolarmakrophagen durch die LPS-Stimulation auch vermehrt IL-10 produzieren.
Studien an menschlichen Alveolarmakrophagen konnten dies auch bestétigen
[91;112]. Es gibt aber ebenfalls Studien, die keine IL-10-Produktion nach LPS-
Stimulation zeigten [12;194]. In unserem Modell konnten wir am Versuchsende

weder nach LPS-Stimulation noch nach intrapulmonaler Applikation von IL-10
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erhohte IL-10-Konzentrationen in der BALF nachweisen. Dass exogen zugefiihrte
IL-10 kénnte aufgrund der bereits erwahnten kurzen Halbwertszeit (2.3 bis 3.7 h [86])
nach 6 h bereits nicht mehr in der Lunge nachweisbar gewesen sein. Inwieweit sich
die IL-10-Halbwertszeit bei der Spezies Ratte bzw. im Kompartiment Lunge
unterscheidet ist iiberdies unbekannt. Welche Rolle die Alveolarmakrophagen fiir
die Produktion von IL-10 bei ARDS spielen, und durch welche Zellen bei ARDS die

Produktion von IL-10 reguliert wird, bleibt unklar.

4.2.2.2 Systemische Wirkung

Nach Injektion von LPS konnen die systemische und lokale Inflammation schwerlich
voneinander getrennt betrachtet werden; sie stehen im gegenseitigen Austausch. Die
lokale antiinflammatorische Wirkung von IL-10-Aerosol in der Lunge konnte
sekundar auch das systemische entziindliche Geschehen giinstig beeinflussen. Zum
einen konnte iiber eine Verdnderung der Freisetzungen von Mediatoren und
Zytokinen in der Lunge die systemische Entziindungskaskade beeinflusst werden.
Zum anderen konnten in der Lunge aktivierte Zellen, z. B. Makrophagen in den
systemischen Kreislauf iibertreten. Diese Zellen konnten dann sekundir iiber die
Freisetzung antiinflammatorischer Mediatoren die systemische Entziindungsreaktion
supprimieren. Inwieweit IL-10 auch tiber die alveolokapillire Membran direkt in den
systemischen Kreislauf gelangt, ldsst sich zudem anhand der IL-10-Kinetik im
Plasma abschatzen. Der kontinuierliche Anstieg der IL-10-Konzentration bei den mit
IL-10 vernebelten Tieren konnte auf eine stetige Abgabe von IL-10 aus der Lunge
hinweisen. Begiinstigend auf einen Ubertritt von Entziindungszellen und IL-10-

Protein in die Blutbahn wirkt zudem die invasive Beatmung mit PEEP.

4.2.2.2.1 Hamodynamik

Veranderungen der Hamodynamik und Stérungen des Saure-Basen-Haushaltes
waren keine primédren Zielparameter, da therapeutisch korrigierend eingegriffen

wurde. Durch Volumensubstitution und Katecholamingabe sollte eine
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Organminderdurchblutung, insbesondere der Lunge verhindert werden. Eine
eingeschrankte pulmonale Mikrozirkulation und eine hieraus resultierende
Gewebshypoxie hdtten  mdoglicherweise fatale Auswirkungen auf die
intrapulmonalen  Zellpopulationen gehabt. Alveolarmakrophagen reagieren

empfindlich auf Hypoxie und Entgleisungen des pH-Wertes [214].

Typischerweise kommt es unmittelbar nach LPS-Gabe zu einem signifikanten Abfall
des Blutdrucks, mit einem Tiefpunkt nach 15 Minuten [76]. Neben dieser friihen,
akuten Phase gibt es eine spite, chronische Phase, die ungefihr 70 Minuten nach
Endotoxingabe beginnt und unbehandelt einige Stunden spéter zum Tode fiihrt
[136]. Auch in der vorliegenden Untersuchung konnte dieser phasenhafte Verlauf

nachvollzogen werden.

4.22.2.2 Blutbild

Der Abfall der Hamoglobinkonzentration und des Hamatokrits {iber die Zeit ist
durch geringe Blutverluste wahrend der Praparation, die stiindlichen Blutabnahmen
sowie die kontinuierliche Fliissigkeitsinfusion erkldarbar. Auch bei der
Thrombozyten- und Leukozytenkonzentration muss dieser Verdiinnungseffekt

beachtet werden.

