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I. Einleitung

1. Vorbemerkung

Seit der Entdeckung der Blutgruppen durch Landsteiner 1901 (95) und den damit
verbundenen ersten erfolgreichen Blutiibertragungen, hat sich die Transfusionsmedizin zu
einem hochdifferenzierten Fachgebiet entwickelt. Die prophylaktische und therapeutische
Anwendung von menschlichen Blutzell- und Plasmaprédparaten verdnderte sich mit
zunechmendem  Erkenntnisgewinn  von  einer  {iberwiegend  notfallorientierten
Blutsubstitution zur gezielten Hamotherapie.

Zahlreiche Behandlungsverfahren in der modernen Medizin sind heute auf die stdndige
Verfiigbarkeit von Blutprodukten angewiesen. Vorraussetzung hierfiir war die
Verbesserung alter und die Entwicklung neuer Herstellungsverfahren.

Jahrlich werden in Deutschland ca. 3 Mio. Erythrozytenkonzentrate zur Behandlung einer
chronischen oder akuten Andmie transfundiert (2). Insbesondere im Rahmen der
intensivmedizinischen Therapie kritisch kranker Patienten nach Trauma, Schock oder
Sepsis bestehen nach wie vor jedoch kontroverse Diskussionen hinsichtlich der
bestmoglichen Transfusionsstrategie sowie potentieller Komplikationen.

Neben anderen priadisponierenden Faktoren, identifizierten Moore et al. (114) 1997 die
Transfusion von Blut als unabhingigen Risikofaktor fiir die Entwicklung eines
Multiorganversagens nach schwerem Trauma. Neueste klinische Studien konnten des
weiteren zeigen, dass insbesondere das Alter des transfundierten Blutes mit signifikant
gesteigerter Mortalitdt bei septischen Patienten (131) sowie mit der Entwicklung eines
posttraumatischen Multiorganversagens (184) assoziiert ist. Im Vordergrund der klinischen
Problematik steht in diesem Zusammenhang oftmals die Entwicklung eines akuten
Lungenschadens im Sinne eines ARDS (Acute repiratory distress Syndrome). Aufgrund
mangelnder Kenntnis der  pathophysiologischen = Mechanismen  konnen  die
Zusammenhinge zwischen dem Alter der transfundierten Erythrozytenkonzentrate und der
Entwicklung moglicher Organkomplikationen, insbesondere dem akuten Lungenversagen,
bei Patienten mit systemischer Inflammation bislang nicht erkldrt werden. Ein fundiertes
Verstindnis der pathophysiologischen Mechanismen ist jedoch obligate Voraussetzung,

um im Rahmen der intensivmedizinischen Behandlung auch durch optimierte




Transfusionsstrategien sowohl Morbiditit als auch Mortalitdt kritisch kranker Patienten auf

ein niedrigst mogliches Niveau zu senken.

2. Pathophysiologie des akuten Lungenschadens

Der Begriff des akuten Lungenversagens im Sinne des ,,Acute respiratory distress
syndroms* (ARDS) wurde durch David Ashbaugh, Professor fiir Chirurgie der Universitit
von Colorado im Jahr 1967 in die medizinische Terminologie (4) eingefiihrt. ,,Acute
respiratory distress syndrom® definiert gemdB3 der ,,American-European Consensus
Conference on ARDS* einen Symtomenkomplex, der durch akut einsetzenden Beginn,
einen Oxygenierungsindex von weniger als 200mmHg, bilaterale radiologisch
nachweisbare Lungeninfiltrate sowie einen pulmonalarteriellen Wedge Druck von weniger
als 18mmHg gekennzeichnet ist (18).

Atiologisch wird vereinfacht zwischen einer direkten und einer indirekten Schidigung des
Lungenparenchyms unterschieden (18). Im Gegensatz zur direkten Schidigung des
Lungengewebes z.B. infolge von Aspiration, Lungenkontusion, Pneumonie, Inhalatations-
oder Barotrauma, werden die Effekte bei indirekter Lungenschddigung infolge von Schock,
Sepsis, Transfusion, nichtthorakalem Trauma oder grof3flachiger Verbrennung wesentlich
durch korpereigene humorale und zelluldre Mediatorsysteme vermittelt.

Zentrale pathophysiologische Bedeutung im Rahmen der zelluldren Antwort wird derzeit
den neutrophilen Granulozyten (18,169,179) beigemessen, zudem wird die Bedeutung des
Makrophagen/Monozyten Systems sowie die Rolle von Lymphozyten und Thrombozyten
in Abhéngigkeit é&tiologischer Faktoren (73) kontrovers diskutiert. Die Freisetzung
verschiedener Zytokine, Lipidmediatoren (Prostaglandine, Leukotriene), Oxidantien und
Proteasen, sowie die Produktion von Stickstoffmonoxid und Bildung von
Wachstumsfaktoren und Neuropeptiden durch entsprechende Zellen ist nach derzeitigem
wissenschaftlichen Stand fiir die Initiierung und Perpetuation des pathophysiologischen
Prozesses essentiell. Bestandteile der humoralen Antwort im Rahmen der systemisch
inflammatorischen Reaktion stellen die Aktivierung des Komplement- und Kininsystems
sowie die Gerinnungs- und Fibrinolyseaktivierung dar.

Im speziellen Fall des Transfusions-assoziierten akuten Lungenversagens (TRALI) werden
des weiteren immunologisch mediierte Mechanismen diskutiert.  Zahlreiche
Untersuchungen konnten HLA- und granulozytenspezifische Antikérper (anti-NA2, -b5, -
NB-1, -NB2) sowie Leukoagglutinine in Blutkonserven bzw. dem Spenderplasma

nachweisen (41,127). Nach Transfusion konnen diese Antikorper an ihre



korrespondierenden  Liganden  auf der  Leukozytenoberfliche  bzw. dem
pulmonalvaskulidren GefdBendothel des Empfangers binden. Hierbei interagieren die
granulozytenspezifischen Antikérper NA1 und NA2 mit IgG Fc Rezeptoren (123). Die
anschliefende Quervernetzung resultiert in einer Aktivierung der Zellen durch den
Phosphatidylinositol 3-Kinase Weg (117). Ebenso durch Quervernetzung von HLA-1
Molekiilen auf den Endothelzellen erfolgt eine Aktivierung des pulmonalvaskulidren
Gefallendothels durch Thyrosinphosphorylierung und Aktivierung der Inositol Phosphat
Kaskade (20). Integrin und Selektin sowie mechanisch vermittelte Mechanismen (35)
ermoglichen anschlieend die Margination und Adhésion von neutrophilen Granulozyten
in der pulmonalen Mikrozirkulation. Das Prinzip, nach dem dann sowohl zellulére als auch
humorale Mediatorsysteme zur Entstehung des Endothelschadens beitragen, ist eine
unverhiltnissméfBig liberschieBende Stimulus-Antwort Reaktion, bei relativem Versagen
physiologischer Inhibitoren. Gesteigertes Endothelleakage mit der Entwicklung eines
zunichst interstitiellen in zunehmendem Verlauf auch intraalveoldren Odems kennzeichnet
die entscheidende Initialphase des akuten Lungenschadens.

Die erlduterten immunologischen Mechanismen scheinen jedoch nicht die einzig
entscheidenden pathophysiologischen Mechanismen zu sein, die zur Entwicklung eines
transfusions-assoziierten akuten Lungenschaden fiihren. In ca. 15% der Fille, in denen sich
ein TRALI entwickelt, konnen keine der beschriebenen Antikdrper nachgewiesen werden
(127) und in ca. 50% der Fille, bei denen ein Antikoérpernachweis erfolgreich ist, findet
sich keine Kreuzreaktivitit der Antikdrper mit den Antigenen des Empféangers (128).

Eine ergédnzende Hypothese zu dem oben beschriebenen Pathomechanismus postulierten
erstmals Silliman et al. 1992 (150). Die Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass
Lipidmediatoren, &dhnlich dem Plattchen-aktivierendem Faktor, in konservierten
Blutprodukten akkumulieren, die als sogenannte ,primende* Substanzen humane
neutrophile Granulozyten stimulieren koénnen. Mechanismen und Konsequenzen des
,, Primings “ humaner Granulozyten sollen daher im néichsten Abschnitt zunédchst niher

betrachtet werden.

3. Konzept des ,,Primings*

Als Priming bezeichnet man das Phdnomen, dass eine niedrige Dosis eines ersten,
moglicherweise unbekannten Stimulus, die per se keine Zellantwort auslost, die

Wirkungen sekundirer Aktivatoren (z.B. Endotoxin) wesentlich zu potenzieren vermag



(32). Um eine effektive Wirkung zu entfalten, miissen sich Substanzen mit Primingeffekt
eine je nach Agens variable Zeit vor dem Kontakt der Zelle mit dem sekundéren Aktivator
der entsprechenden Zelle prasentieren.

In der Literatur werden derzeit eine Vielzahl von Substanzen mit primender Aktivitét
beschrieben. Die bekannten Agentien gehdren unterschiedlichsten Stoffklassen an und
differieren nicht nur hinsichtlich der bendtigten Pridinkubationszeiten, sondern ebenso in
Bezug auf Qualitit und Quantitdt ihrer Wirkung und der aktivierten
Signaltransduktionswege.

Funktionelle Konsequenzen des Primings neutrophiler Granulozyten sind im wesentlichen
eine Steigerung der  Respiratory Burst Aktivitit, Verdnderung der Form und
Deformabilitit, numerische sowie funktionell verdnderte Expression bzw. Priasentation von
Adhisionsmolekiilen, gesteigerte Degranulation und Freisetzung von Lipidmediatoren und
proinflammatorischen Zytokinen (183) sowie Inhibierung der Apoptose (22,31).

Bereits 1985 konnten Guthrie et al. (72) nachweisen, dass die Produktion von
Superoxidanionen (O,) bei vorheriger Exposition der Granulozyten mit geringen
Endotoxinkonzentrationen und anschlieender Stimulation mittels fMLP bis auf das 20-
fache gesteigert werden kann. Mittlerweile ist bekannt, dal die Aktivitit der NADPH-
Oxidase abhingig von der Translokation und der Interaktion der zytosolischen
Enzymkomponenten  (p47°"%, p67”"*, p21™) mit dem membrangebundenen
Flavohdmoprotein Cytochrom bssg ist. Vorraussetzung fiir die Migration der zytosolischen
Enzymanteile zur Plasmamembran ist die Phosphorylierung der Untereinheiten p47”"** und
p67°"** durch entprechende Proteinkinasen (z.B. Proteinkinase C) (13). Es wird
angenommen, dass Agentien mit primender Wirkung iiber differentierte Signalkaskaden
letztendlich die Phosphorylierung der zytosolischen Enzymkomponenten bewirken.

Als Konsequenz einer Modifikation des zytoskeletalen Aktins sind geprimte Neutrophile
weniger verformbar (32). Eine mechanisch bedingte Sequestration der Zellen aufgrund der
Diskrepanz von ZellgroBe und Kapillardurchmesser bei erhohter Zellrigiditdt wird
hierdurch vor allem im pulmonalen Kapillarbett begiinstigt. Neben Verdnderungen
mechanischer Zelleigenschaften erfolgt in Abhdngigkeit des primenden Agens ausserdem
ebenso eine Modulation der adhédsiven Zelleigenschaften. Condliffe ef al. konnten
nachweisen, dass sowohl in Abhdngigkeit von der Art des Agens (LPS, TNF, PAF) als
auch seiner Konzentration leukozytire Integrine und Selektine sowohl in ihrer Expression
als auch Funktion beeinflusst werden (31). Entscheidend fiir das verdnderte

Interaktionsverhalten der neutrophilen Granulozyten mit dem mikrovaskuldren Endothel
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scheint eine gesteigerte Expression des [,-Integrins CD11b/CD18 (Mac 1) sowie ein
Shedding des Selektins CD62-L (L-Selektin) zu sein. Mdglicherweise von noch groBerer
Bedeutung ist die infolge des Primings gesteigerte  funktionelle Aktivitit des
CD11b/CD18 Rezeptors, d.h. die hohere Affinitdt des Rezeptors zu seinem endothelialen
Liganden (ICAM-1) als Konsequenz einer phophorylierungsabhéngig verdnderten
Proteinkonformation (31).

Der Effekt des Primings auf die Degranulation der neutrophilen Granulozyten wird — im
Gengensatz zur massiven Steigerung des Respiratory Burst- als nur als nur moderat
eingeschitzt. Ein potenzierender Effekt durch Priming konnte bisher in vitro fiir die
Freisetzung von Elastase und Myeloperoxidase durch Fittchen et al. nachgewiesen
werden, fiir zahlreiche andere Enzyme konnte dagegen nur ein additiver Effekt gezeigt
werden.

Neben der gesteigerten Antwort der Neutrophilen konnte auBlerdem fiir LPS und
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) als primende Agentien eine
Prolongation der funktionellen Lebenszeit der Granulozyten aufgrund Inhibierung bzw.
Verzogerung der Apoptose nachgewiesen werden. Der EinfluBl auf den programmierten
Zelltod scheint jedoch in Abhédngigkeit des entsprechenden Agens stark zu differieren. So
konnte fiir TNF-a ein zeitabhédngiger, bimodaler Effekt nachgewiesen werden, wohingegen
Platelet-Activating Factor in primender Konzentration in vitro keinerlei Anderungen der
Apoptoserate induziert.

Die Relevanz der dargelegten Mechanismen konnte bisher nur teilweise unter
experimentellen Bedingungen in vivo sowie in Untersuchungen der Aktivierung der
Neutrophilen Granulozyten von Patienten mit ARDS, Gram-positiver oder -negativer
Sepis, Trauma sowie Pilzinfektionen nachgewiesen werden. Nach wie vor wird kontrovers
diskutiert, welche Substanzen im einzelnen und ab welcher Konzentration signifikanten
EinfluB auf die funktionelle Aktivitdt der Granulozyten in vivo besitzen.

Silliman konnte im Anschlu3 an die bereits unter 1.2 erwihnte Arbeit (150) als mogliche
primende Substanz der Neutrophilen NADPH-Oxidase, Lyso-Phosphatidylcholine (Lyso-
PCs) (CisLyso-PAF; Palmitoyl-Lyso-PCs) identifizieren (147). Diese Substanzen
akkumulieren in Abhingigkeit der Konservierungzeit in Erythrozytenkonzentraten und
bewirken einen 2,5— 3,7-fachen Anstieg der fMLP-induzierten Superoxid-Anionen
Produktion durch neutrophile Granulozyten (147). Lyso-PCs aggravieren im Modell der

isoliert perfundierten Lunge nach Vorstimulation mit Endotoxin den Organschaden



aggravieren (151). Lyso-Pcs wiederum mit primender Aktivitdit konnten aus dem
Posttransfusionsserum von Patienten mit TRALI isoliert werden (149).

Neben Lyso-Pcs konnten jedoch mehrfach ungesittigte freien Fettsiuren (PUFAs:
polyunsaturatted fatty acids) hierunter insbesondere Arachidonsdiure eine weitere -
bislang nur unzureichend untersuchte- Gruppe der Lipidmediatoren mit primender
Aktivitdit und damit erheblicher Bedeutung in Zusammenhang mit dem transfusions-
assoziierten akuten Lungenschadens darstellen. Im folgenden Abschnitt wird erldutert

welche derzeit nachgewiesenen Mechanismen fiir diese Hypothese sprechen.

4. Primingeffekt durch mehrfach ungesiittigte freie Fettsduren

Arachidonsédure gehdrt mit einer Kette von 20 Kohlenstoffatomen, einer Carboxylgruppe
sowie 4 Doppelbindungen strukturell zur Gruppe der W6 mehrfach ungeséttigten
Fettsduren (Pufas). Arachidonsdure ist ein ubiquitir vorkommender Bestandteil der
Membranlipide, auBerdem ist sie in veresterter Form in Plasmatriglyceriden und
Phospholipiden enthalten sowie in streng geregelter Konzentration in der Fraktion der
freien Plasmafettsduren.

Neben der Funktion als metabolischem Substrat und entscheidendem proximalen Precursor
des Eicosanoidstoffwechsels (78), konnte gezeigt werden, da3 Arachidonsdure selbst direkt
intrazelluldr Signaltranduktionswege zu aktivieren vermag und damit in der Lage ist, eine
Stimulus-Antwort Reaktion zu modulieren (3,23,81,142,143). Vorraussetzung hierfiir ist
das Vorliegen der unveresterten freien Fettsdure im Zytosol der Zielzellen. Fiir die

Steigerung der intrazelluliren Konzentration stehen prinzipiel zwei unterschiedliche

AA extrazelluldr

o
H H H H H | H ;

—C —
0

H H H H H Zellmembran
o$ x| 111
Phosphollp ase A,

thplhollpa‘e C Pho:phollpase D
/ /DAG Phosphatidsiure

A A DAG-Lipase

DAG-Kinase Phospholipase A,
Phospholipase A,

AA ! A¢A

Zytosol A

Abb. 1: Schematische Ubersicht der Mechanismen zur intrazelluliren Akkumulation freier
Arachidonsdure. Neben der Abspaltung der Arachidonséure aus den Membranlipiden,
kann Arachidonsdure auch direkt Carier-vermittelt von extrazelluldr in das Zytosol
transportiert werden. DAG-Lipase: Diacylglycerin-Lipase, AA: Arachidonséure.
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Mechanismen zur Verfiigung. Zum einen ermdglichen, wie seit langem bekannt,
verschiedene Enzyme (Phospholiopase A,, Phospholipase C, Phospholipase D) die
Abspaltung freier Arachidonsdure aus den Membranlipiden (78), zum anderen konnte
gezeigt werden, dal3 freie Fettsduren auch direkt Carier-vermittelt vom Extrazelluldrraum
nach intrazelluér transportiert werden kénnen (58,81,161). Die zelluldre Aufnahme folgt in
Abhéngigkeit der extrazelluldren Fettsdure- aber auch Albuminkonzentrationen einer
Sattigungskinetik, die ein wesentliches Charakteristikum eines Carrier-vermittelten
transmembrandren Stofftransportes darstellt (155,171). Im hydrophilen cytoplasmatischen
Milieu werden die hydrophoben freien Fettsauren mit Hilfe sogenannter FABPs (fatty acid
binding Proteins) (58,81), die ubquitir abundant exprimiert sind, zu den entsprechenden
Zielmolekiilen transportiert, die dann direkt oder indirekt liber Aktivierung diverser
Signalkaskaden Einfluss auf verschiedene zelluldre Prozesse nehmen.

Als funktionell entscheidendes Zielmolekiil, das direkt durch Arachidonsiure aktiviert
werden kann, wurde bislang die Serin/Threonin-Phosphorylase Proteinkinase C
identifiziert (23,81,142).

Eine Vielzahl von intrazelluliren Mechanismen werden im Rahmen einer Stimulus-
Antwort Reaktion durch Proteinkinase C moduliert: Es ist bekannt, dass die Transkription

der Messenger-RNA der inflamatorischen Zytokine IL-1 und TNF-a unter anderem durch

freie
Arachidonsaure
intrazellular

Eicosanoid- Direkte Effekte als
abhéngige Effekte ,, second - messenger “

PGI, / \ LTC, } Proteinkinase C }

TXA Khan et al. Cell. Signall. 7:3 171-184, 1995
2 LTB4 (invitro)

Abb. 2: Ubersicht potentieller Wirkmechanismen freier Arachidonsiure.

Proteinkinase C reguliert wird (83,141). Mit Hilfe selektiver Proteinkinase C Inhibitoren
konnten Huwiler et al. zeigen, dafl die Prostaglandin- und Leukotrienproduktion in
Zymosan-stimulierten Makrophagen von der Aktivitdt der Proteinkinase C abhéngig ist
(80). Durch Phosphorylierung der Untereinheiten p47”"* und p67°"* der NADPH-Oxidase
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bewirkt Proteinkinase C die Translokation der cytosolischen Enzymuntereinheiten zur
Zellmembran und initiiert damit die Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen durch die
aktivierte NADPH-Oxidase (13,143). Sellmayer et al. konnten dariiber hinaus nachweisen,
daB3 auch Arachachidonsdure per se, unabhéngig von der Proteinkinase C, bis zu einem
gewissen Grad die Aktivitdt der NADPH-Oxidase zu steigern vermag (143).

Direkte Wirkungen der Proteinkinase C auf die Funktion von Adhdsionsmolekiilen kdnnen
des weiteren die adhdsiven Zelleigenschaften modulieren. Wahrend die a-Kette der [3,-
Integrine konstitutiv phosphoryliert ist, kann die (3,-Kette fakultativ durch Proteinkinase C
phosphoryliert werden (55). Die damit verbundene Konformationsdnderung erhoht die
Affinitdit des CD 18 Rezeptors zu seinen Liganden und kann damit zu gesteigerter
Adhision der neutrophilen Granulozyten am mikrovaskuldren Gefda3endothel fiihren.

Die Relevanz der dargelegten Mechanismen konnte bislang durch Untersuchungen in vitro
bestdtigt werden. Bates et al. konnten nachweisen, dass die Adhirenz humaner
neutrophiler Granulozyten in mit autologem Plasma beschichteten Mikrotiterplaten nach
Inkubation mit Arachidonsdure konzentrationsabhédngig signifikant ansteigt (10). Als
Ursache wird ein rund 2,5-facher Anstieg der Expression des CD11b/CD18 Rezeptors
diskutiert. Mit >'Chrom-markierten HUVEC-Zellen konnte gezeigt werden, dass der

Granulozyten-mediierte Endothelzellschaden nach Vorinkubation der Granulozyten mit

Zytosol

CD 18 =

724

COOH

Abb. 3: Schematische Darstellung der Modulation des CD11b/CD18 Rezeptors durch Arachidonsiure.
Gekennzeichnet sind jeweils die Aminoséduren, die durch Proteinkinase C nach deren Aktivierung
durch  Arachidonsdure  phosphoryliert  werden. Als Konsequenz  resultiert eine
Konformationsénderung des CD18 Rezeptors.



Arachidonséure erheblich aggraviert wird (11).

Arachidonsdure  selbst, aber  insbesondere  auch  die  Metaboliten  des
Zyklooxigenasestoffwechselweges, wie Thromboxan A, stellen auBerdem potente
Stimulantien der Blutplittchen dar. Die genaue Definierung der Rolle der Thrombozyten
im Rahmen eines mikrovaskuldren Endothelschadens auch in Zusammenhang mit der
Initalphase des akuten Lugenschadens ist derzeit Gegenstand zahlreicher
wissenschaftlicher Untersuchungen (47,73,102,185).

In wie weit mehrfach ungesittigte Fettsduren, insbesondere freie Arachidonsédure, ebenfalls
in Bezug auf die Entwicklung eines akuten Lungenschadens als Lipidmediatoren
pathophysiologische Bedeutung besitzen, wurde bislang in vivo nur unzureichend
untersucht. Es gilt auBerdem zu kléren, ob mehrfach ungesittigte Fettsduren durch eine
mogliche Akkumulation in Erythrozytenkonzentraten eine weitere wesentliche Quelle
primender Lipidmediatoren darstellen, die nach Transfusion zur Entwicklung eines akuten

Lungenschadens pradestinieren.



5.

Fragestellung und Zielsetzung

Ausgehend von der klinischen Situation des transfusions-assoziierten akuten

Lungenschadens und den in diesem Zusammenhang vornehmlich aus in vitro-

Untersuchungen stammenden pathophysiologischen Befunden einerseits und den

Erkenntnissen zum Prinzip des Primings andererseits, stellten sich fiir die vorliegende

Arbeit nachstehend zusammengefasste Fragen:

1.

Welche Fettsduren — und insbesondere welche biologisch hochpotenten mehrfach
ungesittigten langkettigen Fettsduren — liegen in welchen Konzentrationen in
Erythrozytenkonzentraten fiir die klinische Verwendung vor? Andert sich das
Fettsdureprofil in  Erythrozytenkonzentraten in  Abhédngigkeit von der

Lagerungsdauer?

Auf den Ergebnissen dieser ersten Studie basieren die Untersuchungsgegenstinde der

beiden anschlieBenden tierexperimentellen Studien:

2. Welchen EinfluB} hat eine kurzfristige, parenterale Zufuhr von Arachidonsdure auf

die pulmonale Mikrohdmodynamik und Leukozyten/Endothel-Interaktion in vivo?

Wie beeinflusst eine zusitzliche inflammatorische Stimulation in Form einer
akuten Endotoxindmie die pulmonale Mikrohdmodynamik und
Leukozyten/Endothel-Interaktion nach kurzfristiger, parenteraler

Arachidonséureapplikation?

Ausgehend von den Ergebnissen dieser beiden Untersuchungen trat eine potentielle

Beteiligung von Thrombozyten bei der Initiation des akuten Lungenschadens in den

Vordergrund des Interesses.

4. Daher war es Ziel der abschlieBenden Versuchsserie, ein Modell zur

Quantifizierung der Thrombozytendynamik und Thrombozyten/Endothel-

Interaktion in allen Segmenten der pulmonalen Mikrozirkulation zu entwickeln.
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II. Methodik

1. Studie I: Untersuchung der Erythrozytenkonzentrate

1.1 Gewinnung und Aufarbeitung der Erythrozytenkonzentrate

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden insgesamt 42 Erythrozytenkonzentrate (EK)
hinsichtlich ihres Gehaltes und der Zusammensetzung an freien Fettsduren in Abhéngigkeit
threr Konservierungszeit mittels gaschromatographischem Analyseverfahren untersucht.
Die Erythrozytenkonzentrate wurden von der Abteilung fiir Transfusionsmedizin,
Klinikum GroBhadern, LMU-Miinchen zur Verfiigung gestellt und aus dem Vollblut von
gesunden, erwachsenen Routineblutspendern nach einem Standardverfahren wie folgt
gewonnen:

Zu 450 ml Vollblut wurden 67 ml gerinnungsinhibierende Konservierungslésung (CPD-
Losung; Citrat 18mM, Trisodiumcitrat 104mM, Dextrose 142mM, 2.22¢g
Natriumdihydrogenphosphat / 1 H,O) zugegeben. Der pH-Wert der CPD-Losung lag bei
5,6-5,8. Nach Zugabe der Losung zum Vollblut lag der pH-Wert des Vollblutes zwischen
7,1 und 7,2. Mittels Zentrifugation wurden aus dem Vollblut die Erythrozyten separiert
und das Erythrozytenkonzentrat mit 75-100 ml einer Konservierungslosung (SAGM:
Saline NaCl 150mM, Adenin 2mM, Glucose 45mM, Mannitol 29mM) auf einen
Hamatokrit von 60-70% verdiinnt. Die Erythrozytenkonzentrate wurden gemdll den
deutschen Leitlinien zur Therapie mit Blutkomponenten und Plasmaderivaten (1) bei 4°C

bis zur weiteren Analyse gelagert.

1.2 Gaschromatographische Analyse der freien Fettsiuren

Nach entsprechender Lagerungszeit wurden jeweils Proben von 20 ml steril aus den
Erythrozytenkonzentraten entnommen. Um sidmtliche zelluldren Bestandteile sowie
Zelldetritus zu entfernen, wurden die Proben zunichst bei 4000g fiir 8 Minuten
zentrifugiert, gefolgt von einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 10000g {iiber 8
Minuten. Der Uberstand wurde bis zur weiteren Aufarbeitung bei —70°C eingefroren.

Die Konzentration der verschiedenen freien Fettsduren der Probe wurde gemél der
Methodik von Dole und Meinertz analysiert (40). Jeder Probe wurden zunichst die freien
Fettsduren Heptadecansédure (17:0) und Nonadecansdure (19:0) in einer Konzentration von

50ug/ml als interne Extraktionsstandards zugesetzt. AnschlieBend wurden alle Lipide nach
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der von Folch et al. (54) beschrieben Methode extrahiert: 1ml der Probe wurde mit 3ml
eines Chloroform-Ethanol Gemisches (2:1) versetzt. Die in der lipophilen
Chloroformphase extrahierten Lipide wurden durch Evaporation unter Vakuum
konzentriert.

Mittels Diinnschichtchromatographie wurden die Lipide anschlieBend in Phospholipide,
Triglyceride und freie Fettsduren aufgetrennt. Hierzu wurden 25um Silica-Gel Platten mit
Skelly F (Petroleum-Ether-CH3;OCH;3-Acetic acid, 80:20:1) als FluBmittel verwendet. Die
Platten wurden mit 2,7-Dichloroflurescein bespriiht und unter kurzwelligem UV-Licht die
Banden der Lipidfraktionen identifiziert. Die Bande der freien Fettsduren wurde von der
Platte isoliert und die freien Fettsduren durch Zugabe von HCL-CH;0H bei 100° C unter
Stickstoff liber 60 Minuten verestert. Die so entstandenen Fettsduremetylester (FSME)
wurden mit Heptan extrahiert und zur endgiiltigen Analyse auf einer 30m * 0,5 mm
(innerer Durchmesser) Free FA Phase open tubular Kapillarsdule (Fa. Supelco, Miinchen,
Deutschland) aufgetrennt. Als Triger wurde Helium mit 20 ml/min verwendet.

Die Analyse wurde temperatur-programmiert von 145 bis 200° C bei einem
Temperaturanstieg von 1,75° C/min durchgefiihrt. Die Quantifizierung erfolgte mittels
eines Flammen-lonisationsdetektor, dessen Signal von einem gaschromatographischen
Integrator (Hewlett-Packard 5840 A Avondale, Pennsylvania, USA) erfasst wurde. Die zu
quantifizierenden freien Fettsduren wurden durch Vergleich der relativen Retentionszeiten
mit bekannten Standards (NuChek Prep, Elysian, MN, USA) identifiziert. Die

Konzentrationen aller in Tabelle 1 zusammengefassten freien Fettsduren wurden gemessen.

gesiittigte einfach-ungesiittigte mehrfach ungesiittigte
Fettsiiuren Fettsiiuren Fettsiiuren
Palmitinsdure 16:0 Olséure 18:1 n9 | Linolséure 18:2 n6
Stearinsdure 18:0 Erucinsédure 22:1n9 |y-Linolensdure 18:3 n6
a-Linolensdure 18:3n3
Stearidonsdure 18:4 n3
Arachidonséure 20:4 n6
Eicosapentaenséure 20:5n3
Docosahexaenséure 22:6 n3

Tab. 1: Ubersicht der gaschromatographisch quantifizierten Fettsiuren im zellfreien Uberstand
der Erythrozytenkonzentrate.
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1.3 Sauerstoffradikalproduktion durch Granulozyten

Die ,,Burst™ Aktivitidt der Granulozyten, d.h. die Produktion von Hydrogen Peroxid, wurde
in vitro nach dem Prinzip der intrazelluldren Oxidation von nicht-fluoreszierendem
Dihydrorhodamin (1,23 DHR) zu fluorezierendem Rhodamin durch granulozytire
Peroxidasen gemessen. Die Bildung des Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin ist hierbei direkt
proportional zur Peroxidaseaktivitdt der neutrophilen Granulozyten.

Humanes Vollblut wurde von gesunden, erwachsenen Probanden (n=5) durch venose
Punktion aus der Ellenbeugenvene gewonnen und aus dem Vollblut die Leukozyten wie
folgt separiert: 3ml heparinisiertes Blut (10IE / ml) wurde vorsichtig iiber 3ml Histopaque
1077 Losung (Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen, Deutschland) pipettiert. Infolge von
Aggregation an der Grenzschicht der beiden Fliissigkeiten, sedimentieren die Erythrozyten
und es verbleibt nach ca. 40 Minuten leukozytenreiches Plasma im Uberstand. 20ul des
leukozytenreichen Plasmas wurden dann in 12x75 mm Polypropylentubes zuammen mit

Iml HBSS (Hank’s balanced salt solution) (Sulpeco, Miinchen) pipettiert, mit 10ul

Dihydrorhodaminlésung (1,1 x 10-6 M, Dihydrorhodamin; Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) versetzt und 10 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde entweder eine BSA-
Losung (Bovines Serum Albumin, 0,1% in HBSS; Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland) oder Arachidonsdure (3pg/ml bzw. 30pug/ml) gelost in BSA-Losung
zugegeben. Nach 15 bzw. 30 Minuten wurde die Reaktion durch Kiihlen der Proben auf
4°C gestoppt. Die Proben wurden bis zur anschlieBenden durchfluBzytometrischen
Untersuchung auf Eis gekiihlt.

Die Granulozyten wurden durchfluBzytometrisch anhand ihres charakteristischen Forward-
und right angle-scatterlichtes identifiziert und die Fluoreszenzintensitit der Zellen bei
530nm gemessen. Das verwendete DurchfluBzytometer war hierfiir mit einem 15mW
Argon-Laser mit einer Wellenldnge von 488nm ausgestattet. Aus der Fluoreszenzintensitét
von 5000 einzelnen Granulozyten wurde schlieBlich die mittlere Fluoreszenzintensitit
mittels FACScan Software (FACScan, FACScan Research Software; Becton Dickinson,
Heidelberg) berechnet.
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2. Studien II-IV: Tierexperimentelle Untersuchungen

2.1 Versuchstiere

Die Tierexperimente der vorliegenden Arbeit wurden am Institut fiir Chirurgische
Forschung der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen im Zeitraum zwischen Mai 1997
und April 1999 durchgefiihrt. Fiir die Versuche wurden insgesamt 41 minnliche weil3e
Neuseeldnder Kaninchen (Charles River, Kissleg) verwendet. Das mittlere Kdrpergewicht
der Tiere lag bei 2,8 = 0,1 kg. Vor dem Versuch wurden die Tiere nicht langer als 10 Tage
in Einzelkéfigen, entsprechend den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes, im
Tierstall des Instituts fiir Chirurgische Forschung bei kiinstlichem 12-stiindigem Tag-
/Nacht-Rhythmus gehalten. Die Umgebungstemperatur betrug 24°C  bei einer
Luftfeuchtigkeit von 50%. Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und Trockenfutter
(ssniff Mii Z , Standarddidt fiir Miimmel, ssniff Versuchsdiditen GmbH, Soest; 39 mg
Vitamin E/kg).

Alle Phasen der Prédparation und der Versuche durchliefen die Tiere in Vollnarkose
durchgefiihrt. Die Genehmigung des Versuchsvorhabens durch die zustindige

Tierschutzkommission der Regierung von Oberbayern lagen vor Beginn der Versuche vor.

2.2 Anasthesie und Beatmung

Nach Rasur eines Ohres und Kaniilierung der marginalen Ohrvene des Kaninchens mit
einem 22G-Venenverweilkatheter (Insyte-W, Becton Dickinson, Heidelberg) wurde die
Narkose mittels Thiopental (Trapanal, Fa. Byk Gulden, Konstanz) bis zum Erloschen des
Cornealreflexes (ca. 50mg/kg KG) eingeleitet. Die anésthesierten Tiere wurden auf dem
Riicken gelagert und ventrale Hals und Brustregion enthaart. AnschlieBend erfolgte iiber
eine ca. 4 cm lange longitudinale mediale Hautinzision an der Halsvorderseite die stumpfe,
zirkuldre Freipriaparation der Trachea. Diese wurde infraglottisch mittels Skalpel quer
inzidiert und ein auf 7cm gekiirzter 4,5 mm Trachealtubus (Blue Line Single Use Tracheal
Tube, Portex, Berck sur mer, Frankreich) 2 cm in die Trachea eingefiihrt. Um eine
Dislokation wihrend des Versuchs zu verhindern, wurde der Trachealtubus mit
Leinenzwirn fixiert (1-0 Leinenzwirn, Fa. Ethicon, Nordersted).

Die Kontinuitdt der Narkose {iiber den gesamten Versuchszeitraum wurde durch

anschliefende 30 miniitige intravendse Kurzinfusion von 50 mg/kg KG a-Chloralose (O-
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D(+)-gluco-Chloralose, Fa. Merck, Darmastadt) gewdhrleistet. Durch intravendse
Bolusinjektion von 2,5 mg/kg KG Piritramid (Dipidolor, Jansen GmbH, Neuss) und 1 mg
Pancuronium (Pancuronium, Organon Technica, OberschleiBheim) wurden die Kaninchen
analgesiert und relaxiert. Wihrend des weiteren gesamten Versuchverlaufs wurde
kontinuierlich 0,6 mg/h Pancuronium zur weiteren Muskelrelaxation, 0,1 mg/h Atropin zur
vagalen Blockade und 5 ml/h physiologische Kochsalzlosung zum Ausgleich von
Fliissigkeitsverlusten durch Beatmung und Blutentnahmen intravenos infundiert.

Mit Hilfe eines druck- und zeitkontrollierten Beatmungsgerites (Secrist Infant Ventilator
IV-100 Sechrist Industries, Inc., Anaheim, USA) erfolgte eine maschinelle Beatmung der
Versuchstiere wihrend der gesamten folgenden Préparations- und Versuchsphasen. Der
Beatmungsdruck wurde im Beatmungsgerdt gemessen inspiratorisch auf 9 mmHg,
exspiratorisch, um Atelektasen zu vermeiden, auf 2 mmHg eingestellt. Das Inspiration-
/Exspirationsverhdltnis betrug 1:2, die Atemfrequenz ca. 25/min und die inspiratorische
Sauerstofffraktion 0,4. Atemfrequenz und Inspiration-/Exspirationsverhéltnis wurden
wéihrend  der  Préparationsphase  derart  angepasst, dass der  arterielle
Kohlendioxidpartialdruck zwischen 35 und 40 mmHg konstant gehalten wurde.

