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1. Einleitung

Das Atemnotsyndrom des Neugeborenen [45] stellt eine schwerwiegende Komplikation
bei der Versorgung von Frithgeborenen dar. Aufgrund des noch unzureichend
ausgebildeten Lungengewebes mit einer zu geringen Menge an Alveolen und der
mangelhaften Bereitstellung von Surfactant durch die Pneumozyten Typ 2 kann sich das

Neugeborene nicht ausreichend an die extrauterinen Bedingungen adaptieren.

In den USA treten pro Jahr 40 000 RDS Fille bei Neugeborenen auf, wobei es sich bei
etwa 14% aller Neugeborenen mit niedrigem Geburtsgewicht entwickelt [45]. Die Inzidenz
bei Frithgeborenen mit einem Gestationsalter von 29 Wochen betrdgt 60 Prozent und stellt
somit die hiufigste Form der Atemstorung des Frithgeborenen dar [45]. Je unreifer das
Neugeborene bei seiner Geburt ist, desto hoher ist die Inzidenz eines RDS [45]. Auffallend
ist, dass das Atemnotsyndrom des Neugeborenen héufiger bei méinnlichen als bei
weiblichen Neugeborenen auftritt und die Inzidenz bei einer Entbindung mittels

Kaiserschnitt hoher liegt als bei einer vaginalen Entbindung [45].

Neben einer generellen Unreife des Frithgeborenen stellen ein Gestationsdiabetes oder ein

insulinabhdngiger Diabetes der Mutter Risikofaktoren dar [45].

Unreife Neugeborene konnen zwar gewisse Mengen Surfactant produzieren und in den
Alveolarraum ausschiitten, jedoch wird die Funktion des Surfactants durch sich im
Alveolarraum  befindenden Plasmaproteine, welche durch Uberdehnung und
Epithelschddigungen in den Alveolarraum austreten, gechemmt. Durch die Reduktion des
oberflichenaktiven Surfactants und die zunehmende Zahl atelektatischer Bereiche werden
die Compliance und die funktionelle Residualkapazitit der Lunge reduziert.

Durch intrapulmonale Shunts infolge von Atelektasen und durch extrapulmonale Shunts
infolge noch gedffneter Verbindungen des groBen und kleinen Kreislaufs passiert ein
grofBer Anteil des Blutes die Lunge ohne am Gasaustausch teilzunehmen und gelangt ohne
Sauerstoffanreicherung in den groflen Kreislauf [45].

Eine Aktivierung der Gerinnung mit Schidigung des Kapillarendothels und proteinhaltige
hyaline Membranen in den Alveolen konnen die Gasdiffusion durch Verlidngerung des

Diffusionsweges noch zusdtzlich einschrinken. Diese pathologisch-anatomischen
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Verbindungen fithren zu Ventilations-Perfusions-Verteilungsstorungen, die héaufig zu
Hypoxémie und Hyperkapnie fiithren.

Klinische Zeichen sind sichtbare Einziehungen, Tachypnoe, expiratorisches Stohnen,
Zyanose und Nasenfliigeln. Unbehandelt kann die Erkrankung zum Tod durch

Ateminsuffizienz fithren.

Die Behandlung des Atemnotsyndromes des Neugeborenen beinhaltet vor allem die
Behandlung mit Sauerstoff, mechanische Atemhilfe, sowie die Verabreichung von
Surfactant um vor allem die Hypoxdmie zu vermeiden.

Die Lunge kann jedoch durch konventionelle maschinelle Beatmung mit einem hohen
Tidalvolumen (10-15 ml/kg) und hohem PIP (peak inspiratory pressure) stark geschiadigt
oder vorbestehende Lungenschidden verstirkt werden [16]. Klinische Folgen sind eine
hohere Inzidenz von extraalveoldrer Luft [10, 14], Odembildung, eine
Inflammationsreaktion und mittelfristig die Proliferation von Fibroblasten und Typ 2
Pneumozyten [47]. Beobachtete beatmungsinduzierte histologische Verdnderungen sind
Nekrosen des Bronchialepithels und die Ausbildung von hyalinen Membranen [5].

Beim RDS ist meist ein GroBteil des Lungengewebes kollabiert, so dass das gesamte V; in
den geringen noch beliifteten Teil der Lunge gelangt. Als Ursache fiir die
beatmungsinduzierte Schidigung wurden Uberdehnung dieser beliifteten Lungenareale und
Scherkrifte durch wiederholtes Kollabieren und Wiedereroffnen der Alveolen, sowie die
Schiadigung der Lungenkapillaren identifiziert [8].

Dariiber hinaus bewirkt mechanische Belastung eine Ausschiittung von Zytokinen sowohl
in die Alveolen als auch in den gesamten Korperkreislauf im Sinne einer
Entziindungsreaktion, die letztendlich durch Multiorganversagen zum Tod fiihren kann
[15]. Um diese ventilator-induzierte Lungenschédigung (ventilator induced lung injury;
VILI) zu minimieren, wurde, basierend auf ein erstmals Anfang der 80er Jahre bei
Asthma-Patienten angewandtes Konzept [32], folgende Strategie von Hickling et al. [14]
auf die RDS-Behandlung iibertragen:

« Verminderung des Atemwegsspitzendruckes P,, auf Werte zwischen 30 und 35
cmH,O und somit auch des Tidalvolumens um einen Dehnungsschaden zu
vermeiden

« Beatmung mit ausreichend hohem PEEP, um moglichst viele Alveolen offen zu
halten und um zyklische Atelektasenbildung und ungiinstige Scherkrifte zu

vermeiden
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Durch Anwendung dieser volumenreduzierten-drucklimitierten Beatmung lieB sich in
mehreren Studien eine Verringerung der Mortalitdt [2, 18, 34] und eine Verkiirzung der
notwendigen Beatmungszeit [2] erwachsener ARDS Patienten erzielen. Mariani et al.
konnten in einer randomisierten Studie bei Friihgeborenen eine signifikant kiirzere
Beatmungszeit bei Frithgeborenen, die mit permissiver Hyperkapnie beatmet wurden, im

Vergleich zu normokapnisch beatmeten Kindern feststellen [30].

Die Limitierung des Tidalvolumens bzw. des Beatmungsdruckes flihrt aufgrund des
verringerten Atemzeitvolumens zwangsldufig zu einer Erhohung des CO, Partialdruckes
(PaCO;) im Blut und damit zur respiratorischen Azidose. Die Tolerierung dieser CO,-
Erhohung bei dieser lungen-protektiven Beatmungsstrategie fiihrte zu dem von Hickling et
al. [14] eingefiihrten Begrift ,,Permissive Hyperkapnie®.

Hyperkapnie galt lange Zeit als eigentlich nicht gewiinschte Nebenwirkung der lungen-
protektiven Beatmung. In den letzten Jahren mehren sich jedoch Kenntnisse fiir organ-
protektiven Effekte einer hyperkapnischen Azidose.

Die durch Ischdmie geschiddigte Herzmuskulatur zeigt bei der Reperfusion mit
azidotischem Blut eine deutliche Verbesserung der kardialen Funktion im Vergleich zu der
Reperfusion mit alkalischem Blut. Als Erklérung fiir diese Unterschiede wird eine
hyperkapnie-induzierte koronare Vasodilatation herangezogen [35].

Auch am Gehirn unreifer Ratten lassen sich nach stattgehabter Ischdmie positive Effekte
einer Hyperkapnie im Sinne eines selteneren Auftretens und eines vermindertes Ausmal3es
einer ischdmisch-hypoxischen Hirnschiddigung beobachten [48], wobei eine Verbesserung
des zerebralen Blutflusses, eine Erleichterung des Sauerstofftransports ins Gewebe und
eine verbesserte Glucoseverwertung als pathophysiologische Faktoren vermutet werden
[48].

Nur wenige randomisierte Studien haben bisher am in vivo Modell die pulmonalen und
systemischen Wirkungen der permissiven Hyperkapnie bei akuter Lungenschiddigung

untersucht [25].

Neuere Untersuchungen an verschiedenen in vivo Tier-Modellen nach Ischdmie-
Reperfusionsschaden [25, 43] und an isolierten Kaninchenlungen [24] konnten
nachweisen, dass bei gleichem Baro- bzw. Volutrauma unter hyperkapnischen
Bedingungen im Vergleich zu normokapnischen Bedingungen der Grad der

Lungenschidigung, gemessen an der Verhinderung einer Kapillarpermeabilitdtssteigerung
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[42], gemindert werden kann. Des weiteren wurde in diesem Modell eine Verbesserung der
Lungenmechanik sowie eine Abschwichung der pulmonalen Entziindungsreaktion und der
durch freie Sauerstoffradikale entstehenden Schiden nachgewiesen [25].

Diese Ergebnisse machten jedoch weitere Experimente ndtig um die Frage zu kldren, ob
der lungenprotektive Effekt auf den erhohten CO, Partialdruck oder auf die entstehende
Azidose zuriickzufiihren ist und des weiteren, inwieweit eine metabolische Azidose
dhnliche Effekte erzeugt.

In einer weiteren Untersuchung konnten Laffey et al. [24] zeigen, dass in isolierten,
perfundierten Kaninchenlungen sowohl eine respiratorische als auch eine metabolische
Azidose vor einem Ischdmie-/Reperfusionsschaden schiitzen kann, und dass dieser
protektive Effekt einer hyperkapnischen Azidose durch Pufferung reduziert wird. Laffey et
al. schlossen daraus auf einen protektiven Effekt der Azidose per se.

Eine hyperkapnische Azidose kann jedoch die Kontraktilitit des Herzens und damit die
Hamodynamik negativ beeinflussen [50]. Daher wird in der Klinik eine durch Anwendung
einer permissiven Hyperkapnie induzierte respiratorische Azidose meist gepuffert [34].
Untersuchungen, inwieweit der protektive Effekt der Hyperkapnie auf die Lunge und deren
Auswirkung auf andere Organe durch Pufferung des Blut pH-Wertes mit Na'-Bicarbonat
abgeschwiécht wird, wurden jedoch nur an isolierten Lungen und bisher nicht in vivo

durchgefiihrt.

Mit der vorliegenden Studie sollte der Einfluss einer Pufferung auf den Grad der
Lungenschidigung unter hyperkapnischen Bedingungen in vivo in einem RDS Tiermodell
untersucht werden. Sie kniipft an Untersuchungen von Hummler et al. [22] an, die an
diesem Tiermodell nicht nur eine Verbesserung der Oxygenierung durch Hyperkapnie
sondern auch eine Verminderung der Lungenschiddigung und der systemischen
Entziindungsreaktion durch Hyperkapnie in Kombination mit einem verringerten

Tidalvolumen nachweisen konnten.

Die vorliegende Studie untersuchte die Hypothese, dass der Grad der Lungenschddigung,
gemessen am Feucht-/Trockengewicht der Lunge unter gepufferter hyperkapnischer
Azidose (physiologischer pH-Wert) um mindestens 25% hdoher ist als unter nicht
korrigierter hyperkapnischer Azidose.
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2. Material und Methoden

Dieser Tierversuch wurde von der Tierschutzkommission des Landes Baden-Wiirttemberg
genehmigt. Es handelt sich um eine randomisierte, kontrollierte Studie an 28 Kaninchen in
zwei verschiedenen Behandlungsgruppen, die im Tierforschungszentrum Oberberghof

durchgefiihrt wurde.

2.1 Tiere

Als Versuchstiere dienten 28 weibliche Kaninchen der Rasse ,,Weille Neuseeldnder® mit

einem Gewicht von 3076 g = 105 (Tabelle 1).

Tabelle 1 :
Korpergewicht in Gramm(g) der Kaninchen der gepufferten und der ungepufferten Gruppe als Mittelwert +/-
SD

Einheit gepufferte Gruppe nicht gepufferte Gruppe
Korpergewicht g 3102+ 76 3050 £125

2.2 Beatmungsgerit

Ein Stephanie Kinder-Beatmungsgerdt (Stephan Medizintechnik GmbH, Gackenbach,
Deutschland) wurde bei der Studie verwendet. Es handelt sich um ein wahlweise volumen-
oder  druckkontrolliertes  zeitgesteuertes = Beatmungssystem.  Mittels  eines
Pneumotachographen, der zwischen dem Beatmungskreisteil und dem Endotrachealtubus
angebracht ist, kann der Atemgasfluss gemessen werden. Des weiteren kann bei diesem
Beatmungsgerdt zwischen kontrollierter mechanischer Beatmung, intermittierender
mandatorischer ~ Beatmung,  Hochfrequenz-oszillations-Beatmung  und  C-PAP

(kontinuierlich positiver Atemwegsdruck) gewéhlt werden.
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2.3 Vorbereitung der Tiere

Die Kaninchen wurden nach Anlage eines peripher-vendsen Zuganges an einer Vene des
rechten Ohres in thermoneutraler Umgebung (handelsiibliche, offene servo-kontrollierte
Neugeborenenpflegeeinheit, Babytherm 8000, Driger, Liibeck, Germany) nach Gabe von
0,2 mg/kg Atropin zur Vermeidung vagaler Reflexe mit Ketamin/Xylazin (Ketamin 15-40
mg/kg KG, Xylazin 1,5-4 mg/kg KG) i.v. narkotisiert und mit einem Tubus der GroBe 3,5
mm (Innendurchmesser) mit Manschette intubiert. Die Tiere wurden in Riickenlage
positioniert.

AnschlieBend wurden die Tiere synchronisiert, volumenkontrolliert und zeitgesteuert mit
einem FiO,: 0,4, Vi: 8 ml/kg, PEEP: 4mmHg, Inspirationszeit: 0,5 s, Beatmungsfrequenz
40/min und einer Temperatur des befeuchteten Atemgases von 37 °C beatmet. Die
Beatmungsfrequenz wurde wéhrend der Instrumentierung gegebenenfalls angepasst, um
den PaCO; im Zielbereich (35-45 mmHg) zu halten. Der Atemgasflow wurde von der
Datenschnittstelle des Beatmungsgerits abgeleitet, der Atemwegsdruck am Konnektor des
endotrachealen Tubus gemessen. Das Tidalvolumen wurde aus dem Integral des Flows
berechnet.

In den distalen Osophagus wurde eine mit sterilem Wasser gefiillte Magensonde der GroBe
5 F eingebracht, um eine kontinuierliche Messung des Osophagusdruckes zu ermdglichen.
Die korrekte Lage dieser Sonde wurde durch kurze endexspiratorische Okklusion und
Thoraxkompressionen tiberpriift wurde, wobei ein Verhéltnis AP/AP,,, von 1,00 £ 0,05 als
korrekte Lage akzeptiert wurde. Andernfalls wurde die Lage des Osophaguskatheters
verdndert, bis das gewlinschte Verhéltnis gemessen wurde. Um Blasenbildung innerhalb
der Osophagussonde zu vermeiden wurde diese mit 3 ml/h 0,9%iger NaCl Losung
kontinuierlich gespiilt.

Die Korpertemperatur wurde iiber eine rektale Temperatursonde (Siemens Sirecust 302,
Erlangen, Germany) kontinuierlich gemessen und mittels einer heizbaren Unterlage und

eines Deckenstrahlers eine Zielkdrpertemperatur von 38,5-39,5 °C erreicht.
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Abbildung 1: Abbildung 2:

Neugeborenen-Intensivbehandlungsplatz Versuchstier nach Instrumentierung, mit 1.
Versuchstier; 2. Sensor des Pulsoximeters; 3.
Flusssensor des Beatmungsgerites; 4. peripher-
venoser Zugang; 5. Zentraler Venenkatheter mit
Sensoren zur Herzzeitvolumen-Bestimmung; 6.
arterieller und zentralvendser Zugang

2.4 Narkose und Andsthesie

Die Narkose und Anisthesie wurde mit einer kontinuierlichen, individuell an den Bedarf
des Versuchstieres angepassten Infusion von mit Ketamin und Xylazin (30-100mg/kg/h
bzw. 0,3-1mg/kg/h) aufrechterhalten. Ziel war es, die Narkose tief genug zu halten, um

Spontanbewegungen der Versuchstiere zu vermeiden.

2.5 kardiale Uberwachung

Die Herzaktionen wurden mittels EKG tiberwacht, dessen Elektroden auf den rasierten
Thorax des Kaninchens aufgeklebt wurden.