Die Thrombozytenkonzentrationen aller drei Gruppen fallen tendenziell ab.
Aufgrund grofler interindividueller Konzentrationsunterschiede erreicht der Abfall
jedoch keine Signifikanz. Dies konnte an der Messmethode der PLT mittels Coulters
liegen. Mehrfachbestimmungen aus einer Blutprobe fiihrten haufig zu sehr
unterschiedlichen Ergebnissen. Mogliche Griinde sind die inhomogene Aktivierung
der Gerinnung innerhalb der Probe oder gerdtebedingte Messfehler. Dennoch lasst
sich bei der LPS- und IL-10-Gruppe eine tendenziell geringere
Plattchenkonzentration beobachten, verglichen mit der Kontrollgruppe. Beim
Menschen wird eine isolierte Thrombozytopenie haufig gerade zu Beginn einer

Septikdmie beobachtet und ist ein wichtiger Hinweis auf eine systemische
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Ausbreitung einer zuvor lokalen Infektion [137]. Es werden vor allem vermehrt
Thrombozyten verbraucht [129], aber auch immunologische Zerstérung [41] und
verminderte Freisetzung [153] spielen eine Rolle. Bei Patienten mit akutem
Lungeschaden konnte aufSerdem eine Sequestration von Thrombozyten in der Lunge
gezeigt werden [162]. Meduri [121] beobachtete bei Patienten mit ARDS im Verlauf
der Erkrankung eine Verminderung der Thrombozytenkonzentration um
mindestens 50 % des Ausgangswertes. Sheu et al. [168] konnten bei der Ratte 4 h
nach LPS-Injektion einen signifikanten Abfall der Thrombozytenkonzentration im

Blut nachweisen.

Die periphere Leukozytenkonzentration fiel in der durchgefiihrten Untersuchung
nach LPS-Infusion initial ab. Innerhalb des Beobachtungszeitraumes naherte sich die
WBC wieder Baseline-Werten an. Chang et al. [22] zeigten ebenfalls, dass direkt nach
intravendser Injektion von LPS in Ratten die Leukozytenkonzentration absinkt, um
sich nach 6 h wieder dem Ausgangsniveau zu nadhern. Vor allem Neutrophile
Granulozyten migrieren aus den Kapillaren ins Gewebe. Uber das pulmonale
Gefaflbett kommt es in der Lunge daraufhin zu einer neutrophilen Alveolitis,

typischer Vorbote eines akuten Lungenversagens [155;201].

Bei den Differentialzellzahlen — bestimmt aus dem am Versuchsende abgenommenen
Blut — fallt zundchst auf, dass die Leukozytenzahlen deutlich geringer als beim
letzten Messzeitpunkt (Mea 7) sind. Dies ist vereinbar mit einem Verdiinnungseffekt
durch die Uberdosis Pentobarbital am Versuchsende. Die signifikante Erhohung der
Monozytenfraktion bei LPS- und IL-10-Gruppe im Gegensatz zur Kontrollgruppe ist
am ehesten Folge des geringeren Anteils an Neutrophilen Granulozyten, auch wenn
diese sich zwischen den Gruppen nicht signifikant voneinander unterscheiden.
Rinaldo et al. [155] zeigten, dass 6 h nach Endotoxingabe der noch nach 1h
vorhandene Abfall der Neutrophilen-Konzentration nicht mehr vorhanden ist. Im
Gegensatz dazu beobachteten Chang et al. [22] einen Anstieg der Neutrophilen

Granulozyten ab 2 bis 24 Stunden nach Sepsisinduktion.
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4.2.2.2.3 Systemische Zytokinfreisetzung

Uber die Bestimmung systemischer Zytokinkonzentrationen wurde immer wieder
versucht, die Entwicklung und die Schwere des Verlaufs des ARDS vorauszusagen.
Vorteilhaft ist die einfache Gewinnung von Blutproben im Vergleich zur Gewinnung
einer BAL. In einzelnen Studien wurde gezeigt, dass Patienten mit erhohten
Konzentrationen von TNF-a [11], IL-1 [5], IL-6 [99;189] und IL-8 [99;189] mit einer
hoheren Wahrscheinlichkeit an ARDS erkranken. In der Zusammenschau
entsprechender Befunde liefs sich jedoch kein Zytokin identifizieren, das konsistent
eine Vorhersage iiber das Auftreten und den Verlauf des ARDS erlaubt. Wichtiger
als die Konzentrationen einzelner Mediatoren, scheint das Interaktionsmuster aller

pro- und antiinflammatorischen Mediatoren zu sein.