Die Korpertemperatur der Tiere wurde kontinuierlich mit einer rektalen Temperatursonde
gemessen (Fa. Effenberger, Miinchen) und durch eine riickgekoppelte, den Tieren
untergelegte elektrische Heizplatte (Fa. Effenberger, Miinchen) konstant auf der
Ausgangstemperatur gehalten.

2.3 Messung makrohimodynamischer Parameter

Uber die bereits fiir die Tracheotomie durchgefiihrte longitudinale Hautinzision an der
Halsvorderseite wurden rechte A. carotis communis und V.jugularis interna stumpf iiber
eine Linge von ca. 1,5 cm zirkuldr freipripariert. Nach distaler Ligatur beider Gefél3e
wurde jeweils ein mit physiologischer Kochsalzlosung gefiillter Katheter 7cm weit nach
proximal in die A. Carotis bzw. V.jugularis vorgeschoben. Um Blutverluste wihrend der
Katheterinsertion zu vermeiden wurden beide Gefdlle dabei kurzfristig proximal mit Hilfe
eines Mikroklips (Fa. Aeskulap, Tuttlingen) abgeklemmt. Die korrekte intravasale
Platzierung der Katheter wurde durch Aspiration iiberpriift, die Katheter im Gefal} fixiert
(3-0 Leinenzwirn, Fa. Ethicon, Nordersted) und schlieBlich die Hautinzision tliber der
ventralen Halsregion durch fortlaufende Naht wieder verschlossen (3-0 Ethibond, Fa.

Ethicon, Nordersted).
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Nach einer weiteren etwa 2,5 cm langen Hautinzision entlang des zweiten linken
Interkostalraums wurde unter sorgfiltiger Blutstillung mittels Elektrokauter (Modul
System 2000, Fa. Martin, Miinchen) und nach Ligatur der A. thoracica interna sinistra das
Mediastinum parasternal eroffnet. Das Perikard wurde nach Entfernung von
Thymusgewebe und FEinsetzen eines Thoraxspreizers kreuzformig inzidiert. Der
Ausflultrakt des rechten Ventrikels wurde mit einer 20 G Kaniile punktiert und
anschliefend durch das Punktionsloch ein mit physiologischer NaCl-Losung gefiillter
Katheter (Cavafix MT 134, Braun Melsungen AG, Melsungen) ca. 2cm in distaler
Richtung durch die Pulmonalklappe in den Hauptstamm der A. pulmonalis vorgeschoben.
Nach Verifizierung der korrekten Lage des Katheters anhand der ortstypischen Druckkurve
wurde der Katheter mittels U-Naht (5-0, Prolene, Fa. Ethicon, Nordsted) an der
Punktionsstelle fixiert und der Thorax durch Naht (3-0 Ethibond, Fa. Ethicon, Nordersted)
wieder luftdicht verschlossen.

Alle 3 Katheter waren tiber mit physiologischer Kochsalzlosung gefiillte und heparinisierte
Druckschlduche mit Statham-Druck-Transducern (P23XL-1, Fa. Spectramed, Diisseldorf)
verbunden. Alle drei Druckkurven wurden kontinuierlich auf einem Mehrkanalschreiber
(Oscilloreg, Fa. Siemens, Erlangen) registriert. Uber zwischengeschaltete 3-Wege-Hihne
konnten zu allen Zeitpunkten Blutproben entnommen und Pharmaka appliziert werden.

Die Messung des Herzzeitvolumens erfolgte nach dem Prinzip der transpulmonalen
Thermodilution. Hierzu wurde zunidchst die linke Leistenregion enthaart und nach
longitudinaler, inquinaler Hautinzision die A. femoralis sinistra stumpf iiber eine Linge
von 2 cm freiprépariert. Nach distaler Ligatur des Gefdfles wurde iiber die A. femoralis
eine 5 F Thermistorsonde (Thermistor, Fa.Arrow, Erding) 20 cm weit nach proximal in die
Aorta abdominalis vorgschoben, fixiert (3-0 Leinenzwirn, Fa. Ethicon, Nordersted) und die
Hautinzision wieder durch Naht (3-0 Ethibond, Fa. Ethicon, Nordersted) verschlossen.

Zur Messung des Herzzeitvolumens wurde jeweils 1,0 ml eisgekiihlte pysiologische
Kochsalzlosung als Bolus iiber den zentralvendsen Katheter injiziert und sowohl die
Injektionstemperatur des Bolus durch eine am zentralvendsen Katheter angebrachte
Temperatursonde als auch die Temperaturdnderung des Blutes in der Aorta abdominalis
mittels der platzierten Thermistorsonde von einem HZV-Computer (Ref-1, Fa. Baxter,
UnterschleiBheim) registriert.

Nach Messung der Injektattemperatur und Bestimmung der Temperaturdnderung des

Blutes in der Aorta abdominalis unmittelbar nach Injektion des Kiltebolus l4sst sich gemal3
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dem von Stewart entwickelten Prinzip der Indikatordilution das Herzzeitvolumen

berechnen.

2.4 Thoraxfenster

Nach Implantation aller Katheter wurden die Tiere auf die linke Seite umgelagert und nach
der Methode von Kuhnle et al. (93) (90)ein thorakales Fenster in die Brustwand
implantiert. Hierzu wurde zunéchst ein rundes Hautareal von ca. 4 cm Durchmesser iiber
dem rechten 4-6- Interkostalraum abpripariert und die oberfldchliche Muskulatur sowie
der Muskulus Seratus unter sorgféltiger Blutstillung mittels Elektrokauter entfernt. Nach
Resektion der 4. und 5. Rippe kann anschlieend das Fenster (Abb. 2) in die Thoraxwand
eingesetzt werden, das den optischen Zugang zur Oberflidche der rechten Lunge mittels
Wasserimmersionsmikroskopie ermoglicht.

Das thorakale Fenster besteht aus einem hohlen Metallzylinder an dessen Unterseite eine
transparente Teflonmembran (YSI Model 5793, Standard Membrane Kit, Yellow Springs
Instruments Co., Ohio, USA) ausgespannt ist. Ein iiber 16 vertikale Bohrlocher am
Fensterrand angeschlossener Unterdruck von —0,4 bar fixiert die Lungenoberfldche an der
Membran und dient der Absaugung eventuell vorhandener Luftpolster. Um ein
Austrocknen und Abkiihlen der Lungenoberfliche zu verhindern, wurde die Membran
kontinuierlich mit 37°C warmen und auf Blutgaswerte aquilibrierten Thyrodepuffer
superfundiert. Durch Tabaksbeutelnaht (3-0 Ethibond, Fa. Ethicon, Nordersted) wurde
abschlieBend die Haut wieder ringformig um das implantierte Fenster luftdicht

verschlossen.
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Abb. 5: Schematische Ubersicht des implantierten Thoraxfensters. Ausfiihrliche Beschreibung siehe
Text.

2.5 Fluoreszenzmarkierung autologer Blutzellen

2.5.1 Ex-Vivo Markierung von Erythrozyten mit FITC

Zur Quantifizierung mikrohimodynamischer Paramter wurden als Tracer ex vivo mit
Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) ( Fluoreszein Isothiozyanate Isomer I No. F7250, Sigma
Chemical Company, St. Louis, USA) markierte Erythrozyten verwendet. Zu Beginn des
Versuchs wurden dem Kaninchen hierfiir aus der Ohrarterie ca. Sml Vollblut in eine
heparinisierte Spritze (Heparin-Natrium Braun, B.Braun Melsungen AG, Melsungen)
abgenommen und die aus dem Vollblut separierten Erythrozyten geméif der von
Zimmerhackl et al. (186) etablierten und von Berger et al. (16) und Goetz et al. (60)
modifizierten Methode markiert. Nach der Fluorezenzmarkierung wurden die Erythrozyten
mit physiologischer NaCl-Losung auf einen Hamatokrit von 0,5 verdiinnt und nach
Beendigung der gesamten Praparationsphase den Tieren 1,2 ml der verdiinnten Losung via

A. carotis reinjiziert.
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2.5.2  Invivo Markierung der Leukozyten mit Rhodamin 6G

Um Leukozyten in der pulmonalen Mikrostrombahn mittels Fluoreszenzmikroskopie
visualisiern zu kénnen, wurden die Leukozyten in vivo durch Bolusinjektion des lipophilen
Fluoreszenzfarbstoffs Rhodamin 6G (Merck, Darmstadt, Deutschland) markiert. Rhodamin
6G ist ein positiv geladener Farbstoff, der sich spezifisch in der Mitochondrienmembran in
Abhingigkeit von deren Membranpotential anreichert (5). Erythrozyten besitzen keine
Mitochondrien und werden deshalb durch Rhodamin 6G nicht markiert. Geméaf Kiibler et
al. (86) wurde zur in vivo Farbung der Leukozyten ein Bolus von 0,3 ml/kg KG einer 0,2

mM (0,096 mg/ml) Rhodamin 6G Ldsung i.v. appliziert.

+ p—
CH, CH,NH o NHCH,CH, cl
H,C CH,
C—OCH,CHg

o

Abb. 6: Chemische Strukturformel des Fluorochroms Rhodamin 6G

2.5.3 Exvivo Fluoreszenzmarkierung autologer Thrombozyten

Im Rahmen der Studie IV wurde erstmals die Kinetik von Thrombozyten und
Thrombozyten/Endothel-Interaktion in allen Segmenten der pulmonalen Mikrozirkulation
direkt mittels Fluoreszenzmikroskopie in vivo untersucht. Zur Fluoreszenzmarkierung der
Thrombozyten nach der Methode von Massberg et al. (108) wurden zundchst 10ml
Vollblut iiber den arteriellen Katether in 15ml Polypropylen-Réhrchen entnommen, die
3ml PBS-Puffer (PBS; Seromed, Berlin, Germany) und 0,55ml aqua ad injektabilita
enthielt, in dem 15,2 umol Zitratsdure, 30pmol Trisodiumzitrat, 40pmol Dextrose und 3pug
Prostaglandin E; gelost waren. Das Blut wurde anschlieend bei 250g fiir 10 Minuten

zentrifugiert und das so gewonnene plittchenreiche-Plasma in ein neues Rohrchen
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abpipettiert, das 15,2 umol Citratsdure, 30umol Trisodiumcitrat, 40 pumol Dextrose und 3
png Prostaglandin E; in insgesamt 0,55ml aqua ad injektabilita enthielt. Zur
Fluoreszenzmarkierung wurde Rhodamin 6G (0,05%; 15ul/ml plittchenreichem Plasma)
zugegeben und erneut bei 2000g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und das verbleibende Zellsediment mit 2 ml PBS resuspendiert. Mittels Coulter

AT counter (Coulter Corp., Miami, USA) wurde der Zellgehalt untersucht und die

Fluoreszenzmarkierung  durch  flusszytometrische = Messung  kontrolliert.  Die

Plittchenanzahl in der Resuspension betrug in etwa 10°.

Separierte Thrombozyten

e

&
[
5
§
8
#

181 -3 e e

180
FEC=-H-FEC-Height -—3

Abb. 7:  Flusszytometrische  Analyse der separierten und
fluoreszenzmarkierten Thrombozyten.

Zur Untersuchung aktivierter Thrombozyten wurde die Plittchensuspension vor Injektion
in vitro fiir 15 Minuten bei 25°C mit 5 U/ml humanem Thrombin (Thrombin, Sigma
Chemicals, Deisenhofen,  Deutschland) inkubiert. Die  Uberpriifung  der
Pléattchenaktivierung erfolgte in vitro ebenfalls mittels FluBzytometrie. Als Marker der
Thrombozytenaktivierung wurden vor, sowie nach der Thrombininkubation die
Prisentation von P-Selektin und die Zunahme im Vorwirtsstreulicht resultierend aus einer
Thombozytenaggregation untersucht. Die Thrombozytensuspension wurde hierfiir mit 5
pg/ml eines FITC-markierten kreuzreagierenden P-Selektin Antikorpers (Maus-anti

Human, Fa. Acris-Diagnostika, Hiddenhausen,) bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten
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inkubiert, anschlieBend mit D-PBS (Pan-Biotech, Aidenbach) gewaschen und
fluBzytometrisch analysiert. Wie auf Abbildung 8 dargestellt, zeigt sich nach der
Inkubation der Thromboyten mit Thrombin eine Zunahme im Vorwiértsstreulicht, die als
Folge einer Thrombozytenaggregation interpretiert werden kann. Die Pridsentation von P-
Selektin nimmt nach der Inkubation mit Thrombin deutlich zu. Dies kann aus der Zunahme

Antikorper-markierter Thrombozyten um 44,7 % gefolgert werden.
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Abb. 8. FluBzytometrische Analyse der Thrombozytenaktivierung nach Thrombin-Stimulation.
A: Als Folge der Thrombozytenaktivierung ist eine Zunahme im Vorwirtsstreulicht (x-
Achse) zu beobachten. B: Nach Inkubation der Thrombozyten mit einem FITC-
markierten, gegen P-Selektin gerichteten Antikorper erfolgt eine deutliche Zunahme
FITC-markierter Thrombozyten.

2.6  Video-Fluoreszenzmikroskopie

2.6.1 Experimenteller Aufbau

Nach Implantation des Thoraxfensters wurde das Kaninchen samt untergelegter Heizplatte
auf einen unter dem Fluoreszenzmikroskop plazierten, in alle Richtungen neigbaren
Kipptisch gelagert. Der Kipptisch wurde derart geneigt, dass das Thoraxfenster in exakt
horizontaler Ebene zu liegen kam. Das Fenster wurde mit einem eingeschraubten
Metallstab an einem Mikromanipulator fixiert und derart tariert, dass das Gewicht des
Fensters weder auf der Thoraxwand oder Lungeoberfliche lastete noch Zug auf die

Préparation ausiibte.
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Die Kinetik der fluoreszenzmarkierten Erythroyzten und Leukozyten bzw. Thrombozyten
in der subpleural gelegenen Lungenmikrostrombahn wurde mittels eines speziellen
Intravitalmikroskops (Orthoplan; Leitz GmbH; Wetzlar) visualisiert und {iber eine Silikon-
intensivierte Restlichtkamera (C2400-08, Fa. Hamamatsu, Herrsching) mit einem S-VHS
Videorecorder (AG-7350, Panasonic, Miinchen) auf Videoband aufgenommen. Als
Lichtquelle fand eine 75W Xenon-Lampe (XBO 75 W/2, Fa. Leitz, Miinchen)
Verwendung. Das Licht passiert zundchst einen 7 mm Warmeschutzfilter (Fa. Leitz
Miinchen), eine  variable Irisblende und einen  Anregungsfilter  des
Fluoreszenzauflichtluminator ~ (Ploemopak, Leica GmbH, Wetzlar). Uber einen
dichromatischen Teilerspiegel mit RefelxionskurzpaBfilter fdllt das Licht durch das
Objektiv (Wasser-Immersionsobjektiv 25x, n.A. 0,6, Leitz GmbH, Wetzlar) auf die
Lungenoberfliche im Beobachtungsareal. Das aufgrund dieser Anregung von den
Fluoreszenzfarbstoffen emmitierte Fluoreszenzlicht gelangt wiederum iiber das Objektiv,
das gleichzeitig als Kondensor fungiert, zum ReflexionskurzpafB3filter. Am Filter wird das
Licht nun aufgrund seiner hoheren Wellenldnge abgelenkt und gelangt {iber einen
Sperrfilter und einen weiteren Spiegel entweder zum Okular (Periplan 10x, Leitz GmbH,
Wetzla oder direkt {iber einen C-Mount Adapter zur hochauflésenden Restlichtkamera.
Mittels eines Videozeitgenerators (VTG 33, FOR-A-Company Ltd., Japan) wurden
simultan Datum (MM-TT) und aktuelle Uhrzeit (hh:mm:ss:s/100) in das Videobild
eingespielt. Die mikroskopischen Bilder wurden mit einer Frequenz von 50
Halbbildern/Sekunde auf Videoband aufgezeichnet und gleichzeitig zur Kontrolle in 930-
facher VergroBerung auf einem Videomonitor (WV-5470, Panasonic, Miinchen)
dargestellt. Uber einen motorgetriebenen Spindeltrieb (Fa. Leitz, Miinchen) und einen
manuellen Mikro-/Makrofeintrieb waren Mikroskop- und Kameraaufbau in vertikaler

Richtung beweglich. Das auf dem Kipptsich gelagerte Kaninchen konnte dagegen mit
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Abb. 9: Schematische Ubersicht des experimentellen Aufbaus zur Intravital-Fluoreszenz-Mikroskopie
der pulmonalen Mikrozirkulation. Ausfiihrliche Beschreibung siehe Text.

Filterblock Dargestellter Anregungsfilter | Teilerspiegel Sperrfilter
Zelltyp [nm] [nm] [nm]
L3 RBC BP 450 - 490 RKP 510 BP 525
N2 WBC/ PLT BP 530-560 RKP 580 LP 580
12/3 RBC/WBC/PLT BP 450-490 RKP 510 LP 515

Tab. 2: Wellenldngenbereiche der in den verwendeten Filterblocken eingebauten Anregungsfilter,
Teilerspiegel und Sperrfilter (alle Bauteile: Fa. Leitz, Miinchen)
BP=Bandpassfilter, LP=Langpassfilter, RKP=Reflexionskurzpassfilter
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Hilfe eines iiber einen Schrittmotor-getriebenen Kreuztisches mit elektronischer Steuerung
und digitaler Koordinatenangabe (IXE.C, Phytron, Gobenzell) beliebig in horizontaler
Ebene unter dem Mikroskop positioniert werden. Die gesamte Mikroskopieeinheit war zur
Déampfung von Erschiitterungen auf einer schweren Granitplatte schwingungsfrei montiert,

die wiederum auf einem Metallunterbau pneumatisch gelagert war.

2.6.2 Differenzierung der fluoreszenzmarkierten Zellen

Die Verwendung unterschiedlicher Anregungsfilter, Teilerspiegel und Sperrfilter
ermoglicht bei gleicher Lichtquelle die differenzierte Darstellung der unterschiedlich
fluoreszezmarkierten Erythrozyten und Leukozyten bzw. Thrombozyten. Die im
Mikroskop integrierten Filterkombinationen waren dabei in Filterblocken, L3, N2, 12/3
(Fa. Leitz, Miinchen) installiert und konnten durch Rotation gewechselt werden.

Zur Darstellung der FITC-markierten Erythrozyten diente der L3- Filterblock und zur
Visualisierung ausschlieflich der Leukozyten bzw. Thrombozyten der N2 Filterblock. Die
Verwendung des 12/3-Filterblocks ermoglicht dagegen die simultane Beobachtung von
FITC-markierten Erythrozyten und Rhodamin-6G-markierten Leukozyten bzw.
Thrombozyten.

In Tabelle 3 sind die Anregungsmaxima und Emissionsmaxia der verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe angegeben, sowie in Tabelle 2 die optischen Eigenschaften der in

den Filterblocken verwendeten Anregungsfilter, Teilerspiegel und Sperrfilter aufgefiihrt.

Farbstoff markierter Anregungsmaxima | Emissionsmaxima
Zelltyp [nm] [nm]
FITC Erythroyzten 490 525
Rhodamin 6G Leukoz./Thromboz. 525 555

Tab. 3: Maximale Anregungs- und Emmissionswellenldngen der Fluoreszenzfarbstoffe FITC und
Rhodamin 6G. Zusitzlich ist der mit dem jeweiligen Farbstoff markierte Zelltyp angegeben.
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2.6.3  Atemzyklus und Mikroskopierareal

Die Inspirations und Exspirationsbewegungen der Lunge bewirken ein zyklisches
Heraustreten der Lungenoberfliche aus der Focusebene und verhindern damit eine
mikroskopische Untersuchung der pulmonalen Mikrozirkulaion wéhrend des normalen
Atemzykluses. Die videomikroskopischen Sequenzen wurden deshalb wéhrend mehrerer
inspiratorischer Plateauphasen von 5s Dauer aufgenommen. Zwischen den Plateauphasen
erfolgte eine normale Ventilation des Versuchstiers. Durch die inspiratorischen
Plateauphasen wurden auBlerdem die Fortleitung der kardialen Kontraktion auf die
Lungenoberfliche minimiert.

Zu Beginn der Mikroskopie wurde zundchst die Lappengrenze zwischen rechtem
Lungenmittel- und Lungenunterlappen im Mikroskop identifiziert und entlang des Randes
des Lungenmittellappens ein fiir die Mikroskopie geeignetes Gefdfareal aufgesucht. Um
einen moglichen Bias des Untersuchers hinsichtlich adhirenter Leukozyten bzw.
Thrombozyten bei der Auswahl des Mikroskopierareals auszuschlieBen, wurde das Areal
unter Verwendung des L3 Filterblocks, das lediglich die Darstellung der Erythrozyten
ermoglicht, aufgesucht.

Wéhrend mehrerer 5 Sekunden langer Inspirationsphasen wurden dann zu
unterschiedlichen Versuchzeitpunkten jeweils 1-2 Arteriolen, 1-2 Venolen und jeweils ein
Kapillarareal unter aufeinanderfolgender Verwendung des L3 und N2 Filterblocks
dargestellt und auf Videoband aufgezeichnet. Der Computergesteuerte Kreuztisch
gewihrleistete die sichere Identifizierung und Beobachtung der identischen GefaBareale zu
unterschiedlichen Versuchszeitpunkten, so dall ein direkter quantitativer Vergleich
zwischen den einzelnen Phasen moglich war.

Ausgewdhlt wurden nur GefdBareale, die sich scharf und mit deutlichen GefaB3grenzen in

der Focusebene darstellten und kontinuierlichen Erythrozytenflu3 zeigten.

2.7 Lipopolysacharid
Lipopolysacharid (LPS) ist Bestandteil der &uBleren Schicht der Hiillmembran

gramnegativer Bakterien. Es besteht aus dem Lipid A, einem Protein, dem

Kernpolysacharid (Core) sowie der O-spezifischen Polysacharidkette (O-Kette).
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Das thermostabile LPS wird nach Zelllyse und in geringeren Konzentrationen auch im
Rahmen einer mitotischen Zellteilung freigesetzt. Die toxische Wirkung des freigesetzen
LPS (Endotoxin), wird primér durch das Lipid A vermittelt.

Zur Induktion einer experimentellen Endotoxinimie wurden in der Studie II den
Versuchstieren Lipopolysacharid des Eschericia Coli Stamms 0111:B4 intravends als
Bolus injiziert. Das LPS (Sigma Chemie, Deisenhofen) wurde in Aqua ad injektabilita in
einer Konzentration von 20 pg/ml gelost und in Aliquots zu je 1ml bis kurz vor der

Injektion bei —70°C gelagert.

2.8 Arachidonsiure

Arachachidonsdure (20:4; w6) gehort gemédB der chemischen Struktur zur Gruppe
mehrfach ungesittigten Fettsduren (Pufa=Polyunsaturated fatty acids). w-6 steht fiir die
Stellung der ersten Doppelbindung, die 6 C-Atome vom OH-Ende der Fettsdure aus
entfernt liegt. Abbildung 10 zeigt die chemische Strukturformel der Arachidonsiure.

Um die Wirkung der Arachidonséure auf die Entwicklung eines akuten Lungenschadens

hin zu untersuchen, wurde in Studie II und Studie III jeweils einer Versuchsgruppe freie

=-8\/=5\/\/ COOH

12 15

Abb. 11: Chemische Strukturformel der Arachidonsdure
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Arachidonséure intravends iiber die marginale Ohrvene mittels Infusionspumpe infundiert.
Die freie Arachidonsdure (Fa. Braun-Melsungen, Melsungen, Deutschland) stand in
Glasampullen zu je 5ml in 1 prozentiger Losung zur Verfiigung, als Losungsmittel flir die
unpolare Arachidonsdure diente eine 10-prozentige Emulsion aus mittelkettigen
Triglyceriden (MCT) (Fa. Braun-Melsungen, Melsungen, Deutschland). MCTs enthalten in
veresterter Form geséttigte Fettsduren mit einer Lange von 12-14 Kohlenstoffatomen. Fiir
die Vorversuche und die Studien I und II wurden jeweils unmittelbar vor Infusionsbeginn
entsprechende Verdiinnungen der Arachidonsdure durch weitere Zugabe der 10%igen

MCT-Losung hergestellt.

2.9 Bestimmung von Triglyceriden und Arachidonsiure im Plasma

Zur Quantifizierung der Plasmatriglyceridkonzentration wurden Plasmaproben nach einem
Standardverfahren im Institut fiir klinische Chemie, Klinikum GroBhadern der LMU-
Miinchen untersucht. Die Konzentration von Arachidonsdure im Plasma wurde gemal3 dem

unter 1.2 beschriebenen Verfahren gemessen.

2.10 Bestimmung der Thromboxan B, Konzentration im Plasma

Eine Reihe verschiedener Zellen und Gewebe kann aus Arachidonsdure durch
Prostaglandin-Endoperoxidasen biologisch potent wirksames Thromboxan A, bilden.
Thromboxan A, stellt ein &uBerst labiles bizyklisches Produkt dar, das mit einer
Halbwertszeit von 30 sec. in sein stabiles, biologisch inaktives Abbauprodukt Thromboxan
B, hydrolysiert wird. Die kurze Halbwertszeit von Thromboxan A, verhindert seine
Bestimmung in physiologischen Konzentrationen. Ein zuverldssiges Mal} fiir die Bildung
von Thromboxan A, liefert daher die Bestimmung des Abbauprodukts Thromboxane B,
das eine Halbwertszeit von ca. 20 - 30 Minuten besitzt.

Die Thromboxan B, Messung im Kaninchenplasma wurde mittels eines kommerziell
erhéltlichen Enzyme Immunoassay Kits (Thromboxane B, Enzyme Immunoassay Kit,

Cat# 519031, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, USA) durchgefiihrt.

2.10.1 Aufarbeitung der Plasmaproben

Zu entsprechenden Versuchszeitpunkten wurde dem Kaninchen jeweils 1,5 ml Vollblut in
eine eisgekiihlte, heparinisierte Spritze abgenommen, die Blutprobe unmittelbar nach der
Abnahme bei 3000 U/min und 4°C zentrifugiert und der Uberstand bis zur weiteren
Aufarbeitung bei -70°C gelagert.
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Zur weiteren Analyse wurde das gebildete TxB, zundchst aus den Plasmaproben extrahiert:
400 ul der Probe wurden mit 2 ml Ethanol versetzt, 5 min bei 4°C inkubiert und
anschliefend bei 3000 U/min fiir 10 Minuten zentrifugiert, um sédmtliche Proteine aus der
Probe zu fillen. Der Uberstand wurde in ein neues 10 ml Glasrohrchen dekantiert, mit 8 ml
Wasser (Ultrapur, Merck KGaA, Darmstadt) verdiinnt und mit HCI auf einen pH-Wert von
4.0 eingestellt.

Anschlieend wurden Reversed Phase C-18 Kartuschen (Sep-Pak Vac C18 1CC, Waters
GmbH, Eschborn) fiir die folgende Festphasenextraktion durch Spiilen mit 5 ml Ethanol
und 5 ml Ultrapure Wasser aktiviert und die verdiinnte Probe mittels Vakuumpumpe (Vak
Elut) langsam durch die Kartusche gesaugt. Interferierende Substanzen wurden mit 5 ml
Ultrapure Wasser und 5 ml HPLC grade Hexan ausgewaschen und schlieBlich das TxB,
mit Ethylacetat, das 1% Methanol enthielt, eluiert. Das Ethylacetat wurde vollstindig unter
einem konstanten Stickstoffstrom eingedampft und der Bodensatz mit 450 pl des im

Enzym Immunoassays enthaltenen EIA-Puffers resuspendiert.

>— Monoklonaler Mausantikorper
O an Acetylcholinsterase gebundenes TXB, (Tracer)
_1— TXB, spezifisches Antiserum

O freies TXB2

YYYYYYY YYYYYYY

Mit monoklonalem Mausantikdrper 1. Zugabe von Tracer, Anti-
beschichtete Wells serum, Probe, bzw. Standard.
18 h Inkubation
2. Waschen der Wells, Ent- 3. Entwicklung der Wells,
fernung aller ungebundenen Messung der Absorption
Reagenzien

Abb. 12: Schematische Ubersicht des Prinzip des verwendeten Enzym
Immunoassays zur Bestimmung der Thromboxan B,
Konzentration im Serum. Ausfiihrliche Beschreibung siche Text.
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2.10.2 Enzym Immunoassay

Der Enzym Immunoassay basiert auf der Konkurrenz zwischen freiem, in der Probe
enthaltenem, Thromboxan B, und einem Thromboxan B,-Tracer (an Acetylcholinesterase
gekoppeltes TxB;) um eine limitierte Anzahl von Bindungsstellen an TxB,-spezifischem
Kaninchen Antiserum. Die Konzentration des TxB,-Tracers ist hierbei bekannt und
konstant, wihrend die Konzentration der Probe variiert. Die Menge des TxB,-Tracers, die
an das Kaninchen Antiserum binden kann, ist somit indirekt proportional zur
Konzentration von freiem TxB,.

Fiir den Assay wurden jeweils 50 pl des resuspendierten Eluates, 50 ul Thromboxan B,
Acetylcholinesterase-Tracer und 50 pl Thromboxane B,-Antiserum auf einer
Mikrotiterplatte in jeweils ein Well pipettiert. Anschlieend wurde die Mikrotiterplatte bei
Raumtemperatur 18 Stunden lang inkubiert, die Wells entleert und fiinf mal mit Puffer
gewaschen. SchlieBlich wurde jedes Well mit 200 ul Ellman’s Reagent entwickelt und
nach 60  Minuten die  Absorption mit Hilfe eines automatischen
Mikrotiterplattenlesegerdtes (Dynex MRX II, Dynex, Deutschland) bestimmt. Pro
Mikrotiterplatte wurde jeweils eine TXB,-Standardkurve gemessen sowie Totalaktivitét,
Nicht-Spezifische-Bindung und Maximale Bindung bestimmt. Mit Hilfe eines
Computerprogramms wurde anschlieBend die urspriingliche Plasmakonzentration

berechnet.

2.11 Myeloperoxidase-Assay

Zur Quantifizierung der Granulozytenakkumulation in der pulmonalen Strombahn wurden
Lungengewebeproben hinsichtlich der Myeloperoxidaseaktivitit mittels des von Kiibler et
al. (87) etablierten Assays untersucht.

Die Myeloperoxidase (MPO), ein 145 KD grofles Protein, wird in der azurophilen Granula
neutrophiler Granulozyten gespeichert und betrdgt rund 6,8 % des Trockengewichts des
Granulozyten (26). Der Myeloperoxidasegehalt in mononukledren Zellen ist
demgegeniiber um Zehnerpotenzen niedriger (84). Die Myeloperoxidase gilt deshalb als
spezifisches Markerenzym der neutrophilen Granulozyten und die MPO-Aktivitit im
Lungengewebe ist somit direkt proportional der Anzahl akkumulierter neutrophiler
Granulozyten. Die Myeloperoxidase dient in erster Linie der oxidativen Zerstérung

phagozytierter Mikroorganismen und katalysiert hierbei folgende Reaktionsgleichung:

H,0, + CI'+H" = HOCI1 + H,0
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Durch Oxidation von Chloridionen mit Hilfe des vom NADPH-Oxidase Systems
gebildeten Wasserstoffperoxids entsteht das eigentlich potent toxisch wirkende Agens
hypochlorige Sdure (HOCL).

Die Myeloperoxidaseaktivitit im Lungengewebe kann mittels photometrischer
Nachweisreaktion bestimmt werden. Hierzu ist zundchst die Isolierung der

Myeloperoxidase aus dem Lungengwebe notwendig.

2.11.1 Isolierung der Myeloperoxidase

Die bei —70°C gelagerten Gewebeproben wurden mit einer Feinwaage gewogen und mit 1
ml gekiihltem 0,02 M Kaliumphosphatpuffer (ph 7,4; Fa. Merck, Darmstadt) im Potter
(Typ 853203, Fa. E. Braun, Melsungen) homogenisiert. Das Homogenisat wurde
anschlieBend 15 min bei 4°C und 20000 U/min in einer Ultrazentrifuge (R5C5, Dupont De
Nemours GmbH, Bad Homburg, Deutschland) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet im Wasserbad bei 60°C fiir 2h inkubiert. Zur Lyse der Granulozyten und
vollstdndigen Freisetzung der Myeloperoxidase aus der azurophilen Granula wurde das
Sediment mit 1 ml einer 0,5 %igen HTAB-L6sung versetzt, soniziert, 3 mal bei —70°C
eingefroren, aufgetaut und anschlieBend nochmals soniziert. Die Losung wurde dann
erneut bei 4°C und 20000 U/min fiir 15 min zentrifugiert und der Uberstand, der fiir die

folgende photometrische Reaktion als Probe diente, vorsichtig abpipettiert.

2.11.2 Messung der MPO-AKktivitit

In der Nachweisreaktion wird das Chromogen 3,3'-5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB,
Sigma Chemie, Deisenhofen, Deutschland) in Abhingigkeit der Myeloperoxidaseaktivitit
durch H,O, oxidiert.

TMB nimmt nach Oxidation eine blau-grine Farbe an. Die Kinetik der hieraus
resultierende Extinktionsdnderung wird bei 625 nm im Photometer bei standardisierter
Temperatur von 25°C gemessen werden. Die Extinktionsinderung pro Zeiteinheit dE/dt ist
direkt proportional zur MPO-Aktivitit der Probe.

Nach Nullpunktkalibrierung des Photometers wurden fiir den Assay in eine Kiivette 150ul
H,0, Losung (0,6 mM, Perhydrol, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) und 150 pl TMB
Losung (1,6 mM, gelost in DMSO, Sigma Chemie, Deisenhofen, Deutschland) pipettiert
und anschlieBend die Enzym-Reaktion durch Zugabe von 300 ul der jeweiligen Probe
gestartet.
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2.12 Lichtmikroskopische Untersuchung

Fir die Lichmikroskopische Untersuchung wurden Lungengewebeproben mit 10
prozentiger Formalinlosung fixiert, in Paraffin eingebettet und mit Hilfe eines Mikrotoms
(Hn 40, Fa. Reichert und Jung (Leica), Bensheim) 3um dicke Schnitte angefertigt. Die
Schnitte wurden auf einem Objekttriger auftragen, eine Naphthol AS-D Chloroacetat
Esterasefarbung (Naphthol AS-D Chloroacetate Kit, # 91-C, Sigma Diagnostics, St.Luis,
USA) durchgefiihrt und die Schnitte mit Hematoxylin gegengefdarbt. Die mit einem
Deckglas verschlossenen Priaparate wurden bei unterschiedlichen VergroBBerungen (10, 20,
40, 100X) im Lichtmikroskop (Axiophot, Fa. Zeiss) hinsichtlich histopathologischer

Verianderungen beurteilt.
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2.13 Quantifizierte Parameter

2.13.1 Makrohimodynamik und pulmonalvaskulirer Widerstand

Uber die in die A. Carotis dextra, V. jugularis interna und A. pulmonalis implantierten
Katheter wurden kontinuierlich die systolischen und diastolischen Werte des arteriellen
(AP), zentralvenosen (CVP) und pulmonalarteriellen (PAP) Blutdrucks gemessen und
gleichzeitig zur Kontrolle die Druckkurven auf einem Oszilloskop (Fa. Siemens, Erlangen)
dargestellt. Der AP wurde mit einer Auflosung von 50 mmHg = 10 mm, CVP und PAP mit
einer Auflésung von 10 mmHg = 10 mm auf einem Mehrkanalschreiber (Oscilloreg, Fa.
Siemens, Erlangen) wéhrend der MeBphasen bei einem Papiervorschub von 50 mm/s
aufgezeichnet. Der mittlerer Druck errechnet sich dabei wie folgt aus den gemessenen

systolischen (P;) und diastolischen (P4) Werten:

(1]

Anhand der Anzahl der systolischen Druckmaxima pro Zeiteinheit wurde die Herzfrequenz
(HR) ermittelt.