Die Sauerstoffsdttigung des Blutes und die Herzfrequenz wurden mit einem Pulsoxymeter
(Radical, Masimo Corporation, 2852 Kelvin Avenue, Irvine, California 92814), das an
einer rasierten Vorderpfote der Tiere befestigt war, transkutan iiberwacht.

In die linke A. femoralis des Kaninchen wurde nach vorheriger Rasur unter aseptischen
Bedingungen ein arterieller Thermodilutionskatheter (3,5F) zur kontinuierlichen
Herzzeitvolumenmessung mit Hilfe des PICCO plus (Pulsion Medical Systems,
Stahlgrubenring 28, 81829 Miinchen), zur Bestimmung der arteriellen Blutgase, zur
Blutentnahme und fiir die kontinuierliche Blutdruckmessung gelegt. In die Vena femoralis

wurde ein 3,5F Katheter zur Messung des ZVDs, zur Blutabnahme und zur Injektion
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eiskalter NaCl-0,9%-Losung flir die Messung des Herzzeitvolumens (HZV) eingebracht.

Beide Katheter wurden kontinuierlich (3 ml/h) mit mit Heparin (1 IE/ml) versetzter

0,9%iger NaCl Losung gespiilt.

Abbildung 3: Abbildung 4:

1. arterieller Zugang mit Temperatursensor fiir die 1. eiskalte NaCl-Losung; 3. zentral-venoser Zugang
Herzzeitvolumen-Bestimmung; 2. Drucksensor fiir die  mit 2. vendsem Temperatursensor fiir die Messung
Bestimmung des arteriellen Blutdruckes des Herzzeitvolumens

2.6 Messung des  Herzzeitvolumens und  Berechnung  des
Sauerstofftransports

Das HZV wurde mittels transpulmonaler Thermodilution mit Hilfe des PiCCO gemessen.
Bei den stiindlichen Bestimmungen wurden jeweils 3 direkt aufeinander folgende
Messungen mit jeweils 2 ml kalter NaCl-Losung durchgefiihrt und aus diesen 3
Ergebnissen der Mittelwert errechnet und dieser wiederum auf das Korpergewicht des
Tieres bezogen.

HZV [Vmin]
HZVI =

Korpergewicht [kg]
Berechnung des Herzzeitvolumenindex (HZVI); HZV=Herzzeitvolumen

Durch Multiplikation der mittels arterieller Blutgasanalyse bestimmten arteriellen
Sauerstoftkonzentration (CtO,;) mit dem HZVI ldsst sich der Sauerstofftransport
(mlOy/kg/min) berechen.

Zur Verhinderung von Koageln im PiCCO-Messkatheter wurde der NaCl-Lésung 1 IE/ml
Heparin zugefiigt.
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2.7 Erhaltungsinfusion

Eine periphervendse Erhaltungsinfusion aus einem Gemisch (1:1) aus Padiafusin 11" und
isotoner NaCl-Losung wurde hergestellt. Zusétzlich wurden 1 IE/ml Heparin beigefiigt und
dieses Gemisch mit 5 ml/’kg KG/h zugefiihrt, wobei ab einem Blutglukosegehalt tiber 250
mg/dl diese Losung durch eine 0,9%ige NaCl-Infusion mit einer Dosierung von ebenfalls 5
ml/kg KG/h ausgetauscht wurde, bis der Blutglukosegehalt wieder unter 150 mg/dl

gefallen war.

2.8 Datenaufzeichnung

Alle Drucksignale werden mit Hilfe von Sorenson Transpac 4 Transducer (Abbott Critical
Care Systems, North Chicago, IL) gemessen, welche mit Hilfe -eines
Quecksilbermanometers kalibriert wurden.

Alle Signale wurden mit 100 Hertz digitalisiert und simultan durch ein

Datenaufnahmesystem (DATAQ Instruments, Inc. Akron, OH) aufgezeichnet.

2.9 Protokoll

Nach der Instrumentierung wurden mit Hilfe des Beatmungsgerits drei, jeweils ca. 6s
dauernde Blahmandver mit einem V. von 8 ml/kg durchgefiihrt, um wihrend der
Instrumentierung moglicherweise entstandene atelektatische Lungenareale zu rekrutieren.
Nun wurden dem Tier 0,15 mg/kg Norcuron” (Vecuronium) i.v. injiziert um durch die
Muskelparalyse ein Mitatmen und etwaige Hustenreflexe des Tieres zu verhindern.

Danach wurden die Daten des Pulsoximeters, Atemgasflow, Osophagusdruck (P.),
Atemwegsdruck (Pay), Atemwegsvolumen, Blutdruck (RR), ZVD und EKG mittels eines
Datenaufzeichnungssystems (Windaq Programm, DATAQ Instruments Incorporated) als
,Baseline vor der Lavage* Daten 5 Minuten auf einem PC aufgezeichnet. AnschlieBend
erfolgten arterielle Blutgasanalysen, die Entnahme arteriellen Blutes und die Messung des

Herzzeitvolumens mittels Thermodilution.

Danach wurde mit der broncho-alveoldren Lavage begonnen. Mit Hilfe der Lavagen sollte

ein Surfactantmangel, dhnlich dem eines Frithgeborenens, erzeugt werden.
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Die Tiere wurden wiederholt mit 0,15 ml’kg KG Vecuronium i.v. relaxiert und mit 15 ml/
kg KG aufca. 37 °C erwérmter 0,9%iger NaCl-Losung, die {iber den endotrachealen Tubus
eingebracht wurde, lavagiert.

10 Minuten nach der 1. BAL erhielten die Tiere eine 2. BAL, deren Fliissigkeitsmenge mit
der der 1. BAL iibereinstimmte.

In Abhéngigkeit des in der Kontrollblutgasanalyse nach 5 Minuten gemessenen PaO,
wurde gegebenenfalls noch eine 3. und 4. BAL, jeweils mit 15 ml 0,9%iger NaCl-Losung
pro kg Korpergewicht unter Anwendung des folgenden Protokolls durchgefiihrt.

Fiel der PaO, 5 Minuten nach der 2. BAL auf < 200 mmHg, wurde nicht weiter lavagiert.
Bei einem PaO; > 200 mmHg wurde 5 Minuten spéter eine weitere BGA abgenommen und
falls der PaO;, zu diesem Zeitpunkt > 300mmHg gemessen wurde, wurde eine 3. BAL
durchgefiihrt. Lag der PaO, Wert zwischen 200 und 300 mmHg, folgten im flinfminiitigen
Abstand weitere Blutgasanalysen. Lag 10 Minuten nach der 2. Lavage der PaO, immer
noch in einem Bereich zwischen 200 und 300 mmHg mit einer erkennbaren steigenden
Tendenz, so erhielt das Tier eine 3. BAL. War jedoch eine fallende Tendenz zu erkennen,
so wurde abgewartet und dann bei weiter fallender Tendenz keine weitere Lavage mehr
durchgefiihrt. Ziel dieses Verfahrens war eine mdglichst uniform ausgeprégte
Lungenerkrankung aller Tiere. Nach den gleichen Kriterien wurde gegebenenfalls eine 4.

Lavage verabreicht.
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Abbildung 3:
Schema zur Festlegung der Zahl der Lavagen, PaO, (arterieller Sauerestoffpartialdruck), mmHg (Millimeter
Quecksilbersédule), KG (Korpergewicht)

Es wurden maximal 4 Lavagen durchgefiihrt, die Lavagefliissigkeiten der Lavagen 1-4

gepoolt und 4x 14ml Lavagefliissigkeit abgefiillt.

Nach Beendigung der Lavage wurden nochmals, nach vorheriger iv. Gabe von
Vecuronium, 5 Minuten lang Daten aufgezeichnet, welche nachher als Baseline fiir die
weiteren Messwerte verwendet wurden und gleichzeitig eine arterielle Blutgasanalyse
durchgefiihrt, das Herzzeitvolumen mittels transpulmonaler Thermodilution gemessen und

eine arterielle Blutprobe entnommen.
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Im Anschluss an die Baselinemessungen nach der Lavage wurde ein bis dahin
verschlossener Randomisierungsumschlag gedffnet und dadurch festgelegt, ob der Blut-
pH-Wert des Tieres widhrend des nun folgenden 6-stiindigen Beobachtungszeitraumes
durch eine Pufferlosung in den physiologischen Normbereich gebracht wurde, oder ob die
respiratorische Azidose bis zu einer gewissen Grenze weitgehend unbehandelt blieb. Somit

wurden folgende Gruppen mit jeweils 14 Tieren gebildet:

Gruppel: Hypoventilation-Hyperkapnie mit Pufferung:
PaCO, von 75- 85mmHg, Vr 4-5Sml/kg, pH-Wert 7,35-7.45

Gruppe?2: Hypoventilation-Hyperkapnie und ohne Pufferung:
PaCO,: 75-85 mmHg, Vr: 4-5 ml/kg, pH-Wert > 7.0. BE <—10 mmol/L.

AnschlieBend wurden die Beatmungsparameter im Sinne einer Hypoventilation wie folgt
verdndert: FiO;: 1,0, Atemfrequenz initial: 25/min, wobei die Atemfrequenz im Laufe des
Versuches PCO; abhingig veréndert wurde, bis der Ziel-PaCO; erreicht wurde.

Wurde in der nicht gepufferten Gruppe die Grenzen fiir pH-Wert oder Baseniiberschuss
unterschritten, so wurde zum Ausgleich der metabolischen Komponente Azidose Na'-

Bicarbonat in folgender Menge zugefiihrt:

gemessener BE [mmol/l] — (-5mmol/l) x 0,3 x kg KG

In der Gruppe der hypoventilierten, hyperkapnischen und gepufferten Tiere wurde ebenso
bei einem Tidalvolumen V; von 4-5 ml’kg KG ein PaCO, zwischen 75 und 85 mmHg
angestrebt. Jedoch wurde der pH-Wert durch intermittierende Na'-Bicarbonat-Infusion in

einen Zielbereich von 7,35-7,45 eingestellt.

In beiden Gruppen wurde nach der Lavage der PEEP von 4 cmH,0 auf 6 cmH,0 erhéht,
um den Kollaps von Alveolen bei Surfactantmangel zu verhindern und das Tidalvolumen
von 8 ml’kg KG auf 4 ml’kg KG erniedrigt. Durch entsprechende Verdnderung der
Beatmungsfrequenz des Beatmungsgerites in Reaktion auf die im 30 miniitigen Abstand
durchgefiihrten arteriellen Blutgasanalysen wurde der PaCO, im Zielbereich von 75-85
mmHg gehalten.
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Direkt nach der Verinderung dieser Parameter erhielt die gepufferte Gruppe zum ersten
Mal unverdiinnt 3 mmol’kg KG NaH,COs 8,4% fliber den zentral-vendsen Zugang iiber 15
Minuten mit einer Geschwindigkeit von 40 ml/h. Spater wurden die zur Einhaltung des
Norm-pH-Bereichs notwendigen Puffergaben bedarfsangepasst dosiert.

In den auf die Baseline nach der Lavage folgenden 6 Stunden wurden nun halbstiindlich
arterielle Blutgasanalysen und Glukose- und Laktatbestimmungen durchgefiihrt. 15 und 45
Minuten nach jeder vollen Stunde wurden die Tiere mit 0,15 mg/kg KG Vecuronium
relaxiert, um zu gewéhrleisten, dass zu jeder halben und vollen Stunde keine
Spontanatmung die  Messung  lungenmechanischer  Eigenschaften und  der
hdmodynamischen Parameter beeinflusst.

Zu jeder vollen Stunde (Stunde 1-6) wurden arteriellen Blutgasanalysen angefertigt und
das Herzzeitvolumen durch Thermodilution bestimmt. Vor und direkt nach der initialen
Lavage sowie 2, 4 und 6h nach der Baseline nach Lavage wurden zusitzliche Blutproben
entnommen.

Alle zur Blutgasanalyse verwendeten Spritzen wurden zum Schutz des Blutgasmessgerites
vor Koageln vor der Blutabnahme mit einer Heparinlosung (100 IE/ml) gespiilt. Jede
abgenommene Blutmenge wurde durch NaCl in gleicher Menge als Bolus substituiert.

Zur Kreislaufunterstiitzung erhielten die Kaninchen bei einem systolischen Blutdruck < 60
mmHg 10 ml/kg KG isotone NaCl-Losung mit einer Geschwindigkeit von 200 ml/h, wobei
die Volumengaben auf zweistiindlich zwei Volumengaben limitiert waren. Waren
Volumengaben fiir die Blutdruckstabilisierung nicht ausreichend, so bekamen die Tiere
zusitzlich 5 pg/kg KG/min Dopamin, wobei die Dosis in 5 pg Schritten bis hin zu einer
Maximaldosis von 30 png/kg KG/min gesteigert werden konnte. Bei einem ZVD von >

10mmHg wurden keine Volumengaben mehr verabreicht.

Nach Ende des Versuchszeitraumes (6h) wurden die iiberlebenden Tiere mit 50mg
Trapanal” (Thiopental) i.v. gettet und obduziert.

Hierbei wurde der Thorax und anschlieBend das linke Herzohr erdffnet und nach
Kaniilierung der Pulmonalarterie die Lunge mit 100 ml einer mit 95% O, und 5% CO,
dquilibrierten Spiillosung bestehend aus Ringerlakat mit 250 mg/l Procain, 2,2 mmol/l
CaCl, und 20 IE/ml Heparin und einem standardisierten Druck von 27 cmH,0 (22 mmHg)
perfundiert. Kurz nach Beginn der Lungenspiilung wurde der Atemwegsdruck fiir 1 Minute
auf 20 cmH,O erhoht, um etwaige bei der Prdparation entstandene Atelektasen zu

reduzieren, dann wurde der Atemwegsdruck auf 10 cmH,0 gesenkt.
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Abbildung 4:

Kantilierung der Pulmonalarterie und
Perfusion mit der Fixierldsung;
1.Knopfkantiile; 2. Pulmonalarterie

Der Zustand der Lunge wurde photographisch mit Hilfe einer 3,5 Mega-Pixel auflosenden
Digitalkamera dokumentiert, wobei Bilder in situ sowohl von sternokostal als auch von
diaphragmal aufgenommen wurden. Nach Ligatur des Hauptbronchus der rechten Lunge
wurde diese moglichst dicht an der Bifurkation abgesetzt und zur Bestimmung des Feucht-
Gewichts unmittelbar nach dem Absetzen gewogen.

AnschlieBend wurde diese Lungenhilfte mit einem Tubus der Grofe 2,5-3 mm intubiert
iiber den diese dann dreimal mit 7,5 ml/kg KG 0,9%iger NaCl-Losung unter Einbeziechung
aller drei Lungenlappen lavagiert wurde und alle 3 Lavagen in einem gemeinsamen Gefaf3
gesammelt wurden. Von der Lavagefliissigkeit wurden 4x 14 ml abgefiillt. Vom dorsalen
Teil des Unterlappens und vom anterioren Teil des Oberlappens wurde jeweils 0,4-0,6 g
Gewebe entnommen und mit NaCl homogenisiert und weiterverarbeitet.

Der iibrige Teil der rechten Lunge wurde im Wérmeschrank eine Woche getrocknet und
zur Bestimmung des Trockengewichts tdglich gewogen, bis ihr Gewicht 3 Tage in Folge
konstant war. Aus Feucht- und Trockengewicht wurde das Feucht-/Trockengewicht
berechnet.

Die linke Lunge wurde intrathorakal in einer Losung mit 4,6% Formaldehyd und 0,5%
Glutaraldehyd fiir ca. 15 min perfusionsfixiert, dann aus dem Thorax entnommen und die
laterale, mediale, inferiore und diaphragmale Seite photographiert, wéihrend sie, wie die
rechte Lunge, in der ersten Minute mit 20 cmH,O gebldht wurde. Unter Beibehaltung eines

Atemwegsdruckes von 10 mmH,O wurde sie mindestens weitere 8h immersionsfixiert.
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Die Abbildungen 5 bis 8 zeigen die vier verschiedenen Lungenareale der Lunge eines

gepufferten Tieres, die Abbildungen 9 bis 12 die Lunge eines nicht-gepufferten Tieres.