In unserem Modell kommt es durch das intravends verabreichte LPS zu einem
Anstieg aller bestimmten proinflammatorischen Zytokine im Plasma. Durch die
Vernebelung von IL-10 wurden die Konzentration von IFN-y, RANTES, IL-1 und IL-

6, nicht aber diejenige von TNF-a im Plasma gesenkt.

Moglicherweise waren die durch die Vernebelung systemisch erreichten IL-10-
Konzentrationen nicht ausreichend, um die TNF-a-Produktion zu senken. Dann
miisste aber zur Hemmung der TNF-a-Produktion mehr IL-10 benétigt werden als
zur Hemmung der anderen proinflammatorischen Zytokine. Dagegen spricht die
Untersuchung von Chernoff et al. [23], hier konnte kein Unterschied in der Dosis-
Wirkungsbeziehung von IL-10 zwischen TNF-a und IL-1 festgestellt werden.
Gesunden Pobanden wurden IL-10-Dosen von 1, 10 und 25 pg/kgKG bzw. Placebo
injiziert, zum Zeitpunkt O h, 3h, 6 h, 24 und 48 h wurden Blutproben entnommen
und in vitro mit LPS stimuliert. Die Hemmung der TNF-a- und IL-1-Produktion
verhielt sich streng dosisabhéngig, bei der geringsten Dosis IL-10 konnte bereits nach
6 h keine Hemmung mehr beobachtet werden. AufSerdem steht TNF-a mit IL-1 am
Anfang der inflammatorischen Zytokinkaskade, iiber die Hemmung von TNF-a und

IL-1 werden weiter distale Zytokine in ihrer Produktion gehemmt.
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Eine andere Erklarung wdre, dass die TNF-a-Konzentration nach einer
voriibergehenden Hemmung durch IL-10 zu einem spateren Zeitpunkt noch einmal
ansteigt. Solch ein zweiter, spaterer Peak in der TNF-a-Produktion nach einmaliger
LPS-Injektion ist jedoch nicht beschrieben. Sechs Stunden nach LPS-Injektion lassen
sich oft keine erhohten TNF-a-Konzentrationen mehr feststellen [83;88;113].
Moglicherweise ist die pulmonal selektive Wirkung von IL-10 auf TNF-a auch eine
Besonderheit der pulmonal-topischen Applikation als Aerosol. Wie IL-10 seine
systemische antiinflammatorische Wirkung tiberhaupt erreicht und welche Rolle die
in der Lunge ansassigen immunkompetenten Zellen dabei spielen, bedarf weiterer

Untersuchung,.

Die Plasmakonzentrationen von IL-10 waren am Ende des Versuchszeitraumes
sowohl in der LPS- als auch in IL-10-Gruppe signifikant hoher als bei der
Kontrollgruppe; zwischen den Gruppen bestand jedoch kein signifikanter
Unterschied. Die Plasmakonzentrationen von IL-10 am Versuchsende lassen
demnach keinen Schluss auf eine eventuelle systemische Resorption von pulmonal

deponiertem IL-10 zu.

In der erhobenen IL-10-Kinetik zeigte sich nach Vernebelung bis zu einem gewissen
Niveau ein langsamer Anstieg der IL-10-Plasmakonzentrationen tiber die Zeit. Dies
konnte darauf hinweisen, dass eine gewisse Menge IL-10 kontinuierlich in den
systemischen Kreislauf gelangt. Debs et al. [31] postulieren, dass die systemische
Aufnahme eines Zytokin-Aerosol limitiert ist und dass dieser Prozess allmahlich
iiber die Zeit geschieht. Sie zeigten in einem Rattenmodell, dass 30 Minuten nach
Applikation von TNF-a-Aerosol bzw. intravenodser TNF-a-Injektion vergleichbar
hohe TNF-a-Spiegel in der Lunge erreicht werden. Im Gegensatz dazu lief§ sich im
Blut nach i.v.-Injektion ein 3000fach hoherer TNF-a-Spiegel nachweisen als nach

Aerosolapplikation [31].