Nach Messung der Injektattemperatur und der Temperaturdnderung in der Aorta
abdominalis berechnet der HZV-Computer anhand der modifizierten Stewart-Hamilton-
Gleichung unter Berilicksichtigung der spezifischen Gewichte und spezifischen

Wirmekapazitdten des Blutes und des Injektats das Herzzeitvolumen:

_VIX(TB_TI)XCIXJIX6OXCT

Cco = [2]
O, x Cyx ATy(t)dt
0

CO Herzzeitvolumen [[/min]
Vi Volumen des Injektates in [ml]
Tan Temperatur Blut / Injektates [°C]
OBt Dichte Blut / Injektat [kg/m’]
Cai spezifische Wéarmekapazitit Blut / Injektat [T¥kg ' *K"]
Cr Katheterkonstante
o ATg (1) dt Integral der Thermodilutionskurve [°C sec™]
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Die Dichte von Blut und 0,9%iger Kochsalzlosung betrigt 1,045 bzw. 1,005 kg/m’, die
spezifische Wirmekapazitit 0,87 bzw. 0,997 J*kg'*K™'. Die Kathterkonstante Ct muf als
Korrekturfaktor eingefithrt werden, da die Injektattemperatur aufgrund von
Fliissigkeitsresten im Katheterlumen und Erwéarmung des Injektats wihrend der Injektion
nicht exakt der Temperatur des in die Vena cava superior gelangenden Bolus entspricht. Cr
wurde fiir den von uns verwendeten Katheter empirisch ermittelt und betrug 0,06.

Zur Bestimmung des Herzzeitvolumens zu entsprechenden Versuchszeitpunkten wurden
jeweils 3 Messungen durchgefiihrt und anschlieBend das arithmetische Mittel berechnet.
Der systemisch vaskulire Widerstand (SVR) wurde aus arteriellem Blutdruck,

zentralvendsem Blutdruck und Herzzeitvolumen abgeleitet:

AP_-CVP,

co [mmHg % l_1 X min] [3]

SVR =

Als Mal} des pulmonalvaskuldren Widerstandes (PVR) wurde aus pulmonalarteriellem

Mitteldruck und Herzzeitvolumen der PVR-Index nach folgender Formel berechnet:

PVR - Index = Pé(]‘;m [mmHg x 17" x min] [4]

2.13.2 Blutgasanalyse und peripheres Blutbild:

Wihrend jeder Versuchsphase wurden aus dem arteriellen Katheter ca. 80ul Blut in eine
heparinisierte Glaskapillare (Clinitubes, Fa. Radiometer, Kopenhagen) zur Blutgasanalyse
und ca. 0,5 ml Blut in eine heparinisierte (Heparin, Fa. Ratiopharm Gmbh & Co., Ulm)
Spritze zur Analyse des peripheren Blutbildes entnommen. Mittels eines
Blutgasanalysegerdtes (Chiron Diagnostics, Fernwald, Deutschland) wurden die
Partialdrucke von Sauerstoff (PaO,) und Kohlendioxid (PaCO,), der pH-Wert (pH) und die
Bicarbonatkonzentration (HCO3") im arteriellen Blut bei 37°C gemessen und der
Baseniiberschull (BE) berechnet. Da die Korpertemperatur der Versuchstiere wéihrend des
gesamten Versuches auf konstant 37 £0,5 °C gehalten wurde, eriibrigt sich eine
Temperaturkorrektur der Blutgaswerte.

In einem Coultergerit (Coulter AT Counter, Coulter Corp., Miami, USA) wurden
Erythrozyten — (RBC), Leukozyten- (WBC) und Thrombozytenzahlen (PLT),
Héamoglobingehalt (Hb) und Hamatokrit (Hk) im peripheren arteriellen Blut bestimmt.
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2.13.3 Intravitalmikroskopische Parameter

2.13.3.1 Off-line Analyse am Monitor

Gefalldurchmesser, Mikrohdmodynamik und Leukozyten- bzw. Thromboyztenkinetik in
den untersuchten Gefdlen wurden durch off-line Analyse der aufgezeichneten
Videosequenzen am Bildschirm bei 930-facher VergroBerung quantifiziert. Die Eichung
des optischen Systems in der Horizontal- und Vertikalebene des Monitors erfolgte durch
Ausmessung von unter Versuchsbedingungen aufgenommenen Mikrometerskalen (Leica,
GmbH, Wetzlar). Untersuchungen von Kiibler (86) zufolge betragt die Me3genauigkeit des
Bilverarbeitungssystems + 1um.

Die Analyse am Monitor erfolgte interaktiv mittels eines computergestiitzten
Bildverarbeitungssystems (Optimas, Bioscan, Edmonds, Washigton, USA) und eines von
Kuhnle entwickelten Datenverarbeitungsprogramms. Ein am  Personalcomputer
angeschlossener Mouse gesteuerter Cursor ermoglichte die Einblendung von Markierungen
in die videofluoreszenzmikroskopischen Bilder. Die Léngen einzelner Markierungslinien
bzw. die Groe markierter Flichen wurden interaktiv in eigens konzipierte Datensheets des
Tabellenkalkulationsprogramms MS-Excel (MS-Excel, Microsoft GmbH, Miinchen)
eingelesen.

Sehr kleine GefdBdurchmesser, geringe BlutflieBgeschwindigkeit bei niedrigem Zellflux,
sowie ein auf 5 Sekunden begrenzte inspiratorische Plateauphase limitierten die
quantitative Analyse der Mikrohdmodynamik in einzelnen Kapillarsegmenten. Deshalb
wurden ganze Kapillarareale umgeben von Alveolarsepten analysiert.

Die in den alveolédren Kapillarnetzwerken quantifizierten Parameter unterscheiden sich von
den in singuldren Arteriolen uind Venolen erfafiten und werden deshalb im folgenden

gesondert abgehandelt.
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GefaBdurchmesser
FITC-Erythrozyt
Alveolarseptenbreite

Alveolarflache

Erythrozytenwege
durch Kapillarnetzwerk

Abb. 13: Intravitalmikroskopisches Bild der pulmonalen Mikrozirkulation. Im FITC-
Modus stellt sich eine pulmonale Venole mit einem Gefddurchmesser von ca.
30um dar, in der FITC-markierte Erythrozyten flieen.

2.13.3.2 GefaBldurchmesser

Nach der Reinjektion der FITC-markierten Erythrozyten kommt es trotz mehrfacher
vorheriger Waschvorginge der Erythrozytensuspension durch noch vorhandenes freies
FITC und ebenso durch geringe FITC Verluste der markierten Zellen zu einer leichten
Anfarbung der GefdBinnenwinde. Der Durchmesser der untersuchten Arteriolen und
Venolen kann deshalb auf dem Videoschirm (Videomonitor WV5470, Fa. Panasonic,
Miinchen) mit Hilfe des Bildverarbeitugssystems als Distanz der gegeniiberliegenden
Gefaflinnenwiande quantifiziert werden. Abb. 13 zeigt unter anderem die Bestimmung des

GefaBdurchmesssers (D) einer perfundierten Venole.

2.13.3.3 Mittlere ErythrozytenflieBgeschwindigkeit

In den untersuchten pulmonalen Arteriolen und Venolen wurde die Geschwindigkeit vrpc
einzelner passierender FITC-markierter Erythrozyten als Quotient der zuriickgelegten
Wegstrecke As und des dazu bendtigten Zeitintervalls At berechnet.

Die Bestimmung des zuriickgelegten Weges erfolte in axialer GefaBrichtung durch Bild-

zu-Bild Analyse mit Hilfe des Bildverarbeitungssystems, die des Zeitintervalls At anhand

36



der in die Videobilder eingeblendete Zeitanzeige. Die mittlere
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit vy, wurde nach Sarelius und McKinlay (140) und Sachs

(139) als harmonisches Mittel der FlieBgeschwindigkeiten vy, von n Einzelerythrozyten

Vege = 0 X 1/ (IWVgge 151/Vgpe o s Vg sse- 1/Vipen ) [3]

nach folgender Formel berechnet:

Nach Sarelius und McKinlay ergibt sich fiir vggc ein Variazionskoeffizient CVygrpc von:

CV (Vape) =+ [07 (Frpe) | (nXVpge” )] (6]

Dabei entspricht o’ derVarianz der EinzelmeBwerte vrec. Die FlieBgeschwindigkeit
einzelner Erythrozyten wurde solange gemessen, bis CVygpc unter 10% lag. Hierfiir war

meist die Geschwindigkeitsmessung von 20 Einzelerythrozyten notwendig.

2.13.3.4 Blutvolumenfluff und Wandscherrate

Der Blutvolumenfu3 Q in einem Gefal, d.h. das Blutvolumen, das pro Zeiteinheit einen
imagindren GefdBquerschnitt passiert, kann aus dem GefdBdurchmesser D und der
BlutflieBgeschwindigkeit Vq errechnet werden. Unter Beriicksichtigung des Fachreus-
Effektes (48) 1aBt sich Vo wiederum aus der mittleren ErythrozytenflieBgeschwindigkeit
vrac ableiten. Bei der Ableitung von Vg aus vrpc gilt, dal das Verhiltnis zwischen
dynamischem Mikrohdmatokrit (Tubular Hematocrit, Hr) im untersuchten Gefdfl und
AbfluBhidmatokrit (Discharge Hematocrit, Hp) dem Verhéltnis zwischen Vg und vggc
entspricht (130). Fiir jede Arteriole und Venole wurde das jeweilige Verhiltnis zwischen

Hrt / Hp nach der Methode von Pries ef al. (130) berechnet:

H/H, = Hy + (1-Hp) x (1+1,7xe" %X P -0 6xe 001> Dy [7]

Hierbei wurde angenommen, dal Hp annihrend dem im aortalen Blut gemessenen

systemischem Hadmatokrit Hk entspricht. Vo wurde dann bestimmt als:

Vo = Vege X Hy /H, [8]
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Daraus folgend ergibt sich unter Annahme einer zylindrischen Gefdllgeometrie die

Berechnung von Q [nl/min] als:

0 = vyx (D/2)> x 1 x 60 / 10° 9]

Da an der intravasalen GefiBwand auftretende Scherkrifte insbesondere bei der
Interpretation der Leukozyten-Endothelzellinteraktion berticksichtigt werden miissen,
wurde die Wandscherrate y unter Verwendung des Poiseuille’schen Gesetzes fiir
Newtons 'sche Fliissigkeiten und Annahme einer zylindrischen Gefdl3geometrie berechnet

als:

Yy=8 x V,/D [10]

2.13.3.5 Anzahl Endothel-adhérenter Leukozyten

Die Anzahl der endotheladhédrenten Leukozyten wurde in einem definierten Gefa3segment
der Linge Lg, bestimmt und auf die innere Gefdlwandoberflidche des Segments bezogen.
Adhdrente  Leukozyten wurden als Zellen definiert, die innerhalb des
Beobachtungszeitraums von 5s ihre Lokalisation am Endothel nicht dnderten.

Wiederum unter Annahme einer zylindrischen GefaBgeometrie kann die Anzahl Endothel-
adhérenter Leukozyten pro mm® Gefiwandoberfliche (Ad) wie folgt bestimmt werden,
wobei n die Anzahl der in diesem Gefallsegment identifizierten ortsstindigen Leukozyten

darstellt:

Ad =n/(D xm % L, )*x10° [11]

2.13.3.6 ThrombozytenflieBgeschwindigkeit in Arteriolen und Venolen
Die in Versuchsstudie IV untersuchten Thrombozyten wurden in flieBende sowie
Endothel-adhdrente Thrombozyten klassifiziert. Die mittlere FlieBgeschwindigkeit der frei

flieBenden Thrombozyten wurde analog der Erythrozyten sowie der nach Kiibler

VPLT =n X 1 / (I/VPLT1’I/VPLTZ’I/VPLTS""I/VPLTn)
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quantifizierten mittleren LeukozytenflieBgeschwindigkeit als harmonisches Mittel der
Thrombozyten (n>30), die einen definierten GefdBquerschnitt passierten nach folgender
Formel berechnet:

Als endothel-adhdrente Thrombozyten wurden Blutplittchen definiert, die iiber einen
Untersuchungszeitraum von 5s ihre Lokalisation am vaskuldren Endothel nicht
veranderten. Die Anzahl wird wiederum analog gemaf3 der Formel [11] zur Berechung der
endothel-adhdrenten Leukozyten auf die GefaBwandoberfliche des untersuchten

Gefaflabschnittes bezogen angegeben.

2.13.3.7 Fliche des Alveolarareals, Linge der perfundierten Kapillarstrecke

Die subpleurale Wandfldche einer untersuchten Alveole A wurde mit Hilfe des Mouse
Cursor durch Umfahren markiert und anschlieend durch das Bildverarbeitungssystem die
Flache des Kapillararelas berechnet.

Mit Hilfe des Bildverarbeitungssystems wurde im alveoldren Kapillarareal die Lange der
erythrozytenperfundierten Kapillarstrecke Lary — erfaBt. Hierbei dienten die FITC-
markierten Erythrozyten als Indikatoren der perfundierten Kapillaren. Der Passageweg
jedes FITC-markierten Erythrozyten wurde mit dem Mouse-Cursor am Videobildschirm
exakt nachgefahren und interaktiv die zuriickgelegte Wegstrecke durch die
Bildverarbeitungssoftware berechnet. Die zurlickgelegten Wegstrecken aller in diesem
Zeitraum passierenden Erythrozyten wurden zu einer Gesamtlinge der erythrozyten
perfundierten Kapillarstrecke addiert. Dabei wurde darauf geachtet, dal mehrfach

perfundierte Kapillarstrecken nur einmal in die Berechnung eingingen.

2.13.3.8 Kapillarer Perfusions-Index (CPI)

Nach der Methode von Wagner und Latham (174) wurde aus den Parametern Aapy und
Lary der funktionelle kapillare Perfusionsindex (CPI) bestimmt. Nur von Plasma
perfundierte Kapillarsegmente gingen in diesem Modell nicht in die Berechnung des CPI
ein. Der CPI diente somit als Mass flir Dichte der von Erythrozyten perfundierten
Kapillaren im Alveolarareal. Der CPI bezieht sich dabei auf eine mittlere Oberfldche der

Einzelalveolen von 10000 um?” und berechnet sich nach folgender Formel:

CPI=L,y /A,y % 10000um> [13]
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2.13.3.9 ErythrozytenflieBgeschwindigkeit in Kapillaren

Analog zur Bestimmung der ErythrozytenflieBgeschwingdigkeit in Arteriolen und Venolen
wurde auch in den Alveolarkapillaren die Geschwindigkeit jedes innerhalb der
Beobachtungsphase von 5s passierenden FITC-markierten Erythrozyten anhand des
Quotienten As/At bestimmt und die mittlere ErythrozytenflieBgeschwindigkeit vrpc als
harmonisches Mittel der EinzelerythrozytenflieBgeschwindigkeiten berechnet. Der
Passageweg jedes einzelnen Erythrozyten durch das Kapillarareal wurde Bild fiir Bild mit
dem Mouse-Cursor am Videoschirm nachgezeichnet und die Wegstrecke durch die
Bildverarbeitungssoftware berechnet. Das benoétigte Zeitintervall wurde wiederum anhand

der im Videobild eingeblendeten Zeitanzeigen ermittelt.

2.13.3.10 Anzahl in Alveolarkapillaren permanent retinierter Leukozyten

Die Quantifizierung der permanent retinierten Leukozyten wurde in den selben
Alveolararealen durchgefiihrt, in denen auch die Messung der FlieBgschwindigkeit von
Erythrozyten und die Bestimmung des CPI erfolgten. Als permanent retinierte Leukozyten
wurden gemdll Kiibler (86,88) alle Leukozyten definiert, die wéhrend des gesamten
Beobachtungszeitraums von 5s ihre Lokalisation im alveoldren Kapillarnetzwerk nicht
veranderten. lThre Anzahl wurde im Kapillarareal bestimmt und auf die Fldche des Areals

bezogen als Retp, / Alv [mm'z]:

Ret . /ALv = Anzahl permant retinierter Leukoyten / A, % 10° [14]

2.13.3.11 Thrombozytenfliegeschwindigkeit- und Retention in Alveolarkapillaren

Nach dem Prinzip der Bestimmung der mittleren ErythrozytenflieBgeschwindigkeit wurde
auch in den Alveolarkapillaren die mittlere ThrombozytenflieBgeschwindigkeit ermittelt.
Die ThrombozytenflieBgeschwindigkeit setzt sich aus dem harmonischen Mittel aller
Thrombozyten zusammen, die wihrend des Beobachtungszeitraumes nicht permanant, d.h
nicht lager als 5s an der selben Stelle des Kapillarnetzwerkes retiniert wurden. Die Anzahl
permanent retinierter Thrombozyten (Retpr 1 ) wurde gezéhlt und gemél der Formel 14 fiir

Leukozyten bezogen auf die Flache des untersuchten Kapillarareals angegeben.
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2.13.3.12 Alveolarseptenbreite

Als Hinweis auf die Entwicklung eines interstitiellen Lungenddems wurde die
Alveolarseptenbreite zu unterschiedlichen Versuchszeitpunkten quantifiziert. Die
Alveolarseptenbreite war definitionsgeméfl der schmailste Abstand zweier benachbarter
Alveolen und wurde zu unterschiedlichen Versuchszeitpunkten an der exakt gleichen Stelle
durchgefiihrt. Die Messung erfolgte pro Alveole an 4-5 verschiedenen Stellen durch
Markierung der Septen am Videobild. Die Septenbreite wurde anschlieBend durch das

Bildverarbeitungssytem als arithmetisches Mittel der Einzelmessungen berechnet.

2.14 EinschluBBkriterien

Nach Abschluf3 Priaparation wurden fiir die weitere intravitalmikroskopische Untersuchung

bei allen Versuchstieren folgende EinschluBkriterien gefordert:

* Arterieller Mitteldruck > 65 mmHg

* Herzzeitvolumen >150 ml/min

*  Oxygenierungsindex >250 mmHg

e Fehlen von Mikro- und Makrohdmorrhagien

* Fehlen von minderperfundierten Arealen auf der Lungenoberfliche im

Beobachtungsareal

Die Ausfallsquote der Versuchtiere nach erfolgter Praparation betrug insgesamt 30,2%.
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2.15 Vorversuche

Um gemiB der Zielsetzung, den EinfluB3 eines erhohten Arachidonsdureangebotes auf die
initiale Entwicklung des Endotoxin-induzierten akuten Lungenschadens hin zu
untersuchen, sollte zunichst durch intravendse Infusion freier Arachidonsdure das
Arachidonsdureangebot im Organismus innerhalb kurzer Zeit gesteigert werden, um
anschliefend die Auswirkungen des erhdhten Angebotes wihrend experimenteller
Endotoxindmie zu untersuchen. Hierfiir waren zunidchst Dosisfindungsversuche
hinsichtlich der infundierten Arachidonsdurekonzentration und der zu verabreichenden

Endotoxinkonzentration notwendig.

2.15.1 Dosisfindung der Endotoxinkonzentration

Zielparameter der gewéhlten Endotoxinkonzentration waren zum einen konstante
makrohdmodynamische Verhiltnisse im Pulmonalkreislauf, zum anderen ein Abfall der
peripheren Leukozytenkonzentration innerhalb von 5 min nach i.v. Bolusinjektion des
Lipopolysacharids auf rund 50% des Ausgangswertes als Hinweis auf eine signifikante
Leukozytenaktivierung. Die gewdhlten Parameter wurden bei einer einmaligen

intravendsen Bolusinjektion von 20pg/kg KG Lipopolysacharid erreicht.

2.15.2 Infusion der Arachidonsaure
Die aufgrund ihrer chemischen Struktur unpolare Arachidonséure stand zur Infusion geldst
in amphiphilen mittelkettigen Triglyceriden (MCT) zur Verfiigung. Um eine gute
Loslichkeit der Arachidonsdure im MCT-Trédger zu gewahrleisten, war laut Hersteller ein
Mischungsverhiltnis von mindestens 1:10 (AA:MCT) notwendig. Als Zielgrofen der
angestrebten Arachidonsdureinfusion galten:

* Infusionszeit 6h

* konstante Makrohdmodynamik

* allenfalls geringer Anstieg der Plasmatriglyceride durch den MCT-Tréger,

keine sichtbare Lipiddmie
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Zunichst wurde eine Losung von 100mg AA/h bei MCT 1g/h kontinuierlich iiber die
marginale Ohrvene des Kaninchens infundiert. Nach 10-15 Minuten verstarben die jedoch
die Versuchtiere. Das wihrend dieses Zeitraumes durchgefiihrte makrohdmodynamische
Monitoring ist auf Abbildung 14 dargestellt. Innerhalb kurzer Zeit entwickelt sich eine
massive pulmonale Hypertonie. Der Nachlastanstieg des rechten Ventrikels kann nicht

kompensiert ~werden, das  Versuchtier verstirbt schlieBlich infolge eines

Rechtsherzversagens.

arterieller Blutdruck pulmonalarterieller Blutdruck

150 10 min

100

Start AA

504

AP [mmHg]
PAP [mmHg]

Abb. 14: Orginal Schreiberprotokoll der makrohdmodynamischen Monitorings wahrend der
Dosisfindungsversuche. Infundierte Dosierung: 100mg AA/h, MCT 1000mg/h;
Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie mit anndhrend simulater Reduktion des

arteriellen Blutdrucks.

Tabelle 4 faBit die Dosisfindungsversuche zusammen. Durch Reduktion der
Arachidonsdurekonzentration auf 10mg/h) wurden zwar konstante makrohdmodynamische
Verhiltnisse erreicht, eine unter diesem Infusionsregime nach lédngerer Infusionszeit
auftretende massive Hyperlipidimie durch den infundierten MCT-Triger und damit
verbunden mogliche Wirkungen des Losungsmittels waren aber nicht akzeptabel. Die
Konzentration des Triglyceridtragers wurde deshalb bei konstanter
Arachidonséurekonzentration  auf  100mg/h  reduziert. Die  Reduktion des
Triglyceridkonzentration fiihrte jedoch erneut zum Tod der Versuchstiere. Erst bei einer

Konzentration von 5 mg Arachidonsdure bei einem MCT Anteil von 100mg wurden die

geforderten Zielparameter erreicht.
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Arachidonsiure MCT Wirkun
[mg/h] [mg/h] &
100 1000 Letal

stabile Makrohdm.
10 1000 Hyperlipiddmie
10 100 Letal
5 100 stabile Makrohdm.

Tab. 4: Ubersicht der verwendten Arachidonsiure- und MCT Konzentrationen
in den Vorversuchen, sowie die resultierende Wirkung im Organismus.

2.16 Experimentelle Protokolle

Nach Abschlu3 der Dosisfindungsversuche wurden 3 Untersuchungen durchgefiihrt: In
Studie II wurde zundchst der Einflufl der Arachidonsdureinfusion auf Makrohdmodynamik
sowie pulmonale Mikrohdmodynamik und Leukozyten-Endothel Interaktion im
unstimulierten Modell untersucht. Im Zentrum des Interesses der Studie III steht dagegen
die Wirkung der Arachidonsdureinfusion im Rahmen einer experimentellen
Endotoxindmie. Um in Zukunft weitere Aussagen iiber iiber die Rolle der Thrombozyten
treffen zu konnen, wurden im Rahmen der Studie IV nach einer Erweiterung des
bestehenden Modells erstmals die Thrombozytenkinetik sowie die Thrombozyten-

Endothelinteraktionen in der pulmonalen Mikrostrombahn untersucht.

2.16.1 Studie II

Die Abfolge der Versuchsphasen ist in Abbildung 15 dargestellt. Wéahrend der 4 stiindigen
kontinuierlichen Arachidonsdureinfusion erfolgen alle Schritte der Prdparation. Nach 3,5
Stunden ist die Prdparation abgeschlossen es folgt die Reinjektion der
fluorezenzmarkierten Erythrozytern mit anschlieender halbstiindiger Rezirkulationsphase.
Darauf folgt die erste intravitalmikroskopische Untersuchug der pulmonalen
Mikrostrombahn. Nach 60 min erfolgt eine weitere Untersuchung, zu angegebenen
Zeitpunkten wurden auBerdem Makrohimodynamik, arterielle Blutgase und Blutbild
bestimmt. Nach Beendigung der Versuchsphase wurden die Tiere durch intravendse

Bolusinjektion von 20 mval Kaliumchlorid getotet und die Lungengewebeproben fiir die
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histologische ~Untersuchung sowie zur Bestimmug der Myeloperoxidasaktivitit

entnommen.
FITC-Erys L
S
$ -
Préparation l &5 S
| | // | rezirk. |
240 o 4 60  Zeit [min]
Rhodamin 6G
| - AA
| ~ 5mg/h
Intravital-Mikroskopie [ ) ®
Blugasanalyse / Blutbild [ ]
Makrohdmodynamik (]

MPO / Histologie

Abb. 15: Experimentelles Protokoll der Studie II. Eingezeichnete Punkte bzw. Pfeile geben die
Zeitpunkte von Interventionen (z.B. Farbstoffapplikation) und die Erhebung von
Messparametern wieder. Rezirk.= Rezirkulationsphase der Erythrozyten

2.16.2 Studie I1I

Zur Untersuchung der Wirkung der Arachidonsdureinfusion wéhrend experimenteller
Endotoxindmie wurden weitere Versuchtiere nach Tracheotomie und Implantation von
arteriellem und zentralvendsem Kathter und Thoraxfenster randomisiert den in Tabelle 5

dargestellten Versuchsgruppen zugeteilt:

Versuchsgruppe »Priming* Stimulus
AA AA 5mg/h 20 pg/kg Endotoxin
MCT 100mg/h E.coli0111:B4
n=10 iv. iv.
MCT 20 pg/kg Endotoxin
MCT 100mg/h E. coli 0111:B4
n=8 v iv.
NaCl o 20 pg/kg Endotoxin
NaC10,9% 1mi/h E. coli 0111:B4
n=8 bV iv.

Tab. 5: Ubersicht der

Infusionsregimen; n

Versuchsgruppen der

= Anzahl der
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Folgendes experimentelles Protokoll (Abbildung 16) wurde durchgefiihrt: Nach insgesamt
4 stiindiger kontinuierlicher Infusion und 30 miniitiger Rezirkulationszeit der
fluoreszenzmarkierten Erythrozyten wurden sowohl vor als auch 5, 30 und 60 Minuten
nach der intravendsen Injektion von 20ug/kg KG intravitalmikroskopische
Untersuchungen durchgefiihrt. Zu angegeben Zeitpunkten wurden Makrohdmodynamik,
Blutgase sowie Blutbild bestimmt. Vor Infusionbeginn, nach 4 h Infusionszeit und 60
Minuten nach Endotoxininjektion wurde die Plasmatriglyceridkonzentration und
Konzentration an freien Fettsduren gemessen. Nach 4 stiindiger Infusionzeit wurde
auflerdem die Konzentration von freier Arachidonséure im Plasma durch gaschromatische
Analyse bestimmt sowie die Gesamtkonzentration an Triglyceriden und freien Fettsduren
gemessen. Vor sowie 60 Minuten nach Endotoxininjektion wurde die Plasmakonzentration
an TxB; gemessen. Nach Tétung der Versuchstiere am Ende der Versuchsphase wurden
Lungengewebeproben fiir die histologische Untersuchung sowie Quantifizierung der

Myeloperoxidaseaktivitit entnommen.

Etox 20 pg/kg i.v.

FITC-Erys
Priparation l Q",'s’ “ “? @
[T/ Treak] T ] | |
240 4 0 5 30 60  Zeit [min]
| Rhodamin 6G AAMCT:
I > MCT; NaCl
Intravital-Mikroskopie ® @ Infusion Iml/h
Blugasanalyse / Blutbild Y ®
Makrohdmodynamik [ )  J [ )  J
[ ) Tgs, FFs o L
) AA )
TxB, ® o
MPO / Histologie ®

Abb. 16: Experimentelles Protokoll der Studie III; Punkte kennzeichnen Messzeitpunkte bzw. Zeitpunkt der
Probengewinnung; Tgs: Bestimmung der Plasmatriglyceridkonzentration, FFs: Bestimmung der
Konzentration freier Fettsduren im Plasma, AA: Bestimmung der Plasmaarchidonsidurekonzentration,
TxB,: Probenentnahme zur Bestimmung der Thromboxan B, Konzentration, MPO:
Myeloperoxidaseaktivitdt im Lungengewebe.
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2.16.3 Studie IV

Nach abgeschlossener Préaparation wurde das zur ex vivo Thrombozytenmarkierung
bendtigte Vollblut entnommen und die Thrombozyten nach der unter 2.5.3 beschrieben
Methode fluoreszenzmarkiert. FITC-markierte Erythrozyten wurden intravends injiziert
und eine 30 miniitige Stabilisierungs und Rezirkulationszeit abgewartet. Kurz vor der
ersten intravitalmikroskopischen Untersuchung wurden die Rhodamin-6G markierten
Thrombozyten injeziert und die Mikrohdmodynamik sowie Thromboyztenkinetik
nacheinander in Arteriolen Venolen und Alveolararealen auf Videoband aufgezeichnet.
Die Tiere wurden dann 2 Versuchsgruppen zugeteilt: in Gruppe 1 wurde die Stabilitit des
Modells iiber einen Untersuchungszeitraum von 60 Minuten kontrolliert. Hierfiir wurden
60 Minuten nach den ersten Aufnahmen erneut fluoreszierende Blutplattchen injeziert und
in den selben Gefdllsegmenten untersucht. In Gruppe 2 wurde der Einflu der
Thrombozytenaktivierung mittels Thrombin auf die Thrombozytenkinetik und
Thrombozyten-Endothelinteraktion untersucht. Ex vivo Thrombin-aktivierte Blutplittchen

wurden zum Zeitpunkt 60’ injeziert und wiederum in den selben GefaBlsegmenten

visualisiert.
Blutentnahme:
— Thrombozytenseparation /
— Fluoreszenzmarkierung
Injektion Injektion
unstimulierter Thrombozyten Thrombin-aktivierter Thrombozyten
(~ 100+ 107) (~ 100« 107)
Priparation FITi—Erys ¢ ¢
| I // I rezirk. I I |
-240 0 60 Zeit [min]
Intravital-Mikroskopie ° °
Blutgasanalyse ° °
Makrohdmodynamik ° °

Abb. 17: Experimentelles Protokoll der Studie IV zur Quantifizierung der Thrombozytenkinetik und
zur Untersuchung thrombin-aktivierter Thrombozyten. Pfeile bzw. Punkte kennzeichnen die
Zeitpunkte von Interventionen bzw. Erhebung von Messparametern.
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2.17 Datenverarbeitung und Statistik

Die Parameter der GefaBmorphologie, Mikrohimodynamik und Leukozytenadhirenz
wurden mittels des computergestiitzten Bildverabeitungssystems (Optimas, BioScan,
Washington,USA) quantifiziert und interaktiv in Datenblitter des
Tabellenkalkulationsprogramms MS-Excel (MS-Excel, Microsoft GmbH, Miinchen)
iibertragen. Ebenso wurden die Ergebinisse der makrohdmodynamischen Messungen, der
Blutgasanalyse, des Blutbildes, der gemessenen blutchemischen Paramter, sowie der MPO-
Untersuchungen in Tabellen des Tabellenkalkulationsprogramms am Personalcomputer
eingegeben. Mit Hilfe programmierter Formeln wurden unter Beriicksichtigung von
Korrekturfaktoren alle abgeleiteten Parameter berechnet. Zur graphischen Darstellung der
Ergebnisse wurde das Computerprogramm Sigmaplot (Jandel Corp., San Rafael, Ca.,USA)
verwendet.

Die statistische Auswertung der gemessenen und berechneten Parameter erfolgte am
Personalcomputer mittels des Statistikprogramms Sigmastat (Jandel Corp., San Rafael,
Ca.,USA). Aufgrund der geringen Fallzahlen pro Versuchsgruppe wurde auf die Annahme
bzw. Uberpriifung einer zugrundeliegenden Normalverteilung verzichtet und
ausschlieBlich nichtparametrische Tests verwendet.

In Studie III wurden alle Versuchsgruppen mittels Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis
und anschlieBendem Dunn’s-Test unverbunden gegeneinander auf signifikante
Unterschiede an den Versuchszeitpunkten getestet. Innerhalb jeder Gruppe wurden die
Daten mit Hilfe der wiederholten verbundenen Varianzanalyse nach Friedmann und
anschlieBender post hoc Analyse mittels Dunn’s-Test auf signifikante Anderungen
gegeniiber dem Ausgangswert getestet. In Studie II und Studie IVwurde zum Vergleich der
Ergebnisse der Wilcoxon Test fiir verbundene Paardifferenzen verwendet. In Studie I
(Untersuchung der Erythrozytenkonzentrate) wurden die Ergebnisse mittels Mann Whitney
Rank Sum Test fiir unverbundene Paardifferenzen auf signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen iiberpriift.

Signifikanz wurde jeweils bei einer Wahrscheilichkeit fiir Fehler 1. Art unter 5%
angenommen (p<0,05). Falls nicht anders angegeben, sind alle Werte als Mittelwert +

Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.
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ITI. Ergebnisse

1. Studie I: Untersuchung der Erythrozytenkonzentrate

1.1 Fettsiduregehalt in Erythrozytenkonzentraten

In insgesamt 42 Erythrozytenkonzentraten wurden die Konzentrationen freier Fettsduren
im zellfreien Uberstand der Konzentrate gemiB der unter I1.1 beschriebenen Methodik
gemessen. In Abhidngigkeit der Konservierungszeit wurden die Erythrozytenkonzentrate
entweder der Gruppe der ,,frischen” Konzentrate (EK-F), oder der Gruppe der ,,alten*
Konzentrate (EK-A) zugeteilt. Die Konservierungszeit ,frischer” Konzentrate lag bei
weniger als 7 Tagen, die der ,,alten” Konzentrate zwischen 30 und 42 Tagen. Die Anzahl
der Konzentrate sowie mittlere Konservierungszeit und die Fettsdurekonzentrationen in

den beiden untersuchten Gruppen sind in Tabelle 6 zusammengetalt.

EK-F EK-A
n 24 22

Konservierungszeit [d] 1.5+0.49 354+1.6%*
Palmitinsiiure 16:0 16.7+1.5 26.7 £2.0*
Stearinsiure 18:0 14.1+0.8 17.2 £0.9*
Olsiiure 18:1 n9 49 £0.7 82+1.2%
Linolsiaure 18:2 n6 34 £04 7.0 £0.8*

y-Linolensiure 18:3 n6 02 £0.0 0.1+0.0

a-Linolensiure 18:3 n3 0.2 £0.1 0.3+0.1
Stearidonsiure 18:4 n3 0.0 £0.0 0.4+0.1%*
Arachidonsiure 20:4 n6 0.1 = 0.0 1.9+0.3*%

Eicosapentaensiure 20:5n3 0.1+0.0 0.2+0.1
Erucinsiure 22:1 n9 0.6 £0.0 4.0+ 0.9*
Docosahexaensiure 22:6 n3 0.1+0.0 0.8+0.1*

Tab. 6: Ubersicht der Konservierungszeit in Tagen und der gemessenen Konzentrationen an freien
Fettsiuren im zellfreien Uberstand der ,alten® (EK-A) und frischen® (EK-F)
Erythrozytenkonzentrate. Angegeben sind Mittelwerte £ SEM in der Einheit ng/ul. n =
Anzahl der untersuchten Konzentrate; * p< 0,05 EK-A vs. EK-F, Mann Whitney Rank Sum
Test.
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AuBer den freien Fettsduren O- Linolensdure, y-Linolensidure und Eicosapentaensdure sind
die Konzentrationen aller anderen gemessenen freien Fettsiduren im zellfreien Uberstand
der Erythrozytenkonzentrate mit einer mittleren Konservierungszeit von 35,5 Tagen im
Vergleich zu den Erythrozytenkonzentraten mit einer durchschnittlich 1,5-tdgigen
Konservierungszeit signifikant erhoht. Die Gesamtkonzentration (Abb. 19A) aller
quantifizierten freien Fettsduren steigt in der Gruppe der alten Erythrozytenkonzentrate auf
das 1,7-fache im Vergleich zu frischen Erythrozytenkonzentraten an. Die Konzentration
der gesittigten Fettsduren ist auf das 1,4-fache, die Konzentration ungesittigter freier
Fettsduren sogar auf das 2,4-fache erhoht (Abb. 19B/C). Die Relation zwischen
ungesittigten und gesdttigten freien Fettsduren verschiebt sich nach 35-tdgiger
Lagerungszeit damit signifikant zugunsten der ungesittigten Fettsduren, der Quotient liegt
jedoch nach wie vor unter 1 (Abb. 19D). Betrachtet man nicht den absoluten, sondern den
relativen Anstieg (Abb. 18) aller freien Fettsduren in alten Erythrozytenkonzentraten im
Vergleich zu frischen Erythrozytenkonzentraten, so zeigt die mehrfach ungesittigte
Fettsdure Arachidonsédure im statistischen Vergleich zu allen anderen freien Fettsduren den

stiarksten Anstieg.
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Abb. 18: Relativer Anstieg der freien Fettsduren (FFs) in alten Erythrozytenkonzentraten in % der
Konzentration in frischen Konzentraten. Angegeben sind Mittelwerte + SEM. * p<0,05
20:4 n6 vs. alle tibrigen FFs; RM Anova on Ranks, Post hoc Analyse: Dunn’s Test.
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Abb. 19 A-D: A: Gesamtkonzentration der freien Fettsduren (16:0, 18:0, 18:1 n9,18:2 n6, 18:3 n6, 18:3 n3,
18:4 n3, 22:1 n9, 20:4 n6, 20:5 n3, 22:6 n3); B: Konzentration geséttigter freier Fettsduren (16:0,
18:0); C: Konzentration ungeséttigter freier Fettsduren (18:1 n9,18:2 n6, 18:3 n6, 18:3 n3, 18:4 n3,
22:1 n9, 20:4 n6, 20:5 n3, 22:6 n3); D: Verhiltnis zwischen ungesittigten und geséttigten freien
Fettsduren. EK-A alte Erythrozytenkonzentrate, EK-F frische Erythrozytenkonzentrate.
Boxplots: ---- Mittelwert, - Median, 1. und 3. Quartil, 5. 95. Perzentil. *p< 0,05 EK-A vs. EK-F.
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Vergleicht man die Konzentration der mehrfach ungesittigten Fettsduren in den
Erythrozytenkonzentraten und im Plasma gesunder Probanden (Abb. 20), wird deutlich,
dass die Konzentration in den Konserven iiberwiegend kleiner oder gleich den
physiologischen  Plasmakonzentrationen sind. FEine wichtige Ausnahme stellt
Arachidonsédure  dar. Die  Konzentration von  Arachidonsdure in  alten
Erythrozytenkonzentraten iibersteigt die physiologische Plasmakonzentration signifikant

um das 3,2-fache.
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Abb. 20: Vergleich zwischen den Konzentrationen der mehrfach ungesittigten Fettséuren in
alten und frischen Erythrozytenkonzentraten wund den physiologischen
Konzentrationen der Fettsduren in humanem Plasma. Angegeben sind Mittelwert +
SEM; *p<0,05 vs. EK-F, # p<0,05 vs. EK-A. Kruskal-Wallis Analyse.