Abbildung 5: Abbildung 6:
mediale Lungenfldchen mit 2. Herz 1. Oberlappen;  diaphragmale Lungenareale mit 1. Unterlappen; 2.
3.Unterlappen; 4. Trachea Oberlappen; 3. Herz, 4. akzessorischer Lappen

Abbildung 7: Abbildung 8:
laterale Lungenareale mit 1. Oberlappen; 2. inferiore Lungenareale mit 1. Oberlappen; 2.
Unterlappen 3. Einblutungen Unterlappen; 3. beliiftete Areale; 4. ddematose Areale,

5. Einblutungen
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Abbildung 9: Abbildung 10:
mediale Lungenflachen mit 2. Oberlappen; diaphragmale Lungenareale mit 1. Unterlappen; 2.
1.Unterlappen Oberlappen

Abbildung 11: Abbildung 12:
laterale Lungenareale mit 1. Oberlappen; 2. inferiore Lungenareale mit 1. Unterlappen; 2.
Unterlappen Oberlappen

Vier Tiere mussten vor der Randomisierung aus der Studie ausgeschlossen werden. Ein
Tier hatte einen angeborenen Herzfehler, drei Tiere verstarben vorzeitig bei der

Instrumentierung.

2.10  weitere Blutproben

Pro Tier wurden 5 arterielle Blutentnahmen [vor der Lavage (Stunde -0,5), direkt nach der
Lavage (Baseline nach Lavage/Stunde 0), Stunde 2, 4 und 6 nach Baseline nach Lavage]
durchgefiihrt.

Aus jeder dieser Blutproben wurde eine Blutbildanalyse aus mit EDTA versetztem Blut

durch das Labor des Uniklinikums Ulm, Bereich Safranberg angefertigt. Dabei wurde die
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Konzentration an Leukozyten, neutrophiler Granulozyten, Thrombozyten und Hématokrit
ermittelt.

Aus dem mittels flinfminiitiger Zentrifugation mit 5000U gewonnenen Lithium-Heparin-
Plasmas von Stunde 0 und 6 die Menge des Gesamtproteins bestimmt. Des weiteren

wurden aus dem Lithium-Heparin-Plasma Interleukin 8 (Oh, 2h, 4h, 6h) bestimmit.

2.11  Blutgasanalysen

Bei den halbstiindlichen arteriellen Blutgasanalysen wurden folgende Parameter
untersucht: pH, CO,-Partialdruck [mmHg], Sauerstoffpartialdruck (PO2) [mmHg],
Hamoglobinkonzentration (CtHb) [g/dl], Anteil an oxygeniertem Hamoglobin [%],
Baseniiberschuss (BE) [mmol/l], Sauerstoffsittigung des Blutes (SO,) [%],
Sauerstoffkonzentration (CtO,) [vol%], Na’, K, ionisiertes Ca’", Glukose und Laktat

(jeweils in mmol/1).

2.12 BAL

Sowohl die Lavagefliissigkeiten aus der BAL zu Beginn des Experiments als auch die post
mortem aus der rechten Lunge gewonnene Lavagefliissigkeit wurde bei 1000U/min 10 min
zentrifugiert. Ein Teil des gewonnenen Uberstandes wurden in 1ml Eppendorfgefifie
abpipettiert, die bei —80°C bis zur Weiterverarbeitung eingefroren wurden und aus denen

der Gesamtproteingehalt und der Interleukin-8-Gehalt bestimmt wurden.

Die Zellpellets, die bei der Zentrifugation der jeweiligen Lavagefliissigkeit je
Lavagezeitpunkt mit 1000U/min entstanden, wurden mit ihrem Uberstand auf 2ml
resuspendiert. 20pl dieses Resuspensats wurden mit 200ul des ersten Uberstandes
verdiinnt, die zelluldren Bestandteile mit Hilfe einer Zytozentrifuge auf einen Objekttrager
gebracht und mit einer HE-Firbung angefdrbt. Mit Hilfe dieses Pridparates wurden der
Anteil der Lymphozyten/Monozyten, der eosinophilen Granulozyten, neutrophilen
Granulozyten und der Epithelzellen an den in der BAL enthaltenen Zellen in der Initial-

und der Post-Mortem-Lavage bestimmt.



Kapitel 2 -21 - Material und Methoden

2.13  Untersuchung der Lungen

2.13.1 Gewebe

Die Gewebeproben vom anterioren Teil des Oberlappens und vom dorsalen Teil des
Unterlappens der rechten Lunge wurden getrennt voneinander jeweils mit 5 ml 0,9%iger
NaCl-Losung mit einem Homogenisator zerkleinert und anschlieBend Smin bei 5000U/min
zentrifugiert. Der Uberstand der beiden Homogenisate wurde in jeweils 5 1ml
EppendorfgefiBe pipettiert und bei —80°C bis zur Weiterverarbeitung eingefroren. Aus
diesen Proben wurden spdter der Interleukin-8-Gehalt und der Gesamtproteingehalt des

Lungengewebes bestimmt.

2.13.2 Feucht-/Trockengewicht

Unter dem Begriff Feucht-/Trockengewicht versteht man den Quotienten aus dem Gewicht
der rechten Lunge direkt nach ihrer Entnahme und dem Gewicht im getrockneten Zustand,
welcher erreicht war, wenn das Gewicht der Lunge durch Trocknen in einem

Wirmeschrank bei 39°C drei Tage unverdndert geblieben war.

2.13.3 Makroskopische Beurteilung

Die

A: in situ von diaphragmal und sternokostal angefertigten Bilder beider Lungen

B: ex situ angefertigten Bilder der lateralen, medialen, inferioren und diaphragmalen Seite
der linken Lunge

wurden beziiglich der Gruppenzugehdrigkeit verblindet beurteilt. Die Beurteilung erfolgte

durch einen tierexperimentell erfahrenen Forscher (Dr. Axel Franz). Beurteilt wurden zwei

Parameter: Beliiftung (Gasgehalt) und Blutung anhand folgenden Scores (Tabelle 2):

Tabelle 2:
Score zur makroskopischen Beurteilung der Lunge

0 1 2 3
Beliiftung sehr gut gut schlecht sehr schlecht

Parenchymblutung | keine minimal maBig ausgepragt
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2.13.4 Lungenhistologie

Von der immersionsfixierten linken Lunge wurden sowohl dem Oberlappen als auch dem
Unterlappen aus den abhidngigen und den nicht-abhingigen Arealen Gewebeproben
entnommen und diese in Paraffin eingebettet. Die anschlieBend angefertigten HE-gefiarbten
Schnitte wurden von einem hinsichtlich der Gruppenzugehorigkeit der Tiere geblindeten
Pathologen (Dr. M. Ebsen, Institut fiir Pathologie der Ruhr-Universitdt Bochum, Biirkle-
de-la-Camp-Platz 1, 44789 Bochum) begutachtet. Die Bewertung erfolgte semiquantitativ
anhand eines Scores und unter Beriicksichtigung folgender Parameter (Tabelle 3): alveolére
und interstitielle Inflammation, alveolire und interstitielle Blutung, alveoldres und
interstitielles Odem, Atelektasen, Nekrosen und Uberblihung. Jede Variable wurde mit
einer 0-4 Punkteskala bewertet, wobei 0 keine Schidigung, 1 Schidigung in 25% des
Gesichtsfeldes, 2 Schiadigung in 50% des Gesichtsfeldes, 3 Schadigung in 75% des
Gesichtsfeldes und 4 Schiadigung in 100% des Gesichtsfeldes zugeordnet wurde.

Tabelle 3:
Score zur mikroskopischen Beurteilung der Lunge

Kriterien/ Nummer 0

[a—
\S]
(8]

Atelektase

alveoldre Entziindung
interstitielle Entziindung
alveoldre Blutung
interstitielle Blutung
alveolires Odem
interstitielles Odem

Nekrose

Sun3ipeyog ouroy
SOP[JIYDISAD) SOP 9, GT Ul SUNSIPEYDS
SOP[AJSIYOISAD) SAP %S Ul SUNSIPEYDS

Uberblihung

SOP[RJSIYIISAD) SAP 9%, G/ Ul FUNJIpeyoS
SOP[AJSIYIISAD) SAP %00 Ul Sundipeyos | +

Summenscore
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2.14  Statistik

2.14.1 ZielKkriterien

Priméres Zielkriterium dieser randomisierten Studie mit zwei Gruppen war das
Feucht-/Trockengewicht der rechten Lunge.

Sekundidre Zielkriterien, die in einer deskripiven Statistik ausgewertet wurden, sind:
Mortalitdt, Lungenschidigung anhand mikroskopischen, makroskopischen Befunden und
Pneumothoraxrate, = Gesamtprotein der Lungenlavage als Marker fir die
Kapillarpermeabilitidt, ~Anzahl der Leukozyten/'ml Lavagefliissigkeit und ihre
Differenzierung, Interleukin-8 in  der Lavagefliissigkeit; im  Serum  die
Gesamtproteinkonzentration, Interleukin-8, Blutglukosespiegel und die
Elektrolytkonzentrationen (Na®, K*, Ca*"i,,) zur Erfassung der Elektrolytverschiebung
durch die hyperkapnische Azidose; im arteriellen Vollblut neutrophile Granulozyten,
Leukozyten, Thrombozyten und Hématokrit, arterieller pH, PO,, PCO, und
Plasmalaktatspiegel.

Die Daten wurden mit Hilfe des Statistikprogrammes Sigmastat Version 2.03 ausgewertet.
Kontinuierliche Variablen wurden bei Normalverteilung mit einem zwei-zeitigem t-Test
verglichen, bei Nicht-Normalverteilung mit einem Mann-Whitney Rank Sum Test.
Wiederholte parametrische Messwerte wurden zwischen den Gruppen bei
Normalverteilung mit einer Varianzanalyse (ANOVA) fiir wiederholte Messwerte
verglichen. Lag bei den wiederholten Messwerten keine Normalverteilung vor, so wurden
die Messwerte nach Transformation in Range mit Hilfe einer Varianzanalyse (ANOVA)
fiir wiederholte Messwerte untersucht. Als Signifikanzniveau wurde ein P = 0,05
festgelegt. Alle Daten wurden bei Normalverteilung als Mittelwert +/-

Standardabweichung, ansonsten als Median (25.-75. Perzentile), dargestellt.

2.14.2 Fallzahlberechnung

Ausgehend von der Hypothese, dass das Feucht-/Trockengewicht in der gepufferten
Gruppe um 25% hoher liegt als bei der Kontrollgruppe, was einem anhand von
Ergebnissen von vorangegangenen Studien errechnetem nachzuweisendem Delta Feucht-
/Trockengewicht von: 25% von 5,27, also 0,25 x 5,27 = 1,32 bei P < 0,05, entspricht.
Daraus errechnete sich bei einer Standardabweichung von 1,0, einem a-Fehler von 0,05,
einem B-Fehler von 0,2 und einer Power von 0,8 eine Fallzahl von 11 Tieren pro Gruppe.

Addiert man noch einen Sicherheitszuschlag von 30%, so ergeben sich 28,6 Tiere.
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3. Ergebnisse
3.1 Gewicht, Zahl der Lavagen, Baselinewerte und fiir die Tiere

bendotigte Puffermengen

Waihrend des Versuchs verstarben drei Tiere aus der gepufferten Gruppe vorzeitig. Aus der
nicht gepufferten Gruppe {iiberlebten alle Tiere. Dennoch konnte kein signifikanter
Unterschied beziiglich der Uberlebensdauer der beiden Behandlungsgruppen festgestellt
werden. Die Beatmungszeit ab der Baseline betrug in beiden Gruppen im Median 6
Stunden. Auch beziiglich des Gewichtes unterschieden sich die beiden
Behandlungsgruppen nicht signifikant (gepuffert/ ungepuffert: 3102 g + 76/ 3050 g + 125,
P=0,195) (Tabelle 1).

Die Zahl der nach den Kriterien des Protokolls nétigen Lavagen zur Induktion des
Surfaktantmangels betrug sowohl in der gepufferten Gruppe 4 (4-4) als auch in der
ungepufferten Gruppe 4 (3-4). Tabelle 4 zeigt die Ausgangsbedingungen nach den

Lavagen in beiden Gruppen.

Tabelle 4:

Baseline nach Lavage Daten der Blut-, Plasma-, Elektrolyt- und Blutgas und BAL-
Zellverteilungsbestimmungen, n= 14 je Gruppe (BAL: broncho-alveoldre Lavage, mmHg: Millimeter
Quecksilbersdule; pl: Mikroliter; %: Prozent; mmol: Millimol; mg/dl: Milligramm/Deziliter; pl: Mikroliter;
mg: Milligramm)

Blutparameter gepuffert nicht gepuffert P
Leukozyten (1000/pl) 3,12 (2,66-3,54)  2,91(2,34-3,11) 0,234
Segmentkernige (%) 1,82 +/- 0,60 1,57 +/-0,60 0,286
Thrombozyten (1000/p1) 258,43 +/- 55,84  282,23+/- 50,70 0,258
Héamatokrit (%) 0,34 (0,33-0,49)  0,35(0,33-0,38) 0,981
Blutgasparameter

PO, (mmHg) 104 (87-147) 145 (102-199) 0,148
PCO; (mmHg) 43,0 +/- 4,6 40,5+/-5,4 0,212
pH 7,35 +/- 0,04 7,36 +/- 0,04 0,469
BE (mmol/l) -2,5+/-1,9 -2,8+/-29 0,722
Sa0; (%) 98 (94-99) 99 (97-100) 0,161
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Plasmaparameter

Laktat (mmol/l) 1,3 (1,0-2,1) 1,7 (1,2-2,0) 0,395
Glukose (mg/dl) 183 ( 169-199) 194 (173-205) 0,223
Elektrolyte

Na" (mmol/I) 1324/-6 132 +/-3 0,925
K" (mmol/l) 3,7+/-0,2 3,8+/-0,4 0,344
Ca®" (mmol/l) 1,40 +/- 0,13 1,35 +/- 0,10 0,231
Anfangs-BAL-Parameter

jeweils in (%)

Lymphozyten/Monozyten 2(2-4) 3 (2-6) 0,555
neutrophile Granulozyten 4 (2-8) 2 (0-3) 0,103
eosinophile Granulozyten 2 (2-6) 2 (2-4) 0,490
Epithelzellen 89 (84-94) 92 (88-93) 0,198

Die Tiere der Gruppe der gepufferten Tiere erhielten 29,1 (22,9-33,6) mmol/ kg KG Na'-
Bicarbonat wéhrend der Behandlung, wohingegen sich die nach Protokoll bendtigte
Puffermenge bei der ungepufferten Gruppe mit 0 ml/kg KG (0-1,7) von der Menge der
ersten Gruppe signifikant unterschied (P < 0,001).
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3.2 Feucht-/Trockengewicht

Feucht-Trocken Gewicht
Mittelwert +/- SD
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Abbildung 13:
Darstellung des Feucht-/Trockengewichtes der Lungen der gepufferten und der ungepufferten Gruppe, n = 14
je Gruppe, signifikant (P=0,049). (SD=Standardabweichung)

Das Feucht-/Trockengewicht der rechten Lunge als primédres Zielkriterium betrug in der
gepufferten Gruppe 11,6 + 3,8, in der nicht-gepufferten Gruppe 8,8 + 3,5 und unterschied
sich somit signifikant (P=0,049) (Abbildung 13).

3.3 Proteinbestimmung

Das Serumgesamtprotein unterschied sich nicht zur Baseline (Tabelle 5, Abbildung 14)
zwischen den beiden Gruppen. Zur Stunde 6 des Experimentes war das
Serumgesamtprotein in der gepufferten Gruppe jedoch signifikant niedriger (P = 0,035)
(Tabelle 5, Abbildung 14).

Die Proteinbestimmungen in der broncho-alveoldren Lavage waren zur Baseline in den
beiden Gruppen nicht signifikant verschieden (Tabelle 5), zeigten jedoch am Ende des
Experimentes in der gepufferten Gruppe signifikant hohere Werte (Tabelle 5).
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Protein im Serum
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Abbildung 14:

Konzentration des Serumgesamtproteins zur Baseline und zur Stunde 6. n = 14 je Gruppe. Unterschied
Baseline nicht signifikant P = 0,486; Unterschied Stunde 6 signifikant, P = 0,035. (g: Gramm, I: Liter)
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Tabelle 5:
Proteinkonzentration im Serum und Lavage jeweils zur Stunde 0 und zur Stunde 6 mit Serumkonzentration in
g/l und BAL-Konzentration in mg/l. BAL = broncho-alveoldre Lavage, g: Gramm, mg: Milligramm, 1: Liter.

