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Einleitung

1 _Einleitung

1.1 Das Krankheitsbild Sepsis

1.1.1 Epidemiologie, Definitionen, Richtlinien und Klinik

Die schwere Sepsis ist eine durch Infektion ausgelste, generalisiert verlaufende
Entziindungsreaktion des Korpers mit exzessiver Aktivierung von endogenen
Entziindungs- und Gerinnungsmediatoren und Beeintréchtigung vitaler Parameter bis hin
zum Multiorganversagen und der Notwendigkeit intensivmedizinischer Behandlung.
Sollten diese Verdnderungen ohne erkennbare Infektion bzw. ohne nachzuweisende
Mikroorganismen auftreten, so spricht man von einem SIRS (= systemic inflammatory
response syndrome). Mogliche Ursachen dafiir konnen immunologische oder chemische
Grinde wie zum Beispiel eine akute Pankreatitis, Schock, Verbrennung, grof3e
Operationen, vor allem Operationen mit extrakorporalem Kreislauf wie etwa grof3e
Herzoperationen, oder groBe Wundfldchen, schwere Traumata oder verschiedene schwere
Erkrankungen wie beispielsweise eine nekrotisierende Pankreatitis sein. In Deutschland
erkranken jedes Jahr etwa 154.000 Menschen an Sepsis [17]. Kommt es zum septischen
Schock, kann die Mortalititsrate von 30 % auf iiber 50 % ansteigen [52]. Trotz
Fortschritten in chirurgischen Techniken und unterstiitzender Betreuung bleiben Sepsis
und septischer Schock die fiihrende Ursache fiir Morbiditét und Mortalitit bei schwerst
kranken Patienten [138]. All dies macht die Ernsthaftigkeit dieses Krankheitsbildes
deutlich. In der ,,Consensus Conference* wurden daher Definitionen, Klassifikationen und
Diagnosekriterien fiir Sepsis und Organversagen sowie Richtlinien zur Nutzung von
Therapien festgelegt und 1992 veroffentlicht [11]. 2003 und 2004 erfolgten aufgrund
erneuter Konferenzen Verdanderungen und Ergdnzungen dieser Beschliisse [33, 90].

Bei Sepsis kann es unter anderem zu Verdnderungen der Korpertemperatur, der
Herzfrequenz, der Atemfrequenz, der Leukozytenzahl, der Anzahl der unreifen
neutrophilen Granulozyten, des CRPs und des Procalcitonins kommen. Von einer
schweren Sepsis spricht man, wenn zusétzlich noch Organdysfunktion, Minderperfusion
und Hypotension mit Verwirrtheit, Odemen, Oligurie, Hyperglykdmie und Laktatazidose
auftreten. Wenn zusétzlich zu diesen Charakteristika die Hypotension der schweren Sepsis
trotz addquater Fliissigkeitssubstitution besteht und die Gabe von Vasopressoren notig ist,

um die Hypotension zu vermeiden, handelt es sich um einen septischen Schock. Es ist zu
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beachten, dass es in der Frithphase auch zu einer hyperdynamen Verlaufsform des
septischen Schocks kommen kann, bei der Blutdruck und ZVD normal oder leicht

erniedrigt sind.

1.1.2 Pathophysiologie und Therapiesaulen

Im Falle einer Sepsis stoBen im Allgemeinen virulente Keime auf einen Organismus mit
geschwichter Resistenz. Primére Infektionsherde einer schweren Sepsis konnen eine
Pneumonie, eine Peritonitis, Harnwegsinfekte, Wund-/ Weichteilinfekte oder
Katheterinfekte sein. Entscheidend sind dabei die Invasion pathogener Keime und die
Freisetzung toxischer bakterieller Keimprodukte ins Blut. Dadurch kommt es zur
Aktivierung von Entziindungszellen wie Monozyten und Makrophagen [7, 157]. Eine
Folge ist die Bildung sowie die Aktivierung und Freisetzung von humoralen und zelluldren
proinflammatorischen Mediatoren wie TNF- a und IL- 1 [109]. Durch die Wirkung dieser
Mediatoren werden sekundidre Mediatoren wie Stickstoffmonoxid und Sauerstoffradikale
exprimiert. Allgemein kommt es wihrend einer septischen Erkrankung zu einem hoheren
Sauerstoffverbrauch, woraus die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies und somit eine
Erhohung des oxidativen Stresses folgt [49]. Manche Mediatorsubstanzen wirken sowohl
als Aktivatoren als auch als Effektoren. Als Ergebnis der Aktivierung der biologischen
Kaskadensysteme entstehen aktivierte Komplementprodukte, aktivierte
Gerinnungsprodukte mit Generation von Thrombin und Plasmin, aktivierte Kinine und
Endorphine. Schéidigungen unter anderem vermittelt durch reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) sind also Teil der Pathogenese von Sepsis und septischem Schock und den damit
verbundenen Organschdden und so ein zentrales Element im Netzwerk der
Entziindungsmediatoren [126, 152]. Diese schadlichen Effekte zeigen sich {iber
Membranlipidperoxidation, DNA- und zelluldre Struktur- und Funktionsschidden in
endothelialer, myokardialer, Lungen-, Nieren- und Leberdysfunktion [60]. Das Endothel
spielt eine besondere und zentrale Rolle im generalisierten Entziindungsprozess. Die
bakteriellen Endotoxine schidigen entweder direkt oder indirekt durch die Aktivierung der
Mediatorkaskaden die Gefdllendothelien und damit auch die Endstrombahn, wobei auch
die reaktiven Sauerstoffspezies eine Rolle spielen. Dies trdgt zur Entstehung von Sepsis
und septischem Schock bei. Bei Schweinen fiihrte in einer Studie die Behandlung mit
bakteriellen Lipopolysacchariden im Gefdsystem zu einer hoheren Produktionsrate an
Superoxid- Anionen und daraus folgend an Peroxynitrit [74]. Dies deutet darauf hin, dass

zusitzlich das Endothel selbst bei Sepsis in groen Mengen NO und Sauerstoffradikale
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bildet. Es kommt zur Freisetzung dieser Mediatoren und auch zur Expression von
Adhisionsmolekiilen, wodurch Granulozyten und Monozyten festgehalten werden. Die
Folge ist der Verlust der Zellintegritit des Endothels mit Permeabilititsstorungen,
Odembildung und Verlust der normalen Regulationsfihigkeit. Insgesamt kommt es
pathophysiologisch gesehen zu einer Storung der peripheren Sauerstoffextraktion, einer
Vasodilatation mit Herabsetzung des peripheren Widerstandes und Maldistribution des
Blutflusses sowie eventuell zu einer Storung der myokardialen Pumpfunktion. Dies zieht
die klinischen Manifestationen wie unter 1.1.1 aufgefiihrt nach sich, die eine intensive
Therapie erfordern.

Die Therapie der Sepsis basiert auf mehreren Siulen, der kausalen, der supportiven und der
adjunktiven. Die kausale impliziert die Sanierung des Infektionsherdes durch chirurgische
Intervention und Entfernung potentiell infizierten Fremdmaterials und Gewebes sowie eine
Abszessdrainageneinlage. Auflerdem erfolgt eine empirische initiale Antibiotikatherapie
und eine gezielte Antibiose nach Antibiogramm. Zur supportiven Therapie gehoren vor
allem die himodynamische Stabilisierung durch Volumen- und Katecholamintherapie, die
Sicherung des Sauerstofftransportes durch Volumensubstitution und Transfusion, eine
lungenprotektive ~ Beatmungsstrategie,  kiinstliche = Erndhrung, Thrombose- und
Ulcusprophylaxe, Nierenersatzverfahren, Analgosedierung und metabolische Kontrolle.
Die Substitutionstherapie mit Hydrocortison und die Modulation des Gerinnungs-

Inflammations- Systems bilden die adjunktive Sdule der Sepsistherapie [33, 109].

1.2 Hyperoxie und Antioxidantien

1.2.1 Sauerstofftherapie und reaktive Sauerstoffspezies

Die Beatmung mit Sauerstoff kann sowohl schiddliche Effekte durch Beeintrachtigung der
DNA und der mitochondrialen Funktion als auch protektive Wirkungen haben [88, 89], vor
allem in Schockzustinden bzw. bei Sepsis [9, 10]. Derzeit ist allerdings nicht klar, in
welchen Situationen die deletiren bzw. die benefiziellen Effekte iiberwiegen [84, 92].

Zahlreiche klinische und experimentelle Studien dokumentieren die giinstige Wirkung der
Beatmung mit 100 % Sauerstoff. In einer groen Multicenterstudie, die 500 Patienten
einschlo3, konnten Greif und Kollegen durch eine perioperative Beatmung mit
hyperoxischen Gasgemischen eine signifikante Reduktion von Komplikationen und
Morbiditit nachweisen. Es kam zu einer geringeren Rate an chirurgischen

Wundinfektionen und zu einer Reduzierung bakteriellen Nachweises [59]. Daher waren
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auch im Zuge einer eventuellen antibiotischen Sauerstoffwirkung in unserer Studie
mikrobiologische Daten von Interesse, die anhand von Blutproben und Abstrichen aus der
Abdominalhéhle gewonnen und ausgewertet wurden. Eine Vorbehandlung mit Hyperoxie
verbesserte die myokardiale Toleranz gegen Ischdmie-/Reperfusionsschédden in isolierten
Langendorff-Organprdparaten [140] 1im Sinne einer Pridkonditionierung mit
Sauerstoffradikalen [145]. In Schockmodellen in vivo (H&dmorrhagie, Ischdmie-
Reperfusion) konnte die kreislaufstabilisierende Wirkung einer Hyperoxie aufgezeigt
werden [8, 139, 153]. Dariiber hinaus verbesserte die Beatmung mit reinem Sauerstoff die
Uberlebensrate von Versuchstieren, die einer Himodilution auf Werte unterhalb des so
genannten kritischen H&matokrits ausgesetzt wurden [104]. Klinische Daten zeigten
zudem, dass eine transitorische Hyperoxie in der Tat aufgrund einer Vasokonstriktion
stabilisierend auf den Blutdruck wirken kann [120, 121], wobei allerdings diese
Vasokonstriktion ~ auf  mikrozirkulatorischer =~ Ebene  potentiell ~auch  zu
Perfusionsminderungen fithren kann [142, 144]. Eine Bedeutung hat auch der Zeitpunkt
der Beatmung mit 100 % Sauerstoff. Der prophylaktische FEinsatz einer
Sauerstoftbeatmung im Sinne einer Prikonditionierung vor bzw. der gleichzeitige Beginn
mit Entstehung des Schockbildes bringt die beschriebenen Vorteile. Im Gegensatz dazu ist
denkbar, dass eine spite, therapeutische Anwendung der Hyperoxie, d.h. nach
Vollentwicklung des septischen Schocks, diesen Benefit nicht bestdtigt, sondern
moglicherweise zu mehr Nachteilen und Schadigungen fiihrt. Daher wurden in unserer
Studie die Effekte einer spaten Beatmung mit reinem Sauerstoff auf Histomorphologie und
Apoptoserate untersucht.

Das Toxizititspotential von Sauerstoff ist bereits seit ldngerer Zeit bekannt. So wird schon
seit ca. einem Jahrhundert berichtet, dass die Atmung reinen Sauerstoffs iiber ldngere Zeit
zu Organschdden und letztlich zum Tod fithrt [12, 41, 58, 136]. Dies fiihrte zur
Formulierung des Paradigmas der ,,Sauerstofftoxizitat™ [19, 24]. Auch 1952 war die Rede
von genotoxischen Effekten des Sauerstoffs auf Zellen [25]. Die Ahnlichkeit der
histopathologischen Befunde mit den Folgen einer Bestrahlung [56] legen nahe, dass die
Hyperoxie- bedingten Schiden auf mitochondrialer [129, 163] bzw. DNA- Ebene [150],
vermittelt durch freie Sauerstoffradikale [75], lokalisiert sind, wobei letztere als DNA-
Einzelstrangbriiche imponieren [150]. Dariiber hinaus war der Reanimationserfolg
asphyktischer Kinder nach Sauerstoffatmung deutlich schlechter [127, 128]. Weiterhin
kann Hyperoxie zu Endorganschidigungen der Lunge fiihren wie zu Atelektase, einem

ARDS, einem nichtkardialen Lungenédem oder zu bronchopulmonaler Dysplasie, was
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beispielsweise auch bei verldngerter hyperoxischer Beatmung von Neugeborenen auftritt
[116]. Auch wenn schon mehrere Studien beziiglich der Sauerstoffatmung und deren
Auswirkungen auf gesunde Organismen durchgefiihrt wurden, so existieren noch wenige
Erkenntnisse iiber diese im Zusammenspiel mit dem Krankheitsbild der Sepsis, was in
unserer Studie untersucht wurde.

Es ist bekannt, dass freie Sauerstoffradikale in hoheren Konzentrationen durch die
Interaktion mit vielen verschiedenen Molekiilen und Zellkomponenten wie z.B. der DNA
[75] fiir die zelluliren Schidigungen verantwortlich sind, die mit Sauerstofftoxizitit in
Verbindung gebracht werden [51, 75]. Zu einer vermehrten Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) konnen unter anderem Hyperoxie [164], Sepsis [49] sowie
ionisierende Strahlung und Medikamente [48] beitragen. Die Radikale Superoxid und
Wasserstoffperoxid sind die bekanntesten Vertreter der ROS. Superoxid- Radikale und
Wasserstoffperoxide konnen zusammen reagieren und Hydroxyl- Radikale (OH), ein
weiteres Mitglied der ROS- Familie, bilden. Das Hydroxyl-Radikal ist sehr reaktiv,
reagiert sofort mit Molekiilen in der Umgebung und soll neben H,O, und O;" vor allem fiir
Lipidperoxidation verantwortlich sein. H,O, und O, sind weniger reaktiv und kénnen so
leichter diffundieren [62, 73]. Auch Singulett- Sauerstoff ('O,) kann Lipidperoxidation
stimulieren und zu oxidativem Stress und oxidativem Lungenschaden beitragen [62, 77,
80]. 'O, kann aus Wasserstoffperoxid oder durch spontane Dismutation aus Superoxid
entstehen. Die Lipidperoxidation hat ihrerseits wiederum die Bildung von weiteren
reaktiven Produkten zur Folge, die zur Hemmung von zelluliren Enzymen und zur
Schiadigung von Proteinen und intrazelluliren Membranen fithren konnen. Auch
Stickstoffmonoxid (NO), das zur Familie der reaktiven Stickstoffspezies gehdrt, kann zu
Gewebeschdden unter anderem auch der Leber fithren [100]. Stickstoffmonoxid und
Superoxid konnen miteinander reagieren und dann in der Bildung des Radikals

Peroxynitrit (ONOO) resultieren [101].

1.2.2 Antioxidative Systeme

Zu den Verteidigungsmechanismen zur Minimierung schéidlicher Effekte der O,- Radikale
nicht nur bei Hyperoxie an sich sondern auch bei pathologischen Bedingungen wie Sepsis
und Schock gehoren verschiedene kleine Molekiilfanger und eine Reihe antioxidativer
Enzyme wie die SOD und Katalase [69, 123], die den ROS- Metabolismus begiinstigen.
Die SOD wird als ein antioxidatives Verteidigungssystem der ersten Linie angesehen [43,

48]. Sie sorgt fiir die Dismutation des Superoxid- Radikals, wobei Wasserstoffperoxid und
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molekularer Sauerstoff entsteht. Die Katalase katalysiert direkt die Reduktion von
Wasserstoffperoxid zu Wasser und molekularem Sauerstoff. Antioxidative Enzyme konnen
also den Organismus vor den deletiren Einwirkungen von freien Sauerstoffradikalen
schiitzen [48, 51, 97]. Wihrend einer Narkose fiihrte beispielsweise Hyperoxie zu einer
Erhohung der Plasmaspiegel von Parametern des ,,oxidativen Stresses [81] und bei
Probanden kam es zum Abfall des Blutdrucks, was durch Antioxidantien verhindert
werden konnte [94, 95]. Interessant ist, dass Hyperoxie selbst zu einer Aktivitdtserhdhung
z.B. der SOD fiihren [28] und in einem gewissen Schutz vor Schiden durch nachfolgende
100 %- ige Sauerstoffatmung resultieren kann [27, 29, 82]. Daher wurde in unserer Studie
auch das Verhalten von SOD und Katalase untersucht, um im Zuge dessen einen
moglichen schiitzenden Effekt nachzuweisen.

Die antioxidativen Systeme konnen allerdings auch inaddquat werden, wenn die O»-
Radikale durch Hyperoxie oder auch bei Sepsis eine gewisse Grenze iiberschreiten [75].
Wihrend einer hyperoxischen Beatmung von Sdugetieren kann in den Lungen die Bildung
von Sauerstoffradikalen proportional zum erhdhten Sauerstoffgehalt ansteigen, was
eventuell  zur  Uberwiltigung  der  zelluliren  Kapazitit antioxidativer

Verteidigungsmechanismen und zu folgenden Lungenschiadigungen fiihren kann [48].