Bei den LPS-Tieren zeigte sich im zeitlichen Verlauf ein zu erwartender Peak der

IL-10-Plasmakonzentration 1 -2 Stunden nach LPS-Injektion (vgl. [88;113]). Dass
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dieser Peak in der IL-10-Gruppe ausblieb, lag moglicherweise an der bereits
erwahnten Autoregulation der endogenen IL-10-Produktion. Das exogen zugefiihrte
IL-10 konnte zu einer negativen Feedback-Regulation der endogenen IL-10-Synthese
gefithrt haben. Inoue et al. [88] zeigten in einem Mausmodell, dass — verglichen mit
der IL-10-Kinetik nach alleiniger LPS-Injektion — nach gleichzeitiger i.v.-Injektion von
IL-10 und LPS die IL-10-Plasmakonzentrationen tendenziell langsamer und geringer

anstiegen.
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4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden die technischen
Voraussetzungen zur Jetvernebelung im Kleintiermodell der Ratte geschaffen. Die
Inhalation von IL-10-Aerosol vor Injektion von LPS fiihrte sowohl pulmonal als auch
systemisch zu einer Reduktion der Konzentrationen proinflammatorischer
Mediatoren. IL-10-Aerosol greift demnach direkt in die immunologischen Prozesse
der Entziindungsreaktion ein und Dbietet damit eine Option zur

antiinflammatorischen Therapie bei Sepsis und ARDS.

Zwischenzeitlich wurde IL-10 bereits in einer ersten klinischen Untersuchung zur
antientziindlichen Therapie des akuten Lungenversagens eingesetzt [13]. Diese
placebokontrollierte, randomisierte Studie wurde an 60 Patienten durchgefiihrt. Die
Therapiegruppe erhielt sechsmal am Tag 8 bzw. 20 ug/kg KG IL-10 intravends. Die
TNF-a- und IL-6-Plasmakonzentrationen und die TNF-a-Konzentrationen in der
BAL fielen daraufhin im weiteren Krankheitsverlauf ab, wahrend sie bei der

Placebogruppe noch weiter anstiegen.

Plasmaspiegel einzelner Zytokine lassen jedoch keine Riickschliisse auf die
Effektivitat einer Therapie in Bezug auf die Verringerung der Mortalitat kritisch
kranker Patienten zu. Auch welchen Einfluss IL-10 auf die typischen klinischen
Veranderungen bei Sepsis bzw. Endotoxindmie hat, wurde bislang noch nicht
erschopfend untersucht. In einem Endotoxindmie-Modell an gesunden Probanden
unterdriickte die vorherige Injektion von IL-10 zwar die Entziindungsreaktion nach
Endotoxingabe, IL-10 hatte jedoch keinen Einfluss auf die hdmodynamische oder
kardiovaskuldre Antwort auf LPS [102]. Die enttduschenden Ergebnisse bereits
eingangs erwahnter Studien [3;26;52;53] zur antiinflammatorischen Therapie bei
Sepsis bzw. ARDS durch Blockade einzelner proinflammatorischer Zytokine zeigen,
dass die komplexen, pathophysiologischen Vorgange bei diesen Krankheitsbildern
noch lange nicht erschopfend untersucht sind. Um eine wirksame

immunmodulierende Therapie und eine Senkung der immer noch hohen
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Sterblichkeit septischer Erkrankungen zu erreichen, sind folglich noch viele
weiterfithrende Untersuchungen notwendig. In diesem Zusammenhang eignen sich
experimentelle Studien dazu, unter definierten, {iiberschaubaren Bedingungen

einzelne Zusammenhéange nédher zu beleuchten.