Protein im gepuffert nicht gepuffert P

Serum (g/1) Baseline 42,6 +/- 4,1 41,5 +/- 4,1 0,486
Serum (g/I) Stunde 6 26,0 (23,8-26,9) 27,6 (26,4-28,7) 0,035
BAL (mg/l)Baseline 88 (72-126) 93 (65-148) 0,945
BAL (mg/l) Stunde 6 1012 +/- 586 505 +/- 358 0,010

Betrachtet man den Quotienten aus dem Wert des Serumgesamtproteins zur Stunde 6 und
dem Wert zur Baseline fiir das jeweilige Probenmaterial (Abbildung 15, Abbildung 16), so
ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen dem Quotienten des Proteins im Serum
der gepufferten Gruppe und der nicht gepufferten Gruppe. Das Serumgesamtprotein war in
der gepufferten Gruppe stéirker abgefallen (P = 0,042).

Der Quotient des Proteins in der BAL unterscheidet sich in den Gruppen nicht signifikant,
wobei hier ein Trend in Richtung hohere Werte des Quotienten in der gepufferten Gruppe

zu erkennen ist (P = 0,063).

Quotient Protein Serum Quotient Protein BAL

Mittelwert + SD Mittelwert + SD

0,8

06 | %0,62 fo.68

10,10
0.4

0,2 1

Quotient Protein im Serum 6
/Protein Serum 0

Quotient Protein in BAL 6 /Protein
BALO

0,0 -

‘ -= gepuffert = nicht gepuffert ‘-ﬁ- gepuffert - nicht gepuffert

Abbildung 15:

Quotient der Konzentration des Gesamtproteins im
Serum zur Stunde 6 und zur Baseline, n = 14 je
Gruppe. Unterschied signifikant (P = 0,042). SD:
Standardabweichung.

Abbildung 16:

Quotient der Konzentration des Gesamtproteins
in der BAL zur Stunde 6 und zur Baseline, n =
14 je Gruppe. Unterschied nicht signifikant. (P =
0,063). BAL: broncho-alveoldre Lavage. SD:
Standardabweichung.
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3.4 Interleukin-8-Bestimmung

Die Interleukin-8-Konzentration wurde im Plasma, in der BAL und dem

Lungenhomogenisat bestimmt.

3.4.1 im Plasma

Die Interleukin-8-Konzentration im Plasma der Tiere stieg in beiden Gruppen an, jedoch
ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (P = 0,144)
(Abbildung 17).
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Abbildung 17:

Interleukin-8 (I1-8)-Konzentration jeweils in pg/ml im Blut der gepufferten und der ungepufferten Gruppe im
Verlauf des Experimentes mit Bestimmungen zum Zeitpunkt -0,5; 0; 2; 4; 6 Stunden. n = 14 je Gruppe, nicht
signifikant (pg: Picogramm, ml: Milliliter, h: Stunde)

3.4.2 in der BAL

Sowohl in der Anfangslavage als auch in der Endlavage konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen der Interleukin-8 Konzentration in der gepufferten und der nicht
gepufferten Gruppe festgestellt werden (Anfangslavage: P = 0,323, Endlavage: P = 0,423)
(Abbildung 18).
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Interleukin 8 in BAL
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Abbildung 18:

Interleukin-8-Konzentration jeweils in pg/ml in der BAL der gepufferten und der ungepufferten Gruppe vor
der Baseline und nach Ende des Experimentes. n = 14 je Gruppe, Unterschied zwischen den Gruppen zu
beiden Zeitpunkten nicht signifikant, Anfangslavage: P = 0,323, Endlavage: P = 0,423. BAL = broncho-
alveoldre Lavage; pg: Picogramm, ml: Milliliter

Vergleicht man jedoch den Anteil des 11-8 am Gesamtprotein in der Lavage, so ergeben
sich aus der Endlavage fiir die gepufferte Gruppe eine 11-8 Menge von 1377 pg/mg Protein
(746-4284) und fiir die ungepufferte Gruppe von 5076 pg/mg Protein (1271-12365), so
unterscheiden sich diese signifikant (P = 0,039) (Abbildung 19).

In der Anfangslavage konnte auch beim Anteil des 11-8 am Gesamtprotein in der Lavage

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abbildung 19).



Kapitel 3 -31- Ergebnisse

Interleukin-8 Anteil am Gesamtprotein in BAL
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Abbildung 19:

Anteil der Interleukin-8 (=I1-8)-Konzentration an der Gesamtproteinkonzentration jeweils in pg/mg in der
BAL der gepufferten und der ungepufferten Gruppe vor der Baseline und nach Stunde 6 des Experimentes. n
= 14 je Gruppe, nach Stunde 6 signifikant (P = 0,039). BAL = broncho-alveolére Lavage, (pg: Picogramm,
mg: Milligramm, h: Stunde)

3.4.3 im Homogenat

In den Homogenaten lieBen sich beziiglich der 11-8 Menge pro g Gewebe weder in den
abhéngigen Lungenabschnitte noch in den nicht abhdngigen Lungenabschnitten
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppe nachweisen (Abbildung 20).

Ahnliches ergab die Auswertung der 11-8 Menge als Anteil am Gesamtprotein im Gewebe
der abhingigen und der nicht-abhdngigen Lungenabschnitte (Abbildung 21), wobei sich
ein Trend hinsichtlich hoherer I1-8 Werte pro Gesamtprotein in den abhingigen

Lungenbereichen der gepufferten Gruppe (P = 0,094) abzeichnete.
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Interleukin-8 im Lungengewebe
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Abbildung 20:

Interleukin-8 (= I1-8)-Menge pro Gramm Lungengewebe, jeweils in ng/g im Homogenat des abhéngigen und
des nicht abhéngigen Teiles der Lunge der gepufferten und der ungepufferten Gruppe. n = 14 je Gruppe,
nicht signifikant (P = 0,161) in den abhéngigen und ebenfalls nicht signifikant in den nicht abhéngigen
Arealen (P =0,161); g: Gramm, ng: Nanogramm.
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Abbildung 21:

Interleukin-8 (= II-8)-Menge pro Gesamtproteinmenge, jeweils in ng/g im Homogenat des abhéngigen und
des nicht abhéngigen Teiles der Lunge der gepufferten und der ungepufferten Gruppe. n = 14 je Gruppe,
nicht signifikant (P = 0,094) in den abhéngigen und ebenfalls nicht signifikant in den nicht abhéngigen
Arealen (P =0,168), g: Gramm, ng: Nanogramm.
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3.5 Lungengewebe

Bei keinem der Tiere entwickelte sich ein Pneumothorax.

3.5.1 makroskopische Auswertung

Die makroskopische Auswertung erfolgte geblindet anhand der in Tabelle 2 genannten
Kriterien ,,Einblutung in das Parenchym® und ,,Beliiftung des Parenchyms®. Ein hoherer
Score spricht hierbei fiir einen groferen Schaden.

A: in situ Beurteilung beider Lungen:

Weder Beliiftung noch Einblutung waren innerhalb der einzelnen Gruppen signifikant
unterschiedlich beim Vergleich der linken und rechten Lunge. Daher wurden die Werte
gemittelt. Die Lungen der gepufferten Tiere waren schlechter beliiftet als die Lungen der
nicht gepuffeten Tiere (P = 0,032) (Tabelle 6).

Die Lungen der gepufferten Gruppe zeigten ebenfalls signifikant mehr Einblutungen (P =
0,003) (Tabelle 6).

Tabelle 6: Ergebnisse der makroskopischen Beurteilung der Beliiftung und Einblutung in beide Lungen, n=14
pro Gruppe, Beliiftung P = 0,032, Einblutung (P = 0,003)

Mann-Whitney Rank sum Test P
gepuffert nicht gepuffert
Beliiftung 1 (0,75-2) 0 (0-1) 0,032

Einblutung 2 (1-2) 0,5 (0-1) 0,003
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B: detaillierte Beurteilung der verbliebenen linken Lunge:

Die linke Lunge wurde makroskopisch zusdtzlich noch getrennt in diaphragmale, mediale,
inferiore und laterale Abschnitte anhand des selben Scores (Tabelle 2) nach
Parenchymbeliiftung und Einblutung beurteilt.

Die Beliiftung war in den medial und lateral gelegenen Abschnitten in der gepufferten
Gruppe signifikant schlechter, in den anderen Bereichen konnten lediglich Trends
nachgewiesen werden (Tabelle 7).

Der Grad der Einblutung war in den medialen, inferioren und lateralen Bereichen der
gepufferten Gruppe signifikant schlechter, in den diaphragmalen Bereichen der linken
Lunge ergab sich nur ein Trend in Richtung schlechtere Werte in der gepufferten Gruppe

(Tabelle 8).

Tabelle 7:
Ergebnisse der makroskopischen Beurteilung der Parenchymbeliiftung der verschiedene Lungenareale der
linken Lunge anhand folgenden Scores: O=sehr gut; 1=gut; 2=schlecht; 3=sehr schlecht (Tabelle 2)

Mann-Whitney Rank sum Test P
Beliiftung von gepuffert nicht gepuffert
diaphragmal 1(0-2) 0 (0-1) 0,097
medial 1 (0-2) 0 (0-0) 0,045
inferior 2 (0-2) 1(0-2) 0,108
lateral 1 (0-2) 0(0-1) 0,036

Tabelle 8:
Ergebnisse der makroskopischen Beurteilung der Einblutung in verschiedene Lungenareale der linken Lunge
anhand folgenden Scores: O=keine; 1=minimal; 2=miBig, 3=ausgeprigt (Tabelle 2)

Mann-Whitney Rank sum Test P
Einblutung in gepuffert nicht gepuffert
diaphragmal 2(0-2) 1(0-1) 0,093
medial 1(1-2) 0 (0-1) 0,023
inferior 2(1-2) 1(0-1) 0,032

lateral 2 (1-2) 0 (0-1) 0,029
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3.5.2 histologische Beurteilung

Die histologische Beurteilung der abhdngigen und nichtabhiingigen Teile jeweils des Ober-
und Unterlappens der linken Lunge anhand des in Tabelle 3 beschriebenen Scores ergab
bei der Betrachtung der Mittelwerte der Summenscores keinen signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Gruppen, jedoch zeigte sich ein Trend zu héheren Werten in der

gepufferten Gruppe (P = 0,191) (Abbildung 22).
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Abbildung 22:

histologische Bewertung der Lungenabschnitte mit Beriicksichtigung von Odem, Entziindungsreaktion,
Nekrosen, Atelektasen, Einblutung und Uberblihung der Lungenabschnitte, n=14 je Gruppe, P = 0,191,
(SD=Standardabweichung)

Bei der statistischen Auswertung der abhéngigen und nicht abhingigen Areale getrennt
voneinander ergaben sich weder bei den abhdngigen noch bei den nicht-abhingigen
Arealen signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (Tabelle 9). Auch die
getrennte Untersuchung von Ober- und Unterlappen ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabelle 9), wobei im Unterlappen der gepufferten

Gruppe tendenziell gréBere Schidigungen vorhanden waren.
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Tabelle 9:

Summenscore aus der histologischen Beurteilung. Die Werte entsprechen dem Median der Summenscores
der in jeweils zwei Arealen erreichten Gesamtpunkte zum Vergleich abhéngige vs. nicht abhéngige Areale
bzw. Oberlappen vs. Unterlappen. Score siche Tabelle 3.

Ergebnis als Median (25%-75%) P
Lungenareal gepuffert nicht gepuffert
nicht abhédngig 6,5 (4,6-9,4) 4,0 (3,6-5,8) 0,135
abhéngig 7,3 (4,5-12,4) 5,5 (3,8-7,0) 0,251
Oberlappen 5,5 (4,0-8,5) 4,5 (4,0-5,0) 0,505
Unterlappen 8,8 (5,1-13,4) 4,8 (3,5-7,6) 0,093

Die Einzelbetrachtung der bewerteten Parameter zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen hinsichtlich Atelektase, alveolidrer und interstitieller
Entziindungsreaktion, alveoldrer und interstitieller Einblutung, alveoldrer und interstitieller

Odeme, Nekrose und Uberdehnung (Tabelle 10).

Tabelle 10
Ergebnisse der histologischen Beurteilung, aufgeschliisselt nach betrachteten Parametern. Die Werte

entsprechen dem Median der Mittelwerte aus allen vier Lungenarealen (max. mogliche Punktzahl: 4). Score
siche Tabelle 3

Mann-Whitney Rank sum Test P
Parameter gepuffert nicht gepuffert
Atelektase 0 (0-1) 0 (0-1,5) 0,69
Alveolére Entziindung 1,0 (0-2,5) 0,25 (0-2,25) 0,24
interstitielle Entziindung 0,75 (0-2) 0,25 (0-2,25 0,37
alveolire Einblutung 0,38 (0-1) 0 (0-1,5) 0,32
interstitielle Einblutung 1,5 (0-2,75) 0,75 (0-2,75) 0,36
alveoldre Odeme 0,13 (0-1,25) 0 (0-1,0) 0,12
interstitielle Odeme 0,5 (0-2,0) 0 (0-1,75) 0,18
Nekrosen 0 0 1
Uberblihung 2,88 (1,5-3,0) 3,0 (2,25-3,0) 0,1
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Bei der Untersuchung der histologischen Préparate wurden in der gepufferten Gruppe bei 7

Tieren und in der nicht gepufferten Gruppe bei zwei Tieren hyaline Membranen gesehen.

3.6 Volumenzufuhr

Zur Unterstiitzung der Himodynamik wurden den Tieren gemil Protokoll 0,9%ige NaCl-
Losung i.v. zugefiihrt. Diese Volumengaben betrugen, jeweils in ml pro kg KG, fiir die
gepufferte Gruppe 29 (19-39) und die ungepufferte Gruppe 21 (10-36). Die zugefiihrten
Volumina unterscheiden sich nicht signifikant (P=0,591) (Abbildung 23).

zugefiihrte Volumenmenge

100 -
90 <
80
70 4
60 <
50 4
40 4
30 4
20 4
10 4
0

M ittelwert + SD

NaCl in mlkg KG

gepuffert nicht gepuffert
Gruppe

H gepuffert M nicht gepuffert

Abbildung 23

zugefiihrte Menge an Volumen {iiber die Gesamtdauer des Experimentes, n = 14 je Gruppe, nicht signifikant
(P =0,591), (SD=Standardabweichung, NaCl=Natriumchlorid, KG=K&rpergewicht, ml=Milliliter,
kg=Kilogramm)
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3.7 Blutproben

Zur Zeit der Baseline konnte bei keinem der untersuchten Parameter ein Unterschied

zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (Tabelle 4).

3.71 Leukozytenkonzentrationen

Die Leukozytenkonzentration der beiden Gruppen unterscheidet sich zu Beginn des
Versuches nicht signifikant. Im Verlauf des sechs-stiindigen Experiments zeigten sich
jedoch ab Stunde 4 signifikant hohere Leukozytenzahlen im Blut der nicht gepufferten
Gruppe (Abbildung 24). Innerhalb der gepufferten Gruppe ldsst sich ein Abfall der
Leukozytenkonzentration bis zur Stunde 4 erkennen, der sich dann aber auf diesem
niedrigeren Niveau hélt. Innerhalb der nicht-gepufferten Gruppe erkennt man im
Gegensatz dazu einen Anstieg der Leukozytenzahl im Blut bis zur Stunde 4 und ein
Einpendeln auf dem dort erreichten Niveau.

Betrachtet man die Daten iiber den gesamten Beobachtungszeitraum, so unterscheiden sich

die beiden Gruppen signifikant (P = 0,029).
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Abbildung 24:

Leukozytenkonzentration im Blut der gepufferten und der nicht gepufferten Gruppe im Verlauf des
Experimentes mit Bestimmungen zum Zeitpunkt -0,5h, Oh; 2h; 4h, 6h; n = 14 je Gruppe, signifikant (P =
0,029). (SD=Standardabweichung, BAL=broncho-alveoldre Lavage, ul=Mikroliter , h: Stunde)
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3.7.2 neutrophile Granulozyten

Die Zahl der neutrophilen Granulozyten im Blut der beiden Gruppen im Hinblick auf
signifikante Unterschiede wurde mit Hilfe eines zweizeitigen Test fiir wiederholte
Messungen (ANOVA on Ranks) nicht-normalverteilter Daten untersucht. Dabei ergab sich
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (P=0,117). Zur Stunde 4
findet man jedoch einen signifikanten Unterschied der Mediane der beiden Gruppen von
0,29 (P=0,048). Zu anderen Zeiten unterscheiden sich die beiden Gruppen nicht signifikant
(Abbildung 25).

