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'HERR, du erforschest mich und kennest mich.

?Ich sitze oder stehe auf, so wei3t du es, du verkss
meine Gedanken von ferne.

3Ich gehe oder liege, so bist du um mich und siehst
alle meine Wege.

“Denn siehe, es ist kein Wort auf meiner Zunge, dass
du HERR nicht schon wul3test.

®\on allen Seiten umgibst du mich und halst deine
Hand tber mir.

®Diese Erkenntnis ist mir zu wunderbar und zu hoch
—ich kann sie nicht begreifen.

"Wohin soll ich gehen vor deinem Geist und wohin
soll ich fliehen vor deinem Angesicht?

8Fihre ich gen Himmel, so bist du da; bettete ich
mich bei den Toten, siehe, so bist du auch da.
®Nahme ich Fliigel der Morgenréte und bliebe am
aulRersten Meer,%so wiirde auch dort deine Hand
mich fuhren und deine Rechte mich halten.
YSprache ich: Finsternis mége mich decken und
Nacht statt Licht um mich sein —

1250 ware auch Finsternis nicht finster bei dir, und
die Nacht leuchtete wie der Tag.

Finsternis ist wie das Licht.

3Denn du hast meine Nieren bereitet und hast mich
gebildet im Mutterleibe.

“Ich danke dir dafiir, dass ich auf eine erstaunliche
ausgezeichnete Weise gemacht bin. Wunderbar sind
deine Werke und meine Seele erkennt es sehr wohl.
%Es war dir mein Gebein nicht verborgen, als ich im
Verborgenen gemacht wurde, als ich gebildet wurde
unten in der Erde.

®Deine Augen sahen mich, als ich noch nicht bereitet
war, und alle Tage waren in dein Buch geschrieben,
die noch werden sollten und von denen keiner da war
Y"Aber wie schwer sind fiir mich, Gott, deine
Gedanken! Wie ist ihre Summe so grof3!

Bwollte ich sie zahlen, so waren sie mehr als der
Sand: Am Ende bin ich noch immer bei dir. [...]
ZErforsche mich, Gott, und erkenne mein Herz;
prufe mich und erkenne, wie ich “s meine.

4Und sieh, ob ich auf bdsem Wege bin, und leite mich
auf ewigem Wege.

Psalm 139

(nach Martin Luther)
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1 EINLEITUNG
1.1 Klinische Bedeutung des akuten Lungenschadens

Die Krankheitsbilder Acute Lung Injury (ALI) und , Acute Respiratory Distress Syndrdme
(ARDS) sind zwei klinische Erscheinungsformen dest @insetzenden Lungenschadens, im
folgenden ALI bezeichnet, die sich per definitionemihrem Schweregrad unterscheiden.
Erstmalig wurde diese akut auftretende, inflammstbie Erkrankung der Lunge 1967 von
Ashbaugh et al. beschrieben (15).

Sie ist gekennzeichnet durch ein generalisiertesdtitielles und alveolares Odem, welches
eine akute Verschlechterung des Gasaustauschedenriduingenmechanik bedingt. Zu den
auslosenden Faktoren gehdren zum einen direktedemgen der Lunge wie Pneumonien,
Aspiration von saurem Mageninhalt, maschinelle Begtg mit hohen Dricken und
Inhalationstraumen durch Inhalation von Rauch ogifiigen Gasen, zum anderen auch
indirekte Schéadigungen wie z.B. Sepsis, Masserfuasimmien oder jede Art von Schock
(226). Von den erwahnten Faktoren birgt die Sepdeés hochste Risiko fur das

Zustandekommen eines ALI (100).

Die Inzidenz des ALI variiert in der Literatur jeach Einschlusskriterien, Land und
Studiendesign zwischen 3-80/100 000 pro Jahr (B39,Auf Intensivstationen sind 16-18%
aller beatmeten Patienten davon betroffen (1283. iDiensivmedizinische Betreuung dieser
Patienten ist zeit- und kostenaufwendig. Die L&ialles ALI variiert zwischen 30-55% (201)
und ist damit in den letzten 30 Jahren von ursgi€éim@0% nicht zufriedenstellend zurtick
gegangen (159). An Bedeutung gewonnen hat diesaskHKeitsbild durch die 2002/03 in
Asien epidemisch aufgetretenen Félle von SARS gvé& Acute Respiratory Syndrdine
eine hoch ansteckende Erkrankung mit erheblicherbiidat und Letalitat. Ausgelost wird
SARS durch einen Coronavirus, der von infizierteerdn auf den Menschen Ubertragbar ist
und im Endstadium einen rasch fortschreitenden &lslésen kann, welcher fur die hohe
Letalitat mitverantwortlich ist (202). Bis zum Ender Epidemie Mitte Juni 2003 waren

weltweit 8.445 Menschen erkrankt und 812 darantwdrsn.

Das klinische Vollbild eines ALI &uf3ert sich in efrBeeintrachtigung des Gasaustausches im
Sinne einer respiratorischen GlobalinsuffizienneEmaschinelle Beatmung des Patienten ist

meist unumganglich. Kommt es aufgrund eines schwé&mankheitsverlaufes zu langeren



Beatmungszeiten, erhoht dies zuséatzlich das Reiker nosokomialen Pneumonie mit allen
negativen Folgen bezlglich Morbiditat und Letalftéatden Patienten.

Ein weiteres Problem stellen die Defektheilungendar Lunge dar, zu denen es nach
Uberwinden der akuten Krankheitsphase kommen kand welche zu erheblichen

Einschrankungen der Gesundheit und der Lebensgualdr betroffenen Patienten fiihren
(138). Eine zufriedenstellende Therapie dieses Kraisbildes ist bislang noch nicht

verfugbar. Diese sollte idealerweise einfach dunéiizren, effektiv, nebenwirkungsarm

sowie kostengunstig sein.

1.2 Definition und Pathogenese des ALl

Gemal} der Definition der Amerikanisch-Europaisckemsensus Konferenz aus dem Jahr
2000 (7) liegt ein ALI/ARDS vor, wenn der Krankrsbeginn akut einsetzt, im Rontgen—
Thorax bilaterale Infiltrate der Lunge nachweisbsind, der Verschlussdruck der
Pulmonalarterie nicht Gber 18 mmHg liegt und kekimischen Anhaltspunkte fir eine
linksventrikulare Hypertension vorliegen. Beide ikheitsbilder unterscheiden sich klinisch
per definitionem lediglich im Verhaltnis von ar@ier Sauerstoffsattigung (paO zu
inspiratorischer Sauerstoff Konzentration (BlQlem Horrowitz-Quotienten: fur den ALI gilt
ein Quotient kleiner gleich 300 torr, fir das ARKI8iner gleich 200 torr (7).

Der akute Beginn des ALI ist gekennzeichnet durch proteinreiches, hamorrhagisches
Odem, welches sich sowohl interstitiell als auckealar manifestiert. Die Ursache liegt in
der Schadigung der alveolar—kapillaren Barriergiche vom Endothel der Lungenkapillaren
und dem Epithel der Alveolen gebildet wird (225).
Durch den Untergang von Pneumozyten des Typ | nind@t von ihnen gebildete
Surfactantgehalt in den Alveolen ab, der Elektenhgtausch ist beeintrachtigt und das
Ubertreten proteinreicher Flussigkeit in die Ah@olwird begiinstigt. Durch Prézipitation
von Proteinen aus der Odemfliissigkeit bilden sictraalveolar sogenannte hyaline
Membranen aus (225). An dem geschadigten Kapilkrtrel adharieren neutrophile
Granulozyten und wandern in die Alveolen ein. Qésdige Alveolarmakrophagen werden
aktiviert und unterhalten die aufflammende Entzingduweaktion ihrerseits durch die
Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine.
Schreitet der Krankheitsprozess weiter fort, konestdurch einwandernde Fibroblasten zu
kollagenhaltigen Umbauprozessen, die zu einer kutig von Intima, Endothel und Epithel
fuhren. Dies bedingt eine starke Verengung der éil bis hin zur totalen Obliteration
2



(209). Der Gasaustausch in den betroffenen Areatestark behindert und als Konsequenz

daraus entwickelt sich beim Patienten eine scharegielle Hypoxamie.

Der Genese des ALl liegt eine pathologische Ub&rssbnde Entziindungsreaktion der Lunge

zugrunde. Dabei spielen in der Lunge selbst syisieege Entzindungsmediatoren,

sogenannte pro-inflammatorische Zytokine eine Sddliolle. In der Broncho-alveolaren

Lavage (BAL) von ALI-Patienten konnten erhtéhte Kentzationen dieser Zytokine (wie
Tumornekrosefaktoe= (TNF-o) (9,133,141,142), Interleukin-13 (IL-1) (205,21%nd
Interleukin-6 (IL-6) (134,142) nachgewiesen werdearallel dazu sind die physiologischen

Gegenspieler dieser Zytokine mit anti-inflammatchesr Wirkung (wie Interleukin-10 (IL-
10), l6slicher TNFe-Rezeptor (TNFSRP) (215) und Interleukin-1-Rezepttagonist (IRAP)

(54,73)) erniedrigt.

Unter den pro-inflammatorischen  Zytokinen, welchelr f die Uberschiessende

Entzindungsreaktion des ALl verantwortlich sindhmen die genannten Zytokine eine

Schlusselrolle ein und sind daher im folgenden @Gsged der vorliegenden

Untersuchungen.

Abb. 1 Pathogenese des ALl
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1.3 Konventionelle und antiinflammatorische Therapeansatze des ALl

Wahrend innovative Anséatze zur Behandlung des Aedéhstand intensiver Forschung sind,
beschrankt sich die klinische Behandlung der Altidtden derzeit immer noch auf
konventionelle Therapieformen:

Dazu gehort eine lungenprotektive Beatmung mit holi&equenzen und niedrigen
Tidalvolumina (6 ml/kg KG), wodurch die Letalitéase der ALI-Patienten im Vergleich zu
einem herkdbmmlichen Beatmungskonzept mit niedrigémequenzen und hohen
Tidalvolumina (12-15 ml/kg KG) signifikant gesenkterden konnte (2). Neben dem
etablierten Konzept der inneren Schienung der Ategewvdurch eine Beatmung mittels
.Positive End-Expiratory Pressure{PEEP) zur Prophylaxe von Atelektasenbildung, wurd
auch eine Substitution von Surfactant untersudbtjetioch nur bei Sauglingen und Kindern
zur Senkung der Letalitat des ALI fuhrte (126,23@ght jedoch bei Erwachsenen (8,12).
Eine zusatzliche supportive Malinahme stellt diedgmtung der ALI-Patienten von Ricken-
in Bauchlage dar, welche in manchen Studien einebdsserung des Gasaustausches
bewirkte (69,132) und in einer Vielzahl von Klintkgum Einsatz kommit.

Bei den aktuellen experimentellen TherapieansétmemBehandlung des ALI handelte es sich
vor allem um antiinflammatorische und vasodilatigtdre Substanzen, die zur Erprobung
kamen. Zu den getesteten Vasodilatatoren gehomestagtandin E1 (4), Prostazyklin (184),
Hydralazin (25) und Nitroprussid-Natrium (180) sewiinhalativ verabreichtes
Stickstoffmonoxid (45). Trotz Teilerfolgen brachiéslang keine dieser Substanzen einen
durchschlagenden klinischen Erfolg. Lediglich dudib intravendse Gabe von aktiviertem
Protein-C (APC) konnte eine Senkung der Letaliggitischer Patienten erziehlt werden (23),
was Eingang in die klinische Praxis gefunden hat aoch Patienten zugute kommt, die

aufgrund einer Sepsis einen ALI entwickeln.

Neben den erwahnten Therapieansatzen bemihte ambesider Behandlung des ALI schon
frihzeitig um eine wirkungsvolle Hemmung der tUbbkisBenden Inflammationsreaktion der
Lunge. Interessanterweise konnte durch den systlems Einsatz der gebrauchlichsten
antiinflammatorischen Medikamentengruppe, den Glokitkoiden, keine Verbesserung des
Krankheitsverlaufs erzielt werden. Weder die préivenGabe noch der Einsatz in der akuten
Phase des ALI konnte das Uberleben der Patientbessern (22,127).

Die zentrale Rolle der proinflammatorischen Zytekinm Entstehungsprozess des ALl

erkennend, galten viele Bemiuhungen der selektivertkBde dieser Faktoren. Klinische



Erprobung fand die Antagonisierung von IL-13 (63,64d TNFe (6,62). Diese Zytokine
gelten neben IL-6 und IL-8 als Hauptfaktoren delnmnalen Entziindungsreaktion des ALI
(17,71,182,205,234). Viele dieser Anséatze lieferien Tierexperiment vielversprechende
Ergebnisse, konnten bei klinischer Erprobung diegRose der ALI-Patienten jedoch nicht
verbessern (8,58). Griinde fur das Versagen deeltig&mn Therapieansétze liegen womaglich
in der Schwierigkeit, das Krankheitsbild ausreichéruh zu diagnostizieren, sowie in der
komplexen, multifaktoriellen Pathogenese der zudeutiegenden Inflammationsreaktion
(78).

Auf der Suche nach innovativen TherapieansatzerBetwandlung dieses Krankheitsbildes
fanden auch Lokalanasthetika (LA) Beriicksichtigupgit den 90er Jahren ist ihre hemmende
Wirkung auf aktivierte humane Leukozyten und Makragen bekannt. Dies zeigte sichinn
vitro Untersuchungen an mit LA inkubierten immunkomptgarZellen (97,146), als auch in
tierexperimentellen Modellen des ALLI, in denen escl intravends gegebenes Lidocain zu
einer Abschwachung des Krankheitsausmafies kam2@§3In dem Malie, in dem man die
anti-inflammatorischen Wirkungen von LA zu verstehgegann, fanden diese zunehmend
Eingang in die experimentelle Erprobung zur Behamglides ALI (96,147,161)

1.4 Struktur und Wirkmechanismen von Lokalanasthetka

Die Substanzklasse der LA ist seit Ende des vadetdahrhunderts im klinischen Gebrauch
und wird vorzugsweise in der Lokal- und Regionasdinésie sowie in der antiarrhythmischen
Therapie eingesetzt. Sie werden Lokalanasthetikargd, weil sie ,lokal”, d.h. vor Ort die
Entstehung und Fortleitung des AktionspotentialdNervenfasern (z.B. schmerzleitende C-
Fasern) unterbinden. Dies geschieht durch einersile Blockade spannungsabhangiger
Natriumkanéle.

Neben dieser Eigenschaft Giben LA noch eine Vielnadilerer Effekte aus, welche durch die
alleinige Blockade spannungsabhangiger Natriumleangicht erklarbar sind. Zu den
alternativen Wirkungen von LA gehoOren neben arlamimatorischen Effekten auch
neuroprotektive, antibakterielle (229), antivird3) und antithrombotische Effekte (173),
sowie eine Reduzierung des ReperfusionsschadeneaimniGHerz und Lunge (94). Es ist
belegt, dass LAin vitro und in vivo das Priming und die Aktivierung neutrophiler
Granulozyten hemmen, obwohl diese keine Natriumleawidn der Art exprimieren, die durch
LA blockiert werden (119). Lidocain, ein LA vom Adtyp, entfaltete von den untersuchten

LA die ausgepragteste Wirkung (61,97,198). Lidocanmagin vitro den Signalweg von



Makrophagen und neutrophilen Granulozyten (94) iandvo den der natirliche Killerzellen
zu hemmen (186,197).

Auf der Suche nach dem Wirkmechanismus der LA ergafeuere Untersuchungen, dass
diese in G-Protein vermittelte Signalwege eingreifend einen Teil ihrer inhibitorischen
Wirkungen durch Interaktion mit spezifischen Unteheiten (Gu Gy) der G-Proteine
entfalten (21,97). Beispiele hierfir sind das Thibomansystem (98,99), Plattchen-
aktivierender-Faktor (97), Prostaglandin E2 undMiescarin-Rezeptoren m1 und m3. Zu den
G-Proteinen, mit deren Untereinheiten LA interagmergehéren u.a. choleratoxinsensitive

und pertussistoxinsensitive G-Proteine (21).

G Protein-linked
Receptor

lon Channels
PI3K
Phospholipases
Adenylylayclases
Receptor kinases

LA
GTP GTP GTP
lon Channels Increase cAMP Increase DAG Activates
Inhibition cAMP P Rho
Phospholipases
Abb.2 Wirkmechanismen der Lokalanasthetika (LA

Darstellung eines transmembrandren, G-Protein-geltgn Rezeptors, Pfeile deuten auf
verschiedene Untereinheiten der G-Proteinen,(&s1, Gqn und Gy i41), Lokalandsthetika (LA)
interagieren mit der Gi und Ga-Untereinheit von G-Proteinen (Graphik modifiziedch LeVine,
1999 (122))

Von grol3er Bedeutung fir die klinische Praxis islem die Beobachtung, dass LA ihre anti-
inflammatorischen Effekte schon in Konzentratiormmifalten, die deutlich unter denen

liegen, die fur die Blockade spannungsabhéngigénakanéle notwendig sind (96).



Neben G-Proteinen haben LA noch einen weiteren kMéchanismus, Uber den sie ihre
alternativen  Effekte ausiben kdnnen: in einer liihz veroffentlichten Studie von
Hahnenkamp et al. (81) konnte der N-Methyl-D-AspaifNMDA)-Rezeptor als weiterer
Angriffspunkt fur LA identifiziert werden. Vermuth ist die Hemmung der postoperativen
Hyperalgesie durch LA auf die Interaktion mit diesRezeptortyp zurtickzufihren.

Uber welche Mechanismen LA im Einzelnen ihre Wirgen entfalten, ist noch nicht
abschlieBend geklart. Auf der Suche nach innovatiMeerapieoptionen zur Behandlung der
pulmonalen Inflammationsreaktion rickten LA aufgfurinrer antiinflammatorischen

Eigenschaften jedoch schon vor einigen JahrensrBtlekfeld der Forschung.

CH, -
N\ﬂ/\N,f‘H CH3
C " L
H, CH,

Abb.3 Strukturformel von Lidocain (Amidtyp-LA)

1.5 Inhalationstherapie am Kleintier

Die Inhalation von Pharmaka zur Behandlung versignier pulmonaler und bronchialer
Erkrankungen ist ein etabliertes Verfahren. Fir dehandlung einer pulmonalen
Inflammationsreaktion bietet es gegenuber einerteryischen Therapie verschiedene
Vorteile: via inhalationemwird das Pharmakon direkt pulmonal deponiert uakhmgt ohne
Umwege an den Ort, an dem es seine maximale Wirkutfglten soll. Durch die Inhalation
werden zuerst lokal hohe Konzentrationen erreipobt,or es zu einer Verstoffwechslung in
der Leber und einem daraus mdoglicherweise resaftteem Wirkungsverlust kommen kann
(pulmonale Selektivitdf). Zudem sind die Plasmaspiegel des eingesetztamtakons nach
Vernebelung vermutlich deutlich geringer, als ndehjenigen Dosis, die systemisch gegeben
werden muasste, um pulmonal die gleichen Konzeotmasipiegel zu erreichen. Durch eine
Inhalation lasst sich die Menge des eingesetztemnRdkons gering halten, was die Kosten
der Therapie senkt und die Wahrscheinlichkeit utiesghter systemsicher Nebenwirkungen

auf ein Minimum reduziert.



Ein etabliertes Verfahren fir die Inhalation 16kkc Substanzen ist die Vernebelung mittels
Druckluft (sog. Jet-Vernebelung) (1,153). Die Besenheiten einer Vernebelung am
Kleintier Ratte liegen an den sehr kleinen Atemalgmina. Hohe Spitzendriicke wahrend
der Beatmung und zu gro3e Atemzugvolumina schadige Kapillaren und das Endothel,
Uberdehnen die Alveolen und konnen eine pulmonaflarhmation zusatzlich verstarken
(207). Weitere gefirchtete Komplikationen eineraggressiven Beatmung sind Barotrauma
mit Ruptur der Alveolen, Pneumothorax oder Pneuntbas¢éinum (131). Eine differenzierte
Beatmung mit kleinen Atemzugvolumina, PEEP, nieshi¢gspitzendriicken und permissiver
Hyperkapnie gilt alsstate of the aftin der Behandlung von Patienten mit ALl und sbé
oben genannten Komplikationen vermeiden.

Mit Hilfe eines modernen neonatologischen Respisatst dies auch fir minimale
Tidalvolumina (4-7ml) mdglich, was fur die physigieche Beatmung eines Versuchstieres
von der GroRRe einer Ratte notwendig ist. Fiur diercBiiihrung der Versuche in der
vorliegenden Studie musste allerdings parallel mere kontrollierten, physiologischen
Beatmung der Tiere gleichzeitig auch eine Aeroguikgtion durchfuhrbar sein. Die
technische Realisierung dieser Anforderungen gelamtpfstetter et al. (93) im Rahmen ihrer
Versuche zur Erprobung des Einflusses von vernamellL-10 auf die LPS-induzierte
Inflammationsreaktion der Lunge in Ratten (92).

In tierexperimentellen Ansatzen des akuten Lundeamdens wurde Lidocain bisher nur
systemisch verabreicht (116,147,161,163,217). Dikalation dieses Pharmakons stellt
jedoch eine interessante Option in der TherapieAddsdar. Der antizipierte Vorteil einer
Vernebelung gegentber der intravendsen Gabe bestelder erhofften pulmonalen
Selektivitat: Lidocain konnte in hohen Dosen lokal appliziererden ohne das es zu
relevanten Konzentrationen im systemischen Kreisk@ime. Der erhoffte Effekt wére ein
Maximum an lokaler antiinflammatorischer Wirkungei beinem minimalen Risiko fur

unerwinschte systemische Nebenwirkungen.



1.6 Fragestellung

Lidocain verfigt Uber potente antiinflammatorischgfekte (96,97,173). In bisher

veroffentlichten Studien konnte der positive Effalstemisch verabreichten Lidocains zur
Behandlung der septischen Inflammationsreaktion denge nachgewiesen werden
(116,147,161,163,217). Eine Vernebelung von Lidoair Behandlung der LPS-induzierten
pulmonalen Inflammationsreaktion bietet gegentbar sl/stemischen Gabe von Lidocain

theoretisch mehrere Vorteile. Folgendgagestellungenwurde nachgegangen:

» Wird durch vernebeltes Lidocain die Inflammaticgaktion der Lunge nach systemischer
Gabe von Endotoxin gehemmt?
» Liegen bei gleicher eingesetzter Dosis die Pl&smzentrationen von Lidocain nach

Vernebelung signifikant unter denen nach intraven&abe?

UnsereHypothesenlauteten:

* Eine Vernebelung von Lidocain wirkt pulmonal-deie auf die endotoxinbedingte
Inflammationsreaktion der Lunge und senkt die Kozgion proinflammatorischer Zytokine
in der BALF.

* Im Gegensatz zu einer systemischen Gabe resuitizus der Vernebelung der gleichen
Menge von Lidocain signifikant niedrigere Plasmatemtrationen



2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Versuchstiere

Die Studie wurde an 45 mannlichen Sprague-DawleteRaCharles River Zuchtanstalt/
Sulzbach, Deutschland) durchgefiihrt. Der Median @ewvichtes betrug 630 g (Q1/Q3 =
590/660). Alle Tiere wurden gemal3 den Vorgabengi#igen Tierschutzbestimmungen im
Tierstall des Institutes fir Chirurgische Forschudgr LMU Miuinchen betreut. Die
vorliegenden Untersuchungen waren zuvor von detédmdgyen Kommission der Regierung

von Oberbayern unter dem Geschéftszeichen 274 gegeWworden.