1.2 Wirkung der Arachidonsiurekonzentration auf Burstaktivitit

In vitro wurde Zeit- und konzentrationsabhingig die Wirkung der Arachidonsdure auf die

Respiratory Burst-Aktivitdit humaner neutrophiler Granulozyten gemessen. Verglichen
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wurden hierbei Arachidonsiure-freie BSA-Losung, Arachidonsdure in einer Konzentration
dhnlich der  gemessenen  Konzentration der  Arachidonsdure in  alten
Erythrozytenkonzentraten (Bug/ml), sowie die hierzu 10-fache
Arachidonsdurekonzentration (30pug/ml). Die Burstaktivitit wurde nach 15- und 30-
miniitiger Inkubation der Granulozyten mit entsprechender Losung gemessen (Abb. 21).

Die Produktion von Hydrogenperoxid nimmt in Abhédngigkeit von der Inkubationszeit
signifikant zu. Wédhrend nach  15-miniitiger Inkubation nur die hohe
Arachidonsdurekonzentration zu einer signifikanten Zunahme der Burstaktivitit im
Vergleich zu arachidonsdurefreiem Medium flihrt, bewirken nach 30 miniitiger
Inkubationszeit ~ sowohl  die  niedrige @ (3ug/ml) als auch die  hohe
Arachidonsdurekonzentration (30pg/ml) eine signifikante Steigerung  der

Hydrogenperoxidproduktion .
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Abb. 21: Hydrogenperoxidproduktion in polymorphkernigen Leukozyten von gesunden Probanden.
Dihydrorhodamin markierte Zellen wurden fiir 15 bzw. 30 min. mit BSA-Losung oder
Arachidonsdure (3 pg/ml; 30 pg/ml) inkubiert. Oxidation von Dihydrorhodamin zu
fluoreszierendem Rhodamin wurde mittels FluBzytometrie gemessen. Angegeben sind
Mittelwert = SEM der mittleren Fluoreszenzintensitédten; n = 5.
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2. Studie I1

Gemail des in Abb. 15 dargestellten Versuchsprotokolls wurde in 4 Versuchtieren (2,6 +
0,1 kg KG) in vivo der EinfluB} der intravendsen Arachidonsdureinfusion zunichst ohne
weitere inflammatorische  Stimulation auf die Makrohdmodynamik, pulmonale
Mikrohdmodynamik und Leukozytenadhidrenz untersucht. Die urspriinglich geplante
Gruppenstdarke lag bei n=8. Aufgrund einer nach 4 Versuchen durchgefiihrten
Interimanalyse, die keine Hinweise auf einen EinfluB3 der Arachidonsdureinfusion auf die
untersuchten Parameter zeigte, wurde aus ethischen und statistischen Uberlegungen die

Versuchsserie nach der Durchfiihrung von 4 Experimenten beendet.

2.1 Makrohimodynamik, Blutgase, Blutbild
Die zu den Versuchszeitpunkten Baseline und 60" quantfizierten Werte der
Makrohdmodynamik sind in Tabelle 8 zusammengefalit: Nach 4 stiindiger kontinuierlicher

Arachidonsédureinfusion liegen die Werte der makrohdmodynamischen Parameter im

Makrohimodynamik

Parameter Baseline 60"
AP, [mmHg] 78+ 6 74 + 4
CVP,, [mmHg] 33+14 30+ 1,4
PAP,, [mmHg] 13,4+13 12,5+ 1,5
HR [min™] 241 + 16 245+ 10
CO [ml*min™"] 285+ 10 308 +26
PVR-Index [mmHg*]"*min] 48 +6 42+6

Tab. 7: Makrohimodynamische Parameter: mittlerer arterieller Blutdruck AP,,, zentralvendser
Blutdruck CVP,,, mittlerer pulmonalarterieller Blutdruck PAP,,, Herzfrequenz (HR)
Herzzeitvolumen (CO), Index des pulmonalvaskuliren Widerstandes (PVR-Index),
Systemisch vaskuldrer Widerstand (SVR). Angegeben sind Mittelwerte + SEM. n=4.

physiologischen Normalbereich, signifikante Anderungen innerhalb der folgenden
weiteren Infusionszeit von 60 Minuten konnten nicht beobachtet werden.
In Tabelle 7 sind die prozentualen Anderungen der Blutgase und des Blutbildes zum

Zeitpunkt 60" im Vergleich zum Ausganswert (Baseline) angegeben. Alle genannten
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Paramter d@ndern sich liber den Untersuchungszeitraum nicht signifikant (Wilkocon Test fiir

Paardifferenzen).
Blutgase [% Baseline] Blutbild [% Baseline]
PaO, 1146 £53 RBC 93,6 £3,0
PaCO, 110,1 £2,6 WBC 112,5+ 18,9
pH 99,7+0,3 PLT 81,3+19,3
Saet 100,4 £ 0,3 Hb 92,6 £22
HCO;5 105,6 +3,9 Hk 93,5+238

Tab. 8: Ubersicht der Blutgasanalyse und des Blutbildes. Arterieller Sauerstoffpartialdruck (PaO,),
arterieller Kohlendioxidpartialdruck (PaCO,), pH-Wert (pH), arterielle Sauerstoffséttigung (Saet)
und Bicarbonatkonzentration (HCO3"). Angegeben sind jeweils die Ergebnisse zum Zeitpunkt 60°
in % des Ausganswertes (Baseline). Mittelwert + SEM, Anzahl der Versuchstiere n=4.

2.2 Gefifldurchmesser und Mikrohidmodynamik in Arteriolen und Venolen

In Tabelle 9 sind die in pulmonalen Arteriolen und Venolen intravitalmikroskopisch
erhobenen Paramter der Mikrohdmodynamik zusammengefalt. Die gemessene mittlere
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit und Gefa8durchmesser und damit ebenso die hieraus
abgeleiteten Paramter BlutvolumenfluB Q bzw. Wandscherrate y bleiben iiber den

Untersuchungszeitraum von 60 min konstant.

2.3 Leukozytenadhirenz in pulmonalen Arteriolen und Venolen

Auf Abbildung 22 ist jeweils die Zahl adhdrenter Leukoyzten bezogen auf die
Gefalwandoberfldche in pulmonalen Arteriolen bzw. Venolen zum Zeitpunkt Baseline und
60’ dargestellt. Weder in Arteriolen noch in pulmonalen Venolen erfolgt eine signifikante

Verianderung der Leukozytenadhédrenz innerhalb des Untersuchungszeitraums.
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Ad [ Zellen / mm? ]

Arteriolen

Parameter Baseline 60’

D [um] 28,3 +2,1 28,5+0,8
Vg [um/s] 1229 + 248 1421 + 154
CV vrac [%] 7,9+0,9 98+1,38
yls'] 194 + 36 225 £ 26
Q [nl/min] 274+75 30,7 3,3

Venolen

D [um] 30,0 + 2,4 293+ 1,7
Vg [um/s] 1623 + 159 1611 + 261
CV vrac [%] 4.8+0,7 53+0,7
v[s™] 248 +20 253 +47
Q [nl/min] 40,5+ 8.6 36,2 4,1

Tab. 9: Ubersicht der quantifizierten mikrohimodynamischen Parameter in pulmonalen

800 1

200 1

0

Arteriolen und

Venole.

GefaBldurchmesser

(D), mittlere

ErythrozytenflieBgeschwindigkeit (vrpc), Wandscherrate (y), Blutvolumenflufl (Q).
Angegeben sind Mittelwerte + SEM. n=4.

Arteriolen

[ Bascline
N o

L M mm

800 T

Ad [ Zellen / mm? ]

S

0

:

:

Abb. 22: Anzahl der endothel-adhérenten Leukozyten (Ad) in pulmonalen Arteriolen und
Venolen zu den Versuchszeitpunkten Baseline (4h Arachidonsdureinfusion) und 60°
(5h Arachidonséureinfusion). Angeben sind Mittelwerte + SEM.
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24 Mikrohimodynamik und Leukozytenretention in Alveolarkapillaren

Auch die Parameter der Kapillarmorphologie, der Mikrohdmodynamik und
Leukozytenretention in den untersuchten alveoldren Kapillararealen von 3 Kaninchen
anderten sich iiber den gesamten Untersuchungszeitraum von 60 min nicht. Tabelle 10

zeigt die gemessenen Paramter zum Zeitpunkt Baseline und 60 in Absolutwerten.

Kapillarmorphologie, Mikrohdmodynamik, Leukozytenretention

Parameter Baseline 60’
ALy [10° pm?] 26,4 %37 27,5+23
Ly [pm] 1243 + 143 1236 + 234
CPI [mm™] 481 £ 52 441 + 47
Vree [Hm*s ] 381+ 79 354 + 127
Retye, / Alv [1 / mm®] 244 +32 282 + 90
Dy.p [um] 21,3+2,7 22,7+23

Tab. 10: Ubersicht der Parameter der Kapillarmorphologie sowie Mikrohimodynamik und
Leukozytenretion in alveoldren Kapillarnetzwerken. Alveolarfliche A,ry, Gesamtlinge
der erythrozytenperfundierten Kapillaren La;vy, funktioneller kapillarer Perfusionsindex
CPI, mittlere ErythrozytenflieBgeschwindigkeit in Kapillaren vggc, Anzahl permanent
retinierter Leukozyten bezogen auf die Alveolarfliche Ret, / Alv, Alveolarseptenbreite
Ds.,. Angegeben sind Mittelwerte + SEM.

2.5 Myeloperoxidaseaktivitit im Lungengewebe

Die Geschwindigkeiten der photometrisch quantifizierten Extinktionsdnderungen AE/At
wurden mit Hilfe des von Kiefmann (82) ermittelten Proportionalitdtsfaktors ag direkt in
Aktivitdt der Myeloperoxidase mit der Einheit mU umgerechnet und auf 1g Lungengewebe
bezogen. AnschlieBend wurde aulerdem die Anzahl an polymorphkernigen Granulozyten
pro Gram Lungengwebe unter Beriicksichtigung der Aktivitit von 40,3 mU pro 10°
Granulozyten (87) bestimmt.

Die gemessene Myeloperoxidaseaktivitdt bzw. Granulozytenzahl erreichet nur ca. 40 %
der von Kiibler et al.(87) unter physiologischen Bedingungen ermittelten Werte (MPO-
Aktivitit 741 * 67 mU/g; 184 * 1,7 * 10° PMNs/g). Die MPO-Aktivitit des
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Lungengewebes differiert jedoch innerhalb der Lunge in Abhéngigkeit des vertikalen
Gradienten. Die untersuchten Gewebeproben des rechten Unterlappen entsprechen am
ehesten dem von Kuebler et al. als ,,vertikalem Level 3 (87) bezeichnetem anatomischen
Bereich, der auch in den Untersuchungen von Kuebler signifikant geringere MPO-
Aktivitat aufweist. Die gemessenen MPO-Aktivititen und berechneten Granulozytenzahlen
deuten somit darauf hin, dal die Arachidonsdureinfusion per se keine Zunahme der

Granulozytenretention in der pulmonalen Strombahn bewirkt.

Myeloperoxidase rechter Unterlappen n=4

Probengewicht [mg] MPO-AKktivitiat [mU/g] PMNs [10° / g]

384 + 70 314 £ 150 7,8+3,7

Tab. 11: Ubersicht iiber die Ergebisse der Myeloperoxidaseaktivitit und der berechneten
Granulozytenzahlen im rechten Unterlappens.
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2.6  Histologie

Auf den mit Estrasefarbung angefertigten Lungenpréparaten lieBen sich lichtmikroskopisch
in keinem der 4 Versuchtiere histologisch-pathologischen Verdnderungen nachweisen.
Weder konnte eine vermehrte Leukozyteninfiltration bzw. Emigration noch eine
odematdse Schwellung der Alveolarsepten als Ausdruck eines interstitellen Odems
beobachtet werden. Abb. 23 zeigt exemplarisch einen histologischen Schnitt des linken

Lungenoberlappens nach 5-stiindiger Arachidonsdureinfusion.

Abb. 23: Histologischer Schnitt des Lungengewebes in Esterasefirbung nach 5-stiindiger
Infusion der Arachidonsiure. Die lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahme (10x, links)
sowie die Herausvergroferung (40x, rechts) zeigen einen Normalbefund.
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3. Studie II1

In der Studie III wurde an weiteren 26 Tieren der Einflul der Arachidonsadureinfusion
wiahrend zusédtzlicher inflammatorischer Stimulation, d.h. im Rahmen einer
experimentellen Endotoxindmie gemif3 dem auf Abb. 16 dargestellten Versuchsprotokoll

und anhand der in Tabelle 5 zusammengefassten Versuchsgruppen untersucht.

3.1 Makrohimodynamische Parameter

Die quantifizierten Werte der Makrohiimodynamik sind in der Ubersicht auf Abbildung 23
dargestellt.

Der mittlere arterielle Blutdruck (Abb. 24A) nimmt in allen drei Versuchsgruppen nach
Endotoxininjektion iiber den Versuchsverlauf im Vergleich zum Ausganswert ab. Bei
zuséatzlicher Infusion der Arachidonsdure erfolgt eine weitere signifikante Verstirkung der
arteriellen Hypotension 60 Minuten nach Endotoxininjektion. Der zentralvendse Blutdruck
(Abb. 24B) bleibt dagegen iiber den Zeitverlauf von 60 Minuten in allen drei
Versuchsgruppen konstant. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen kdnnen nicht
beobachtet werden. Der mittlere pulmonal arterielle Blutdruck (Abb. 24C) nimmt in der
AA-Gruppe innerhalb der ersten 30 min nach Endotoxininjektion um rund 53% zu und
liegt zum Zeitpunkt 60’ tendenziell hoher als der Ausganswert. Weder in der MCT,- noch
in der NaCL-Gruppe konnten dagegen Verdnderungen des PAP,, beobachtet werden.

Auch das Herzzeitvolumen (Abb. 24D) nahm innerhalb des Beobachtungszeitraums nur in
der AA-Gruppe zum Zeitpunkt 60° auf 83% des Ausganswertes ab. In der MCT,- und
NaCL-Gruppe liegt das Herzzeitvolumen 60 Minuten nach Endotoxininjektion bei 97%
bzw. 100% des Ausganswertes. Der aus PAP;,, und CO berechnete PVR-Index (Abb. 24E)
steigt folglich nur in der AA Gruppe nach Endotoxininjektion innerhalb des
Untersuchungszeitraumes auf das 2-fache des Ausgangswertes signifikant an und deutet
damit auf eine Erhohung des pulmonalvaskuliren Widerstandes hin. In allen drei
Versuchsgruppen zeigt sich eine tendenzielle Reduktion des systemisch vaskuldren

Widerstandes (Abb. 24F) 60 Minuten nach Endotoxininjektion.
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Abb. 24 A-F: Ubersicht der makrohimodynamischen Parameter; A: mittlerer arterieller Blutdruck (AP,);

B: zentralvenoser Blutdruck (CVP); C: mittlerer pulmonalarterieller Blutdruck (PAP,,);
D: Herzzeitvolumen (CO); E: Index des pulmonalvaskuldren Widerstandes (PVR-Index);
F: systemisch vaskuldrer Widerstand (SVR); angeben sind Mittelwerte + SEM;

*p <0,05 vs. Pra, #p < 0,05 AA vs. MCT, Kruskal-Wallis Analyse.
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3.2 Arterielle Blugasanalyse

Tabelle 12 fasst die Ergebnisse der gemessenen Werte des Gasaustausches und des Saure-
Basenhaushaltes zusammen. Zur besseren Veranschaulichung wurden die Werte des
arteriellen Sauerstoff- (Abb 25A) und Kohlendioxidpartialdrucks (Abb 25B) graphisch
dargestellt. In allen drei Versuchsgruppen treten keine signifikanten Anderungen des PaO,
im Intragruppenvergleich auf. Zum Zeitpunkt 30" ist der PaO, in der AA-Gruppe
signifikant im Vergleich zur NaCl-Gruppe reduziert, die Unterschiede erreichen 60 min
nach Endotoxininjektion kein signifikantes Niveau mehr zwischen den Gruppen.

Trotz unverdanderter Beatmungsparameter entwickelt sich insbesondere in der AA-Gruppe
eine deutliche respiratorische Azidose, kenntlich an einer Senkung des pH-Wertes
unterhalb des physiologischen Bereiches bei gleichzeitig signifikanter Erhohung des
arteriellen Kohlendioxidpartialdruckes und nahezu unverénderter Bicarbonatkonzentration.
Die in der AA-Gruppe gemessenen arteriellen Kohlendioxidpartialdrucke liegen zum
Zeitpunkt 30’ und 60’ im Vergleich zum Ausgangswert und den anderen beiden

Versuchsgruppen signifikant erhoht.

240 1 65 1
A ] B *
210 60 # *#
— = 551
25180 M—’J\l =
= g
E 150 é ]
5 S ]
~ £
120
# 40 1
90 - AA 35 1
- MCT -+ AA
60 -~ NaCl 30 1 -~ MCT
Z -~ NaCl
0 : : ‘ ‘ 0 , , , ,
Pra 5§ 30" 60' Pra 5' 30" 60'

Abb. 25 A-B: Graphische Darstellung der arteriellen Sauerstoff (A) — und
Kohlendioxidpartialdrucke (B). Angegeben sind Mittelwerte = SEM. # p<0,05 AA
vs. NaCL, * p<0,05 vs. Pré.
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PaO; [mmHg|

Versuchsgruppe Pra 5 30 60°
AA-Gruppe 153+11 149 + 11 132+ 12 139+ 11
MCT-Gruppe 1599 165+8 158+9 161 +8
NaCl-Gruppe 170 £ 17 174 + 17 178 + 17 171 £ 17
PaCO; [mmHg]
AA-Gruppe 43+3 504 55+4 56+2
MCT-Gruppe 40+ 3 383 43+3 44 +3
NaCl-Gruppe 385 395 38+4 40%5
ph
AA-Gruppe 7,31 £ 0,04 728 +0,04 | 7,23 £0,03*" | 7,18 +0,03*"
MCT-Gruppe 7,36 £ 0,02 7,35+ 0,02 7,31 +£0,03 | 7,27 £0,02*
NaCl-Gruppe 7,39 £ 0,66 7,36 £0,66 | 7,34 +0,66* | 7,32 +0,66*
HCOj3™ [mmol/1]
AA-Gruppe 21,2+0,9 22,1 +0,7 22,0+0,8 202+ 1,4
MCT-Gruppe 21,9 + 1,07 20,7+ 1,3 20,7 +0,7 19,3 + 1,0*
NaCl-Gruppe 21,8122 21,1 +1,9 20,0+ 1,9 19,0 +2,0*

Tab. 12: Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalyse. PaO, aterieller Sauerstoffpartialdruck,

PaCo2

arterieller

Kohlendioxidpartialdruck,

ph-Wert,

HCO3-

Bicarbonatkonzentration. Angegeben sind Mittelwerte + SEM. * p < 0,0,5 vs. Pra.
# p<0,05 AA vs MCT, NACL.

WBC [10°/u]

w
L

Pra 5

30'

60'

Abb. 26: Gemessene Leukozytenkonzentration im Vollblut, vor (Prd), sowie 5
(5%, 30 (30°) und 60 Minuten (60°) nach der intravendsen Injektion
von 20pg/Kg KG Endotoxin. Angegeben sind Mittelwerte £ SEM. *
p< 0,05 vs. Pra.
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33 Blutbild

Erythrozytenzahl (RBC), Hamoglobinkonzentration (Hb) und Hamatokrit bleiben iiber den
Untersuchungszeitraum von 60 min nahezu unverdndert. Die nach 60 min tendenziell
geringradid erniedrigten Werte im Vergleich zum Ausgangswert sind als Folge der
mehrmals durchgefiihrten Blutentnahmen zu bewerten.

Die Anzahl zirkulierender Leukozyten (WBC) sinkt dagegen in allen drei
Versuchsgruppen, wie auf Abb. 26 dargestellt, 5 min nach Endotoxininjektion signifikant

auf ~50 % der Ausgangswerte ab. Auch 60 min nach Endotoxininjektion liegt die

RBC [10° / pl]

Versuchsgruppe Pra 5 30 60°

AA-Gruppe 55+0,1 5,1+0,2 50+0,1 51%02
MCT-Gruppe 58+0,2 54+0,2 55+0,2 56%02
NaCl-Gruppe 58+0,2 54+0,2 54+0,2 53+0,2

WBC [10°/ pl]
AA-Gruppe 3,8+0,6 1,7 £0,2% 2,2+0,3% 2,3 +0,4%
MCT-Gruppe 2,8+0,5 1,4 +0,3% 2,2 +0.4% 2,1 0,4
NaCl-Gruppe 43+0,6 2,6 +0.,4* 2,2+0,3% 2,1+0,3%
PLT [10° / pl]
AA-Gruppe 158 + 32 158 +21 127 +25 115+ 15
MCT-Gruppe 197 +20 145 + 29% 145 + 20% 148 +22
NaCl-Gruppe 116 30 87 + 22" 91 + 18 110 + 35
Hb [g/ dl]
AA-Gruppe 11,8+0,2 11,0+ 0,4 11,0+ 0,3 11,0+£04
MCT-Gruppe 12,0 +0,3 11,3+0,4 11,6 +0,3 11,7404
NaCl-Gruppe 12,0 + 05 11,2+0,5 11,2+0,5 11,0£0,5
HK [%]

AA-Gruppe 37,8+ 1,0 34,6+ 1,1 34,0+ 1,0 342+1,5
MCT-Gruppe 374408 352+ 1,4 359+ 1,0 36,7+ 1,4
NaCl-Gruppe 374+13 345+1,5 344+ 1,7 34,0+ 1,4

Tab. 13: Ubersicht der gemessenen himatologischen Parameter vor (Pri), sowie 5, 30, und
60 Minuten nach intravendser Injektion von  Endotoxin. RBC
Erythrozytenkonzentration, WBC Leukozytenkonzentration, PLT
Thrombozytenkonzentration, Hb Hidmoglobinkonzentration, Hk Hamatokritwert.
Angegeben sind Mittelwerte £ SEM. * p<0,05 vs. Pré, # p<0,05 NaCL vs. AA.
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periphere Leukozytenzahl niedriger als vor Endotoxininjektion. Unterschiede zwischen
den Versuchsgruppen sind nicht zu beobachten.

Die Anzahl an Thrombozyten ist in der MCT-Gruppe zum Zeitpunkt 5'und 30'im
Vergleich zum Ausgangswert reduziert und liegt in der NaCL-Gruppe zum Zeitpunkt 5° im
Vergleich zur AA-Gruppe niedriger. Alle gemessenen Thrombozytenzahlen liegen jedoch

innerhalb des physiologischen Normalbereichs

34 Blutchemische Parameter

3.4.1  Triglyceridkonzentration

Um den Anstieg an Plasmatriglyceriden durch das verwendete Losungsmittel MCT zu
kontrollieren, wurde in allen Versuchstieren die Konzentration an Plamatriglyceriden zu
den auf Abb. 16 angegebenen Versuchszeitpunkten bestimmt. In der AA-Gruppe und der
MCT-Gruppe erfolgt iiber den gesamten Infusionszeitraum von 5h ein signifikanter
Anstieg der Plasmatriglyceride auf das rund 2,6-fache des Ausgangswertes. Jedoch erfolgt
ebenso in der NaCl-Gruppe, also in den Versuchstieren die lediglich kontinuierlich mit
physiologischer Kochsalzlosung infundiert wurden, ein infusionsunabhingiger Anstieg der
Triglyceridkonzentration auf das ca. 2-fache des Ausganswertes. Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen liegen zu keinem Versuchzeitpunkt vor.
Durch den gewihlten Losungsvermittler MCT erfolgt unter Versuchsbedingungen damit

ein Konzentrationsanstieg der Plasmatriglyceride innerhalb physiologischer Grenzwerte.

3.4.2 Konzentration an freien Fettsauren

Bei den Versuchtieren wurden neben der Triglyceridkonzentration auch die
Gesamtkonzentration an freien Plasmafettsduren bestimmt. Nach 4-stlindiger Infusion der
freien Arachidonséure erfolgt in der AA-Gruppe ein signifikanter Anstieg der freien
Fettsduren im Vergleich zum Ausgangswert. Die Konzentration an freien Fettsduren steigt
jedoch ebenso in der MCT und NaCl-Gruppe nach 4-stiindiger Infusion tendenziell an, so
daB die Gruppenunterschiede kein signifikantes Niveau erreichen. 60 min nach
Endotoxininjektion ist die Konzentration an freien Plasmafettsduren in allen drei

Versuchsgruppen tendenziell wieder erniedrigt.
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34.3 Thromboxane B,- Konzentration

Als Hinweis auf mogliche oxidadative Metabolisierung der Arachidonsdure zu biologisch
potent wirksamem Thromboxan A; ( Tx A;) wurde mit Hilfe eines Enzym-Immuno-
Assays die Plasma Konzentration an Thromboxan B,, dem stabilen Abbauprodukt von
TxA,, bestimmt. Die Konzentration wurde in den Plasmaproben sowohl vor (Pré) als auch
60 min (60’) nach Endotoxininjektion gemessen. Die Ergebnisse sind graphisch als
Sdulendiagramm auf Abb. 28 dargestellt. In der AA-Gruppe steigt die Konzentration an
TxB, 60 min nach Endotoxininjektion auf die anndhernd 2-fache Konzentration des
Ausganswertes an und erreicht im Intergruppenvergleich Signifikanzniveau. In der NaCl-
bzw. MCT-Gruppe erfolgt nach Endotoxininjektion nur eine unwesentliche Anderung der

TxB,-Plasmakonzentrationen.
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Abb. 28: Plasmakonzentration des gemessenen Thromboxan B, vor (Prd) sowie 60 Minuten nach
Endotoxininjektion (Etox 60’). Angegeben sind Mittelwerte + SEM. # p < 0,05 AA vs. MCT,
Varianzanalyse nach Kruskal Wallis.

3.5 Mikrohimodynamik und Leukozytenadhérenz in Arteriolen und Venolen

3.5.1  Gefildurchmesser

Auf Abbildung 29 A sind die GefiaBdurchmesser der untersuchten Arteriolen und Venolen
iiber den Versuchsverlauf hinweg dargestellt. In der AA-Gruppe zeigt sich in den
Arteriolen zum Zeitpunkt 30’ und 60’cine tendenzielle Reduktion der GefaBdurchmesser,
die Unterschiede erreichen jedoch kein signifikantes Niveau. In pulmonalen Venolen sind
die GefdBdurchmesser in der AA-Gruppe und MCT-Gruppe 30 und 60 Minuten nach
Endotoxininjektion im Vergleich zum Ausgangswert verkleinert. Auch in der NaCl-
Gruppe zeigt sich eine tendenzielle Reduktion der GefaBdurchmesser, Signifikanzniveau

wird jedoch nicht erreicht (p=0,064).

3.5.2  ErythrozytenflieBgeschwindigkeit, Blutvolumenfluf3, Wandscherrate
Nach der intravendsen Injektion von Endotoxin sinkt in allen drei Versuchsgruppen die

mittlere ErythrozytenflieBgeschwindigkeit in pulmonalen Arteriolen und Venolen ab
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(Abbildung. 29B). Bei simultaner Infusion der Arachidonsdure ist die Reduktion der
FlieBgeschwindigkeit zu allen Untersuchungszeitpunkten stirker ausgeprigt und liegt 60
min nach Endotoxininjektion in Arteriolen bei nur 17 %, in Venolen bei 34% des
Ausganswertes. Aquivalent zur Reduktion der ErythrozytenflieBgeschwindigkeit sinken in
pulmonalen Arteriolen und Venolen ebenso der Blutvolumenflul Q (Abb. 29C) und die
Wandscherrate y (Abb. 30B). In der AA-Gruppe sinkt der Blutvolumenflu3 innerhalb 60
min nach Endotoxininjektion in Arteriolen um 85 % und in Venolen um 72%. In der MCT-
bzw. NaCL-Gruppe reduziert sich der Blutvolumenflul dagegen im Mittel um 44,5% in
Arteriolen bzw. 56 % in Venolen.

Auf Abbildung 30B sind die Ergebnisse der nach Formel 10 berechneten Wandscherraten
zusammengefalit. Die starke Reduktion der BlutflieBgeschwindigkeit bei geringgradigen
Verdnderungen der Gefdfldurchmesser flihrt insbesondere in der AA-Gruppe zu einer
starken Reduktion der Wandscherraten in den untersuchten Arteriolen und Venolen. In der
AA-Gruppe liegt die Wandscherrate zum Zeitpunkt 60" in Arteriolen bei 17% und in
Venolen bei 38 % des Ausganswertes, in der MCT- und NaCL- Grupppe hingegen liegen
die Wandscherraten 60 min nach Endotoxininjektion im Mittel in Arteriolen bei 71% und
in Venolen bei 73% des Ausganswertes. Vor allem die starke Reduktion der
Wandscherraten in der Arachidonsduregruppe mull auch in Zusammenhang mit der

Interpretation der Leukozyten-Endothelzellinteraktion diskutiert werden.
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Abb. 29 A-C: Quantifizierte Parameter der Mikrohdmodynamik in pulmonalen Arteriolen und Venolen vor
(Prd), sowie 5 (5°) 30 (30°) und 60 Minuten (60°) nach intravendser Endotoxinapplikation. A:
GefaBdurchmesser (D), B: mittlere ErythrozytenflieBgeschwindigkeit (vgpc), C: Blutvolumenfluf3
(Q). Angegeben sind Mittelwerte + SEM. * p < 0,05 vs. Prd, Varianzanalyse nach Friedman, Post
hoc Analyse: Dunn’s Test.
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3.5.3 Leukozytenadhirenz in Arteriolen und Venolen

Die Anzahl Endothel-adhirenter Leukozyten, also die Anzahl der Leukozyten, die linger
als 5s ihre Lokalisation am Endothel nicht verdnderten, wurde in den selben
GefaBabschnitten quantifiziert in denen auch die Parameter der Mikrohdmodynamik
erhoben wurden. Die Ergebnisse sind graphisch auf Abbildung 30A dargestellt.

In der AA-Gruppe erfolgt innerhalb der ersten 30 min nach Endotoxininjektion eine
deutliche Zunahme adhérenter Leukozyten. 60 min nach Endotoxininjektion konnte die
Anzahl der Endothel-adhdrenten Leukozyten aufgrund der geringen
FlieBgeschwindigkeiten in der liberwiegenden Zahl der Versuche nicht mehr quantifiziert
werden. Geringe BluflieBgeschwindigkeit und damit verbunden stark reduzierte
Scherkrifte verhindern eine sichere Differenzierung zwischen Leukoyztenadhdrenz und
Adhisionsmolekiil-unabhéngiger , Leukozytenstase® und konnten deshalb zu einer
wesentlich zu hoch angenommenen Anzahl adhirenter Leukozyten fiihren.

In pulmoanlen Venolen erfolgt in allen drei Versuchsgruppen {iiber den
Untersuchungszeitraum eine Zunahme adhérenter Leukozyten, signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen konnen nicht beobachtet werden.
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Abb. 30 A-B: Graphische Darstellung der Anzahl Endothel-adhérenter Leukozyten (A)
und der Wandscherraten (B) in pulmonalen Arteriolen (linke Spalte) und
Venolen (rechte Spalte). Angeben sind Mittelwerte + SEM. * p< 0,05 vs. Pra.

Varianzanalyse nach Friedman, Posthoc Analyse: Dunn’s Test.

3.6  Mikrohimodynamik und Leukouzytenretention in Alveolarkapillaren

3.6.1  Mittlere ErythrozytenflieBgeschwindigkeit in Alveolarkapillaren

Sowohl vor als auch 5, 30 und 60 min nach Endotoxinapplikation wurde die mittlere
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit in den Alveolarkapillaren quantifiziert (Abb. 31A). In
allen drei Versuchsgruppen sinkt die mittlere ErythroyzentflieBgeschwindigkeit nach der

Injektion des Endotoxins iiber den Untersuchungszeitraum von 60 min kontinuierlich ab.
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Abb. 31 A-D: Intravitalmikroskopisch erhobene Parameter in den Alveolararealen. A:
mittlere ErythrozytenflieBgeschwindigkeit in Kapillaren (vgpc); B: funktioneller
kapillarer Perfusionsindex (CPI); C: Anzahl permant retinierter Leukozyten in
den Alveolarkapillaren (Ret, / Alv); D: Alveolarseptenbreite (w). Angegeben
sind Mittelwerte + SEM. * p<0,05 vs. Prd, # p<0,05 AA vs. MCT, § p< 0,05

AA vs. NACL u. vs. MCT.
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3.6.2 Kapillarmorphologie, funktionelle Kapillarperfusion

Die Gesamtlinge der erythrozytenperfundierten Kapillaren sinkt vor allem in der
Arachidonsduregruppe innerhalb von 60 min nach Endotoxinapplikation signifikant ab und
liegt zum Zeitpunkt 60" bei 18% des Ausganswertes (Tabelle 14). In der MCT- und NaCL-
Gruppe erfolgt dagegen nur eine Reduktion der erythrozyten perfundierten Kapillarlinge
um 34%. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen finden sich
zum Zeitpunkt 60" jedoch nicht (p=0,054).

Der aus Alveolarfliche und erythrozytenperfundierten Gesamtlinge berechnete Kapillar-
Perfusions-Index sinkt konsekutiv ebenfalls in der Arachidonsduregruppe iiber den
Untersuchungszeitraum am stdrksten ab (Abb. 31B). Wahrend in der MCT-und NaCL-
Gruppe durchschnittlich noch 62% der funktionellen Kapillarperfusion 60 min nach

Endotoxininjektion erhalten sind, liegt der funktionelle Kapillarperfusionsindex in der AA-

Gruppe bei nur noch 19% des Ausganswertes.

Alveolarflache A,y [103 pmz]

Versuchsgruppe Pra 5 30 60"
AA-Gruppe 144 +1,6 14,1 £ 1,7 12,7 21 14,0 £ 21
MCT-Gruppe 17,2 +£2,5 16,9+24 152+24 17,8 £2,0
NaCl-Gruppe 13,5+ 1,7 13,8 +1,7 11,9+ 1,3 134+9
Kapillarstrecke LAy [nm]
AA-Gruppe 791 + 88 623+ 111 272 £ 96* 146 + 67*
MCT-Gruppe 822 £ 105 692 + 135 494 + 172 542 + 149
NaCl-Gruppe 733 £93 700 = 107 521+ 152 491 £ 152
Kapillarer Perfusions-Index CPI [um'l]
AA-Gruppe 598 £ 73 473 £ 100 217 £ 78%* 119 +61%*
MCT-Gruppe 507 £52 430 + 63 339+ 104 310 £ 88
NaCl-Gruppe 553 +47 518 £ 68 408 £ 112 349 £ 97
Tab. 14: Ubersicht der Parameter Alveolarfliche (AaLy), Gesamtlange der

erythrozytenperfundierten Kapillaren (La;yv) und des funktionellen Kapillaren
Perfusions-Index (CPI) gemessen vor (Prd), sowie 5 (5°) 30 (30°) und 60 Minuten
(60°) nach Endotoxinapplikation. Angegeben sind Mittelwerte £ SEM, * p<0,05

vs. Pré.
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3.6.3 Leukozytenretention in Alveolarkapillaren

Die Anzahl der in den Alveolarkapillaren permanent retinierten Leukozyten Retp., / Alv ist
zu den unterschiedlichen Versuchszeitpunkten auf Abbildung 31C dargestellt. Innerhalb
der ersten 5 min nach Endotoxininjektion nimmt die Anzahl an permanent retinierten
Leukozyten in der AA-Gruppe stirker zu als in den beiden anderen Versuchsgruppen.
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von 60 min nimmt die Anzahl an permant
retinierten Leukozyten jedoch in allen drei Versuchsgruppen kontinuierlich zu, so daf3 60
min nach Endotoxinapplikation keine signifikanten Gruppenunterschiede mehr beobachtet

werden konnen.