Insgesamt ist ein signifikanter Anstieg der Zahl der neutrophilen Granulozyten innerhalb
des Beobachtungszeitraumes (P = 0,001) von 1,60 x 1000/ul (1,18-1,70) auf 2,40 x
1000/ul (2,18-2,68) in der nicht-gepufferten Gruppe zu beobachten.
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Abbildung 25:

neutrophile Granulozytenkonzentration im Blut der gepufferten und der ungepufferten Gruppe im Verlauf
des Experimentes mit Bestimmungen zum Zeitpunkt -0,5; 0; 2; 4, 6 Stunden, n = 14 je Gruppe, nicht
signifikant (P=0,117), ul=Mikroliter.
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3.7.3 Thrombozyten

Die Zahl der Thrombozyten wies keinen Unterschied zwischen der Behandlungs- und der
Kontrollgruppe auf (Abbildung 26). Im Verlauf des Experiments fiel die Zahl der

Thrombozyten in beiden Gruppen (gepuffert: P = 0,002; nicht gepuffert P < 0,001), jedoch
unterscheiden sich die Werte zu keiner Zeit signifikant (P = 0,758).
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Abbildung 26:

Thrombozytenkonzentration im Blut der gepufferten und der ungepufferten Gruppe im Verlauf des
Experimentes mit Bestimmungen zum Zeitpunkt -0,5; 0; 2; 4, 6 Stunden. Dargestellt als Median mit 25.-75.
Perzentile. n = 14 je Gruppe; nicht signifikant (P = 0,758), ul=Mikroliter.

3.7.4 Hamatokrit

Der Héamatokrit wies keinen Unterschied zwischen der Behandlungs- und der
Kontrollgruppe auf (Abbildung 27). Im Verlauf des Experiments fiel der Hiamatokrit in

beiden Gruppen (gepuffert: P = 0,095; nicht gepuffert P = 0,264), jedoch unterscheiden
sich die Werte zu keiner Zeit signifikant (P = 0,592).
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Abbildung 27:

Hématokrit (Hkt) im Blut der gepufferten und der ungepufferten Gruppe im Verlauf des Experimentes mit
Bestimmungen zum Zeitpunkt -0,5; 0, 2; 4, 6 Stunden, n = 14 je Gruppe; nicht signifikant (P = 0,592),
(SD=Standardabweichung, BAL=broncho-alveoldre Lavage)

3.8 Blutgasanalysen

Keiner der Untersuchten Parameter unterschied sich zur Baseline des Experiments

zwischen den beiden Gruppen (Tabelle 4).

3.8.1 PaCO,

Der PaCO, der beiden Gruppen steigt zu Beginn des Versuches wie im Protokoll
vorgegeben auf 80mmHg an und pendelt sich auf diesem Niveau ein. Die beiden Gruppen

unterscheiden sich nicht signifikant (P = 0,329) (Abbildung 28).
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Abbildung 28:

Verlauf des Kohlendioxidpartialdruckes (PaCQ,) iiber die Dauer des Experimentes, mit n=14 je Gruppe;
nicht signifikant (P = 0,329), (BAL=broncho-alveoldre Lavage, mmHg=Millimeter Quecksilbersiule, h:

Stunde)

3.8.2 PaO,

Zwischen den Medianen des PaO, der beiden Gruppen konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (P = 0,157). In beiden Gruppen fillt nach der BAL der
PaO, stark ab, dieser steigt aber im Versuchsverlauf kontinuierlich an und betrégt am Ende
des Versuchs zur Stunde 6 in der gepufferten Gruppe 417 mmHg (204-449) und in der
ungepufferten Gruppe 374 mmHg (249-423) (Abbildung 29).
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Abbildung 29:
Sauerstoftpartialdruck (PaO,) im Blut der gepufferten und der ungepufferten Gruppe im Verlauf des
Experimentes, mit n=14 je Gruppe, nicht signifikant, (P = 0,157), (BAL=broncho-alveolédre Lavage,

mmHg=Millimeter Quecksilbersiule, h=Stunde).

3.8.3 SaO,
Abbildung 30 zeigt, dass die beiden Gruppen sich beziiglich der Sauerstoffséttigung des
Blutes nicht signifikant unterscheiden (P = 0,302). Auch bei der statistischen Auswertung

der einzelnen Zeitpunkte lisst sich zu keiner Zeit ein signifikanter Unterschied feststellen.
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Abbildung 30:

Sauerstoffsittigung (SaO,) im Blut der gepufferten und der ungepufferten Gruppe im Verlauf des
Experimentes, mit n=14 je Gruppe, nicht signifikant, (P = 0,302), (BAL=broncho-alveolédre Lavage,
h=Stunde).

3.8.4 Herzzeitvolumenindex und Sauerstofftransport

Der Herzzeitvolumenindex (HZVI) der Tiere beider Gruppen stieg in der ersten Stunde
nach der Initial-BAL von ca. 140 ml/kg/min auf ca. 200 ml/kg/min an (Abbildung 31).
Insgesamt lieB sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
feststellen (P = 0,411).

Betrachtet man den Sauerstofftransport als Produkt aus Sauerstoffkonzentration im
arteriellen Blut und HZVI (Abbildung 32), so wird signifikant mehr Sauerstoff in der nicht
gepufferten Gruppe transportiert. (P = 0,002 bei n = 14 je Gruppe). Der maximale
Unterschied zwischen den beiden Gruppen findet man zur Stunde 2 nach Initiallavage mit
17,8 ml/kg/min in der gepufferten bzw. 22,0 ml/kg/min in der ungepufferten Gruppe, was
einem um ca. 24% hoherem Sauerstoffiransport in der nicht gepufferten Gruppe im

Vergleich zur gepufferten Gruppe entspricht.
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Abbildung 31:
Herzzeitvolumenindex im Verlauf des Experiments, n=14 je Gruppe, nicht signifikant, (P = 0,411),
(ml=Milliliter, kg=Kilogramm, min=Minute, BAL=broncho-alveoldre Lavage, h: Stunde)
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Abbildung 32:
Sauerstofftransport im Verlauf des Experiments, mit n=14 je Gruppe. signifikant, (P = 0,002), (ml=Milliliter,
kg=Kilogramm, min=Minute, BAL=broncho-alveolédre Lavage, h: Stunde)
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3.9 metabolische Parameter

3.9.1 pH-Wert:

Zu Beginn des Experiments direkt nach der BAL befindet sich der pH-Wert in beiden
Gruppen, die sich nicht signifikant unterscheiden (Tabelle 4), im Normbereich. Der pH-
Wert féllt jedoch in der gepufferten Gruppe auf ein Minimalwert zum Zeitpunkt 0,5 h von
7,27 (7,25-7,28), steigt dann bis zum Zeitpunkt Stunde 2 wieder an und bleibt dann relativ
konstant bis zum Ende des Experiments bei einem Median von 7,37 (7,35-7,40),

(Abbildung 33).

Im Gegensatz dazu fillt der pH-Wert des Blutes der ungepufferten Tier bis zum Ende des
Experimentes, wobei die groBte Anderung des pH-Wertes zwischen dem Zeitpunkt
Baseline und 0,5 Stunden zu verzeichnen ist. Hier misst man einen Unterschied zwischen

den Medianen von 0,21 (P < 0,001).
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Abbildung 33:
Verlauf des pH-Wertes iiber die Dauer des Experimentes, mit n=14 je Gruppe, signifikant, (P<0,001), (BAL
= broncho-alveoldre Lavage, h=Stunde)
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3.9.2 Laktat

Die Laktatwerte im Blut der Kaninchen (Abbildung 34) unterscheiden sich signifikant. (P
= 0,035). Zur Zeit der Baseline konnte noch kein Unterschied zwischen den Gruppen
festgestellt werden (Tabelle 4). Die Mediane der Gruppe der gepufferten Tiere weisen ab
Stunde 1 hohere Werte als die nicht gepufferte Gruppe auf. Bei der statistischen
Auswertung der einzelnen Messzeitpunkte stellt man ab einschlieflich Stunde 3
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen fest. Am Ende des Versuches
wurden bei der gepufferten Gruppe eine Laktatkonzentration in Héhe von 2 mmol/l (1,3-
4,55) und im Gegensatz dazu in der nicht gepufferten Gruppe 1,2 mmol/l (0,8-2,05)

gemessen.

Laktat

Median mit 25. bis 75. Perzentile

BAL

Laktat [mmol/L]
AN

Zeit [h]

=8 oepuffert =8 nicht gepuffert

Abbildung 34:
Verlauf des Laktates iiber die Dauer des Experimentes, mit n=14 je Gruppe, signifikant, (P = 0,035),
(BAL=broncho-alveoldre Lavage, mmol=Millimol, I=Liter, h=Stunde)
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3.9.3 Baseniiberschuss

Erwartungsgemaf unterscheiden sich die beiden Gruppen in diesem Versuch ab Stunde 0,5
signifikant in ihrem Baseniiberschuss (P < 0,001). Beide Kurven fallen nach der BAL ab,
anschlieBend steigt in der gepufferten Gruppe der Baseniiberschuss steil an, mit einem
maximalen Anstieg zwischen Baseline und Stunde 0,5. Die ungepufferte Gruppe steigt bis
zur Stunde 1 geringfligig an, féllt dann aber kontinuierlich und erreicht am Ende ein

Basendefizit von 6,2 mmol/1 (6,7 - 5,0) (Abbildung 35).
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Abbildung 35:
Verlauf des Baseniiberschusseses iiber die Dauer des Experimentes, mit n=14 je Gruppe, signifikant, (P <
0,001), (BAL=broncho-alveolire Lavage, mmol=Millimol, I=Liter, h=Stunde)

3.9.4 Glukose

Die Glukosekonzentration im Blut unterscheidet sich weder zur Baseline des Experimentes
(Tabelle 4) noch wihrend des Verlaufs signifikant (P = 0,059) innerhalb der beiden
Gruppen (Abbildung 36). Es gibt jedoch einen Trend in Richtung hohere Blutglukosewerte

in der nicht gepufferten Gruppe. Die Menge an zugefiihrter Glucose unterscheidet sich
nicht (P = 0,909).
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Abbildung 36:
Verlauf der Glukosekonzentration iiber die Dauer des Experimentes, mit n=14 je Gruppe, nicht signifikant,
(P=0,059), (mg=Milligramm, dl= Deziliter, h=Stunde, BAL=broncho-alveolire Lavage)

3.10  Elektrolyte

3.10.1 Natriumkonzentration

Zum Zeitpunkt der Baseline gab es keine Unterschiede zwischen der Na'-Konzentration
der gepufferten und der ungepufferten Versuchsgruppe (Tabelle 4).

Bei der statistischen Untersuchung der Messwerte der Na'-Konzentration ergaben sich
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in der Zeit nach der Baseline bis
zum Ende des Experimentes (P < 0,001). Am Ende des Versuches unterschieden sich die
beiden Gruppen in der Na'-Konzentration um 18,2 mmol/l (Abbildung 37).

Innerhalb der Gruppe der gepufferten Tiere ergab sich ein signifikanter Anstieg der Na'-
Konzentration von 131,7 mmol/l + 5,6 auf 152,7 mmol/l £ 6,0 mit P<0,001 zwischen
Baseline und Stunde 6. Im Gegensatz dazu #nderte sich die Na'-Konzentration in der
nicht-gepufferten Gruppe iiber diesen Zeitpunkt nicht signifikant. [Baseline: 131,6 mmol/l
+ 2,6; Stunde 6: 134,4 mmol/l +4,9; P = 0,069].
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Abbildung 37:
Natriumkonzentration im Serum im Verlauf des Experiments, mit n = 14 pro Gruppe, signifikant (P<0,001),
(mmol=Millimol, I=Liter, SD=Standardabweichung, BAL=broncho-alveoldre Lavage, h=Stunde)

3.10.2 Kaliumkonzentration

Zu Beginn des Versuches lassen sich keine signifikanten Unterschiede in der
Kaliumkonzentration feststellen (Tabelle 4). Im Verlauf des Experimentes unterscheiden
sich die Mediane der Kaliumkonzentrationen der beiden Gruppen signifikant (P < 0,001).
Die extrazellulire Kalium-Konzentration der Gruppe der ungepufferten Tiere steigt
wihrend des Versuchsverlaufes bis zum Ende des Experimentes auf 5,0 mmol/l (4,75-5,5).
Die Kaliumkonzentration steigt innerhalb der nicht-gepufferten Gruppe signifikant (P <
0,001) um 1,2 mmol/L

Die Gruppe der gepufferten Tiere zeigt liber den selben Zeitintervall dagegen einen

signifikanten Abfall (P = 0,024) der Kaliumkonzentration (Abbildung 38).



Kapitel 3 -51- Ergebnisse

Kaliumkonzentration

Median mit 25. bis 75. Perzentil

Zeit [h]

‘—0— gepuffert == nicht gepuffert ‘

Abbildung 38:
Kaliumkonzentration im Serum im Verlauf des Experiments, mit n= 14 pro Gruppe, signifikant, (P <0,001),
(mmol=Millimol, I=Liter, h=Stunde, BAL=broncho-alveolire Lavage)

3.10.3 ionisiertes Kalzium

Die Konzentration des ionisierten Kalziums ist zwischen den beiden Gruppen signifikant
verschieden (P < 0,001). Der maximale Unterschied der Mediane der beiden Gruppen
betrdgt zum Zeitpunkt 4,5h 0,52 mmol/l. Die Gruppen unterscheiden sich zur Baseline
noch nicht voneinander (Tabelle 4), dann fillt die Ca*'-Konzentration im Blut der
gepufferten Gruppe jedoch signifikant (P < 0,001) bis zum Ende um 0,52 mmol/l ab und
erreicht am Ende einen Wert von 0,88 mmol/l = 0,11, was einer Abnahme um 37%
entspricht (Abbildung 39).

Die Gruppe der ungepufferten Tiere zeigt im Verlauf des Experimentes keine signifikanten

Anderung der Ca-Konzentration.
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Abbildung 39:

Verlauf der ionisierten Kalziumkonzentration (Ca ion) iiber die Dauer des Experimentes, mit n=14 je
Gruppe, signifikant, (P< 0,001), (BAL=broncho-alveoldre Lavage, mmol=Millimol, I=Liter, BAL=broncho-
alveoldre Lavage, h=Stunde)

3.11  broncho-alveolire Lavage

Es wurden in der broncho-alveoliren Lavage folgende Zellarten unterschieden:
Epithelzellen, eosinophile Granulozyten, Lymphozyten zusammen mit Monozyten,
neutrophile Granulozyten.

Bei der Lavage am Anfang des Versuches konnte bei keiner der Zellarten zwischen den

jeweiligen Gruppen signifikante Unterschiede gefunden werden (Tabelle 4).

Die Abbildung 40 veranschaulicht die Verteilung der Zellarten in der BAL der jeweiligen
Gruppe sowohl in der Lavagefliissigkeit, die zu Beginn des Versuches gewonnen wurde als
auch in der Lavagefliissigkeit der BAL am Ende des Versuches.

Der Lymphozyten- und Monozyten-Anteil, der eosinophile Granulozyten-Anteil und der
Anteil der Epithelzellen der letzten Lavage war nicht signifikant verschieden in den beiden

Gruppen (Tabelle 11).
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Tabelle 11:
Prozentualer Anteil von Epithelzellen, Lymphozyten/Monozyten, neutrophile Granulozyten, eosinophilen
Granulozyten am Gesamtzellaufkommen in der End-Lavage, (SD=Standardabweichung)

Ergebnis als Mittelwert +/- SD oder Ergebnis

als Median, 25%-75% P
End-BAL-Parameter jeweils in (%) gepuffert nicht gepuffert
Lymphozyten/Monozyten 16 (12-22) 16 (6-44) 0,945
neutrophile Granulozyten 59 +/- 23 39 +/-29 0,047
eosinophile Granulozyten 3 (2-6) 5,5 (2-8) 0,613
Epithelzellen 15 (4-24) 30 (16-43) 0,085

Jedoch unterscheidet sich der prozentuale Anteil der neutrophilen Granulozyten in der
gepufferten Gruppe signifikant (P = 0,047) vom Anteil der Neutrophilen in der
ungepufferten Gruppe. In der gepufferten Gruppe lieBen sich 59,1% +/- 22,5 neutrophile
Granulozyten nachweisen, im Gegensatz dazu enthielt die Lavage der ungepufferten Tiere
nur 38,8% +/- 28,7 neutrophile Granulozyten.