2.2 Versuchsaufbau und Studiendesign

Die vorliegenden Untersuchungen waren als konémddi prospektive und randomisierte
Studie angelegt und wurden am Institut fir Chirscge Forschung der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Minchen durchgefuhrt. Es sollte die kMirg der inhalativen Applikation von
Lidocain auf die Inflammationsreaktion der Lungehwend experimenteller Endotoxinamie
in Ratten untersucht werden.

Die Tiere wurden zuféllig einer von funf Versuchggpen (e n = 9) zugeordnet. Zur
Induktion des experimentellen Lungenschadens wdeteTieren 5 mg/kg Endotoxin von E.
coli (LPS, Stamm 055:B5) intravends injiziert.

Die Therapiegruppen erhielten vernebeltes Lidoaaimiedriger und hoher Dosis (geschatzte
alveolare Deposition 0,4 mg/kg und 4 mg/kg) vor aumei Stunden nach LPS-Gabe (Lid ae
0.4 und Lid ae 4). Eine weitere Therapiegruppeediriiiidocain intravents im Bolus (4
mg/kg) unmittelbar vor und zwei Stunden nach LP®&@aLid i.v. 4). Die Kontrollgruppe
(Control) erhielt lediglich eine Placebo-Vernebgumit physiologischer Kochsalzlésung
(NaCl 0,9%) zu Beginn des Versuchsprotokolls unteet im Abstand von zwei Stunden.
Eine weitere Gruppe erhielt LPS 5 mg/kg nach Veeheig von Kochsalzlésung gefolgt von
einer zweiten Vernebelung im Abstand von zwei Sé&md (LPS-only). Der
Beobachtungszeitraum betrug flinf Stunden. AnschfidBwurden die Tiere exsanguiniert
und thorakotomiert.

Serumproben und Proben des BAL Uberstandes (BALKY&n bei —70°C asserviert. Aus
der BAL gewonnene Alveolarmakrophagen wurden umthi#ér nach Versuchsende
aufbereitet und bei 37°C bei 5% eGowie 18% @Q-Atmosphare tber 24 h in Nahrlésung
inkubiert. Anschlie3end wurde die NO-Produktion mamer Methode von Ding et al. (52)
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gemessen. Die Zytokine IL-1R, IL-6 und TNFwurden mittels’'Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay(ELISA) im Plasma und in der BALF gemessen.

2.3 Experimentelle Endotoxinamie

Die intravendse Verabreichung von E. coli EndotoXist im Tiermodell eine akute

pulmonale Inflammationsreaktion aus, die qualitaiem ALI beim Menschen entspricht

(28,92,147). Zu den im Verlauf auftretenden, labhernisch messbaren Verédnderungen
zahlen ein Anstieg der NO-Produktion in AM (227)vé® erhdhte Zytokinkonzentrationen in

Plasma und BALF (92,147). Weitere Zeichen des Aluhds histologisch sichtbare

Veranderungen der Lungenarchitektur und Beeintigighgen im Gasaustausch. In
zahlreichen Studien wurde eine akute pulmonaleimfhationsreaktion mittels intravendser
Injektion von LPS in Ratten induziert (38,53,92,238ie zugrunde liegenden Mechanismen
sind unter4.1.3detailliert dargestellt. In der vorliegenden Atbeurde die akute pulmonale

Inflammationsreaktion durch intravenése Injektioonvs mg/kg E. coli Endotoxin (LPS;

Stamm 055:B5) in méannlichen Sprague-Dawley Rattesgelost. Dies erfolgte nach

chirurgischer Praparation tber einen in der V. fai® liegenden Katheter (Portex Non
Sterile, Polythene Tubing, ID 0.42mm, SIMS Portergland).

2.4 Beatmung

Fur die Beatmung der Tiere wurde ein neonatologis¢Rkespirator vom Typ Stephanie®
(Stephan Medizintechnik, Gackenbach, Deutschlamiyvendet. Die Beatmung erfolgte in
einem druckkontrollierten Modus mit einem Beatmwspgizendruck von 18 cm 4 bei
einer Frequenz von 28 (IQR = 4) Atemzugen/min, mirfREEP von 4 cm #D und einer
inspiratorischen Sauerstoffkonzentration (BJi@on 50%. Das Verhaltnis von Inspiration zu
Expiration betrug 1:2. Der Respirator verfugt Ubeinen Lungenmessplatz zur
kontinuierlichen Bestimmung der Compliance und Btesice. Die Compliance (C) ist ein
Mald fur die Elastizitait des Atemapparates und bedah das Verhéltnis von
Volumenéanderung zu der damit verbundenen Drucka@nden ml/mbar.

Die Resistance (R) ist ein Mal3 fur den Atemwegsweided und beschreibt das Verhaltnis
der Druckdifferenz zwischen Atmosphare und Alveolsnd dem pro Zeiteinheit

durchstromenden GasfluRR in mbar/l/s.
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2.5 Verneblungssystem

Fur die Durchfuhrung der Versuche musste eine Adapgplikation wahrend kontrollierter,
physiologischer Beatmung am Kleintier Ratte mogketin. Um ein Aerosol mit optimalem
Partikelspektrum zu erzeugen, sind in der Vernaldkammer bestimmte Gasstréme
erforderlich. Diese bewirken in einem herkdbmmliclBgatmungssystem zusammen mit dem
Inspirationsvolumen Spitzendricke bzw. Voluminag @ der Lunge eines Kleintieres ein
Barotrauma auslosen wurden. 2004 veroffentlicherfstidtier et al. (93) ein System zur
Aerosolapplikation wéahrend kontrollierter Beatmurmgn Kleintier. Hierfir wurde ein
Respirator verwendet, der Uber ein anschlieBbaledrenisches Gasventil verflgt, das
synchron zu den Inspirationsphasen Druckluft are e#erneblungskammer leitet. Dieses
System wurde unter anderem durch den Einbau votilsemund weiteren Applikationen so
modifiziert, dass damit die Druckluftvernebelungkieintier maglich ist.
Der mittlere geometrische Durchmesser der erzeudpartikel betrug 1.96 pm. Der
qualitative Nachweis der intrapulmonalen Depositidas Testaerosols erfolgte durch
Vernebelung fluoreszierender Mikrospharen und drefdbnder Fluoreszenzmikroskopie.
Zur quantitativen Bestimmung der alveolaren Depasitdles Testaerosols (Mikrosphéren)
wurden nach Entnahme der Lungen die leitenden lageventfernt, um ausschlief3lich die
periphere Deposition zu erfassen (175). Nach H&iseis des Floureszenzfarbstoffes durch
Losungsmittel aus den Mikrosphéaren wurde Fluoressmektrometrisch (70) die spezifische
Emission gemessen und die deponierte Menge an bfikéoen ermittelt.
Die Analyse ergab, dass 3.8% (1,3%) der vernebelkrospharen in alveolaren
Lungenarealen nachweisbar sind (Median (IQR)). ®®853enordnung entspricht klinischen
Befunden, denen zufolge etwa 1-3% einer mittelsckluftvernebler applizierten Substanz
am intubiert beatmeten Menschen alveolare Bere@heichen (67,130). Damit kann die
einzusetzende Substanzmenge zur Applikation eirestifomten Dosis relativ prézise
abgeschatzt werden.
An histologischen Praparaten der Lungen von 8 mienairde nachgewiesen, dass die
Vernebelung keine Schadigung im Sinne eines Barotes am Lungengewebe verursacht.
Auch wurden Herzfrequenz, mittlerer arterieller #8huck, arterielle Blutgase (Pa@PaCQ)
unmittelbar vor, wéhrend und 15 Minuten nach Emmsdes konstruierten Verneblers
bestimmt. Die Parameter lagen dabei stets innedeglNormbereichs. Die Tiere wurden fur
die Dauer des Versuches (mit Ausnahme der Vernegsphase) mit einem
neonatologischen Respirator druckkontrolliert bestmvas die fortlaufende Registrierung
lungenmechanischer Parameter erlaubt. Hofstettat. édonnten nachweisen, dass das von
12



ihnen entwickelte Druckluftverneblersystem ersteas suffizientes Partikelspektrum

produziert, zweitens ein Testaerosol reproduzieabagolar deponiert, drittens keinen akuten,
pulmonalen Gewebeschaden hervorruft, viertens sinféiziente Ventilation zuldsst und

funftens keinen Einfluss auf Herzfrequenz und eigth arteriellen Blutdruck hat (93).

Fur die Vernebelung des in der vorliegenden Stweievendeten Aerosols wurde ein Jet-
Vernebler mit angeschlossenem elektronischen Gakwkoppelt mit einem mechanischen
Respirator (Servo 900B, Siemens-Elema, Solna, Stémjeverwendet. Durch den Einbau
von Ventilen und weiteren Applikationen wurde dierkebelung am Kleintier in der oben

beschriebenen Art und Weise ermoglicht.

Gaszufuhr

Abb.4 Schematische Darstellung des von Hofstetter et antwickelten Verneblersystems

(1) Gasverteiler, (2) Respirator (Siemens-ServoB%0 (3) Druckminderer (Kuhnke), (4) Nebulizer
(Siemens-Nebulizer-945, (5) inspiratorische Triggerung des Nebulize83,T-Stiick mit Vernebler-
Kammer (Micro Cirru§” ), (7) regelbares, mechanisches Ventil, (8) Exjinsschenkel, (9)
abgekoppelter Inspirationsschenkel, (10) Trachedilea (11) Atemgasanalysator (PM 8030, Drager)
(aus ,Die Wirkung von inhaliertem Interleukin-10 kv@&nd experimenteller Endotoxinamie der Ratte”
mit freundlicher Genehmigung von Dr. S. H6gl)

In der vorliegenden Studie wurde durch Wiegen derneblerkammer vor und nach der
Vernebelungsphase aus der Massendifferenz die Mamgernebelter Substanz errechnet. In
einer Zeit von 30 min konnte eine Menge von 0,7+0|&les verwendeten Aerosols vernebelt

werden.
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In der Hochdosisgruppe wurde Lidocain 20% (Astraeta, Wedel, Deutschland) mit NaCl
0,9% (B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschlamd)erhaltnis von 1:1 verwendet,
was bei 30 minutiger Vernebelung und 0,7-0,8 minegbelter Substanz einer geschatzten
alveolaren Deposition von 4 mg/kg KG entspricht. der Niedrigdosisgruppe wurde
Lidocain 1% (Xylocain 1%, Astra Zeneca GmbH, Wedautschland) eingesetzt, um eine

alveolare Deposition von 0,4 mg/kg zu erzielen.

Abb.5 Vernebelungsphase des Versuchs

Im Bild: narkotisiertes und mit roter Trachealkamiihtubiertes Versuchstier, griines T-Stick mit
Frischgaszuleitung (li), regelbarem, mechanischemti (oben) und Verneblerkammer (lila) mit
Druckluftzufuhr (von unten),

2.6 Fluoreszenzpolarisations-Immunoassay

Das TDx-System ist ein Reagenziensystem zur ga#ingh Bestimmung von Lidocain in
Serum oder Plasma. In der vorliegenden Studie wiirdelie Messungen von Lidocain im
Plasma ein kommerziell verfligbares, halbautomatsctSystem der Firma Abbott
Diagnostics, lllinois, USA verwendet.

Die Durchfiihrung von klinisch-chemischen Analyseit dem TDx System basiert auf der

Technik der Strahlenenergieabschwachung (REA) wmd @rundprinzipien des Lambert-
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Beer-Gesetzes. Das Prinzip der REA besagt, dasgetdressene Fluoreszenzintensitat einer
beliebigen LoOsung, die einen Fluoreszenzfarbstafth@t, zur Extinktion der Ldsung
proportional ist. Besitzt die Losung eine ExtinktiggroRer als Null, kommt es zur
Abschwachung der Fluoreszenzintensitat. Diese ist Extinktion der Losung direkt
proportional.

Durch die Verwendung von Kalibrierungsstandardddigsein Bezug fur den Vergleich der
Extinktionswerte und die Berechnung der Konzerdratider Testsubstanz in einer
Patientenprobe. Die Fluoreszenzintensitat wird \Detektor des TDx Analyzers gemessen
und mittels vorher gespeicherter Kalibrierungskarvén entsprechenden Einheiten
wiedergegeben.

Eine weitere Technik, die das TDx System benutgt, der Fluoreszenzpolarisations-
Immunoassays (FPIA). Monochromatisches Licht detléfknge 485 nm wird durch einen
Flussigkristall-Polarisator geleitet und so auf eeireinzigen Ebene polarisiert. Ist der
Fluoreszenzfarbstoff des TDx-Ansatzes an ein sedfBag Antikbrpermolekll (zu messende
Substanz) gebunden bleibt die Polarisation erhaBenBindung an kleine Molekulle geht die
Polarisation verloren. Der Grad der Polarisatiorrhéit sich direkt proportional zur
Molekulgrofie: sie nimmt mit der Molektilgro3e zu.ttdlis Kalibrierungsstandards bekannter
Konzentrationen des zu messenden Stoffes koénneraugerBeziehungen zwischen
Polarisation und Konzentration in der zu analysides Probe hergestellt werden.

Das TDx System benutzt zudem einen Immunoassaykamtpetitiver Bindungsreaktion
deren Bestandteile mit Tracer markiertes Antigemtigen der Patientenprobe und der
Antikorper sind. Je mehr Tracer-Antigen-Komplex logir kompetitiven Bindung an das
Antikdrpermolekll gebunden wird, desto weniger liien der Losung zurtick. Dies ist bei
Proben mit geringer Menge an Patientenantigen ddk BPie hohe Konzentration an
gebundenem Tracer in der Reaktionsmischung bewikie hohe Polarisation. Fur
Patietenproben mit hohen Antigenkonzentrationen dér umgekehrte Fall. Aus den
ermittelten Polarisationswerten werden die Konzimnen des zu messenden Agens
ermittelt, wobei die gespeicherte Kalibrierungslkunals Bezugspunkt dient. Diesen
physikalischen Grundsatzen zufolge wurden die Magsn zur Bestimmung der
Lidocainkonzentrationen im Plasma mit dem TDx (Atbbbaboratories, lllinois, USA)
gemal der Anleitung des Herstellers durchgefthrt.
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2.7 Broncho-alveolare Lavage

Fur die Durchfiihrung der Broncho-alveolaren Lavageden die Tiere nach Versuchsende in
Narkose durch Exsanguination getotet, thorakotanuied die Lungen vorsichtig mobilisiert.
Anschlieend wurden die Lungen in situ mit 10 merigr, pyrogenfreier, phosphat-
gepufferter Kochsalzlésung (PBS; Serva, HeidelbBrgtschland) tUber die Trachealkanile
10 mal gespult. Die Recovery wurde gepoolt und ugetaus 100 ml eingesetzter
Lavageflussigkeit im Median 97 ml (IQR = 1,8). Na&Bh min Zentrifugation (Hettich,
Rotanta/S Zentrifuge, Wagner & Munz, Minchen) & U/min wurde der zellfreie BAL-
Uberstand (BALF) von dem Pellet getrennt und nactewaer Zentrifugation (10 min bei
3000 U/min) fur die Zytokinbestimmung bei —70°C (bldreeze, HFC 586, Kendro, Hanau,
Deutschland) asserviert. Zu dem zellhaltigen Pelletden vorsichtig 2 ml Kulturmedium
RPMI (VLE RPMI 1640, Biochrom KG, Berlin) mit 2 mM-Glutamin (Seromed, Berlin),
0,16 mg/ml Gentamycin (Merck, Deutschland) und 1f@talem Rinderserum (FCS, Greiner
Labortechnik, Frickenhausen) gegeben und durch ichiiges Schwenken eine
Zellsuspension hergestellt.

Die Gesamtzellzahl dieser Suspension wurde miteHi#s Hemocytometers bestimmt. Aus
einem Teil der Zellsuspension wurde durch Zentafian auf einem Objekttrager (5 min bei
500 U/min, Shandon, Cytospin 2, Frankfurt) und aheBender Farbung nach Pappenheim
(MayGrunwald- und Giemsalésung, Aqua dest., pH 3lfandon, Varistain 4, Frankfurt) ein
Zytopraparat angefertigt. Anhand morphologischeriteien wurde die Zahl der
Alveolarmakrophagen bestimmt. Der Anteil vitaledl&e an der Gesamtzellzahl (=Viability)
wurde mittels der Tryptanblaumethode (165) (1% Tagplaulésung, Fluka AG, Neu Ulm)
bestimmt. Da der Farbstoff in intakte Zellen nigmwdringen kann, entspricht die Anzahl
ungefarbter Zellen/100 der Viabilitat in Prozeniir Elie weiteren Bestimmungen wurde die

Zellsuspension auf 1x20itale Zellen/ml eingestellt.

2.8 Versuchsdurchfihrung
2.8.1 Anasthesie und Monitoring

Nach dem Wiegen wurde die Narkose der Tiere dunatnaperitoneale Gabe von
Pentobarbital (Narcoren; Pentobarbital-Natrium, isfleGmbH, Halbergmoos, 50 mg/kg) +
Fentanyl (Fentanyldihydrogencitrat, Janssen-Cilagb8, Neuss, 0,04 mg/kg) eingeleitet.

AnschlieRend wurden die Tiere mit dem Rulcken agf lmkheizbare Platte des OP-Tisches
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gelegt, welche es ermoglichte die Kérpertemperaler die gesamte Versuchsdauer konstant
zwischen 37-38,5°C zu halten. Nach Tracheotomiedamrsubkutane EKG Elektroden
angelegt und eine geeignete Standardableitung zomtdfing (Siemens Sirecust 404) der
Herzaktivitat gewahlt. Die Beatmung der Tiere wuvde unter2.4 Beatmung beschrieben
mittels eines neonatologischen Respirators (Stegp®amlurchgefihrt.

Mittels einer ebenfalls an den Monitor (Siemense@8ist 404) angeschlossenen Sonde
(Checktemp 1, Hanna, VWR international, Ismaning,euBchland) wurde die
Korpertemperatur rektal gemessen. Die Anasthesielevanach intraperitonealer Einleitung
wahrend der gesamten Versuchszeit Uber intraveinfisgon von Pentobarbital (6 mg/kg/h)
und Fentanyl (0,03 mg/kg/h) aufrechterhalten. Zzisf#t wurde Vollelektrolytldsung
(Tutofusin, Baxter GmbH, Unterschlei3heim, Deutaod) und NaCl 0,9% (B Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in einem ¥nis von 1:2 und einer Rate von 10
mi/h infundiert, was dem Flissigkeitserhaltungsioedder Tiere unter gegebenen
Versuchsbedingungen entspricht. Die Infusion etéol@ber einen in der V. femoralis
liegenden Katheter (Portex Non Sterile, Polythengiflg, ID 0.42 mm, SIMS Portex,
England) mittels Perfusor (Secura, B Braun Melsang&, Melsungen, Deutschland). Far
die arterielle Blutdruckmessung wurde ein Katheteatie A. femoralis gelegt, der Uber einen
Druckwandler an einen Monitor (Siemens Sirecust)4@dgeschlossen wurde, was die
kontinuierliche Messung von systolischem, diastbiesn und mittlerem arteriellen Blutdruck

ermaglichte.

2.8.2 Chirurgische Praparation

Die chirurgische Préparation umfasste die Trachemo sowie das Einbringen zweier
flussigkeitsgefullter Polyurethankatheter (PorteonNGterile, Polythene Tubing, ID 0.42 mm,
SIMS Portex, England) in die zuvor frei prapariefteund V. femoralis einer Leiste. Eine

Tracheotomie wurde durchgefuhrt, um eine zuvedng@sdBeatmung ohne Leckage des
zufihrenden Systems und ein minimales Totraumvatumegarantieren. Hierfir wurde die

Trachea nach Freilegung mit der Kunststoffhilleeeib3 G Kandile intubiert und diese mit
einer Ligatur um die Trachea gesichert. Die Kuwoéfistille wurde mit einem Standard

Anschlussstiick fur padiatrische endotracheale Tubedifiziert, so dass der Respirator vom
Typ Stephanie® und das Vernebelungsgerét probleangseschlossen werden konnten.

Der venodse Katheter diente der Infusion von Anédttheder Gabe von Volumen, LPS sowie

Lidocain i.v. und bot bei Blutdruckabfallen die Midfpkeit der Intervention mittels Volumen
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(HES 200/0,5 10%, Hemohes, B Braun Melsungen AG|sivgen, Deutschland, NacCl
0,9%, B Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschiamd/erh&ltnis 1:1) - oder der Gabe
von Norepinephrin/Noradrenalin (Arterenol, Hoech&, Frankfurt a. M.).

Der arterielle Zugang diente der Gewinnung von [Biiben sowie der arteriellen

Blutdruckmessung.

Abb. 6 Versuchsaufbau

Im Bild: OP-Tisch mit tracheotomierter und beatnmtd&atte, subkutane EKG-Elektroden, arterieller
und vendser Zugang (rechte Leiste), rektale Tenypenassung, warmeisolierte Beatmungsschlauche

2.8.3 Versuchsprotokoll

Alle Versuche begannen nach dem Wiegen mit deapetitonealen Einleitung der Tiere,
anschlieBender Tracheotomie zur kontrollierten Beag (Pmax: 18 cmj®, PEEP: 4

cmHO) und Préparation der Femoralgefalle zum Einbrirdgmventdsen und arteriellen
Katheter. Nach initialer Blutgasbestimmung und Bildianalyse wurden samtliche fur das
Vesuchsprotokoll entscheidenden Daten protokolligita 1 = Messung 1). Danach wurde
den Tieren der Gruppe Lid ae 4 Lidocain in hohesiB@¢4 mg/kg KG) und den Tieren der
Gruppe Lid ae 0.4 Lidocain in niedriger Dosis (hg/kg KG) uber 30 min vernebelt. In der
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Mitte der Vernebelungszeit wurde eine weitere Bigtpalyse durchgeflhrt, um eine
Normoventilation trotz der Umstellung der Ventilen zu gewdahrleisten. Unmittelbar im
Anschluf3 an die Vernebelung wurde den Tieren LP@dHg) intravends injiziert (Zeitpunkt
,0%). In stindlichen Intervallen wurden Blutprobéiir Blutgasanalysen und zur Anfertigung
von Differentialblutbildern abgenommen, sowie diben genannten Vitalparameter und
Parameter der Lungenfunktion protokolliert.