3.6.4  Alveolarseptenbreite

Als Hinweis auf die Entwicklung eines interstitiellen Lungenédems wurde die Breite der
Alveolarsepten zu verschiedenen Versuchszeitpunkten gemessen. Die Septenbreite war
dabei als kiirzester Abstand zweier benachbarter Alveolen definiert. Abb. 31D zeigt den
Verlauf der Alveolarseptenbreite in den drei Versuchsgruppen.

Wihrend in der MCT- und NaCL-Gruppe die Septenbreite iiber den
Untersuchungszeitraum nur geringfiigig zunimmt, erfolgt in der Arachidonsduregruppe
eine massive Schwellung der Alveolarsepten.. 30 und 60 min nach Endotoxininjektion sind
die Alveolarsepten in der Arachidonsduregruppe signifikant im Vergleich zur MCT-
Gruppe verbreitert (Abbildung 31D).
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3.7  Myeloperoxidaseaktivitit im Lungengewebe

Auf  Abbildung 32A-B sind die im  Lungengewebeproben  gemessenen
Myeloperoxidaseaktivititen sowie die berechneten Granulozytenzahlen graphisch als
Sdulendiagramme dargestellt. Zusdtzlich wurden zum besseren Vergleich auflerdem die in
Studie II gemessenen MPO-Aktivititen und Granulozytenzahlen nochmals dargestellt, die
hier jedoch natiirlich nicht in die statistische Auswertung einbezogen wurden.

Die gemessenen Myeloperoxidaseaktivititen in der AA,-MCT- und NaCL-Gruppe liegen
im Vergleich zur Myeloperoxidaseaktivitét in Versuchsstudie I um das 2,8 (NaCL-Gruppe)
bis 3,6 —fache (AA-Gruppe) hoher. Signifikate Unterschiede zwischen den Gruppen der
Studie II konnen nicht beobachtet werden. Konsekutiv liegen ebenfalls die berechneten
Granulozytenanzahlen pro Gramm Lungengewebe (Abb) in der AA-Gruppe mit 28,4 +
12,3 * 10° tendenziell am héchsten, die Anzahl an Granulozyten pro Gram Lungengewebe
wird jedoch weder im Vergleich zur NaCl ( 21,9 + 5,2 * 10°) noch zur MCT-Gruppe (24,1
+ 8,8 ) signifikant {bertroffen. Alle drei Versuchsgruppen zeigen deutlich hdhere
Granulozytenzahlen als die Gewebeproben der Studie II (7,8+ 3,7 * 10°), in der — wie oben

dargestellt — kein Endotoxin injiziert worden war.
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Abb. 32A-B: Myeloperoxidase (MPO)-Aktivitit (A) und berechnete Anzahl an Granulozyten pro g
Lungengewebe (B). Analysiert wurde jeweils der linke Lungenunterlappen. Angegeben sind
Mittelwerte + SEM.
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Abb. 33 A-C: Histologische Schnitte der Lunge in Esterasefirbung von Tieren der Studie III. A und B:
Tier der MCT-Gruppe, C und D: histologische Préparate von Tieren der Arachidonsiduregruppe jeweils
nach 5 stiindiger Infusion von MCTs bzw. Arachidonsdure und 60 miniitiger Endotoxindmie. In den
Préparaten der Arachidonséuregruppe sind deutlich 6dematds aufgequollene Alveolarsepten zu erkennen.

VergroBerung der Schnitte A,C: 10 X, B,D: 40 X.
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3.8  Histologie

Histologisch lieBen sich in allen drei Versuchsgruppen eine Leukozyteninfiltration
nachweisen. Die in der Esterasefdarbung zu identifizierenden Granulozyten waren in den
pulmonalen Gefdflen randstindig, am Gefdendothel anhaftend lokalisiert. Typisch zu
erkennen ist auch die abgeplattete Form der endothel-adhidrenten Granulozyten auf
Abbildung 34-B. In der AA-Gruppe konnten dariiber hinaus in pulmonalen Gefdf3e ebenso
Aggregate aus verschiedenen Zellen, Granulozyten, Erythrozyten und Thrombozyten
nachgewiesen werden (Abb. 34A-B). Eine Emigration von Neutrophielen Granulozyten in
das Interstitium oder den Alveolarraum konnte nur sehr vereinzelt beobachtet werden. In
der Arachidonsduregruppe zeigten sich ebenso auf den histologischen Schnitten stark
O0dematds verquollene Alveolarsepten als Ausdruck eines interstitiellen Lungenddems

(33D).

Abb. 34 A-B: Darstellung eines pulmonalen Gefdles im histologischen Préparat der

Arachidonsduregruppe (Esterasefarbung). Granulozyten mit teilweise typisch abgeflachter Form zeigen

deutlichen Kontakt mit dem pulmonalen Endothel. Vergroerung: A: 40 X, B: 100 X.
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4. Studie IV: Thrombozytenkinetik in der pulmonalen Mikrozirkulation

In der Studie IV wurde erstmals in der Lunge intravital die intravaskuldre Kinetik von
Thrombozyten und ihre Interaktion mit den pulmonalen Endothelzellen quantitativ
untersucht. Da sich in beiden Versuchsgruppen zu diesem Untersuchungszeit keinerlei
Differenzen hinsichtlich der quantifizierten Parameter zeigten, wurden zur Beschreibung
der Kinetik unstimulierter Bluttpldttchen die Ergebnisse beider Versuchsgruppen

zusammengefasst und als Mittelwerte aller Experimente (n=11) dargestellt.

4.1 Kinetik unstimulierter Thrombozyten in der pulmonalen Mikrozirkulation

Die gemessenen Paramter der Makrohdmodynamik und des Gasaustausches lagen zum
Zeitpunkt der Untersuchung alle im physiologischen Normalbereich (AP,: 87 £ 2,9
mmHg; PAP,: 16,4 + 0,8 mmHg; CVP: 4,8 = 0,7 mmHg; CO: 251 + 10 ml/min; PVR-
Index: 67 + 5 mmHg X min x I'; PaO,: 159 + 13 mmHg).

Die in pulmonalen Arteriolen und Venolen quantifizierten mikrozirkulatorischen

Parameter Arteriolen Venolen
D [um] 27.6+0,9 279+1.6
VrBC [pm/s] 1767 + 181 1800 + 184
CVyrpe [%0] 7,3+0,5 4,6%+0,3
y[1/s] 287 £ 25 292 + 30
Q [nl/min] 38,1 £6,1 41,6 + 10,6
vpLT [Um/s] 1936 + 176 1783 + 208
CVypLr [%] 10,7+0,9 6,9+0,5
vpLT/ VRBC 1.11 £0.03 1.02 £0.06
Adprt [Zellen/mm?] 0.0 12.1+9.2

Tab.15: Ubersicht der Mikrohimodynamik und der Kinetik unstimulierter Thrombozyten in
pulmonalen Arteriolen (n=13) und Venolen (n=15). D Gefil3durchmesser, vgpc
mittlere ErythrozytenflieBgeschwindigkeit, CVvgpc Variazionskoef. von Vgpc, Y
Scherrate, Q Blutvolumenflul, vpr mittlere ThrombozytenflieBgeschwindigkeit,
vp/Vree relative ThromboyztenflieBgeschwindigkeit, Adpr Anzahl Endothel-
adhérenter Thrombozyten bezogen auf die GefdBoberfldche. Die Untersuchungen
wurden an 11 Kaninchen durchgefiihrt. Alle Werte sind angegeben als Mittelwert £
SEM.
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Parameter sind in Tabelle 15 zusammengefasst. Die GefaBdurchmesser der untersuchten
Arteriolen lagen zwischen 23 und 32pm, die der Venolen zwischen 22 und 41pm.
Signifikante Unterschiede zwischen Arteriolen und Venolen hinsichtlich der
Mikrohdmodynamik koénnen nicht beobachtet werden. Unstimulierte flieBende
Thrombozyten zeigen in etwa die gleiche mittlere FlieBgschwindigkeit wie Erythrozyten,
erkenntlich an einer relativen ThrombozytenflieBgeschwindigkeit von anndhernd 1. Bei
dhnlichen Scherraten in Arteriolen und Venolen, konnten in Arteriolen keine, in Venolen

nur eine sehr geringe Anzahl endothel-adhédrenter Thrombozyten beobachtet werden.
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Abb. 35: Korrelation zwischen Erythrozyten und ThrombozytenflieBgeschwindigkeit in
Arteriolen,  Alveolarkapillaren und  Venolen. b=  Steigung der
Korrelationsgeraden, r; = Korrelationskoeffizient nach Spearman. Anzahl der
Versuchstiere N=11.
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Abb. 36: Intravitalmikroskopisches Bild der fluoreszenzmarkierten unstimulierten Thrombozyten.
Dargestellt ist eine Arteriole links im FITC-Modus, recht bei Verwendung des Fluoreszenzfilters
fir Rhodamin 6G sind im identischen GefaB3segment die fluoreszierenden Thrombozyten zu
erkennen.

Parameter Kapillaren
Alveolarfliche [10° pm?] 20.7+2.3
Kapillarldnge [um] 1135+ 114
CPI [mm'] 572+ 52
vrec [um/s] 487 + 30
vpLr [pm/s] 521 +49
vpLr/ VRBC 1.07 £ 0,08
Ret pt [Zellen/mm?] 20.7+7.7

Tab.16: Ubersicht der Mikrohimodynamik und der Kinetik unstimulierter Thrombozyten in
kapillaren Netzwerken.(n=11). CPI funktioneller Kapillarperfusionsindex, vgpc mittlere
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit, vprr  mittlere ~ ThrombozytenflieBgeschwindigkeit,
vpi/Vrae relative ThromboyztenflieBgeschwindigkeit, Retpry Anzahl permanent retinierter
Thrombozyten. Die Untersuchungen wurden in 11 Kaninchen durchgefiihrt. Alle Werte sind
angegeben als Mittelwert + SEM

Die in 11 Alveolen quantifizierten Parameter der Mikrohdmodynamik und
Thrombozytenkinetik sind in Tabelle 16 zusammengefasst. Die Fliache der untersuchten

Alveolareale lag zwischen 12 x 10° und 33 x 10° um’ Mittlere
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ErythrozytenflieBgeschwindikeit sowie funktioneller Kapillarperfusionsindex (CPI) waren
mit den in den Versuchsstudien I und II quantifizierten Werten vergleichbar.
Erwartungsgeméll lag ebenfalls die korpuskuldre mittlere FlieBgeschwindigkeit der
Thrombozyten signifikant unter der FlieBgeschwindigkeit in Arteriolen und Venolen. Nur
vereinzelt wurden Thrombozyten im kapillaren Netzwerk retiniert, die iiberwiegende
Mehrheit der Thrombozyten passierte ohne Verzogerungen aie Alveolarkapillaren mit
einer mittleren alveoldren Transitzeit von 31,0 = 1,8 ms.

Entlang aller mikrovaskuldren GefaBBsegmente, Arteriolen, Kapillaren und Venolen konnte
eine enge signifikante Korrelation zwischen Erythrozyten und
ThromboytenflieBgeschwindigkeit ermittelt werden (Abb. 29). Die Steigung der

Korellationsgeraden lag bei 0,993, der Korrellationkoeffizient nach Spearman bei 0,913.

Makrohimodynamik Blutgase
[% Ausganswert] [% Ausganswert]
APy 98,0 £ 6.6 PaO; 129,8 + 18,7
PAP,, 102,9+ 11,2 |PaCO;, 96,4+53
CO 100,5+ 7,6 |pH 100,4 £ 0,2
PVR-Index 96,8 £ 13,2 | Saet 101,5+0,1
HR 97,5+ 1,8 HCO;5 103,2+7,1

Tab. 17: Parameter der Makrohdmodynamik und des Gasaustausches zum Zeitpunkt
60 Minuten angegeben in % des Ausganswertes. AP, mittlerer arterieller
Blutdruck, = PAP,  mittlerer = pulmonalarterieller = Blutdruck, = CO
Herzzeitvolumen, HR Herzfrequenz, arterieller Sauerstoff und Kohlendioxid-
partialdruck PaO,, PaCO,, Saet Sauerstoffsattigung.

Parameter Arteriolen Kapillaren Venolen
[YoAusganswert] [% Ausganswert] [% Ausganswert]
D 974+ 14 - 99,7+24
VRBC 100,5 + 8,1 96,7+ 6,3 110,3+17,4
Yy 102,8 + 7,8 - 110,1 £ 16,3
VPLT 102,3 +13,9 93,7+6,3 100,9 + 28,1
CPI - 100,2 +£3,1 -

Tab. 18: Parameter der Mikrohdmodynamik und Thrombozytenkinetik in Arteriolen, Kapillaren und Venolen zum
Zeitpunkt 60 Minuten in % des Ausgangswertes. D  Gefdldurchmesser, VvRBC mittlere
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit, y Scherraten, VPLT mittlere ThrombozytenflieBgeschwindigkeit, CPI
funktioneller Kapillarperfusionsindex. N=4
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4.2 Konstanz der Parameter

In 4 Versuchstieren wurden makrohdmodynamische Parameter sowie in 6 Arteriolen, 7
Venolen und 4 Kapillararealen GefdBmorphologie, Mikrohdmodynamik und
Thrombozytenkinetik 60 Minuten nach dem ersten Beobachtungszeitpunkt erneut
untersucht, um die Wertekonstanz der quantifizierten Parameter zu kontrollieren. Die
relativen Anderungen der Makrohimodynamik sowie des Gasaustausches sind in Tabelle
17 zusammengefasst, die Parameter der Mikrohimodynamik und Thrombozytenkinetik in
Arteriolen, Kapillaren und Venolen in Tabelle 18. In sidmtlichen erhobenen Parametern
waren keine statistisch signifikanten Verdanderungen iiber den Untersuchungszeitraum von
60 Minuten zu beobachten, eine Zunahme der Anzahl endothel-adhédrenter Thrombozyten
in Arteriolen und Venolen bzw. permanent retinierter Blutpléttchen in Alveolarkapillaren

waren nicht zu verzeichnen (Abb. 37).
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Abb. 37: Anzahl der am arterioldren bzw. venoldrem Endothel adhdrenten Thrombozyten zum
Ausganszeitpunkt und nach 60 Minuten, sowie die Anzahl in Kapillaren permanent
retinieter Thrombozuyten. Angegeben sind Mittelwerte + SEM, Anzahl der
Versuchstiere N=4.
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4.3 Einfluss der Thrombozytenaktivierung auf die Thrombozytenkinetik

In weiteren 7 Kaninchen wurde der EinfluB der Thromboyztenaktivierung mittels
Thrombin auf die Thrombozytenkinetik in Arteriolen, Kapillararealen und Venolen nach
dem auf Abb. 17 dargestellten Versuchsprotokoll untersucht.

Die makrohdmodynamischen Messergebnisse zum Auaganszeitpunkt (Baseline:
unstimulierte Thrombozyten) sowie wihrend der Untersuchung thrombin-aktivierter
Thromboyten zum Zeitpunkt 60’ sind in Tabelle 19 dargestellt. Zu beiden
Untersuchungszeitpunkten lagen anndhrend gleichwertige makrohdmodynamischen
Verhiltnisse im Korper- und Pulmonalkreislauf vor. Der arterielle Suaerstoffpartialdruck

lag zum Zeitpunkt 0" bei 171 + 15 mmHg, zum Zeitpunkt 60" bei 165 + 13 mmHg.

Makrohimodynamik

Parameter Baseline 60"
AP, [mmHg] 89 +4 91 + 4
CVP,, [mmHg] 3,7+0,4 51+09
PAP,, [mmHg] 16,2 0,7 153+ 1,4
CO [ml*min™] 247+ 7 241+ 6
SVR [mmHg*I" *min] 347 + 18 357+ 15
PVR-Index [mmHg*|"*min] 66 + 3 63+5

Tab. 19: Zusammenfassung der makrohdmodynamischen Parameter zum Zeitpunkt Baseline
(Injektion unstimulierter Thrombozyten, und zum Zeitpunkt 60" nach Injektion der
Thrombinaktivierten Blutplattchen. AP,, mittlerer arterieller Blutdruck, PAP,,
mittlerer pulmonalarterieller Blutdruck, CVP zentralvendser Blutdruck, CO
Herzzeitvolumen, SVR systemisch vaskuldrer Widerstand. Alle Ergebnisse sind
angegeben als Mittelwert £ SEM, Anzahl der Versuchstiere N=7.

Bei Betrachtung der mikrohdmodynamischen Paramter und der GefaBmorphologie (Tab.
20) zeigt sich, dass sowohl die mittlere ErythrozytenflieBgeschwindigkeit als auch die
berechneten Scherraten in Arteriolen und Venolen ebenso wie die mittlere
ErythrozytenflieBgschwindigkeit in den Alveolarkapillaren und der funktionelle

Kapillarperfusionsindex im Vergleich zum Ausganswert unveridndert blieben.
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Im Gegensatz zu den Parametern der Mikrohdmodynamik sind wesentliche Verdnderungen
der ThrombozytenflieBgeschwindigkeit sowie der Thrombozyten-Endothelinteraktion in
Arteriolen,  Alveolarkapillaren und Venolen zu beobachten. Die mittlere
FlieBgeschwindigkeit in Arteriolen reduzierte sich um 28%, in Kapillaren um 24% und in
Venolen um 38 % (Abb. 40). Die mittlere alveolédre Transitzeit der Bluttplittchen, die nicht

permanent in den Kapillaren retiniert wurde, verlangerte sich tendenziell um 14,9 ms.

Arteriolen
Parameter Baseline 60’
D [um] 280+1,5 279+1,8
VRBC [Hm/s] 2057 £ 308 1934 + 280
Q [nl/min] 46,3 £ 10,6 440+ 11,2
Vs 331 £ 40 312 + 38
VpLT [m/s] 2161 £ 313 1564 £ 375
VpLT / VRBC 1,06 £ 0,05 0,85+ 0,08
Adprr [mm™] 0,0 0,0 98,5 + 67,6

Venolen

D [um] 27,7+2,5 283+23
Vrae [um/s] 1820 £290 1861 £ 177
Q [nl/min] 43,6 £ 16,9 449+ 144
v[s™] 297,9 £47,7 298,6 £ 24,6
vpLr [Lm/s] 1805 £297 1111 £83 *
VpLT / VRBC 1,05 £ 0,06 0,77 £ 0,66 *
Adprr [mm™] 14+ 14 188 + 59 *

Tab. 20: Parameter der Mikrohdmodynamik und Thrombozytenkinetik in pulmonalen Arteriolen und
Venolen zum Zeitpunkt Baseline (Injektion unstimulierter Thrombozyten) und zum Zeitpunkt
60 Minuten (Injektion thrombin-aktivierter Thrombozyten. D Geféa3durchmesser, vgpc mittlere
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit, y Scherrate, Q BlutvolumenfluB, vp r mittlere
ThrombozytenflieBgeschwindigkeit, vp/vgpc relative ThromboyztenflieBgeschwindigkeit,
Adpr Anzahl Endothel-adhdrenter Thrombozyten. Die Untersuchungen wurden in 7
Kaninchen durchgefiihrt. Alle Werte sind angegeben als Mittelwert + SEM, *p<0,05 vs.
Baseline. Wilcoxon signed Rank Test.
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Alveolarkapillaren

Parameter Baseline 60"
CPI [mm™] 515+ 56 479 + 51
VreC [pm/s] 505 + 47 538 + 58
vpLT [um/s] 544 + 75 411 +91
vpLT/ VRBC 1,08 +0,12 0,80 + 0,16
tary [ms] 30,4 +2,6 453+9,7
Ret pr1 [Zellen/mm?] 1749 143 +25 *

Tab. 21: Parameter der Mikrohdmodynamik und Thrombozytenkinetik in kapillaren Netzwerken
von unstimulierten (Baseline) und thrombin-aktivierten Thrombozyten (60°). CPI
funktioneller Kapillarperfusionsindex, vgrpc mittlere ErythrozytenflieBgeschwindigkeit,
vpr mittlere ThrombozytenflieBgeschwindigkeit, ta;y alveoldre Transitzeit, vp/Vrpc
relative ThromboyztenflieBgeschwindigkeit, Retprt Anzahl permanent retinierter
Thrombozyten. Die Untersuchungen wurden in 7 Kaninchen durchgefiihrt. Alle Werte
sind angegeben als Mittelwert + SEM, *p<0,05 vs. Baseline.

. /‘

retinierte
[ ‘/f hrombozyterf

%

Thrombozytenaggregate

Abb. 38: Intravitalmikroskopische —Aufnahme nach der Injektion thrombin-aktivierter
Thrombozyten. Es zeigen sich in den Kapillaren retinierte Blutpléttchen, sowie ebenso
Thrombozytenaggregate.
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Nach wie vor bestand eine signifikante Korrelation zwischen Erythrozyten- und
ThrombozytenflieBgeschwindigkeit entlang aller mikrovaskuldren Gefédl3segmente (Abb.
39). Der Korellationskoeffizient nach Spearman lag bei 0,81, im Vergleich zur Korrelation
zwischen der Geschwindigkeit unstimulierter Thrombozyten und Erythrozyten zeigt sich

jedoch eine Abnahme der Geradensteigung um 52%.
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Abb. 39: Korrelation der Erythrozyten- und ThrombozytenflieBgeschwindigkeit nach Injektion von
unstimulierten und thrombinaktivierten Thrombozyten in Arteriolen, Kapillaren und Venolen.
Anzahl der Versuchstiere N=7, b=Steigung der Korrelationsgeraden, r,= Korrelationskoeffizient
nach Spearman.

Wihrend unter Ausgangsbedingungen keine adhirenten Thrombozyten am arterioldren
Gefallendothel nachweisbar waren, stieg die Anzahl Endothel-adhdrenter Thrombozyten in
Arteriolen auf 99 + 67 Zellen pro mm® GefiaBwandoberfliche. In den Alveolarkapillaren
erfolgte ein 8-facher Anstieg permanent retinierter Thrombozyten, in Venolen lag die Zahl

endothel-adhdrenter Blutpldttchen im Vergleich zum Ausgangswert 13-fach hoher (Abb.
41.)
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Abb. 40: ThrombozytenflieBgeschwindigkeit in Arteriolen (n=7), Kapillaren (n=6) und Venolen
(n=8) nach der Injektion von unstimulierten und thrombin-aktivierten Thrombozyten
untersucht in 7 Versuchstieren. Alle Resultate sind als Mittelwert + SEM dargestellt.
*p<0,05 unstimul. vs. aktivierte Thrombozyten. Wilcoxon Signed Rank Test.
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Abb. 41: Vergleich der Anzahl endothel-adhdrenter Thrombozyten in Arteriolen und
Venolen bzw. retinierter Thrombozyten in Alveolarkapillaren nach Injektion
unstimulierter und thrombin-aktivierter Thrombozyten. Alle Ergebnisse sind
angegeben als Mittelwerte + SEM. *p<0,05 vs. unstimulierte Thrombozyten.
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IV. Diskussion

1. Mehrfach ungesittigte Fettsiuren in Erythrozytenkonzentraten

Grundlage der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von Erythrozytenkonzentraten
hinsichtlich des Gehaltes an freien ungeséttigten Fettsduren in Abhingigkeit der
Konservierungszeit. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Konzentration mehrfach
ungesittigter Fettsduren in Konzentraten mit einem mittleren Alter von 35 Tagen
signifikant die Konzentration in frischen Erythrozytenkonzentraten ibertrifft.
Arachidonsdure zeigte im Vergleich zu anderen mehrfach ungesittigten Fettsduren den
stiarksten prozentualen Anstieg und war in annidhrend dquivalenten Konzentrationen in der
Lage, die Respiratory-Burst Aktivitdt humaner neutrophiler Granulozyten in vitro zu
stimulieren. Diese  Verdnderungen sind mit besonderem Blick auf das
Konservierungsverfahren sowie potentielle Wirkungen auf den Organismus im Rahmen

einer Transfusion zu diskutieren.

1.1 Einfluss des Konservierungsverfahrens

Das beschriebene Herstellungsverfahren lieferte buffy coat-freie Erythrozytenkonzentrate
in additiver Losung. Dieses als CPD/SAGM-System bezeichnete Konservierungsverfahren
von Erythrozytenkonzentraten ist in Deutschland seit mehr als 10 Jahren etabliert und
findet breiten klinischen Einsatz. Die zugesetzte additive Losung verbessert die
Aufrechterhaltung des Energiehaushaltes und der Membranstabilitit von Erythrozyten
wihrend der Lagerung und ermdglicht damit eine verlédngerte Verwendbarkeit (19,115). Zu
den geforderten Qualititskriterien gehoren derzeit eine ausreichende Menge liberwiegend
voll funktionsfdhiger Erythrozyten (>80% der Erythrozytenmasse des Vollblutes) sowie
eine Himolyserate am Ende der Laufzeit, die 0,8% der Erythrozytenmasse nicht
tiberschreiten darf. Als Grenzwert der Verwendbarkeit von Erythrozytenkonzentraten ist
international festgelegt, dass die Wiederfindungsrate der transfundierten Erythrozyten 24h
nach der Transfusion im Kreislauf eines Patienten ohne gesteigerten Umsatz oder Verlust
mindestens 75% betragen muf (1). Obwohl dieser Grenzwert erst ab einer Lagerungsdauer
von iber 42 Tagen iiberschritten wird, gilt als allgemeine Empfehlung, die mittels

CPD/SAGM konservierten Konzentrate aufgrund eines Anstieges von extrazelluldrem
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Himoglobin nur bis zu einer Lagerungsdauer von 35 Tagen fiir den klinischen Einsatz zu
verwenden (1). Alle der bislang geforderten Qualitétskriterien wurden bei dem in der
Studie gewihlten Konservierungsverfahren erfiillt, die Konserven bei vorschriftsmafiger
Temperatur gelagert, und die Kiihlkette bis zur endgiiltigen Probenentnahme aus den
Konzentraten nicht unterbrochen.

Als Folge der Lagerung von Erythrozyten ausserhalb des Organismus kommt es jedoch
auch unter optimalen Konservierungsbedingungen zu komplexen Verdnderungen, die in
threr Gesamtheit als Lagerungsschaden bezeichnet werden. Diese Verdnderungen geben
sich vor allem durch verdnderte Zellmorphologie (z.B. Auftreten von Kugelzellen und
Stechapfelformen), funktionelle Beeintrdchtigungen (z.B. Abnahme des 2,3-
Diphosphoglycerat-Gehaltes mit Linksverschiebung der Sauerstoffdissoziationskurve) und
der Freisetzung von intrazelluliren Stoffen (z.B. Kalium, Laktatdehydrogenase,
Hiamoglobin) zu erkennen. Eine Akkumulation biologisch aktiver Lipide im zellfreien
Uberstand der Erythrozytenkonzentrate als Folge des Lagerungschadens wurde bislang nur
eine geringfligige Bedeutung beigemessen. Daher wird diese Problematik in den derzeit
bestehenden Qualitétskriterien nicht berticksichtigt.

Silliman et al. konnte 1992 erstmals nachweisen, dass im zellfreien Uberstand von
Erythrozytenkonzentraten, Vollblut, sowie Thrombozytenkonzentraten in Abhéngigkeit der
Lagerungsdauer Lipide akkumulieren, die die Aktivitdit der NADPH-Oxidase humaner
neutrophiler Granulozyten zu steigern vermogen (150). Diese Wirkung konnte durch
Zugabe von WEB 2170, einem spezifischen PAF-Inhibitor antagonisiert werden und es
wurde daher gefolgert, dass die primenden Lipide strukturelle Ahnlichkeit mit dem
Pléttchen-aktivierenden-Faktor (PAF) besitzen miissen. In nachfolgenden Arbeiten wurden
Lyso-Phosphatidylcholine (Lyso-PCs), insbesondere C;sLyso-PAF und Palmitoyl-Lyso-
PCs als wesentliche Substanzen mit primender Aktivitit aus den Lipidextrakten des
zellfreien Uberstandes 42 Tage alter Erythrozytenkonzentrate isoliert (147,148). Nach
Inkubation humaner neutrophiler Granulozyten mit den genannten Agentien erfolgt ein 2,5
—3,7-facher Anstieg der fMLP-induzierten Superoxid-Anionen Produktion (147). Im
Modell der isoliert perfundierten Rattenlunge wurden darliber hinaus die
pathophysiologischen Konsequenzen der Untersuchungsergebnisse in Bezug auf die
Entwicklung eines akuten Lugenschadens charakterisiert (151). In diesen Untersuchungen
wurde gezeigt, dass der zellfreie Uberstand 42 Tage alter Erythrozytenkonzentrate sowie
gereinigte Lysophosphatidylcholine per se zur Entwicklung eines akuten Lungenschadens

fithren. Die isoliert perfundierten Lungen wurden Spendertieren entnommen, die bereits
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durch intraperitoneale Endotoxininjektion inflammatorisch stimuliert waren. Als
wesentliche pathophysiologische Verdnderungen konnten die Entwicklung einer
pulmonalen Hypertonie, die Zunahme des Lungenfeuchtgewichtes als Mass der
interstitiellen Odementwicklung, sowie histopathologische Verinderungen (Sequestrierung
neutrophiler ~ Granulozyten, Bildung hyaliner Membranen, Verbreiterung der
Alveolarsepten) nachgewiesen werden. Der zellfreie Uberstand frischer Konzentrate
bewirkte dagegen keine wesentlichen pathologischen Verdnderungen. Durch Zugabe eines
PAF-Antagonisten zum Perfusat konnten der Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes zu
94%, die Zunahme des Lungenfeuchtgewichtes und damit konsekutiv die Entwicklung des
interstitiellen Lungenédems zu 55% inhibiert werden (151).

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konzentrierten sich nicht auf Lyso-
Phosphatidylcholine sondern auf freie, insbesondere mehrfach ungesittigte Fettsduren als
mogliche proinflammatorische Mediatoren. Mehrfach ungesittigte freie Fettsduren finden
sich physiologisch in geregelten Konzentrationen im Plasma sowie in veresterter Form als
strukturelle Zellmembranbestandteile. Eine mdgliche Verbindung hinsichtlich der
Phosphatidylcholine bzw. Lyso-Phosphatidylcholine ergibt sich aus deren chemischer
Struktur. Phosphatidylcholine (Lecithine) sind esterartig aufgebaute Verbindungen aus
Glycerin, Phosphorsdure und Cholin sowie 2 Fettsduremolekiilen: meist ein Molekiil einer
gesdttigten und ein Molekiil einer ungesittigten Fettsdure. Als ungesittigte Fettsduren
konnen Arachidonsdure bzw. Linolsdure verestert sein. Bei partieller Abspaltung einer
Fettsdure entstehen als Produkte Lyso-Phosphatidylcholine (Lysolecithin) sowie freie,
ungesittigte Fettsduren.

Untersuchungen beziiglich der Konzentration freier Fettsiuren im zellfreien Uberstand von
Erythrozytenkonzentraten sind in der derzeitigen Literatur nicht vorhanden, bislang wurde
lediglich die Zusammensetzung der Membranlipide gelagerter Erythrozyten in
Abhingigkeit der Konservierungszeit untersucht (50). Llanillo ez al. (101) konnten durch
die gaschromatische Analyse der Membranlipide konservierter Schafserythrozyten zeigen,
dass nach 6-tdgiger Konservierungszeit in der Phospholipidfraktion Sphingomyelin und
Phosphatidsdure sinifikant ansteigen, Phosphatidylethanolamin dagegen absinkt. In der
Fraktion der mehrfach ungesittigten Fettsduren war die Konzentration von Arachidonsiure
(20:4) sowie Docosahexaensdure (22:6) signifikant reduziert, der Quotient aus
ungesittigten Fettsduren und gesittigten Fettsduren nahm tendenziell im Verlauf der
Konservierung ab.  Spektrofluorometrisch  wurde als mogliche Urache der

Lipidmodifikation eine zunehmende Peroxidation der Membranlipide nachgewiesen.

90



Mit Hinblick auf die in der vorliegenden Arbeit erzielten Resultate ergeben sich hieraus
entscheidende  Parallelen und  Ergénzungen: @ Wihrend  Arachidonsdure und
Docosahexaensdure in der Fraktion der ungesittigten Membranlipide absinkt, konnte ein
singnifikanter ~ Anstieg  dieser  Fettsiuren im  zellfreien  Uberstand  der
Erythrozytenkonzentrate in Abhingigkeit der Lagerungsdauer nachgewiesen werden. Der
Quotient aus gesittigten und ungeséttigten freien Fettsduren stieg nach 35-tégiger
Lagerungszeit im zellfreien Uberstand an, wohingegen die Verinderung des Quotienten in
den Membranlipiden innerhalb einer 6-tigigen Konservierungszeit eine gegenteilige
Tendenz aufweist. Wéhrend folglich in den Membranlipiden verhdltnismaBig mehr
ungesittigte Fettsduren im Vergleich zu gesittigten abnehmen, steigt die Konzentration der
ungesittigten Fettsduren im Vergleich zu gesittigten Fettsduren im zellfreien Uberstand
verhéltnismaBig stirker an. Aufgrund dieses Zusammenhanges konnte gefolgert werden,
dass die Akkumulation freier Arachidonsiure im zellfreien Uberstand in direktem
Zusammenhang mit der Modifikation der Membranlipide steht. Im Vordergrund moglicher
Mechanismen konnte die nachgewiesene Lipidperoxidation stehen, die zu einer
gesteigerten Affinitdt der Phospholipide zu Phospholipasen und damit konsekutiv zur
hydrolytischen Abspaltung freier Arachidonsdure fithren kann (100,145,146). Dieser
Mechanismus liefert jedoch keine Erkldrung, weshalb, wie in der vorliegenden Arbeit
nachgewiesen, neben Arachidonsdure und Docosahexaensdure auch andere gesittigte und
ungesittigte Fettsduren extrazelluldr akkumulieren, obwohl sich die Konzentration in den
Membranlipiden gemiB den Untersuchungen von Llanillo et af. nicht dndert. Diese
Diskrepanz konnte einerseits auf die unterschiedlichen Konservierungszeiten in beiden
Studien zuriickgefiihrt werden, andererseits untersuchten Llanillo et al. die
Lipidverdnderungen in funktionsfihigen Erythrozyten, d.h. in roten Blutkérperchen deren
Zellmembran zwar durch peroxidative Prozesse alteriert, jedoch in ihrer Gesamtheit noch
intakt war. Nicht beriicksichtigt dagegen werden Verdnderungen in bereits zytolytisch
veranderten Zellen bzw. deren Membranfragmenten. Moglicherweise entsteht ein groBer
Anteil der akkumulierten freien Fettsduren durch enzymatische Abspaltung der Fettsduren
aus Membranfragmenten, die im Rahmen zytolytischer Prozesse in Abhdngigkeit der
Lagerungsdauer entstehen.

Im Folgenden muss diskutiert werden, ob sich aus der Akkumulation der freien,
insbesondere mehrfach ungesittigten Fettsiuren im zellfreien Uberstand alter

Erythroyztenkonzentrate potentielle Wirkungen auf den Organismus im Rahmen einer
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Transfusion ergeben konnten und welche Mechanismen in diesem Zusammenhang von

pathopysiologischer Bedeutung sind.

1.2 Wirkung mehrfach ungesittigter freier Fettsiuren

Die biologische Wirksamkeit freier Fettsduren wird entscheidend durch die Lénge ihrer
Kohlenstoffkette sowie - noch wesentlicher - durch die Anzahl der enthaltenen
Doppelbindungen und damit dem Sittigungsgrad determiniert (163). Gesittigte freie
Fettsduren besitzen einen vorwiegend nutritiven Charakter und nur eine geringe chemische
Reaktivitit. Es konnten bislang keine wesentlichen pro- oder antinflammatorischen und
damit immunomodulatorische Wirkungen durch freie gesittigte Fettsduren mit einer
Kettenldnge zwischen 14 und 18 Kohlenstoffatomen nachgewiesen werden. Wird diese
Tatsache in Betracht gezogen, erscheint es unwahrscheinlich, dass die in der vorliegenden
Arbeit quantifizierten gesittigten Fettsduren Palmitinsdure bzw. Stearinsdure im Rahmen
einer Transfusion immunmodulierende Wirkungen besitzen, obwohl die Konzentrationen
dieser Fettsduren in Abhdngigkeit der Lagerungsdauer in den Erythrozytenkonzentraten
signifikant ansteigt. Ferner ist ein direkter Vergleich mit der physiologischen
Konzentration der Fettsduren im Plasma essentiell. Gesittigte, wie auch ungeséttigte
Festtduren sind in geregelter Konzentration physiologischer Bestandteil des Blutplasmas.
Wird von einer immunmodulatorischen Wirkung ausgegangen, miisste vorausgesetzt
werden, dass sich zundchst durch exogene Zufuhr (z.B. Transfusion alter
Erythrozytenkonzentrate) oder endogene Lipidfreisetzung, diese physiologischen
Konzentrationen verdndern. Der Vergleich zwischen den Konzentrationen von Palmitin-
und Stearinsdure in alten Erythrozytenkonzentraten und im Plasma gesunder humaner
Probanden, konnte eindeutig nachweisen, dass die physiologische Plasmakonzentration
dieser Fettsduren ca. 2-fach hoher liegt als die Konzentration in alten
Erythrozytenkonzentraten. Dieser Zusammenhang ldsst erwarten, dass durch die
Transfusion alter Erythrozytenkonzentrate keine wesentlichen Verdnderungen der
Plasmakonzentrationen gesittigter Fettsduren hervorgerufen werden.