Untersucht man die Verdnderungen der Zellartverteilung innerhalb der Gruppe der
gepufferten Tiere, so ergibt sich ein signifikanter Anstieg der Lymphozyten und
Monozyten von 2% (2-4) auf 16% (12-22), (P<0,001) oder Verachtfachung des
Ausgangswertes.

Auch der Anteil der neutrophilen Granulozyten steigt signifikant von 4% (2-8) auf 62%
(34-78) an (P < 0,001).

Dagegen bleibt der prozentuale Anteil der eosinophilen Granulozyten weitgehend
unverdndert (P = 0,731). Der Median des Anteils der Epithelzellen fillt in dieser Gruppe
signifikant um 74% ab (P < 0,001).

Wie auch in der gepufferten Gruppe steigt in der Gruppe der nicht gepufferten Tiere der
Anteil der Lymphozyten und Monozyten (P < 0,001) und der Anteil der neutrophilen
Granulozyten, wobei geringer als bei der gepufferten Gruppe nur von 2% (0-3) auf 31,5%
(18-54), P < 0,001, signifikant an. Der Anteil der Epithelzellen fiel auch in dieser Gruppe
signifikant von 92% (88-93) auf 30% (16-43) (P < 0,001). Im Gegensatz dazu dnderte sich
die Zahl der eosinophilen Granulozyten nicht signifikant (P = 0,161).
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Abbildung 40:

Prozentualer Anteil von Epithelzellen, Lymphozyten/Monozyten, neutrophile Granulozyten, eosinophilen
Granulozyten am Gesamtzellaufkommen in der Anfangs- und End-Lavage der gepufferten und der nicht
gepufferten Gruppe n = 14, Darstellung der Mittelwerte. BAL=broncho-alveolédre Lavage
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4. Diskussion

Mit dieser Studie wurde erstmals die Auswirkungen der Pufferung der hyperkapnischen
Azidose beim surfactant-depletierten Versuchstier auf systemische Inflammation und
Lungenparenchym in vivo untersucht.

Obwohl es weder ausreichend Fall-Kontroll Studienmaterial zum Thema Pufferung der
hyperkapnischen Azidose am Tiermodell noch am Menschen gibt, ist die Pufferung im

klinischen Alltag eine géngige, aber auch kontrovers diskutierte Praxis.

4.1 Griinde fiir die Anwendung des vorliegenden Tiermodells zur
Untersuchung der inflammatorischen, mikro- und makroskopischen
Verinderungen durch Pufferung der permissiven Hyperkapnie bei

RDS durch Surfactantmangel

Die Anwendung dieses Tiermodells erschien hinsichtlich der Ubertragbarkeit auf das RDS
bei Neugeborenen aufgrund des Gewichtes und der Korpergrofe, welche einem
Neugeborenen éhnlich sind und einer ausreichenden Grundlage an vorangegangenen
Studien, die sich ebenfalls mit permissiver Hyperkapnie befassten und somit die Planung
und Durchfithrung des Experimentes erleichterten, geeignet. Das Tiermodell von der
Arbeitsgruppe bereits in anderen Studien angewandt [22].

Die Methode der Schidigung der Lunge durch Entfernung eines Grofteils des Surfactants
imitiert den pulmonalen Zustand eines unreifen Neugeborenens mit RDS durch
insuffiziente Surfactant Produktion. Jedoch sind die in dieser Studie verwendeten drei
Monate alten Tiere aufgrund ihrer ausreichenden Lungenreife dazu fahig, durch die Lavage
entferntes Surfactant durch Aktivierung der Pneumozyten Typ 2 zumindest teilweise zu
ersetzen, was sich in unserem Experiment vermutlich auch darin widerspiegelt, dass der
nach der Anfangslavage in der gepufferten Gruppe auf 104 mmHg (87-141) und in der
ungepufferten Gruppe bis auf 145 mmHg (105-197) gefallene PO, wéhrend des
Experimentes in beiden Gruppen bis auf Werte zwischen 300 und 400 mmHg anstieg.

Die Ergebnisse der Studie lassen sich aber nur eingeschrinkt auf das RDS beim

Friihgeborenen iibertragen, da man davon ausgehen muss, dass die rechtsventrikuldren
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Adaptationsmoglichkeiten an hohere pulmonale Driicke bei Neugeborenen im Vergleich

zu den reifen Kaninchen hoher sind.

4.2 Verwendeter Puffer

Im klinischen Bereich wird zur Pufferung aufgrund langjéhriger Erfahrung und der
klinischen Relevanz des Priparates Na'-Bicarbonat zur Pufferung der Azidose verwendet.
Bei der Verwendung von Na'-Bicarbonat zur Pufferung der hyperkapnischen Azidose
kann bei starker Hypoventilation und somit Retention nicht nur des intrazelluldr
anfallenden CO,, sondern auch des bei der Pufferung der Anionen zusitzlich entstehenden
CO, kommen. So kann der CO,-Partialdruck iiber das bei der therapeutischen Hyperkapnie
gangige Mal} von 75-85 mmHg hinaus im Sinne einer exzessiven Hyperkapnie mit all
thren moglicherweise negativen Auswirkungen, wie z.B. zerebrovaskuldre Vasodilatation
und Minderung der myokardialen Kontraktilitdt, ansteigen. Andererseits kann die
Puffersubstanz auch nur dann puffernde Wirkung zeigen, wenn das CO, auch dem
Gleichgewicht entzogen, also abgeatmet, wird.

Um den erniedrigten pH Wert wieder in den Normalbereich anzuheben, sind aufgrund der
relativ niedrigen Pufferkapazitit des Na'-Bicarbonates groe Mengen und somit auch hohe
Volumenmengen nétig, um adiquat auf die Azidose zu reagieren, was bei kardial
vorbelasteten Patienten zu einer verstirkten Volumenbelastung bis hin zur
Herzinsuffizienz filhren kann. Des weiteren zeigte sich, dass bei der raschen Zufuhr
groBerer Mengen Na'-Bicarbonats CO, durch die Zellmembran diffundiert, dort mittels
Carbonanhydrase H' entsteht und so auch der intrazellulire pH gesenkt wird, da im
Gegensatz zu CO, Bicarbonat nicht nach intrazelluldr diffundiert [12]. Der Na'/H"
Austausch wird aktiviert, anschlieBend kommt es zur Pufferung der aus der Zelle
heraustransportierten Protonen und daraus folgend zu einer Einstellung eines verdnderten
Bikarbonatgleichgewichtes [27].

In der vorliegenden Studie wurde die gepufferte Gruppe mit einem Median von 29,06 ml
Bicarbonat pro kg KG versorgt. Diese zusidtzliche Volumengabe war jedoch nicht
hidmatokritwirksam, denn es war kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen zu
verzeichnen. Es erscheint damit auch unwahrscheinlich, dass eine wesentliche zusétzliche

Volumenbelastung des Herzens entstand.
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Des weiteren wurde in dieser Studie die Atemfrequenz PCO,-abhéngig verdndert, so dass
eine Exazerbation der hyperkapnischen Azidose und Verschiebung des CO,-Gleichgewicht

und damit des intrazelluldren pH-Wertes in dieser Studie ausgeschlossen war.

4.3 Diskussion der Messwerte

4.3.1 Direkte Hinweise auf die Lungenschidigung

Das Feucht-/Trockengewicht der Lunge, Proteinkonzentration in der BAL, die
makroskopischen und histologischen Untersuchungen dienten zur Quantifizierung der

direkten Lungenschidigung.

4.3.1.1 Feucht-/Trockengewicht

Das Feucht-/Trockengewicht ergab in der gepufferten Gruppe um 32% hohere Werte
(Abbildung 13). Unter der Annahme, dass das erhohte Feucht-Gewicht der Lunge durch
eine Zunahme der interzelluliren Odeme bedingt ist, weist die Erhdhung dieser Werte in
der gepufferten Gruppe auf einen negativen Effekt der Pufferung auf die Integritit des
Lungengewebes im Sinne einer gesteigerten Kapillarpermeabilitdt hin. Steigerungen des
Trocken-Gewichtes der Lunge weisen auf den Einstrom primér von Proteinen aus den
GefiBlen und deren Akkumulation im Interstitium und in den Alveolen hin. Jedoch auch
die anderen im Exsudat enthaltenen zelluldren Bestandteile erhdhen das Trocken-Gewicht.
Die Hypothese der Studie, dass durch Pufferung der hyperkapnischen Azidose das Feucht-
/Trockengewicht der Lunge um mehr als 25% hoher liegt als bei ungepufferter
Hyperkapnie, wurde in unserem Experiment bestatigt.

Damit werden die Ergebnisse von Laffey et al. [24], die am Ischdmie-Reperfusionsmodell
ex vivo bereits signifikant hohere Feucht-/Trockengewichte bei Pufferung im Vergleich

zur nicht gepufferten hyperkapnischen Azidose zeigten, erstmals in vivo bestétigt.

4.3.1.2 Protein im Serum und der Lavage

Andere Autoren fanden eine reduzierte BAL-Proteinkonzentration unter Anwendung von
permissiver Hyperkapnie im Vergleich zu normokapnischen Beatmung bei surfactant-

depletierten Kaninchen [17]. Die Verldufe der Proteinkonzentrationen in Serum und BAL
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sprechen in beiden Gruppen fiir die Entwicklung eines alveoliren Odems: Abnahme der
Proteinkonzentration im Serum und im Gegenzug dessen Zunahme im Lungengewebe und
auch in der Lavage wihrend des Experimentes (Tabelle 5).

Durch den Vergleich der Quotienten der Proteinkonzentrationen (Stunde 6/Stunde 0)
konnten Inhomogenitéten innerhalb einer Gruppe eliminiert werden. Obwohl der Quotient
der Proteinkonzentration in der BAL in der gepufferten Gruppe nicht signifikant hoher
war, zeigte sich doch ein deutlicher Trend in diese Richtung (P= 0,063; Abbildung 16).

Die Gesamtproteinkonzentration in der BAL war in der gepufferten Gruppe mehr als
doppelt so hoch wie in der nicht-gepufferten Gruppe. Die erhohte Proteinkonzentration ist
in doppelter Hinsicht hinweisend auf einen durch Pufferung geminderten protektiven
Effekt der hyperkapnischen Azidose: Dieser Proteinanstieg ist vermutlich einerseits Folge
einer gesteigerten Permeabilitit, die Laffey et al. in ihrer Studie [24] durch Bestimmung
des kapilldren Filtrationskoeffizienten direkt quantfizieren konnten und beziiglich dieses
Parameters signifikant hohere Werte bei Pufferung nachweisen konnten, andererseits wird
die Funktion des noch in der Lunge verbliebenen Surfactants durch proteinhaltige

Alveolarfliissigkeit direkt negativ beeinflusst [9].

4.3.1.3 Interleukin-8

Interleukin-8 ist eine potente, chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten wirkende
Substanz. Il-8 wird im klinischen Alltag als Friihmarker fiir die Entstehung von
systemischen inflammatorischen Reaktionen verwendet und wird von Monozyten,
Makrophagen und Epithelzellen produziert und ausgeschiittet. Vlahakis et al. [49] konnten
in vitro das wiederholte Dehnen von Alveolarzellen, ohne Auftreten von strukturellen
Schiadigungen der Zellen, als einen weiteren Reiz zur Ausschiittung von I1-8 nachweisen.
Goodman et al. haben nachgewiesen, dass die Konzentration von IL-8 stark mit der
Neutrophilenkonzentration in der BAL von erwachsenen ARDS Patienten korreliert [13].
Deshalb erschien es sinnvoll diesen Parameter zur Einschitzung der Auswirkung der
Pufferung der Azidose unter permissiver Hyperkapnie auf die systemische
inflammatorische Reaktion vor allem an diesem Tiermodell zu untersuchen.

Der Interleukin-8-Gehalt stieg im Verlauf des Experimentes in der BAL und im Serum
sowohl in der gepufferten als auch in der ungepufferten Gruppe an (Abbildung 17,
Abbildung 18). Es lieBen sich jedoch, bis auf die I1-8-Konzentration in der BAL als Anteil

am Gesamtprotein, in keinem der Probematerialien signifikante Unterschiede feststellen
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(Abbildung 18). Uberraschender Weise lag der Anteil des I1-8 am Gesamtprotein in der
BAL in der ungepufferten Gruppe signifikant hoher. Diese Ergebnisse sind schwierig zu
deuten, zumal FErgebnisse anderer Untersuchungen zum Teil widerspriichliche
Informationen iiber die Bedeutung von Interleukin 8 als Marker der Schidigung bei
permissiver Hyperkapnie liefern.

Rai et al. [38] untersuchten am selben Tiermodel Unterschiede des Einflusses von
Normoventilation-Hyperkapnie, Normoventilation-Normokapnie, Hypoventilation-
Hyperkapnie und Hypoventilation-Normokapnie auf die ventilator-assoziierte
Lungenschiddigung und mafl in allen vier Gruppen einen Anstieg der Interleukin-8-
Konzentration innerhalb des 150-miniitigen Beobachtungszeitraumes, jedoch erkannten sie
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Auch Strand et al. [44] fanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den I1-8-mRNA
Konzentrationen des Lungengewebes und den Zellen der BAL hyperkapnisch-
hypoventilatorisch und normokapnisch-hypoventilatorisch beatmeter friihgeborener
Lammer, jedoch hohere Werte im Lungengewebe hyperkapnisch-beatmeter Limmer und
niedrigere Werte in den Zellen der BAL. Ein Anstieg der Il-8-Konzentration iiber den
Beatmungszeitraum wurde bei allen erwdhnten Studien festgestellt, jedoch konnte in
keinem der Fille ein signifikanter protektiver Effekt der Hyperkapnie festgestellt werden.
Klinische Daten von Ranieri et al. [39] konnten keinen Unterschied zwischen Normo- und
Hypoventilation von erwachsenen ARDS-Patienten beziiglich der Il-8-Konzentration im
Plasma und in der BAL, dennoch aber einen signifikanten I1-8-Abfall in der BAL wéhrend
der hypoventilatorischen Beatmung, zeigen.

Hummler et al. [22] dagegen fanden in einer experimentellen Studie eine signifikant
niedrigere 11-8-Konzentration im Plasma unter Hypoventilation mit Hyperkapnie als unter
Normoventilation mit Normokapnie beim surfactant-depletierten Kaninchen.

Obwohl die Il-8-Konzentrationen mit dem Risiko der Entwicklung eines ARDS beim
Erwachsenen korreliert und bei spdter verstorbenen ARDS Patienten mit
Multiorganversagen von Beginn an hohere Interleukin-8-Konzentrationen im Plasma [19]
und in der BAL [19, 31] nachweisbar waren, konnte es sein, dass bei dem vorliegenden
Kurzzeitmodell 11-8 eine geringer Rolle spielt.

Betrachtet man die 11-8 Konzentrationen im Gewebe, die Ergebnisse der interstitiellen und
alveoldren Inflammation und die Zellverteilung in der BAL, so finden sich alle diese
inflammatorischen Parameter zwar nicht signifikant, aber dennoch tendenziell erhoht in

der gepufferten Gruppe.
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4.3.1.4 makroskopische Analysen

Die geblindet durchgeflihrten makroskopischen Analysen spiegeln ebenfalls die unter
Pufferung der Hyperkapnie verstirkte Lungenschddigung unter mechanischer Beatmung
durch zyklische Wiedereroffnung, Atelektasenbildung und die damit verbundenen
Scherkrifte bei Surfactantmangel sowohl hinsichtlich der Einblutungen als auch der
Lungenbeliiftung wider. Bei der Beurteilung der einzelnen Lungenareale der linken Lunge
wurde in allen Bereichen (diaphragmal, medial, inferior und lateral) Unterschiede sowohl
beziiglich der Beliiftung als auch der Einblutung gefunden, wobei der Median in allen
Bereichen in der gepufferten Gruppe (Score Tabelle 2) schlechter als in der nicht
gepufferten Gruppe war (Tabelle 6). Die Tatsache, dass die Beliiftung in beiden Gruppen
im inferioren Abschnitt um einen Scorepunkt schlechter als in den anderen Arealen ist,
konnte dadurch erkldrt werden, dass die Tiere auf dem Riicken gelagert waren und so
durch duflere komprimierende Einfliisse, wie das Gewicht des Herzens und der

abdominelle Druck, die inferioren Abschnitte atelektatisch wurden.