Am in dieser Arbeit vorgestellten Tiermodell zur experimentellen Endotoxinamie
konnten folgende Gesichtspunkte der Therapie mit IL-10-Aerosol naher untersucht

werden:

e Die Beschreibung der Dosis-Wirkungsbeziehung von IL-10-Aerosol auf
pulmonaler und systemischer Ebene.

e Die  Abhdngigkeit der  antiinflammatorischen =~ Wirkung  vom
Applikationszeitpunkt von IL-10 im Verhaltnis zur LPS-Injektion.

¢ Der Einfluss von IL-10-Aerosol auf Ebene der Gentranskription und
-translation.

¢ Die langerfristigen Auswirkungen von IL-10 auf das Immunsystem.

¢ Die Evaluation eventueller toxischer Effekte und Nebenwirkungen einer

Behandlung mit IL-10-Aerosol.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das ,Acute Respiratory Distress Syndrome” (ARDS) ist eine akut auftretende,
tiberwiegend Sepsis-induzierte, inflammatorische Erkrankung der Lunge mit hoher
Letalitat [85;201]. Ein komplexes Netzwerk aus proinflammatorischen Zytokinen und
Mediatoren initiiert und perpetuiert dabei die pulmonale Entziindungreaktion
[180;201].

Vor diesem Hintergrund steht das Konzept der therapeutischen Suppression dieser
Substanzen. Dem Zytokin Interleukin-10 (IL-10) konnte in diesem Zusammenhang
aufgrund seines ausgeprdgten antiinflammatorischen Wirkspektrums eine
Bedeutung zukommen; IL-10 hemmt physiologisch die Synthese und Freisetzung
von Entziindungsmediatoren [69]. In tierexperimentellen Untersuchungen bei Sepsis
bzw. experimenteller Endotoxindmie konnte die protektive Wirkung von systemisch
appliziertem IL-10 auf das Uberleben der Versuchstiere sowie die Verminderung der
Konzentrationen zirkulierender, proinflammatorischer Mediatoren gezeigt werden

[64;83].

Mit der vorliegenden Studie wurde erstmals untersucht, welche Auswirkungen eine
Behandlung mit inhaliertem IL-10 im Hinblick auf die pulmonale und systemische
Entziindungsreaktion hat. Da die Tierversuche in der intubierten und kontrolliert
beatmeten Ratte durchgefiihrt werden sollten, musste zundchst ein hierfiir

geeignetes Verneblersystem entwickelt werden.

Die in vitro Evaluation des neu entwickelten Verneblersystems ergab, dass das
entwickelte Jetverneblersystem eine fiir eine alveoldre Deposition geeignete
Partikelgrofle liefert (& 2 um). In vivo zeigten die produzierten Aerosolpartikel eine
gleichmassige Deposition iiber die gesamte Lunge. Insgesamt deponierten rund
3.8 % (1.3 ) (Median (IQR)) der vernebelten Ausgangslosung in alveoldren Bereichen.
Der Vernebelungsprozess beeinflusste weder die Herzfrequenz, den mittleren
arteriellen Blutdruck, den arteriellen Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck noch

die Integritdt des Lungenparenchyms und kann daher als sicher angesehen werden.
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An 24 narkotisierten, kontrolliert beatmeten Ratten wurde die antiinflammatorische
Wirkung von IL-10-Aerosol untersucht. Die Induktion des experimentellen

Lungenschadens erfolgte durch intravendse Injektion von Endotoxin (LPS).

Die Tiere wurden zufillig einer von drei Versuchsgruppen zugeordnet: Die LPS-
Gruppe erhielt eine LPS-Injektion (5 mg/kg/KG) ohne therapeutische Intervention.
Bei der IL-10-Gruppe erfolgte unmittelbar vor LPS-Injektion eine Behandlung mit IL-
10-Aerosol (vernebelte Dosis: ~ 5 ug / Tier; deponierte Dosis: ~ 0.19 ug / Tier). In einer
Kontrollgruppe wurde die Auswirkung von Narkose, chirurgischer Préaparation,
Beatmung und Aerosolapplikation (Inhalation von PBS als die IL-10-Tragerlosung)
evaluiert. Wahrend einer Beobachtungszeit von 6 h nach LPS-Injektion wurden
kontinuierlich die Hamodynamik und Lungenmechanik sowie stiindlich die
arteriellen Blutgase und das Butbild bestimmt. Am Ende der Versuche erfolgten eine
Bronchoalveoldre Lavage (BAL) sowie die Entnahme von Blut- bzw. Plasmaproben.
Wichtigste Zielparameter waren hierbei die pulmonale und systemische

Entziindungsreaktion.