Um die Kinetik der Serumkonzentration von Lidocamu bestimmen, wurden der
Niedrigdosis Vernebelungsgruppe 57, 10", 30"und®® nach Vernebelungsstopp arterielle
Blutproben abgenommen. Der Hochdosis Vernebelungggr (Lid ae 4) wurden zusatzlich
120min nach Vernebelungsstopp Proben entnommenBDeérerlust wurde isovolumetrisch
durch Hydroxyethyl Starke (HES; Hemohes 10%, B.uBraMelsungen AG, Melsungen)
ersetzt. Im Falle eines arteriellen Blutdruckalsfaihter 70 mmHg wurden 2 ml HES 10% mit
NaCl 0,9% im Verhdltnis 1:1 intraven0s verabreicBtieb diese Intervention zweimal
hintereinander in kurzen zeitlichen Abstdnden (1ih)nerfolglos, wurde Norepinephrin
(Arterenol, Hoechst AG, Frankfurt a. M.) infundiedm einen stabilen mittleren arteriellen
Blutdruck von >80 mmHg Uber die gesamte Versuchsaeirecht zu erhalten. Kam es
wéahrend der Versuchszeit zu einer kritischen Abrahdar Tidalvolumina (>1,5 ml des
Ausgangswertes), wurde ein Blahmanover der Lungl hachmann durchgefihrt: die Tiere
wurden fur kurze Zeit (1 min) mit einem stufenwemaf 22 cmHO gesteigertem Pmax
beatmet und der PEEP von 4- auf 8 ¢@Herhoht. Nach einer Minute wurden PEEP und
Pmax wieder auf das Ausgangshiveau (18 gBj)Hzurick gestellt. Eine zunehmende
metabolische Azidose der Tiere wurde mit 1 ml 8gém Natrium-Hydrogenkarbonat
(NaBic; B. Braun Melsungen AG, Melsungen) behandelt

Nach zwei Stunden wurden die Vernebelung und deifofgenden Blutentnahmen in oben
geschilderter Weise wiederholt. Die Gruppe Lid iv.erhielt an Stelle der Vernebelung
Lidocain intraven6s im Bolus (4 mg/kg), gefolgt vimtravendser LPS—Gabe (5 mg/kg). Zur
Bestimmung der Serumkonzentrationen von Lidocachnatraventser Gabe wurden dieser
Gruppe Blutproben 1, 5, 10, 30, 60 und 120 min nachGabe von Lidocain entnommen.
Der Blutverlust wurde wie beschrieben isovolumetrigrsetzt. Nach zwei Stunden wurden
die Lidocaininjektion und die Blutentnahmen in olibschriebener Weise wiederholt.

Die LPS-only Gruppe erhielt nach einer Vernebeluaog NaCl 0,9% (B. Braun Melsungen
AG, Melsungen) tber 30 min lediglich LPS injiziespwie eine zweite Vernebelung nach
zwei Stunden. In der Kontrollgruppe (Control) egtel lediglich die Vernebelung von NacCl

0,9% zu Beginn und zwei Stunden nach Ende derreféeenebelung ohne anschliel3ende
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1)

(2)

3)

(4)

()

LPS-Gabe. Um vergleichbare Bedingungen zu schatfeingde den Tieren der Control und
LPS-only Gruppe das gleiche Blutvolumen wie dennéeelungs-/i.v.-Tieren entnommen
und isovolumetrisch ersetzt. Die Gesamtdauer desuébe betrug ab LPS-Gabe bzw. nach
Beendigung der ersten Vernebelung (Kontrollgrupie) Stunden. Nach Beendigung des
Versuchs wurden die Tiere unter fortgefuhrter Bestghn und Ané&sthesie durch
Exsanguination getotet. AnschlieB3end wurde wie lrésioen die Thorakotomie und BAL
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i.V.

durchgefuhrt.
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Abb. 7 Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls

Nach Abschluss der Praparation Randomisierung desiéhsgruppen

(1) Lid i.v.-Gruppe: i.v.-Gabe von Lidocain (4mg/kgG) unmittelbar vor LPS-Gabe zur
Induktion der Endotoxindmie, erneute Lidocain 3abe nach 2 h,

(2)+(3) Hoch-und Niedrigdosis Vernebelungsgrupgen8nitige Vernebelung von Lidocain,
Induktion der Endotoxindmie mit LPS, erneute Verlabg (30min) von Lidocain nach 2h
(4) LPS-only-Gruppe: 30 minutige Placebo (PBS)-\ébelung, Induktion der
Endotoxindmie mit LPS, erneute Placebo-Vernebehau 2h

(5) Kontrollgruppe: 30 minutige Placebo (PBS)-Vdraleing, Wiederholung nach 2h
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2.8.4 Parameter

Blutgasanalysen und Differentialblutbild:

Arterielle Blutgasanalysen wurden zu definiertentpdenkten durchgefuhrt und dabei Pa£O
PaQ, pH-Wert, Baseexcess (BE), Elektrolyte (NK*, CI) und die Konzentrationen von
Laktat und Bikarbonat mit einem Blutgasanalysa&stionmt (BGA, Chiron diagnostics, Typ
860).

Aus den gleichen Proben wurden Differentialblutbildzur Bestimmung der Zahl der
Lymphozyten, segmentkernigen Granulozyten und Mgieozpro 100 Zellen erstellt. Dazu
wurde der Ausstrich eines Bluttropfens luftgetromkand fir die histologische Auswertung
in einem Farbebad (Shandon, Varistain 4, Frankfurtgch Pappenheim angefarbt
(MayGrunwald- und Giemsaldsung, Aqua dest. pH D®.lichtmikroskopische Auswertung
erfolgte mittels Durchlichtmikroskop (Zeiss, Deutbtand) durch eine geblindete MTA.
Blutdruck:

Die Messung von systolischem, diastolischem underém Blutdruck erfolgte arteriell Gber
einen zuvor in die A. femoralis gelegten flussigégefillten Katheter (Portex Non sterile,
Polyethene Tubing, ID 0.42 mm, SIMS Portex, Engjamtgr an einen Druckwandler mit
Monitor (Siemens Sirecust 404) angeschlossen wurde.

Temperatur:

Die Temperaturmessung erfolgte rektal Uber eine peeatursonde (Checktemp 1, Hanna,
VWR international, Ismaning, Deutschland), derensitaten an einen Monitor (Siemens
Siercust 404) Ubertragen wurden. Um eine konst&iertemperatur der Tiere (37,0-
38,5°C) zu gewahrleisten, war der Operationstisefesweise beheizbar. Dies erfolgte durch
eine regulierbare Heizmatte unter der metalleneftagaflache (25x35x0,5 cm) des Tisches,
der von zwei rechteckigen Plastikstitzen getragertev(s. Abb.6).

EKG und kleines Blutbild:

Zusatzlich zu den oben aufgefihrten Parametern evdid Herzfrequenz Uber subkutane
EKG-Elektroden Standardableitungen am Monitor games(Siemens Sirecust 404). Zu
definierten Zeitpunkten wurde parallel zum Diffetiatblutbild mittels eines Hamozytometers
ein kleines Blutbild angefertigt (Coulter AC T8, &enan-Coulter, Krefeld).
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2.8.5 Lidocain Plasmakonzentrationen

Die Kinetik der Plasmakonzentrationen von Lidocaath Inhalation und nach intravenoser
Gabe wurde durch Blutabnahmen zu definierten Zekfan ermittelt. Unmittelbar nach
Entnahme wurden die Proben in Eppendorfreaktiod®gpef zentrifugiert (Eppendorf
Zentrifuge, Mikro-, 5415 C, 8000 U/min, 2 min) unds Plasma bei -30°C nach
Abpipettieren asserviert (Colora UF 85-460T, Kendrblanau, Deutschland). Zur
Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Lidocainde ein photometrisches Verfahren
gemall der Herstelleranleitung verwendet (TDX-FLX#\wele, TDx-System, Abbott
Laboratories, lllinois, USA). Das Mel3prinzip des X{3ystems ist unteR.6 eingehender

dargestellt.

2.8.6 Nitritbestimmung

FUr die Bestimmung der NO-Freisetzung durch AM weuditssen Oxidationsprodukt Nitrit
(NO; ") mit Hilfe der Griess-Reaktion nach einer Methad@& Ding et al. (52) quantifiziert.
Das von den AM freigesetzte NOwird in Gegenwart des Griess-Reagenz (100 mg 1%
Sulfanilamid und 10 mg 0,1% Naphtylethylenedianbieides Sigma Chemical CO, St. Louis
und 2,5 %iger Phosphorsaure, Hausapotheke, LMU Nemcoxidiert und anschliel3end nach
definiertem Zeitraum (10 min) photometrisch gemesdeasy Reader, EAR 400 AT, SLT,
Labinstruments, Osterreich). Nitrit bildet mit daromatischen Aminen des Griess-Reagenz
einen Farbkomplex mit einem Absorptionsmaximum 580 nm, welcher photometrisch
detektiert werden kann.

Dazu werden 200 000 vitale, aus der BAL gewonnelk pko well auf einer Kulturplatte
(Falcon® Ready-Stadl Kulturplatten, Milian AG, Basel, Schweiz) ausgesitd mit
N&ahrlésung (VLE RPMI 1640, Biochrom KG, Berlin nii0% Fetal Bovine Serum, Greiner
Labortechnik, Frickenhausen) in einem Brutschraidrgeus, Kendro instruments, Cytoperm
2) fur 24 h bei 37°C und 5% G@tmosphare inkubiert. Zur Bestimmung der
Nitritproduktion nach 24 h wurden jeweils 50 des Uberstandes von der Kulturplatte
abgenommen, in eine Mikrotiterplatte (96er MTP, Bidanalytik Gmbh, Ménchengladbach,
Deutschland)pipettiert und mit 5Ql Griess-Reagenz versetzt. Nach 10 min Inkubateihsz
wurde die Absorption bei 550 nm im ELISA-Reader HEAIOO0 AT, SLT, Salzburg,
Osterreich) gemessen. Als Standard diente einarbn¥erdiinnungsreihe NOIn DMEM,

anhand derer die NEKonzentration im Medium berechnet wurde. Der Ineellessbereich
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liegt zwischen O und 10Qumol/L. Die Messungen wurden als Dreifachmessungen
durchgefuhrt, deren Mittelwert bestimmt wurde. UmeeAussage dartber treffen zu kénnen,
wie stark die AM der Versuchstiere in vivo durch3-Babe stimuliert wurden, wurde ein
Teil der gewonnenen AM vor Inkubation nochmals efsttLPS (E. coli, Stamm 055:B5) in
vitro stimuliert.

Um die Vitalitat der aus der BAL gewonnenen AM zastimmen, wurde ein Tropfen
Tryptanblau (Hausapotheke, LMU Minchen) zu denesngm Objekttrager befindlichen AM
gegeben. Lichtmikroskopisch (Zeiss, West Germanyycblicht Mikroskop) wurde der
prozentuale Anteil blau gefarbter (avitaler) Zelldurch Auszahlen von 100 AM bestimmt.
Die Vitalitat der Zellen lag im Median bei 94 % @ 5).

2.8.7 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration der BAL wurde mit dem Bihoninsdure (BCA)-Ansatz (BCA =
2,2’-Bichinolin-4,4’-dicarbonsaure), bestehend dug BCA, 2 g Natriumkarbonat, 0,16 g
Natriumtartrat, 4g Natriumhydroxid und 0,95 g Nanbikarbonat pro 100 ml wassriger
L6sung bei einem pH-Wert von 11,25 nach der MethaadeSmith et al. (209) bestimmt. 200
ul der BCA-L6sung und 2@l der BAL werden gemeinsam bei 37°C fur 30 min ipilewt.
Anschliel3end wird die Absorption bei 562 nm im EAlReader (EAR 400 AT, SLT,
Salzburg, Osterreich) gemessen. Die Proteinkoraimtr der Probe wird anhand einer
Standardverdinnungsreihe aus Kalberserumalbungmégierrechnet.

2.8.8 Zytokinbestimmung in Plasma und BALF

Der quantitative Nachweis von IL-113, IL-6, IL-1O0NFy und TNFe. in BALF und Blutplasma
erfolgte mittels ,Enzyme Linked Immuno Sorbent AssayELISA). Bei den hierfur
verwendeten standardisierten ELISA-kits (Quanti®in®&D Systems, Minneapolis, USA)
handelte es sich um Sandwich-Enzym-ImmunoassysMikeoplatte ist vorab mit einem
monoklonalen Antikérper ¢apture antibody) beschichtet, der spezifisch gegen das zu
messende Zytokin gerichtet ist. Standardisiertedéarder Proben, Kontrollen und Standards
werden auf die Mikroplatte pipettiert und das zstisemende Zytokin bindet an decapture
antibodyauf der Oberflache der Platte. Nach dem WaschenPtitte wird ein weiterer
Antikérper hinzugegeben, der mit einem Enzym geletippnd spezifische gegen ein

sekundares Epitop des zu bestimmenden Zytokinghgetiist (detection antibody. Es
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kommt zur Ausbildung eines Enzym-Antikorper-Kompmex Nach erneutem Waschen wird
eine Substratlosung hinzugegeben, welche enzyrhatsein farbiges Produkt umgewandelt
wird. Die Farbintensitat wird photometrisch gemessed ist proportional zur Menge des zu
bestimmenden Zytokins, welches im ersten SchrittlianMikroplatte gebunden hat. Anhand

der Standardkurve kann die Zytokinkonzentratioretlenet werden (pg/ml).

2.9 Datenauswertung und Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daterdevumit Hilfe des Statistikprogramms
SigmaStdt 2.0 (SPSS-Jandel Scientific, Erkrath) fiir jedenR&egtpunkt (t) durchgefiihrt.
Mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Test, welcher imedSoftware integriert ist, wurden die
Versuchsdaten auf Normalverteilung getestet. Eith der Daten war nicht normalverteilt,
wie es fur biometrische Daten zu erwarten war, wakshalle Daten ausschlieflich
nichtparametrisch getestet wurden.

Die Daten aller Versuchsgruppen wurden mittels Kal¥Vallis One Way ANOVA on ranks

— repeatet measures on ranks und anschlieBendehqo#\nalyse mit Hilfe des Student-
Newman-Keuls Tests gegeneinander auf signifikamtetdchiede getestet. Eine Betrachtung
Uber die Zeit wurde nicht durchgefiihrt, da sigrifike Anderungen der biometrischen Daten
(PaQ, PaCQ, Herzfrequenz) aufgrund der LPS-Gabe zu erwartaremv Von vorrangigem
Interesse waren die Auswirkung der Therapie zunetlian Vergleich zu Sepsis und Control-
Gruppe und nicht die fur eine isolierte Gruppe l@ablbeten Veranderungen tber die Zeit. Die
Irrtumswahrscheinlichkeitn war auf 5% festgelegt; bei p < 0.05 wurde die hagge
Nullhypothese ,kein Unterschied zwischen den Megsurkten® verworfen.

Die Darstellung der Ergebnisse in Abbildung 8-15d uh9 erfolgt als Median mit
Interquartilsabstand (IQR; Differenz zwischen 78d 25. Perzentile, bzw. 3. und 1. Quartil).
Die t-formigen Striche Uber- bzw. unterhalb desl®es (= Median) zeigen die 75. bzw. 25.
Perzentile an, entsprechend der 3. bzw. 1. Quartile

Die Darstellung in Box-Plots (Abb. 16-18) zeigt défedian (Mittelstrich des grauen
Rechtecks), sowie 75. bzw. 25. Perzentile entspreti3. bzw. 1. Quartile (obere bzw. untere
Begrenzung des grauen Rechtecks). Das Minimum usxirum der Gruppen wird durch t-

formige Balken (,Whisker“) Gber- und unterhalb d&sx-Plots dargestellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Hamodynamik

Der mittlere arterielle Blutdruck (Tabelle 1) ani@esich in den einzelnen Versuchsgruppen
wahrend des Versuchszeitraumes nicht signifikantHNLPS-Injektion kam es bei einzelnen
Tieren der endotoxamischen Gruppen zu einem Blokaefall, der durch die alleinige Gabe
von Volumen nicht zu kompensieren war und in ddgé&alie kontinuierliche Infusion von
Noradrenalin erforderte. Durch diese therapeutisch@alZnahmen wurde ein dauerhaftes
Absinken des MAP unter einen Wert von 80 mmHg vetit. Es konnten keine signifikante
Unterschiede im Volumen- oder Noradrenalinbedatitelen den endotoxamischen Gruppen
festgestellt werden. Lediglich die Tiere der Kohgwppe benotigten zu keiner Zeit

Noradrenalin.

Tabelle 1 Verlauf des mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) wahrend des

Versuchszeitraumes (Median (IQR)), Zeitpunkt O min: Ausgangswert, danach
stindliche Messungen bis 300 min nach Versuchsbeginp<0.05

MAP (mmHg)
Versuchsgruppe Omin 60min 120min 180min 240min 300min
Control 104 (19) 95 (20) 97 (20) 105 (15) 106 (4) 9 (20)
LPS- only 119 (20) | 106 (28] 113 (17 106 (171) 188 (| 101 (11)
Lid i.v. 4 mg/kg 121 (34) | 106 (21) 123 (15 105Y13 92 (21) 99(20)
Lid ae 0.4 mg/kg| 126 (13)] 100(14) 111 (29) 101 (1) 101 (11) 99(11)
Lid ae 4 mg/kg 131 (40)] 110 (19 105 (24) 104 (1) 104 (18) 104 (17)
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Die Herzfrequenz (Abbildung 8) blieb innerhalb @é@rzelnen Versuchsgruppen wahrend des
Versuchszeitraumes konstant. Bei 60 min wies distidigruppe eine signifikant niedrigere
Frequenz auf als LPS-only und Lid ae 4 (LPS-on82 412) min' vs. 324 (48) miffund Lid

ae 4: 432 (72) mih vs. 324 (12) mifl). Ab 120 min bis zum Versuchende war die
Herzfrequenz der Kontrollgruppe signifikant niedmgals die der tbrigen Gruppen. Die
Werte der endotoxamischen Gruppen unterschiedaresi&keinem Zeitpunkt signifikant von

einander.
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Abb. 8 Verlauf der Herzfrequenz wahrend des Versucszeitraumes. (Median (IQR)), Zeitpunkt
0: Ausgangswert, danach stindliche Messungen bis @min nach Versuchsbeginn, p<0.05,
*Control vs. Gruppen; # Control vs. LPS-only und Lid ae 4
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3.2 Lungenfunktion

Die beiden Lungenfunktionsparameter Resistanceu(ll) Compliance (C) blieben tber den

gesamten Versuchszeitraum konstant und wiesen leggmfikante Unterschiede zwischen

den einzelnen Gruppen auf (Tabelle 2).

Tabelle 2

Verlauf von Resistance (R) und Compliac (C) wahrend des

Versuchszeitraumes. (Median (IQR)), p<0.05, Zeitpukt O min: Ausgangswert, danach
stiindliche Messungen bis 300 min nach Versuchsbegin

C (ml/mbar)
\Versuchsgruppe Omin 60min | 120min | 180min 240min 300min
Control 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
LPS-only 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Lid i.v. 4 mg/kg 0.5 0.5 0.5 0.5 0.6 0.5
Lid ae 0.4 mg/k 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Lid ae 4 mg/kgf 0.6 0.5 0.6 0.6 0.6 0.6
R (mbar/l/s)
\Versuchsgruppe Omin 60min 120min 180min 240min 300min
Control 146 (17) 136 (11) 140 (13) 141 (13|) 135 (19 138 (18)
LPS-only 152 (26) 158 (19) 148 (17 141 (9 141 (5) 135 (6)
Lidi.v. 4 mg/kg| 148 (21) 148 (16) 149 (23) 138 (27 141 (29) 130 (2
Lid ae 0.4 mg/kg 145 (12) 143 (16) 148 (19) 143 (7) 141 (11 141 (5
Lid ae 4 mg/kg 149 (12) 150 (11 142 (29) 143 (13) 145 (7) 147 (18)
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Pa O2 [mmHg]

3.3 Arterielle Blutgasanalyse

Zu den Zeitpunkten 0, 120, 180 und 300 min wies Klatrollgruppe signifikant hohere
PaQ-Werte (Abbildung 9) auf als die endotoxdmischenppan. Zum Zeitpunkt 240 min lag
der PaQ@ aller Gruppen signifikant tiber dem der Vernebesgmgppen.
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Abb. 9 Verlauf des arteriellen Sauerstoffpartialdruckes (PaQ) wahrend des Versuchszeit-
raumes. (Median (IQR)); Zeitpunkt 0: Ausgangswert,danach stiindliche Messungen bis 300 min
nach Versuchsbeginn, p<0.05, * Control vs. anderer@ppen, # Control vs. Lid ae 4, Lid ae 0.4;

§ Lid i.v. 4 vs. Lid ae 4 und Lid ae 0.4, $ LPS-owlvs. Lid ae 4 und Lid ae 0.4
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Der Kohlendioxidpartialdruck (PaGOAbbildung 10) gemessen im arteriellen Blut deSEP
only Gruppe war zum Zeitpunkt 0, 120, 180 und 300 signifikant hoher als in den tbrigen
Versuchsgruppen. Zum Zeitpunkt 240 min lag der Pad® LPS-only Gruppe signifikant
Uber dem der Therapiegruppen (Lid i.v. 4, Lid aeuhd Lid ae 4).
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Abb. 10 Verlauf des arteriellen Kohlendioxidpartialdrucks (PaQ,) wahrend des
Versuchszeitraumes. (Median (IQR)), p<0.05, Zeitpukt O0: Ausgangswert, danach
stiindliche Messungen bis 300 min nach Versuchsbegint LPS-only vs. Gruppen,

# LPS-only vs. Therapiegruppen

Elektrolyte, pH-Wert:

Wahrend der gesamten Versuchszeit lag der MedignptieWertes und der Elektrolyte
(Natrium und Kalium) der einzelnen Versuchsgrupptts im Normbereich (pH: 7,35-7,45;
Na': 135-148 mmol/l; K: 3,6-5,0 mmol/l).
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1000/ml

3.4 Blutbild

In allen endotoxamischen Versuchsgruppen, trat evithder ersten Stunde ein signifikanter
Abfall der Leukozytenzahl (Abbildung 11) im Volllilim Vergleich zur Kontrollgruppe auf
und blieb bis zum Zeitpunkt 240 min nach Versuchsbe bestehen. Zum Ende des
Versuchszeitraumes wies nur noch Lid ae 0.4 eigaifdant niedrigere Leukozytenzahl als
die Kontrollgruppe auf (Lid ae 0.4: 4,1 (1,8) v&4 €1,8)). Zum Zeitpunkt 180 min war die
Leukozytenzahl von Lid i.v. 4 signifikant gréRes alie der Hochdosis Vernebelungsgruppe
(Lid i.v. 4: 5,7 (2,0) vs. 2,9 (1,3)).
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Abb. 11 Anderungen der Leukozytenzahlen (vhite blood cells§f wahrend des Versuchszeit-

raumes. (Median (IQR)), p<0.05, Zeitpunkt 0: Ausgagswert, danach stiindliche Messungen bis
300 min nach Versuchsbeginn, *Control vs. andere Gippen, # Lid i.v. 4 vs. Lid ae 4, § Control

vs. Lid ae 0.4
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Dabei zeigte sich eine Verschiebung im Differeblisbild im Sinne einer Abnahme der
peripheren Lymphozytenzellzahl (Abbildung 12) undghZhme der Anzahl segmentkerniger
Granulozyten (Abbildung 13). Diese Veranderungerrewain allen Gruppen erkennbar.
Lediglich die Kontrollgruppe zeigte ab 180 min eigignifikant geringere Abnahme der
Lymphozytenzahl im Vergleich zu den tGbrigen Gruppémden Zeitpunkten 0 und 120 min
war die Lymphozytenzahl von Lid i.v. 4 signifikantedriger als die der Kontrollgruppe
(Zeitpunkt O: Lid i.v. 4: 67 (8) vs. 82 (7); Zeitpkt 120 min: Lid i.v. 4: 32 (4) vs. 46 (19)).
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Abb. 12  Anderung der Lymphozytenzahl im peripheren Blut wahrend des
Versuchszeitraumes. (Median (IQR)), p<0.05, Zeitpukt O0: Ausgangswert, danach
stundliche Messungen bis 300 min nach Versuchsbegin*Control vs. Gruppen, #