1.3 Apoptose

1.3.1 Bedeutung von Apoptose

Der Vorgang der Apoptose spielt sowohl bei physiologischen als auch bei pathologischen
Zustinden eine Rolle [65, 119, 122] und wird auch als programmierter Zelltod bezeichnet.
Apoptose ist unter physiologischen Bedingungen fiir die Entwicklung und Homdostase
multizelluldrer Organismen ndtig [108, 156], z.B. um ungebrauchte Zellen zu entfernen,
und bei Sepsis kann es durch extensive Apoptose von Lymphozyten zur
Herunterregulierung der begleitenden Entziindungsreaktion kommen [70]. Neben diesen
positiven Aspekten kann Apoptose allerdings ebenso mit zahlreichen Nachteilen
einhergehen. Da eine Steigerung der zelluliren Absterberate immer auch ein Verlust an
Gewebe bedeutet, ist es nachzuvollziehen, dass geringere Apoptosezahlen mit einem
Uberlebensvorteil einhergehen [26]. Vor allem, wenn Apoptose vermehrt und beschleunigt
auftritt, spielt sie in der Pathologie eine wichtige Rolle [65, 119, 122]. Sie ist in der
Pathogenese von Lungenschidden von groBer Bedeutung [40] und kann auch in der Leber

zu ausschlaggebender Schiadigung fithren [111]. Zudem tritt Apoptose bei Ischdmie-
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Reperfusionsmodellen auf [125] und deren Fehlregulierung steht in Zusammenhang mit
zahlreichen Erkrankungen, darunter AIDS, neurodegenerative und Autoimmunkrankheiten

sowie Karzinome [65, 110, 122].

1.3.2 Apoptose, Nekrose und Hyperoxie

Apoptose ist histologisch gekennzeichnet durch Schrumpfung und Kernverdnderungen wie
Karyopyknosis und Karyorrhexis der abgestorbenen Zellen ohne reaktive
Begleitentziindung. Daneben konnen Zellen auch durch Nekrose sterben [93]. Im
Gegensatz zur Apoptose zeigen sich hierbei ein frithzeitiger Verlust der
Membranintegritit, eine Zell- und Organellenschwellung sowie eine begleitende
Entziindungsreaktion [71]. Bei der Initiierung von Apoptose spielen vor allem reaktive
Sauerstoffspezies, die durch Hyperoxie stark erh6ht sein konnen, iiber verschiedene Wege,
unter anderem {iber den Mitochondrienweg und tiber eine DNA- Schadigung, eine wichtige
Rolle [48, 49, 124]. Apoptose wird als die vorherrschende Art der Zelltodmdoglichkeiten
und als hervorstechende Komponente bei oxidativen Insulten und Hyperoxie- bedingten
Organschidigungen angesehen [96, 97, 135]. In unserer Studie wurde daher untersucht,
wie sich eine Beatmung mit 100 % Sauerstoff nach Vollentwicklung eines septischen
Schocks im Gegensatz zu einer Beatmung mit Luft auf die Apoptoserate in Lunge und

Leber auswirkt.

1.4 Fragestellung

In der vorliegenden Studie, in einem hyperdynamen, durch fékale Peritonitis induzierten
Langzeitmodell des vollentwickelten septischen Schocks beim Schwein, wurden folgende

Fragen untersucht:

1.) Welche Effekte hat die Beatmung mit reinem Sauerstoff nach Vollentwicklung des
septischen Schocks auf histomorphologische Parameter, darunter die Apoptoserate

im Gegensatz zu einer kontinuierlichen Beatmung mit Raumluft ?

2.) Welche Rolle spielen dabei die Antioxidantien SOD und Katalase sowie die
Mikrobiologie ?



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Anasthesie und chirurgische Praparation

2.1.1 Allgemeines

Die Versuche wurden nach den Richtlinien ,,Umgang mit Labortieren” des
»,Bundesinstituts fliir Gesundheit™ durchgefiihrt. Das Versuchsprotokoll wurde sowohl von
dem Tierschutzbeauftragten der Universitit Ulm als auch vom Regierungspriasidium
Tilibingen, Baden-Wiirttemberg, genehmigt.

Insgesamt wurden fiir die Studie 20 deutsche sowohl minnliche als auch weibliche
Hausschweine aus dem Tierforschungszentrum der Universitit Ulm mit einem medianen
Gewicht von 50,0 kg eingesetzt. Ein weiteres Schwein starb wihrend der Durchfiihrung
der Studie vor Versuchsende, so dass es nicht mit in die eigentliche Studie bzw. in die
Auswertung aufgenommen werden konnte. Vor Studienbeginn war durch Vorversuche die
notwendige Menge autologer Faeces zur Auslosung des polymikrobiellen septischen
Schocks durch fékale Peritonitis etabliert worden. Dazu existieren zwar mehrere Berichte
in der Literatur [22, 79, 98, 137], die Angaben beziiglich der verwendeten Menge
autologer Faeces konnten jedoch nicht unmittelbar auf diese Studie {ibertragen werden, da
teilweise z.B. andere Schweinerassen wie Yucatan Minipig bzw. deutlich kleinere und
erheblich jlingere Tiere verwendet wurden. AuBlerdem sollten die Vorversuche Aufschluss
tiber die Durchfiihrbarkeit der chirurgischen Priparation und des Versuchsprotokolls
geben.

Die Versuchsdauer betrug jeweils ungefdhr 36 Stunden. Diese teilte sich auf in 4 Stunden
Priparationszeit, 8 Stunden Ruhe- und Erholungsphase von dem chirurgischen Trauma, 12
Stunden Initialisieren des hyperdynamen septischen Schocks durch fikale Peritonitis und

12 Stunden Beobachtungszeitraum bzw. Therapiephase.

2.1.2 Vorbereitungsphase

Vor Versuchsbeginn wurde den Tieren im Tierforschungszentrum fiir 18 Stunden das
Futter entzogen. Wasser stand ihnen in diesem Zeitraum ad libitum zur Verfiigung. Die
Schweine erhielten 1 Stunde vor der Narkose eine intramuskuldre Primedikation mit
Azaperon (5 mg/kg; Stresnil®, Janssen, Neuss, Deutschland) und Atropin (2,5 mg;

Atropinsulfat®, Braun, Melsungen, Deutschland). AnschlieBend wurden die Tiere in einer
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Transportkiste schlafend in den speziell fiir diesen Zweck ausgeriisteten Tier- OP der
Sektion ,,Anésthesiologische Pathophysiologie und Verfahrensentwicklung* (APV;
Parkstra3e 11, 89073 Ulm) der Universitidt Ulm transportiert.

2.1.3 Narkose

Zunichst erfolgte das Anlegen eines intravendsen Zuganges liber eine Ohrvene. Zur
Einleitung wurde pulsoxymetrisch die Sauerstoffsittigung iiber einen Fingerclip am Ohr

{iberwacht (Datex Capnomac Ultima®

ULT-S-3301, Datex Instrumentarium Corp.,
Helsinki, Finnland) und unter Sauerstoffgabe die Narkose iiber den intravendsen Zugang
der Ohrvene mit Pentobarbital (6-10 mg/kg; Narkodorm®, Alvetra, Neumiinster,
Deutschland) und Ketamin (1-2 mg/kg; Ketavet®, Pharmacia & Upjohn, Erlangen,
Deutschland) eingeleitet. Nach einer Riickenlagerung der Schweine erfolgten die
orotracheale Intubation und die kontrollierte maschinelle Beatmung (Servo 900C",
Siemens, Erlangen, Deutschland). Fiir die kontinuierliche EKG- und EEG- Uberwachung
wurden Nadelelektroden gelegt. Wahrend der operativen Instrumentierung wurde eine
Standard- Respiratoreinstellung gewdhlt. Diese bestand aus einem Tidalvolumen von 8
ml/kg, einem positiven endexspiratorischen Druck (PEEP) von 5 cm H,O, einem
Inspirations-/Exspirationsverhdltnis von 1:2 und einer Atemfrequenz, die so eingestellt
wurde, dass der arterielle pCO,, bestimmt mit einem automatischen Blutgasanalysator, im
Zielbereich von 35- 40 mm Hg lag. Um der durch die Peritonitis zu erwartenden
Verschlechterung der Lungenmechanik Rechnung zu tragen, erfolgte mit Beginn der
postoperativen Ruhephase fiir die restliche Versuchsdauer eine Modifikation der
Respiratoreinstellung. Das Tidalvolumen betrug dann 10 ml/kg, der PEEP 10 cm H,O und
das Inspirations-/Exspirationsverhéltnis 1:1,5. Die Atemfrequenz richtete sich weiterhin
nach dem arteriellen pCO,, der nach wie vor im Zielbereich von 35- 40 mm Hg liegen
sollte. Zur Uberwachung der Beatmung wurde kontinuierlich die exspiratorische CO,-
Konzentration gemessen. Die Sauerstoffsdttigung, gemessen am Pulsoxymeter, wurde im
Bereich von iiber 90 % gehalten. Die Beatmung erfolgte entweder mit Luft oder reinem
Sauerstoff, je nach Gruppeneinteilung (siehe unten unter 2.2. Versuchsdurchfiihrung und
Materialgewinnung). Die Narkose wurde mit einer Dauerinfusion von Pentobarbital (6-12
mg/kg/h) und Buprenorphin (Temgesic®, Boehringer, Mannheim, Deutschland) als Bolus
je nach Wirkung und EEG-Monitoring
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(EEG- Gerit Neurotrac' ", Interspec Inc., Ambler, PA, USA) aufrechterhalten. Zusitzlich
wurde bei den Schweinen mit einer Alcuronium- Infusion (10-15 mg/h; Alloferin®,

Hoffmann- La Roche, Basel, Schweiz) die Relaxation erreicht.

2.1.4 Operative Eingriffe

Zur Entlastung des Magens erhielten die Tiere eine Magensonde mit Oesophagus- Ballon,
deren Positionierung anhand der charakteristischen Druckkurve mit kardialen Oszillationen
kontrolliert wurde. Es erfolgte die Freilegung und Kaniilierung der linken und rechten A.
femoralis mit Einlage je eines Katheters (4 F, Mul‘[ipurpose® Al, Cordis, Roden,
Niederlande) tiber eine Katheterschleuse (4 F Introducer-Set, PV3240, Pulsion, Miinchen,
Deutschland). Nach der Préparation der rechten V. submandibularis sowie der rechten und
linken V. jugularis interna wurde in jedes Gefdl} liber eine Katheterschleuse (8,5 F, SI-
09880, Arrow International, Reading, PA, USA) je ein Katheter (8,5 F, Multipurpose® Al,
Cordis, Roden, Niederlande) sowie ein zentraler Venenkatheter (ZVK) eingelegt. Durch
die seitliche Bauchwand wurden zwei Drainagen eingebracht. Die bereits zuvor im Stall
gewonnenen autologen Faeces (ca. 2g/kg) wurden in 400 ml warmer NaCl- Ldsung
(isotone Kochsalzldsung 0,9 % NaCl, Braun, Melsungen, Deutschland) geldst. Nach einer
medianen Laparotomie wurde ein Ileostoma angelegt (Stoma- Beutel Stomadres plus®,
Bristol- Myers, Baar, Schweiz) und eine Ileum- Tonometriesonde zur Messung des
intramukosalen pCO, angelegt. Es erfolgte ein dreischichtiger Verschluss der Bauchdecke.
Als Pulmonalarterienkatheter wurde ein Thermodilutionskatheter (7F 93A754; Baxter
Healthcare, Irvine, CA, USA) ebenfalls zur Uberwachung des zentralen Venendrucks
(ZVD), des mittleren pulmonalarteriellen Drucks (MPAP), des pulmonalkapilldren
Verschlussdrucks (PAOP) und des Herzzeitvolumens (HZV) {iber ein liegendes
Einfiihrungsbesteck in der V. jugularis eingeschwemmt. Zusétzlich wurde ein Katheter in
die Vena portac eingelegt. Sadmtliche Katheter wurden auf gute Fluss- und
Aspirationsverhiltnisse iiberpriift. Zur Urinableitung wurde den Tieren ein Cystofix-
Katheter (Freka®Cyst Standard CH10/ 8 cm, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland)
angelegt.

Auf den nédchsten beiden Seiten ist eine Gesamtiibersicht und eine Skizze des
Versuchsaufbaus zu sehen (Abbildungen 1 und 2).

An die operativen Eingriffe schloss sich eine achtstiindige Ruhe- und Erholungsphase an.
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Abbildung 1:
Gesamtiibersicht des Versuchsaufbaus.
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Katheter in V. submandibularis dextra @l m
LN B L

'Ventilator
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PA- Katheter

Katheter in V. Katheter in V.
jugularis interna v/ EKG jugularis interna
dextra EEG sinistra

Bauchwand -
Drainagen
Katheter in V. portae
Katheter in A. Katheter in A.

femoralis dextra femoralis sinistra

Urinableitung
iiber
Cystofix-
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Abbildung 2:
Skizzierung des Versuchsaufbaus.

V.= Vena, A.= Arteria, PA= Pulmonalarterie, ZVK= Zentraler Venenkatheter,
EKG= Elektrokardiogramm, EEG= Elektroenzephalogramm, SaO,= Sauerstoffsittigung,
EtCO,= endexspiratorischer Kohlenstoffdioxidpartialdruck (in mm Hg).
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2.2 Versuchsdurchfihrung und Materialgewinnung

Im Anschluss an die Ruhephase erfolgte die Auslosung der fakalen Peritonitis. Dazu wurde
die auf 38 °C erwirmte Faeces- Suspension iiber die abdominellen Drainagen in die
Bauchhohle injiziert. Wiahrend der folgenden 12 Stunden entwickelte sich dann eine
Peritonitis bzw. konsekutiv ein septischer Schock, wie es auch in der Literatur zu finden ist
[57, 67, 79, 86]. Als Fliissigkeitszufuhr erhielten die Schweine bis zum Ende der
Priparationsphase eine Ringer- Losung (Fresenius®, Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Deutschland) mit einer Dosierung von 10 ml/kg/h. AnschlieBend betrug die
Erhaltungsdosis der Ringer- Losung 7,5 ml/kg/h. Zur Kreislaufstabilisierung wurde
Hydroxyaethylstirke (10 ml/kg/h; HAES- steril® 6 % 200/0,5, Fresenius Kabi, Bad
Homburg, Deutschland; ITBV maximal 30- 35 ml/kg; ITBV= intrathorakales
Blutvolumen) appliziert. War es durch die Volumensubstitution allein nicht moglich, den
arteriellen Mitteldruck, der mit Hilfe der Aufzeichnungen eines Hewlett- Packard-
Patientenmonitors (66 s™. Monitor, Hewlett- Packard, Palo Alto, CA, USA), der
Beobachtung der Himodynamik dienend, verfolgt werden konnte, iiber 70 mm Hg zu
halten, wurde zusédtzlich Noradrenalin (Arterenol® 25 ml, Sanofi- Aventis GmbH,
Frankfurt, Deutschland) mit einer Infusionsrate nach Bedarf infundiert. Wahrend des
Versuchs wurde auch die Korpertemperatur iiberwacht und mit Hilfe einer Heizmatte oder
durch externe Kiihlung im fiir Schweine diesen Alters physiologischen Bereich von 37,5 -
38,5 °C gehalten. Es erfolgte eine randomisierte Behandlung der Tiere entsprechend der
mit Beginn der operativen Instrumentierung durchgefiihrten Gruppeneinteilung. So wurden
die Schweine der Kontrollgruppe weiterhin wie bisher mit Raumluft beatmet bzw. erfolgte
eine Anpassung des FiO,, um die Sauerstoffsittigung iiber 90 % zu halten. Die Tiere der
spaten Hyperoxiegruppe hatten zunéchst die gleiche Beatmung wie die Kontrollgruppe
erhalten. 12 Stunden nach Induktion der Peritonitis, also nach Vollentwicklung des
septischen Schocks, erfolgte dann in dieser Versuchsgruppe eine Beatmung mit reinem
Sauerstoff. Kurz vor Versuchsende wurden zwei vendse Blutproben entnommen und fiir
die Mikrobiologie eine aerobe und eine anaerobe Blutkultur angelegt (Bactec®- Flaschen).
Am Ende des Versuchs erfolgte die Totung der Tiere in tiefer Narkose durch einen
Pentobarbital- Bolus und eine nachfolgende Injektion von Kaliumchlorid (20 ml= 20
mmol; KCI- Losung Fresenius, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland). Daraufhin
wurde sofort ein Abdominalabstrich fiir die Mikrobiologie und Gewebeproben von Lunge
und Leber entnommen. Ein Teil der Gewebeproben wurde nach der Entnahme post

mortem direkt in fliissigem Stickstoff fixiert und danach bei — 80 °C bis zur weiteren
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Verarbeitung gelagert. Der andere Teil der Gewebeproben wurde sofort fiir die

histologische Aufarbeitung in Formalin (6 %) fixiert. In der sich anschlieenden

Abbildung ist der gesamte Versuchsablauf graphisch dargestellt (Abbildung 3).

