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AbKkiirzungsverzeichnis:

ALI
ARDS
BAL
CMV

CFU

GBS- HD
IL
MPO

NaCl
NBT
OD
PFC
PMN
PLV
SD

SP-A/ SP-B

TLV
TNF

acute lung injury = akuter Lungenschaden
acute respiratory distress syndrome = akutes Atemnotsyndrom
Bronchoalveolidre Lavage

conventional mechanical ventilation = konventionelle
mechanische Beatmung

colony forming unit = koloniebildende Einheit

Gruppe B- Streptokokken- high density = hohe Dichte
Interleukin

Myeloperoxidase

Natriumchlorid

Nitroblautetrazolium

optische Dichte

Perfluorocarbone

Polymorphkernige Neutrophile

partial liquid ventilation = partielle Fliissigkeitsbeatmung
standard deviation = Standardabweichung

surfactant protein A/ B

total liquid ventilation = totale Fliissigkeitsbeatmung

Tumornekrosefaktor
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1 Einleitung

1.1 Perfluorocarbone und Fliissigkeitsbeatmung
1.1.1 Perfluorocarbone: Definition und Charakteristika

Perfluorocarbone, im folgenden PFC abgekiirzt, wurden in den 40er Jahren des 20.
Jahrhunderts im Rahmen des so genannten ,Manhattan Projects — dem Projekt zur
Entwicklung der Atombombe — als Isolationssubstanzen fiir hochreaktive Stoffe
synthetisiert (Clark 1970).

PFC sind vollstindig fluorierte, zyklische oder gradkettige Kohlenwasserstoffe, die
Heteroatome wie Sauerstoff, Stickstoff oder Brom besitzen konnen. Zumeist bestehen sie
aus 6-14 Kohlenstoffatomen. Makroskopisch sind PFC bei Raumtemperatur fliissig, klar
im Aussehen, farb- und geruchlos, fliichtig, sowie nicht wasserloslich.

Die Molekiilzusammensetzung, d.h. die Linge der Kohlenstoffketten, der Grad der
Substitution von Fluor durch andere Halogene, das Vorhandensein moglicher Seitenketten
und die sterische Anordnung bedingen die spezifischen Eigenschaften der verschiedenen
PFC.

Aufgrund ihrer thermischen und chemischen Stabilitét, welche auf den relativ kurzen und
meist unverzweigten Kohlenstoftketten und der hohen Bindungsenergie der Kohlenstoff-
Fluor-Bindung (Geyer 1983) beruht, gelten PFC als inert gegeniiber chemischen und
biologischen Reaktionspartnern.

Es konnte bisher weder im tierischen noch im humanen Organismus eine Metabolisierung
der PFC nachgewiesen werden (Smart et al. 1995).

Nach derzeitigem Kenntnisstand werden PFC nach intravenodser und auch intraalveolérer
Anwendung nur in geringem Ausmall vom retikulo- endothelialen System aufgenommen.
Der iiberwiegende Anteil wird iiber die Lunge abgeatmet (Ragaller et al. 2000).

Zu ihren herausragenden Eigenschaften gehort die Fihigkeit, in hohem MaBle Gase zu
losen. Die Loslichkeit der Gase in PFC nimmt in folgender Reihenfolge ab:
Kohlenstoffdioxid >> Sauerstoff > Kohlenstoffmonoxid > Stickstoff. Dabei verhilt sich
die in geloster Form transportierte Menge an Gas nach dem Gesetz von Henry direkt
proportional zum Partialdruck des entsprechenden Gases in der Umgebung (Riess et al.
1992). In Regionen mit niedrigerem Partialdruck geben die PFC den geldsten Sauerstoff

entsprechend der Partialdruckdifferenz an das umgebende Gewebe ab.



Ihr spezifisches Gewicht liegt bei 1,7- 1.93 g/ ml und ist somit fast doppelt so hoch wie
das von Wasser. Eine weitere charakteristische Eigenschaft der PFC ist ihre geringe
Oberflachenspannung, die je nach PFC zwischen 15- 18 mN/ m liegt (Smart et al. 1995).

Zusitzlich zeichnen sich PFC durch eine geringe kinematische Viskositit, einen niedrigen
Dampfdruck und einen hohen Spreitungskoeffizienten (die Eigenschaft, sich spontan auf

Oberfldchen auszubreiten) aus.