4.3.1.5 histologische Analysen

Die Tendenz in Richtung Verstarkung der Lungenschédigung durch Pufferung, die sich in
der makroskopischen Beurteilung der Lunge zeigte, zeichnete sich auch in der
histologischen Beurteilung der rechten Lunge ab (Tabelle 9, Tabelle 10).

Dreyfuss et al. [5] gingen von der Unterbrechung des Endothels als
Schiadigungsmechanismus aus, die, hervorgerufen durch die Lungendehnung, neutrophile
Granulozyten direkt mit der Basalmembran des Lungengewebes in Kontakt treten ldsst und
diese dadurch aktiviert werden. Der Auspridgungsgrad der Infiltration der Lunge mit
Leukozyten scheint jedoch stark von der Zeit unter Beatmung abzuhidngen, denn auch
andere Autoren konnten erst bei ldngerer Beatmungsdauer Unterschiede der
Granulozytenzahlen in der BAL bzw. im Lungenparenchym feststellen [4]. Wiirde der 6-
stiindige Behandlungszeitraum noch verldngert werden, so wire eventuell mit stirken

histologische Unterschieden zwischen den beiden Gruppen zu rechnen.

Die Entstehung von interstitiellen und alveoliren Odemen wird in verschiedenen Modellen
zur Lungenschidigung als relativ schnell eintretendes Ereignis beschrieben. Parker et al.
[36] konnten schon nach 10 miniitiger Beatmung von Hunden mit 45 cmH,O die

Ausbildung eines interstitiellen Odemes beobachten. Die Odeme entstehen sowohl durch
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den steigenden intrakapilliren Druck als auch durch die Steigerung der
Kapillarpermeabilitét.

Nach Schédigung durch Ischdmie und anschlieBender Reperfusion isolierter Rattenlungen
untersuchten Moore et al. [33] den Einfluss eines azidotischen extrazelluldren pH-Wertes
und der Hemmung des Na'/H' -Austausches auf die mikrovaskuliren Schidden. Die
Perfusion der Lunge vor der ischdmischen Phase mit mittels HCI auf einen pH von 7,09
gesenkten Perfusionslosung verhinderte den sonst nach Ischimie und Reperfusion
beobachteten Permeabilititsanstieg, gemessen am kapilliren Filtrationskoeffizient,
vollstindig. Auch die Zugabe von Amilorid, welches den Na'/H'-Austausch hemmt,
verhinderte einen Anstieg der Permeabilitdt nach der Reperfusion. Moore erklérte seine
Ergebnisse mit einer pH- und Na'/H -Austausch Abhingigkeit der fiir den Ischimie-
Reperfusionsschaden verantwortlichen Faktoren, wie z.B. die Produktion freier
Sauerstoffradikale, der Xanthinoxidase, Leukozyten und endothelialer Adhédsionsmolekiile.
Da dieselben Mediatoren auch fiir die ventilator-induzierte Lungenschidigung
verantwortlich gemacht werden [23], [39], sind die Ergebnisse von Moore et al
wahrscheinlich auch auf das Schidigungsmodell der vorliegenden Studie iibertragbar. Der
Trend in Richtung eines vermehrten interstitiellen und alveoliren Odems in der
gepufferten Gruppe spricht fiir die pH-Abhingigkeit der Permeabilititzunahme des
Endothels. Auch Laffey et al. [24] konnten nach Ischdmie-Reperfusionsschaden eine
stairkere Erhohung des kapilldren Fitrationskoeffizienten bei Pufferung einer
hyperkapnischen Azidose messen, als bei Perfusion der Lunge mit einer Perfusionslosung
mit einem pH Wert von 6,87 +/- 0,01. Jedoch nahm die Permeabilitit in der gepufferten

Gruppe Laffeys weniger stark zu als in seiner normokapnischen Kontrollgruppe.

Die Tatsache, dass in beiden Gruppen noch Uberblihungen im Sinne von Basalmembran
und AlveolarseptenzerreiBungen in beinahe 100% des Gesichtsfeldes zu sehen waren
dringt den Gedanken auf, in wieweit die trotz Beatmung mit einem niedrigen
Tidalvolumen und einem PEEP oberhalb des untere Umschlagspunktes der Druck-
Volumenkurve aufgetretenen strukturellen Lungenschddigungen durch eine weitere
Reduktion des Tidalvolumens zu verringern waren. Da die Sauerstoffsittigung in beiden
Gruppen noch anndhernd 100% war, wire eine Reduktion des V; im Hinblick auf eine
noch ausreichende Oxygenierung durchaus moglich, der PaCO; wiirde ohne zusétzliche

Atemfrequenzerhohung jedoch steigen.
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Die erhohte Gesamtschiddigung in Unterlappen bzw. abhdngigen Teilen der Lunge lassen
sich wie auch die makroskopischen Unterschiede durch die Lagerung des Kaninchens
erklaren. Aufgrund der Riickenlage sammelt sich das Odematdse Exsudat in den
abhédngigen Bereichen. Aufgrund dieser physiologischen Gegebenheiten wird versucht, bei
der Therapie von Langzeitbeatmeten durch kontinuierliche Lagerungsidnderungen in die
Bauchlage die Odementwicklung und die Beliiftungsstorung in den abhiingigen

Lungenarealen moglichst gering zu halten.

4.3.2 Blutproben

4.3.2.1 Leukozyten und neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten spielen durch die Freisetzung reaktiver Sauerstoffgruppen,
Proteinasen und Arachidonsduremetaboliten eine wesentliche Rolle in der
Pathophysiologie des RDS [40]. Da eine Depletion der Granulozyten, die Entwicklung
einer pulmonalen Dysfunktion in verschiedenen Tiermodellen[23], [52] verhindern kann,
geht man von einem direkten Zusammenhang zwischen der Aktivierung und
Akkumulation der Granulozyten und dem Schweregrad des ARDS aus. Betrachtet man die
Ergebnisse der Leukozytenzahl und der neutrophilen Granulozytenzahl im Blut, so stellt
man fest, das die neutrophilen Granulozyten in beiden Gruppen kontinuierlich und
gleichwertig ansteigen, die Leukozytenzahl im Blut jedoch in der nicht-gepufferten Gruppe
ansteigt, in der gepufferten Gruppe jedoch eher abfillt (Abbildung 24, Abbildung 25).
Untersucht man jedoch den Anteil der neutrophilen Granulozyten an den
Gesamtleukozyten zur Stunde 6, so stellt man fest, dass sich in beiden Gruppen ein Anstieg
der neutrophilen Granulozyten im Blut zeigt, wobei dieser nur in der nicht gepufferten
Gruppe signifikant war (Abbildung 25). Der Anstieg konnte als eine systemische
inflammatorische Reaktion gedeutet werden.

In vitro konnten Rabinovitch et al. eine gesteigerte Migration neutrophiler Granulozyten
im Agarose-Gel unter Azidosefeststellen [37].

Strand et al. [44] untersuchten den protektiven Effekt einer hyperkapnischen Beatmung
(PCO; = 95 +/- SmmHg) an surfactantbehandelten frithgeborenen Ldmmern und stellten in
der hyperkapnisch beatmeten Behandlungsgruppe nach sechs Stunden einen Anstieg der
Zahl der Neutrophilen im Blut um ca. 70% fest, wohingegen die Neutrophilen in der
normokapnischen Kontrollgruppe um ca. 160% anstiegen. Der signifikante Anstieg der

Neutrophilenzahl in der nicht gepufferten Gruppe lieBe sich mit der geringfiigig hdheren
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Neutrophilenzahl zur Stunde 0 in der gepufferten Gruppe erkldren. Eine weitere
Moglichkeit der Erkldrung fiir den geringeren Anstieg der neutrophilen Granulozyten in
der gepufferten Gruppe konnte eine Migration der Zellen in die Lunge darstellen. Dies
lieBe sich anhand einer quantitativen Auswertung der Neutrophilenzahl in der BAL mittels
Durchflusszytometrie ndher untersuchen, was leider aus methodischen und

organisatorischen Griinden nicht durchgefiihrt werden konnte.

4.3.2.2 Thrombozyten

Am signifikanten Abfall der Thrombozytenzahlen in beiden Gruppen (Abbildung 26)
konnen folgende Faktoren beteiligt sein. Erstens: Verdiinnung des Blutes durch die
zugefiihrten Volumina. Zweitens: durch die ventilator-induzierte Lungenschédigung kam
es zu Einblutungen in das Lungengewebe und damit zum Verbrauch der Thrombozyten.
Drittens: bei der systemischen Entziindungsreaktion kam es zur Thrombozytenaktivierung
und zum disseminierten Verbrauch bzw. zu einer Kombination dieser drei Faktoren. Die
relative Bedeutung dieser mdglichen Faktoren ist hochgradig spekulativ, da sie nicht

untersucht wurden.

4.3.2.3 HimatoKrit

Der Hamatokrit sank in beiden Gruppen vermutlich aufgrund der Blutentnahmen und der
zugefiihrten Erhaltungsinfusionen in beiden Gruppen geringfligig ab (Abbildung 27). Der
tendenziell stirkere Abfall in der gepufferten Gruppe ldsst sich mit der in dieser Gruppe

durch die Pufferung zusétzlich zugefiihrte Volumenmenge begriinden.

4.3.3 Blutgasanalysen

4.3.3.1 PaCO,

Auch der Anstieg des PaCO, im Verlauf unseres Experimentes wurde von uns erwartet
und lag bei allen Tieren in dem vom verwendeten Protokoll vorgegebenen Bereich von 75-
85 mmHg, was durch Anderung der Beatmungsfrequenz in Abhiingigkeit von den
regelmdfBig durchgefiihrten BGAs erreicht wurde. Der Ziel-PaCO, wurde in beiden
Gruppen zum Zeitpunkt lh erreicht (Abbildung 28). Die von Hickling et al. [14, 18]

vorgeschlagenen PaCO, Werte flir die klinische Anwendung einer permissiven
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Hyperkapnie wurden damit in unserem Experiment eingehalten. Beide Gruppen erhielten
durch die Hyperkapnie, PEEP und ein auf 4 ml/kg KG reduziertes Tidalvolumen dieselben

protektiven Ausgangsvoraussetzungen.

4.3.3.2 PaO, und Sa02

Die arterielle Sauerstoffsiattigung (Sa0O;) ist von dem arteriellen O,.Partialdruck (PaO,)
abhédngig, welcher wiederum sowohl vom alveoldren Sauerstoffpartialdruck (PAO,) als
auch vom alveoldren CO; Partialdruck abhéngt. Steigt durch die Hyperkapnie der alveolire
PCO,, so fillt nach der alveoldren Gasgleichung der alveoldre PO, ab, wodurch wiederum
die Sauerstoffaufnahme durch das kapillédre Blut und somit der PaO, etwas verringert wird.
Dieser Tatsache muss im klinischen Alltag mittels eines hohen FiO, entgegengewirkt
werden. Durch die respiratorische Azidose kommt es zu einer Rechtsverschiebung der
Sauerstoftbindungskurve  (Bohr-Effekt) und damit zu einer  verminderten
Sauerstoffséttigung des Blutes[16].

Die durch die hyperkapnische Azidose entstehende Rechtsverschiebung der
Sauerstoftbindungskurve und damit schlechtere Sauerstoffsittigung ldsst sich durch die
Pufferung der Azidose vermindern. In der Studie von Wetterberg et al. [51] fiihrte dieser
Effekt zu einer reduzierten Mortalitét bei der Pufferung der Azidose hyperkapnisch (FiCO,
= 0,2) beatmeter Ferkel mit Na'-Bicarbonat. Jedoch wurden in diesem Versuch die Tiere
mit einem FiO, von 0,15 beatmet und man muss davon ausgehen, dass sich unter
hyperkapnischen Bedingungen eine Verdnderung des PaO, durch die Hyperkapnie viel
stirker auf die Sauerstoffsittigung auswirkte, als bei einer Beatmung mit FiO, = 1, wie es
in der vorliegenden Studie der Fall war.

Der vor allem wihrend der ersten Hélfte des Versuchszeitraumes signifikant hhere PaO,
in der nicht gepufferten Gruppe (Abbildung 29) kdénnte sich durch eine Verschiebung der
Perfusion in nicht-abhéingige und somit besser beliiftete Areale begriinden lassen, was
wiederum zu einer Optimierung des Ventilations-Perfusions-Quotienten fithren wiirde. Im
weiteren Verlauf des Experiments konnte eine geringgradigere Lungenschddigung eine

Rolle gespielt haben.

4.3.3.3 Herzzeitvolumenindex und Sauerstofftransport

Eine ausgepriagte Hyperkapnie ist durch die Azidose mit einer Reduktion der myokardialen
Kontraktilitit aufgrund einer Stérung der Interaktion zwischen Myofilamenten und Ca**

assoziiert [6].
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Der Herzzeitvolumenindex der beiden Gruppen unterscheidet sich nicht signifikant, steigt
in beiden Gruppen zu Beginn des Experiments an und bleibt {iber die Dauer des
Experiments weitgehend konstant (Abbildung 31). Das Konstantbleiben bzw. sogar initiale
Ansteigen des HZVI in beiden Gruppen trotz Kontraktilititsminderung lésst sich mit hoher
Wahrscheinlichkeit durch eine {iiber verstirkte Katecholaminfreisetzung gesteigerte
Herzfrequenz unter hyperkapnischen Bedingungen erkléren.

Multipliziert man den Herzzeitvolumenindex mit der Sauerstoftkonzentration des Blutes,
so erhédlt man den Sauerstofftransport des Blutes in ml/kg/min, der in der gepufferten
Gruppe signifikant niedriger war (Abbildung 32). Dieser konnte zusammen mit einer
reduzierten Organperfusion die erhohte Laktatkonzentration in der gepufferten Gruppe

verursacht haben.

4.3.4 metabolische Parameter

4.3.4.1 pH

Der Blut-pH-Wert lag erwartungsgemilf in der gepufferten Gruppe mit 7,36 (7,32-7,39) im
Normbereich und in der hyperkapnischen Gruppe im Median bei 7,08 (7,07-7,10)
(Abbildung 33). Da das Atemminutenvolumen PaCO;-orientiert verdndert wurde, war es
mobglich, das durch Pufferung mit Na'-Bicarbonat zusitzlich entstehende CO, im Sinne
eines offenen Systems abzuatmen und das Gleichgewicht der Reaktion

CO, + H,0 = HCO” + H'

durch Entzug des CO, durch Abatmung nach links zu verschieben und so eine Pufferung
iiberhaupt moglich zu machen. Die Notwendigkeit der vermehrten Abatmung des CO; in
der gepufferten Gruppe spiegelt sich in einem signifikant erhdhten Atemminutenvolumen

dieser Gruppe wider [21].

4.3.4.2 Laktat

Laktat entsteht beim anaeroben Abbau von Kohlenhydraten und Fettsduren in der Zelle
und senkt durch die bei der Dissoziation bei Norm-pH-Wert entstehenden H" Protonen,
wenn die Ausscheidungskapazitit der Niere liberschritten wird, den pH-Wert zuerst
extrazelluliar und spéter auch intrazelluldr. Das Absinken des pH-Wertes reduziert jedoch
im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus die endogene Laktatproduktion durch

Hemmung der Glykolyse [11]. Studien sowohl am Menschen [7] als auch an Tiermodellen
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[29] zeigten, dass durch Gabe von Na'-Bicarbonat eine bestehende Laktazidose durch
Erhohung der Netto-Laktatproduktion verstirkt wird. Ein &hnlicher Feedback-
Suppressionsmechanismus scheint im Falle einer Ketoazidose eine Rolle zu spielen [20,
26].

Hood et al.[20] konnten bei fastenden Patienten durch Na'-Bicarbonatgabe im Vergleich
zur Kontrollgruppe, die dieselbe Menge isotone NaCl-Losung erhalten hatte, eine
zusiétzlich gesteigerte Séureproduktion feststellen. Auch LaGrange et al. [26] konnten eine
Supprimierung der Ketosduren-Produktion bei Ratten mit chronischer Keto-Azidose
nachweisen, da beim Abfall des Blut-pH-Wertes sowohl durch metabolische als auch
durch respiratorische Verdnderungen die Ketokorperproduktion gesenkt und bei einer
Steigerung des pH-Wertes dagegen gesteigert wurde.