Grundsitzlich anders muss in diesem Zusammenhang jedoch die Bedeutung mehrfach-
ungesittigte Fettsduren (PUFAs) diskutiert werden. Es ist bekannt, dass PUFAs neben
ithrer nutritiven Funktion und ihrer Rolle als struktureller Bestandteil der Membranlipide,
wesentliche pro- und antiinflammatorische Wirkungen besitzen (163). Diese biologische

Aktivitdt zeigt eine Konzentrationsabhéngigkeit und ist wesentlich von der chemischen
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Struktur der Fettsdure abhingig. Wéhrend allgemein angenommen wird, das w-6 PUFAs
proinflammatorische Wirkung zeigen, konnte nachgewiesen werden, dass w3 PUFAs in
einem gewissen Konzentrationsbereich antinflammatorische Wirkungen aufweisen.

Vor der ndheren Betrachtung der hierfiir verantwortlichen Mechanismen sowie der
resultierenden biologischen Konsequenzen, muss wiederum gepriift werden, in wie weit
von einer Relevanz der Fettsdurekonzentrationen in Erythrozytenkonzentraten mit Hinblick
auf potentielle Konzentrationsidnderungen im Organismus im Rahmen einer Transfusion
ausgegangen werden kann. Zwar konnte nachgewiesen werden, dass abgesehen von a-
Linolensdure, Yy-Linolensdure und Eicosapentaensdure alle quantifizierten mehrfach
ungesittigten Fettsduren in den Erythrozytenkonzentraten in Abhédngigkeit der
Konservierungszeit signifikant ansteigen, der Vergleich der Konzentration mit den
Fettsdurekonzentrationen im humanen Plasma relativiert die Bedeutung dieses Anstiegs
jedoch stark. Nahezu alle Konzentrationen der gemessenen mehrfach ungesittigten
Fettsduren liegen unter den physiologischen Plasmakonzentrationen. Eine entscheidende
und moglicherweise um so gravierendere Ausnahme bildet die potenteste
proinflammatorische =~ w6  Fettsdure  Arachidonsdure. Die  Konzentration der
Arachidonséure zeigt nicht nur im Vergleich zu allen tibrigen Fettsduren in Abhéngigkeit
der Konservierungszeit den stirksten Anstieg, auch die absolute Konzentration in alten
Erythrozytenkonzentraten iibersteigt die Konzentration in humanem Plasma signifikant um
den Faktor 3,2. Mogliche Konsequenzen dieses Resultates und die zugrundeliegenden

Mechanismen werden deshalb im nichsten Abschnitt erortert.

1.3 Arachidonsiure als proinflammatorischer Mediator

Die proinflammatorische Wirkung der Arachidonsdure ldsst sich auf zwei grundlegend
unterschiedliche Mechanismen zurilickfiihren. Einerseits stellt Arachidonsdure den
entscheidenden Precursor des Eicosanoidstoffwechsels dar und trdgt damit erheblich durch
die Metabolisierung zu Prostaglandinen und Leukotrienen an der Produktion
inflammatorischer Mediatoren bei (78), andererseits konnte gezeigt werden, dass
Arachidonséure selbst als effektiver intrazelluldrer Botenstoff Zellsignaltransduktionswege
zu moduliern vermag und damit Einflu3 auf die Stimulus-Antwort-Reaktion insbesondere
der neutrophilen Granulzyten nimmt (3,23,81,143).

In Abhéngigkeit hydrolytischer Enzyme (Phospholipase A2, Phospholipase D,

Phospholipase C) und damit verbundener Abspaltung freier Arachidonsidure aus den
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Phospholipiden der Zellmembran sowie in Abhéngigkeit des direkten transmembranéren
Fettsduretransportes (81) (58)liegt Arachidonsdure intrazelluldr als Ausgangsprodukt des
Eicosanoidstoffwechsels vor. Durch oxidative Metabolisierung katalysiert von
Zyklooxigenase bzw. Lipoxygenase entstehen unter anderem die proinflammatorischen
Mediatoren Leukotrien B4 (LTB4), Leukotrien C4 (LTC,4) sowie Thromboxan A; (TXA;).
LTBs bzw. LTC4 besitzen starke chemotaktische Eigenschaften und bewirken die
Aktivierung neutrophiler Granulozyten mit konsekutiv gesteigerter Leukozyten-Endothel-
Interaktion, Degranulation und Bildung von freien Sauerstoffradikalen (9,78,79).
Insbesondere die Freisetzung von LTC, fiihrt zur Konstriktion glatter Muskulatur, sowie
zur Permeabilitétssteigerung des vaskuldren Endothels. Als wesentlichste Wirkungen des
Thromboxans A, sind die Thrombozytenaktivierung und damit verbunden
aggregationsfordernde Wirkungen sowie vasokonstriktorische Effekte zu nennen.
Besondere Bedeutung wird diesen Stoffwechselwegen im Rahmen einer systemischen
Inflammation zu teil. Renzi et al. konnte nachweisen, dass Lipopolysacharid schon in sehr
geringen Konzentrationen (0,01 ng/ml) zZu einem gesteigerten
Arachidonsduremetabolismus in mikrovaskuldren Endothelzellen fiihrt. Bei zusitzlicher
Inkubation der Zellen mit Arachidonsdure konnte eine weitere Konzentrationszunahme der
produzierten Prostaglandine nachgewiesen werden (137). Im Modell der isoliert
perfundierten Lunge wurde in Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen gezeigt, dass
sowohl die Zugabe von Endotoxin als auch erhohte Arachidonsdurekonzentrationen im
Perfusat (30 nM) mit gesteigerter Prostaglandinsynthese assoziiert sind (160). Als kausaler
Mechanismus konnte die endotoxin-induzierte Expression der Zyklooxigenase-2 (COX-2)
in Endothelzellen der pulmonalen Mikrozirkulation nachgewiesen werden (44,46). Neben
der Enzymaktivitit konstitutiver Endoperoxidasen ist die Eicosanoidproduktion folglich
abhingig von der Expression induzierbarer Enzyme (COX-2) aber auch von der
intrazelluldren Konzentration freier Arachidonséure, die wiederum Abhéngigkeit von der
exogenen Zufuhr zeigt.

Als intrazelluldrer ,,second messenger kann Arachidonsdure unabhédngig von der
Metabolisierung zu Prostagalandinen und Leukotrienen durch Interaktion mit
Proteinkinase C (23,81) (142)oder GTP-bindenden Proteinen (3) intrazellulédre
Signaltransduktionswege aktivieren.

Eine Vielzahl von intrazelluliren Mechanismen werden im Rahmen einer Stimulus-
Antwort-Reaktion durch die Serin/Threonin-Phosphorylase Proteinkinase C moduliert: Es
ist bekannt, dass die Transkription der mRNA der inflamatorischen Zytokine IL-1 und
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TNF-a unter anderem durch Proteinkinase C reguliert wird (83,141). Mit Hilfe selektiver
Proteinkinase C-Inhibitoren konnten Huwiler et al. zeigen, dafl die Prostaglandin- und
Leukotrien-Produktion in Zymosan-stimulierten Makrophagen in Abhéngigkeit von der
Aktivitdt der Proteinkinase C zeigt (80). Durch Phosphorylierung der Untereinheiten
p47""* und p67™* der NADPH-Oxidase bewirkt Proteinkinase C die Translokation der
zytosolischen Enzymuntereinheiten zur Zellmembran und initiiert damit die Bildung von
reaktiven Sauerstoffradikalen durch die aktivierte NADPH-Oxidase (13,143). Sellmayer et
al. konnten nachweisen, dass auch Arachachidonsdure per se, Proteinkinase C unabhingig,
bis zu einem gewissen Grad die Aktivitdit der NADPH-Oxidase zu steigern vermag (143).
Dieser Mechanismus liefert eine plausible Erkliarung fiir die Ergebnisse zahlreicher
Untersuchungen, die eine Steigerung bzw. Aktivierung des Respiratory Burst von
neutrophilen Granulozyten durch mehrfach ungesittigte Fettsduren, insbesondere
Arachidonséure, zeigen (6,129,158,159).

In Ubereinstimmung mit diesen Resultaten konnte auch in der vorliegenden Arbeit eine
Aktivierung des Respiratory Burst humaner Granulozyten durch Inkubation mit
Arachidonsdure in durchfluBzytometrischen Untersuchungen nachgewiesen werden. Es
konnte gezeigt werden, dass Arachidonsdurekonzentrationen, die anndhrend auch in alten
Erythrozytenkonzentraten (3ug/ml = 9,88uM) gemessen wurden, nach 30 miniitiger
Inkubationszeit zu einem signifikanten Anstieg der Hydrogenperoxid-Produktion fiihren.
Diese Wirkung ist sowohl Zeit- als auch Konzentrationsabhingig. Nach einer
Inkubationszeit von nur 15 Minuten konnte lediglich ein tendenzieller Anstieg beobachtet
werden, die Inkubation mit der 10-fachen Arachidonsdurekonzentration (30ug/ml = 98,8
uM) dagegen fiihrt bereits zu diesem Zeitpunkt zu einer weiteren signifikanten Steigerung
der Produktion reaktiver Sauerstoffradikale. Bates et al. konnten entsprechend zeigen, dass
die Inkubation von neutrophilen Granulozyten mit Arachidonsdure in einer Konzentration
von 10uM die Zelladhidsion steigert (10) und in einer Konzentration von 20uM den durch
neutrophile Granulozyten mediierten Endothelschaden in vitro signifikant aggraviert (11).
Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass die proinflammatorische w-6 Fettsdure
Arachidonsédure in Abhédngigkeit von der Konservierungszeit in Erythrozytenkonzentraten
akkummuliert und die gemessenen Konzentrationen ausreichend sind, um in vitro
entscheidende Funktionen der Granulozyten im Sinne einer Stimulus-Antwort-Reaktion zu
aktivieren. Hierbei handelt es sich um Wirkungen, die {iber einen Primingeffekt
hinausreichen, da bereits ohne sekundéiren Stimulus in vitro eine Zellaktivierung durch

Inkubation der Granulozyten mit Arachidonsdure erfolgt. Jedoch verbietet sich die
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zwangsliufige Ubertragung dieser in vitro gewonnenen Ergebnisse auf die Situation in
vivo. Komplexe Interaktionsmechanismen zwischen Leukozyten, Thrombozyten und
Endothelzellen in der mikrovaskuldren Strombahn und den zusétzlich wirkenden pro- und
antiinflammatorischen Regulationsmechanismen bediirfen einer detaillierten Untersuchung
in einem aussagekriftigen in vivo Modell, um potentielle Wirkungen der Arachidonséure
auf mogliche Organkomplikation, insbesondere den akuten Lungenschaden zu

identifizieren.

2. Untersuchung der Arachidonsiurewirkung in vivo

In der vorliegenden Arbeit wurde in den Studien II und III erstmals in vivo die Wirkung
freier Arachidonsdure auf die Entwicklung eines akuten Lungenschadens mit besondere
Fokussierung auf Verdanderungen der pulmonalen Mikrohdmodynamik sowie Leukozyten-
Endothel Interaktion untersucht. Hierbei wurde zwischen mdglichen Effekten der
Arachidonsdure per se (Studie II), sowie den Wirkungen wéhrend zusitzlicher
systemischer Inflammation, d.h. wihrend Endotoxindmie (Studie III), unterschieden. Die
erzielten Resultate miissen in Hinblick auf das experimentelle Modell sowie die mdglichen

zugrundeliegende Mechanismen diskutiert werden.

2.1 Experimentelles Modell

Wiéhrend der unmittelbaren Initialphase des akuten Lugenschadens im Rahmen einer
Endotoxindmie stehen pathophysiologisch primdr vor allem Verdnderungen der
pulmonalen Mikrozirkulation und Leukozyten-Endothelzellinteraktion im Vordergrund,

die mittels Intravitalmikroskopie sowohl analysiert als auch quantifiziert werden kdnnen.

2.1.1 Intravitalmikroskopie der Lungenmikrozirkulation

Erste intravitalmikroskopische Untersuchungen der Lungenmikrostrombahn finden sind
nicht etwa erst in der Literatur des 20. Jahrhunderts, sondern gehen bis in das Jahr 1661
zurlick: Marcello Malpighi, italienischer Naturforscher und Anatom, sowie Professor fiir
theoretische und praktische Medizin in Bologna, Pisa und Messina, Leibarzt von Papst
Innozenz XII., untersuchte damals mit einem der ersten Mikroskope und einer Kerze als
Lichtquelle das Mikrozirkulationsbett der Froschlunge. Er entdeckte das kapillare
Netzwerk als Verbindungsglied zwischen den zufiihrenden und abfithrenden Geféillen

(103).
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Die ersten Untersuchungen am geschlossenen
Thorax wurden erst rund 270 Jahre spéter durch
Wearn et al. 1934 durchgefiihrt, der die Lunge
durch die geschlossene Pleura parietalis
mikroskopierte (178).

Das erste Thoraxfenster wurde 1939 von Terry
bei einer Katze implantiert (167) eine exakte
Quantifizierung mikrohdmodynamischer Para-
meter in der pulmonalen Mikrozirkulation

ermoglichte jedoch erst das 1965 von Wagner

und Filley (175) entwickelte Thoraxfenster am

Abb 42: Marcello Malpighi (1628- Hund.
1694) italienischer  Natur- Das in der vorliegenden Arbeit verwendete
forscher und Pionier der
pulmonalen  Intravitalmikros- Modell der Intravitalmikroskopie am
kopie.

geschlossenen Thorax beatmeter Kaninchen
wurde von Kuhnle et al. 1993 (93) im Institut fiir
Chirurgische Forschung der LMU Miinchen
etabliert und stellt eine Weiterentwicklung des 1988 von Goetz et al. und Berger et al.
(17) entwickelten intrathorakalen Fensters an Sprague-Dawley Ratten dar. In den
Untersuchungen an der Ratte konnte sowohl in vivo als auch in histologischen
Untersuchungen die gute Gewebevertriglichkeit der auch in diesem Modell verwendeten
Teflonmembran nachgewiesen werden. Die Untersuchungen an der Rattenlunge wurden
jedoch héufig durch Luftpolster, die sich bei ldngerer Versuchsdauer zwischen
Lungenoberfliche und Teflonmembran bildeten, limitiert. Das in der vorliegenden Arbeit
verwendete starre Metallfenster saugt dagegen iiber integrierte Bohrlocher intrathorakale
Luftpolster ab, fixiert zugleich die Lungenoberfliche an der Membran und minimiert
hierdurch kardiorespiratorische Bewegungsartefakte. Damit werden Untersuchungen iiber
einen Zeitraum von mehreren Stunden ermdglicht. Die Traumatisierung der
Lungenoberflache durch den Unterdruck bleibt dabei streng auf die Punkte der Bohrlocher
begrenzt, die jeweils mindestens 1 cm vom Beobachtungsareal entfernt liegen. Eine
Verfilschung der Messergebnisse aufgrund der lokalen Gewebetraumatisierung kann somit
ausgeschlossen werden. Durch das in der Studie verwendete Thorax-Fenster mit einem
Durchmesser von 3 cm wird aullerdem das Beobachtungsareal im Vergleich zum

Rattenmodell  deutlich  vergrofert. Das fest in die Thoraxwand mittels
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Schraubmechanismus implantierte Fenster in Kombination mit der zirkuldren
Tabaksbeutelnaht verschliet den wéhrend der Préparationsphase erdffneten Pleuralraum
luftdicht und ermdglicht somit Untersuchungen am geschlossenen Thorax.

Austrocknung und Auskiihlung der mikroskopierten Lungenoberfliche und damit
verbunden Einfliisse auf die untersuchten mikrozirkulatorischen Parameter wurden effektiv
durch die kontinuierliche Superfusion des Fensters mit 37°C warmen Thyrodepuffer
verhindert.

Im Gegensatz zum Rattenmodell gestattet das Modell am Kaninchen dariiber hinaus ein
ausfiihrliches makrohdmodynamisches Monitoring, insbesondere die Quantifizierung von
pulmonalarteriellem Blutdruck und Herzzeitvolumen, die fiir die Interpretation der
erhobenen mikrohdmodynamischen Parameter von gro3er Bedeutung sind.

Die untersuchten subpleural gelegenen pulmonalen Arteriolen und Venolen (91,93)
wurden von McLaughlin et al. (111) und Defouw et al. (34) als der pulmonalen Zirkulation
zugehorig identifiziert.

Die mikroskopierten kapillaren Netzwerke an der Lungenoberfliche besitzen zwar im
Vergleich zu zentralen Arealen eine geringere Kapillardichte und im Mittel groBere
Kapillardurchmesser, die mikrovaskuldren Drucke in den subpleuralen Gefiden
unterscheiden sich jedoch nicht von denen in Gefden tiefer gelegener Lungenabschnitte.
Es ist folglich davon auszugehen, dass Untersuchungen der Mikrohdmodynamik in den
oberflachlichen Mikrogefdlen auch fiir tiefer bzw. zentraler gelegene Gewebeareale
reprisentativ sind. Hierbei gilt es jedoch den von West et al. beschriebenen vertikalen
Perfusionsgradienten zu beriicksichtigen (180): Am aufrecht stehenden Menschen ist die
Durchblutung in apikalen Lungenabschnitten aufgrund hydrostatischer Druckgradienten
geringer als in basalen Lungenarealen. Dieses Gradientenmodell gilt entsprechend auch in
Linksseitenlage des Kaninchens. Hieraus resultiert, dass die Perfusion der oben gelagerten,
mikroskopierten rechten Lungenoberfliche geringer ist als die der Gefdfle der
hypostatischen linken Lunge. Aufgrund der geringen Thoraxbreite des Kaninchens von 5-7
cm, und damit verbunden in Linkseitenlage geringe hydrostatische Druckdifferenzen
kommt dem Gradientenmodell beim Kaninchen deutlich geringere Bedeutung zu als beim
Menschen. Die Beatmung der Versuchtiere mit positivem Beatmungsdruck verstérkt
allerdings den vertikalen Perfusionsgradienten und begiinstigt eine Umverteilung der
Lungenperfusion zugunsten hypostatischer Areale (93). Goetz et al. und Kuhnle et al.

ordneten die untersuchten GefaBle an der apikalen Lungenoberfliche des Kaninchens in
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Linksseitenlage mit Hilfe der Mikrossphéirentechnik der Zone 2 des Drei-Zonen Modells
nach West zu (60,93).

Gemall Benumhof und Alfery (14) konnten auch Kuhnle et al. fiir das verwendete Modell
mittels radioaktiv markierter Mikrosphdren nachweisen, dass weder die Eréffnung des
Thorax noch die Implantation des Thoraxfensters Anderungen der lokalen Perfusion im
Mikroskopierareal bewirken (93).

Allein die fiir die Implantation des Thoraxfensters notwendige chirurgische Priparation
konnte jedoch insbesondere die ebenfalls untersuchte Leukozyten/-Endothelzell-
Interaktion im Rahmen einer systemischen Stimulation verstirken (51). Mit Hilfe des
Myeloperoxidaseassays konnte Kiibler nachweisen, dass die chirurgischen Priparation in
dem hier verwendeten Modell weder im mikroskopierten Areal, noch in der Gesamtlunge
zu einer verstirkten Akkumulation von neutrophielen Granulozyten fiihrt (88). Dariiber
hinaus kann jedoch die mechanische Beatmung mit positivem Druck zu einer verstirkten
Sequestrierung der Leukozyten in der pulmonalen Strombahn fithren (21). Ursédchlich
hierfiir ist laut Markos et al. (105) die zusitzliche Kompression der Alveolarkapillaren und
die damit verbundene Zunahme des Missverhiltnisses zwischen Kapillarlumen und
Leukozytendurchmesser. Auch Hyperoxie kann zZu einer  verstirkten
Leukozytensequestrierung und Hochregulation endothelialer Adhdsionsmolekiile fiihren,
wie Untersuchungen von Griffin et al. (62) oder Crapo et al. (33) zeigen konnten.

Sowohl Uberdruckbeatmung als auch die den Versuchstieren applizierte inspiratorische
Sauerstoffraktion von 0,4 bewirkt jedoch in dem verwendeten Modell keine zusitzliche
quantitativ bedeutsame pulmonale Sequestrierung von Leukozyten, wie der Vergleich der
Myeloperoxidaseaktivitdt im Lungengwebe von beatmeten Versuchstieren im Vergleich zu
einer spontan atmenden Kontrollgruppe zeigte (86).

Aufgrund des bereits erwdhnten Perfusionsgradienten nach West (180) findet sich in den
apikalen = Lungenabschnitten = eine  geringere = Perfusion  bei  langsamerer
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit und reduzierten Scherkréften, die die Retention der
Leukozyten begiinstigt. Konsekutiv folgt hieraus, wie Untersuchungen von Kiibler et al.
(87), Doerschuk et al. (36) und Martin et. al (106) zeigen konnten, dass in Linksseitenlage
die mikroskopierten apikalen Lungenareale, wenn auch nicht signifikant, dennoch
tendenziell hohere Granulozytenkonzentrationen im Vergleich zur Gesamtlunge aufweisen.
Die intravitalmikroskopisch an der Lungenoberfliche quantifizierten Leukozytenzahlen
liegen deshalb folglich geringfiigig hoher, als die Leukozyenkonzentrationen in zentralen

und basalen Lungenarealen.
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2.1.2  Einfluss von Anisthesie und Analgesie

In den durchgefiihrten Versuchstudien wurde jeweils die Kombination eines synthetischen
Opioids (Piritramid) mit dem intravendsen Anisthetikum a-Chloralose eingesetzt. Die zu
Versuchsbeginn verabreichten Pharmaka gewdéhrleisteten wihrend des Versuchverlaufs
eine ausreichende Analgesie und Andsthesie. Wiahrend des gesamten Versuchzeitraums
kam zu keinen nennenswerten Anstiegen der Herzfrequenz oder des systemischen
Blutdruckes, die auf eine unzureichende Narkosetiefe hingewiesen hétten.

Im Gegensatz zu zahlreichen anderen Narkotika (14,66) zeigt insbesondere a-Chloralose
nur geringe Auswirkungen sowohl auf systemische als auch auf die pulmonale Zirkulation
(162). Auch inhibitorische Effekte der a-Chloralose bzw. fordernde Effekte synthethischer
Opioide auf die Akkumulation neutrophiler Granulozyten werden in der Literatur zwar
kontrovers diskutiert, konnen jedoch in diesem Modell als irrelevant betrachtet werden:
Mittels Myeloperoxidase-Assay konnte nachgewiesen werden dass die pulmonale
Leukozytenakkumulation bei Anésthesie mit a-Chloralose und Piritramid nicht von den
Werten bei Narkose mit Ketamin und Rompun, differiert.

Allgemein kann also davon ausgegangen werden, dass der Einfluss der hier verwendeten

Anésthesie auf quantifizierten Parameter der Mikrozirkulation vernachlassigbar ist.

2.1.3  Doppelmarkierung autologer Blutzellen mit Fluorochromen

Erst durch die ex-vivo FITC-Markierung autologer Erythrozyten mit anschlieBender
Reinjektion wird die quantitative Analyse mikrohdmodynamischer Parameter moglich. Die
ex-vivo Markierung wurde nach dem von Zimmerhackel etablierten (186) und von und
Berger (16) modifizierten Verfahren durchgefiihrt. /n vitro Untersuchungen konnten
zeigen, dass die Fluoreszenzmarkierung die Verformbarkeit und damit die rheologischen
Eigenschaften eines Teils der markierten Erythrozyten éndert (16). Die alterierten Zellen
werden jedoch rasch nach der Reinjektion in der Milz abgebaut. Nach der in jedem
Versuch eingehaltenen 30 miniitigen. Rezirkulationsphase und damit verbundener
Elimination nahezu aller alterierter Erythrozyten, bleibt die Rezirkulationsquote der
markierten Zellen iiber mehrere Stunden anndhernd konstant. Die Halbwertszeit der in der
Zirkulation verbleibenden markierten Erythroyten betrdgt etwa 20 Tage und unterscheidet
sich damit nicht von nativen Erythroyzten (165).
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Die durchgefiihrte in vivo Fluoreszenzmarkierung der Leukozyten mit dem Farbstoff
Rhodamin 6G wird in zahlreichen Untersuchungen der Gehirn-, Leber-, Pankreas- oder
Darmmikrozirkulation eingesetzt. Auch in vorangegangenen Arbeiten der eigenen
Arbeitsgruppe hat sich der Einsatz von Rhodamin 6G zur Fluoreszenzmarkierung der
Leukozyten bewéhrt (86,88,89,92,94). Aufgrund selektiver Akkumulation des Farbstoffes
in den Mitochondrien (5) werden zwar alle Subpopulationen der Leukozyten markiert,
Erythrozyten verbleiben dagegen aufgrund nicht vorhandener Mitochondrien ungeférbt.
Die spezifische Anreicherung beruht entweder auf der negativen Ladung der
mitochondrialen Matrix (29) oder auf der Bildung unléslicher Salze zwischen dem
kationischen Farbstoff einerseits und negativ geladenen Cardiolipinmolekiilen der inneren
Mitochondrienmembran andererseits (132). Die verwendete Dosis von 0,3ml/kg KG einer
0,2 mM Rhodamin-6G-Losung bewirkt, wie durchflusszytometrische Untersuchungen von
Kiibler (86) zeigen konnten, 60 Minuten nach i.v. Injektion eine Fluoresenzmarkierung von
99,6 % aller Granulozyten. Eine Verfilschung der Messergebnisse aufgrund eines
verdnderten prozentualen Anteils fluoreszenzmarkierter Leukozyten kann folglich
ausgeschlossen werden.

Rhodamin-6G besitzt bei intravendser Injektion keine systemischen Kreislaufwirkungen
(82,88). Erst bei einer 100fach hoheren als der hier verwendeten Farbstoffkonzentration
kann die oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien inhibiert werden (56).

Die Markierung von Erythrozyten und Leukozyten mit den unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen FITC bzw. Rhodamin 6G in Kombination mit den unter 1-2.6
beschriebenen Filterblocken ermdoglicht eine sichere Differenzierung zwischen
Erythrozyten und Leukozyten und die simultane Quantifizierung von Mikrohdmodynamik
und Leukozytenadhdrenz in identischen Mikrogefdlen. Dariiber hinaus bieten die
verwendeten Flurochrome gegeniiber anderen Farbstoffkombinationen entscheidende
Vorteile: Acridinrot und Acridinorange fithren zu starken Hintergrundfluoreszenzen und
hemmen konzentrationsabhingig die CD-18 vermittelte Adhédrenz der Granulozyten. Unter
pathophysiologischen Bedingungen wird auBBerdem die Produktion von Superoxidanionen
durch Acridin inhibiert. Aufgrund &hnlicher Emissionsspektren wéren mit Acridin
markierte Leukozyten dariiber hinaus nur schlecht von den FITC-markierten Erythrozyten
zu differenzieren. Der Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceindiacetat effluiert aufgrund seiner
physikochemischen Eigenschaften duBerst schnell aus der Zelle und ist deshalb fiir

intravitalmikroskopische Untersuchungen ungeeignet.
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Die Kombination aus FITC und Rhodamin stellt damit unter den derzeitig verfiigbaren, in
vivo einsetzbaren Flurochromen die geeignetste Kombination zur differenzierten

fluoreszenzmikroskopischen Visualisierung von Erythroyzten und Leukozyten dar.

2.14  Phototoxizitit

Lange und intensive Lichtexposition von Gewebe in Kombination mit der Verwendung
von Fluoreszenzfarbstoffen, kann aufgrund photodynamischer und phototoxischer Effekte
sowohl zu intrazelluldren Schidden (15) als auch zu intravasaler Thrombenbildung fiihren.
Gawloski berichtet iliber eine verstirkte Leukozytenadhdrenz am venoldren Endothel der
Hamsterbackentasche nach Epi-Illumination in Kombination mit der Verwendung von
FITC-Dextran als Plasmamarker. Lehr et. al. (98) konnten dagegen keine Auswirkung der
Fluoreszenzmikroskopie auf die Leukozyten-Endothelzellinteraktion im
Riickenkammermodell der Maus nach Applikation von FITC nachweisen. Auch Steinbauer
et al. (157) konnten keine phototoxischen Wirkung nach Applikation von Rhodamin 6G
oder FITC bei Lichtdosen von 1333,5-2099.4 JJem® an der Riickenhautkammer der
Hamsters beobachten. Der in der vorliegenden Arbeit beschriebene experimentelle Autbau
bietet durch die Verwendung einer Silikon-intensivierten (SIT) Kamera optimale
Voraussetzungen flir duflerst geringe phototoxische Effekte, da zur Darstellung der
fluorezenz-markierten Zellen auf Beleuchtungsintensititen > 2500 J/cm? verzichtet werden
kann. Dariiber hinaus liegt einerseits die applizierte Rhodamin 6G Dosis bei nur rund 1/10
der von Baatz et al. (5) fiir die Spezies Ratte, Maus und Hamster empfohlenen Menge,
anderseits wurde das Lungengewebe stets nur wéhrend der kurzen Mikroskopierphasen
dem Auflicht exponiert. Auch die von Kiibler fiir das Modell nachgewiesene Konstanz
samtlicher intravitalmikroskopisch erhobenen Parameter iiber eine Zeitraum von 60 min
belegt (86), dass die auftretenden phototoxischen Effekte als vernachldssigbar gering

einzuschétzen sind.

2.1.5 Quantifizierung der Mikrohdmodynamik

Eine umfassende Analyse und Quantifizierung der Mikrohdmodynamik in pulmonalen
Arteriolen und Venolen gelang Goetz (60), Berger (17), und Kuhnle et al. (93) unter
Verwendung der mikrozirkulatorischen Parameter nach Sarelius und Duling bzw. Sarelius
und McKinlay (140).

Mit Hilfe des Bildverarbeitungssystems Optimas und einer eigens programmierten

Software gelang es Kiibler erstmals auch in den Alveolokapillaren Parameter der
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Mikrohdmodynamik unter physiologischen Bedingungen zu quantifizieren (86). Die selbe
Methodik bewéhrte sich dariiber hinaus auch bei intravitalmikroskopischen
Untersuchungen unter pathophysiologischen Verhiltnissen (82,94). Auch in der
vorliegenden Arbeit wurde die ErythrozytenflieBgeschwindigkeit nach der Methode von
Sarelius (140) und Duling (42) bestimmt und anschlieBend unter Beriicksichtigung des
Verhiltnisses zwischen ErythrozytenflieBgeschwindigkeit und BlutflieBgschwindigkeit
sowohl Blutvolumenfluf3 als auch Wandscherrate nach Pries et al. (130) berechnet. Der
funktionelle kapillare Perfusionsindex wurde nach Wagner und Latham (174) bestimmt

und auf eine durchschnittliche Oberfliche der Einzelalveole von 10000 um?” bezogen.

2.1.6  Quantifizierung der Leukozytenkinetik

Analyse und Quantifizierung der Leukozyten-Endothelzellinteraktion beschrénken sich in
vielen Studien auf postkapillare Venolen (121,122), in denen vor allem in der
Mikrostrombahn des groen Kreislaufs die Sequestrierung der Leukozyten erfolgt.
Insbesondere in der pulmonalen Strombahn sequestrieren jedoch bereits unter
physiologischen Bedingungen Leukozyten in Arteriolen, Kapillaren und Venolen. Auch in
der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Leukozytenkinetik in allen Abschnitten der
pulmonalen Strombahn quantifiziert.

Gemidll dem auf der Adhisionskaskade basierenden Stufenmodell nach Springer (156)
konnen die Leukozyten in Arteriolen und Venolen 3 unterschiedlichen Klassen zugeordnet
werden:

1. frei flieBende Leukozyten

2. am Endothel rollende Leukozyten

3. endothel-adhirente Leukozyten

Wihrend Kiibler unter physiologischen Bedingungen sowohl FlieBgeschwindigkeit als
auch Flux der freiflieBenden Leukoyzyten und den prozentualen Anteil rollender
Leukozyten bestimmte (88), wurde in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich die Anzahl
Endothel-adhdrenter Leukozyten quantifiziert. Unter pathophysiologischen Bedingungen
sinkt der Leukozytenflux in den untersuchten Gefdllen stark ab, so dass lange
intravitalmikroskopische Aufnahmezeiten fiir eine repriasentative Auswertung des Rollens,
Fluxes und FlieBgeschwidigkeit notwendig wéren. Eine hiermit verbundene Zunahme
phototoxischer Effekte sowie moglicher Verzogerungen des Versuchsprotokolls waren
nicht zu akzeptieren. Dariiber hinaus ist vor allem die Anzahl Endothel-adhérenter

Leukozyten pathophysiologisch bedeutsam, da erst Leukozytenadhirenz und damit
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verbunden die Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren, Sauerstoffradikalen
oder auch proteolytischen Enzymen zur lokalen Endothelzellschddigung fiihrt.

Als Endothel-adhdrente Leukozyten wurden alle Zellen definiert, die ldnger als 5s Dauer
thre Lokalisation am arterioldren bzw. venoldren Endothel nicht d&nderten. Zwar werden an
anderen Organsystemen flir die Definition zumeist ldngere Adhdrenzzeiten gewihlt
(12,49,109,121), aufgrund der respiratorischen Bewegungen ist jedoch die
Beobachtungsdauer an der Lunge auf die 5s langen inspiratorischen Plateauphasen
beschrankt. Langere Untersuchugszeitrdume konnten zwar durch Prolongation der
inspiratorischen Plateauphasen erreicht werden, wiirden jedoch aufgrund verdnderter
Ventilation und Perfusion zu Verdnderungen der Mikrohdmodynamik und
Leukozytenadhérenz fiihren. Die Anzahl Endothel-adhdrenter Leukozyten wurde jeweils
auf die innere GefdBwandoberfliche des untersuchten Segmentes bezogen, wodurch ein
direkter ~Vergleich von Gefdlen unterschiedlicher Durchmesser und damit
unterschiedlichen Kaliber moglich wird.

Entsprechend den Endothel-adhdrenten Leukozyten in pulmonalen Arteriolen und
Venolen, wurden diejenigen Leukozyten in Alveolarkapillaren als permanent retiniert
definiert, deren Retentioszeit 5s iiberschritt. Lien et al. (99) beobachteten im Rahmen
intravitalmikroskopischer Untersuchungen an Hundelungen vereinzelte Leukozyten die
auch nach Retentionszeiten von bis zu 1200s ihre Passage durch das Kapillarnetzwerk
wieder fortsetzten. Die absolute Anzahl permanent retinierter Leukozyten wird daher bei

einer definierten Retentionszeit von >5s moglicherweise leicht liberschétzt.

2.1.7 Intravenose Infusion freier Arachidonsiure

Um das Angebot an Arachidonsdure innerhalb kurzer Zeit im Versuchtier zu steigern,
wurde freie Arachidonsdure gelost in mittelkettigen Triglyceriden (MCT) mittels Perfusor
kontinuierlich iiber die marginale Ohrvene des Kaninchens infundiert. Mittelkettige
Triglyceride stellen als amphiphile Verbindung ein geeignetes Losungsmittel der
unpolaren Arachidonsdure dar und konnen geméf des Herstellers (B.Braun-Melsungen) in
threr Wirkung im Bereich der verwendeten Dosierung als inert betrachtet werden. Dennoch
finden sich in der Literatur zahlreiche Untersuchungen, die sich insbesondere mit
moglichen protektiven Einfliissen von Triglyceriden wihrend Endotoxindmie bzw. gram-
negativer Sepsis befassen (61,70,133,134,170,176). Untersuchungen von Read (134)
zufolge verbesserte sich die Uberlebensrate septischer Ratten nach intravendser Infusion

von triglyceridhaltigen Chylomikronen (1g Triglyceride/kg) signifikant nach 96 stiindiger
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Beobachtungszeit von 27% auf 80%. Die Verbesserung der Uberlebensrate war assoziiert
mit einer signifikanten Reduktion der Serum LPS- und TNF-a Konzentrationen (71,134).