Maschinelle Beatmung:
Tidalvolumen 8 ml/kg;
PEEP 5 cm H,O;
Insp./Exsp.: 1:2; Atemfre-
quenz nach pCO; (35-

40 mm Hg); Raumluft

Maschinelle Beatmung:
Tidalvolumen 10 ml/kg;
PEEP 10 cm H,O0;
Insp./Exsp.: 1:1,5; Atem-
frequenz nach pCO, (35-
40 mm Hg); fuir
Kontrollgruppe bis zum
Schluss: Raumluft bzw.
Modifikation des FiO,,
so dass Sa0, > 90 %

18 h Futterentzug
1h Pramedikation
(Azaperon, Atropin) +
Transport +
Narkoseeinleitung +
Intubation
3h | Chirurgische Priparation
8h Ruhe- und
Erholungsphase
12 h | Entwicklung Peritonitis/
septischer Schock
12 h Beobachtungszeitraum
bzw. Therapiephase

Abbildung 3:

Graphische Darstellung des gesamten Versuchsablaufs.
Insp.= Inspiration, Exsp.= Exspiration, PEEP= positive endexpiratory pressure= positiver
endexspiratorischer Druck, pCO,= partieller Kohlenstoffdioxiddruck, FiO,= inspiratorische
Sauerstoffkonzentration, KCl= Kaliumchlorid, h= Stunde/Stunden, SaO,= Sauerstoffséttigung.

- Auslosung fikale Peritonitis

-> ab hier spiite Hyperoxie-
gruppe 100 % Sauerstoff

- Mikrobiologie (Blutproben)

- Versuchsende (Pentobarbital
+KCl)

- Mikrobiologie (Abdominal-
abstriche)

- Gewebeproben Lunge + Leber
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2.3 Auswertungsmethoden

2.3.1 Histologische Aufarbeitung und Auswertung

2.3.1.1 Herstellung der histologischen Gewebeschnitte

Fiir die Herstellung der histologischen Gewebeschnitte wurde der Teil der Gewebeproben
von Lunge und Leber verwendet, der nach der Entnahme nach Totung der Tiere sofort in
Formalin (6%) fixiert wurde (siehe wunter 2.2 Versuchsdurchfihrung und
Materialgewinnung). Es erfolgte die Entwasserung der Gewebebiopsien und das Einlegen
in Paraffin. Fiir das weitere Vorgehen, das heifit fiir die Durchfithrung der verschiedenen
Farbemethoden, wurden durch das Schneiden an einem Mikrotom (Leica Mikrotom 2030

Mot) 5- um diinne Paraffinschnitte hergestellt.

2.3.1.2 Hamatoxylin- Eosin- Farbung (HE- Farbung)

Fiir die morphologische Beurteilung des Lungen- und Lebergewebes wurde eine Standard-
HE- Férbung angefertigt. Hierfiir wurden die hergestellten Gewebeschnitte in einem HE-
Automat (Tissue Tek II, Farbeautomat, Histo Tek) angeférbt.

2.3.1.3 Perjodsaure- Schiff- Reagenz- Farbung (PAS- Farbung)

Zur Erweiterung der morphologischen Auswertung, vor allem zum Nachweis fiir das
eventuelle Vorkommen von hyalinen Membranen, erfolgte fiir das Lungengewebe
zusitzlich die Anfertigung einer PAS- Férbung. Hierfiir wurden die Lungen-
Gewebeschnitte in vier verschiedenen Xylolbddern entparaffiniert, mit Hilfe einer
absteigenden Alkoholkonzentrationsreihe hydratisiert und gut in Aqua dest. gewaschen.
Nach Entnahme aus dem destillierten Wasser erfolgte fiir 5 Minuten die Oxidation der
Proben in einer 1 %- igen Perjodsdure (Firma Merck, Bestell- Nr.: 524) und danach das
Spiilen in Aqua dest.. Die Gewebeschnitte wurden fiir 10 Minuten in einer Schiff” schen
Losung (Firma Sigma, Bestell- Nr.: 394- 2- 016) platziert und danach zweimal fiir jeweils
5 Minuten in eine Waschlosung gestellt. Diese war zuvor aus einer 10 %- igen
Natriumbisulfitlosung (5 ml; Natriumbisulfit, Firma Merck, Bestell- Nr.: 6512) sowie aus

Salzsdure der Normalitdt 1 (5 ml; HCI 1 N, Firma Merk, Bestell- Nr.: 9057) und Aqua dest.
(100 ml) hergestellt worden. Nach 5 Minuten Spiilung in Leitungswasser erfolgte das
Gegenfirben in Hamatoxylin (Harris Himatoxylin, Firma Merck, Bestell- Nr.: 9253) fiir 1
Minute. Dieses wurde mit Hilfe von flieBendem Leitungswasser 10 Minuten lang

ausgewaschen. Durch eine Alkoholreihe in aufsteigenden Konzentrationen erfolgte die
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Dehydrierung und nach abschlieBenden vier verschiedenen Xylolbddern zur Reinigung die
Eindeckelung der Gewebeschnitte mit Glyceringelatine (Kaisers Glyceringelatine, 100g,
Firma Merck, Bestell- Nr.: 1.09242.0100).

2.3.1.4 Beurteilung der HE/PAS- Farbungen

Die gefirbten Gewebeschnitte wurden mit Unterstiitzung von Frau Dr. C. Hasel (Abteilung
Pathologie, Universitdt Ulm) verblindet ausgewertet. Um eine so hohe Aussagekraft wie
moglich zu erreichen, wurden dazu mit einem Lichtmikroskop (Routine- Mikroskop,
Model BX41TF, SN 5A16172, Olympus Corporation, Tokyo, Japan) alle Schnitte in
verschiedenen Vergroferungen (Okular: 10x + Objektiv: 5x, 10x, 20x, 40x) komplett auf
histomorphologische Gesichtspunkte hin betrachtet. Bei der Leber wurden zur qualitativen
Bewertung jeweils die zu beobachtenden Verdnderungen in den HE- Farbungen der Proben
geschildert und dann die beiden Versuchsgruppen verglichen. Bei den
Lungengewebeschnitten war es moglich, eine semiquantitative Auswertung durchzufiihren.
Es erfolgte ebenfalls jeweils anhand der HE- und PAS- Farbungen die qualitative
Beschreibung der verschiedenen histomorphologischen Eigenschaften. Die beobachteten
Veranderungen konnten dann in vier verschiedene Schweregrade eingeteilt werden (siehe
im Ergebnisteil unter Kapitel 3.2.1.1) und jedem Schnitt wurde dann ein Schweregrad
zugeordnet. Nach Vergabe des Schweregrades pro Gewebeprobe wurden die
Kontrollgruppe und die spite Hyperoxiegruppe auf einen mdglichen Unterschied hin
verglichen. Um die Dicke der Lungenalveolarsepten zu messen, die bei der Vergabe des
Schweregrades mit eine Rolle spielte, und um die insgesamte Histomorphologie visuell in
verschiedenen Vergroferungen festzuhalten, wurde eine Anordnung bestehend aus einem
Mikroskop (Photomikroskop Axiophot Nr.: 451887, Carl Zeiss, Okular 10x + Objektiv 5x,
10x, 20x), einer Kamera (JVC®, 3CCD Digital Camera, KY- F75U, Ser. No.: 09850163,
Victor Company of Japan, limited made in Japan) und einem Computer mit einem
speziellen Programm (DISKUS, 4,5 Fire Wire, Programm zur mikroskopischen

Diskussion, Bildaufnahme und — dokumentation) verwendet.

2.3.1.5 TUNEL- Farbung und Beurteilung

Das Markieren von DNA- Strangbriichen iiber terminale Deoxynukleotidyltransferase
vermitteltes dUTP Labeling (TUNEL) ermoglicht den Nachweis von apoptotischen Zellen
im Gewebe. Es werden apoptotische Nuclei angefarbt. Die Markierung wurde an den
bereits vorher hergestellten Paraffingewebeschnitten (vergleiche 2.3.1.1) durchgefiihrt.

Diese Farbemethode beruht auf dem Anbau von biotinylierten dUTPs an 3'-
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Hydroxylenden doppel- oder einzelstringiger DNA nach einem Bruch des Strangs. Der
Anbau der dUTPs wird durch das Enzym terminale Deoxynukleotidyltransferase (TdT)
kanalisiert. Die Detektion erfolgt nach Zugabe von Antikoérpern mit dem chromogenen
Substrat AEC. Als Negativkontrolle wurde je ein Schnitt ohne TdT inkubiert, als
Positivkontrolle diente ein Lymphknotengewebeschnitt. Zundchst erfolgte die
Entparaffinierung der Gewebeschnitte. Dazu kamen fiir jeweils 5 Minuten vier
verschiedene Xylolbdder zum Einsatz und nach zweimaligem Spiilen durch kurzes
Eintauchen in 100 %- iges Ethanol wurden die Schnitte fiir je 10 Minuten in verschiedene
Alkoholbéder (Ethanol) absteigender Konzentration (100 %, 70 %, 40 %) gestellt. Ab
diesem Zeitpunkt wurde darauf geachtet, dass die Schnitte nicht mehr austrocknen
konnten. Danach wurden die Proben zweimal gut in Aqua dest. gewaschen. Die
histologischen Schnitte wurden fiir 5 Minuten mit Tris- Puffer (10 mM, pH= 8,0)
behandelt und mit einem Fettstift genau umrandet. Nach zeitgenauer Auftragung im
Abstand von 10 Sekunden auf alle Schnitte von 200 pul Proteinase K (Firma Roth, Bestell-
Nr.: 7528.1) pro Schnitt, die zuvor von 20 mg/1 ml Aqua dest. mit Tris- Puffer auf 20
ng/ml verdiinnt worden war, erfolgte die Andauung der Histologien fiir exakt 15 Minuten
in einer Feuchtkammer bei 37 °C. Nach Abtropfenlassen der Proteinase K, was erneut
zeitgenau in der gleichen Reihenfolge im Abstand von 10 Sekunden durchgefiihrt wurde,
wurden die Schnitte in Aqua dest. verbracht. Nach zweimaligem Spiilen in Aqua dest. und
einmaligem Waschen in TBS- Puffer (50 mM, pH= 7,6, 0,9 % NaCl) wurden die Proben
fiir 30 Minuten in 0,1 %- iges Wasserstoffperoxid, verdiinnt mit TBS- Puffer, gestellt. Dies
diente der Inaktivierung der endogenen Peroxidase und somit konnte unterbunden werden,
dass diese angefdrbt wird. Nach Spiilung in TBS- Puffer wurde jeder Schnitt fiir 5 Minuten
mit 100 pl TdT- Spiilpuffer bestiickt. Dieser Spiilpuffer hat einen pH- Wert von 7,2 und
enthdlt Tris (30 mM, Firma Merck, Bestell- Nr.: 1.08382.2500, M= 121,14 g/mol), Na-
Cacodylat (140 mM, Firma Serva, Bestell- Nr.: 15540, M= 214 g/mol), Cobaltchlorid (1
mM, Firma Sigma, Bestell- Nr.: C- 8661, M= 237.9 g/mol) und Bovines Serum Albumin
Fraktion V (BSA, 0,25 %, Firma Serva, Bestell- Nr.: 11930). AnschlieBend wurde von den
Positivkontrollen der TdT- Spiilpuffer abgekippt und stattdessen auf jeden Positivschnitt
50 pl Inkubationslésung aufgetragen. Diese besteht, auf 50 pl bezogen, aus 0,5 pl
terminaler Deoxynukleotidyltransferase (TdT 15 U, Firma Promega, Bestell- Nr.: M1871),
2,0 ul Digoxigenin- 11- dUTP (dig dUTP, Firma Roche, Bestell- Nr. 1093088), was vorher
mit Aqua dest. auf 1:20 verdiinnt wurde, und 47,5 pl fiinffachem TdT- Puffer (Firma
Promega, Bestell- Nr.: MI189A), ebenfalls zuvor verdiinnt mit Aqua dest.. Alle
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Gewebeschnitte wurden dann fiir 2 Stunden erneut in einer Feuchtkammer bei 37 © C im
Brutschrank inkubiert. Die Losungen wurden in TBS- Puffer abgewaschen und die Proben
im Anschluss fiir 5 Minuten in 2 %- iges Pferdeserum, verdiinnt mit TBS- Puffer, gestellt.
Nachdem pro Gewebeschnitt das Auftragen von 100 pl Anti- Dig- Antikorper (anti- Dig
Fab Schaf, Firma Roche, Bestell- Nr.: 1214667), zuvor verdiinnt auf 1:200 mit 2 %- igem
Pferdeserum, erfolgt war, verweilten die Proben fiir eine Stunde in der Feuchtkammer
auBerhalb des Brutschrankes, das heiBit bei Zimmertemperatur. Darauthin wurden die
Proben einmal in TBS- Puffer gespiilt. Nachdem ein Peroxidase- Anti- Schaf- Antikdrper
(anti- Schaf POD, Firma Dianova, Bestell- Nr.: 713- 036- 147) mit 2 %- igem Pferdeserum
auf 1:200 verdiinnt worden war, wurden davon auf jeden Schnitt 100 pul aufpipettiert und
alle Proben dann so bestlickt fiir eine Stunde in einer Feuchtkammer auBerhalb des
Brutschrankes belassen. Nach einem weiteren Spiilvorgang mit TBS- Puffer erfolgte pro
Schnitt das Auftragen von 100 ul einer Detektionslosung. Diese bestand aus 3- Amino- 9-
Ethyl- Carbazol (AEC, Firma Sigma, Bestell- Nr.: A- 5754), Dimethylformamid,
Essigsdure, Natriumacetatlosung und Wasserstoffperoxid. Der Farbumschlag wurde
lichtmikroskopisch festgestellt und die Reaktion in Leitungswasser abgestoppt. Bei der
Farbreaktion von AEC katalysiert die Peroxidase die Oxidation von AEC, wobei
Wasserstoffperoxid zu Wasser reduziert wird. Dabei entsteht aus AEC ein Radikalkation,
das zu einem rot gefdarbten Polymer abreagiert. Nach ungefdhr einer Minute schwacher
Gegenfarbung mit Himalaun wurde dieses fiir 10 Minuten wiederum mit Leitungswasser
ausgewaschen. AnschlieBend erfolgte das Eindeckeln der Gewebeschnitte mit
Glyceringelatine (Kaisers Glyceringelatine, 100g, Firma Merck, Bestell- Nr.:
1.09242.0100).

Mit der Unterstlitzung von Frau Dr. C. Hasel (Abteilung Pathologie, Universitdt Ulm)
wurden die Priparate lichtmikroskopisch (Routine- Mikroskop, Model BX41TF, SN
5A16172, Olympus Corporation, Tokyo, Japan) analysiert und bewertet. Dies erfolgte
verblindet bei einer 400- fachen VergroBerung (Okular 10x + Objektiv 40x). Um ein
Maximum an Validitit und Kompatibilitidt zu gewéhrleisten, wurde in 25 hochauflésenden
Gesichtsfeldern (HPFs= high power fields) die Anzahl der Apoptosen ausgezéhlt. Bei der
Auszdhlung wurden nur die eindeutig rot bzw. dunkelrot gefarbten Nuclei beriicksichtigt,
die auch morphologisch mit dem Ablauf einer Apoptose ilibereinstimmten. Die Anzahlen
der Apoptosen pro 25 HPFs wurden dann zwischen der Kontrollgruppe und der spiten

Hyperoxiegruppe verglichen.
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2.3.2 Aktivitatsbestimmung der antioxidativen Enzyme Superoxiddismutase

(SOD) und Katalase und Auswertung

2.3.2.1 Gewebeaufbereitung

Fiir die Enzymaktivititsbestimmung der SOD und Katalase in Lunge und Leber wurden
die Gewebeproben benutzt, die bei — 80 °C gelagert waren (siehe Kapitel 2.2). Alle
folgenden Angaben zur Gewebeautbereitung beziehen sich auf 100 mg Gewebe. Zunichst
wurde das Gewebe mit einer Kochsalzlosung (NaCl 0,9 %) gewaschen, um soviel Blut wie
moglich zu entfernen. AnschlieBend wurde es mit Papiertiichern getrocknet und sein
Gewicht gemessen. Hinzugefiigt wurde dann ein Saccharosepuffer (400- 900 pl; 0,25 M
Saccharose, 10 mM Tris, | mM EDTA, pH = 7,4) und danach wurde die ganze Probe
homogenisiert. Es erfolgte die Zentrifugation der homogenisierten Probe fiir 15 Minuten
bei g= 10000 und 4 °C und die Verbringung des Uberstandes in ein neues Réhrchen. Um
die Probeldsung des Gewebes vorzubereiten, wurde der Uberstand mit destilliertem
Wasser verdiinnt. Diese Probelosung wurde dann fiir die weiteren Bestimmungen

verwendet.

2.3.2.2 Bestimmung des Proteingehalts

Die Proteinmenge im Lungen- und Lebergewebe wurde spektrophotometrisch mit einem
im Handel erhiltlichen Kit gemessen (Bio- Rad DC Protein Assay, Kit- Katalognummer:
500- 0116, Bio- Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) und in der Einheit mg/ml

angegeben.