1.1.2 Entwicklung und Anwendung der Fliissigkeitsbeatmung

Erstmals in den 20er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde die Fliissigkeitsfiillung der Lunge
mit physiologischer Kochsalzlosung als moglicher Therapieansatz bei Giftgas-
Inhalationsopfern im 1. Weltkrieg erwidhnt (Winternitz 1920). Der limitierende Faktor fiir
das Uberleben der Patienten war jedoch die geringe Kapazitit von physiologischer NaCl-
Losung, unter normobaren Bedingungen Gase zu 16sen (O,- Loslichkeit 3 ml O,/ 100 ml
NaCl). Kylstra und Mitarbeitern gelang es 1962 erstmals unter hyperbaren Bedingungen,
Versuchstiere, in physiologische Kochsalzlosung getaucht, fiir einige Minuten am Leben
zu erhalten, bevor sie an einer respiratorischen Azidose, bedingt durch CO,- Retention,
verstarben (Kylstra et al. 1962). Auf der Suche nach einem geeigneten Medium mit hoher
Gasloslichkeit unter atmosphérischen Driicken und geringer Oberflachenspannung zur
intratrachealen Applikation wurden Substanzen wie Silikon und tierische sowie
pflanzliche Ole getestet. In Versuchen erwiesen sich diese jedoch als toxisch.
Perfluorocarbone erfiillten einige der geforderten Kriterien. 1966 gelang Clark und Gollan
erstmals eine Perfluorocarbon- Fliissigkeitsatmung bei Sdugetieren (Clark und Gollan
1966). Miuse, die in 100 % Sauerstoff dquilibriertes Perfluorocarbon (Tetrahydrofuran
FX 80®) fiir maximal 18 h eingetaucht wurden und in der Fliissigkeit spontan atmeten,
zeigten eine ausreichende Gewebeoxygenierung. Der anschlieBende Wechsel zu
Luftatmung gelang problemlos. In den darauf folgenden Jahren wurden verschiedene
Systeme der Fliissigkeitsbeatmung entwickelt. In den 70er Jahren wurde ein Modell
eingefiihrt, bei welchem man in die Lunge der intubierten Versuchstiere passiv mit Hilfe
der Schwerkraft O,- gesittigte PFC hinein- und zeitversetzt wieder hinauslaufen lief3
(Gollan et al. 1970). Darauf aufbauend wurde das Modell der Totalen
Fliissigkeitsbeatmung (TLV) entwickelt, bei der durch ein entsprechend konstruiertes
Beatmungsgerit das aus PFC bestehende Tidalvolumen kontinuierlich ausgetauscht wird,
und eine CO;- Elimination und eine Oxygenierung des PFC gewihrleistet werden konnte

(Moskowitz et al. 1970).



Fiir die Durchfiihrung der TLV wird ein spezielles Beatmungsgerit benotigt.

1991 wurde von Fuhrmann und Mitarbeiter ein Hybridsystem entwickelt, welches sie
,Perfluorocarbon associated gas exchange* (PAGE) oder ,Partial Liquid Ventilation*
(PLV) nannten (Fuhrmann et al. 1991). Bei der PLV wird die intraalveolire
Perfluorocarbonapplikation mit einer konventionellen Beatmung kombiniert. Die Lunge
wird dabei mit einem maximal der funktionellen Residualkapazitit entsprechendem

Volumen an PFC gefiillt und anschlieBend konventionell mit Gas beatmet.

Perfluoro- =

Abbildung 1: Prinzip der partiellen Fliissigkeitsbeatmung. Bei der partiellen
Fliissigkeitsbeatmung (PLV) wird die Lunge {iber ein spezielles
Ansatzstiick am Beatmungstubus mit Perfluorocarbon (PFC) gefiillt und
anschlieBend mit einem Beatmungsgerit ventiliert. Die eingesetzten PFC-
Volumina entsprechen maximal der funktionellen Residualkapazitit der

Lunge (aus Max et al. 2002).

Aufgrund von viel versprechenden tierexperimentellen Untersuchungen an verschiedenen
Lungenschiddigungsmodellen [,,adult respiratory distress syndrome* (ARDS) (Rotta et al.
1998); Mekonium- Aspirationssyndrom (Shaffer et al. 1994); Kongenitale
Zwerchfellhernie (Wilcox et al. 1997), ,,acute lung injury* (ALI) (Hirschl et al. 1995)],

wurden erste unkontrollierte klinische Studien einer PLV durchgefiihrt. Bei dem in
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humanen Studien eingesetzten PFC handelt es sich um Perflubron (LiquiVent®, Alliance
Pharmaceutical Corporation, San Diego, USA).