Control vs. Lid i.v. 4
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Es deutete sich ein Trend an, dass die Zahl deneigernigen Granulozyten im peripheren
Blut (Abbildung 13) der Kontrollgruppe im Vergleiadu den anderen Gruppen weniger stark
anstieg und auf einem mittleren Niveau blieb. Zuml3zeitpunkt 300 min ergab die Analyse
keine signifikanten Unterschiede zwischen den diere Gruppen (p=0.051), obwohl die
graphischen Darstellung dies vermuten lieRe. Zumtpdekt O lag die Zahl der
segmentkernigen Granulozyten der KontrollgruppeiBignt unter derjenigen von Lid i.v. 4
(Control: 9 (8) vs. 25 (8)), zum Zeitpunkt 180 miauch unter denen der
Vernebelungsgruppen (Control: 57 (12) vs. Lid 4v69 (3), Lid ae 0.4: 66 (17) und Lid ae 4:
64 (7)). Bei 240 min wies die Kontrollgruppe dieediiiegsten Zahlen segmentkerniger
Granulozyten aller Gruppen auf, bei 300 min dewsatie ein solcher Trend nur an.
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Abb. 13 Anderung der Zahl der segmentkernigen Granlozyten wahrend des Versuchszeit-
raumes. (Median (IQR)), p<0.05, Zeitpunkt 0: Ausgagswert, danach stiindliche Messungen bis
300 min nach Versuchsbeginn, *Control vs. Gruppen# Control vs. Lid i.v. 4, +Control vs. Lid
ae 0.4,Lidae4undLidi.v. 4
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Die Thrombozytenzahlen (Abbildung 14) sanken in dadotox&mischen Gruppen 180 min
nach LPS-Injektion signifikant gegeniber der Kolgroppe ab. Diese Veranderung im
Blutbild blieb bis zum Versuchsende (300 min) bleste
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Abb. 14 Anderungen der Thrombozytenzahlen im periperen Blut wahrend des Versuchs-
zeitraumes. (Median (IQR)), *p< 0.05, Zeitpunkt O: Ausgangswert, danach stindliche
Messungen bis 300 min nach Versuchsbeginn, *Contrgk. andere Gruppen
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Der Hb-Wert (Abbildung 15) zeigte Uber den Versudisaum eine kontinuierliche

Abnahme von 15,2 g/dl (IQR 1,7) zu Beginn auf 1@ (IQR 1,0) nach 300 Minuten. Die

Kontrollgruppe hatte bei 60 min und 120 min sidafit niedrigere Werte als die tbrigen
Gruppen. Eine Ubersicht tiber die Veranderungen lutbd der einzelnen Versuchsgruppen
bietet Tabelle 3.
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Abb. 15 Anderungen des Hb-Wertes (Hb) wahrend degersuchszeitraumes. (Median (IQR)),
*p< 0.05, Zeitpunkt 0: Ausgangswert, danach stiindtihe Messungen bis 300 min nach Versuchs-
beginn, *Control vs. andere Gruppen
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Tabelle 3

Versuchszeitraumes. (Median /IQR)

Veranderungen im Blutbild der Versuchsgruppen wahend des

Zeitpunkt nach Gabe von LPS oder Ende der erstennébdelung

Omin 60min 120min 180mir 240min 300m
ILeukozyten(103/ml
Control 79/2,5 8,7 /2,37 12,5/4,5 8164 * 8,2/2,0* 6,4/1,8 8§
LPS- only 8,8 /6,6 4,5/2,5 3,4/1,3 3,3/1,3 35/ 4,3/1,8
Lid i.v. 4 mg/kg 8,7/2,4 4,4/1,9 4,7/15 520 $ 4,6/1,3 4,5/1.4
Lid ae 0.4 mg/kg 9,3/5,1 3,8/1,3 3,2/0,4 3,8/1, 4,1/1,2 4,1/1,8
Lid ae 4 mg/kg 9,5/3,9 3,8/0,6 2,9/0,6 29/1,3 46/2,4 4,8 /2,2
Thrombozyten
(103/ml)
Control 696/ 309 720 /82 773 /110 649 /107 8 6B70 * 628 /94 *
LPS- only 575 /397 759 /92 483 /227 515 /200 540/1 376 /129
Lid i.v. 4 mg/kg 428 /413 733 /213 412 /379 432930] 346 /153 440 /98
Lid ae 0.4 mg/kg 468 /78 781 /84 577 /108 BAG 500 /100 398 /37
Lid ae 4 mg/kg 655 /376 702 /243 618 /86 B2/ 386 /200 364 /35
Lymphozyten
(/100Leuk.)
Control 82 /7 + 80 /15 46 /19 4 41 /12 42 /22 * 43 /31*
LPS- only 73 /13 76 /18 45 /24 351/8 25/.9 24413
Lid i.v. 4 mg/kg 67 /8 62 /20 32 /14 26./6 21 /.12 14 /.9
Lid ae 0.4 mg/kg 76/8 70 /22 39/10 32 /15 22 /.11 18 /.7
Lid ae 4 mg/kg 7418 731710 41 /18 32/9 27 /5 1 /.
Segment.
(/200 Leuk.)
Control 9/8+ 17 /16 51 /20 57/12+8 $ 57 /23 * 55 /31
LPS- only 21 /15 18 /16 53 /22 61 /8 71/16 73 /14
Lid i.v. 4 mg/kg 25/.8 38 /17 63 /13 69 /3 77 /5 80/10
Lid ae 0.4 mg/kg 17 1.6 27 121 57 /10 66 /17 72 /9 72 /13
Lid ae 4 mg/kg 20/.6 23/14 56 /19 64 /7 68 /5 74 /8

Segment.: Segmentkernige Leukozyten, Leuk.: Leulerzp<0.05, *vs. Gruppen, # vs. LPS-only, +

vs. Lid i.v. 4, § vs. Lid ae 0.4, $ vs. Lid ae 4,
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3.5 Nitritfreisetzung aus Alveolarmakrophagen

Abbildung 16 A zeigt die spontane Nitritfreisetzuags kultivierten Alveolarmakrophagen
innerhalb von 24 h. Die Makrophagen der Kontralitiproduzierten spontan kein messbares
Nitrit. In den Makrophagen der LPS-only Tiere kasmmvermehrt zur Freisetzung von Nitrit.
In allen Therapiegruppen kam es zu einer signitdan(p<0.05) Hemmung der Nitrit-
Produktion im Vergleich zur LPS-only Gruppe. Dalagien keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Therapiegruppen vor. Es deutete diendiags ein Trend an, dass die
Vernebelungsgruppen die NO-Produktion starker saperten als die i.v.-Gruppe (Lid ae 4:
1,68 (0,84); Lid ae 0.4: 1,6 (1,12) vs. Lid i.v.463 (0,66)).

Durch die Zugabe von LPS in vitro (Abbildung 16 I@f3en sich die Alveolarmakrophagen
aller Gruppen gleichermal3en stimulieren. Es deusete lediglich ein Trend an, dass die
Makrophagen der LPS-only Gruppe nach erneuter &imn mit LPSin vitro mehr Nitrit

freisetzten, als die Ubrigen Versuchsgruppen. Digsg¢erschied war jedoch nicht signifikant.

A) B)

Nitrit [umol/ml]
N
’7

T T T T T
LPS-only  Control Lidiv.4 Lidae0,4 Lid ae 4 LPS-only Control Lidiv.4  Lidae04  Lidae4

Abb. 16 Nitritfreisetzung aus Alveolarmakrophage. Die Makrophagen wurden fir 24 h
entweder ohne Stimulus (A) oder nach Zugabe von LP@ng/ml) in vitro (B) kultiviert, (Median
(IQR)), p<0.05, *Gruppen vs. LPS-only , # Gruppen . Control
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3.6 Zytokinkonzentrationen im Plasma

Die Tiere der Kontrollgruppe wiesen im Plasma lédigsehr geringe Konzentrationen der
gemessenen Zytokine (IL-113, IL-6, IL-10 und Td&yfuf. Durch die Gabe von LPS kam es zu
einem signifikanten Anstieg der Konzentrationemrrajemessener Zytokine, die jedoch von
keiner der Therapiegruppen signifikant gesenkt eerétonnte. Abbildung 17 zeigt eine
graphische Darstellung der Plasmakonzentrationergemessenen Zytokine der einzelnen

Versuchsgruppen. Tabelle 4 gibt eine tabellaridg¢bersicht tiber diese Werte.
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LPS-only Control Lidi.v.4 Lidae0,4 Lidae 4 LPS-only Control Lidiv.4 Lid ae0,4 Lid ae4

Abb. 17 Ubersicht Uber die Konzentrationen der Zyt&ine im Plasma. (Median (IQR)),
p<0.05, A: Tumornekrosefaktor alpha (TNFa), B: Interleukin-13 (IL-1B), C:
Interleukin-6 (IL-6), D: Interleukin-10 (IL-10), * vs. Control

37



3.7 Zytokinkonzentrationen in BALF

Die Bestimmung proinflammatorischer Zytokine in @A&LF der Versuchstiere nach LPS-
Injektion und ihre Supprimierung durch die praveatiVernebelung von Lidocain im
Vergleich zur intravendsen Gabe von Lidocain waeeder Schwerpunkte der vorliegenden
Studie. Die nachfolgenden Abbildungen (AbbildungA-®) zeigen die Ergebnisse der dazu
durchgefuhrten ELISA-Messungen. Die Injektion vo®3 l6ste in allen Tieren einen
signifikanten Anstieg der gemessenen Zytokinkormagiohen (IL-1(3, IL-6 und TN&) aus.
Im Gegensatz zur niedrigdosierten Vernebelung ifigdkg KG) waren in der hochdosierten
Vernebelungsgruppe (4 mg/kg KG) die Konzentratiomen IL-13 und TNk in der BALF
signifikant erniedrigt. Durch die i.v.-Gabe von bhin wurde dies ebenfalls erreicht.

Durch die Injektion von LPS kam es zu einem sigaifiten Anstieg der IL-13 Konzentration.
Durch die hochdosierte Vernebelung (4 mg/kg KG) ‘wocain konnte dieser Anstieg um
56,6 % (217.3 (195.1) pg/ml vs. 94.2 (165.8) pg/gesenkt werden. Vergleichbar effektiv
zeigte sich die i.v.-Gabe von Lidocain (4mg/kg K@it einer Senkung des IL-1[3 Anstiegs
um 57,1 % (217.3 (195.1) pg/ml vs. 93.2 (79.8) pp/MDabei unterschieden sich die IL-13-
Konzentrationen der genannten Therapiegruppen wmigmifikant von denen der Control-
Gruppe. Durch die niedrigdosierte Vernebelung (@g/kg KG) konnte keine signifikante
Supprimierung des LPS-induzierten IL-13-Anstiegesieht werden.

Wie fur IL-1 konnte durch Lid ae 4 und Lid i.v.afich eine signifikante Suppression des
LPS-induzierten Konzentrationsanstiegs von TdNEfzielt werden. Lid ae 4 senkte den
TNFa-Anstieg um 27,7 % (436.7 (344.5) pg/ml vs. 314.91(1) pg/ml), Lid i.v. 4 sogar um

48,6 % (436.7 (344.5) pg/ml vs. 228.6 (169.3) py/mhalog zu den Messergebnissen der
IL-1R3-Bestimmung konnte die niedrigdosierte Verriebg auch keine Suppression des LPS-

induzierten Anstiegs der TNFKonzentrationen bewirken.

IL-6 liel3 sich bei den Tieren der Kontrollgruppe @mer Konzentration von 411,2 (277,0)
pg/ml nachweisen. Die Injektion von LPS flhrte Zzneen signifikanten Anstieg der IL-6-
Konzentrationen aller Gruppen, die durch keineTd@rapieformen signifikant gegentber der
LPS-only Gruppe (2755 (1144) pg/ml) gesenkt werkennten. Lid i.v. 4 hatte signifikant
niedrigere Konzentrationen von IL-6 in der BALF &ld ae 0.4. ( 1918 (726) pg/ml vs. 3233
(1570) pg/ml).
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In keiner der Versuchsgruppen konnten erhthte Hk@fOzentrationen der BALF

nachgewiesen werden.

Die Messergebnisse von IMEn der BALF der Versuchsgruppen ergab von dengéri
Messungen abweichende Werte: Die Injektion von Eiffgte in der LPS-only-Gruppe nach
300 min zu gleich hohen INFKonzentrationen wie in der Kontrollgruppe zu mess&aren
(61.6 (158,1) pg/ml bzw. 71.7 (123.6) pg/ml). Zwiso den Versuchsgruppen bestand kein
signifikanter Unterschied bezlglich ihrer INKonzentrationen. Lediglich die hochdosierte
Vernebelung fuhrte nach 300 min zu signifikant nigeren INF-Konzentrationen als in

allen Gbrigen Gruppen.
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IL-6 [pg/ml]
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Abbildung 18 Ubersicht tiber die Zytokinkonzentrationen in der BALF, A: Interleukin 1R (IL-
1R), B: Tumornekrosefaktor a (TNFa), C: Interleukin 6 (IL-6), D: Interferon y (IFNy), (Median
(IQR)), p< 0.05, * vs. LPS-only, # vs. Control, 8« Lid ae 0.4, $ vs. Lid i.v. 4, £ Lid ae 4 vs.

Gruppen
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3.8 Lidocainkonzentrationen im Plasma

Die Lidocainkonzentrationen im Plasma der beidem®eelungsgruppen (Abbildung 19 B)
lagen zu allen Messzeitpunkten signifikant untemesheder i.v.-Gruppe (Abbildung 19 A).
Die grol3ten Unterschiede zeigten sich bei den refgtessungen nach Lidocainapplikation:
die i.v.-Bolusgabe resultierte in hohen Spitzenerertdie rasch abfielen. Die Vernebelung
von Lidocain resultierte in wesentlich kontinuieheren Plasmakonzentrationen (beachte die
unterschiedliche Skalierung der y-Achsen!).

Nach intravendser Gabe von Lidocain kam es zu eimémlen Anstieg auf 4,93umol/ml
(IQR= 2,0) eine Minute nach der ersten Injektiond wergleichbar hohen Werten (4,4
umol/ml  [IQR= 1,7]) nach der zweiten Injektion. DieNerte der Hochdosis
Vernebelungsgruppe Lid ae 4 lagen mit Ou82ol/l (IQR= 0,28) nach der ersten Vernebelung
und mit 0,74umol/ml (IQR= 0,12) nach der zweiten signifikant alater. Nach der zweiten
Injektion von Lidocain sanken die Plasmakonzerdratn von Lidocain wesentlich langsamer
ab als nach der ersten, was sich in dem flachertemelverlauf der Lid i.v. 4-Gruppe nach
der zweiten Injektion widerspiegelt.

Zu Versuchende lagen die Lidocainkonzentrationeriasma der Lid i.v. 4-Gruppe mit 1,5
umol/ml (IQR=0,55) signifikant (p<0.05) Uber deneard.id ae 4-Gruppe (0,5¢mol/ml
[IQR=0,22]). Eine Lidocainkonzentration oberhally tkxischen Grenze von 1®/ml (174)
wurde nach der ersten Lidocaininjektion bei eineler Ter Lid i.v. 4-Gruppe eine Minute
nach Injektion gemessen und bei einem weiteren dieser Gruppe eine Minute nach der
zweiten Injektion. Funf Minuten nach den Bolusirtjeken lagen die Konzentrationen von
Lidocain im Plasma deutlich unterhalb der toxiscl@menze (1,8Jug/ml [IQR=0,13] bzw.
3,84ug/ml [IQR=0,84]).

Die Plasmakonzentrationen von Lid ae 0.4 lagen rdamhersten Vernebelung unter 0,1
umol/ml und damit unterhalb des Bereiches, in wealthdas Messgerat (TDx-Analyzer,
Abbott, lllinios, USA) laut Hersteller zuverlassig@/erte liefert. Nach der zweiten
Vernebelung lagen die Werte nur knapp dariber.

Bei keinem Tier der Vernebelungsgruppen wurde zwgendeiner Zeit eine
Plasmakonzentration von Lidocain in der Nahe tdxescBereiche gemessen. Der hochste

gemessene Wert in den Vernebelungsgruppen lag®eggiml (Lid ae 4).
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Abb. 19 Kinetik der Lidocainkonzentrationen im Plasma der Versuchtiere Uber die Zeit. A:
Plasma-konzentrationen von Lidocain nach i.v.-Gabe,B) nach Vernebelung, Daten sind
dargestellt als Median mit simple-error-bars der 25 und 75. Perzentile. Die
Plasmakonzentrationen beider Vernebelungsgruppen &en zu allen Messzeitpunkten signifikant
unter den Plasmakonzentrationen von Lid i.v. 4 (p<@5), die Plasmakonzentrationen von Lid ae
0.4 lagen zudem zu allen Messzeitpunkten signifik&ifp<0.05) unter denen von Lid ae 4
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4 DISKUSSION
4.1 Diskussion der Methodik
4.1.1 Tiermodell

Studien zur Inhalation an Kleintieren werden haufiger Spontanatmung an wachen oder
sedierten Tiere durchgefiihrt (183,185). Das Atentarusahrend Spontanatmung ist jedoch
unregelmaldig und nicht kontrollierbar. Unterschigdd Frequenz und Tiefe der Atemzige
wirken sich auf die alveolare Deposition aus, diteu solchen Bedingungen stark variiert.
Die Gabe von Sedativa und Anasthetika wirkt sichsamiich alterierend auf die
Atemmechanik aus (48), was zu einer BeeinflusswargAgtrosolverteilung und —deposition
fuhrt (216).

In der vorliegenden Studie wurde die Vernebelung Vddocain wahrend kontrollierter
Beatmung am einzelnen Versuchstier durchgefihmniDaaren vergleichbare Bedingungen
zwischen den Versuchsgruppen geschaffen. Die Rwéalis dieses Modells gelangen
Hofstetter et al. in den Vorarbeiten zur Vernehgluvon Interleukin-10 wahrend
experimenteller Endotoxindmie am Versuchstier R&%89.

4.1.2 Vernebelung

In der Kklinischen Praxis stehen fur die Erzeugund erabreichung eines Aerosols wéahrend
kontrollierter Beatmung grundsatzlich zwei Methodezur Verfliigung: Die
Ultraschallvernebelung und die Jetvernebelung. \Beevendung eines Jetvernebelers bietet
gegeniber derjenigen eines Ultraschallvernebeleehrene Vorteile. Das von einem
Jetvernebeler erzeugte Partikelspektrum weist ganggere Schwankungsbreite auf als das
eines Ultraschallvernebelers (188,219). Das Malabtleolaren Deposition héngt wesentlich
von der GroRRe der erzeugten Aerosolpartikel abe irol3e Streuung in der Partikelgrof3e
geht mit einer verminderten alveolaren Depositimmer.

Die wahrend Ultraschallvernebelung frei werdendergie, u.a. in Form von Warme, stellt
ein weitere Beeintrachtigung, vor allem fir hitzedimdliche Aerosole (Proteine) dar. Eine
Veranderung oder Inaktivierung von Proteinen dumile Hitzeentwicklung wahrend
Ultraschallvernebelung ist fur Insulin (231), Ifeon (104) und Surfactant (235)
beschrieben.
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Die Erzeugung eines Aerosols mit Hilfe von Druckl@detvernebelung) ist eine klinisch

etablierte und weit verbreitete Methode (153), fdie prinzipiell alle 16slichen Substanzen

anwendbar ist (1). Das erzeugte Partikelspektrungthéon vielen verschiedenen Faktoren
ab: von dem verwendeten Verneblertyp, der GroR&/demebelungskammer, der Temperatur
sowie der DurchfluBrate des durchstromenden Gases den physikochemischen

Eigenschaften der vernebelten Substanz (39,88).

Die therapeutische Vernebelung von Substanzen iemeXperiment zur Behandlung der

akuten Inflammationsreaktion der Lunge ist nebenvideliegenden Studie auch in weiteren
Studien untersucht worden. Beispiele hierflr sire \dernebelung von “tissue plasminogen
activator” (TPA) im verbrennungsassoziierten Lursgdaden (55), Terbutalin und Budesonid
als Therapie des chlorgasinduzierten Lungenscha@43 und LU-135252, ein Endothelin

(A) Rezeptorantagonist mit Surfactant-Mangel assden Lungenschaden.

Der in der vorliegenden Studie verwendete Vernedleeugte ein Partikelspektrum, das eine
alveolare Deposition von 3.8% ermdglichte, was reiDeposition an intubiert beatmeten

Patienten auf Intensivstation entspricht (67,1300dem konnte die Vernebelung unter
physiologischen Bedingungen durchgefiihrt werdemeoéine Schadigung der Lunge oder
Beeintrachtigung der Hamodynamik nach sich zu ziehe

In einer weiteren Studie konnte die Frage gekl&tden, ob die Inhalation von Lidocain
nicht nur praventiv sondern auch therapeutischgefokann. Die Beantwortung dieser Frage
ist von grof3er Klinischer Relevanz. Nishina et(463) konnten zeigen, dass die Gabe von
intravendésem Lidocain 10 min nach Auslosen des raxatellen Lungenschadens durch
intratracheale S&aureapplikation gleichermal3en t¥fekar, wie die prophylaktische Gabe
von Lidocain. Der protektive Effekt intraventsemdacains war jedoch 30 min nach Auslésen

des Lungenschadens nicht mehr vorhanden (163).

Ein moglicher Vorteil einer Inhalationstherapie niiidocain ist die Tatsache, dass die
Substanz nicht in die systemische Zirkulation gglansondern direkt vor Ort ihre
antiinflammatorische Wirkung im betroffenen Lungemgbe entfalten kann. Da die
vernebelte Menge an Lidocain direkt an den Ort Eetzindung gelangt und sofort ihre
Wirkung entfalten kann, ohne durch die alveolariiké@® Barriere diffundieren zu missen,
konnte folglich fur die Vernebelung von Lidocaimegrof3eres therapeutisches Zeitfenster
existieren, als fur die intravendse Gabe. Fur digrien der direkten Lungenschéadigung bietet

die Verneblung von Lidocain womaoglich einen zusélten Vorteil, da die auslésende Noxe
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ebenfalls von der alveolaren Seite her einwirkt wadeine direkte Antagonisierung der

proinflammatorischen Reize durch das vernebeltedadh erfolgen kann.