2.3.2.3 Bestimmung der SOD- Aktivitat und Auswertung

Die SOD- Aktivitit in der Leber und Lunge in der Einheit U/ml wurde
spektrophotometrisch mit einem kommerziell erhéltlichen Kit (SOD Assay Kit- WST,
Product Code 311, Dojindo Molecular Technologies, Inc., Japan) bestimmt. Diese Werte
wurden dann zum vorher bestimmten Proteingehalt ins Verhiltnis gesetzt, so dass sich
dann die endgiiltige SOD- Aktivitdt in U/mg Protein ergab. Zur Auswertung wurden dann

die Werte in der Kontrollgruppe mit denen in der spiaten Hyperoxiegruppe verglichen.

2.3.2.4 Bestimmung der Katalase- Aktivitat und Auswertung

Die Bestimmung der Katalase- Aktivitit im Lungen- und Lebergewebe wurde
spektrophotometrisch mit Hilfe eines kommerziell erhéltlichen Kits (Katalase Assay Kit,

Katalognummer: 219263, Calbiochem) durchgefiihrt. Die Angabe erfolgte zundchst in
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U/ml. Um die letztendliche Aktivititsangabe der Katalase in U/mg Protein zu erhalten,
wurden die Ergebnisse mit der zuvor gemessenen Proteinmenge verrechnet. Fiir die

Auswertung erfolgte der Vergleich zwischen den Aktivititen der beiden Versuchsgruppen.

2.3.3 Mikrobiologische Auswertung

2.3.3.1 Erregernachweis in den Blutproben und Abdominalabstrichen

Die Blutproben in den Blutkulturflischchen (aerob und anaerob) und die
Abdominalabstriche (vergleiche Kapitel 2.2 Versuchsdurchflihrung und
Materialgewinnung) wurden an den Laborbereich Mikrobiologie und Pathologie des
Tierforschungszentrums der Universitit Ulm geschickt (Albert- Einstein- Allee 11, 89081
Ulm). Beim Nachweis der Erreger kamen konventionelle Methoden der mikrobiologischen
Diagnostik zum Einsatz. Es wurden neben Mueller- Hinton- Blutagarplatten auch
Selektivndhrboden, vor allem MacConkey- Nédhrboden, insbesondere zum Nachweis der
Enterobakterien verwendet. Zur Speziesdifferenzierung wurde die Bunte Reihe fiir
Enterobakterien oder ein API 20 E- Testsystem (ein miniaturisiertes System zur
Identifizierung von Enterobakterien und anderer gramnegativer Stdbchen mit Hilfe von 23
standardisierten biochemischen Reaktionen; API= Analytischer- Profil- Index; E=
Enterobakterien) sowie auch andere API- Systeme von BioMérieux (BioMérieux GmbH,
Niirtingen, Deutschland) wie das API 20 NE- Testsystem (NE= Nicht Enterobakterien)
eingesetzt. Bei der Identifizierung von Staphylokokken und Streptokokken kam nach der
Anzucht ein Differenzierungsschema speziell fiir diese Erreger zum Einsatz. Die
Einteilung der Streptokokken in Serogruppen, z.B. C oder D, erfolgte mittels

Latexagglutination.

2.3.3.2 Zuordnung der Erreger in verschiedene Gruppen

Nach Bestimmung der Erreger wurde jeweils getrennt fiir Blutproben und
Abdominalabstriche ausgezdhlt, wie hdufig welche der einzelnen Erreger sowohl in der
Kontrollgruppe als auch in der spiten Hyperoxiegruppe insgesamt nachgewiesen worden
waren. Mit Unterstiitzung von Frau Dr. med. vet. Petra Kirsch (Laborbereich
Mikrobiologie und Pathologie, Tierforschungszentrum Universitdit Ulm) wurden den
Erregern Eigenschaften beziiglich ihrer Virulenz und ihres Sauerstoffbedarfs zugeordnet.
Dabei wurde beriicksichtigt, dass es sich bei manchen Keimen um Bakterien handelt, die
sowohl mit definierten Krankheitsbildern bei immunkompetenten Personen oder Tieren in

Zusammenhang stehen als auch Erkrankungen bei Abwehrgeschwiéchten hervorrufen.
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Ebenso kamen Bakterien vor, bei denen es nur wenige Berichte zu Erkrankungen in der
Literatur gibt, was auch beachtet wurde. Um eine sinnvolle Einteilung und Auswertung
sowie einen geeigneten Vergleich zwischen den Versuchsgruppen zu gewihrleisten und
einen eventuellen Unterschied beziiglich der Mikrobiologie zwischen der Kontrollgruppe
und der spiaten Hyperoxiegruppe festzustellen, wurden die nachgewiesenen Erreger in den
Blutproben und in den Abdominalabstrichen beziiglich ihrer Pathogenitit und ihrem
Sauerstoftbedarf in jeweils zwei Gruppen eingeteilt. So ergaben sich die Gruppen
»pathogen* und ,,apathogen* sowie ,,aerob“ und ,,anaerob®, in die die Zuordnung der
ausgezdhlten absoluten Haufigkeiten der jeweiligen Bakterien in der Kontroll- und spéten
Hyperoxiegruppe erfolgte. Dabei wurden die Erreger, bei denen wenig Krankheitsberichte
existieren, der apathogenen Gruppe und solche mit fakultativ pathogenen Eigenschaften
der pathogenen Gruppe zugeordnet. Die fakultativ anaeroben Erreger wurden der
anaeroben Gruppe subsumiert. Negative Blutproben wurden bei der Auswertung ebenfalls

beriicksichtigt.

2.4 Datenverarbeitung und Statistik

Zur Dokumentation der Daten und zur Durchfiihrung der deskriptiven Statistik wurde das
Programm Microsoft Office Excel 2003 verwendet. AuBler bei den mikrobiologischen
Ergebnissen, bei denen es sich um absolute Haufigkeiten handelt, wurden fiir die
Ergebnisse der beiden Versuchsgruppen der Median, Minimal- und Maximalwert
berechnet. Diese Werte werden im laufenden Text oder in Abbildungen aufgefiihrt. Des
Weiteren wurde das 1. und 3. Quartil (entspricht dem 25 %- und dem 75 %- Quantil)
berechnet. Fiir das Erstellen der Diagramme kam das Programm Sigma Plot fiir Windows
Version 10.0 zum Einsatz. In den Box- and- Whisker- Plots sind als Begrenzung der Box
das 1. und 3. Quartil und in der Mitte der Median dargestellt. Die Minimal- und
Maximalwerte sind durch Punkte gekennzeichnet. Die Whiskers begrenzen zusétzlich das
10 %- und das 90 %- Quantil. Die statistische Berechnung und Auswertung erfolgte mit
dem Programm Sigma Stat fiir Windows Version 3.5. Es kamen zwei statistische
Testverfahren zum Einsatz. Fiir die mikrobiologischen FErgebnisse der beiden
Versuchsgruppen wurde der Fisher’s exact Test angewendet, zum Vergleich der anderen
Ergebnisse der Kontroll- und spiten Hyperoxiegruppe erfolgte die Durchfiihrung des
Mann- Whitney Rangsummentests. Das Signifikantsniveau wurde bei beiden auf o= 0,05

festgelegt. Der p- Wert bezeichnet die Uberschreitungswahrscheinlichkeit.
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeine Erhebungsdaten

Fiir die Studie kamen 20 deutsche Hausschweine beiderlei Geschlechts zur Verwendung.
Ein weiteres Tier verstarb frithzeitig vor Versuchsende und konnte so nicht mit in die
Studie aufgenommen werden. In jeder Versuchsgruppe, d.h. sowohl in der Kontroll- als
auch in der spiten Hyperoxiegruppe, wurden jeweils 10 Schweine verwendet. In der
Kontrollgruppe hatten die Tiere ein medianes Gewicht von 51,0 kg (46,0- 58,5 kg). Das
Verhidltnis von ménnlichen zu weiblichen Schweinen war 7:3. In der spiten
Hyperoxiegruppe lag das Gewicht der Tiere im Median bei 48,5 kg (41,0- 54,0 kg). Das
Verhiéltnis der Geschlechter konnte in dieser Versuchsgruppe mit mannlich 4 zu weiblich 6

angegeben werden.

3.2 Histologische Ergebnisse

3.2.1 HE- und PAS- Farbungen der Lunge

3.2.1.1 Histomorphologische Veranderungen

Die festzustellenden histomorphologischen Verdnderungen der Lungengewebeschnitte
anhand der HE- und PAS- Férbungen entsprachen denen, wie sie bei der formalen
Pathogenese eines diffusen Alveolarschadensyndroms in der Lunge zu beobachten sind.
Sie konnten, wie bereits im Teil Material und Methoden erldutert (Siehe Kapitel 2.3.1.4), in
vier Schweregrade eingeteilt werden und jeder Lungenprobe wurde ein solcher zugeordnet.
Im Folgenden sind als histomorphologisches Ergebnis zundchst die Charakteristika der

einzelnen Schweregrade dargelegt.
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Schweregrad 1 — ..Noch weitgehend normal‘‘:

Die Schnitte diesen Schweregrades (siehe sich anschlieBende Abbildungen 4 und 5)
zeigten diinne, bindegewebige Alveolarsepten (Alveolarseptendicke durchschnittlich < 7
pm) mit keinem oder nur geringem Odem sowie auch kein interstitielles Odem. Es konnten
weder hyaline Membranen noch fibrése Verdnderungen festgestellt werden.
Entziindungszellen waren iiberwiegend keine zu sehen, nur teilweise wurden wenige

identifiziert.

Abbildung 4: )
Beispiel einer HE- Farbung in der Ubersicht mit dem Schweregrad 1. Es handelt sich um eine 50-

fache Vergroflerung (Okular 10x + Objektiv 5x). Es sind die diinnen Alveolarsepten und nahezu
fast iiberall fehlende Odeme zu erkennen.
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Abbildung 5:
Die Abbildung zeigt eine HE- Farbung im Detail mit dem Schweregrad 1. Die Vergroflerung

betrdgt 200x, das heilt Okular 10x und Objektiv 20x. Die Messungen zeigen, dass sich die
Alveolarseptendicke durchschnittlich unterhalb von 7 pm befand.

Schweregrad 2 — ..Serds- exudative Alveolitis®:

Bei diesem Schweregrad kommt es zur Freisetzung von Entziindungsmediatoren und einer
serosen Exudationsreaktion. In den Gewebeproben (siehe sich anschlieBende Abbildungen
6 und 7) war ein leichtes septales Odem zu erkennen, das zu leicht verbreiterten
Alveolarsepten fiihrte. Die Alveolarseptendicke betrug durchschnittlich zwischen 7 und 14
um. Es zeigte sich ebenfalls ein leichtes interstitielles Odem. Dies #duBerte sich durch
gestaute Gefdlle sowie durch méBig zu beobachtende Entziindungszellen und wenige
Stellen verdichteten Gewebes. Es konnten nur teilweise ganz geringe Atelektasen aufgrund
der Odeme, allerdings weder hyaline Membranen noch Anzeichen einer Fibrose

festgestellt werden.
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Abbildung 6:

Zu sehen ist eine HE- Farbung mit histomorphologischen Verdnderungen dem Schweregrad 2
entsprechend. Es handelt sich um eine Ubersicht in 50- facher VergroBerung (Okular 10x und
Objektiv 5x). Man erkennt die leicht verbreiterten Alveolarsepten durch das septale Odem sowie das
leichte interstitielle Odem, das sich unter anderem in leicht gestauten Gefien (schwarzer Pfeil) und
in leicht verdichtetem Gewebe (weiller Pfeil) an wenigen Stellen &duferte. (Die Markierungen in der
Abbildung sind beispielhaft gewahlt).

Abbildung 7:

Beispiel einer HE- Féarbung der Gewebeproben mit dem Schweregrad 2 im Detail (200- fache
Vergroferung, die sich aus Okular 10x und Objektiv 20x zusammensetzt). Die Messungen weisen
auf eine durchschnittliche Alveolarseptendicke zwischen 7 und 14 um hin.
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Schweregrad 3 — ..Fibrinexudation und hyaline Membranen‘‘:

Die Lungengewebeschnitte, denen dieser Schweregrad zugeordnet wurde (siehe sich
anschlieBende Abbildungen 8, 9 und 10), zeigten massiv septale Odeme und
dementsprechend dicke Alveolarsepten (> 14 um). Auch interstitielle Odeme waren miBig
vorhanden, vor allem durch die serofibrindse Exudationsreaktion. Es konnten teilweise
vermehrt Entziindungszellen sowie méBig atelektatische Areale, miBig gestaute Gefille
und Stellen miBig verdichteten Gewebes festgestellt werden. Im Gegensatz zu fibrosen

Veranderungen wurden hyaline Membranen und Fibrinablagerungen beobachtet.

Abbildung 8:
Die Abbildung zeigt den Schweregrad 3 anhand einer HE- Ubersichts- Firbung in einer

VergroBerung von 50x (Okular 10x + Objektiv 5x). Zu sehen sind die dicken Alveolarsepten durch
das septale Odem sowie miBig gestaute GefiBe (schwarze Pfeile) und miBig verdichtete
Gewebeareale (weiBe Pfeile) durch das interstitielle Odem. (Die Markierungen in der Abbildung
sind beispielhaft gewéhlt).
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Abbildung 9:

Es ist eine HE- Firbung des Schweregrades 3 in Detailvergroerung (200x; Okular 10x und
Objektiv 20x) mit drei beispielhaften Messungen der Alveolarseptendicke zu sehen. Diese lag
durchschnittlich bei mehr als 14 pm.

Abbildung 10:

Beispiel einer PAS- Farbung in 50- facher VergroBerung (Okular 10x + Objektiv 5x). Es sind
hyaline Membranen als amorphes PAS- positives Material (schwarze Pfeile) zu erkennen, die
charakteristisch fir den Schweregrad 3 waren. (Die Markierungen in der Abbildung sind
beispielhaft gewihlt).
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Schweregrad 4 — ..Fokale interstitielle Fibrose und Beginn der Organisation (sklerosierende
Alveolitis)“:

Bei den Lungengewebeschnitten diesen Schweregrades (siehe sich anschlieende

Abbildungen 11 und 12) konnten wie bei Schweregrad 3 ebenfalls septale und interstitielle
Odeme mit dicken Alveolarsepten sowie verdichtetes Gewebe und Entziindungszellen
festgestellt werden. Teilweise konnten Mikroatelektasen und ein subpleurales Odem
erkannt werden. Charakteristisch waren das Fehlen von hyalinen Membranen, die in
diesem Stadium wieder verschwinden, und das Vorhandensein von fokaler interstitieller
Fibrose, teilweise sehr zellreich (unter anderem Schaumzellen), mit Beginn der
Organisation, das heilit Beginn der Exudatresorption, der  kubischen
Alveolarepitheltransformation und des fehlgeneratorischen Umbaus der Alveolarwinde

durch proliferierende Lungenfibroblasten.

Abbildung 11:
Die oben stehende Abbildung ist ein Beispiel fiir eine HE- Farbung eines Lungengewebeschnittes

des Schweregrades 4. Es handelt sich um eine 25- fache VergroBerung (Okular 10x + Objektiv
2,5x). Zu sehen sind die septalen und interstitiellen Odeme und stark verdichtetes Gewebe sowie die
fokalen interstitiellen Fibrosen und somit der Beginn der Organisation.
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Abbildung 12:
Die oben stehende Abbildung ist ein weiteres Beispiel fiir eine HE- Férbung eines

Lungengewebeschnittes des Schweregrades 4. Es handelt sich um eine 25- fache VergroBerung
(Okular 10x + Objektiv 2,5x). Zu sehen sind ebenso die septalen und interstitiellen Odeme und stark
verdichtetes Gewebe sowie die fokalen interstitiellen Fibrosen und somit der Beginn der
Organisation.

3.2.1.2 Vergleich der beiden Versuchsgruppen

In der spaten Hyperoxiegruppe konnte, wie Abbildung 13 zeigt, die histomorphologischen
Schéden in den Lungengewebeschnitten betreffend, eine ganz leichte Tendenz zu den
héheren Schweregraden festgestellt werden, im Gegensatz zur Kontrollgruppe, die eher
niedrigere Schweregrade aufwies. Statistisch gesehen konnte aber kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen beziiglich des Schweregrades der
histomorphologischen Verdnderungen nachgewiesen werden (p- Wert= 0,496 im Mann-

Whitney Rangsummentest).
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Abbildung 13:
Darstellung des Schweregrades der histomorphologischen Lungenverdnderungen in der Kontroll-

und spéten Hyperoxiegruppe. Dargestellt sind jeweils der Median, das 1. und 3. Quartil, das 10 %-
und 90 %- Quantil und das vorher bekannte Minimum und Maximum. n= Anzahl der Tiere. p-
Wert= 0,496 => kein signifikanter Unterschied (p= Uberschreitungswahrscheinlichkeit).