1995 wurden von Hirschl und Mitarbeitern erstmals 19 Patienten mit akutem
Lungenschaden aus pédiatrischem, neonatalem und erwachsenem Bereich im Rahmen
einer unkontrollierten Studie mit PLV behandelt (Hirschl et al. 1995). Diesen ersten
unkontrollierten humanen Studien folgten weitere multizentrische Phase- II und — III
Studien. In einer ersten randomisierten, kontrollierten Pilotstudie an 90 adulten Patienten
mit ARDS oder akutem Lungenschaden zeigte die PLV beziiglich der gewéhlten
Hauptzielparameter (beatmungsfreie Tage und Mortalitit) gegeniiber einer konventionell
beatmeten Patientengruppe (CMV) keinen Vorteil (Bartlett et al. 1997). 1998 wurde eine
weitere internationale multizentrische Phase III Studie gestartet. Von 1998-2000 wurden
311 Patienten mit ARDS in die Therapiegruppen CMV und PLV (eingesetzt in niedriger
und hoher Dosis) randomisiert. PLV fiihrte zu keiner Verbesserung beziiglich
beatmungsfreier Tage und Mortalitit im Vergleich zur CMV- Gruppe (Kacmarek et al.
2006).

1.1.3 Wirksamkeit und Nebenwirkungen der Fliissigkeitsheatmung

In verschiedenen Tiermodellen eines induzierten Lungenschadens wurden PLV und
konventionelle mechanische Gasbeatmung (CMV) miteinander verglichen. Im
Vordergrund der meisten Studien standen die Beobachtung der Beatmungs- und
Entziindungsparameter sowie der Lungenhistologie.

Es wurde beobachtet, dass es unter PLV zu einer Verbesserung der Oxygenierung und der
Lungen- Compliance, sowie zu einer antiinflammatorischen Wirkung kam. Letztere

Wirkung wird unter 1.1.4 ausfiihrlich besprochen.

Oxygenierung
Bei einer akuten Lungenschiddigung oder dem ARDS fiihren die pathophysiologischen

Veridnderungen zum alveoldren Kollaps, zur Atelektasenbildung oder zum Einstrom von
Fliissigkeit ins Interstitium bzw. in den Alveolarraum, dies besonders in den dorsalen,
schwerkraftabhingigen Arealen (Pelosi et al. 1999; Dani et al. 2003). Unter PLV breiten
sich die eingesetzten PFC aufgrund ihres hohen spezifischen Gewichts, ihrer niedrigen
Oberflachenspannung und des positiven Spreitungskoeffizienten gut in den Alveolen aus.
Besonders die dorsalen Areale werden dabei wieder erdffnet (Doctor et al. 1998), einer
Odembildung wird entgegengewirkt (Colton 1998), und man geht davon aus, dass dies zu

einem Rekruitment von Gasaustauschfliche im Sinne eines ,,Liquid- PEEP* (PEEP =
_4-



,»positive endexpiratory pressure‘) fiithrt und so eine verbesserte Oxygenierung zur Folge

hat.

Compliance
Von Neergaard zeigte 1929, dass ein groBBerer Druck fiir die Expansion einer gasgefiillten

als fiir eine fliissigkeitsgefiillte Lunge notig ist (Von Neergaard 1929). Tiitiincii und
Mitarbeiter bestétigten einen positiven Effekt der PLV auf die Atemmechanik (Tiitlincii et
al. 1993). Sie beobachteten eine Verbesserung der statischen und dynamischen
Compliance in der PLV.

Die Autoren diskutieren, dass die Verbesserung der Compliance zum einen durch die
Abnahme des Eroffnungsdrucks in den Alveolen im Sinne des ,,Liquid- PEEP*, und zum
anderen durch die niedrige Oberflichenspannung der PFC zu erkldren sei (Hirschl et al.
1995). In der Literatur wird auch von einer ,,Surfactant- dhnlichen* Wirkung gesprochen

(Leach et al. 1995).

Nebenwirkungen
Zu den Nebenwirkungen, welche in Zusammenhang mit der Fliissigkeitsbeatmung in der

Literatur erwihnt werden, gehoren das Auftreten von Pneumothorax (Hirschl et al. 1995,
Bartlett 1997), eine temporire Laktazidose (Wolfson et al. 1992), eine mukusbedingte
Blockierung des Tubus (Hirschl et al. 1995), sowie bei Verwendung bromhaltiger PFC
eine Beeintrichtigung der radiologischen Bildgebung (Shaffer et al. 1992). PFC fiihren
aufgrund ihrer hohen Rontgendichte zu einer symmetrischen Verschattung beider Lungen
und zu dadurch bedingten Schwierigkeiten in der Interpretation radiologischer

Thoraxaufnahmen (Infiltrate, Katheterlage etc.) (Kazerooni et al. 1996).

1.1.4 Antiinflammatorische Effekte von Perfluorocarbonen

In Tierversuchen und in verschiedenen in vitro Studien wurde eine antientziindliche
Wirkung von PFC beobachtet.

Anhand verschiedener Lungenschiddigungsmodelle konnte gezeigt werden, dass das
Ausmall der pulmonalen Schiddigung unter PLV signifikant geringer ist als unter
konventionell mechanischer Beatmung.