Mittels '*°

I markiertem Endotoxin konnte eine erhdhte Clearance des LPS aufgrund
verstarkter hepatischer Aufnahme sowie bilidrer Sekretion durch die Triglyceridinfusion
nachgewiesen werden (133). Allerdings liegen die durch die intravendse Infusion
erreichten Plasmatriglyceridspiegel mit 1500 — 5000 mg/dl bei der rund 5 bis 15fachen
Konzentration der in der vorliegenden Studie gemessenen Plasmatriglyceridkonzentration.
Zum Ausschluss moglicher Wirkungen des MCT-Tragers fithrten wir in Studie III die
NaCl-Gruppe als weitere Kontrollgruppe mit. Der Vergleich zwischen den Ergebnissen der
NaCl-Gruppe und MCT-Gruppe lédsst darauf schlie3en, dass der infundierte Triger MCT in
der angegeben Dosierung auf die von uns untersuchten Parameter innerhalb des gewihlten

Untersuchungszeitraumes keinen Einfluss hatte und Wirkungen des Infusionsgemisches

auf die infundierte freie Arachidonsédure zuriickzufiihren sind.

2.1.8  Endotoxin als proinflammatorischer Stimulus

In rund 30% der Fille entwickelt sich in der Klinik im Verlauf einer gramnegativen Sepsis
ein akuter Lugenschaden. Die gramnegative Sepsis stellt damit die hdufigste Ursache fiir
die Entwicklung eines akuten Lungenschadens dar (18,168). Endotoxine sind
wissenschaftlich gut untersuchte und tierexperimentell hdufig verwendete pathologische
Stimuli. Insbesondere die intravendse Injektion bzw. Infusion von Escherichia Coli-
Endotoxin wird in einer Vielzahl tierexperimenteller Untersuchungen in unterschiedlichen
Spezies zur Induktion eines akuten Lungenschadens eingesetzt (113,116,118-120,138,144).
In der vorliegenden Studie III wurde den Versuchstieren intravends 20pg/kg KG E. Coli
Endotoxin vom Typ 0111:B4 einmalig als Bolus intravends appliziert.

Gemdll den Zielkriterien der Vorversuche fiihrt die Bolusinjektion bei konstanten
makrohdmodynamischen Verhéltnissen im Pulmonaliskreislauf zu einem reproduzierbaren
Abfall der peripheren Leukozytenzahl auf 50% der Ausgangswerte innerhalb von 5 min
nach Injektion. Hiermit verbunden sind unter anderem eine Aktivierung des
Komplementsystems und eine gesteigerte Leukozytenakkumulation (87) und
Leukozytenaktivierung in der pulmonalen Mikrostrombahn. Aufgrund seiner Halbwertszeit
von ca. 30 min sinkt die Endotoxinkonzentration iiber den Versuchsverlauf wieder
kontinuierlich ab. Die einmalige intravendse Bolusinjektion des Endotoxins fiihrt damit zu

einer temporiren Endotoxindmie, stellt jedoch kein Modell einer gram-negativen Sepsis im
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klinischen Sinn dar. Hierfiir wire unter anderem sowohl ein wesentlich ldngerer
Untersuchungszeitraum als auch eine kontinuierliche Endotoxininfusion (27) mit einem
zeitlichen Vorspann von rund 4 Halbwertszeiten notwendig, um anndhernd konstante
Endotoxinspiegel im Blut zu erreichen.

Die in der vorliegenden Studie verwendete Endotoxindosierung von 20ug/kg KG liegt im
Vergleich zu anderen in der Literatur ebenfalls am Kaninchen angewandten Dosierungen
zur Induktion eines Lungenschadens (113,120) vergleichsweise niedrig. Da es jedoch Ziel
der Studie war, einen moglichen triggernden, bzw. aggravierenden Einfluss eines erhohten
Arachidonsédureangebots auf die Initialphase des Endotoxin-induzierten Lungenschadens
zu untersuchen, war die Wahl eines geringen Endotoxinstimulus nicht nur sinnvoll sondern
notwendig, um eine zusitzliche Aggravierung des Lungenschadens weiterhin anhand der

gewihlten Parameter quantifizieren zu konnen.

2.1.9 Konstanz der Rahmenbedingungen

Grundvoraussetzung experimenteller Untersuchungen ist die Gewdhrleitung der
Wertekonstanz im MefBsystem iiber den Untersuchungszeitraum bei konstanten
Rahmenbedingungen. In zahlreichen am vorliegenden Modell durchgefiihrten Studien
(82,86,93,94) konnte die Konstanz sowohl der makrohdmodynamischen als auch
mikrozirkulatorischen Parameter im unstimulierten Modell {iber einen Zeitraum von 60
Minuten bestétigt werden. Auch fiir die vorliegende Studie konnte somit eine Konstanz der
Messgroflen {iber einen Untersuchungszeitraum von 60 Minuten bei konstanten
Rahmenbedingungen, d.h. ohne weitere Stimulation angenommen werden. Anderungen der
Parameter sind somit den Interventionen gemil3 der Versuchsprotokolle und -gruppen und

nicht modellimmanenten Verdnderungen zuzuschreiben.

106



2.2 Diskussion der Ergebnisse

Wihrend in Studie II die Arachidonsdureinfusion ohne weitere inflammatorische
Stimulation keine wesentlichen Anderungen der quantifizierten Parameter bewirkte,
wurden in Studie III bei zusétzlich induzierter experimenteller Endotoxindmie signifikante
Auswirkungen auf makrohdmodynamische, mikrozirkulatorische und blutchemische

Parameter festgestellt, die im Folgenden diskutiert werden.

2.2.1 Makrohimodynamik

Sowohl die in Studie II als auch in Studie III unter Ausgangsbedingungen gemessenen
Werte der Makrohdmodynamik entsprechen fritheren in diesem Modell quantifizierten
Werten (86,88,89,91,92). Wiahrend in Studie II ohne weitere inflammatorische Stimulation
alle gemessenen und berechneten Parameter der Makrohimodynamik {iber den weiteren
Untersuchungszeitraum von 60 min konstant bleiben, entwickelt sich in Studie III 60
Minuten nach Endotoxininjektion bei tendenziell erniedrigtem systemisch vaskuldrem
Widerstand in allen drei Versuchsgruppen eine méBige arterielle Hypotension, die in der
AA-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikant verstérkt ist. Eine Erh6hung
des pulmonalarteriellen Blutdruckes bei reduziertem Herzzeitvolumen kann in der AA-
Gruppe als Erhohung des pulonalvaskuldren Widerstandes interpretiert werden. Der
Vergleich der Versuchsgruppen in Studie III zeigt, dass die makrohdmodynamischen
Verdnderungen Abhéngigkeit von der Infusion der Arachidonsdure zeigen, da alle
Versuchstiere die intravendse Injektion von Endotoxin erhielten. Der Vergleich der
Studien II und III belegt dagegen, dass der Anstieg des pulmonalvaskuldren Widerstandes
sowie die Entwicklung einer verstirkten arteriellen Hypotension nur bei simultaner
zusitzlicher inflammatorischer Stimulation und erhohtem Angebot an Arachidonsiure
erfolgt. Als Ursache der Widerstandserhohung im Pulmonalkreislauf kann die Produktion
des potent vasokonstriktorisch wirkenden Prostaglandins Thromboxan A, angenommen
werden, da nur im Plasma der Tiere, die mit Endotoxin und Arachidonsiure behandelt
wurden, als Nachweis einer gesteigerten Thromboxan A, Synthese signifikant erhdhte
Konzentrationen von Thromboxan B, gemessen werden konnten. Diese Ergebnisse konnen
erstmals in vivo dhnliche Resultate am Modell der isoliert perfundierten Lunge bestétigen.
Untersuchungen von Steudel et. al. haben gezeigt, dass die Bolusapplikation von
Arachidonsédure bereits bei einer Konzentration von 30nM bei wiederholten Injektionen

kurzzeitige Anstiege des pulmonalarteriellen Druckes bewirkt (160). Nach zusétzlichem
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Priming der isoliert perfundierten Lungen mittels Endotoxin erfolgt dagegen ein signifikant
stirkerer sowie zeitlich prolongierter Druckanstieg. In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte auch in den Untersuchungen an der isoliert
perfundierten Lunge (160) ein signifikanter Konzentrationsanstieg von Thromboxan B, im
Perfusat gemessen werden, wenn Arachidonsdure und Lipopolysacharid in Kombination
appliziert wurden. Durch Zugabe des unspezifischen Zyklooxygenase Inhibitors
Acetylsalicylsdure konnten diese Effekte nahezu vollstindig inhibiert werden. Es wurde
daher gefolgert, dass eine durch Lipopolysacharid gesteigerte Zyklooxygenaseaktivitit mit
konsekutiv verstirkter Produktion von Thromboxanen als kausaler Mechanismus dem
Anstieg des pulmonalvaskuldren Widerstandes zugrunde liegt. Zwar wurde gezeigt, dass
hierdurch neben Thromboxan A, die Bildung von vasodilatatorischem Prostaglandin I, im
Perfusat ansteigt, aus dem pulmonalarteriellen Druckanstieg kann jedoch gefolgert werden,
dass die vasokonstriktive Wirkung des Thromboxan A, die vasodilatierende Wirkung von
PGL in den pulmonalen WiderstandsgefdBen deutlich iibertrifft. In Untersuchungen von
Ermert et al. wurde anschlieBend durch Verwendung selektiver strukturell
unterschiedlicher Zykloogxigenase-2 (COX-2) Inhibitoren nachgewiesen, dass der
gesteigerte Arachidonsduremetabolismus in erster Linie auf eine erhohte COX-2 Aktivitit
zuriickzufiihren ist (43,46). COX-2 ist bereits in bronchialen Epithelzellen, bronchialen
glatten Muskelzellen, Makrophagen und den glatten Muskelzellen der Widerstandsgefal3e
konstitutiv exprimiert (44). Dagegen findet sich keine konstitutive COX-2 Expression im
pulmonalvaskuldren Endothelzellen (45). Nach Stimulation mit Endotoxin konnte gezeigt
werden, dass sich weder die mRNA Konzentration von COX-1 noch deren Verteilung in
verschiedenen pulmonalen Zelltypen é&ndert, wihrend COX-2 in pulmonalvaskuldren
Endothelzellen de novo exprimiert wird bzw. in den Zellen, die bereits unter
Ausgangsbedingungen COX-2 exprimieren, hochreguliert wird (45). Im Gegensatz zu den
Versuchsprotokollen der vorliegenden Arbeit erfolgte jedoch in den Studien an der isoliert
perfundierten Lunge (46) ein zweistiindiges Priming der Lungen mit Endotoxin und nicht
mit Arachidonsédure. In der vorliegenden Arbeit muss es fiir eher unwahrscheinlich erachtet
werden, dass bereits 30 Minuten nach Endotoxininjektion sowohl Transkription als auch
Translation der Zyklooxygenase erfolgt sind. Eine potentielle Hochregulation der COX-2
konnte jedoch durch die Wirkung der 4-stiindigen Arachidonsdureinfusion vor
Endotoxininjektion erfolgt sein. Es ist bekannt, dass die Expression von COX-2
entscheidend durch den Transkriptionsfaktor Nuclear factor- K-b (NFKb) reguliert wird

(7,97). NFkb wird wiederum im Zytosol der Zellen durch Phosphorylierung und damit
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verbundener  Abspaltung des NFKb-inhibiting Faktors (IkB) aktiviert. Die
Phosphorylierung kann durch Proteinkinase C erfolgen (7), die wiederum durch
Arachidonséure als intrazelluldaren Botenstoff aktiviert werden kann (23,81,142).

Neben den Verdnderungen der Himodynamik im Pulmonalkreislauf konnte in allen drei
Versuchsgruppen der Studie III eine Reduktion des arteriellen Blutdruckes 60 Minuten
nach Endotoxininjektion gemessen werden. Die arterielle Hypotension wurde dariiber
hinaus durch intravendse Infusion der Arachidonsdure signifikant verstirkt. Zu den
bekannten Wirkungen von Endotoxin gehort die Induktion von Bradykinin als Folge einer
Konversion von Prekallikrein zu Kallikrein durch den Hagemannfaktor (30). Bradykinin
ist einer der stirksten Vasodilatatoren und kann damit auch eine wesentliche Ursache fiir
die Entwicklung der arteriellen Hypotension der Versuchstiere nach intravendser Injektion
von Endotoxin darstellen. Als moglicher Hinweis auf eine Vasodilatation im
Korperkreislauf kann der tendenziell reduzierte systemisch vaskuldre Widerstand 60
Minuten nach Endotoxininjektion interpretiert werden. Fisher ef al. konnten zeigen, dass
Bradykinin anders als in der systemischen Zirkulation in mit Endotoxin behandelten Ratten
eine pulmonale Vasokonstriktion hervorrufen kann (52,53) und damit neben der
Thromboxanproduktion einen potentiellen Mediator darstellt, der an der Entwicklung der
pulmonalen Hypertonie in den mit Arachidonsdure und Endotoxin behandelten Tieren
kausal beteiligt ist.

Die verstdrkte Produktion von Prostaglandin I, in der AA-Gruppe, das im Gegensatz zum
Pulmonalkreislauf im Korperkreislauf die vasokonstriktorische Wirkung des gebildeten
Thromboxans A, iibertrifft, kann aufgrund einer zusitzlichen Reduktion des systemisch
vaskuldren Widerstandes in einer Verstdrkung der Hypotension resultieren. Ferner konnte
zudem die gesteigerte Druckbelastung des rechten Ventrikels resultierend aus dem
erhohten pulmonalvaskulidren GefdBwiderstand bei nur begrenzten kardialen
Kompensationsmechanismen, letztendlich  auch  zur  Beeintrdchtigung  der
linksventrikuldren Funktion fiihren. Dies kann wiederum zur Entwicklung der arteriellen
Hypotension als auch zur Reduktion des Herzzeitvolumens in der Arachidonsduregruppe

beitragen.

2.2.2  Gasaustausch
Als funktionelle Parameter des pulmonalen Gasaustausches wurden in allen Versuchstieren
der arterielle Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck gemessen. Die Ausgangswerte in

allen Versuchsgruppen sowie die Werte nach 5-stliindiger Arachidonsédureinfusion in den
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Versuchstieren der Studie II, unterscheiden sich nicht von den Ergebnissen in fritheren
Studien an diesem Modell, in denen keinerlei inflammatorische Stimulation vorgenommen
wurde(65,86,88,91). Die Infusion der Arachidonsdure per se in der gewdhlten
Konzentration fiihrt also zu keiner verdnderten Gasaustauschfunktion der Lunge. Nach
zusétzlicher inflammatorischer Stimulation mit Endotoxin erfolgt dagegen in der
Arachidonséduregruppe im Vergleich zur alleinigen Injektion von Endotoxin in der NaCl-
Gruppe eine Reduktion des arteriellen Sauerstoffpartialdruckes zum Zeitpunkt 30 sowie
eine signifikante Zunahme des Kohlendioxidpartialdruckes. Insbesondere eine starke
Reduktion des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks gilt als Marker eines gestorten
Gasaustausches bedingt vor allem durch eine Zunahme mangelhaft ventilierter
Lungenareale und einer inflammationsbedingten Supprimierung der hypoxischen
pulmonalen Vasokonstriktion und damit konsekutiv erhohtem Shuntvolumen.

Innerhalb der Arachidonsduregruppe kann andererseits {iber den Versuchsverlauf nur eine
tendenzielle Abnahme des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks beobachtet werden. Aus
folgenden Griinden lésst sich jedoch trotzdem die Entwicklung eines pathophysiologisch
bedeutsamen Endothelschadens und damit verbunden die Entwicklung eines interstitiellen
Lungenddems nicht ausschlieBen: durch die Modell-bedingt notwendige Beatmung mit
positiv-endexspiratorischen Beatmungsdriicken sowie der inspiratorischen
Sauerstoftkonzentration von 40%, wird sowohl der Bildung von Mikroatelektasen
entgegengewirkt sowie optimale Vorraussetzung flir eine bestmogliche Oxygenierung bei
moglicherweise auch schon bestehendem interstitiellen Odem gewihrleistet. Eine weitere
Diskrepanz  liegt ferner zwischen der nur tendenziellen Reduktion des
Sauerstoffpartialdruckes  und  der  signifikanten = Kohlendioxidretention = nach
Endotoxininjektion in der Arachidonsduregruppe. Kohlendioxid kann als unpolares Gas
weitaus schneller die Diffusionsbariere zwischen Alveolar-und Intravasalraum passieren,
eine diffusionsbedingte Kohlendioxidretention miisste sich daher immer erst nach einer
deutlichen Reduktion der pulmonalen Oxygenierung manifestieren.

Diese Diskrepanz findet jedoch ihre Erklarung bei genauere Betrachtung des verwendeten
Beatmungsverfahren. Um Verdnderungen der Mikrohdmodynamik durch unterschiedliche
intraalveolédre Driicke ausschlieBen zu kdnnen, wurde bei der Etablierung des Modells ein
druckkontrolliertes Beatmungsverfahren gewihlt. Nach Abschluss der Pridparation wird
zudem die Beatmungsfrequenz konstant gehalten. Andert sich folglich wihrend der
Beobachtungsphase der Atemwegswiderstand, so muss bei konstanten Beatmungsdriicken

gemidl dem Ohm’schen Gesetz eine Reduktion des Atemzugvolumes resultieren. Bei
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konstanter ~ Ventilationsfrequenz ~ erfolgt  konsekutiv.  die ~ Reduktion  des
Atemminutenvolumens und damit verbunden bei gleichbleibender
Kohlendioxidproduktion im Organismus ein Anstieg des Kohlendioxidpartialdruckes im
arteriellen Blut. Zur Erhohung des Atemwegwiderstandes konnten in der
Arachidonsduregruppe zum einen eine reduzierte Lungencompliance aufgrund der
Entwicklung eines interstitiellen Odems, zum anderen eine z.B. Leukotrien vermittelte
Bronchkonstriktion beitragen. Ermert et al. konnten nachweisen, dass in Endotoxin-
geprimenten  isoliert  perfundierten Lungen sich der Beatmungsdruck bei
volumenkontrollierter Beatmung nach Zugabe von Arachidonsdure zum Perfusat
anndhrend verdoppelt (46). Durch die Analyse statischer Druck-Volumen Kurven konnte
gezeigt werden, dass vorwiegend der Anstieg der bronchialen Resistance der Erhohung des
Atemwegswiderstandes zugrunde liegt. Ermert et al. (46) postulieren als Mechanismus
eine COX-2 mediierte gesteigerte Produktion von Thromboxan A, in den glatten
bronchialen Muskelzellen. Andererseits konnten Grimminger et al. im Modell der isoliert
perfundierten Lunge zeigen, dass ebenso die Produktion von Leukotrienen in der
pulmonalen Mikrostrombahn Abhéngigkeit von der exogenen Zufuhr von Endotoxin und
Arachidonsdure zeigt (63). Es ist bekannt, dass insbesondere Leukotrien C, starke

bronchokonstriktorische Wirkung zeigt.
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2.2.3  Pulmonale Mikrohimodynamik und Leukozyten-Edothelinteraktion

Neben makrohdmodynamischen Parametern sowie der Gasaustauschfunktion konnen
insbesondere mikrohdmodynamische Parameter sowie die Untersuchung der Leukozyten-
Endothelinteraktion in der pulmonalen Mikrostrombahn als friihe, sensitive Parameter
Hinweise liber Ausmall und Mechanismen eines dem Organschaden zugrundeliegenden
pathophysiologischen Prozesses liefern. Zusétzlich zu den bereits diskutierten Ergebnissen
der Makrohdmodynamik und der Gasaustauschfunktion wurden deshalb wichtige
Parameter der Mikrohdmodynamik und Leukozyten-Endothel Interaktion in pulmonalen
Arteriolen, Alveolarkapillaren und Venolen mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie

quantitativ analysiert.

2.23.1 GefaBBmorphologie und Mikrohdmodynamik

Alterationen der pulmonalen Mikrohdmodynamik spielen sowohl im Rahmen
physiologischer Regulationsmechanismen, insbesondere jedoch wéhrend
pathophysiologischer Prozesse innerhalb der Lunge eine entscheidende Rolle, da
gravierende Verdnderungen des mikrovaskuldren Blutflusses per se, vor allem aber in
Kombination mit Ventilationsinhomogenititen zu Missverhdltnissen zwischen Ventilation
und Perfusion fiihren, die die Gasaustauschfunktion der Lunge erheblich beeintridchtigen
konnen. Als wesentliche Parameter der pulmonalen Mikrohdmodynamik gelten die mittlere
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit in Arteriolen, Alveolarkapillaren und Venolen, der
Blutvolumenfluss, sowie die funktionelle Kapillardichte. Diese Parameter verdndern sich
jedoch nicht nur im Rahmen pathophysiologischer Prozesse innerhalb der pulmonalen
Mikrostrombahn, sondern zeigen ebenso Abhédngigkeit von physiologischen oder
pathophysiologischen Verdnderungen der Makrohdmodynamik sowie der Ventilation.
Grundlage dieses Zusammenhanges bildet das von West 1964 beschriebene Zonenmodell
(180): Entlang des vertikalen hydrostatischen Gradienten wird die Lunge in drei Zonen
unterteilt. In Zone 1 {ibertrifft der intraalveoldre Druck den arteriellen Blutdruck. Es erfolgt
keine Durchblutung der Alveolen. In Zone 2 {ibersteigt der arterielle Druck den
Alveolardruck, die Perfusion ist abhingig vom arterio-alveoldren Druckgradienten. In der
basalen Zone 3 liegt der vendse Druck hoher als der alveoldre. Die Perfusion wird durch
die arterio-vendse Druckdifferenz reguliert. Wie bereits erwdhnt, konnten die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Regionen mittels Microspherentechnik der Zone 2 nach
West zugeordnet werden (60,93). Bei konstanten intraalveoldren Druckverhiltnissen, die

durch die druckkontrollierte Beatmung garantiert werden, ist die Perfusion im
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Beobachtungsareal damit abhingig vom pulmonalarteriellen Blutdruck.
Intravitalmikroskopisch kann daher ein Anstieg des Blutvolumenflusses, der
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit sowie der funktionellen Kapillarperfusion bei erhhtem
pulmonalarteriellem Blutdruck beobachtet werden (93). Zusitzlich fiihren Variationen des
Herzzeitvolumens zu gleichgerichteten Verdnderungen der Mikrohdmodynamik in
Arteriolen und Venolen; in alveoldren Kapillararealen der Zone 2 nach West erfolgt das
charakterische Phdanomen der Kapillarrekrutierung- und Derekrutierung in Abhingigkeit
des Herzzeitvolumens (59,68). Das intravitalmikroskopische Korrelat stellen signifikante
Anderungen der funktionellen Kapillarperfusion bei variiertem Herzzeitvolumen dar (93).
Die Kenntnis der makrohdmodynamischen Parameter ist daher fiir die Interpretation der
mikrohdmodynamischen Ergebnisse von elementarer Bedeutung, um zwischen einer
Alteration der Mikrohdmodynamik bedingt durch pathophysiologische Prozesse innerhalb
der pulmonalen Mikrostrombahn selbst und Verdnderungen aufgrund unterschiedlicher
makrohdmodynamischer Bedingungen im Pulmonalkreislauf unterscheiden zu kdnnen.

In der Studie II und III zeigten die in pulmonalen Arteriolen, Kapillararealen und Venolen
quantifizierten Parameter der Mikrohdmodynamik nach 4-stiindiger Infusion der
Arachidonsdure keine wesentlichen Unterschiede zu den unter physiologischen
Bedingungen quantifizierten Werten (65,89,93). Wihrend in Studie II keine Anderungen
iiber den weiteren Versuchsverlauf von 60 Minuten zu beobachten waren, treten in Studie
II Verdnderungen der Mikrohdmodynamik nach Endotoxininjektion ein, deren Ausmal3
Abhingigkeit von der Infusion der Arachidonsdure zeigt. In pulmonalen Arteriolen und
Venolen war die Reduktion sowohl der ErythrozytenflieBgeschwindigkeit als auch des
Blutvolumenflusses der Tiere, die mit einer Kombination aus Arachidonsiure und
Endotoxin behandelt wurden, am stirksten ausgeprigt. Zusétzlich war ebenso bei diesen
Tieren die funktionelle Kapillarperfusion 60 Minuten nach Endotoxin-Injektion signifikant
auf 19% des Ausgangswertes reduziert. Diese Verdnderungen diirfen jedoch, vor allem in
der  Arachidonsduregruppe, zundchst nicht ausnahmslos als Folge eines
,Mikrozirkulationsschadens interpretiert werden. In der Arachidonsduregruppe ist das
Herzzeitvolumen 60 Minuten nach Endotoxininjektion im Vergleich zum Ausgangswert
signifikant reduziert und trigt damit an der Reduktion des Blutvolumenflusses sowie der
Kapillarderekrutierung bei. Allerdings ist die Reduktion der Kapillarperfusion im
Vergleich zu den Ergebnissen von Kiibler et al. (86,92) {iberproportional stark ausgepragt
und kann deshalb nicht alleine auf die Verdnderung des Herzzeitvolumens zuriickgefiihrt

werden. Dariliber hinaus ist davon auszugehen, dass der gesteigerte pulmonalarterielle
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Blutdruck in gewissem Umfang die Auswirkungen des reduzierten Herzzeitvolumens auf
die hier untersuchten Gréfen kompensiert. Dennoch sinken bereits 30 Minuten nach
Endotoxininjektion bei erhdhtem pulmonalem Perfusionsdruck und noch unveridndertem
Herzzeitvolumen sowohl die ErythroyzenflieBgeschwindigkeit als auch Blutvolumenfluf3
und die funktionelle Kapillarperfusion in der Arachidonsduregruppe deutlich ab. Hieraus
muss gefolgert werden, dass als Ursache der alterierten Mikrohdmodynamik weniger die
Veranderungen der Makrohdmodynamik sondern vielmehr pathophysiologische Prozesse
in der pulmonalen Mikrostrombahn selbst im Vordergrund stehen.

Eine Diskrepanz zwischen den makrohdmodynamisch quantifizierten Parametern des
Pulmonalkreislaufs und intravitalmikroskopisch erhobenen GroBen der GefaBmorphologie
ergibt sich bei der Betrachtung des pulmonalvaskuldren Widerstands und den
Gefalldurchmessern der untersuchten Arteriolen. In der Arachidonsiduregruppe in Studie 11
steigt der pulmonalvaskulire Widerstand im Versuchsverlauf an, es kann jedoch keine
signifikante Vasokonstriktion in den untersuchten pulmonalen Arteriolen beobachtet
werden. Die Kenntnis der Morphologie pulmonaler Gefile ist notwendig, um diese
Diskrepanz zu erkldren. Meyrick et al. (112), sowie Reid und Meyerick (135,136)
beschrieben in Studien zur Lungenhistologie, die an erwachsenen Sprague-Dawley Ratten
durchgefiihrt wurden, dass Arteriolen unter einem Gefa8durchmesser von 100um meist
keinen kompletten Muskelmantel mehr besitzen, sondern sich die Muskelzellen zum
Kapillarbett hin in weiter werdenden Spiralen um diese Gefdle schlingen. Die grofBte
Arteriole mit einem partiellen Muskelmantel war in diesen Untersuchungen 150um stark,
die kleinste Arteriole mit vollstindigem Muskelmantel 30um. Es ist also davon
auszugehen, dass die von uns untersuchten Arteriolen mit mittlerem Durchmesser unter 30
um  wahrscheinlich keinen oder zumindest nur einen sehr partiellen Muskelmantel
besitzen, und deshalb in diesem Bereich des arterioldiren Gefiflbaums keine aktive
Vasokonstriktion der Gefdle mehr beobachtet werden kann. Die tendenzielle Reduktion
der GefiaBdurchmesser resultiert deshalb aufgrund passiver Mechanismen, die vorwiegend
auf einen erhohten interstitiellen Fliissigkeitsdruck zuriickzufiihren sind, der seine Ursache
in der Entwicklung eines interstitiellen Lungenddems haben kann.

Durch die Messung der Breite der Alveolarsepten als Zeichen einer interstitiellen
Odementwicklung konnte in der Studie III nachgewiesen werden, dass nach
Endotoxininjektion, die intrapulmonale Fliissigkeitsretention durch die zusitzliche Infusion
der Arachidonsdure verstirkt wird. Die alleinige Infusion der Arachidonsdure ohne

zusitzlichen inflammatorischen Stimulus bewirkt dagegen auch nach 5-stiindiger Infusion
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keine Zunahme der Breite der Alveolarsepten. Diese Ergebnisse wurden durch die
histologischen Untersuchungen post mortem bestdtigt und lassen schlussfolgern, dass ein
erhohtes Angebot von Arachidonsdure wihrend systemischer Inflammation die
Entwicklung des ,, Capillary leak syndroms “ in der pulmonalen Mikrostrombahn erheblich
aggraviert.

In Ubereinstimmung mit diesen Resultaten konnten Grimminger et al. am Modell der
isoliert  perfundierten Lunge zeigen, dass der Anstieg des funktionellen
Kapillarfiltrationskoeffizienten als Mal3 des ,, Capillary leakages* in mit Eschericia Coli
Hemolysin stimulierten Lungen in Abhéngigkeit der Arachidonsdurekonzentration im
Perfusat massiv ansteigt (64). Das gesteigerte Kapillarleakage war assoziiert mit einer
erhohten Konzentration der Lipoxygenase Produkte im Perfusat (63,64). Es ist bekannt,
dass die Leukotriene LTB4 sowie LTC4 nicht nur zur Degranulation und Freisetzung
reaktiver Sauerstoffradikale durch die bereits unter physiologischen Bedingungen in der
pulmonalen Mikrozirkulation marginierten Granulozyten (36,37) fiihren, sondern auch per
se eine Steigerung der Endothelpermeabilitit bewirken (35). Im Gegensatz zu
Untersuchungen in vitro, in denen bereits durch die alleinige Inkubation von Granulozyten
mit Arachidonsdure ohne zusdtzliche inflammatorische Stimulation, der Granulozyten-
mediierte Endothelschaden signifikant verstirkt wird (11), zeigen die Resultate der
Versuchsstudie I, dass die Arachidonsdureinfusion ohne weiteren inflammatorischen
Stimulus in vivo zu keinem wesentlichen Endothelschaden fiihrt.

Insbesondere im Rahmen des Endotoxin-induzierten akuten Lungenschadens wird den
Leukozyten, und darunter vor allem den neutrophilen Granulozyten eine zentrale
pathophysiologische Bedeutung beigemessen (57,169,179). Gleichzeitig ist bekannt, dass
Arachidonsédure in vitro die adhdsiven Zelleigenschaften der Granulozyten steigert (10)
und deshalb moglicherweise auch wéahrend Endotoxindmie in vivo die Aggravierung des
Endothelschadens bei gesteigertem Angebot von Arachidonsdure aufgrund einer
vermehrten Margination und Adhésion der Leukozyten in der pulmonalen Mikrostrombahn
erklart werden kann. Um diesen hypotetischen Mechanismus in vivo zu untersuchen,
wurde die Leukozyten-Endothelinteraktion in allen Segmenten der pulmonalen

Mikrozirkulation quantitativ analysiert.
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2.2.3.2 Leukozyten-Endothel Interaktion

Vor der Interpretation und Diskussion der Ergebnisse der Leukozyten-Endothel-Interaktion
sollen zundchst die entscheidenden pathophysiologischen Mechanismen und
Konsequenzen zusammenfassend erldutert werden, die wéhrend einer Endotoxindmie zur
Margination und Adhésion neutrophiler Granulozyten in der pulmonalen Mikrozirkulation
fithren.

Gelangt Endotoxin in die systemische Zirkulation erfolgt einerseits iiber die Aktivierung
des Komplemetsystems und die Bildung der Komplementspaltprodukte C3a und C5a zum
anderen aber auch direkt eine Aktivierung von polymorphkernigen Granulozyten (179).
Andererseits kommt es nach Bindung des Lipopolysacharides mit dem LPS-
Bindungsprotein CD-14 vermittelt zur Aktivierung von Makrophagen (164). Neueste
Untersuchungen konnten zeigen, dass neben CD 14 in wahrscheinlich wichtigerem
Ausmal} der Toll-like Rezeptor 2 die Signaltransduktion vermittelt (181,182). Aktivierte
Makrophagen setzen darauf hin verschiedene Zytokine wie etwa Tumornekrosefaktor o
oder Interleukin 1 frei, welche die Aktivierung des Endothels, aber gleichzeitig ebenso die
Aktivierung der Granulozyten bewirken.

Die Stimulation der Granulozyten fiihrt initial zur Verdnderung ihrer mechanischen
Zelleigenschaften. Dieses als ,, Stiffening* bezeichnete Phdnomen ist gekennzeichnet
durch eine reduzierte Verformbarkeit, einen Anstieg des Zellvolumens sowie eine
verdnderte Zellform. Hierdurch resultiert eine Verldngerung der Passage bzw.
Verhinderung der Passage der Zellen vor allem durch die pulmonalen Kapillarsegmente
aufgrund der Diskrepanz von Granulozyten- und Kapillardurchmesser bei erhohter
Zellrigiditit und die damit verbundene initiale Sequestrierung aktivierter neutrophiler
Granulozyten in der pulmonalen Endstrombahn (35). Anders als in vielen anderen Organen
des Organismus sind nach derzeitigem wissenschaftlichen Stand bekannte
Adhisionsmolekiile, wie beispielsweise die Selektine CD 62P und CD 62L sowie die
Integrine CD11/CD18 fiir die initiale Sequestrierung der Granulozyten in den
Alveolarkapillaren von geringer Bedeutung (35,39,85). Erst nach der initial mechanisch
bedingten Sequestration der Zellen ist fiir eine ldnger als 4-7 Minuten prolongierte
Retention der Granulozyten die vorwiegend L-Selectin und CD11/CDI18 vermittelte
Adhision der Granuloztyen am kapillaren GefaBendothel erforderlich (35,39,85).

Eine Adhisionsmolekiil-mediierte prolongierte Retention bildet jedoch die wesentliche
Voraussetzung fiir die Interaktion von Granulozyten, Endothelzellen und Thrombozyten

innerhalb der pulmonalen Mikrostrombahn, da insbesondere nach der L-Selectin bzw.
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CDI11/CDI18-ICAM-1 vermittelten Zelladhdrenz entscheidende Signalkaskaden der
Zellaktivierung initiert werden (153,172,173,177). Die konsekutive Freisetzung
proteolytischer Enzyme, die Bildung freier Sauerstoffradikale und die Produktion
zahlreicher proinflammatorischer Mediatoren (Eicosanoide, NO, Interleukine, Radikale
etc.) sind fiir die anschlieBende Entwicklung des ,,Capillary leak syndroms* essentiell.

In vitro Studien konnten zeigen, dass die Adhdrenz humaner neutrophiler Granulozyten an
mit autologem Plasma beschichteten Mikrotiterplatten nach Inkubation mit Arachidonséure
in Konzentrationen ab 10uM signifikant ansteigt (11). Diese Arachidonsdurekonzentration
konnte sowohl in alten Erythrozytenkonzentraten gemessen werden, sowie zumindest
anndhernd im Plasma der Tiere, die die intravendse Infusion freier Arachidonsaure erhalten
hatten, nachgewiesen werden.

Als Ursache der verdanderten adhésiven Zelleigenschaften werden einerseits eine verstirkte
Expression der [3,-Integrine nach Inkubation mit Arachidonsdure diskutiert (10,74),
andererseits konnte gezeigt werden, dass vor allem strukturelle Konformationsdnderungen
des CDI11b/CDI18 Rezeptors die Zelladhdsion begiinstigen (55). Hierzu ist die
Proteinkinase C abhéngige intrazellulire Phosphorylierung der [3, Kette notwendig.
Proteinkinase C wiederum kann entscheidend durch Arachidonsiure aktiviert werden
(23,81,142). Hypothetisch konnte deshalb angenommen werden, dass im Rahmen des
gesteigerten Angebotes von Arachidonsdure auch in vivo eine gesteigerte Margination und
Adhision von neutrophilen Granulozyten in der pulmonalen Mikrozirkulation erfolgt, die
als wesentlicher kausaler Mechanismus zur Aggravierung des Capillary leak Syndroms
fithrt.

Sowohl in Studie II als auch Studie III lag nach 4-stiindiger Infusion der Arachidonsiure
jedoch die Zahl Endothel-adhédrenter Leukozyten nicht hoher als in fritheren an diesem
Modell durchgefiihrten Studien unter physiologischen Bedingungen (86,88,89,92).
Wihrend in Studie II ohne zusétzliche inflammatorische Stimulation sowohl periphere
Leukozytenzahl sowie die Anzahl adhédrenter Leukozyten in Arteriolen, Alveolarkapillaren
und Venolen keine Verdnderungen iiber den weiteren Infusionszeitraum von 60 Minuten
zeigten, waren in Versuchsstudie II nach Endotoxininjektion signifikante Verdnderungen
der Leukozytenkinetik zu beobachten. Unabhéngig von der Infusion der Arachidonsiure
trat in allen drei Versuchsgruppen bereits 5 Minuten nach Endotoxininjektion ein
signifikanter Abfall der peripheren Leukozytenzahl auf anndhrend 50% des
Ausgangswertes ein, intravitalmikroskopisch konnte in allen Gruppen eine Zunahme der

adhdrenten bzw. retinierten Leukozyten in Arteriolen, Alveolarkapillaren und Venolen
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beobachtet werden. In Alveolarkapillaren nahm innerhalb der ersten 5 Minuten nach
intravendser Endotoxininjektion die Anzahl permanent retinierter Leukozyten in der
Arachidonsduregruppe signifikant stirker zu als in den Kontrollgruppen, am Ende des
Beobachtungszeitraumes lag jedoch die Anzahl adhdrenter Leukozyten in allen
untersuchten Gefdflsegmenten nur noch tendenziell hoher als in den beiden weiteren
untersuchten Gruppen.