Um den nicht signifikanten Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen noch
deutlicher zu machen, sind im Folgenden im Vergleich sowohl fiir die Kontroll- als auch
fiir die spiate Hyperoxiegruppe die absoluten Haufigkeiten der einzelnen Schweregrade
beziiglich der histomorphologischen Verdnderungen in den Lungengewebeschnitten

dargestellt (siehe nachstehende Abbildung 14).
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Abbildung 14:
Der Abbildung sind, was die histomorphologischen Verdnderungen der Lunge anbelangt, die

absoluten Haufigkeiten der einzelnen Schweregrade sowohl fiir die Kontroll- als auch fiir die spéte
Hyperoxiegruppe im Vergleich zu entnehmen. n= Anzahl der Tiere.

3.2.2 HE- Farbungen der Leber

Bei der morphologischen Begutachtung der gesamten HE- Farbungen der Leber war eine
quantitative Beurteilung nicht moglich. Es erfolgte eine qualitative Auswertung der
Lebergewebeschnitte und somit ein qualitativer Vergleich der spiten Hyperoxiegruppe und
der Kontrollgruppe. Es zeichneten sich keine auffilligen Unterschiede zwischen den
beiden Versuchsgruppen ab. In jeder Versuchsgruppe zeigten die Lebergewebeschnitte das
Bild einer minimalen akuten Stauung. Bereits makroskopisch, das heiit bevor die
Leberproben zu histologischen Schnitten verarbeitet wurden, waren auf der Schnittfliche
der Leberproben wenige rote, punktformige eingesunkene Bezirke aufgefallen. Sie
entsprechen den blutreichen Zentralvenen und den erweiterten ldppchenzentralen
Sinusoiden, was mit einer minimalen akuten Stauung korreliert. Im Folgenden wird
beschrieben, was histologisch in den HE- Farbungen der Leber festzustellen war.

Wie bereits angedeutet, entsprach auch das histologische Bild einer minimalen akuten
Stauung. Die Zentralvenen und die Sinusoide der Zone 3 zeigten sich geringgradig

dilatiert, was auch als perivenuldre Sinusdilatation bezeichnet werden kann und sich als
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zentrale Stauungsstralen zeigt. Dies fiihrt an diesen Stellen zu einem leichten Eindriicken
der Leberzellplatten und somit zu einer geringgradigen Atrophie der ldppchenzentralen
Hepatozyten. Die Hepatozytenbédlkchen imponierten daher in diesen Bereichen als leicht
verschmilert und dissoziiert. Durch eine teilweise geringe Odembildung konnte an
manchen Stellen ldppchenzentral der Disse- Raum gesehen werden. Ansonsten zeigte sich
insgesamt in den Schnitten ein regelrecht aufgebautes ldppchenartig strukturiertes
Lebergewebe mit in Gestalt und Anzahl regelrechten Portalfeldern. Die Gallenginge
stellten sich mit erhaltener Basalmembran dar. Es konnte keine Vaskulitis, keine
Cholangitis, keine Grenzzonenhepatitis, keine Aktivierung des Sternzellsystems und auch
keine wesentliche Fibrose festgestellt werden. AuBler den bereits oben beschriebenen
Veridnderungen zeigten die Hepatozyten sonst ein ruhiges Kernbild sowie eine
einschichtige trabekuldre Anordnung. Die folgenden Abbildungen 15 und 16 zeigen die

beschriebenen histomorphologischen Merkmale der Leber.

Abbildung 15:
HE- Farbung der Leber mit Darstellung der histomorphologischen Verdnderungen. Es handelt sich

um eine 25- fache VergroBerung (Okular 10x + Objektiv 2,5x). Zu sehen ist ein Zentralvenen-
Lappchen. Es lésst sich die geringgradig gestaute Zentralvene (weiller Pfeil) sowie um diese herum
die geringgradig dilatierten Sinusoide (schwarzer Pfeil) der Zone 3 mit den dortigen leicht
eingedriickten Leberzellplatten erkennen. (Die Markierungen in der Abbildung sind beispielhaft
gewihlt).
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Abbildung 16:
Ein weiteres Beispiel einer HE- Fiarbung der Leber mit Darstellung der histomorphologischen

Verdnderungen. Die VergroBerung betrdgt 50 x (Okular 10x + Objektiv 5x). Zu sehen ist ein
Zentralvenen- Lappchen. Es ldsst sich die geringgradig gestaute Zentralvene (weiller Pfeil) sowie
um diese herum die geringgradig dilatierten Sinusoide (schwarzer Pfeil) der Zone 3 mit den dortigen
leicht eingedriickten Leberzellplatten erkennen. (Die Markierungen in der Abbildung sind
beispielhaft gewéhlt).

3.2.3 TUNEL- Farbung der Lunge

Beim Vergleich der Anzahl apoptotischer Zellen pro 25 hochauflosenden Gesichtsfeldern
(HPFs= high power fields) in den beiden Versuchsgruppen ergab sich ein statistisch
signifikanter Unterschied, wie die untenstehende Abbildung 17 zeigt. Die Biopsien der
Kontrollgruppe zeigten deutlich hohere Apoptosezahlen als die der spiten
Hyperoxiegruppe (p- Wert< 0,001 im Mann- Whitney Rangsummentest). Abbildung 18

auf der nichsten Seite veranschaulicht ein Beispiel einer TUNEL- Farbung der Lunge.
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Abbildung 17:

Es wird zum Vergleich sowohl fiir die Kontrollgruppe als auch fiir die spdte Hyperoxiegruppe
jeweils die Anzahl der Apoptosen pro 25 HPFs (high power fields) gezeigt. Dargestellt sind jeweils
der Median, das 1. und 3. Quartil, das 10 %- und 90 %- Quantil sowie das Minimum und Maximum.
n= Anzahl der Tiere. 4+ = p- Wert< 0,001 => signifikanter Unterschied (p=
Uberschreitungswahrscheinlichkeit).

Abbildung 18:
Beispiel einer TUNEL- Féarbung der Lunge. Dunkelrot angeférbt zeigen sich die Nuclei (Pfeile), die

eine Apoptose durchlaufen. Es handelt sich um eine 400- fache VergroBerung (Okular 10x und
Objektiv 40x).
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3.2.4 TUNEL- Farbung der Leber

Die Lebergewebeschnitte der Kontrollgruppe wiesen in der TUNEL- Farbung hohere
Anzahlen an Apoptosen pro 25 hochauflosenden Gesichtsfeldern (HPFs= high power
fields) auf als die Leberproben der spiten Hyperoxiegruppe. Dennoch erreichte dieser
Unterschied knapp keine statistische Signifikanz im durchgefiihrten Mann- Whitney-
Rangsummentest (p- Wert= 0,066) (siche Abbildung 19). Die Abbildung 20 zeigt ein
Beispiel einer TUNEL- Féarbung der Leber.
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Abbildung 19:

Darstellung der Anzahl angefarbter Zellkerne pro 25 HPFs (= high power fields) in der TUNEL-
Féarbung fiir die Lebergewebeschnitte der Kontroll- und der spiaten Hyperoxiegruppe. Dargestellt
sind jeweils der Median, das 1. und 3. Quartil, das 10 %- und 90 %- Quantil sowie der Minimal- und
Maximalwert. n= Anzahl der Tiere. p- Wert= 0,066 => kein signifikanter Unterschied (p=
Uberschreitungswahrscheinlichkeit).
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Abbildung 20:
Die Abbildung zeigt ein Beispiel einer TUNEL- Féarbung eines Lebergewebeschnittes. Zu sehen ist

ein dunkelrot angefarbter apoptotischer Nucleus (Pfeil). Die VergroBerung betragt 400x,
zusammengesetzt aus Okular 10x und Objektiv 40x.

3.3 Aktivitat der antioxidativen Enzyme SOD und Katalase

3.3.1 Aktivitat der SOD in der Lunge

In der spiten Hyperoxiegruppe zeigten sich, wie in Abbildung 21 zu sehen, leicht hohere
Werte beziiglich der SOD- Aktivitdt [U/mg Protein] als in der Kontrollgruppe. Es konnte
aber kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen nachgewiesen
werden (p-Wert=0.079 im Mann- Whitney Rangsummentest; p steht fiir
,,Uberschreitungswahrscheinlichkeit*).
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SOD - Aktivitat [ U/ mg Protein ]
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Abbildung 21:
Darstellung der SOD- Aktivitdt der Lunge in U/mg Protein in der Kontroll- und spéten

Hyperoxiegruppe. Dargestellt sind jeweils der Median, das 1. und 3. Quartil, das 10 %- und 90 %-
Quantil sowie das Minimum und das Maximum. n= Anzahl der Tiere. p- Wert= 0,079 => kein
signifikanter Unterschied (p= Uberschreitungswahrscheinlichkeit).

3.3.2 Aktivitat der SOD in der Leber

Zwischen der bestimmten SOD- Aktivitdit [U/mg Protein] der Leber in den beiden
Versuchsgruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied, auch wenn die mediane
Aktivitdt in der spiten Hyperoxiegruppe ein wenig hoher war als in der Kontrollgruppe
und die Werte der Kontrollgruppe etwas verstreuter lagen als in der spéten
Hyperoxiegruppe (p- Wert= 0,903 im Mann- Whitney Rangsummentest). Dies zeigt die
nachstehende Abbildung.
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Abbildung 22:
Es ist die SOD- Aktivitit [U/mg Protein] der beiden Versuchsgruppen in der Leber dargestellt.

Abzulesen sind jeweils der Median, das 1. und 3. Quartil, das 10 %- und 90 %- Quantil sowie der
Minimal- und Maximalwert. n= Anzahl der Tiere. p- Wert= 0,903 => kein signifikanter Unterschied
(p= Uberschreitungswahrscheinlichkeit).

3.3.3 Aktivitat der Katalase in der Lunge

Trotz einer etwas stirkeren Streuung der Werte und eines hoheren Medians in der spiten
Hyperoxiegruppe konnte kein wesentlicher Unterschied beziiglich der Katalase- Aktivitit,
angegeben in U/mg Protein, in der Lunge zwischen dieser und der Kontrollgruppe
festgestellt werden. Dies ist ebenso der sich anschlieBenden Abbildung 23 zu entnehmen.
Im Mann- Whitney Rangsummentest erwies sich der Unterschied der Ergebnisse als nicht

signifikant (p- Wert= 0,653).
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Abbildung 23:
Darstellung der Katalase- Aktivitit [U/mg Protein] der beiden Versuchsgruppen in der Lunge.

Dargestellt sind jeweils der Median, das 1. und 3. Quartil, das 10 %- und 90 %- Quantil sowie das
Minimum und Maximum. n= Anzahl der Tiere. p-Wert= 0,653 => kein signifikanter Unterschied
(p= Uberschreitungswahrscheinlichkeit).

3.3.4 Aktivitat der Katalase in der Leber

Es konnte kaum ein Unterschied beziiglich der Katalase- Aktivitdt [U/mg Protein] in der
Leber zwischen den beiden Versuchsgruppen nachgewiesen werden (sieche unten in
Abbildung 24). Statistisch gesehen ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen der
Kontroll- und der spdten Hyperoxiegruppe (p- Wert= 0,967 im Mann- Whitney

Rangsummentest).
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Abbildung 24:
Es wird die Katalase- Aktivitit, angegeben in U/mg Protein, in der Leber im Vergleich zwischen der

Kontrollgruppe und der spiten Hyperoxiegruppe gezeigt. Es erfolgt jeweils die Darstellung des
Medians, des 1. und 3. Quartils, des 10 %- und 90 %- Quantils sowie des Minimal- und
Maximalwertes. n= Anzahl der Tiere. p- Wert= 0,967 => kein signifikanter Unterschied (p=
Uberschreitungswahrscheinlichkeit).

3.4 Mikrobiologische Ergebnisse

3.4.1 Nachgewiesene Erreger in den Blutproben, ihre Eigenschaften und ihre

Haufigkeit in den Versuchsgruppen

Es konnten in den Blutproben mehrere verschiedene Erreger unterschiedlich hdufig mit
unterschiedlicher Pathogenitit und unterschiedlichem Sauerstoffbedarf nachgewiesen
werden. In der spdten Hyperoxiegruppe war im Gegensatz zur Kontrollgruppe eine
Blutprobe negativ, in der Kontrollgruppe kamen im Vergleich zur spiaten Hyperoxiegruppe
haufiger unterschiedliche Erreger vor. In beiden Versuchsgruppen konnte das Bakterium
Escherichia coli am haufigsten nachgewiesen werden. Die nachstehende Tabelle (Tabelle

1) gibt eine Ubersicht.
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Tabelle 1: Erreger in den Blutproben

Die verschiedenen nachgewiesenen Erreger in den Blutproben in beiden Versuchsgruppen mit ihren
Eigenschaften beziiglich hauptsdchlichem Vorkommen, Pathogenitit und Sauerstoffbedarf werden
tabelliert. Zusétzlich ist angegeben, in welcher Versuchsgruppe der jeweilige Keim wie oft

vorgekommen ist. K= Kontrollgruppe, sH= spéte Hyperoxiegruppe.

o . Gruppe/
Erreger Hauptsachliches V|rulenz/_ " Sauerstoffbedarf | Haufig-
Vorkommen Pathogenitat Keit
Bacterqldes Darmtrakt Fakultativ Anaerob K/1
ureolyticus pathogen
Escherichia Darmtrakt, Fakultativ Fakultativ K/8;
coli (Umwelt) pathogen anaerob sH/8
Escherichia Darmtrakt, Fakultativ
hermannii (Umwelt) Apathogen anaerob K/l
Darmtrakt,
Klebsiella Umwelt, auch Fakultativ Fakultativ K1
pneumoniae Atem-, pathogen anaerob
Urogenitaltrakt
Apathogen,
Lactobacillus Mund, Darm, wenige Fakultativ
S Vagina, Krankheits- anaerob und strikt | K/1
pp- Lebensmittel berichte anaerob
existieren
Oralstrepto- Mundhghle, Fakultativ Fakultativ
Rachen, Darm-, K/1
kokken Urogenitaltrakt pathogen anaerob
Haut, oberer .
Peptostrepto- Atem-, Darm-. Fakultativ Anaerob K/1
coccus spp. Urogenitaltrakt pathogen
Proteus Darmtrakt, Fakultativ Fakultativ K/1
mirabilis Umwelt pathogen anaerob
Sporenbildner | Umwelt Apathogen Aerob K/1
Pathogene und
Haut, fakultativ .
Staphylo- Nasenl6cher, auch Fakultativ
’ pathogene sH/1
coccus aureus | Darm- und Eigen- anaerob
Urogenitaltrakt schaften
Streptococcus Mundhghle, Fakultativ Fakultativ
mitis Rachen, Darm-, athogen anaerob K/
Urogenitaltrakt pathog
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3.4.2 Verqleich der Erreger in den Blutproben beziiglich ihrer Pathogenitat

In der Kontrollgruppe kamen etwas hdufiger sowohl pathogene als auch apathogene
Keime in den Blutproben vor als in der spiten Hyperoxiegruppe. In der spéten
Hyperoxiegruppe war einmal eine Blutprobe negativ. Es konnte aber kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen beziiglich der Pathogenitit der Erreger

nachgewiesen werden (p- Wert= 1,000 im Fisher’s exact test). Dies zeigt folgende

Abbildung.
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Abbildung 25:
Darstellung des Vorkommens pathogener und apathogener Erreger in den Blutproben der beiden

Versuchsgruppen in absoluten Hiufigkeiten. n= Anzahl der Tiere. p-Wert= 1,000 => kein
signifikanter Unterschied (p= Uberschreitungswahrscheinlichkeit).
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3.4.3 Vergleich der Erreger in den Blutproben beziglich ihres

Sauerstoffbedarfs

Es zeigte sich, wie der Abbildung 26 unten zu entnehmen, zwischen den beiden
Versuchsgruppen kein signifikanter Unterschied bei den absoluten Hiufigkeiten der
vorkommenden aeroben bzw. anaeroben Keime, auch wenn in der Kontrollgruppe mehr

aerobe und anaerobe Keime nachgewiesen wurden (p- Wert= 1,000 im Fisher’s exact test).
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Abbildung 26:
Darstellung der absoluten Héufigkeiten der aeroben und anaeroben Erreger in den Blutproben der

beiden Versuchsgruppen. n= Anzahl der Tiere. p- Wert= 1,000 => kein signifikanter Unterschied
(p= Uberschreitungswahrscheinlichkeit).
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3.4.4 Nachgewiesene Erreger in  den Abdominalabstrichen, ihre

Eigenschaften und ihre Haufigkeit in den Versuchsgruppen

Beim Nachweis von Erregern in den Abdominalabstrichen ergaben sich viele verschiedene
in beiden Versuchsgruppen. Die Keime konnten unterschiedlich hiufig nachgewiesen
werden und zeigten unterschiedliche Eigenschaften beziiglich der Virulenz/Pathogenitit
und des Sauerstoffbedarfs auf. Kein Abdominalabstrich war negativ. Sowohl in der
Kontroll- als auch in der spaten Hyperoxiegruppe konnte das Bakterium Escherichia coli
am hdufigsten nachgewiesen werden. Eine Ubersicht gibt die nachfolgende Tabelle

(Tabelle 2).