4.1.3 Experimentelle Endotoxindmie

Die bakterielle Sepsis ist die haufigste Ursache das Zustandekommen des akuten
Lungenschaden (100). Die Organschadigungen, zundauneh der ALl gehort, entwickeln
sich meist sekundér im Laufe des septischen Kratgthkeles. Die Schadigung der Lunge
erfolgt auf indirektem Weg, was bedeutet, dass ohielle Erreger, Endotoxine und
Entzindungsmediatoren Uber die Blutbahn in die keumglangen und dort den ALI
verursachen. Dieser Pathophysiologie folgend emsthe plausibel, im Tierexperiment durch
die intraventse Injektion von LPS ein septischesnKheitsbild zu induzieren, welches
sekundar eine pulmonale Inflammationsreaktion aislo

Von zentraler Bedeutung fur das Zustandekommenesliegptischen Krankheitsbildes ist
Endotoxin (Lipopolysaccharid = LPS), ein stark amimatorisch wirkendes Molekil auf der
aulBeren Hulle aller gram-negativer Bakterien (1®4¢ intravendse Gabe von LPS ist ein
etabliertes und weit verbreitetes Modell zur Indukteines septischen Geschehens mit
vergleichbaren klinischen Auswirkungen. Zahlreitleeexperimentelle Studien wahlten diese
Vorgehensweise zur Induktion einer pulmonalen mnfiteationsreaktion an Affen (230),
Hunden (66,85), Ratten (38,53,238), Kaninchen (4R162), Schweinen (42,115,155) und
Méausen (5,37,86,120).

LPS ist in der Lage, Endothelzellen direkt und iekti zu schadigen, was eine Schlusselrolle
im Entstehungsprozess der pulmonalen Inflammateaksion darstellt (177). Der
Endothelzellschaden ist ein charakteristisches Matkautoptischer Untersuchungen an
Lungen von Patienten, die an sepsisbedingtem ARBStarben (144). In zahlreichen
Tierversuchen konnte nachgewiesen werden, dasacbsimjektion von LPS zur Schadigung
und Ablosung der Endothelzellen der Kapillargefd®enmt (16). Eine erhdhte Anzahl
zirkulierender Endothelzellen konnte auch im Bhatst septischer Patienten nachgewiesen
werden, was mit einer schlechteren Prognose eimte(@56).

In einzelnen Studien korrelierte die Konzentrativon zirkulierendem LPS mit der
Entwicklung eines Multi-Organversagen (MOF muilti organ failuré) einschlie3lich der
Entwicklung eines ARDS (27). Durch die alleinigeb®ason LPS konnte im Tierexperiment

ein Endothelzellschaden ausgeldst werden, der dgmgrédm-negativer Infektion vergleichbar
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ist (28,221). Umgekehrt wirkten Therapieanséatze Riautralisation des LPS-Molekiils
protektiv auf Endothelzellen (227,228). LPS induzia Endothelzellen Reaktionen, die in
ahnlicher Weise auch wahrend eines septischen &sch vorkommen. So aktiviert LPS in
Endothelzellen die Produktion der proinflammatdrest Zytokine IL-6 (74,110), IL-8
(11,74), IL-1R (50,124) sowie die vermehrte Expssler Adhasionsmolekile E-Selektin,
Interzellulares Adhéasionsmolekil (ICAM)-1 und vakkas Zelladh&sionsmolekil (VCAM)-
1 (74,109) und daruber hinaus die Expression vomeBsfaktor (Thromboplastin) (41,72).
Die Effekte von LPS werden Uber das membranstan@tykoprotein CD14 (mCD14)
vermittelt. Zu den betroffenen Zellpopulationen Ieéh Zellen monozytaren Ursprungs,
Alveolarmakrophagen und neutrophile Granulozyte22§2 Das LPS-Molekul alleine ist in
der Lage, direkt an mCD14 zu binden. Seine Affinzé diesem Rezeptor wird jedoch
deutlich erhoht, wenn es einen Komplex mit dem IB#&iungsprotein (LBP) eingeht (167).
LBP fordert zudem die Bindung von LPS an die Idsdicnicht membranstandige Form des
CD14 (sCD14) (222). Im Komplex mit sCD14 kann LR&tell-like Rezeptor-4 (TIr-4) Uber
einen von mCD14 unabhangigen Wirkmechanismus maokhelzellen interagieren (222).
Der durch TIr-4 vermittelte intrazellulare Transtioksweg bewirkt neben einer Aktivierung
von NFkappaB und einer damit verbundenen Produkgiemflammatorischer Zytokine die
Aktivierung von Kaspasen (16). Diese sind protastyt wirksame Enzyme, die in
aktiviertem Zustand die zellulare Apoptose herlieidin.

Die Rolle, die LPS im endotoxamischen Lungenschageelt, wird aus tierexperimentellen
Beobachtungen deutlich. Die Injektion von LPS iastchafen dosisabhangig ein dem ARDS
vergleichbares Krankheitsbild aus (57), welchesvienlauf zur Ausbildung einer kritischen
Hypoxie mit todlichem Ausmal fihren kann (29). DBensibilitat fir LPS ist jedoch
speziesabhéngig (28). Am Schwein reichen schomgerbosen LPS (1 mg/kg), um einen
Abfall des Pa®@ und schwerste hamodynamische Kreislaufinstabitigibeizufiihren (115).
Im Gegensatz dazu benétigen Sprague Dawley Raiterviel faches dieser Dosis, um
vergleichbare klinische Veradnderungen hervorzurufégigene Beobachtungen). Die
Dosierung von 5 mg/kg LPS intravenés in der vodieden Studie entspricht einer tblichen
Dosierung (154).

In der vorliegenden Studie wurde durch intraven@a&be von LPS eine pulmonale
Inflammationsreaktion  ausgelost, fir deren Quanéfung die Bestimmung
proinflammatorischer Zytokine in BALF und Plasmavgo die Messung von freigesetztem
Nitrit aus kultivierten AM diente. Die Zytokinbestmungen im Plasma der endotoxamischen

Versuchsgruppen zeigten eine signifikante Erhohalley gemessenen Zytokine gegenuber

46



der Kontrollgruppe. Manche Tiere zeigten zudem tt@hiar nach LPS-Injektion einen
ausgepragten Blutdruckabfall, der die Gabe von Welm und gegebenenfalls von
Katecholaminen erforderte, was bei den Tieren damtidllgruppe nicht zu beobachten war.
Neben der Erhéhung der Zytokine in BALF und Plasomal den Verdnderungen der
Herzfrequenz fuihrte die intraventse Gabe von LP&mvorliegenden Studie auch zu einer
signifikanten Leuko- und Thrombozytopenie im peepn Blut. Lediglich die Tiere der
Kontrollgruppe waren von diesen Veranderungen awmgenen. Die Beobachtungen in der
vorliegenden Studie bezlglich der Auswirkungen vbRS auf Zytokinproduktion,
Hamodynamik und Blutbild decken sich mit den Ertadgen anderer Autoren (20,28,225).

4.1.4 Wirkspektrum von Lidocain

Lidocain gehort zu den Lokalanasthetika mit dergapsagtesten antiinflammatorischen
Wirkung (61,198). Es vermam vitro den Signalweg von Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten (94) zu hemmen umdvivo den der natirlichen Killerzellen (186,197) alskauc
den der neutrophilen Granulozyten (97,103).

Von den zahlreichen alternativen Effekten der LAdsiaus anasthesiologischer Sicht die
antiinflammatorischen Eigenschaften mit Einflussf adakrophagen und neutrophile
Granulozyten, als auch die Verbesserung einer gestinikrovaskularen Permeabilitat von
besonderem Interesse (96,173). Intravendses Lidoe@rmag die endotoxinbedingte
Adhasion neutrophiler Granulozyten am Gefaliendothghifikant zu hemmen. Hierflr
waren Plasmakonzentrationen zwischen 1,4 un@d@J5docain /ml erforderlich (198). Die in
der vorliegenden Studie gemessenen Plasmakonzenéatvon Lidocain lagen mit 0,6-1,8
pug/ml nach der ersten Bolusgabe bzw. 1,54838nl nach der zweiten ebenfalls in diesem
Bereich und werden unter 4.2.6 eingehender digkutie

Durch Inkubation mit Lidocain (2-20 mM) und Bupizac (0,4-4,4 mM) konnte die
Freisetzung von LTB aus stimulierten neutrophilen Granulozyten und &kyten fast
vollstandig supprimiert werden (206). Daraus resrtilteine verringerte Aktivierung der
neutrophilen Granulozyten mit reduzierter Chematafd6). Eine n vivo durchgefuhrte
Studie von MacGregor et al. bestétigte diese Beuhag. Die Injektion von Lidocain (Bolus
von 2,5 mg/kg) fuhrte zu einer voribergehenden Abmader Leukozytenadhésion um 40%
im Vergleich zur Kontrolle (129). Dieser Effekt date bis zu 15 min nach Injektion an.
Folgte der Bolusinjektion zusatzlich noch eine kamerliche Infusion (0,3 mg/kg/min), blieb

die adhasionshemmende Wirkung von Lidocain furgdigamte Dauer der Infusion bestehen.
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Ahnliche Effekte konnten bei Patienten beobachtden, die Lidocain im Bolus (100 mg)
zur antiarrhythmischen Therapie bekamen (129). élneren Studien konnte die hemmende
Wirkung von Lidocain auf die Migration neutrophil&ranulozytenn vitro als auchin vivo
nachgewiesen werden (56,84,199).

Dabei war eine zentrale Beobachtung im Rahmen mi@nffammatorischen Effekte der LA,
dass sie das Priming verhindern (61, 97,173). Darwersteht man den Aktivierungsprozess
neutrophiler Granulozyten aufgrund verschiedenem8t, wahrend dessen Verlauf diese
freie Radikale (Q H,O,, OH, HOCL) ausschitten und damit zu einer Ubeef@mnden
Entzindungsreaktion beitragen konnen (129). Diegergang bezeichnet man auch als
“respiratory burst. Zu den Faktoren, die das Priming in neutroph@&anulozyten auslésen
konnen, gehdren TNE; IL-6, IL-8 und PAF (173). Dadurch kann es zued#ten Schadigung
des betroffenen Gewebes kommen. Im physiologisétkdinierungsprozess der neutrophilen
Granulozyten kommt es dagegen nicht zu einer Sghadides Gewebes (177). Lidocain ist
in der Lage denréspiratory burst in neutrophilen Granzulozyten dosisabhangig aterei
Konzentration von 2-@&g/ml zu inhibieren (104). Dadurch wirken LA einech@digung des
Gewebes entgegen.

Die Hypothese, dass LA nicht die physiologische i&tung von neutrophilen
Granulozyten, sondern nur selektiv deren Primindnimelern, wirde erklaren warum LA in
der Lage sind, Uberschiellende Inflammationsreadtionu verhindern, ohne zu einer
erhohten Infektanfalligkeit zu fuhren (173). Gestiwird diese These durch Untersuchungen
von Procopio et al. (181), die nur vortbergehendenimale Verdnderungen in der
Immunfunktion gesunder Probanden nach Epiduralbegs mittels Lidocain fanden.

LA wirken auch hemmend auf Makrophagen. Die Freisggj von Zytokinen, der
“respiratory burst und der Vorgang der Phagozytose in Makrophagahabhéngig von dem
in der Zelle vorherrschenden pH-Wert (96). Dieselirdw unter anderem von
membranstandigen Protonentransportmolekulen und Wvlempumpen  (N#H'-
Austauschern) reguliert, an die LA binden kénned).(%on Lidocain ist bekannt, dass es
diese in humanen neutrophilen Granulozybenvitro zu hemmen vermag (82). Lidocain
verzogerte zudem dosisabhangig die intrazellul&drpgulation und derréspiratory burst

in Kaninchenmakrophagein vitro (96). Durch die Hemmung des Md’-Austauschers in
Makrophagen durch LA lassen sich ein Teil ihrenbitbrischen Wirkungen auf diese Zellen
erklaren (96).

Ein weiterer Vorteil von Lidocain ist seine stabiéirende Wirkung auf die mikrovaskulare

Permeabilitdt. Dies zeigte sich in tierexperimdatel Modellen der saureinduzierten
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Peritonitis (189), des mechanischen lleus (16@ des Verbrennungstraumas (33). Durch
topisches und intravendses Lidocain konnte das A(Gsmer Albuminextravasation und
Fllssigkeitssektretion in den einzelnen StudieniBigint gesenkt werden.

Die protektive Wirkung von intravendsem Lidocairf die mikrovaskulare Permeabilitat ist
jedoch dosisabhangig. In niedriger Dosierung (iflkg/min) infundiert wirkt Lidocain
vasokonstriktorisch und protektiv. In hohen Dosmgen (30ug/kg/min) gegeben wirkt
Lidocain vasodilatatorisch auf die glatten Musk#é&re der GefalRe, was eine Odembildung
und Extravasation begiinstigen kann (96,111). Diaden vorliegenden Studie erreichten
Plasmaspiegel von Lidocain nach Vernebelung lagaxrimmal bei 1,5ug/ml. Damit ist eine
odemfordernde Wirkung des inhalierten Lidocainsr agiwahrscheinlich. Vielmehr liegen
die nach Vernebelung erreichten Konzentrationemimem niedrigen Bereich und wirken
damit wahrscheinlich stabilisierend auf die mikrekal&are Permeabilitét.

Aufgrund des oben geschilderten Wirkspektrums vaodain erschien die Erprobung zur
inhalativen Therapie der pulmonalen Inflammatioaktien wahrend experimenteller

Endotoxamie sinnvoll.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Hamodynamik

Die Parameter der Hamodynamik waren in der vorhidga Studie neben Stdrungen im
Saure-Basen-Haushalt keine priméaren Zielparameeertherapeutisch eingegriffen wurde.
Nach intraventser Gabe von LPS kann initial typesaleise ein ausgepragter Bludruckabfall
beobachten werden, der nach 15 min sein Maximureichtr (79). Auf diese akute

Auswirkung von LPS auf den Blutdruck folgt eine lpraogierte Phase der Hypotension,
welche nach ca. 70 min beginnt und unbehandelt Zwa fuhren kann (166). Diese

Auswirkungen von LPS auf den MAP konnten auch invideliegenden Studie nachvollzogen
werden.

Jedoch wurde mittels Volumen- und Katecholamingtd@apeutisch interveniert, um ein
Absinken des MAP unter 80 mmHg zu verhindern ume &flinderdurchblutung der Organe,
insbesondere der Lunge, zu vermeiden. Ziel war w#sdese Weise einer Stbrung der
Mikrozirkulation mit einer daraus resultierenden webshypoxie vorzubeugen, da
Alveolarmakrophagen empfindlich auf Hypoxie unddgt@isungen des pH-Wertes reagieren
(239).
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Die Herzfrequenz war ab dem Zeitpunkt 120 min naeB®-Gabe in allen endotoxamischen
Gruppen signifikant héher als in der KontrollgruppBies entspricht der klinischen
Beobachtung, dass Patienten mit septischem Kratskiildi haufig tachykard sind, was daher

ein Definitionskriterium der Sepsis ist.

4.2.2 Lungenmechanik und Gasaustausch

Die initialen pathophysiologischen Veranderunges éé&l fuhren zu einer Abnahme der
Compliance, einer Zunahme der Resistance und &eeintrachtigung des Gasaustausches
mit Abfall des Pa@ und Anstieg des PaG{136,225). Bei der vorgestellten Studie zeigten
Resistance und Compliance wahrend der Versuchsdaaiee signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen. Dies lag mdglicesevan der invasiven Beatmung der
Versuchstiere. Die gewahlte Fi@on 0,5 lag deutlich Uber derjenigen der Umgebluriigs
und der eingestellte PEEP von 4 mbar sollte diebAdisng atelektatischer Lungenbereiche
mit Rechts-Links-Shunts verhindern.

Zudem sah das Protokoll ein Blahmandver im Falhegistarken Abfalls der Tidalvolumina
(>10%) vor, was zusatzlich einer Verschlechterungr d.ungenmechanik und des
Gasaustausches entgegenwirkte. Es ist denkbardaapathologischen Veranderungen nicht
ausgepragt genug waren, um eine signifikante Beéeintigung der Lungenmechanik zu
bewirken. Diskrete Veranderungen von Compliance ebistance wurden durch das

gewahlte Beatmungsregime womdglich coupiert und der Analyse entgangen.

Der PaQ der Kontrollgruppe lag fast Uber die gesamte Mgrsdauer hinweg signifikant
Uber dem der endotoxdmischen Gruppen. Der Ba@¥D LPS-only-Gruppe dagegen lag
ebenfalls fast wahrend der gesamten Versuchsddeerdém der Ubrigen Versuchsgruppen.
Dies spricht daflir, dass die intraventése Gabe vBfS In der vorliegenden Studie eine
signifikante Beeintrdchtigung des Gasaustauschessachte. Lediglich die Kontrollgruppe
war von dem LPS-induzierten Abfall des Badsgenommen. Alle Therapiegruppen erfuhren
durch die inhalative bzw. intravendse Gabe von t&ilo eine signifikante Verbesserung des
Gasaustausches bezogen auf den Ba@genuber der LPS-only-Gruppe. Zwischen den
Therapiegruppen lag jedoch kein signifikanter Usitared in der Hohe des Pag@a die
LPS-only-Gruppe allerdings schon zu Versuchsbegignifikant hthere PaCQaufwies,

sind diese Veranderungen mit Zurtickhaltung zu bmer
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4.2.3 Blutbild

Die Hamoglobinkonzentration nahm in allen Versuchpgen vom Zeitpunkt O min bis zum
Ende des Beobachtungszeitraumes kontinuierliciDas ist mit den Blutentnahmen und der
kontinuierlichen Infusion von Flussigkeit sowie déabe von Volumen im Sinne eines
Verdinnungseffektes zu erklaren. Um vergleichbaredijungen zwischen den
Versuchsgruppen zu schaffen, wurde der Kontrollgeupund LPS-only-Gruppe eine
entsprechende Blutmenge abgenommen, verworfen sowblumetrisch ersetzt. Deswegen
fuhrten die Blutentnahmen zur Bestimmung der Lidggasmakonzentration weder in der
L.v.-Gruppe noch in den Vernebelungsgruppen zu meinsignifikanten Abfall der
Hamoglobinkonzentration im Vergleich zu den ubrigéarsuchsgruppen. Lediglich die
Kontrollgruppe startete mit einem signifikant nigéren Hb-Wert als die Ubrigen
Versuchsgruppen, was sich im weiteren Versuchaviefé 120 min) jedoch nivellierte. Eine
pathophysiologische Erklarung fur diesen Unterstise unwahrscheinlich, sondern vielmehr
eine in der Norm befindliche, interindividulle Scamkung der Ausgangs-Hb-Werte.

Die Thrombozytenzahlen der Kontrollgruppe liegendamn Zeitpunkt 180 min signifikant
Uber dem der endotoxamischen Gruppen. Ein Abfall deombozytenzahlen nach LPS-
Injektion in Ratten konnte auch in anderen Stutheobachtet werden (203) und liegt mit 4 h
nach LPS-Injektion in einem vergleichbaren zeitischRahmen wie in der vorliegenden
Studie. Eine isolierte Thrombozytopenie entwiclstth haufig zu Beginn einer Septikamie
und kann das erste Zeichen dafur sein, dass smeh &ivor lokal begrenzte Entzindung
systemisch ausbreitet (169). Eine Thrombozytopestiguch Teil desSystemic Inflammatory
Response SysndromIRS), der generalisierten Entziindungsreaktion @egmnismus auf
auslosende Faktoren (z.B. Endotoxin), welche mgabeteiligung definitionsgemal eine
Sepsis darstellt. Pathophysiologisch kommt es zwrbMuch von Thrombozyten aufgrund
einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIBB), was Meduri et al. auch bei Patienten
mit ARDS beobachten konnten (140).

Auch der initiale Abfall der Leukozytenzahlen imripieren Blut nach LPS-Injektion in der

vorliegenden Studie deckt sich mit den Beobachtmngeanderen Untersuchungen. Ab dem
Zeitpunkt 60 min liegen die Leukozytenzahlen abedotoxamischen Gruppen signifikant
unter denen der Kontrollgruppe. Zum Versuchsentledgis nur noch fir Lid ae 0.4 was an

einer zu grol3en Streuung der Werte in den Ubrigeontexamischen Gruppen liegen kann, so
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dass es fur diese nicht zum Erreichen des Signifikeveaus kam. Chang et al. (35)
beobachteten ebenfalls direkt nach LPS-InjektioBpnague-Dawley Ratten einen Abfall der
peripheren Leukozytenzahlen, welche sich nach Geduev dem Ausgangsniveau ndherten.
Neutrophile Granulozyten migrieren nach LPS-Inj@ktaus dem pulmonalen GefaRRbett in
die Alveolen und l6sen dort eine neutrophile Alvé®laus, was eine Vorstufe des ALI
darstellt (190,225). Dadurch kann es zur Abnahme pleripheren Leukozytenzahlen

kommen.

In allen endotox&mischen Gruppen zeigte sich eibeaAme der Lymphozytenzahlen Gber
den Versuchszeitraum. Diese Veranderung des Bligtbilvar in der Kontrollgruppe ab dem
Zeitpunkt 180 min signifikant weniger ausgepragte Injektion von LPS flhrt zu einer
starken Bindung der Lymphozyten an Endothelzel06) und nach intratrachealer Gabe
von LPS wurde eine erhohte Anzahl von Lymphozytarentziindlichen Infiltrat der Lunge
gefunden (174). Diese Wirkungen von LPS auf perphgmphozyten bieten eine Erklarung
fur deren Abnahme im peripheren Blut nach LPS-Injek

Die Zahl der segmentkernigen Granulozyten (SG) ieripperen Blut verhielt sich
entgegengesetzt zu der der Lymphozyten: sie shegdie Versuchszeit kontinuierlich an. Es
deutete sich ein Trend an, dass die Zahl der S@einKontrollgruppe signifikant geringer
anstieg als in den endotoxamischen Gruppen. AutgmungrofRer Streuung (p=0,051 bei 300
min) der einzelnen Werte war dies jedoch nur zumtpdakt 240 min far alle Gruppen und
zum Zeitpunkt 180 min ausgenommen der LPS-only-@eugignifikant. Eine Zunahme der
peripheren Granulozytenzahlen bei gleichzeitiger nsfbme der Lymphozyten- und
Leukozytenzahlen konnte auch nach pulmonaler Dgposivon LPS in Schafen (30)
beobachtet werden. Diese von Bogden et al. besehmén Verédnderungen des Blutbildes

decken sich mit denen in der vorliegenden Studa m@jektion von LPS.

4.2.4 Die Rolle der Alveolarmakrophagen im ALI

Die Lunge stellt ein grof3es Reservoir an Makrophadggr, die sowohl interstitiell als auch
alveolar lokalisiert sind. Alveolarmakrophagen (AbBsitzen pro— und antiinflammatorische
Eigenschaften. Unter physiologischen Bedingungerppsoieren diese Zellen die
Proliferation von Lymphozyten und dienen der miketlen Erregerabwehr (177). Im
aktivierten Zustand sind AM jedoch ahnlich wie mephile Granulozyten zur Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen wie TNE(220), IL-1R, IL-6 und IL-8 (117) befahigt.
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Durch die Ausschittung von Signallipiden und -pdgti konnen AM andere Zellen
aktivieren (47,204). Durch diese Féahigkeiten nehkheine Schlisselrolle in der zellularen
Immunabwehr der Lungen ein. Neben den neutroph®anulozyten sind AM daher
Gegenstand intensiver Untersuchungen im Zusammgniérder Pathogenese von ALl und
ARDS geworden.