Durch die Injektion von LPS konnte sowohl systemisch als auch pulmonal eine akute
Entziindungsreaktion ausgelost werden. Zwar fiihrte die experimentelle
Endotoxindmie nur zu geringen Verschlechterungen der klinischen Parameter,
jedoch zeigte sich sowohl in der BAL als auch im Plasma ein Anstieg der bestimmten
proinflammatorischen Mediatoren (TNF-a, IFN-y, RANTES, IL-1, IL-6). Desweiteren
fiihrte LPS zu einer Freisetzung reaktiver Stickstoffradikale aus durch die BAL
gewonnenen und ex vivo kultivierten Alveolarmakrophagen.

Die Applikation von IL-10-Aerosol senkte die erhthten Konzentrationen von IFN-vy,
RANTES, IL-1 und IL-6 sowohl in der BAL als auch im Plasma. Eine Reduktion der
TNF-a-Konzentration war nur in der BAL nachweisbar. Auch die Freisetzung von
reaktiven Stickstoffradikalen aus Alveolarmakrophagen wurde durch IL-10-

Inhalation suffizient supprimiert.
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Die Vernebelung von IL-10 vor Induktion einer experimentellen Endotoxindmie
zeigte sowohl pulmonal als auch systemisch antiinflammatorische Wirkungen.
Basierend auf den hier vorgestellten Befunden kénnen nun weitere Untersuchungen
zur Beschreibung der Dosis-Wirkungsbeziehung und zur Bestimmung des
Zeitfensters fiir eine therapeutische Applikation von IL-10-Aerosol nach LPS-

Stimulation folgen.
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6 VERZEICHNIS DER VERWENDETEN
ABKURZUNGEN

AF Atemfrequenz [min™]

AMV Atemminutenvolumen [l/min]

ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome; akutes Lungenversagen

BAL Bronchoalveolar lavage; Bronchoalveoldre Lavage, gesamte
Lavagefliissigkeit

BALF Bronchoalveolar lavage fluid; zellfreie Lavagefliissigkeit

BE Baseexcess; Basentuiberschuss

C Compliance der Lunge [ml/mbar]

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

FiO: Inspiratorische Sauerstoffkonzentration

FM Fluoreszierende Mikrospharen

GSD Geometric standard deviation; geometrische Standardabweichung

Hb Hamoglobingehalt [g/dl]

HCOs Plasmabicarbonatkonzentration

HF Herzfrequenz [min™]

Hkt Héamatokrit [%]

IFN-y Interferon-y

IL-1 Interleukin-1

IL-10 Interleukin-10

IL-1Ra IL-1-Rezeptoranatagonist

IL-6 Interleukin-6

IL-8 Interleukin-8
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IQR Interquartilsabstand; Differenz zwischen 75. und 25. Perzentil bzw. 3.
und 1. Quartil

KG Korpergewicht [g]
LPS Lipopolysaccharid
MAP Mittlerer arterieller Blutdruck
Mea Measurement; Messzeitpunkt

MMAD Mass Median Aerodynamic Diameter
mRNA Messenger-RNA; Boten-RNA

paCO2 Arterieller Kohlendioxidpartialdruck

paO: Arterieller Sauerstoffpartialdruck

PBS Phosphate buffered saline; 0.81 prozentige, pyrogenfreie,
phosphatgepufferte Kochsalzlosung

PCV Pressure-controlled ventilation; druckkontrollierte Beatmung

PEEP Positive endexspiratory pressure; positiver endexspiratorischer
Atemwegsdruck

pH Negativer dekadischer Logarithmus der molaren H*-Ionen-
Konzentration

PLT Platelets; Thrombozytenkonzentration [10%/ml]

Prmax Maximaler Atemwegsdruck [mbar]

R Resistance der Lunge [mbar/l/s]

RANTES  Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted

TNFsRp  loslicher TNF-a-Rezeptor

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

Vr Tidalvolumen [ml]

WBC White blood cells; Konzentration der zirkulierenden Leukozyten
[10%/ml]
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