Tabelle 2: Erreger in den Abdominalabstrichen

Es werden die verschiedenen nachgewiesenen Erreger in den Abdominalabstrichen mit ihren
Pathogenitdt und Sauerstoffbedarf
aufgefiihrt. Des Weiteren ist der Tabelle zu entnehmen, in welcher Versuchsgruppe der jeweilige
Keim vorkam und dessen dortige Haufigkeit. K= Kontrollgruppe, sH= spite Hyperoxiegruppe.

Eigenschaften beziiglich hauptsdchlichem Vorkommen,

. Gruppe/
Erreger Hauptsdchliches | \/jrjen, Sauerstoffbedarf | Haufig-
Vorkommen keit
Umwelt, Apathogen mit
Acinetobacter | Krankenhaus- fakultativ Aerob
Iwoffii keim, Haut, pathogenen sH/1
Nahrungsmittel Eigenschaften
Umwelt, Apathogen mit
Acinetobacter | Krankenhaus- fakultativ Aerob
junii keim, Haut, pathogenen K/1
Nahrungsmittel Eigenschaften
Bacteroides Fakultativ K/1
fragilis Darmtrakt pathogen Anaerob
Apathogen,
Bergeyella wenige
(Weeksella) unklar Krankheits- Aerob K/1
zoohelcum berichte
existieren
e Darmtrakt, .
I?;S;r tlﬁgg:: Umwelt (v.a. g:glli)l;iv Anaerob K/1
Erdboden)
Enterobacter Darmtrakt, Haut, Fakultativ Fakultativ
sH/1
cloacae Umwelt pathogen anaerob
Escherichia Darmtrakt, Fakultativ Fakultativ K/10;
coli (Umwelt) pathogen anaerob sH/10
E. coli Darmtrakt, Fakultativ Fakultativ K/3;
himolysierend | (Umwelt) pathogen anaerob sH/3

Fortsetzung siehe nédchste Seite (S.45)

44



Ergebnisse

Fortsetzung Tabelle 2: Erreger in den Abdominalabstrichen
Es werden die verschiedenen nachgewiesenen Erreger in den Abdominalabstrichen mit ihren

Eigenschaften beziiglich hauptsdchlichem Vorkommen, Pathogenitdt und Sauerstoffbedarf
aufgefiihrt. Des Weiteren ist der Tabelle zu entnehmen, in welcher Versuchsgruppe der jeweilige

Keim vorkam und dessen dortige Héufigkeit. K= Kontrollgruppe, sH= spite Hyperoxiegruppe.

- Gruppe/
Erreger gs;l]f(:;?;:lel:::hes Virulenz Sauerstoffbedarf Hii-uﬁg-
keit
Darmtrakt,
Klebsiella Umwelt, auch Fakultativ Fakultativ
sH/1
oxytoca Atem-, pathogen anaerob
Urogenitaltrakt
Darmtrakt,
Klebsiella Umwelt, auch Fakultativ Fakultativ
pneumoniae Atem-, pathogen anaerob K/
Urogenitaltrakt
Apathogen,
Lactococcus Lebensmittel, wenige ‘
lactis Pflanzen, evt. Krgnkhelts— Aerob K/1
Darmtrakt berichte
existieren
Apathogen,
Micrococeus Umwelt, Haut, wenige
auch Krankheits- Aerob sH/1
SPP- Urogenitaltrakt berichte
existieren
Propioni- Haut, (auch Darm- .
bacterium , oberer Atem-, Fal;ultatlv Anaerob sH/1
acnes Urogenitaltrakt) pathogen
Proteus Darmtrakt, Fakultativ Fakultativ K/2;
mirabilis Umwelt pathogen anaerob sH/5
Providencia Darmtrakt, Fakultativ Fakultativ
. K/1
rettgeri Umwelt pathogen anaerob
Pathogene und
Pseudomonas | Feuchte Umwelt, | fakultativ Aerob K/4;
aeruginosa Krankenhauskeim | pathogene sH/4
Eigenschaften
Sporenbildner | Umwelt Apathogen Aerob sH/1
ol Tt | patogen > |5
Haut, Pathogene und
Staphylo- Nasenlocher, auch | fakultativ Fakultativ
sH/2
coccus aureus | Darm- und pathogene anaerob
Urogenitaltrakt Eigenschaften
Staphylo- Haut, auch Darm- | Fakultativ Fakultativ K/1:
coccus und pathogen ’
caseolyticus Urogenitaltrakt anaerob sH/2

Fortsetzung siehe néchste Seite (S.46)
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Fortsetzung Tabelle 2: Erreger in den Abdominalabstrichen

Es werden die verschiedenen nachgewiesenen Erreger in den Abdominalabstrichen mit ihren
Eigenschaften beziiglich hauptsidchlichem Vorkommen, Pathogenitit und Sauerstoffbedarf
aufgefiihrt. Des Weiteren ist der Tabelle zu entnehmen, in welcher Versuchsgruppe der jeweilige
Keim vorkam und dessen dortige Haufigkeit. K= Kontrollgruppe, sH= spite Hyperoxiegruppe.

- Gruppe/
Erreger Hauptsichliches Virulenz Sauerstoffbedarf | Hiufig-
Vorkommen .
keit
Staphylo- g;‘(‘;t’ auch Darm- | b itativ | Fakultativ .
coccus cohnii Urogenitaltrakt pathogen anaerob
Staphylo- Haut Fakultativ Fakultativ K/1;
coccus hominis | 2" pathogen anaerob sH/1
Staphylo- Haut (v.a. bei Fakultativ Fakultativ
coccus pathogen fiir sH/1
. . Hunden) anaerob
intermedius Hunde
(S:(t)ifc) ﬁ}sllo- Haut (transient Fakultativ Fakultativ K/1;
simulans beim Menschen) | pathogen anaerob sH/1
Staphylo- Haut, auch Darm- Fakultativ Fakultativ
coccus warneri und . pathogen anaerob sH/I
Urogenitaltrakt
ISnt(e)Eg;ropho- Feuchte Umwelt, | Fakultativ Aerob K/1
maltophilia Krankenhauskeim | pathogen
Apathogen,
Mundhdhle, wenige . K/1
E:)r\filg tococcus Rachen, Darm-, Krankheits- {:I?::rléitw
Urogenitaltrakt berichte
existieren
Strentococeus Darmtrakt (auch
(EntI;rococclllls) Mundhohle, Apathogen Fakultativ K/1
Urogenitaltrakt), pathog anaerob
durans
Umwelt
Streptococcus ; Pathogene und
dysgalactiae Mundhghle, fakultativ Fakultativ
Rachen, Darm-, sH/2
subsp. Urosenitaltrakt pathogene anaerob
equisimilis £ Eigenschaften
Strentococcus Darmtrakt (auch
(En tlémcocc‘fls) Mundhéhle, Fakultativ Fakultativ K/3;
. Urogenitaltrakt), pathogen anaerob sH/3
faecalis Umwelt
Strentococcus Darmtrakt (auch
PROCOCEUS I Mundhshle, Fakultativ Fakultativ
(Enterococcus) . sH/1
. Urogenitaltrakt), pathogen anaerob
faecium
Umwelt
Mundhoéhle, Fakultativ )
St.rejptococcus Rachen, Darm-, pathogen Fakultativ K/1
mitis Urogenitaltrakt anaerob

Fortsetzung siehe néichste Seite (S.47) 16
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Fortsetzung Tabelle 2: Erreger in den Abdominalabstrichen

Es werden die verschiedenen nachgewiesenen Erreger in den Abdominalabstrichen mit ihren
Eigenschaften bezliglich hauptsdchlichem Vorkommen, Pathogenitit und Sauerstoffbedarf
aufgefiihrt. Des Weiteren ist der Tabelle zu entnehmen, in welcher Versuchsgruppe der jeweilige
Keim vorkam und dessen dortige Haufigkeit. K= Kontrollgruppe, sH= spite Hyperoxiegruppe.

achli Gruppe/
Erreger Hauptsichliches | vy 0, Sauerstoffbedarf | Hiufig-
Vorkommen -
keit
Mundhdhle Pathogene und
Rachen Da’rm- fakultativ
St?eptococcus Urogenitaltrakt pgthogene fakultativ anaerob | K/1
suis 11 (v.a. beim Eigenschaften
Schwein) fiir Mensch
und Schwein

3.4.5 Verqgleich der Erreger in den Abdominalabstrichen beziiglich ihrer

Pathogenitét

Beim Vergleich der Hiufigkeiten sowohl der pathogenen als auch apathogenen Erreger in
den Abdominalabstrichen (siehe folgende Abbildung 27) ergab sich zwischen der
Kontrollgruppe und der spiten Hyperoxiegruppe kein wesentlicher Unterschied. Es konnte
im durchgefiihrten statistischen Test (Fisher’s exact Test) kein signifikanter Unterschied

nachgewiesen werden (p- Wert= 1,000).
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Abbildung 27:
Es werden fiir die Abdominalabstriche der Kontroll- und spaten Hyperoxiegruppe die absoluten

Haufgkeiten der pathogenen und apathogenen Erreger im Vergleich dargestellt. n= Anzahl der Tiere.
p-Wert= 1,000 => kein signifikanter Unterschied (p= Uberschreitungswahrscheinlichkeit).

3.4.6 Vergleich der Erreger in den Abdominalabstrichen beziiglich ihres

Sauerstoffbedarfs

Die absoluten Hiufigkeiten sowohl der aeroben als auch der anaeroben Erreger waren im
Vergleich der beiden Versuchsgruppen &dhnlich. Es ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der Kontroll- und der spidten Hyperoxiegruppe beziiglich der
nachgewiesenen Erreger in den Abdominalabstrichen und ihres Sauerstoffbedarfs (p-

Wert= 1,000 im Fisher’s exact Test). Dies zeigt die nachstehende Abbildung.
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Abbildung 28:
Darstellung der absoluten Héufigkeiten der nachgewiesenen Erreger in den Abdominalabstrichen

der Kontroll- und spdten Hyperoxiegruppe beziiglich ihres Sauerstoffbedarfs. n= Anzahl der Tiere.
p- Wert= 1,000 => kein signifikanter Unterschied (p= Uberschreitungswahrscheinlichkeit).
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Effekte einer spiten hyperoxischen Beatmung mit reinem
Sauerstoff bei einem hyperdynamen, durch fikale Peritonitis induzierten Langzeitmodell
des vollentwickelten septischen Schocks beim Schwein untersucht.

Es sollten die Fragen gekldrt werden, welche Auswirkungen diese Beatmung mit 100 %
Sauerstoff 12 Stunden nach Induktion des septischen Schocks im Gegensatz zu einer
kontinuierlichen Beatmung mit Raumluft auf histomorphologische Parameter der Leber
und Lunge darunter die Apoptoserate hat und welche Rolle dabei die Antioxidantien und
die Mikrobiologie spielen.

Im Folgenden sollen neben den Charakteristika dieser Studie die diesbeziiglichen

Ergebnisse beleuchtet und diskutiert werden.

4.1 Charakteristika dieser Studie

In dieser Studie wurde beim Schwein ein hyperdynames Langzeit- Schockmodell durch die
Auslosung einer fdakalen Peritonitis induziert. Dafiir kamen Hausschweine beiderlei
Geschlechts mit einem Gewicht, das im Median bei 50,0 kg lag, zur Verwendung. Es
wurde die Tierspezies Schwein ausgewdhlt, da sie sich fiir die Realisierung dieser Studie
hervorragend eignet. Zum einen ist es bei diesen Tieren sehr gut moglich, die
erforderlichen Organ- und GefédBpraparationen zu vollziehen, die speziellen Katheter und
verschiedenen Messgerite einzubringen und ausreichend Blut- und Gewebeproben zu
entnehmen, um damit die notigen Analysen durchzufiihren und die entscheidenden
Ergebnisse zu gewinnen. Zum anderen besitzt das Schwein allen moglichen Spezies voran
die groflte Homologie mit dem Menschen, sei es anatomisch beziiglich Gefallversorgung
sowie Lage und Konfiguration der abdominellen und thorakalen Organe, biochemisch,
physiologisch, pathophysiologisch oder metabolisch. Viele Parameter und physiologisch
gemessene Werte dhneln denen des Menschen [4, 36, 37, 64, 102, 133].

Verschiedene Autoren [32, 41, 68, 85] haben Anforderungen fiir ein klinisch relevantes
Tiermodell in Analogie zur schweren Sepsis beim Menschen formuliert, darunter
Hypermetabolismus, niedriger peripherer Widerstand mit erhohtem Herzzeitvolumen,
respiratorische Insuffizienz mit erforderlicher maschineller Beatmung und Organversagen.
Das Modell beruht auf der Auslésung eines hyperdynamen Schocks durch kontinuierliche
Endotoxininfusion, womit unsere Arbeitsgruppe liber Erfahrungen verfiigt und woriiber

auch einiges in der Literatur zu finden ist [54, 99, 107, 118, 151, 162]. Im Rahmen einer
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Weiterentwicklung des bisher verwendeten Modells wurde in dieser Studie das
hdmodynamische Bild durch eine fidkale Peritonitis ausgelost. Dieses Vorgehen
reprisentiert ein in der Literatur inzwischen in diversen Studien etabliertes Modell, das als
besonders addquate Reproduktion des septischen Schocks beim Menschen gilt [57, 67, 79,
86]. Es handelt sich um ein hyperdynames, durch fiakale Peritonitis induziertes Langzeit-
Sepsis- bzw. Schockmodell, so wie es hdufig auf Intensivstationen auftritt. Die fdkale
Peritonitis reprisentiert zudem eine der wichtigsten Atiologien eines septischen Schocks.
Sie 16st im Gegensatz zur kontinuierlichen Infusion reinen Endotoxins eine realitdtsnahe
polymikrobielle Sepsis aus [15, 130]. Weiterhin fiihrt eine Endotoxininfusion initial zu
einer schnellen Entwicklung eines pulmonalen Hypertonus mit konsekutivem
Rechtsherzversagen und hypodynamer Kreislaufsituation. Dies kann bei unserem fikalen
Peritonitismodell durch die graduelle Entwicklung der Sepsis vermieden werden.

In dieser Studie wurden Gewebeproben von Lunge und Leber entnommen, da beides
entscheidende Organe, nicht nur bei Sepsis, sind. Leberintegritit und — funktion sind
ausschlaggebend fiir das Uberleben von Patienten, die unter einem Trauma, einer
Operation oder einer Infektion leiden [76]. Die Lunge ist das Organ, das mit dem hochsten
Gehalt an Sauerstoff konfrontiert wird und dessen gesamte Alveolarepitheloberfldche

direkt O, ausgesetzt ist [47].

4.2 Histologische Ergebnisse der Lunge und Leber

4.2.1 Histomorphologie

In der Lunge konnten typische Verdnderungen eines diffusen Alveolarschadensyndroms
nachgewiesen werden, darunter Odembildung, hyaline Membran- und Fibrinablagerungen
sowie interstitielle Fibrose. In der Leber zeigte sich das Bild einer minimalen akuten
Stauung mit geringgradig gestauten Zentralvenen und geringgradig dilatierten Sinusoiden,
wobei unter anderem ein Riickstau im Kreislaufsystem, eventuell auch bedingt durch
Verdnderungen in der Lunge, eine Rolle spielt. Wahrend die Leberpriparate qualitativ
beurteilt und zwischen den beiden Versuchsgruppen verglichen wurden, konnte beziiglich
der Ergebnisse der Lunge eine semiquantitative Auswertung erfolgen. Im Vergleich der
beiden Versuchsgruppen ergab sich sowohl fiir die Leber als auch fiir die Lunge kein
signifikanter Unterschied beziiglich der Histomorphologie.

Beziiglich der histologischen Verdnderungen sind vor allem die Alveolarepithelzellen und

die mikrovaskuldren Endothelzellen gefdhrdet [141]. Die Sepsis kann {ber den
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hiamatogenen Weg durch Endotoxine der Bakterien zu einer initialen Schéidigung des
Lungenendothels und somit zu den im Ergebnisteil beschriebenen Verdnderungen wie
Odembildung, Fibrinexudation und Fibrosierung fiihren (siehe unter 3.2.1.1) sowie auch zu
den Verdnderungen in der Leber beitragen (siehe Kapitel 3.2.2). Wihrend einer Sepsis
kommt es zudem zu einem hoheren Sauerstoffverbrauch, woraus die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) resultiert, die ihrerseits in biologischen Systemen neben
histomorphologischen Schéden auch Apoptose induzieren und durch ihre Schidigungen zu
Apoptose fiihren [49]. Die durch Sauerstoffradikale induzierte Odemformation kann
ebenso auf eine Beeinflussung der Lungenkapillaren zuriickgefiihrt werden, die eine
erhohte Permeabilitidt aufweisen [21]. Die toxischen Sauerstoffmetabolite wie z.B. das
Superoxid- Radikal kénnen allerdings auch direkt die Alveozyten in der Lunge schidigen
und so ein diffuses Alveolarschadensyndroms bedingen. Durch die Sauerstoffradikale oder
auch durch Apoptose kommt es zur Zerstorung der Alveolarepithelzellen Typ I, was zum
Kollaps dieser Barriere, zu erhdhter pulmonaler Permeabilitit und zum Odem [31, 149]
sowie zu einer Beeintrdchtigung des Gasaustausches und im schlechtesten Fall zum Tod
[97] fithren kann. Bei Verlust der Alveolarepithelzellen Typ II bleibt die Reparatur des
Alveolarepithels aus, da diese durch Proliferation und Differenzierung dafiir sorgen [148]
und zudem kann es zu einer Beschleunigung von Kollagenablagerungen und zu einer
Proliferation von Lungenfibroblasten kommen [161]. In unserer Studie wéren fiir genauere
Aussagen, z.B. beziiglich der vorwiegenden Beteiligung von Alveolarepithelzellen Typ I
oder II an den histomorphologischen Verdnderungen oder an den Apoptoseraten
weitergehende genauere Nachweisverfahren notig gewesen, so dass dariiber hier keine
Aussagen moglich sind.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen lassen sich mehrere Studien finden, in denen
Hyperoxie mit stirkeren histomorphologischen Schiaden korreliert und die bestétigen, dass
eine hyperoxische Umgebung zu toxischen Effekten fiihrt.