Abu Romeh et al. [1] fiihrten Versuche an Ratten durch, bei denen sie die Versuchstiere
einer hypoxiebedingten Laktazidose aussetzte. Sie stellten fest, dass die
Laktatkonzentration durch Zufuhr von CO; bis zu einem PaCO, von 60 mmHg unter
Hypoxie signifikant weniger anstieg als in der hypoxischen Kontrollgruppe, die
normokapnisch beatmet wurden. Abu Romeh et al. erreichten nach dreistiindiger
Versuchsdauer bei den hyperkapnischen Tieren Laktatkonzentrationen von 1,7 +/- 0,6
mmol/l, in der Kontrollgruppe 7,0 +/- 1,2 mmol/l. In der vorliegenden Studie wurden in
der gepufferten Gruppe nach sechs Stunden hohere Laktatkonzentrationen gefunden als bei
den nicht gepufferten Tieren (Abbildung 34), die Werte, die Abu Romeh in ihrer
Untersuchung bei rein hypoxischen Tieren erzielten, wurden jedoch nicht erreicht.
Vermutlich waren in Abu Romeh et als Studie die hypoxischen Bedingungen
ausschlaggebend fiir die hoheren Laktatkonzentrationen. Andererseits konnte die
signifikant hohere Laktatkonzentration in der gepufferten Gruppe als héhere Produktion
infolge einer schlechteren Oxygenierung des Gewebes in dieser Gruppe im Vergleich zur
nicht gepufferten Gruppe gedeutet werden.

Abu Romeh et al fiihrten ihre FErgebnisse auf die pH-Abhdngigkeit der
Phosphofruktokinase zuriick, da durch Diffusion des CO, nach intrazelluldr und durch
daraus mittels Carbonanhydrase intrazellulir entstehendes H' die Phosphofruktokinase
gehemmt und somit die Laktatproduktion gemindert werden kann. In der vorliegenden
Studie war der PaCO; in beiden Gruppen zwar gleich, jedoch ist davon auszugehen, dass
durch die Pufferung der hyperkapnischen Azidose mit Na'-Bicarbonat der intrazellulire
pH-Wert in der gepufferten Gruppe hoher ist und somit die Phosphofruktokinasehemmung

weniger ausgepragt ist.
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4.3.4.3 Baseniiberschuss

Die erzielten Ergebnisse entsprachen den Erwartungen. Beim Menschen gilt fiir den
Baseniiberschuss ein Normalwert von +/- 3mmol/l, innerhalb dessen dic meisten
Versuchstiere beider Gruppe wihrend der Baseline lagen (Abbildung 35).

Die metabolische Kompensation der hyperkapnischen Azidose durch die
Bicarbonatpufferung war anhand des pH-Wertes zur Stunde 2 mit pH = 7,36 (Median)
vollstdndig erreicht. Der Baseniiberschuss stieg in der gepufferten Gruppe vor allem durch

die kontinuierliche Bicarbonatzufuhr weiter an.

4.3.4.4 Glukose

Die Blutglukosewerte sind in der nicht gepufferten Gruppe tendenziell hoher. Mogliche
Ursachen kdnnten 1. eine hohere Sympathikusaktivierung [6], 2. eine pH-Abhédngigkeit der
Glukoneogenese und der Glykolyse und 3. eine uneinheitliche Glukosezufuhr sein.

Eine hyperkapnische Azidose steigert die Katecholaminfreisetzung aus dem
Nebennieremark, welche wiederum die Glukoneogenese in der Leber und die
Glykogenolyse in Leber und Muskel steigern. Die Phosphofruktokinase, welche ein
wichtiges Enzym der Glykolyse darstellt, wird durch eine azidotische Stoffwechsellage
gehemmt. In beiden Gruppen wurde dhnlich viel Glucose zugefiihrt (P = 0,909).

Somit lassen sich die tendenziell hoheren Glukosewerte in der nicht gepufferten Gruppe

durch die unter 1. und 2. aufgefiihrten Zusammenhinge erkldren.

4.3.5 Elektrolyte

Im Laufe des Experimentes steigt die Na'-Konzentration im Blut der gepufferten Gruppe
auffillig stark an. Die Na'-Konzentration in der gepufferten Gruppe wurde maBgeblich
durch die Gabe von Natrium-Bicarbonat beeinflusst.

Die Erhohung der K'-Konzentration ist durch die Azidose erklirbar, die zur Freisetzung
von K'-Tonen von intra- nach extrazellulér fiihrt.

Die signifikant hoheren Konzentrationen des ionisierten Kalziums in der nicht-gepufferten
Gruppe waren zu erwarten, da die Bindungskapazitdt des Albumins bei niedrigem pH-Wert

sinkt und somit die Konzentration des freien ionisierten Kalziums steigt.
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4.3.6 Broncho-alveolire Lavage

Die broncho-alveoldre Lavage diente zu Beginn des Experimentes zur Schidigung der
Lunge und auch als Referenz zur BAL am Versuchsende zu analytischen Zwecken.

Eine Zellzdhlung mit Flowzytometrie wire die Methode der Wahl zur Bestimmung der
Anzahl inflammatorischer Zellen in den Alveolen gewesen. Diese Technik stand leider
organisatorischen Griinden nicht zur Verfligung. Des weiteren war der Riickfluss von
Lavagefliissigkeit individuell unterschiedlich, was die Analyse der Gesamtzahl
inflammatorischer Zellen zusédtzlich erschwert. Aus diesen Griinden wurde nur der relative
Anteil der Zellen in der BAL-Fliissigkeit bestimmt. Der Anstieg der neutrophilen
Granulozyten in der BAL zeigte signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Die
Migration von neutrophilen Granulozyten in das pulmonale Gewebe ist ein entscheidender
Aspekt in der Pathophysiologie der Lungenschiddigung durch mechanische Beatmung unter
Surfactantmangel.

Daher deuten die Ergebnisse der BAL auf einen ausgepriagteren Lungenschaden durch
Pufferung der hyperkapnischen Azidose hin, wobei bei der Beurteilung der Ergebnisse
wichtig ist, dass auch eine rein hyperkapnische Beatmung mit Vi = 5 ml/kg KG ohne
zusitzliche Schidigung der Lunge durch Ischdmie oder BAL schon zu einem signifikanten
Anstieg der neutrophilen Granulozyten in den Alveolen fiihrt [3].

Lang et al. [28] konnten an Alveolarepithelzellen fetaler Ratten schidigende Effekte einer
Hyperkapnie zeigen. In dieser Studie wurde durch Exposition mit 15% CO, ein
hyperkapnisches extrazelluldres Milieu bei nahezu normalem pH-Wert (7,28) erzeugt und
mit Hilfe von Zytokinen und Lipopolysacchariden eine inflammatorische Reaktion
ausgelost. Unter diesen Bedingungen wiesen Lang et al. eine signifikant hohere NO-
Produktion und Konzentration von nitrierenden Substanzen nach, welche sich bei einer
lingerfristigen Anwendung einer permissiven Hyperkapnie negativ auf den
Lungenschaden auswirken konnte. Unter hyperkapnischen Bedingungen im Vergleich zur
Normokapnie war weiterhin auch die Barrierefunktion der Epithelzellschicht, gemessen
anhand der Albuminpermeabilitit, geschddigt und die Apoptoserate der Epithelzellen
gesteigert. Diese Studie weist also eher auf die tendenziell schiddlichen Effekte der
Hyperkapnie hin.

Serrano et al. [41] untersuchten den Einfluss einer hyperkapnischen Azidose auf die CD 18
Expression menschlicher neutrophiler Granulozyten und auf das Adhésionsmolekiil
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) , vascular cell adhesion molecule (VCAM-1)

an Endothelzellen und das Endothelial leuykocyte adhesion molecule-1 (E-Selectin). Dabei
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wurde eine Steigerung der Expression von CD18 auf der Neutrophilen-Oberfliche unter
hyperkapnischen Bedingungen (20% CO,) festgestellt, die innerhalb von 30 min wieder
reversibel war. Bei der Expression der beiden anderen Adhédsionsmolekiile wurden keine
pH-Abhingigkeit festgestellt. Diese Ergebnisse wiirden die These unterstiitzen, dass die
hyperkapnische Azidose liber CD-18 eine Steigerung der Adhdsion von neutrophilen
Granulozyten und damit einen vermehrten GefdBschaden und dadurch eine vermehrte
Lungenschidigung verursachen konnte. In unserer Studie wurde unter Azidose eine hohere
Konzentration von Granulozyten in der BAL gefunden, was in gewissem Widerspruch zu
den Daten von Serrano et al. steht. Dies konnte dadurch bedingt sein, dass die CD-18
Expression erst bei hoheren CO,-Konzentrationen eine Rolle spielt, oder dass andere
Mechanismen der Lungenprotektion iiberwogen.

Andererseits gibt es Hinweise dafiir, dass die hyperkapnische Azidose {iiber eine
Beeinflussung des Transkriptionsfaktors NF-kB die Auspriagung eines Lungenschadens
reduzieren kann. So wurden in einer experimentelle Studie von Takeshita et al. festgestellt,
dass die durch Lipopolysaccharide (LPS) vermittelte Signalkaskade in GefiBendothelien
durch Inhibition der LPS induzierten Degradation des inhibitorischen Proteins kB (IkB),
welche wiederum zu einer erhdhten NF-kB Aktivierung fiihrt, letztlich die NF-kB-
Expression reduziert. Dieses fiihrt iiber eine verminderte mRNA-Proteinkonzentration von
ICAM-1 und II-8 zu einer reduzierten Inflammationsreaktion [46]. Der durch die Autoren
gefundene reduzierte Effekt einer gepufferten hyperkapnischen Azidose passt wiederum zu
den Ergebnissen unserer Studie, so dass die PaCO,- und pH-abhidngige Beeinflussung der
NF-kB Signalkaskade ein oder vielleicht der entscheidenden Faktor zur Erklarung der
Ergebnisse unserer Studie bzw. der Studie an isolierten Lungenpréparaten von Laffey et al.

sein konnte.

4.4 Schlussfolgerung

Es konnte gezeigt werden, dass unter Pufferung einer hyperkapnischen Azidose sowohl die
pulmonale Reaktion, als auch der Grad der Lungenschiddigung ausgeprégter sind. Damit
wurde erstmals in vivo gezeigt, dass die lungenprotektiven Effekte einer hyperkapnisch-
hypoventilatorische Beatmung durch Pufferung der hyperkapnischen Azidose reduziert
werden. Diese Ergebnisse stellen damit eine géngige klinische Praxis, ndmlich die
Pufferung zur Vermeidung eines Abfalls des pH-Wertes bei der klinischen Anwendung der

permissiven Hyperkapnie, in Frage.
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5. Zusammenfassung

Das RDS (respiratory distress syndrome) bei Frithgeborenen und das ARDS (acute
respiratory distress syndrome) bei ilteren Kindern oder Erwachsenen sind mit einer
signifikanten Mortalitit und Morbiditdt assoziiert und erfordert hidufig eine mechanische
Beatmung. Das  Konzept der permissiven  Hyperkapnie reduziert den
beatmungsassoziierten Lungenschaden, geht jedoch mit einer respiratorischen Azidose
einher, die im klinischen Alltag hdufig mit Natrium-Bicarbonat gepuffert wird. Basierend
auf in vitro Untersuchungen wurde die Hypothese untersucht, dass der Grad der
Lungenschiddigung, gemessen am Feucht-/Trockengewicht der Lunge unter gepufferter
hyperkapnischer Azidose (physiologischer pH-Wert) um mindestens 25% hoher ist als
unter nicht korrigierter hyperkapnischer Azidose.

28 Kaninchen wurde mittels broncho-alveoldrer Lavage (BAL) surfactant-depletiert und
mit einem V (Tidalvolumen) = 4-5 ml/kg KG beatmet. Der Ziel-CO,-Partialdruck betrug
75-85 mmHg. Die Tiere wurden in eine Puffer- und eine Kontrollgruppe randomisiert.
Man beobachtete die Tiere iiber einen Zeitraum von 6 Stunden und untersuchte sie auf
Veranderungen des Gasaustausches, der zelluldren Blutbestandteile, des Interleukin-8 als
Entziindungsmediator, der Proteinmenge und Elektrolytverhéltnisse im Serum sowie auf
Anzeichen einer Gewebshypoxie. Nach der Totung der Tiere am Ende des
Behandlungszeitraumes wurden zusétzliche Proteinbestimmungen, makroskopische und
histologische Untersuchungen des Lungengewebes, sowie die Untersuchung der zelluldren
Bestandteile, der Protein- und Interleukin-8-Konzentration einer broncho-alveoliaren
Lavage durchgefiihrt. SchlieBlich wurde bei jeweils einer Lunge der Kaninchen das
Feucht-/Trockengewicht ermittelt.

Das Feucht-/Trockengewicht der rechten Lunge als Marker der Lungenschidigung und
primires Zielkriterium betrug in der gepufferten Gruppe 11,6 + 3,8, in der nicht-
gepufferten Gruppe 8,8 + 3,5 und lag in der gepufferten Gruppe somit 32% (P = 0,049)
hoher als in der nicht gepufferten Gruppe.

Proteinverschiebungen vom Serum in die BAL-Fliissigkeit mit signifikant niedrigeren
Serumproteinquotienten (P = 0,042) und einem Trend zu hoheren BAL-Proteinquotienten
(P =0,063) waren in der gepufferten Gruppe zu verzeichnen.

Interleukin-8 wurde sowohl im Serum, in der BAL-Fliissigkeit, als auch im Lungengewebe
durch Pufferung der Azidose nicht signifikant beeinflusst. Makroskopisch fiel eine
schlechtere Beliiftung, (P = 0,032) und Verstirkung der Einblutungen (P = 0,003) durch
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Pufferung auf. Auch histologisch gibt es Hinweise fiir eine Verstirkung der
Lungenschidigung durch Pufferung der permissiven Hyperkapnie.

Entsprechend einer kontinuierlichen Verdiinnung fielen Thrombozyten und Hdmatokrit in
beiden Gruppen gleich stetig ab und auch bei den Gasaustauschsparametern (arterieller
Sauerstoffpartialdruck, arterielle Sauerstoffsittigung und arterieller
Kohlendioxidpartialdruck) konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Es fiel jedoch
auf, dass bei unbeeinflussbarer Hdmodynamik der Sauerstofftransport in der nicht
gepufferten Gruppe besser und die Laktatkonzentration signifikant niedriger war (P =
0,002 bzw. P = 0,035).

Die Glukosekonzentration wird durch die Azidose beeinflusst und zeigt einen Trend in
Richtung hohere Blutglukosewerte in der nicht gepufferten Gruppe (P = 0,059).
Entsprechend der herbeigefiihrten Verdnderung des pH-Wertes kam es zu erwarteten
Verschiebungen der Konzentrationen von K', Na’ und Ca*", die jedoch allesamt nicht
bedenklich waren.

Untersuchungen der relativen Zellverteilung in der Fliissigkeit der End-BAL ergaben einen
signifikant hoheren Anteil der neutrophilen Granulozyten in der gepufferten Gruppe (P =
0,047), was wiederum fiir einen vermehrten Lungenschaden spricht.

Betrachtet man die Interleukin-8 Konzentrationen im Gewebe, die Ergebnisse der
interstitiellen und alveoldren Inflammation und die Zellverteilung in der BAL, so finden
sich alle diese inflammatorischen Parameter zwar nicht signifikant aber dennoch erhdht in
der gepufferten Gruppe.

Mit der vorliegenden Studie wurde erstmals die Auswirkungen der Pufferung der
hyperkapnischen Azidose beim surfactant-depletierten Versuchstier auf systemische
Inflammation und Lungenparenchym in vivo untersucht und gezeigt, dass die
lungenprotektiven Effekte einer hyperkapnisch-hypoventilatorischen Beatmung durch
Pufferung der hyperkapnischen Azidose reduziert werden. Die Ergebnisse dieser Studie
stellen eine gidngige medizinische Praxis in Frage. Wie lange und in welcher Ausprigung
eine hyperkapnische Azidose jedoch vom Organismus toleriert wird, wann die negativen
Effekte tiberwiegen und ob die pH-Neutralisierung mit einem anderen Puffer &hnliche

Auswirkungen hat, sollte Anlass zu weiteren Untersuchungen sein.
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