Bei der Interpretation der Resultate gilt es jedoch zu beriicksichtigen, dass neben
adhdsionsmolekiil-vermittelten Mechanismen ebenso Variationen der intravasalen
Scherkrifte das Interaktionsverhalten der Leukozyten mit dem Endothel beeinflussen. So
konnten Kiibler et. al. durch Modulation des Herzzeitvolumes und damit verbunden
unterschiedlichen  ErythrozytenflieBgeschwindigkeiten und konsekutiv  verdnderten
intravasalen Scherraten einen linearen Zusammenhang zwischen der Anzahl Endothel-
adhérenter bzw. in Kapillaren permanent retinierten Leukozyten und den Scherraten am
GefaBendothel nachweisen (86,92). Diese Untersuchungen konnten die Ergebnisse von
Martin et al. bestétigen, die mittels Indikator-Verdiinnungsmethode zeigen konnten, dass
sich die pulmonalen Leukozytensequestrierung umgekehrt proportional zum regionalen
BlutfluB verhélt (107). Bei der Betrachtung der quantifizierten Scherraten in den
Untersuchungen der Studie III wird deutlich, dass in der Arachidonsduregruppe in
Arteriolen und Venolen eine tendenziell stirkere Reduktion der Scherrate nach
Endotoxininjektion erfolgt. Es muss also davon ausgegangen werden, dass die gréfere
Zahl adhidrenter Leukozyten in der friilhen Phase teilweise auch auf die Reduktion der
intravasalen Scherraten und nicht nur auf adhisionsmolekiil-abhingige Mechanismen
zuriickzufiihren ist.

Die nur verhéltnismaBig geringen Unterschiede der intravitalmikroskopisch quantifizierten
Anzahl endothel-adhdrenter Leukozyten am Ende des Beobachtungszeitraumes werden
durch die Ergebnisse der quantifizierten Myeloperoxidaseaktivititen im Lungengewebe
bestdtigt. Auch hier zeigt sich lediglich eine tendenzielle Zunahme der
Myeloperoxidasaktivitdt in Abhédngigkeit von der Arachidonsdureinfusion bei zusétzlicher
inflammatorischer ~ Stimulation  mittels  Endotoxin, = wihrend die alleinige
Arachidonséureinfusion in Studie II keine Zunahme der Myeloperoxidaseaktivitdt und
damit der Anzahl von Granulozyten im pulmonalen Gewebe bewirkt. Dies kann Aufgrund
des Vergleichs der gemessenen Aktivititen und Angaben in der Literatur (87) gefolgert

werden.
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Zusammenfassend ldsst sich aus der Analyse der Leukozyten-Endothelinteraktion sowie
der Messung der Myeloperoxidaseaktivitit ableiten, dass entgegen den
Untersuchungsergebnissen in vitro, die Arachidonsiureinfusion in der gewihlten
Konzentration nur zu einer sehr geringen Modulation der adhdsiven Zelleigenschaften
fithrt und auch nach zusitzlicher inflammatorischer Stimulation nur eine geringe Zunahme
der Anzahl sequestrierter Leukozyten im Vergleich zur endotoxin-induzierten
Leukozytensequestration stattfindet. Andererseits konnte, wie unter 2.2.3.1 erldutert,
nachgewiesen werden, dass Arachidonsdure den endotoxin-induzierten mikrovaskuldren
Schaden erheblich aggraviert. Da die Anzahl der sequestrierten Granulozyten nur
unwesentlich veréndert ist, miissen andere Mechanismen wirksam sein, die im folgenden

Abschnitt diskutiert werden.

2.2.4  Pathophyiologische Mechanismen der Schadensaggravierung

Zwar besitzen die polymorphkernigen Granulozyten eine zentrale Bedeutung insbesondere
in der Initialphase des endotoxin-induzierten akuten Lungenschadens (169,179), jedoch ist
nicht einzig und alleine, wie die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen konnten,
die Anzahl der in der pulmonalen Mikrostrombahn sequestrierten Leukozyten
entscheidend fiir das Ausmal} des resultierenden mikrovaskuldren Endothelschadens. Es
kann daher angenommen werden, dass insbesondere in der pulmonalen Strombahn nicht
nur die Anzahl der Granulozyten, sondern vielmehr der Aktivitidt der einzelnen Zellen
selbst und der damit verbundenen Qualitdt und Quantitit der produzierten
proinflammatorischen Mediatoren eine mdglicherweise noch groere Bedeutung
beigemessen werden muss. Grundlage dieser Hypothese, bildet der bereits unter
physiologischen Bedingungen groBle Pool marginierter Leukozyten in der pulmonalen
Strombahn. Bereits 1894 konnte Bruce(28) zeigen, dass die Lunge eine weitaus groBere
Anzahl an Leukozyten als jedes andere Organ des Korpers beherbergt. Dass es sich bei den
in der Lunge sequestrierten Leukozyten in erster Linie um neutrophile Granulozyten
handelt, haben Martin et al. mittels radioaktiver Isotopenmarkierung der Zellen
nachgewiesen (107). Hierbei wurde zwischen einem zirkulierenden Neutrophilen-Pool und
einem marginierten Neutrophilen-Pool differenziert. Doerschuk et al. (36) errechneten
1987 wiederum nach Isotopenmarkierung von Granulozyten, dass der marginierte Pool
dem zirkulierenden an Grofe gleichkommt und bestitigten somit dhnliche Resultate
fritherer Untersuchungen von Peters et al. (125) und Martin et al. (107). Auch Kiibler

konnte durch Bestimmung der Myeloperoxidaseaktivitit im Lungengewebe zeigen, dass
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die GroBe des in der Lunge marginierten Granulozyten-Pools in etwa der Anzahl der
zirkulierenden Granulozyten entspricht (87).

Anders als in den tibrigen Organen des Korpers befinden sich damit, wenn auch in
zundchst inaktivem Zustand in hoher Anzahl Zellen mit groBem inflammatorischem
Potential bereits am Ort, an dem sie unter pathophysiologischen Bedingungen die
Entwicklung des mikrovaskuliren Endothelschadens bewirken. Es kann daher
angenommen werden, dass Substanzen mit primender Aktivitdt diese bereits physiologisch
sequestrierten  Granulozyten stimulieren, die dann infolge eines weiteren
inflammatorischen Stimulus, wie z.B. Endotoxin mit wesentlich gesteigerter Produktion
proinflammatorischer Mediatoren, sowie der verstirkten Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffradikalen und proteolytischen Enzymen reagieren. Dass Arachidonsdure zu den
Substanzen mit primender Aktivitidt gehort, wurde durch zahlreiche Untersuchungen in
vitro gezeigt und bereits in der vorliegenden Arbeit sowohl in der Einleitung als auch in
der Dikussion unter Punkt 1.3 ausfiihrlich erldutert. Als wohl wichtigste Wirkungen soll
nochmals die Steigerung der Respiratory Burst Aktivitdt (69) sowie die Arachidonsédure-
abhéngigige verstirkte Eicosanoidproduktion hervorgehoben werden. Auch in den
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ist als Hinweis auf einen gesteigerten
Eicosaniodstoffwechsel und damit verbunden auf die verstirkter Produktion von potent
wirksamen Prostaglandinen und Leukotrienen eine signifikant erhdhte Thromboxan B,
Konzentration im Plasma der Versuchstiere gefunden worden. Es ist bekannt, dass
insbesondere Thromboxan A, neben vasomotorischen Effekten ebenso eine starke
Aktivierung von Thrombozyten bewirkt. Andererseits ist die Produktion von Eicosanoiden
nicht nur abhédngig von der Stoffwechselaktivitit der Granulozyten selbst, sondern die
Konzentration der gebildeten Leukotriene und Prostaglandine zeigt eine Abhingigkeit vom
sogenannten transzelluliren Eicosanoidstoffwechsel, fiir den die Interaktion von
Granulozyten, Thrombozyten und Endothelzellen notwendig ist. Pfister et al. konnte
nachweisen, dass fiir die Metacholin-induzierte = Thromboxansynthese und
Vasokonstriktion in der pulmonalen Mikrozirkulation sowohl Endothelzellen als auch
Thrombozyten notwendig sind (126).

Es wurde postuliert, dass Arachidonsdure von den Endothelzellen als Folge der
Zellaktivierung freigesetzt wird, zu Endothel-adhdrenten Thrombozyten gelangt und in den
Thrombozyten durch Zyklooxygenase und Thromboxansynthase zu Thromboxan A,
metabolisiert wird (126). Dariiber hinaus konnten weitere Studien zeigen, dass stimulierte

Thrombozyten Arachidonsdure und 12-Hydroxyséduren freisetzen, die von Granulozyten
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absorbiert und entlang dem 5-Lipoxygenasestoffwechselweg weiter metabolisiert werden
(73,104). Diese kombinierte Biokonversion von Arachidonsiure resultiert in weit hheren
Leukotrienkonzentrationen als mit der Produktion der Leukotriene durch neutrophile
Granulozyten alleine erreicht werden kann.

Neben der Produktion von Eicosanoiden sind Thrombozyten ebenso an der Produktion
von reaktiven Sauerstoffradikalen beteiligt und beeinflussen durch die Freisetzung
verschiedener Mediatoren, wie z.B. Serotonin oder Plittchenfaktor 4 die Eigenschaften der
neutrophilen  Granulozyten, d.h. Chemotaxis, Adhdrenz und Phagozytose.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen konnten ausserdem nachweisen, dass
aktivierte Thrombozyten sogar noch vor Neutrophilen Granulozyten in den
Alveolarkapillaren retiniert werden und hierdurch ebenso auf die Lokalisation der
Granulozytenretention in den Alveolarkapillaren Einflufl nehmen (8).

Aufgrund dieser Zusmammenhénge konnte angenommen werden, dass neben der Aktivitit
der Granulozyten und der damit verbundenen Freisetzung inflammatorischer Mediatoren
auch Thrombozyten an der Aggravierung des mikrovaskuldren Endothelschades nicht
unerheblich beteiligt waren.

Die Rolle der Thrombozyten in der Pathophysiologie des akuten Lungenschades wird
derzeit kontrovers diskutiert (73). Bislang war es nicht moglich, die Thrombozytenkinetik
sowie die Interaktion der Blutplattchen mit Leukozyten und Endothelzellen als essentielle
Vorrausetzung der erldutertern kombinierten Produktion inflammatorischer Mediatoren, in

vivo direkt zu untersuchen.

3. Thrombozytenkinetik in der pulmonalen Mikrozirkulation

Aufgrund der unter 2.2.4 erlduterten pathophysiologischen Zusammenhinge ergab sich im
Rahmen der vorliegenden Arbeit die Motivation, ein neues experimentelles Modell zu
etablieren, um neben Leukozyten ebenso die Kinetik von Thrombozyten sowie die
Thrombozyten-Endothelinteraktion in allen Segmenten der pulmonalen Mikrozirkulation
erstmals quantitativ analysieren zu konnen. In der Literatur liegen diesbeziiglich auch
wihrend physiologischen Bedingungen keine Ergebnisse vor, so dass zunichst die Kinetik
der Blupléttchen im unstimulierten Modell untersucht und grundsitzliche Unterschiede
zwischen der Kinetik unstimulierter und aktivierter Thrombozyten in Arteriolen,

Alveolarkapillaren und Venolen charakterisiert werden muf3ten.
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3.1.1.1 Kinetik unstimulierter Thrombozyten

In Versuchsstudie IV wurde eine detaillierte Analyse der Thrombozytenkinetik in allen
Abschnitten der pulmonalen Mikrostrombahn durchgefiihrt und dabei unter
Beriicksichtigung der Mikrohdmodynamik die FlieBgeschwindigkeit und das
Interaktionsverhalten der Thrombozyten mit dem mikrovaskuldren Endothel direkt
quantitativ erfasst.

Wegen der grofleren Durchmesser der untersuchten Gefafle in Studie IV im Vergleich zu
den Studien II und III liegen auch die quantifizierten Parameter der Mikrohdmodynamik,
d.h. Erythrozytenfliefgeschwindigkeit sowie Blutvolumenfluf, in Arteriolen und Venolen
hoher als in den Studien II und III. Beziiglich der Kinetik von Thrombozyten finden sich in
der derzeitigen Literatur keine vergleichbaren Ergebnisse der FlieBgeschwindigkeit sowie
des Interaktionsverhaltens. Bisherige Untersuchungen der Thrombozytenkinetik in der
pulmonalen Strombahn verwendeten radioaktive Zellmarkierungsverfahren (38) der
Blutpldttchen oder elektronenmikroskopische morphometrische Analysen (75). Beide
Verfahren ermoglichen im Gegensatz zur intravitalen Fluoreszenzmikroskopie keine
direkte Visualisierung und quantitative Analyse der ThrombozytenflieBgeschwindigkeit
sowie eine Beobachtung der Dynamik des Interaktionsverhaltens der Thrombozyten mit
dem mikrovaskuldren Endothel.

Sowohl in Arteriolen, Alveolarkapillaren und Venolen war die in der vorliegenden Arbeit
gemessene mittlere FlieBgeschwindigkeit der unstimulierten Thromboyzten nahezu
identisch mit der quantifizierten mittleren ErythrozytenflieBgeschwindigkeit. Entlang aller
mikrovaskuldrer Segmente konnte eine signifikante Korrelation zwischen Erythrozyten-
und ThrombozytenflieBgeschwindigkeit nachgewiesen werden. Aus der Steigung der
Korrelationsgeraden  (Abb. 35) von anndhrend 1 sowie der relativen
ThrombozytenflieBgeschwindigkeit von 1 kann gefolgert werden, dass sich die
Geschwindigkeitsprofile von Thrombozyten und Erythrozyten in pulmonalen Arteriolen,
Alveolarkapillaren und Venolen unter physiologischen Bedingungen nicht unterscheiden.
In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen hatten auch Tangelder et al. gezeigt (166),
dass die Geschwindigkeitsprofile von Thrombozyten und Erythrozyten in mesenterialen
Arteriolen des Kaninchens mit einem Durchmesser zwischen 17 und 32pum nicht
differieren.

Den Untersuchungen von Tangelder et al. zu Folge ist die Konzentration von
Thrombozyten nahe der GefiBwand in Arteriolen signifikant hoher als in Venolen.

Entsprechend  konnte  gezeigt ~werden, dass in Venolen die mittlere
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Thrombozytenkonzentration im Zentralstrom hoher ist als im Randstrom (166). Bei
Annahme eines parabolischen Geschwindigkeitprofils innerhalb eines MikrogefdBBes mul3
als Konequenz dieser Ergebnisse eine langsamere ThrombozytenflieBgeschwindigkeit in
Arteriolen im Vergleich zu Venolen angenommen werden. In den Untersuchungen der
vorliegenden  Arbeit konnte dies nicht Dbestitigt werden, da sich die
ThrombozytenflieBgeschwindigkeiten in Arteriolen und Venolen nicht voneinander
unterschieden.

Durch Verwendung von ex vivo radioaktiv-markierten Thrombozyten untersuchten
Doerschuk et al. das Verhalten von Thrombozyten wéhrend ihrer Passage durch den
Pulmonalkreislauf. Bei zentralvendser Injektion lag nach 10 miniitiger Zirkulation der
Anteil der in der pulmonalen Strombahn retinierten Blutpldttchen in diesen
Untersuchungen bei 3% (38). Aus den Ergebnissen kann gefolgert werden, dass in der
Lunge nur eine sehr geringe Retention unstimulierter Thrombozyten erfolgt. In
Ubereinstimmung mit diesen Resultaten konnte auch in der vorliegenden Arbeit keine
wesentliche Margination von Thrombozyten in der pulmonalen Mikrozirkulation
beobachtet werden. Nach Injektion unstimulierter Thrombozyten konnten in Arteriolen
keine adhédrenten Thrombozyten am mikrovaskuldren Endothel beobachtet werden,
wihrend in Alveolarkapillaren und Venolen eine sehr geringe Anzahl der Thrombozyten
mit dem Endothel interagierte. Das Verhalten von Thrombozyten in der pulmonalen
Mikrostrombahn unterscheidet sich damit grundlegend von Leukozyten, die bereits unter
physiologischen Bedingungen in Arteriolen, Alveolarkapillaren und Venolen marginieren
(35,36,77,86,87). Im Gegensatz zu Thrombozyten resultiert hieraus der bereits unter
physiologischen Bedingungen gro3e Pool marginierter Leukozyten innerhalb der Lunge.
Es wire daher nicht nur eine Interaktion der Thrombozyten mit Endothelzellen, sondern
ebenso eine Interaktion der Thrombozyten mit den sequestrierten Leukozyten vorstellbar.
Dennoch passieren unstimulierte Thrombozyten, vergleichbar den Erythrozyten alle
Segmente der pulmonalen Mikrostrombahn ohne wesentliche Interaktion mit Leukozyten

oder Endothelzellen und damit verbundener Margination.

3.1.1.2  Kinetik thrombin-aktivierter Thrombozyten
Um grundlegende Unterschiede zwischen der Kinetik unstimulierter Thrombozyten und
aktivierten Thrombozyten in dem erstmals verwendten Modell zu charakterisieren, sowie

die Lokalisation der Thrombozytensequestrierung zu kliaren, wurden fluoreszenz-markierte
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Thrombozyten ex vivo mittels Thrombin stimuliert und die Kinetik der Zellen nach
Reinjektion untersucht.

Thrombin gilt als eine multifunktionelle Protease, die an Lokalisationen eines
Gefallschadens produziert wird und als potenter Stimulus fiir Thrombozyten gilt. Werden
Thrombozyten mit Thrombin aktiviert resultiert eine Verédnderung der Plittchenform, eine
Thrombozytenaggregation sowie eine Freisetzung der thrombozytidren Granula (24). Die
intrazelluldre Signaltransduktion nach Thrombinstimulation umfasst die Aktivierung des
Thrombin-Rezeptor assoziierten GTP-bindenden Proteins und die nachfolgende
Stimulation von Phospholipase C und Phospholipase A, (96). Phospholipase C bewirkt die
hydrolytische Spaltung von Inositolphospholipiden. Als entscheidende Produkte entstehen
1,2-Diacylglycerol und Inositol 1,4,5-Triphosphat, die zu einer raschen Mobilisation von
Calzium aus den Plattchentubuli in das Zytosol der Zellen fiithren. Als Konsequenz
resultiert ein Verschmelzen der a-Granula mit der Plasmamembran und damit verbunden
die Freisetzung diverser Proteine und verschiedener Koagulationsfaktoren (Fibrinogen,
von Willebrandfaktor, Faktor V, Fibronectin). Wird dariiber hinaus die innere Oberflache
der Granula nach auflen prisentiert, erfolgt eine schnelle Mobilisation des Selektins GMP
140 (CD 62), das als integrales Membranprotein die Interaktion von Thrombozyten mit
Leukozyten und Endothelzellen ermdoglichen kann (25). Ferner bewirkt Thrombin eine
strukturelle Verdnderung der thrombozytiren Membranintegrine wie beispielsweise von
Glykoprotein IIb-1lla. Die Konformationsdnderung des Rezeptors bewirkt die Bindung von
l6slichem Fibrinogen, Vitronectin oder von Willebrandfaktor und ermdglicht die
Aggregation der Thrombozyten (25).

In der vorliegenden Arbeit konnten sowohl wesentlich verstirkte Thrombozyten-
Endothelinteraktionen als auch Thrombozytenaggregation innerhalb der pulmonalen
Mikrostrombahn nach der Injektion thrombin-aktivierter Thrombozyten beobachtet
werden. Sowohl die gemessenen Parameter der Makrohdmodynamik als auch der
Mikrohdmodynamik und die berechneten intravasalen Scherraten blieben nach Injektion
der aktivierten Thrombozyten unverdndert. Scherkraftabhingige Mechanismen als
mogliche Ursache der verstirkten Thrombozyten-Endothelinteraktion koénnen daher
ausgeschlossen werden. Als Ursache sind adhidsionsmolekiil-abhéngige Mechanismen
wahrscheinlicher, die eher auf strukturelle Verdnderungen sowie eine quantitativ
gesteigerte Présentation der thrombozyten Adhidsionsmolekiile zuriickgefiihrt werden
miissen, da die Thrombozytenaktivierung in vitro erfolgte und das pulmonalvaskuldre

Endothel damit keiner zusétzlichen proaggregatorischen Stimulation ausgesetzt war.
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Die Adhédrenz der Thrombozyten am Endothel war in den vorliegenden Untersuchungen in
Venolen stirker ausgeprigt als in Arteriolen, wihrend die in Arteriolen und Venolen
quantifizierten Scherraten anndhrend identisch waren. FEine Erkldrung fiir das
unterschiedliche Adhédrenzverhalten in Arteriolen und Venolen konnte deshalb in
unterschiedlichen Eigenschaften der Endotheloberfliche -insbesondere der Glycokalyx -
liegen. Perry und Granger (124) konnten eine niedrigere Dichte von Immunglobulin-
Adhisionsmolekiilen auf dem arterioldren Endothel im Vergleich zu venoldrem Endothel
in 25-35um grofen Mikrogefilen des Katzenmesenteriums nachweisen. In einigen
Organen des systemischen Kreislaufs wird zudem P-Selektin insbesondere vom venulédren
Endothel exprimiert. Massberg et al. konnten nachweisen, dass das endotheliale P-Selektin
eine entscheidende Rolle bei der Thrombozytenadhdrenz in postischdmischen
MikrogefdaBBen des Mesenteriums der Maus spielt (108), jedoch findet nach
Ischdmie/Reperfusion in diesen Untersuchungen eine stirkere Thrombozytenadhdrenz in
Arteriolen als in Veolen statt. In der Endothelzelle wird P-Selektin gemeinsam mit dem
von Willebrand-Faktor gespeichert (110). In der pulmonalen Mikrostrombahn wurde von
Willebrand-Faktor insbesondere in pulmonalen Venolen und nur in geringem Ausmall in
Arteriolen, nicht dagegen in Alveolarkapillaren nachgewiesen (152). Hieraus kann auch in
der Lunge auf eine bevorzugte venoldre Expression von P-Selektin geschlossen werden
und damit die mogliche Ursache fiir eine gesteigerte Thrombozytenadhédrenz in Venolen
darstellen.

Andererseits muss in diesem Zusammenhang auch der pulmonal marginierte
Leukzytenpool diskutiert werden. Kiibler et al. (88) konnten durch den Vergleich von
Arteriolen und Venolen mit einem Durchmesser zwischen 14 und 33um bzw. 11 und
29um zeigen, dass die Anzahl Endothel-adhédrenter Leukozyten in Venolen die Anzahl der
Endothel-adhdrenten Leukozyten in Arteriolen anndhernd um den Faktor 3,5 {ibersteigt. Es
wire daher vorstellbar, dass ebenso die verstirkte Interaktion zwischen Leukozyten und
aktivierten ~Thrombozyten, beispielsweise P-Selektin  vermittelt, zunéchst die
Geschwindigkeit der Thrombozyten reduziert und hierdurch die Margination und Adhédsion
aktivierter Thrombozyten vor allem am venoldren Endothel begiinstigt wird.

Der groffte Teil der Thrombozytensequestrierung erfolgt jedoch innerhalb der
Alveolarkapillaren, insbesondere deshalb, weil die gesamte GefdBoberfliche der
Kapillaren die Gesamtoberfliche der Arteriolen und Venolen ca. um das 45-fache tibertriftt

(76,154).
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Die kausalen Mechanismen, die der Akkumulation von aktivierten Thrombozyten in den
kapillaren Netzwerken der Alveolen zugrunde liegen, sind nach wie vor unbekannt.
Wihrend Leukozyten in den Alveolarkapillaren sowohl mechanisch aufgrund der
Diskrepanz von Zell- und Kapillardurchmesser sowie moglicherweise zusdtzlich durch
Fucoidin-sensitive Interaktionen der Leukozyten mit dem Kapillarendothel retiniert werden
(35,37,89), verbietet sich die Ubertragung dieser Mechanismen auf die Thrombozyten.
Wihrend Thrombozyten kleine, diskoide Zellen mit einem mittleren Durchmesser von 2-
3um darstellen, kénnen fiir einen mittleren Kapillardurchmesser in der pulmonalen
Mikrostrombahn 5,78 um (67) angenommen werden. Im Gegensatz zur Retention von
Leukozyten erscheinen mechanische Ursachen als Grund der Thrombozytensequestrierung
in den Kapillaren daher unwahrscheinlich und es miissen flir die Thrombozytenretention in
den Alveolarkapillaren adhdsionsmolekiil-mediierte Mechanismen postuliert werden.

Mit Hilfe des im Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierten Modells erscheint es moglich
-insbesondere unter pathophysiologischen Bedingungen- die Rolle der Thrombozyten
sowie die Mechanismen der Thrombozyten/Endothel-Interaktion sowie der
Thrombozyten/Leukozyten-Interaktion zu untersuchen. Ferner kann in nachfolgenden
Studien gekliart werden, in wie weit die Infusion freier Arachidonsdure und die damit
verbundene verstirkte Produktion von Thromboxan B, mit einer gesteigerten Adhésion
von Thrombozyten in der pulmonalen Strombahn einhergeht und dadurch neben
Granulozyten mdoglicherweise auch Thrombozyten an der Aggravierung des endotoxin-

induzierten Schadens durch Arachidonsiure beteiligt sind.
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4. Konsequenzen der Untersuchungsergebnisse

AbschlieBend muB3 diskutiert werden, welche Riickschliisse und mogliche Konsequenzen
aus den Untersuchungsergebnissen der vorliegenden Arbeit in Bezug auf die eingans
erlduterte klinische Problematik gezogen werden konnen. In ca. 5% der Fille treten im
Rahmen einer Bluttransfusion unerwiinschte Nebenwirkungen auf, die aufgrund
anaphylaktischer ~ Reaktionen aber auch durch induziertes  Organversagen
lebensbedrohliche Ausmaf3e annehmen kdnnen.

Insbesondere bei der Behandlung kritisch kranker Patienten mit Blutprodukten bestehen
des weiteren kontroverse Diskussionen beziiglich der bestmdglichen und risikodrmsten
Transfusionsstrategie. Die Transfusion von Blut gilt als unabhéngiger Risikofaktor fiir die
Entwicklung eines Multiorganversganes nach schwerem Trauma (114), klinische Studien
konnten dariiber hinaus zeigen, dass das Alter der transfundierten Blutprodukte
moglicherweise EinfluB auf die Mortalitit septischer Patienten (131) sowie die
Entwicklung eines posttraumatischen Multiorganversagens (184) besitzt. Als Kausalfaktor
insbesondere des transfuionsassoziierten akuten Lungenversagens postulierten frithere
Studien vor allem HLA- bzw. gegen Granulozyten gerichtete Antikorper, die auch
komplement-vermittelt zur Aktivierung und Sequestrierung von Leukozyten in der
pulmonalen Strombahn und damit zur Entwicklung eines ,, Capillary leak syndroms*“
fithren konnen. Obwohl diese Organkomplikationen mit der Transfusion dieser Antikorper
zumindest teilweise assoziiert werden konnen, bleiben die pathophysiologischen
Zusammenhdnge dennoch weiterhin ungeklirt, da in zahlreichen Fillen keine dieser
Antikorper nachgewiesen werden konnen oder keine Kreuzreaktivitit mit den Antigenen
des Empfingers besteht.

Durch  die  quantitative = Analyse  mehrfach  ungesittigter  Fettsduren in
Erythrozytenkonzentraten wurde in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen, dass die stark
proinflammatorische mehrfach ungesittigte freie Fettsdure Arachidonsdure in
Erythrozytenkonzentraten in Abhéngigkeit der Konservierungszeit akkumuliert. Da
Arachidonséure in vitro die Respiratory burst Aktivitit der Granulozyten steigert und im
tierexperimentellen Modell eine Aggravierung des akuten Lungenschadens durch Infusion
freier  Arachidonsdure wéhrend systemischer Inflammation hervorruft, muf
Arachidonséure als potentieller Mediator betrachtet werden, der an der Entwicklung eines

Transfusions-assozierten Lungenversagens beteilgt ist.
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Es kann derzeit nicht ausgeschlossen werden, dass ein Organschaden erheblich aggraviert
oder induziert wird, wenn insbesondere alte Erythrozytenkonzentrate in groferer Anzahl
und damit verbunden freie Arachidonsdure in biologisch relevanten Konzentrationen dem
Patienten transfundiert werden. Dies scheint jedoch, wie aus dem Vergleich der
tierexpermentellen Studien II und III abgeleitet werden kann, gerade dann von hoher
Relevanz zu sein, wenn ein zusétzlicher inflammatorischer Stimulus vorliegt.
Transfundierte freie Arachidonsdure konnte daher einen der beiden wesentlichen Stimuli
im Rahemen eines ,,Two Hit*“ Modells darstellen, dass die Induktion eines Organschadens
bei Patienten mit systemischer Inflammation erkldren kann. Dennoch muss zum jetzigen
Zeitpunkt gefordert werden, insbesondere bei der Transfusionsstrategie zur Behandlung
kritisch kranker Patienten auch das Alter der Blutkonserven zu beriicksichtigen. Vor allem
bei Patienten mit systemischer Inflammation sollte auf die Transfusion alter
Erythrozytenkonzentrate unbedingt verzichtet werden und vorwiegend so frisch wie
mogliche Konzentrate zur Therapie verwendet werden.

Unabhédngig von der Bluttransfusion und damit verbundenen mdglichen
Organkomplikationen, konnen dariiber hinaus pathophysiologische Uberlegungen zur
Entwicklung eines endotoxin-induzierten akuten Lungenschadens insbesondere aus den
Ergebnissen der Studie III abgeleitet werden. Es konnte nachgewiesen werden, dass freie
Arachidonsdure gewisseremallen eine ,,Katalysatorfunktion® bei der Entwicklung des
Endotoxin-induzierten Lungenschadens darstellt. Arachidonsdure wird auch unabhingig
von einer mdglichen exogenen Zufuhr endogen im Rahmen kataboler
Stoffwechselvorginge im Organismus wihrend systemischer Inflammation freigesetzt.
Hohe Arachidonsdurekonzentrationen im Plasma kritisch kranker Pantienten kdnnten einen
pradisponierenden Faktor fiir die Entwicklung eines akuten Lungschandens wihrend
gramnegativer Sepsis darstellen. Die quantitative Bestimmung freier Arachidonsdure
wiirde damit - neben anderen Parametern - eine mogliche prognostische Aussagekraft
beziiglich der Entwicklung von Organkomplikationen besitzen. Die Relevanz dieser
hypotetischen Uberlegungen sollte in weiterfiihrenden klinischen Studien iiberpriift

werden.
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V. Zusammenfassung

In klinischen Studien konnte eine Assoziation zwischen dem Alter transfundierter
Erythrozytenkonzentrate und der Mortalitdt septischer Patienten sowie der Entwicklung
eines  posttraumatischen =~ Multiorganversagens  nachgewiesen = werden.  Eine
pathophysiologische  Schliisselstellung nimmt hierbei der transfusions-assozierte
Lungenschaden ein, dessen Pathophogenese nach wie vor nur véllig unzureichend geklart
ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, systematisch experimentell zu untersuchen, ob in
diesem Zusammenhang mehrfach ungesittigte freie Fettsduren als Mediatoren von
pathophysiologischer Bedeutung sind. Zunichst wurden deshalb im zellfreien Uberstand
von Erythrozytenkonzentraten, die nach klinischen Routineverfahren hergestellt wurden,
sowohl nach 1,5-tdgiger als auch nach 35-tdgiger Konservierungszeit die Konzentrationen
von gesittigten sowie von einfach- und mehrfachungesittigten freien Fettsduren mittels
gaschromatographischem Analyseverfahren quantitativ gemessen. Die wesentlichen

Ergebnisse waren:

1. Die Konzentration freier Fettsduren steigt in Erythrozytenkonzentraten in
Abhingigkeit der Konservierungszeit signifikant an.

2. Die proinflammatorische @Wo6-Fettsdure Arachidonsdure zeigt im Vergleich zu
allen andern Fettsduren den stirksten Konzentrationsanstieg; ihre Konzentration
iibertrifft die physiologische humane Plasmakonzentration um den Faktor 3,2.

3. Die Arachidonsdurekonzentration ist ausreichend, um in vitro die Produktion von

Sauerstoffradikalen durch humane Granulozyten zu stimulieren.

Anschlieend wurde eine mogliche pathophysiologische Bedeutung von Arachidonsédure
hinsichtlich der Manifestation eines akuten Lungenschadens in vivo in Weissen
Neuseeldnder Kaninchen untersucht. Hierbei wurden neben Parametern der
Makrohdmodynamik sowie des Gasaustausches durch Implantation eines Thoraxfensters in
Kombination mit intravitaler Fluoreszenzmikroskopie ebenso Verdnderungen der
pulmonalen Mikrohdimodynamik sowie der pulmonalen Leukozyten-Endothelinteraktion

analysiert.
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In zwei experimentellen Studien wurden die Wirkung der Arachidonsiure per se und
Effekte der Arachidonsdure wihrend zusdtzlicher experimenteller Endotoxindmie
untersucht. Die Ergebnisse konnen wie folgt zusammengefasst werden:

1. Ein erhohtes Angebot von Arachidonsédure alleine bewirkt keine Verdnderungen
der  Makrohdmodynamik, = des  Gasaustausches, = der  pulmonalen
Mikrohdmodynamik sowie der Leukozytensequestrierung in der pulmonalen
Mikrostrombahn.

2. Ein gesteigertes Angebot von Arachidonsdure wihrend einer zusétzlichen
proinflammatorischen Stimulation durch Endotoxin fiihrt dagegen zu:

- Verstirkung der arteriellen Hypotension

- Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie

- Steigerung der Produktion von Thromboxan A,

- Aggravierung des mikrovaskuldren pulmonalen Endothelschadens

- Verstirkung der interstitiellen Odementwicklung

- nur geringgradige Zunahme der endotoxin-induzierten pulmonalen

Leukozytensequestrierung.

In der vorliegenden Arbeit wurde damit erstmals gezeigt, dass freie Arachidonsédure in
Abhidngigkeit der Konservierungszeit in Erythrozytenkonzentraten akkumuliert. Im
Rahmen einer Massivtransfusion unter Verwendung alter Erythrozytenkonzentrate, kann
dies zu einem gesteigerten Angebot an Arachidonsiure im Organsimus fithren, das, wie in
den tierexperimentellen Studien gezeigt werden konnte, zur Entwicklung eines akuten
Lungenschadens wihrend systemischer Inflammation pradestiniert.
Um die pathophysiologische Bedeutung von Thrombozyten in diesem speziellen
Zusammenhang, sowie allgemein wéhrend der Initilaphase eines akuten Lungenschadens,
detailiert in vivo in weiterfilhrenden Studien untersuchen zu konnen, wurde das
experimentelle Modell erweitert und erstmals in vivo eine quantitative Analyse der
Thrombozytenkinetik und Thrombozyten/Endothel-Interaktion in allen Segmenten der
pulmonalen Mikrozirkulation durchgefiihrt. Aus den Ergebnissen der Studie konnen
folgende Schliisse gezogen werden:
1. Unstimulierte Thrombozyten zeigen wéhrend ihrer Passage durch die
pulmonale Mikrozirkulation in Arteriolen, Alveolarkapillaren und Venolen
ein den Erythrozyten dhnliches FlieBverhalten. Eine wesentliche Interaktion

der Thrombozyten mit dem GefdBendothel bzw. eine Margination von
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Thrombozyten &hnlich den Leukozyten findet ohne inflammatorische
Stimulation nicht statt.

2. Als Folge ihrer Margination und Interaktion mit dem Gefa8endothel ist die
FlieBgeschwindigkeit aktivierter Thrombozyten in allen Segmenten der
pulmonalen Strombahn reduziert. Aktivierte Thrombozyten werden vor
allem in Alveolarkapillaren retiniert, zeigen jedoch ebenso eine gesteigerte
Adhérenz vor allem am venoldren in geringerem Ausmass aber auch am
arterioldren Gefallendothel.

Das FlieBverhalten unstimulierter Thrombozyten und aktivierter Thrombozyten wurde
damit in dieser Arbeit in der pulmonalen Strombahn erstmals direkt in vivo charakterisiert
und bildet die Grundlage weiterfiihrender Studien, die die Mechanismen der
Thrombozyten/Endothel-Interaktion in der pulmonalen Mikrozirkulation sowie die
pathophysiologische Bedeutung von Blutplédttchen wéhrend der Entwicklung eines akuten

Lungenschades untersuchen konnen.
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