Vergleicht man beide Zellpopulationen in der BAlptsgcher Patienten mit ALI, zeigt sich
dass eine Anhaufung neutrophiler Granulozyten roitwereren Krankheitsverlaufen und
einer schlechteren Prognose der Patienten assagti€R11). Eine Zunahme der AM in der
BAL septischer Patienten dagegen geht mit einesdsea Prognose und besserem Outcome
einher. Dies lasst vermuten, dass AM eine wich&gaktion in der Ausheilung des ALI
einnehmen. Es ist eine generelle Beobachtung, siabsdie Zahl der Makrophagen und
Monozyten in der Ruckbildungsphase einer Entziindomgrkrankten Gewebe erhdht. Auch
gibt es Hinweise dafir, dass dies ebenso fur AM Batienten mit ALI gilt (177,211).
Bestatigt wurde dies von Domenici et al. (53) duiBkobachtungen an Ratten, denen
Endotoxin intratracheal verabreicht wurde und deltengen 2, 3, 5, 8 und 15 Tage im
Anschluf3 daran histologisch untersucht wurdenfdgerten aus ihren Daten, dass AM eine
Schlusselrolle im Reperaturmechanismus zur Wiedstgling der Lungenphysiologie nach
endotoxin- bedingtem ALI einnehmen.

Neben diesen protektiven Fahigkeiten besitzen AMhawine Reihe zytotoxischer,
proinflammatorischer Eigenschaften. Makrophagemesesowohl in vitro (52,226) als auch
in vivo (122,226) nach LPS-Stimulation vermehrtktege Stickstoffmetabolite (N®, NO,
NO,) frei. Dieser Effekt ist einerseits direkt Uber& Rermittelt, andererseits indirekt tber die
vermehrte Freisetzung von TNk- IFNy, und IL-183 (52,214). Nitrit ist das stabile
Oxidationsprodukt von Stickstoffmonoxid (NO). Voeraraler Bedeutung fir die Bildung
von NO ist die induzierbare NO-Synthetase (iNOSj)e W vielen anderen Zellpopulationen
(neutrophile Granulozyten, Endothelzellen, Epitetén) wird die Aktivitat der INOS auch in
AM nach Stimulation mit LPS oder proinflammatorisohZytokinen wie IFNy, IL-1p und
TNF-o hochreguliert (237). Stickstoffradikale tragen atur Lipidperoxidation, DNA-
Oxidation und Inaktivierung von Enzymen und Prateirzu Schadigungen von Gewebe bei
(s. 4.2.4). Diese gewebstoxischen Effekte reseliesus einer direkten Toxizitat der NO-
Molekule auf organische Strukturen und aus einereyistischen Wirkung mit anderen
Oxidantien, wie z.B. mit reaktiven Sauerstoffmetdbo (123). Die Reaktion von NO mit
Superoxidanionen fihrt zur Produktion von Stickishaftaboliten, die zum Teil ein grol3eres

zytotoxisches Potential haben als NO odegrdlleine (193,223). Ein Beispiel hierfur ist das
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potente Zytotoxin Peroxynitrit (ONOD Auf der anderen Seite Ubernimmt NO neben der
zytotoxischen Wirkung auch wichtige Funktionen beler Zellprotektion und
Signaltransduktion (123) .

Warner et al. (226) beobachteten nachvitro Stimulation von Alveolarmakrophagen mit
IFNy, TNF-a oder LPS eine zeit- und dosisabhéangige ProdukitonNG,. In einer weiteren
Untersuchung wurde LP® vivo intrapulmonal appliziert. In der anschlieRend gemenen
BALF war der Gehalt an N signifikant héher als bei unbehandelten Kontretkn. Die
Alveolarmakrophagen aus den LPS-Tieren produzierteilem vermehrt NQ

Bei Patienten mit sepsisassoziiertem ARDS fandebafashi et al. (117) in der BALF
signifikant hohere N@-Konzentrationen als bei Lungengesunden oder latlgzemeten
Sepsispatienten ohne ARDS. Des Weiteren konntenwsien der ARDS-Gruppe eine iINOS-
Expression in Alveolarmakrophagen nachweisen. Zudanden sich signifikant héhere
Konzentrationen von IL-6 und IL-8 in der BAL der ABS-Gruppe, als in den
Vergleichsgruppen. Hieraus folgerten sie, dass AMurcld Freisetzung von
Stickstoffmetaboliten und proinflammatorischen Zyten wesentlich am septischen
Lungenschaden beteiligt sind. Diese Vermutung wurth zahlreiche Studien bestarkt:
Durch Inaktivierung der AM durch intratracheale @alon liposomalem Chlodronat konnte
der aspirationsbedingte Lungenschaden im Tiermaogighifikant verringert werden. Die
Behandlung der AM mit liposomalem Chlodronat réstte in einer signifikant verringerten
Expression der mRNA bzw. Produktion proinflammatohier Mediatoren und signifikant
verringertem neutrophilem Rekruitment (18).

Auch fur den durch akut nekrotisierende Pankraagitisgeldsten ALI konnte im Tiermodell
eine entscheidende Beteiligung der AM am Krankkerauf gezeigt werden (36).
Weiterfihrende Untersuchungen legen nahe, dasGid#)-vermittelte Aktivierung der AM
wesentlich zum LPS- induzierten ALI beitragt (86).

Durch gezielte Hypothermie (27°C) konnten Lim et(&R5) in endotoxamischen Ratten die
Aktivierung des Transkriptonsregulators NFkappaB d undie Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine (TNE; IL-113) durch AM signifikant verringern. Auch digahl
neutrophiler Granulozyten in der BAL war in den bifrermen Rattenlungen signifikant
geringer als bei Normothermie. Lim et al. (125) esehdurch diese Beobachtung die
Vermutung bestatigt, dass einer Rekrutierung nebtler Granulozyten im septischen
Lungenschaden eine Aktivierung von AM vorausgehtie DAktivierung nuklearer

Transkriptionsfaktoren (NFkappaB) mit konsekutivE&xpression proinflammatorischer
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Zytokine durch AM ist demnach proximal lokalisiedas Rekruitment der neutrophilen
Granulozyten distal (125).

Gestutzt werden diese Aussagen durch kirzlich femtlichte Ergebnisse von Beck-
Schimmer et al. (19): AM-depletierte Ratten zeigien Vergleich zu AM-kompetenten
Tieren nach intratrachealer LPS-Gabe einen um 32fi¥%4teigerten interstitiellen und
alveolaren Einstrom neutrophiler Granulozyten. Zndevar die Konzentration von
Monozyten chemotaktisch anziehendem Protein-1 (MGRJAbwesenheit von AM in der
BAL der betreffenden Tiere deutlich erhdht. Durckuttalisierung des MCP1 konnte der
Einstrom neutrophiler Granulozyten verringert werddieraus folgerten Beck-Schimmer et
al., dass AM eine wichtige Rolle im LPS-induziertdhl spielen. Die Hinweise flr eine
Beteiligung der AM an dem Entstehungsprozess delsull dessen Resolutionsphase sind
zahlreich und ihre Rolle im Krankheitsgeschehen dei Entwicklung einer effektiven

Therapie definitiv mit zu bertcksichtigen.

In der vorliegenden Studie waren AM mit 91% die duerende Zellpopulation in der BALF
aller Gruppen. Die Mediane der einzelnen Versuahmmen unterschieden sich nicht
signifikant voneinander. Zudem produzierten die ANer endotoxamischen Gruppen NO,
was fur eine Aktivierung dieser Zellen durch LPSler vorliegenden Studie spricht. Die AM
der Kontrollgruppe taten dies nicht. Es ist sormahvgcheinlich, dass die in der vorliegenden
Studie gemessenen Konzentrationen proinflammatweiscZytokine in der BALF der

Versuchstiere fast ausschliel3lich dieser Zellpdmrgentstammen.

4.2.5 Nitritfreisetzung aus Alveolarmakrophagen

Stickstoffmonoxid ist ein second-messenger Molekiil sehr kurzer Halbwertzeit, welches
von NO-Synthetasen produziert wird. Nitrit ist dadabile Oxidationsprodukt von NO. Unter
physiologischen Bedingungen wird NO in den Lungem vzwei Isoformen der NO-
Synthetase produziert: von der neuronalen (NNO®) dér endothelialen NO-Synthetase
(ecNOS), die in Epithelzellen, Endothel sowie chetgen und nicht-cholinergen
Nervenfasern enthalten sind (68). LPS und proinffetorische Zytokine (TN IL-1(3,
INFy) bewirken in vielen Zellsystemen (Makrophagen,trephile Granulozyten, Epithel-,
Endothelzellen) die Induktion einer dritten Isofgrder induzierbare NO-Synthetase (iNOS)
(80,118,191,196). Untersuchungen an iNOS-defizrerkirock-out Mausen haben gezeigt,
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dass die beiden vorrangig aktiven Isoformen der NOES und ecNOS, bei fehlender INOS
deren Aufgabe nach LPS-Stimulation nicht Gberneh(h2q).

In welcher Form die iINOS zur Pathogenese des Alttdag, ist nicht abschliel3end geklart.
Kristof et al. (120) fuhrten daher UntersuchungenildOS-defizienten knock-out Méausen
durch, die nach LPS-Injektion signifikant mildereed&ufe eines ALI zeigten, als die
Kontrolltiere. Beobachtungen, wonach NO die Migyatvon neutrophilen Granulozyten und
die Produktion von Zytokinen hemmt, legen die Vetumg nahe, dass NO eine protektive
Rolle im Rahmen des ALI einnimmt (26,107). Zudemstérkten NO-Inhibitoren in einigen
Untersuchungen das Ausmal} des ALI (120).

Andererseits fihrt eine Uberproduktion von NO dumie iNOS in Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten zur Gewebeschadigung eptischen Schock und kann zum
Multi-Organ Versagen (MOV) beitragen (96). Mitveraortlich hierfur ist die Reaktion von
NO mit anderen Radikalen, wodurch es zur Bildung RPeroxynitriten kommt, die zum Teil
hoheres zytotoxisches Potential besitzen als NBss€193,223). Das zytotoxische Potential
dieser gebildeten Stickstoffradikale beruht auf dexidation von DNA, Enzymen,
Zellmembranen und Proteinen, was schlie3lich zuweébsschadigung fiuhrt. Dies erklart,
warum in manchen Studien mittels NOS-Inhibitoreneeklinische Milderung des ALI bei
signifikanter Reduzierung der Peroxynitritproduktierzielt werden konnte (14,236). Grinde
fur die kontroversen Ergebnisse kdnnen neben derggn Spezifitdt der NOS-Inhibitoren in
der Tatsache liegen, dass nicht dargestellt wavdishe der Isoformen der NOS zur erhdéhten
NO-Konzentrationen beitrug (120). NO ubt vermuthadrschiedene Effekte aus, je hachdem
welche Isoform der NOS beteiligt ist und aus wetcbalpopulation es stammt (143).

Die LPS-induzierte NO-Produktion dureix vivokultivierte AM konnte in der vorliegenden
Studie durch inhaliertes Lidocain ab einer Dosis V4 mg/kg signifikant supprimiert
werden. Eine Steigerung der Dosis auf das Zehnfheharkte keine dartber hinausgehende
Hemmung der NO-Produktion.

In der vorliegenden Studie deutete sich ein Tremddass die hoch dosierte Inhalation von
Lidocain eine starker supprimierende Wirkung a@f NO-Produktion hat als die intravendse
Gabe (48,5% vs. 19,3%). Auf die Menge des eingesetStoffes bezogen ergab die
Vernebelung eines Zehntels der intravends verditemnc Menge eine mindestens gleich
starke Supprimierung der pulmonalen NO-Freisetanregdurch die intraventse Gabe von

Lidocain (50,9% vs. 19,3%). Dies deutet auf einesbee Wirksamkeit von vernebeltem
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Lidocain bezuglich der NO-Produktion in AM gegentibgstemisch verabreichtem Lidocain
hin.

Wie von Warner et al. (226) beobachtet, kam es auater hier vorliegenden Studie nach
Stimulation mit LPS zur vermehrten Freisetzung vhi® aus ex vivo kultivierten AM.
Wurden diesen vitro erneut mit LPS stimuliert, setzten die AM alleeidTherapiegruppen
erneut NO frei. Dies bedeutet, dass die NO-Fraisgtzdurch AM nicht dauerhaft von
Lidocain inhibiert wurden. Ein Grund hierfir konrdee kurze Halbwertszeit von Lidocain
sein, die nach einmaliger, intravendser Applikatioeim Menschen dosisabhangig (1-2
mg/kg) bei ca. 15-20 min liegt.

Wie auch von DeMeester et al. (46) postuliert, it die NO-Produktion im septischen
Geschehen wahrscheinlich, dass sowohl eine zu ggerials auch eine UberschieRende
Freisetzung schédlich ist. Winschenswert wéare déatgmiein physiologisches Mafl3 an NO-
Produktion im septischen Geschehen, bei dem dieldreen, stabilisierenden Eigenschaften
noch erhalten sind und die zytotoxische Wirkung mogicht einsetzt. In beiden
Vernebelungsgruppen (Lid ae 0.4 und Lid ae 4) wader vorliegenden Studie die NO-
Freisetzung auf 1,6 (1,12) bzw. 1,68 (0,8#4)ol/ml gesenkt (Median (IQR)). Damit liegen
ihre Konzentrationen genau in der Mitte zwischen Wéerten der Sepsisgruppe (LPS-only =
3,26 (1,94)umol/ml) und der Kontrollgruppe (Control = 0 (@mol/ml). Ob damit das von
DeMeester et al. postulierte Optimum an NO-Produwktm septischen Geschehen getroffen
wurde, ist unklar. Interessanterweise vermochtealiaties Lidocain bereits in geringen

Mengen mit NO einen potenten Induktionsfaktor dés g\gnifikant zu inhibieren.

4.2.6 Zytokinkonzentrationen

.Zytokine sind von vielen Zellen gebildete und sezerte Proteine, die das Verhalten oder
die Eigenschaften anderer Zellen verandern® (Pschigel, medizin. Wérterbuch). Sie bilden
eine heterogene Gruppe von mehr als 40 verschiadBnateinen, von denen einige zur
Pathogenese des ALI beitragen (91,212). In deremkBhase des ALI sezernieren stimulierte
Alveolarmakrophagen die Zytokine Interleukin (IL1-)6, 8 und 10 sowie TNE&:- Diese lokal
wirksamen Zytokine ziehen neutrophile Granulozymemotaktisch an, was zu deren
Stimulation und Aktivierung fuhrt (225).
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Im weiteren Verlauf des ALI werden ortstandige Allegmakrophagen stimuliert und setzen
ihrerseits ebenfalls proinflammatorische Zytokirrei,f wodurch der Entziindungsprozess
fortschreitet und das umliegende Gewebe geschéadidt Im gesunden alveolaren Milieu
befinden sich pro— und antiinflammatorische Zytekinim Gleichgewicht: IL-1
Rezeptorantagonist (IRAP) (71), Antikdrper geges8]loslicher TNFe. Rezeptor, IL-10 und
IL-11 (177,225) bilden ein Gegengewicht zu den mitammatorischen Zytokinen IL-183, IL-

2, IL-6, IL-8 und TNFe. Dieses Gleichgewicht wird durch die UberschiedseRroduktion
proinflammatorischer ~ Zytokine gestort — es kommt mzu Uberwiegen der
entzindungsférdernden  Zytokine, was durch die jplhygisch vorhandenen
antiinflammatorischen Zytokine nicht mehr ausgdgiit werden kann (225). Eine
pathologische, Uberschiessende Entziindungsreaktidie Folge.

Meduri et al. (142) wiesen nach, dass eine im Knaitkverlauf fortwahrende Erhéhung
proinflammatorischer Mediatoren in der BAL erkragkPatienten eine schlechte Prognose
nach sich zieht. In ihrer Studie waren die BAL- Kentrationen der proinflammatorischen
Zytokine TNFe, IL-1, IL-6 und IL-8 am ersten Tag des ARDS beiddbbenden signifikant
niedriger als bei Patienten, die an der Krankheitstarben. Neben der akuten Phase der
Erkrankung spielen Zytokine auch in der Reparaitnd Regenerationsphase, die sich an den
ALI anschliel3t, eine wichtige Rolle (135).

4.2.6.1 Zytokinkonzentrationen im Plasma
4.2.6.1.1 Kinetik der Zytokinfreisetzung

Bei den vorgenommenen Messungen der Zytokinkoragomien im Plasma der
Versuchstiere spielen die Kinetik der Zytokinfreémeng und der Messzeitpunkt eine wichtige
Rolle. An LPS-stimulierten peripheren humanen matkdeéren Zellen (PBMC) untersuchten
Jansky et al. (108) die Kinetik der Zytokinprodokti Dabei kamen sie mit vorangegangenen
Untersuchungen (34,44) Ubereinstimmend zu dem Brgettass TNFx und IL-113 frihzeitig
nach LPS-Stimulation freigesetzt werden, gefolgt Yio-6. Erst im spéteren Verlauf werden
weitere proinflammatorische Zytokine wie IL-12 uifeNy freigesetzt. Auch Beutler et al.
(24) kamen bei ihren Untersuchungen zur Kinetik TO&F-o Freisetzung zu dem Ergebnis,
dass TNFe frihzeitig nach LPS-Stimulation freigesetzt wigkei Kaninchen wurden zwei
Stunden nach LPS-Injektion die hochsten TdNKenzentrationen im Plasma gemessen.
Dass dies nicht nur bei Tieren, sondern auch beideleen der Fall ist, konnten Michie et al.
(145) an gesunden Probanden zeigen: 90-180 Mim&eh intraventser Gabe von Endotoxin
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(4 ng/kg) stiegen die TNE-Konzentrationen im Plasma der Probanden auf magikvaerte
an, um im weiteren Verlauf wieder auf das Ausgaivgsiu abzusinken. Die Kinetik der
Freisetzung von IL-113 nach LPS-Injektion ist denVviilNF-o. sehr &hnlich. Hesse et al. (89)
beschrieben maximale IL-13 Plasmakonzentrationesi 8tunden nach Endotoxininjektion
bei gesunden Probanden.

In der vorliegenden Studie wurden die Proben zwstiBenung der Zytokinkonzentrationen
funf Stunden nach LPS-Injektion entnommen. Damitrden gemald den oben zitierten
Studien die maximalen Zytokinkonzentrationen imsRia der Versuchstiere nicht vollstandig
erfasst. Es ist jedoch davon auszugehen, dass eésuvigen, zwei Stunden nach Erreichen
der héchsten Konzentrationen immer noch aussadegjadaten lieferten. Durch mehrfache
Abnahmen von Blutproben nach LPS-Gabe hétte siehDdirstellung einer Zytokinkinetik
realisieren lassen. Allerdings konnte die Entnaltee dazu erforderlichen Blutmenge bei
kleinen Versuchstieren wie der Ratte zu Beeintidahgy des Volumenstatus und damit zu
einer zusatzlichen Manipulation der physiologisclRamameter fihren, die nicht primar mit
der Wirkung von LPS verknipft sind. Eine Verfalsoguler Messdaten im Sinne einer nicht
LPS-assoziierten Irritation der Hamodynamik durébsd vermehrten Blutentnahmen wére
daher nicht auszuschlieRen. Solche zusatzlicheetitigpn Entnahmen wurden in der
vorliegenden Studie nicht durchgefuhrt.

In zahlreichen Studien der LPS-induzierten pulmemalnflammationsreaktion wurden
Blutentnahmen in den gleichen Zeitrdumen wie inwaeliegenden Studie durchgefuhrt und
lieferten verwertbare Ergebnisse bezlglich der Mgtaonzentrationen im Plasma
(92,149,161,162).

4.2.6.1.2 Systemische Wirksamkeit von inhaliertemnd intravendsem

Lidocain

Die intravendose Gabe von LPS fuhrte zu einem gigmien Anstieg der
Plasmakonzentrationen aller gemessener Zytokinédrgleich zur Kontrollgruppe. In keiner
der Therapiegruppen kam es zu einer signifikantamk@ng dieses LPS-induzierten Anstiegs
der Zytokinkonzentrationen im Plasma. Die von aederAutoren (116,163,217)
beschriebenen Effekte systemisch verabreichtenchids konnten in der vorliegenden Studie
nicht reproduziert werden. Der Grund dafir liegtrmretlich in der unterschiedlichen
Applikationsweise von Lidocain und der Tatsachessddn den einzelnen Studien

unterschiedliche Spezies als Versuchstiere verviemaieen.
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Das vorliegende Versuchsprotokoll sah eine Boleg&ipn von Lidocain (4 mg/kg) bei
Ratten im Abstand von zwei Stunden vor. Die Studien Takao et al. (217), Nishina et al.
(163) und Kiyonari et al. (116) sahen in ihren Bkollen nach der Bolusinjektion (2 mg/kg
KG) eine kontinuierliche Lidocaingabe von 2 mg/kdiki Kaninchen Uber die gesamte
Versuchszeit vor. Diese betrug in der Studie vokabeet al. (217) bis zu 36 Stunden.

Die Wirkdauer von Lidocain nach initialer Bolusgalie2 mg/kg) liegt bei 15-20 min. Es ist
denkbar, dass in der vorliegenden Studie diesezekdeitfenster nicht ausgereicht hat, um
eine hemmende Wirkung auf die endotoxinbedingteisétaung proinflammatorischer
Zytokine im Plasma der Versuchstiere zu entfaltétm. Gegensatz dazu fuhrt eine
kontinuierliche Infusion von 2 mg Lidocain/kg tUbdie gesamte Versuchszeit zu konstanten
und zu hoheren Plasmaspiegeln mit potentiell stéark&Virkung. Folglich kénnte die
antiinflammatorische Wirkung ausgepragter und prgierter sein als nach zweimaliger
Bolusgabe von Lidocain im Abstand von zwei Stundgn.dritter, wesentlicher Unterschied
zwischen den zitierten Studien und der vorliegendetersuchung liegt in der Gesamtmenge
des intravends applizierten Lidocains. Takao et (dll7) verabreichten wahrend des
Versuchszeitraums von 36 h eine achtfach hoherar@essis an Lidocain im Vergleich zur
vorliegenden Studie. Zur besseren VergleichbardeitGruppen wurde in der vorliegenden
Studie die gleiche Substanzmenge inhalativ undawetmos verabreicht, um fir die
Ergebnisbetrachtung vergleichbare Bedingungen affen.

Ein weiterer Unterschied liegt in dem Modell defrpanalen Inflammationsreaktion: Nishina
et al. wahlten hierfur die intratracheale Applikativon Salzsédure (163), Takao et al. eine
Beatmung mit reinem Sauerstoff (218) und Kiyona®aledie Infusion von Phospholipase A2
und Lipase (116). Diese Versuche fanden im Kaninctugell statt. In der vorliegenden
Studie wurden die Untersuchungen an Sprague-DaRiédien durchgefiihrt. Die erwahnten
Unterschiede in den Versuchsprotokollen und denwerdeten Spezies koénnten eine
Erklarung liefern flr die unterschiedlichen Beoltadgen bezuglich der Wirksamkeit von
intraven®s verabreichtem Lidocain in der experirakrninduzierten Inflammationsreaktion
der Lunge.