Eine andauernde Hyperoxie- Exposition verursacht Gewebe- und Organschiden [159] und
kann zum Tode fiithren wie beispielsweise bei Méusen, die mehr als 90 % Sauerstoff
ausgesetzt wurden und nach Zeichen von Lethargie und mangelndem Ess- und
Trinkverhalten letztendlich starben [1]. Je hoher bei einer Beatmung die
Sauerstoftkonzentration oder der Beatmungsdruck ist, umso gréBer sind die dadurch zu
erwartenden Schaden. Auch die Dauer der hyperoxischen Einwirkung spielt dabei eine
Rolle [73, 75]. AuBerdem haben wohl der Anteil verschiedener Organellen und die

Aktivitdt antioxidativer Enzyme wie der SOD und Katalase einen EinfluBl auf die
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Schiadigungen durch Hyperoxie [73]. In anderen Versuchsreihen konnte beobachtet
werden, dass Hyperoxie zu einer deutlichen pulmonalen Entziindung fiihrt, wobei
aktivierte neutrophile Granulozyten Proteasen und weitere freie von Sauerstoff abgeleitete
Radikale freisetzen, was zu Gewebeschidden fiihrt [6, 66]. Die akute Entziindungsantwort
mit der Neutrophilenrekrutierung hat also parenchymale, epitheliale und endotheliale
Beschddigungen zur Folge, was unter anderem zu einem Einstromen proteinreicher
Fliissigkeit in die Luftriume fiihrt [115]. In der Literatur finden sich Arbeiten, in denen
nachgewiesen werden konnte, dass hyperoxische Beatmung zu einem erhohten Level an
aktivierten Proteinasen fithrt, demnach einen Abbau der extrazelluliren Matrix mit ihren
Komponenten wie Kollagen zur Folge hat und so zur  Beeintrdchtigung des
Lungengewebes beitrdgt [117, 143]. Dabei wird spekuliert, dass die SOD, die ihrerseits
eventuell von Proteinasen inaktiviert werden kann, vor allem beim Verhindern der von
Superoxid vermittelten Zerstorung von Kollagen eine Rolle spielt [114], wofiir es in
unserer Studie allerdings keinen Anhalt gibt. Interessant ist, dass weitere Studien, die
Hyperoxie in Verbindung mit stirkeren histomorphologischen Schidden sehen, was in
unserer Studie nicht bestitigt werden kann, diesbeziiglich neutrophilen Granulozyten und
chemotaktischen Faktoren eine besondere Rolle zuschreiben. So konnte bei Kaninchen
wéhrend Hyperoxie ein grofler Einstrom an Neutrophilen in die Lungen nachgewiesen
werden, was einherging mit stirkerer zelluldrer Schadigung. Neutropene Versuchstiere
erfuhren kein Ansteigen der Leukozyten in den Lungen und zeigten einen verbesserten
Schutz vor der Exposition mit Sauerstoff und somit weniger Verdnderungen [131]. Auch
Studien von Johnson wund Mitarbeiter indizieren, dass Sauerstoffmetabolite zu
Lungenschidigung und interstitieller pulmonaler Fibrose fithren kénnen [77]. ROS kdnnen
also proinflammatorische Reaktionen initiieren und so den pulmonalen und systemischen
Stress vermehren und zu stirkeren Schadigungen fiihren [20].

In unserer Studie konnten in der spiten Hyperoxiegruppe weder in der Lunge noch in der
Leber signifikant stirkere histomorphologische Beschidigungen als in der Kontrollgruppe
nachgewiesen werden. Eine Erkldrung dafiir bleibt fraglich. Zu denken wére beispielsweise
an das Zytokin TNF- a. Obwohl TNF- o in bestimmten Situationen Apoptose induzieren
kann [108, 154] (siehe auch Kapitel 4.2.2), wurde in mehreren Studien gezeigt, dass die
intraperitoneale, die intravendse oder die intratracheale Applikation von Zytokinen wie
Tumornekrosefaktor und/oder Interleukin (II)- 1 Ratten gegeniiber O,- Toxizitét resistenter
macht. Dieser Schutz wird iiber eine Erhohung der Aktivitdt antioxidativer Enzyme

vermittelt [91, 146, 158], was allerdings in unserer Studie nicht nachgewiesen
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werden konnte. Trotz dieser ausbleibenden Aktivititserhohung stellen die antioxidativen
Enzymsysteme sowie die Mikrobiologie generell weitere Ansatzpunkte fiir mogliche
Erklarungen der histomorphologischen Ergebnisse dar. Darauf soll in den Kapiteln 4.3 und
4.4 eingegangen werden.

Die Ergebnisse der Histomorphologie sind ein Hinweis dafiir, dass eine Beatmung mit 100
% Sauerstoff nicht nur mit deletdren Effekten in Verbindung zu bringen ist. Wir erhielten
in der spiten Hyperoxiegruppe sogar eine geringere Anzahl an Apoptosen als in der
Gruppe mit normoxischer Beatmung, was sich mit vielen Erklarungsmodellen und
Ergebnissen in der Literatur nicht deckt. Dies fithrt zum nichsten Kapitel Apoptose, in dem

diese Problematik diskutiert werden soll.

4.2.2 Apoptose

Sowohl in der Lunge als auch in der Leber konnten in der spiten Hyperoxiegruppe
eindeutig weniger Apoptosen nachgewiesen werden als in der Kontrollgruppe. Wahrend
der Unterschied der Apoptosezahlen fiir die Lunge eine deutliche Signifikanz aufwies,
verfehlten die Ergebnisse der Leber diese nur knapp.

Die Ergebnisse unserer Studie sind erstaunlich, da sie auf einen eventuellen positiven
Effekt von Hyperoxie hinweisen. In der Literatur finden sich allerdings nur wenige
Arbeiten, die unsere Ergebnisse untermauern und die vor allem gegen Ende dieses Kapitels
erwdhnt und diskutiert werden. In den meisten Studien wird Hyperoxie dagegen als
schidlich bezeichnet und eher mit hoheren Apoptosezahlen in Verbindung gebracht.

So konnte in einer Studie von Mantell et al. gezeigt werden, dass das Ausmall von
Apoptose mit der Schwere der Hyperoxie- induzierten Schidigung korreliert [96]. An
dieser Stelle sei noch einmal erwéhnt, dass Apoptose sowohl gute als auch schlechte Seiten
haben kann (siehe unter 1.3.1 im Teil Einleitung). Man kann hier letztendlich nicht sicher
sagen, was in unserer Studie im Vordergrund steht. Dennoch weist diese Arbeit von
Mantell und Kollegen darauf hin, dass Apoptose in Verbindung mit Hyperoxie eher
deletdre Effekte aufweist und somit der durch Apoptose verursachte Gewebeverlust in
Lunge und Leber im Vordergrund steht. Durch Apoptose gehen in der Leber Hepatozyten
und in der Lunge Alveolarepithelzellen unter, die unter anderem fiir Reparaturarbeiten in
der Lunge nétig sind (Siehe 4.2.1). Weitere Studien liefern Ergebnisse, die sich nicht mit
unseren Resultaten decken, und zeigen zudem die verschiedenen komplexen
Regulationsmechanismen der Apoptose auf. Kantrow et al. zeigten, dass oxidativer Stress

zu vermehrter Initilerung von Apoptose fiihrt, wobei es der Zelle misslingt, ATP zu
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verbrauchen und ADP addquat zur Verfiigung zu stellen. Dies erhoht die Durchlassigkeit
der Mitochondrien und pridisponiert diese zur Abgabe von Cytochrom- C, was Apoptose
zur Folge hat [78]. Eine wichtige Rolle spielen also die reaktiven Sauerstoffspezies, die
tiber den erwdhnten Mitochondrienweg und iiber eine DNA- Schidigung mehr Apoptose
initiieren konnen [48, 49, 124]. Zhang und Kollegen konnten in ihrer Studie nachweisen,
dass bei Mausen die Exposition mit reinem Sauerstoff im Gegensatz zur Exposition mit
Raumluft eine starke Lungenschidigung, Epithelverschorfung und einen erhdhten durch
TUNEL dargestellten Apoptoseindex unter anderem bei den Alveolarepithelzellen zur
Folge hatte [165]. Einer Studie von O’ Reilly und Mitarbeiter ist ebenfalls zu entnehmen,
dass Hyperoxie mit einer vermehrten DNA- Strangbruchrate der pulmonalen Epithelzellen
einhergeht, wobei die Arbeitsgruppe erhohte Level des proapoptotischen Proteins p 53
aufzeigen konnte [112]. In der Literatur gibt es weitere Hinweise, dass eine Infektion
selbst, im weiteren Sinne somit auch eine Sepsis, iiber Endotoxine, Entziindungsvorgénge
und ROS bei der Apoptoseinduktion beteiligt sein kann und eine Hyperoxie diesen
Mechansimus im Gegensatz zu unseren Ergebnissen verstirkt. Zudem sollten in diesem
Zusammenhang auch die Apoptose- mitregulierenden Mediatoren TNF- o und Fas erwihnt
werden, obwohl tiber Fas in unserer Studie keine Aussagen getroffen werden konnen.
Infektionen, z.B. mit Legionella pneumophila, kénnen zu einer héheren Apoptoserate
fiihren und M4use, die zusidtzlich erhohten Konzentrationen an Sauerstoff ausgesetzt
wurden, zeigten im Gegensatz zur Kontrollgruppe ohne Hyperoxie gesteigerte
Apoptosezahlen, wobei der Nachweis der Apoptosen unter anderem mit Hilfe der TUNEL-
Féarbung erfolgte. Mduse mit einem Mangel an Fas, das Apoptose induzieren kann, wiesen
geringere Apoptosezahlen auf. Es sind wohl auch zusétzlich andere Fas- unabhingige
Signalwege an der Pathogenese der Organbeschddigung und der Apoptose beteiligt. Die
Tiere zeigten ebenso ein erhohtes Level an TNF- a, das in bestimmten Situationen
Apoptose induzieren kann, und eine Blockade dieses Zytokins fiihrte zu reduzierten
Apoptosezahlen. Allerdings war die Blockade von TNF- a nicht so effektiv beziiglich der
Uberlebensrate der Miuse wie die von Fas, was darauf hinweist, dass TNF- a selbst eine
multipotentiale Aktivitdt auf das biologische und immunologische System des Wirts haben
und so einen gewissen Schutz vor Pathogenen, Hyperoxie und deren Schiadigungen und
damit auch vor Apoptose darstellen konnte (siehe auch Kapitel 4.2.1) [13, 35, 53, 83, 108,
134, 141, 147, 154]. Dies verdeutlicht erneut die Komplexitdt der Apoptoseregulation und

deutet darauf hin, dass es Situationen geben kann, in denen moglicherweise die Hyperoxie
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iiber bestimmte Mechanismen, wie z. B. {iber das gerade erwdhnte multipotentiale TNF- a,
vor Apoptose schiitzt.

Im Gegensatz zu den bisherigen Ausfiihrungen gibt es einige wenige Studien, die mit
unseren geringeren Apoptosezahlen in der spiten Hyperoxiegruppe einhergehen und dafiir
Erklarungsansitze bilden. Ratten mit Klebsiella- infizierten Lungen wurden hyperoxischen
Bedingungen ausgesetzt und wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe unter Exposition mit
Raumluft weder eine erhohte Letalitit noch einen Anstieg an Histon- assoziierten DNA-
Fragmenten auf, die Marker fiir Apoptose sind [141]. Die Anpassung von Hypoxie auf
Hyperoxie bewirkte beispielsweise unter anderem in der Leber einen Membran-
stabilisierenden Effekt [2], was zur Verhinderung von Apoptose flihren konnte.
Moglicherweise fiihrt die Hyperoxie auch nicht direkt zum Zelltod wie Apoptose, sondern
gibt der Zelle Zeit und ermdglicht ihr so, einen eventuellen DNA- Schaden zu reparieren,
wodurch diese dann vor weiteren toxischen Effekten des oxidativen Stresses geschiitzt ist
[113].

Beziiglich eines anderen Zusammenhanges zwischen Sauerstoff und Apoptose ist denkbar,
dass hohe Dosen an molekularem Sauerstoff direkt in die Induktionswege der Apoptose
eingreifen, indem Caspasen oxidiert werden und so ihre Fdhigkeit verlieren, Apoptose
einzuleiten und durchzufiihren [63]. Moglicherweise ist hierbei tatsédchlich die Dosis
entscheidend und deshalb konnten in der spédten Hyperoxiegruppe weniger Apoptosen
nachgewiesen werden, da hier in den letzten 12 Stunden der Versuche im Gegensatz zur
Kontrollgruppe eine Beatmung mit 100 % Sauerstoff erfolgte. Da in der Leber der
Unterschied zwischen den Apoptosezahlen der Gruppen im Vergleich zur Lunge nicht
signifikant war, ist diesbeziiglich eventuell entscheidend, dass die Leber nicht wie die
Lunge direkt 100 % Sauerstoff ausgesetzt war. Es wire ebenfalls denkbar, dass die
Signalwege zur Apoptose dort entweder inkomplett durch Sauerstoff gehemmt oder diese
durch nachfolgende oxidative Verletzung umgangen werden.

Bei einer weiteren moglichen Erkldrung, wie Hyperoxie Sauerstoff- induzierte Apoptose
verhindern konnte, spielt der Transkriptionsfaktor NF- «B eine Rolle. Die
Apoptosechemmung hat laut Franek und Kollegen keinen direkten Zusammenhang mit der
Sauerstofftoxizitit oder einem signifikanten Anstieg antioxidativer Enzyme, sondern
scheint direkt mit dem durch Hyperoxie induzierten Abbau von I- kB und der darauf
folgenden Aktivierung von NF- kB in Beziehung zu stehen [44]. NF- kB schiitzt die Zellen
dann vor Apoptose durch die Hochregulierung von antiapoptotisch wirksamen Mitgliedern

der Bcl- 2- Familie sowie durch die Regulierung von Caspasen [34, 155]. Die Rolle des
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Proteins Bcl- 2 bei Apoptose zeigt sich auch in anderen Studien, in der die Uberexpression
von Bcl- 2 iiber die Beeinflussung apoptotischer Signalwege Hyperoxie- induzierten
Zelltod verhinderte und deutlich mit einem Abfall von Apoptosezahlen in Verbindung
stand [26, 106]. Proteine der Bcl- 2- Familie konnen auch an Aktivatorproteine der
Exekutionsmaschinerie andocken und so verhindern, dass die Initiator- Caspase der
Apoptose aktiviert wird. Nicht nur in der Lunge, sondern auch in der Leber konnten solche
Zusammenhdnge beobachtet werden [76]. Eine andere Moglichkeit ist, dass die
Aktivierung von NF- kB das zelluldre oxidative Gleichgewicht hin zu einem geringeren
oxidativen Status verdndern kann. Dies wird durch die Studien von Haddad und Kollegen
bestétigt [61]. Dariiber konnen in unserer Studie allerdings keine Aussagen gemacht
werden, da keine Messungen der NF- kB- Aktivitdt oder des Bcl- 2- Proteins durchgefiihrt
wurden.

Denkbar wire auch der folgende Zusammenhang. Bei Sepsis fithren nicht nur die daraus
resultierenden reaktiven Sauerstoffspezies zu Apoptose sondern auch unverbundene,
Rezeptor- vermittelte Signalwege, bei denen mdglicherweise proinflammatorische
Mediatoren ein Rolle spielen [23, 49]. Vielleicht werden genau diese durch die zusétzliche
hyperoxische Beatmung mehr gehemmt als durch eine normoxische, was sich dann in
niedrigeren Apoptosezahlen in der spiten Hyperoxiegruppe im Gegensatz zur
Kontrollgruppe zeigt.

Insgesamt beziiglich der histologischen Ergebnisse bleibt festzuhalten, dass die spéte
Hyperoxiegruppe weniger Apoptosezahlen zeigte und im histomorphologischen Vergleich
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen nachgewiesen
werden konnte. Trotz moglicher Erklarungsansétze bleibt dies in Anbetracht zahlreicher
Studien in der Literatur, die dies nicht bestatigen, ein {iberraschendes Ergebnis.