Da es sich bei Lidocain um ein lipophiles Anastheti handelt, kommt es nach dessen
intravenoser Gabe zur Umverteilung im Gewebe. Aerm @lut (Kompartiment I) gelangen
Lokalanasthetika rasch in gut durchblutete Orgdtmmpartiment II). AnschlieRend kommt
es zur Ruckverteilung in das Blut und Fettgewebs @eganismus (Kompartiment III).
Lidocain selbst neigt jedoch dazu, pulmonal zu akklieren (178,179). Das bedeutet, dass

nach systemischer Gabe die Konzentrationen vonchiddodm Lungengewebe hoher sind, als
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in anderen Organen. Die kontinuierliche Infusionnvbidocain Uber 36 Stunden fuhrt
demnach mdglicherweise zu hdheren pulmonalen Gepedge als die zweimalige
Bolusinjektion in der vorliegenden Studie. Die larg Infusionsdauer und die gréf3ere Menge
eingesetzten Lidocains resultierten daher verntutiic einer starkeren Anreicherung von
Lidocain im Lungengewebe. Die antiinflammatorisdMerkung von Lidocain auf die dort
stattfindenden Entzindungsprozesse ware folgliédirket und wirde erklaren, warum
systemsich verabreichtes Lidocain in den zitiel&uadien (116,163,217) die beobachteten
Effekte hatte, nicht jedoch in der Vorliegenden.

Die nach Inhalation von Lidocain gemessenen Plasiegsl liegen deutlich unter denen nach
intraventser Gabe. In der vorliegenden Studie eeigernebeltes Lidocain eine
dosisabhangige Wirkung auf die Freisetzung promiffeatorischer Zytokine in der BALF. Da
die Wirksamkeit von Lidocain in der vorliegenderu@é dosisabhangig ist, ist es bei den
geringen Plasmaspiegeln von Lidocain nach Inhalatrerstéandlich, dass in keiner der
Vernebelungsgruppen eine signifikante Senkung dgokihkonzentrationen im Plasma

nachzuweisen war.

4.2.6.2 Zytokinkonzentrationen in BALF

Zahlreiche Studien konzentrierten sich in ihren Beangen, den septischen Lungenschaden
zu behandeln, auf die Konzentrationen der freigésetZytokine in Plasma und BALF, als
Mal3stab fur die Effektivitdt der Therapieansatz2,191,142,148,162,217). Wie eingangs
erwahnt gelten einige von ihnen als zentrale Medgmt im Entzindungsgeschehen der
pulmonalen Inflammationsreaktion des ALI/ARDS. &ttet al. (177) bezeichneten TNF-
und IL-13 gemeinsam mit IL-8 als die wichtigsterdun ihrer Beziehung zur Entwicklung
des ALI am besten erforschten Zytokine.

Die Kinetik von Zytokinen in der BALF ist aus metlmogischen Grinden schwieriger zu
bestimmen als im Plasma. Stiber et al. (213) wntaten die Auswirkungen verschiedener
Beatmungsmodi auf die Zytokinfreisetzung in der BAlon Patienten mit ALI. Die
Patienten wurden mit einem lungenprotektiven Beatmsuerfahren mit niedrigen
Tidalvolumina (5 ml/kg KG) und hohem PEEP (15 cy@h beatmet und anschlie3end tber
sechs Stunden auf ein konventionelles Beatmungsdn/t = 12 mi/kg KG, PEEP = 5
cmH;0O) umgestellt. Vor Beginn der Umstellung auf dasuJentionelle Beatmungsschema
sowie eine und sechs Stunden danach wurde einedd#thgefiihrt. Dabei fanden sich die
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hochsten Konzentrationen von TNFund IL-1 eine Stunde nach Umstellung von der
lungenprotektiven auf das konventionelle Beatmucigssa (213).

Uber die Kinetik proinflammatorischer Zytokine isrdBALF septischer Patienten mit ALI ist
wenig bekannt. Aufgrund der Beobachtungen von 3tébal. (201) l&sst sich nur vermuten,
dass die Kinetik proinflammatorischer Zytokine Yfarlauf des ALI in der BALF derjenigen
im Plasma ahnelt. FUr eine genaue Erfassung destiKider Zytokinkonzentrationen in der
BALF endotoxamischer Ratten hétten in der vorliegen Studie wiederholt broncho-
alveolare Lavagen zu festgelegten Zeitpunkten dasuthsprotokolls durchgefuhrt werden
mussen. Dies ist bei einem Tier von der Grol3e éradte technisch nicht realisierbar.

In zahlreichen Studien der LPS-induzierten pulmemalnflammationsreaktion wurden
broncho-alveolédre Lavagen im gleichen Zeitraum imieder vorliegenden Studie gewahlt
durchgefuhrt und lieferten verwertbare Ergebnisselfplich der Zytokinkonzentrationen
(92,149,161,162).

4.2.6.2.1 Tumornekrosefaktora

Tumornekrosefaktor alpha (TNk}); auch Kachektin genannt, wird im Verlauf des Aldr
allem durch Alveolarmakrophagen und neutrophilen@lazyten friihzeitig freigesetzt und
gilt als wichtiger Faktor in der Pathogenese dgstisghen Schocks (60). Injektion von
Endotoxin (LPS) bewirkt eine Freisetzung von TdFDie Konzentrationen im Plasma
erreichen bei gesunden Probanden 1-2 Stunden ngltion niedriger Dosen Endotoxins
ihren Hohepunkt und fallen 6-8 Stunden danach udterNachweisgrenze ab (145). Die
Freisetzung von TNk- induziert in anderen Zellen seinerseits die Praduokt
proinflammatorischer Zytokine wie IL-13 an und bewi eine Sequestration und
Degranulation von neutrophilen Granulozyten inldemnge (152).

Durch die Blockade des TNé-Rezeptors konnte der sepsisbedingte Lungenschiaden
Schwein (234), sowie ein aspirationsbedingter Lusgkaden in Ratten (71) begrenzt
werden. Auch bei tierexperimenteller Bakteridmied UBndotoxindmie in Ratten lies sich
durch die Gabe von TNF-Antikorpern die Letalitatnregern (114).

Diese tierexperimentellen Erfolge konnten in klaien Studien jedoch nicht wiederholt
werden. Durch eine Neutralisation des TdMolekuls liel3 sich die Letalitat von Patienten
mit septischem Krankheitsbild nicht verringern. Weddurch die Infusion eines
Fusionsdimers aus extrazellularem ThRezeptor und dem Fc-Teil von IgG'NFR:Fc)
durch Fischer et al. (62), noch durch die Gabe MdRk-Antikérpern (p55-1gG) durch Pittet et
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al. (176) war in klinischen Studien ein Uberleberseil fiir die betroffenen Patienten zu
erzielen. Vielmehr waren mittlere und hohe Dosem VONFR:Fc mit einer erhthten
Mortalitéat assoziiert.

Die Aussagekraft der TNE- Konzentrationen beziglich des Krankheitsverlauisrden
kontrovers diskutiert. Die Konzentrationen von Thifn BALF oder Plasma von Patienten
mit septischem Krankheitsbild stehen nicht in eutdger Relation zu dem Risiko einen ALI
zu entwickeln oder im Krankheitsverlauf zu verser. Meduri et al. (141,142) fanden bei
Patienten mit ARDS, die verstarben, signifikant ér@éhKonzentrationen von TNd-4n der
BAL im Vergleich zu denen, die tberlebten.

Agouridakis et al. untersuchten Patienten mit ARIDE Patienten mit Risikofaktoren fir ein
ARDS. Dabei korrelierte die Héhe der TNFKonzentrationen in der BALF der Patienten
reziprok mit dem Horowitz-Quotienten und direkt dém APACHE Il Score. Des weiteren
fanden sich im Serum der Patienten, die verstain@mere Konzentrationen an TNFals bei
Uberlebenden (9). Auch Marks et al. konnten eineré&ation zwischen der Hohe der TNF-
Konzentration im Plasma septischer Patienten undVdahrscheinlichkeit ein ARDS zu
entwickeln, sowie der Schwere des sich entwickeindd&kDS und der Mortalitat der
Patienten aufzeigen (133).

Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen stehen debiisge zahlreicher anderer Studien,
die keine Korrelation zwischen den Konzentratiomen TNF-a in Serum oder in der BALF
von Intensivpatienten und deren Uberlebensrate dder Risiko ein ARDS zu entwickeln
finden konnten (102,139,164,177,192).

Grund fur diese unterschiedlichen Beobachtungenntedras bereits erwahnte schmale
Zeitfenster sein, in dem maximale TNFKonzentrationen nachgewiesen werden konnen,
sowie die unterschiedlichen Verfahren zum Nachweis TNF«, die in den einzelnen
Studien verwendet wurden (177). TNFgilt jedoch als ein wesentlicher Faktor im
Geschehen der frihen zytokinvermittelten EntzUndreaktion, wie sie beim ALI/ARDS
auftritt. Ein frihes Absinken initial erhéhter Kardrationen in BAL und Serum betroffener
Patienten deutete in zahlreichen Studien auf eirRRidckgang der pulmonalen
Inflammationsreaktion und damit auf einen mildet€rankheitsverlauf mit verbesserten

Uberlebenschancen fiir den Patienten hin (s.0.).

In der vorliegenden Studie fuhrte die intravenésdé&von Lidocain zu einer signifikanten

Senkung der Konzentration von TNFHn der BALF. Diese Beobachtung stimmt mit anderen
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Untersuchungen uberein, in denen systemische iafekton Lidocain eine Senkung der
TNF-o Konzentrationen in der BALF bewirkte (147,161,217)

Die hochdosierte Vernebelung (4 mg/kg) von Lidochihrte in der vorliegenden Studie
ebenfalls zu einer signifikanten Supprimierung UB$-induzierten Anstiegs von TNE+n
der BALF. Die niedrigdosierte Vernebelung (0,4 ngj/kerwies sich diesbeziglich als nicht
wirksam. Aus den Ergebnissen der vorliegenden 8tddsst sich schlieRen, dass die
Vernebelung von Lidocain dosisabhangig zu einerp8aperung von TNFa in der BALF
fuhrt und bei gleicher eingesetzter Menge dieshbieiigbenso wirksam ist wie intravends

gegebenes Lidocain.

4.2.6.2.2 Interleukin-113

IL-113 ist neben TNF: ein weiteres proinflammatorisches Zytokin, welclwesler frihen
Phase des ALI freigesetzt wird und zu einer Ubéefgnden Inflammation der Lunge
beitragt (171,182). Zu den Wirkmechanismen von M.-fZ&hlen die Induktion der
Cyclooxygenase 2 und Expression der induzierbareSy@hetase. IL-13 bewirkt die
Expression von Zytokinen wie TN&-und IL-6, sowie die vieler anderer Chemokine und
wirkt zudem zytotoxisch (51). Dartber hinaus in@uiziL-113 die Expression verschiedener
Gewebsproteasen, wirkt stimulierend auf das Knoetagk und vermittelt die Freisetzung
von neutrophilen Granulozyten (49). Alveolarmakragén und neutrophile Granulozyten
sind gleichermal3en in der Lage, IL-13 zu bilden1%9). Auf AM, neutrophile Granulozyten
und Lymphozyten wirkt IL-13 chemotaktisch und stilend (157,205).

Parsey et al. (171) folgerten aus ihren tierexpeni@len Untersuchungen, dass die
Freisetzung von IL-13 neben anderen proinflammstban Zytokinen wesentlich zum
akuten Lungenschaden beitragt.

IL-13 konnte auch in der BALF von Patienten mit AMRDS in erhohtem Male
nachgewiesen werden (205,215); dariber hinauslieten erhdhte Plasmakonzentrationen
von IL-13 mit einer erhdhten Mortalitdt von Patemimit septischem Krankheisbild (87).

Der naturlich vorkommende IL-1 RezeptorantagoniBAP) ist ein kompetitiver Inhibitor
von IL-18 mit gleicher Bindungsaffinitat zum IL-1eReptor (IL-1R), l6st durch seine
Bindung an IL-1R jedoch keine intrazellulare Antwvaus (13,151). IRAP konnte in der
BALF von Patienten mit ARDS nachgewiesen werden).(73nter physiologischen
Bedingungen stehen IL-13 und sein Antagonist IRARInem Verhaltnis von 1:1 (177). Bei
Patienten mit ARDS erhoht sich dieses Verhaltniogd auf bis zu 10:1 (IL-1R:IRAP), was
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die Schlussfolgerung zulasst, dass ein Teil demffaonmatorischen Wirkung von IL-113
nicht langer durch IRAP antagonisiert (73) wird.

Durch die Gabe von IRAP konnte in tierexperimeetelbtudien eine klinische Verbesserung
des septischen Krankheitsbildes erzielt werden. uDaahlten die Stabilisierung der
Hamodynamik (10), eine verminderte pulmonale NOdBkbtion und ein verbessertes
Uberleben (49). Zudem gibt es Hinweise, dass dieeG@n IRAP das Uberleben septischer
Patienten verbessert, wenn diese initial ein hdWlegalitatsrisiko (>24%) aufweisen (63).
Patienten mit einer initialen IL-6 Konzentrationrvdiber 100 pg/ml zeigten zudem einen
dosisabhangigen Uberlebensvorteil nach Gabe vorPIfB4). Diese und die zuvor genannten
Beobachtungen unterstreichen die zentrale BedeutliagIL-13 im Verlauf des septischen
Krankheitsgeschehens und in der Pathogenese derschiEssenden pulmonalen
Inflammationsreaktion hat. Die Bestimmung von IL4ibBALF und/oder Serum septischer
Patienten ist ein etabliertes Verfahren zur Bestimgn des Ausmalles der

Inflammationsreaktion in den betroffenen Systemen.

In der vorliegenden Studie wurde der LPS-induziénstieg von IL-13 in der BALF durch
die intravendése Gabe von Lidocain signifikant supmrt. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen anderer Studien (147,163). Die hasibde Vernebelung von Lidocain (Lid
ae 4) erwies sich diesbeziglich ebenfalls als wirks Im Gegensatz dazu flhrte die
niedrigdosierte Vernebelung von Lidocain (Lid ad)0zu keiner Erniedrigung der IL-113
Konzentrationen in der BALF. Dies lasst zum einenf aeine dosisabhéngige
Wirkungsbeziehung des inhalierten Lidocains scleie8nd zeigt zudem, dass bei gleicher
eingesetzter Menge die Vernebelung von Lidocainckleirksam ist wie die intraventse

Gabe, bezogen auf die Konzentrationen von IL-1emBALF.

4.2.6.2.3 Interleukin-6

IL-6 ist ein Zytokin mit einem vielfaltigen biologthen Wirkungsspektrum, welches von
lymphatischen und nicht-lymphatischen Zellen geddildvird. Es ist beteiligt an der
Immunantwort, der Akuten Phase Reaktion, EntzUngprigzessen, Onkogenese und
Hamatopoese (210). Erhéhte Serumkonzentrationenllx@nfinden sich unter zahlreichen
pathologischen Bedingungen wie bakteriellen undaleir Infektionen, Traumata,
autoimmunologische Prozesse, Entzindungen und mealigerkrankungen (105). Nach
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Injektion von Endotoxin erreichen die Plasmakonmgidnen bei gesunden Probanden nach
zwei bis vier Stunden ihr Maximum (65).

Die Freisetzung von IL-6 wird durch viele versclaad Stimuli wie TNFe, 1L-113, IL-2,
Endotoxin, Viren (HIV), Proteinkinase C oder Inedn 3 getriggert. Im Gegensatz dazu
inhibieren IL-4 und IL-13 dessen Produktion (210n Ablauf des zytokinvermittelten
Entzindungsprozesses ist IL-6 distal von Td&NRind IL-13 lokalisiert und verbleibt
wesentlich langer als diese im Plasma. In einigeri8n konnte eine positive Korrelation
zwischen der Hohe der IL-6 Konzentrationen im Pkasomd der Sterblichkeitsrate der
Patienten nachgewiesen werden (141).

Patel et al. (172) veroffentlichten 1994 eine Studin der die gemessenen IL-6
Konzentrationen im Plasma septischer Patientektding dem Mortalitatsrisiko korrelierten.
In dieser Studie konnte die Uberlebenswahrschéikdit der Patienten anhand der
Plasmaspiegel von IL-6 mit einer Sensitivitat va@a®Bb6 vorhergesagt werden. Auch Casey et
al. (32) konnten nachweisen, dass erhdhte IL-6 Kbptrationen im Plasma septischer
Patienten mit einer schlechteren Uberlebensrateclkenten. Diese Beobachtungen wurden
von zahlreichen Studien bestétigt (17,141,142, li8#xbei scheint eine anhaltende Erhéhung
der IL-6 Konzentrationen im Plasma aussagekraftigaatiglich des Krankheitsverlaufes und
dem Mortalitatsrisiko zu sein, als initial gemess&pitzenwerte (210).

Diese Erkenntnisse haben Eingang in die Klinischexi® gefunden. So werden
Konzentrationen von IL-6 im Plasma im Rahmen desddhen Monitoring bei Patienten auf
Intensivstationen vielerorts routinemanig als Entiingsparameter bestimmt. Oberholzer et
al. (164) schlugen daher vor, Interleukinkonzerdregn im Plasma bei der Evaluation von
Scoring Systemen wie APACHE 1l und MOD mit zu besichtigen. Dadurch lie3en sich
womoglich Patienten friihzeitiger identifizierene dion einer antiinflammatorischen Therapie
profitieren kénnten.

In Tiermodellen konnte durch die Gabe von Antikérpgegen IL-6 das Uberleben von
Mausen nach standardisierter Verbrennung und tetati@peritonealer LPS-Injektion, sowie
nach zokaler Ligatur und anschlieRender Punktiobessert werden (170,187). Bislang gibt
es jedoch keine Hinweise dafir, dass die gezielezk&de von IL-6 auch flr septische

Patienten benefiziell sein kdnnte.

Auf die Freisetzung von IL-6 in Plasma und BALFtkaih der vorliegenden Studie weder

systemisch verabreichtes, noch inhaliertes Lidoeaia signifikant supprimierende Wirkung.
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Nur durch die hoch dosierte Vernebelung von Lidodqdi mg/kg) konnte eine Senkung der
Konzentrationen von TNE-und IL-13 in der BALF der Versuchstiere erreichérden.
Folglich wéare es denkbar, dass fur die Hemmungldé-Freisetzung eine noch hoéhere
Dosis vernebelten Lidocains notwendig gewesen wére.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, di@asgernebelung von Lidocain vor allem
auf die Produktion derjenigen Zytokine einen hemdeen Einfluss hatte, die nach LPS-
Stimulation friihzeitig freigesetzt werden. Es ishkbar, dass fur die Supprimierung von IL-6
in der BALF hohere Konzentrationen Uber einen prgierteren Zeitraum erforderlich
gewesen waren. Durch vernebeltes IL-10 gelang efstétter et al. (92) zusatzlich die
Zytokine IL-6 und IFN zu supprimieren. Diese Zytokine werden zu einerdtespn
Zeitpunkt im Verlauf des ALI freigesetzt (89). Liciin und IL-10 unterscheiden sich folglich
in der Wirkdauer ihres hemmenden Effekts auf digoKipproduktion: IL-10 scheint
prolongierter zu wirken als Lidocain. Erklarbar idtes durch die wesentlich langere
Halbwertszeit von IL-10 (2,3-3,7 h (101)) im Gegasaszu Lidocain (15 min).

4.2.6.2.4 Interferony

Interferony (IFNy) wird hauptsachlich von T-Lymphozyten und Natidréa Killerzellen
(NK-Zellen) gebildet. Es verstarkt die biologischeNirkung von anderen
proinflammatorischen Zytokinen wie TNtund fuhrt zu einer Aktivierung mononukleérer
Phagozyten. Weitere Zellpopulationen die von +Faktiviert werden sind Neutrophile
Granulozyten, NK-Zellen und vaskulare Endothelzelld&-Ny bewirkt in den betreffenden
Zellen via Enzyminduktion deméspiratory burst - die Produktion reaktiver Stickstoff- und
Sauerstoffmetabolite. In einem Mausmodell des Lifszierten Lungenschadens wiesen
Kabir et al. (112) neben IL-1 und IL-6 auch erhoKtnzentrationen von IFNin der Lunge
nach.

Tanaka et al. (218) konnten zeigen, dass durchbhbien mit Lidocain (100mol/l) die
Expression der mRNA und Proteinproduktion von Nk humanen neutrophilen
Granulozyten und CD-4-positive T-Zellen (Alveolakmaphagen) inhibiert wurde.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie beziglicHFrNy-Konzentrationen in der BALF der

Versuchstiere sind nicht eindeutig zu interpretiei@a sich die IFNy-Konzentrationen in der
BALF der LPS-only-Gruppe nicht signifikant von dender Kontrollgruppe unterschieden.
Ein Grund fur diese Beobachtung kénnte in der Kinder IFNy-Freisetzung wéhrend der
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Endotoxindmie liegen. Hesse et al. (89) untersuchkie Kinetik der Zytokinfreisetzung in
Schimpansen nach Endotoxinadministration. Dabeayteesich, dass IFNim Verlauf der
Endotoxindmie spater als TNFund IL-1R3 freigesetzt wird und erst acht Stundexchn
Endotoxinadministration die maximalen Konzentragiorim Plasma erreicht werden. Nach
zwolf Stunden fielen die Werte auf kaum nachweisliénzentrationen ab (89).

Damit liegt der in der vorliegenden Studie gewalltesszeitpunkt von finf Stunden nach
LPS-Gabe deutlich vor dem Zeitpunkt, zu dem diehktan Konzentration von INFm
Plasma zu erwarten gewesen waren. Folglich isteekbdhr, dass IFNin der LPS-only-
Gruppe zu diesem Zeitpunkt noch nicht ausreichéintibert war.

Eine Beobachtungszeit von ca. acht Stunden nach-G&fe hatte womoglich
aussagekréaftigere Ergebnisse geliefert. Die Komagah von IFN in der BALF der Lid ae
4-Gruppe war in der vorliegenden Studie signifikargdriger als in allen tbrigen Gruppen.
Dies spricht trotz der schwierigen Interpretatioer #erte dafur, dass die hochdosierte
Vernebelung von Lidocain zu einer Hemmung der Eteisng von IFN in der BALF gefihrt
hat. Dies konnte in der vorliegenden Studie wedechd eine niedrigdosierte Vernebelung,

noch durch die intravendse Gabe von Lidocain dntei@rden.

4.2.7 Lidocainkonzentrationen im Plasma

Um der Frage nachgehen zu kdnnen, ob vernebeltescdin dosisabhangig auf die LPS-
induzierte pulmonale Inflammationsreaktion wirktunde Lidocain in zwei verschiedenen
Konzentrationen (0,4 mg/kg und 4 mg/kg) verabrei¢hir Untersuchung der pulmonalen
Selektivitat des inhalierten Lidocain wurden Zytdkonzentrationen in BALF und Plasma
bestimmt.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen die Vermutunglass die Vernebelung von Lidocain
dosisabhangigund pulmonalselektiv auf die Inflammationsreaktion der Lunge wahrend
experimenteller Endotoxindmie der Ratte wirkt:

Nur durch die hochdosierte Vernebelung von Lidocdionnte eine signifikante
Supprimierung der Konzentrationen von TMFHL-3 und IFNy in der BALF erzielt werden.
Dies entsprach einer Steigerung der niedrigen D& mg/kg) auf das Zehnfache (4
mg/kg). Aus diesen Beobachtungen lasst sich deluSglziehen, das vernebeltes Lidocain
dosisabhangig dazu in der Lage ist, die FreisetxongTNF«, IL-1(3 und IFN in der BALF
endotoxamischer Ratten zu supprimieren. Auf diegseteung proinflammatorischer Zytokine

im Plasma hatte die Inhalation von Lidocain keiidfekt.
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Der fehlende systemische Effekt beruhte vermutliduf den zu niedrigen
Plasmakonzentrationen von Lidocain nach Inhalatiam.Lid ae 0.4 lagen diese wahrend der
gesamten Versuchszeit fast ausschlief3lich untekdssgrenze, bis zu der der TDx-Analyzer
verlasslich misst (0,lug/ml). Fur Lid ae 4 lagen die Werte 120 min nach desten
Vernebelung im Median bei 0,27 [0,86¢/ml und 120 min nach der zweiten Verneblung bei
0,74 [0,12] pg/ml (Median [IQR]). Die nach intraven0ser Gabe gsesenen
Plasmakonzentrationen von Lidocain betrugen 120mach der ersten Bolusgabe 0,63 [0,37]
ug/ml und 120 min nach der zweiten Bolusgabe 1,453JQug/ml (Median [IQR]). Die in der
vorliegenden Studie nach Inhalation von Lidocaireiehten Plasmakonzentrationen liegen
damit im Vergleich zu anderen Studien, in denen3likstanz intravends gegeben wurde,
sehr niedrig. Nishina et al. (163) berichtetenhrer Studie tber Plasmakonzentrationen von
1,2-2,5ug/ml nach kontinuierlicher Infusion von Lidocainif®y/kg), Schmidt et al. (198) und
Takao et al. (217) konnten Konzentrationen vonZ2l54tg/ml messen.

Auf die Produktion von NO in kultivierten AM hatsswohl Lid ae 0.4 als auch Lid ae 4 eine
hemmende Wirkung gezeigt (s. 3.5). Offensichtlicitd die im Vergleich zu Lid ae 0.4
zehnfache eingesetzte Menge in Lid ae 4 keine fdignie Steigerung der hemmenden
Wirkung auf die pulmonale NO-Produktion zur Folge.

Das Lidocain seine Wirkung dosisabhangig entfdteinte auch in anderen Untersuchungen
gezeigt werden. Klinische Untersuchungen ergabass thhalativ verabreichtes Lidocain in
der Lage ist, bei Rauchern (31), bei Patientenakittem Infekt der oberen Atemwege (83)
und bei Patienten mit bekannter bronchialer Hyayitalitat (77) dosisabhangig die Antwort
auf einen unspezifischen Reiz zu vermindern.

Nach Vernebelung von Lidocain (0,4 mg/kg und 4 rgplagen die Plasmakonzentrationen
zu jedem Messzeitpunkt signifikant unter der tolxest Dosis von 1@g/ml und signifikant
unter den Plasmakonzentrationen, die nach intraggriddocaingabe gemessen wurden. Die
eine Minute nach Injektion von Lidocain gemesseR&smakonzentrationen lagen teilweise
im toxischen Bereich von 4@y/ml (173).

4.3 Stellenwert von Studienergebnissen

Auf der Suche nach den Ursachen fir die zum Tailthowersen Ergebnisse in klinischen
Studien bezuglich des Behandlungserfolgs und Senklen Mortalitéat der Patienten, fanden
Minneci et al. (150) eine bemerkenswerte Korrefatowvischen der Mortalitat in der

Kontrollgruppe der betreffenden Studien und demagjen Nutzen der angewendeten
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Therapie. In einer Metaanalyse, die Studien zuns&mvon PAF-Antagonisten und anderer
antiinflammatorischer Ansétze als Grundlage zurdellung septischer Patienten verglich,
waren die Ergebnisse der einzelnen Studien, bezagedie Uberlebensrate der Patienten,
untereinander vergleichbar und zeigten keine heagesden Therapieerfolge. Andererseits
fanden Minneci et al. (150) eine hochsignifikantdoh&ngigkeit der Effektivitat der
untersuchten Studien von der Gesamtmortalitatsieégeweiligen Studienkollektivs:je hoher
die Mortalitatsrate in der betreffenden Kontrollgpe war, umso eher zeigte sich ein positiver
Nutzen der Therapie. Bei niedrigen Mortalitatsraiterder Studiengruppe hingegen, waren
einige dieser Therapieansatze ineffektiv und masolgar schadlich fur die Patienten (150).
Dies gilt auch fir den Vergleich der Studien vom&ter et al. (200) mit der von Opal et al.
(168): Die Mortalitat der Kontrollgruppe betrug 44fuwder ersten und nur 24% in der zweiten
Studie. Folglich kdénnte der Verlust an Effektivitéit der Studie von Opal et al. auf die
geringere Mortalitatsrate in deren PatientenkoiNekh Vergleich zu der Studie von Schuster
et al. zurlck zu fihren sein (150). Die gleiche lBehtung machten Minneci et al. auch fur
die Studien zur Erprobung von aktiviertem Protein €&ne hohe Mortalitdt in der
Kontrollgruppe der einzelnen Studien und ein hdivert im APACHE Il Score gingen mit
einer verbesserten odds ratio fir das Uberleben Rimienten einher (150). Diese
grundlegenden Beobachtungen beziglich der Effeélitiveiner gewahlten Therapie in
Abhangigkeit von der Kontrollgruppe sind fir wedelStudien zur Verbesserung des
Uberlebens septischer Patienten aber auch fiiratiiegende Studie von groRem Interesse:
eine Kontrollgruppe mit sehr hoher Mortalitat wirdie erprobte Therapie viel
wahrscheinlicher benefiziell erscheinen lassengrigelativ gesundes Patientenkollektiv. In
der vorliegenden Studie kam es durch die theragpehén Interventionen beziglich Kreislauf
(Volumengabe und Katecholamine) und Atmung (Blahiwan) lediglich zu sehr diskreten
klinischen Veranderungen. Damit war in der vorliegen Studie eine klinische Effektivitat
der Therapieregime gemald Minneci et al. schwiermgeerreichen, als bei hamodynamisch
und respiratorisch sehr beeintrachtigten Kontexin.

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Studie wurden die inhalative alich die intravendse Applikation von
Lidocain vor Injektion von LPS am Versuchstier Rattintersucht. Die hochdosierte
Vernebelung von Lidocain vermochte die Konzentraio proinflammatorischer Mediatoren

in der BALF der Versuchstiere signifikant zu senkand fiihrte im Vergleich zur
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intravendsen Gabe von Lidocain zu deutlich niedagePlasmakonzentrationen. Lidocain-
Aerosol in hoher Dosierung (4 mg/kg) greift damitiredt in die initialen
Entziindungsprozesse ein, die dem LPS-induzierteh vdkausgehen und stellt somit im
Tiermodell eine Option zur Behandlung dieses Kraitkhildes dar. Wie weit diese
Ergebnisse auf den Menschen Ubertragbar sind, muieiterfihrenden Untersuchungen
festgestellt werden.

Die Verringerung einzelner proinflammatorischer Ndg¢oren in Plasma oder BALF lassen
jedoch keine Rickschlisse auf die Effektivitat eifderapie bezlglich des Outcomes
kritisch kranker Patienten zu. Die enttdauschendagelihisse klinischer Studien mit dem
Ansatz einzelne proinflammatorische Zytokine zuagonhisieren zeigen, wie komplex die
dem ALI/ARDS zugrunde liegenden Pathophysiologi¢é usmd das diese noch nicht
ausreichend verstanden st (3,40,62,63). Auf derch8u nach einer effektiven,
immunmodulatorischen Therapie mussen demnach neehréaktoren gleichzeitig
bertcksichtigt und behandelt werden, um eine Uberssenden Inflammationsreaktion der
Lunge zu verhindern. Wie unter 4.1.4 ausfihrlichgdatellt bietet Lidocain aufgrund seines
vielfaltigen antiinflammatorischen Wirkspektrumseiinteressante Option zur Behandlung
der Uberschiessenden pulmonlen Inflammationsreakticumal es auf mehrere
Zellpopulationen seine Wirkung ausubt, ohne derdwysiplogischen Funktionen zu

beeintrachtigen.

In der vorliegenden Studie waren wahrend der Vezlugly aus technischen Grinden weder
eine PEEP-Beatmung noch ein online-Monitoring aleatmungsparameter maglich. Durch
eine Fortfihrung der PEEP-Beatmung mit online-Manniig s&dmtlicher Beatmungsparameter
konnte eine besser kontrollierte Vernebelung vordotain erfolgen. Unter diesen
Bedingungen ware sogar eine dauerhafte, Uber dsange Versuchszeit ausgedehnte
Inhalation unter kontrollierter Beatmung denkbare ihtrapulmonal deponierte Menge von
Lidocain ware demnach gré3er und damit auch deartete therapeutische Effekt.

Die vorliegenden Messungen der Plasmakonzentratiomo® Lidocain nach Vernebelung
lassen darauf schlieRen, dass auch eine zeitlidgedehnte Inhalation zu konstanten
Plasmakonzentrationen von Lidocain fuhrt. Diesngihschenswert, um eine kontinuierliche
und damit gut steuerbare Wirkung auf die Inflamonadreation der Lunge zu erzielen, ohne
das es zum Erreichen toxischer Werte oder grofav&wkungen der Plasmakonzentrationen
von Lidocain kommt. Inhaliertes Lidocain hat allegs den Nachteil, eventuell eine

transiente Bronchokonstriktion zu verursachen (78@r allem Patienten mit Asthma
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und/oder COPD sind hiervon betroffen (137), so dasan zur Vermeidung dieser
unerwinschten Nebenwirkung Lidocain intravends der Inhalation verabreichte. Dadurch
konnte der Bronchokonstriktion vorgebeugt werdeh).(Eine Kombination aus inhalativer
und intraventser Gabe von Lidocain kdnnte zu eiSgmergismus beider Therapieschemata
fuhren: ein Vermeiden der Bronchokonstriktion dunstravendses Lidocain mit den schon
beobachteten benefiziellen Wirkungen von intravenosLidocain auf den septischen
Lungenschaden (147,161) und die in der vorliegend8tudie beschriebenen
pulmonalselektiven antiinflammatorischen Effekteaherten Lidocains.

Fir die Etablierung einer effektiven Therapie dé#/ARDS, mit dem Ziel die Mortalitat und
Morbiditat kritisch kranker Patienten zu senken, ss@ih noch viele weiterfiihrende
Untersuchungen durchgefihrt werden. Tierexperiniienténsatze eignen sich in diesem
Zusammenhang dazu, unter Kkontrollierten, Ubersadranb Bedingungen einzelne

Zusammenhange detailliert zu erforschen.

An dem vorliegenden tierexperimentellen Ansatzezgperimentellen Endotoxinamie kénnte
folgenden weiterfihrenden Fragestellungen bezlglicer Inhalationstherapie mit Lidocain-

Aerosol nachgegangen werden:

* Die Abhangigkeit der antiinflammatorischen Wirlguwon Lidocain-Aerosol vom
Applikationszeitpunkt im Verhéaltnis zur LP&éktion

* Die Wirkung von Lidocain-Aerosol auf Ebene dem@anskription und -translation

* Die langerfristigen Auswirkungen von Lidocain-Aepl auf das Immunsystem

* Die Bestimmung von Lidocainkonzentrationen im gangewebe

* Die Evaluation eventueller Nebenwirkungen undgoer Effekte einer Behandlung

mit Lidocain-Aerosol
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das meist Sepsis-bedingte Krankheitsbild des ALIDSRstellt mit seiner hohen Inzidenz und
einer fast unveréandert hohen Mortalitatsrate naod wor ein Problem in der modernen
Intensivmedizin  dar  (159,201). Das Verstandnis dexugrunde liegenden
pathophysiologischen Mechanismen ist in den vergaegy Jahren verbessert worden, jedoch
nicht abschlieend geklart. Kennzeichnend fur deankheitsbild des ALI/ARDS ist eine
Uberschiessende pulmonale Inflammationsreaktiofche@evon einem komplexen Netzwerk
proinflammatorischer Zytokine und Mediatoren imittiund perpetuiert wird (177,225). Eine
durchschlagende, Klinisch etablierte Therapie tiredt bislang nicht gefunden worden. Wie
klinische Studien (3,40,62,63) gezeigt haben, dddr die Komplexitdt der zugrunde
liegenden pathophysiologischen Vorgange einen pleeteschen Ansatz, der Uber die
alleinige Blockade eines singuléren beteiligtentdiakhinausgeht (195).

Vor diesem Hintergrund steht das Konzept der Therapt Lokalanasthetika, da diese Uber
ein ausgepragtes antiinflammatorisches Wirkungsspek verfugen (61,95,198). Die
antiinflammatorische  Wirkung  wird  vermutlich  nicht tber die Hemmung
spannungsabhangiger Natriumkanale entfaltet, sandeer Interaktionen der LA mit dem
NMDA-Rezeptor (81), dem N&H*-Austauscher in Makrophagen und Untereinheiten@en
Proteinen (G G) (21, 97). Im Tierexperiment konnte durch die angndse Gabe von
Lidocain der sepsis-induzierte Lungenschaden uedKdinzentration proinflammatorischer
Zytokine in der BALF gemindert werden (147,161)eDnhalation von Lidocain bietet die
Moglichkeit diese Substanz direkt am ,Ort des Gebkems” zu applizieren, mit dem

antizipierten Vorteil der pulmonalen Selektivitat.

Die antiinflammatorische Wirkung von Lidocain-Aeobs wurde an 45 intubierten,
kontrolliert beatmeten Ratten untersucht. Die Irisukdes experimentellen Lungenschaden

wurde durch intravendse LPS-Injektion ausgeldst.

Die Tiere wurden zuféllig einer der finf Versuchggen zugeteilt: die LPS-only-Gruppe
erhielt eine Placebovernebelung mit NaCl 0,9% ggfebn einer LPS-Injektion (5 mg/kg).
Die Lid ae 0.4 und Lid ae 4-Gruppen erhielten eeenebelung mit Lidocain in niedriger
(0,4 mg/kg) bzw. hoher (4 mg/kg) Dosierung, gefoigh einer LPS-Injektion (5 mg/kg). Die
Kontrollgruppe erhielt lediglich eine Placeboverakeimg mittels NaCl 0,9% ohne LPS-Gabe,

um die Auswirkungen der Narkose, chirurgischen &fpon, Beatmung und Vernebelung zu
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evaluieren. Alle Vernebelungsgruppen wurden zwen&en nach LPS-Gabe erneut fur 30
Minuten vernebelt. Die Lid i.v. 4-Gruppe erhieltdbicain intravents im Bolus (4 mg/kg)
direkt vor LPS-Injektion und zwei Stunden danachdhwénd der Versuchszeit von funf
Stunden nach LPS-Injektion wurden die ParameteAtEnmechanik und der Hamodynamik
kontinuierlich protokolliert, sowie zu festgelegt&teitpunkten Blutbilder angefertigt und
arterielle Blutgase bestimmt. Am Ende des Vesudtrapenes erfolgten eine broncho-
alveolare Lavage und die Asservierung von Blut- uRtasmaproben. Wichtigste
Zielparameter waren dabei die Zytokinkonzentratioire Plasma und zellfreiem Uberstand

der broncho-alveolaren Lavage (BALF).

Die intravendse Gabe von LPS fuhrte sowohl zu eiggstemischen als auch einer
pulmonalen Entzindungsreaktion. Zwar waren die iddimen Parameter nur diskret
beeintrachtigt, die Konzentrationen proinflammegohier Zytokine (IL-13, IL-6, TNF)
waren jedoch sowohl im Plasma als auch in der BAlEF Versuchstiere erhoht. Zudem
setzten di@x vivokultivierten AM aller endotoxamischen Tiere spanO frei.

Die hoch und niedrig dosierte Vernebelung hatte digeintraventse Gabe von Lidocain eine
signifikante Hemmung der NO-Freisetzung axsvivo kultivierten AM zur Folge. Dabei
unterschieden sich die drei Therapiegruppen in rilvéirksamkeit nicht signifikant
voneinander, obwohl sich ein Trend andeutete, disshochdosierte Vernebelung von
Lidocain zu einer starkeren Supprimierung der N@idatzung fiuhrte als die intravendse
Gabe (48,5% vs. 19,3%).

Auf die systemische Freisetzung proinflammatorisclgtokine hatte keine der drei
Therapiegruppen einen Einflu3. Durch die hochdsiéernebelung von Lidocain und durch
die intraventse Gabe waren die Konzentrationen WodR und TNFe signifikant
supprimiert und zusatzlich war durch die hoch dtsie/ernebelung eine signifikante
Supprimierung der IFNKonzentration im Vergleich zu allen tbrigen Verssgruppen
nachzuweisen. Die niedrig dosierte Vernebelungeswich diesbezuglich als ineffektiv. Aus
der niedrig dosierten Vernebelung resultierten mRE®nNzentrationen an der unteren
Nachweisgrenze. Die Plasmakonzentrationen von kitosach hoch dosierter Vernebelung
lagen Uber die gesamte Versuchszeit signifikanerudenen nach intravendser Gabe und
betrugen zu Versuchsende lediglich 50,3% der Plesnzntration nach intraventser Gabe
von Lidocain ( 0,74 [0,12hkg/ml vs. 1,47 [0,37hg/ml).
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Die Ergebnisse der vorliegenden Studie haben geziags bei gleicher eingesetzter Menge,
die resultierenden Plasmakonzentrationen nach Yetaeg deutlich geringer sind als die
nach systemischer Gabe. Die Inhalation von Lidodwihin der vorliegenden Studie eine
dosisabhangige und pulmonalselektive, antiinflanomsthe Wirkung auf die LPS-induzierte
Inflammationsreaktion der Lunge gezeigt. Die Ergedm der vorliegenden Studie und die
sich daraus anschlieRenden Uberlegungen berucksiobt sollte die ausgedehnte
Vernebelung hoher Dosen von Lidocain kombiniert médrigdosierter intravendser Gabe
dieser Substanz unter kontinuierlicher PEEP-Beagmum weiterfihrenden Studien als
Therapieform zur Behandlung der LPS-induziertemitek Inflammationsreaktion der Lunge

erprobt werden.

75



6 VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKURZUNGEN

. AF

* ALI

* AM

* APACHE

* ARDS

* BAL

* BALF

* BE

* BCA

C

«CD

* CVF

* DMEM

*DIC

*EC

* ELISA

* EMLA

* FiO2

* FCS

* Hb

HF

* HCL

* ICAM

o IL-1R3

Atemfrequenz (min®)

Acute Lung Injury
Alveolarmakrophage

Acute Physiology and Chronic Health Evaliation
Acute Respiratory Distress Syndrome
Broncho-alveolére Lavage
Broncho-alveolére Lavage Fluid
Baseexcess, Basenuberschuss
Bicinchoninic Acid

Compliance der Lunge (ml/mbar)
Cluster of Differentiation

Cobra Venom Factor

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Disseminated Intravasal Coagulation; dissminierte
Intravasale Gerinnung

Effektive Konzentration
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
Eutectic Mixture of Local Anesthetics
inspiratorische Sauerstoffkonzentration
Fetales Kalberserum
Hamoglobingehalt (mg/dl)
Herzfrequenz (min%)

Salzsaure

Interzellulares Adhasionsmolekdil
Interleukin-1 beta
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*|L-10 Interleukin-10

*IL-6 Interleukin-6

*|IL-8 Interleukin-8

* INFy Interferon Gamma

«iINOS induzierbare NO-Synthetase

* IRAP Interleukin-1 Rezeptorantagonist

*IQR Interquartilen Abstand; Differenz zwischen 75. und 25.

Perzentil bzw. 3. und 1. Quatrtil

* KG Korpergewicht

* LA Lokalanéasthetika

* LMU Ludwig-Maximilians Universitat

*LPB LPS-Bindungsprotein

*LPS Lipopolysaccharid

* MAC Membrane Attack Complex; Membarn Angriffs K omplex
*MCP 1 Monozyten chemotaktisch anziehendem Prate1
* MEA Messzeitpunkt

* MOD Multi Organ Dysfunction

* MOF/V Multi Organ Failure/Versagen

* mMRNA Messenger-RNA; Boten-RNA

*NE Neutrophilen Elastase

* NFkappaB Nekrosefaktor Kappa B

* NMDA N-methyl-D-aspartate

*NO Stickstoffmonoxid

* PAF Plattchen aktivierender Faktor

* Pa0, Arterieller Sauerstoffpartialdruck

* PaCQO; Arterieller Kohlendioxidpartialdruck
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* PBS Phosphat buffered saline

* PBMC Periphere Humane Mononukleare Zellen
* PEEP Positive End-expiratory Pressure
* pH negativer dekadischer Logarithmus der molarerH-

lonen Konzentration

* p55-1gG Antikdrper gegen TNF

*PLT Platelets, Thrombozytenkonzentration (1&/ml)

* Pmax maximaler Beatmungsdruck (mbar)

*R Resistance der Lunge (mbar/l)

* ROS Reactive Oxygen Species

* SARS Severe acute respiratory syndrome

* SG Segmentkernige Granulozyten

* SIRS Systemic Inflammatory Response Syndromsystemsiche
Entziindungsreaktion

*+sCD14 soluable (=l6sliches) CD14

e Tir-4 Toll-like receptor 4

* TNF-a Tumornekrose Faktor Alpha; (Kachektin)

* TNFR:Fc Fusionsdimers aus extrazellularem TNFe Rezeptor und

dem Fc-Teil von IgG

* TPA Tissue plasminogen activator

* VALI Ventilation Associated Lung Injury
* VCAM Vaskulares Adhasionsmolekdl
oVt Tidalvolumen

* WBC White blood cell; Leukozyt
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Studium

Praktisches Jahr

Studienabschluss

Berufliche Tatigkeit

LEBENSLAUF

Familienstand:
Nationalitat:
Geburtstag:
Geburtsort:
Eltern:

1984 -1988
1989 — 1997
Mai 1997
1997 — 1998

1998 - 1999

1999-2006

August 2001
August 2002
April 2003
1.Tertial

2.Tertial

3.Tertial

Mai 2006

ledig

Deutsch

01.06.1978

Munchen

Hermann Listle, Brigitte Listle

1. — 4. Klasse Grund- und Teilhauptechu
Worthsee

5. — 13. Klasse Christoph-Probst
Gymnasium Gilching

Allgemeine Hochschulreife

Zivildienst im KKH Furstenfeldbruck,
pflegerische Tatigkeiten

Reisen durch Sudamerika, Neuseeland,
Australien, Stidostasien

Studium der Humanmedizin an der
Ludwig-Maximilians-Universitat,
Minchen

Arztliche Vorpriifung

Erster Abschnitt der Arztlichen Prigun
Zweiter Abschnitt der Arztlichen Puiag

Innere Medizin: Poliklinik der LMU
Munchen

Anasthesie: Hospital de San Juan
d”Alacant/Spanien, Universitat von
Alicante

Chirurgie: Stadtisches Krankenhaus
Minchen Harlaching

Dritter Abschnitt der Arztlichen Priafy

Seit September 2006 Facharztausbildung an der LMU

Munchen, Abteilung fir Anasthesie,
unter Leitung von Prof. Dr. B. Zwil3ler