Weitere Ansatzpunkte stellen die Antioxidantien und die Mikrobiologie dar, iiber deren

Rolle in den folgenden Kapiteln diskutiert werden soll.
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4.3 Aktivitat der antioxidativen Enzyme SOD und Katalase in

Lunge und Leber

Sowohl in der Lunge als auch in der Leber zeigten sich im Vergleich der spéten
Hyperoxiegruppe zur Kontrollgruppe fiir die Aktivitit der antioxidativen Enzyme SOD
und Katalase keine signifikanten Unterschiede.

In Anbetracht der Tatsache, dass sich bei den Ergebnissen in der spiten Hyperoxiegruppe
sowohl fiir die Leber als auch fiir die Lunge geringere Apoptosezahlen und keine stirkeren
histomorphologischen Schéden ergeben haben, hitten hohere Aktivititen der SOD und
Katalase in dieser Versuchsgruppe einen moglichen Erkldrungsansatz dargestellt. Denn in
der Literatur sind viele Anhaltspunkte dafiir zu finden, dass Hyperoxie mit einer Erhohung
der SOD- Aktivitit einhergeht und diese Erhohung einen gewissen Schutz vor
Schidigungen bieten kann. So fiihrte bei Sdugetieren wie Ratten das Einatmen von 85 %-
igem Sauerstoff zu einer Aktivititserhohung der SOD [28] und Katalase, wobei auch
molekulare Regulationsmechanismen auf transkriptionaler und translationaler Ebene eine
Rolle spielen [69]. Dies bot sogar einen Schutz vor Schiden durch die nachfolgende
Exposition mit letalen Sauerstoffkonzentrationen (100 %) [27, 29, 30, 82], da antioxidative
Enzyme antioxidative Reaktionen begiinstigen und wie die SOD und Katalase direkt die
reaktiven Sauerstoffspezies zersetzen [20]. Die Anwendung von Antioxidantien, allen
voran die SOD, schwicht also die schiddlichen Effekte von freien Radikalen in Verbindung
mit Sepsis und Endotoxédmie ab [14, 87]. Knock- out Miuse ohne SOD waren gegeniiber
Hyperoxie empfindlicher als die Kontrollgruppe mit SOD [18] und transgene Méuse mit
einer SOD- Uberexpression iiberlebten unter hyperoxischen Bedingungen (95 % O)
wesentlich langer als die nicht- transgenen Kontrollen [160], was den in der Literatur
haufig beschriebenen schiitzenden Effekt der antioxidativen Enzyme erneut verdeutlicht.
Folz und Kollegen zeigten, dass bei transgenen Méusen durch erhohte Level an SOD in
den Lungen die Hyperoxie- induzierte Neutrophilenrekrutierung signifikant verringert
werden konnte, woraus sich eine geringere Schadigung der Lunge durch Hyperoxie ergab
[42]. Frank et al. haben herausgefunden, dass bakterielles Endotoxin zu einer
Aktivitatserhohung antioxidativer Enzyme wie SOD und Katalase fiihren kann und somit
einen schiitzenden Effekt auf Rattenlungen hatte, die Hyperoxie ausgesetzt wurden, was
sich auch in einer geringeren Letalitdt widerspiegelte [45, 46].

Es gibt allerdings in der Literatur auch einige Studien, die mit unseren Ergebnissen

einhergehen und diese untermauern. Bei Maiusen fiihrte bakterielles Endotoxin

58



Diskussion

beispielsweise zu keiner SOD- Aktivititserhohung [46]. Bei Franek und Mitarbeiter
wurden Alveolarepithelzellen einmal mit 95 %- igem Sauerstoff und einmal mit Raumluft
vorbehandelt und danach einer letalen Konzentration von H,O, ausgesetzt. Es kam zu
keinem  signifikanten = Anstieg  antioxidativer = Enzyme  (SOD,  Katalase,
Glutathionperoxidase) in der mit 95 %- igem Sauerstoff vorbehandelten Gruppe [44]. Oury
und Mitarbeiter konnten sogar bei Mausen einen signifikanten Abfall des SOD- Levels
durch die Beatmung mit 100 % O, feststellen, was zu einer Erhohung der
Lungenschidigung fiihrte [115]. Moglicherweise spielt auch die Tierspezies eine Rolle.
Forman und Kollegen berichten, dass in Experimenten mit Méausen, Meerschweinchen und
Hamster die Tiere keinen Anstieg der SOD- Aktivitét bei einer Sauerstoff- Exposition von
85 % aufwiesen [43]. Erwachsene Kaninchen zeigten unter Hyperoxie ebenfalls keine
Erhohung der Aktivititen von SOD und Katalase [5]. Denkbar wire auch, dass ein
Ansteigen der SOD und Katalase keine direkte Antwort auf hohe
Sauerstoffkonzentrationen ist, sondern eher eine Folge von Hyperoxie- induzierten
Lungenschidigungen [69]. Da in beiden Versuchsgruppen keine histomorphologische
Diskrepanz nachgewiesen werden konnte, wiirde dies demnach den fehlenden Unterschied
bei den antioxidativen Enzymen erkldren.

Es bleibt festzuhalten, dass sich also bei den Aktivititen der SOD und Katalase in der
spiten Hyperoxiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied
ergab. Daher konnen diese Parameter auch nicht als Erklarung flir die
histomorphologischen und apoptotischen Ergebnisse dienen. Dies ldsst die Fragen
autkommen, welche Rolle die Mikrobiologie spielt und welche Moéglichkeiten sich fiir die

Interpretation der mikrobiologischen Ergebnisse ergeben (siehe folgendes Kapitel).
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4.4 Mikrobiologische Ergebnisse in den Blutproben und

Abdominalabstrichen

Bei Sepsis sind Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiellen und Enterokokken hdufig und typisch vorkommende Keime [16]. Auch in
unserer Studie konnten in beiden Versuchsgruppen bei polymikrobieller Sepsis unter
anderem diese Keime nachgewiesen werden.

Zwischen den beiden Versuchsgruppen ergaben sich bei den mikrobiologischen
Ergebnissen allerdings keine Verdnderungen des mikrobiologischen Keimspektrums im
Blut und in der Abdominalhdhle hinsichtlich Pathogenitit und Sauerstoftbedarf. In der
Literatur findet sich aber eine Verkniipfung von Hyperoxie und Mikrobiologie, die einen
antibiotischen Effekt von Sauerstoff andeutet. So fiihrte die perioperative Beatmung von
Patienten mit 80 % Sauerstoff im Gegensatz zu der mit 30 % O, zu einer geringeren Rate
an chirurgischen Wundinfektionen und somit zu einer Reduzierung bakteriellen
Nachweises. Dies konnte abhingig sein von der Bildung bakterizider reaktiver
Sauerstoffspezies, auch durch Neutrophile, deren bakterizide Aktivitdt durch oxidatives
Toten vermittelt wird [3, 59, 132]. Zudem wurde gezeigt, dass aerobe im Gegensatz zu
anaeroben Bakterien das Enzym Superoxiddismutase besitzen und so Sauerstoff
moglicherweise schnell toxisch flir anaerobe Keime ist [103]. Weiterhin kann Hyperoxie
zur Verhinderung von bakterieller Translokation aus dem Darm fiihren, was giinstige
Auswirkungen haben kann [38, 55]. Allerdings gibt es in unserer Studie keinen Anhalt fiir
diese Mechanismen.

In Anbetracht der histomorphologischen Ergebnisse sowie der niedrigeren Apoptosezahlen
in der spidten Hyperoxiegruppe, die aufgrund des fehlenden Unterschieds nicht mit den
antioxidativen Enzymsystemen SOD und Katalase in Verbindung stehen koénnen, stellt sich
diesbeziiglich die Frage nach der Rolle der Mikrobiologie. Der fehlende Unterschied in
den mikrobiologischen Ergebnissen zwischen den beiden Versuchsgruppen ist vereinbar
mit dem Fehlen einer histomorphologischen Differenz. Eine Erh6hung von Inflammation
durch Bakterien mit konsekutiv stirkeren histomorphologischen Schiden in einer der
Versuchsgruppen konnte demnach nicht nachgewiesen werden. Bakterielle Pathogene
konnen zudem, um ihre pathogenen Effekte zu verbessern, ihrerseits Apoptose induzieren
und diese iiber Interaktionen mit Schliisselbestandteilen der Apoptosemaschinerie
modulieren [156]. In einer Studie von Fettucciari und Kollegen wurde gezeigt, dass

beispielsweise Gruppe- B- Streptokokken fdhig sind, in Phagozytosezellen des Wirts
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Apoptose zu induzieren [39]. Auch das Bakterium Staphylococcus aureus ist fahig, in
Endothelzellen Apoptose auszulésen [105], sowie dies auch E. coli- Endotoxin in
Rinderepithelzellen kann [50]. In der Literatur gibt es im Gegensatz dazu auch Berichte
dartiber, dass Lipopolysaccharide von Bakterien einen antiapoptotischen Effekt besitzen
konnen [72]. Da sich bei den mikrobiologischen Ergebnissen kein Unterschied zwischen
den Versuchsgruppen ergab und zudem nur im Blut und in der Abdominalhdhle und nicht
direkt in Lunge und Leber die bakteriellen Untersuchungen erfolgten, ldsst sich in unserer
Studie kein Zusammenhang zwischen den Resultaten der Apoptoseauszidhlung und der

Mikrobiologie erkennen.

4.5 Schlussfolgerung

Anhand eines klinisch relevanten durch fikale Peritonitis induzierten Sepsismodells beim
Schwein zeigen die erhobenen Daten, dass eine Beatmung mit reinem Sauerstoff bei einem
vollentwickelten septischen Schock im Vergleich zu einer kontinuierlichen Beatmung mit
Raumluft keine Auswirkungen auf die Aktivitdit der antioxidativen Enzyme
Superoxiddismutase und Katalase in Lunge und Leber hatte und sich auch keine
Verdanderungen des mikrobiologischen Keimspektrums im Blut und in der
Abdominalhdhle hinsichtlich Pathogenitidt und Sauerstoffbedarf zeigten. Des Weiteren
ging sie in Lunge und Leber nicht mit stirkeren histomorphologischen Beschiddigungen
einher und hatte niedrigere Apoptosezahlen zur Folge. In Anbetracht vieler Berichte liber
Sauerstofftoxizitit sind dies iiberraschende Ergebnisse, zumal die Resultate beziiglich
Antioxidantien und Mikrobiologie dafiir keinen Erkldrungsansatz bieten. Es stellt sich also
die Frage, ob eine Beatmung mit hoheren Konzentrationen an Sauerstoff, die bei Sepsis
und Hypoxé@mie sehr wichtig sein kann, unter Umstdnden nicht schidlich ist trotz hidufiger
Erwédhnung in wissenschaftlichen Arbeiten, sondern im Gegenteil vielleicht sogar einen
protektiven Effekt besitzt. Dem sollte in weiteren tierexperimentellen Arbeiten, auch
beziiglich moglicher Mechanismen, nachgegangen werden. Dies konnte ldngerfristig
gesehen dann auch nicht nur bei Sepsis Auswirkungen auf die Klinik und auf den Einsatz
von hoheren Konzentrationen an Sauerstoff, eventuell sogar bis zu 100 %, bei

Beatmungsstrategien haben.
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S _Zusammenfassung

Einleitung und Fragestellung: Sepsis ist nach wie vor ein schweres Krankheitsbild, das
mit einer hohen Mortalititsrate einhergeht. Eine lungenprotektive Beatmungsstrategie ist
Teil von mehreren verschiedenen Therapiesdulen dieser Erkrankung. In dieser Studie
wurden nun in einem hyperdynamen, durch fidkale Peritonitis induzierten Langzeitmodell
des vollentwickelten septischen Schocks beim Schwein die Effekte einer Beatmung mit
100 % Sauerstoff nach Vollentwicklung des septischen Schocks untersucht. Es sollten die
Fragen gekldrt werden, welche Auswirkungen diese Beatmung mit 100 % Sauerstoff 12
Stunden nach Induktion des septischen Schocks im Gegensatz zu einer Beatmung mit
Raumluft auf histomorphologische Parameter der Leber und Lunge darunter die
Apoptoserate hat und welche Rolle dabei die Antioxidantien und die Mikrobiologie
spielen.

Material und Methoden: Fiir die Studie kamen 20 deutsche Hausschweine zur
Anwendung. Die notwendige Menge autologer Faeces zur Auslosung des polymikrobiellen
septischen Schocks durch fékale Peritonitis war in Vorversuchen etabliert worden. Die
Schweine wurden in Allgemeinnarkose einer chirurgischen Préparation unterzogen, der
sich eine 8- stliindige Ruhe- und Erholungsphase anschloss. Anschlieend erfolgte die
Auslosung der fakalen Peritonitis. Darauthin entwickelten die Tiere in den ndchsten 12
Stunden eine Sepsis bzw. einen septischen Schock. Die Kontrollgruppe, bestehend aus 10
Schweinen, wurde wihrend der gesamten Versuchsdauer mit Luft beatmet bzw. erfolgte
eine Anpassung der inspiratorischen Sauerstoffkonzentration, um die Sauerstoffséttigung
tiber 90 % zu halten. Die 10 Tiere der spiten Hyperoxiegruppe erhielten zunéchst eine
Beatmung mit Luft und nach Entwicklung der Sepsis fiir 12 Stunden mit 100 % Sauerstoft.
Am Ende des Versuchs wurden Blutproben und Abdominalabstriche fiir die Mikrobiologie
und Gewebeproben von Lunge und Leber zur Aufbereitung sowie zur darauf folgenden
Bestimmung der antioxidativen Enzymaktivititen und zur Untersuchung der
Histomorphologie und Apoptoserate entnommen. Beziiglich Histomorphologie kamen die
HE (Hamatoxylin- Eosin)- und die PAS (Periodic Acid Schiff)- Farbung, beziiglich
Apoptose die TUNEL (TdT- mediated dUTP nick end labeling)- Firbung zum Einsatz.
Die Aktivitdten der antioxidativen Enzyme wurden mit im Handel erhiltlichen Kits und die
Keime mit gédngigen mikrobiologischen Nachweismethoden bestimmt.

Ergebnisse: Histomorphologisch gesehen zeigten die Gewebeproben der Leber das Bild

einer minimalen akuten Stauung und die der Lunge Veridnderungen, wie sie bei einem
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diffusen Alveolarschadensyndrom auftauchen. Bei der Auswertung der Histomorphologie
hinsichtlich des Vergleichs der beiden Versuchsgruppen wiesen diese sowohl fiir die Leber
als auch fiir die Lunge keine signifikante Verschiedenheit auf. Dagegen ergab sich in der
spiaten Hyperoxiegruppe allerdings eine deutlich geringere Apoptoserate als in der
Kontrollgruppe. Wahrend die Ergebnisse in der Leber nur knapp eine Signifikanz
verfehlten, zeigte sich in der Lunge eine eindeutige Signifikanz beziiglich der niedrigeren
Apoptosezahlen. Beziiglich der Aktivitdten von Superoxiddismutase und Katalase in
Lunge und Leber konnte zwischen den beiden Versuchsgruppen kein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden. Auch in den Blutproben und in den
Abdominalabstrichen ergab sich im Vergleich der beiden Versuchsgruppen hinsichtlich
Pathogenitit und Sauerstoffbedarf der nachgewiesenen Keime kein signifikanter
Unterschied.

Diskussion: In Anbetracht dessen, dass in der Literatur viele Berichte zur Toxizitdt des
Sauerstoffs existieren, die zeigen, dass Hyperoxie mit stdrkeren histomorphologischen
Schiden, mehr Apoptose und einer erhhten Mortalitét einhergehen, sind die Ergebnisse
dieser Studie recht iiberraschend, da sie nicht in diese Richtung weisen. Es sind aber auch
Arbeiten zu finden, in denen positive Auswirkungen einer Exposition mit Hyperoxie
nachgewiesen wurden. Dabei wird unter anderem die Moglichkeit aufgeworfen, dass der
Sauerstoff direkt oder iiber die Hochregulierung bestimmter Mediatoren in die
Apoptosewege eingreift und so diese verhindert. Aufgrund des mangelnden Unterschieds
zwischen den beiden Versuchsgruppen beziiglich Antioxidantien und Mikrobiologie liefern
diese Bereiche keinen Erkldrungsansatz fiir die Resultate der Histomorphologie und
Apoptoseauszihlung.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse dieser Studie fithren also zu der Frage, ob eine
Beatmung mit hoheren Konzentrationen an Sauerstoff, die bei Sepsis und Hypoxidmie sehr
wichtig sein kann, unter Umstinden nicht schédlich ist trotz hdufiger Erwdhnung in
wissenschaftlichen Studien, sondern im Gegenteil vielleicht sogar einen protektiven Effekt
besitzt. Dem sollte in weiteren tierexperimentellen Arbeiten, auch beziiglich moglicher
Mechanismen, nachgegangen werden. Dies konnte langfristig gesehen dann auch
Auswirkungen auf die Klinik, nicht nur bei Sepsis, und auf den Einsatz von hoheren

Konzentrationen an Sauerstoff, eventuell sogar bis zu 100 %, bei Beatmungsstrategien

haben.
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