So zeigten Rotta und Mitarbeiter, dass nach intravendser Escherichia coli- Endotoxin
Gabe die Lungen PLV beatmeter Tiere in der histologischen Untersuchung weniger
interstitielle Entziindung, weniger Blutungen und eine geringere Anzahl an Atelektasen

und Nekrosen aufwiesen (Rotta et al. 1998). Wird in einem #hnlichen experimentellen
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Ansatz die Schiadigung in unterschiedlichen Lungenbereichen miteinander verglichen, so
zeigt sich, dass insbesondere die dorsalen Lungenbereiche von der PLV profitierten
(Rotta et al. 1999). In einem Modell des neonatalen RDS (= ,respiratory distress
syndrom*®) an frithgeborenen Lidmmern ist auch unter TLV die histologische Schidigung
deutlich geringer und die Gasaustauschfliche signifikant gréfer im Vergleich zur
konventionellen Beatmung (Wolfson et al. 1998).

Weiterhin finden sich in der PLV- Gruppe im Vergleich zur CMV- Gruppe nach
induziertem Lungenschaden im Tierexperiment weniger alveoldre Himorrhagien, weniger
Odem und weniger hyaline Membranen (van Eeden et al. 1999). In einem
Schidigungsmodell mittels Cobra Venom Faktor (CVF) zeigte sich, dass PLV auBBerdem
zu einer verringerten alveoldren Kapillarpermeabilitét fithrt, wenn man die PLV- Gruppe
mit der CMV- Gruppe nach CVF- Schiadigung vergleicht (Younger et al. 1997).

Neben diesen morphologischen Parametern ist auch versucht worden, das Ausmal} der
Schidigung biochemisch zu quantifizieren. Da im Rahmen der Schiddigungskaskade
insbesondere die oxidative Schidigung (,,respiratory burst®) eine Rolle spielt, wurde der
Grad der Lungenschidigung iiber eine Quantifizierung der Lipid- und Proteinoxidation
ermittelt. Nach Lungenschdadigung konnte unter PLV im Vergleich mit der
konventionellen Beatmung eine signifikante Reduzierung der oxidativen Schidigung von
Lipiden und Proteinen aufgezeigt werden (Steinhorn et al. 1999; Rotta et al. 2000).

Dass PFC auch auf einzelne, im Entziindungsprozess involvierte Zellen,
antiinflammatorisch  wirkt, konnten in vitro Studien zeigen. So sezernierten
bronchoskopisch gewonnene humane Alveolarmakrophagen, die nach PFC Inkubation
mittels Lipopolysaccharid stimuliert wurden, signifikant weniger TNF-a, IL-1 and IL-6
als Alveolarmakrophagen ohne PFC Inkubation (Thomassen et al. 1997). Auch die
Aktivitat von Alveolarmakrophagen wird durch den Kontakt mit PFC beeinflusst. Die
Produktion von Hydrogenperoxid durch Alveolarmakrophagen ist nach 2h Inkubation mit
PFC im Vergleich zur nicht behandelten Kontrolle signifikant reduziert (Smith et al.
1995).

Zu den weiteren Auswirkungen einer PFC Inkubation auf die Alveolarmakrophagen
zahlen eine verringerte Phagozytoseleistung (Steinhorn et al. 2000) und eine Abnahme
der Chemolumineszenz, welche als Mal} fiir die NADPH- Oxidase fungiert (Smith et al.
1995).

Da PFC in der Alveole mit dem endogenen Surfactantsystem in Kontakt kommt, ist es

wichtig zu wissen, inwieweit Surfactant die beschriebenen antiinflammatorischen
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Eigenschaften der PFC beeinflusst. Fiir Surfactant allein ist ein reduzierender Effekt auf
den ,respiratory burst* neutrophiler Granulozyten beschrieben worden (Herting et al.
1995, Rauprich et al. 2004). Auch gibt es aus der Literatur Hinweise, dass Surfactant PFC
spezifische Effekte beeinflussen kann. So reduziert eine PFC/ Surfactant- Emulsion in
Bakterienproliferationsversuchen die toxischen Eigenschaften des PFC- Typs FO 6167
auf Gruppe B- Streptokokken (Riidiger et al. 2001).

Auf der Suche nach Erkldrungsmodellen, welche die beobachteten antientziindlichen
Effekte moglichst umfassend beschreiben, werden unterschiedliche Hypothesen
diskutiert.

Eine erste Hypothese geht davon aus, dass PFC im Sinne einer rein mechanischen
Barriere agiert, indem es sich aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaften zelluldren
Oberflachenstrukturen anlagert und so Zell-zu-Zell- bzw. Zell-zu-Protein- (extrazellulr)
Interaktionen verhindert (Varani et al. 1996).

In einer zweiten Hypothese wird diskutiert, ob es wihrend der PLV lediglich zu einer
Lavage von Entziindungszellen, Mediatoren und Fliissigkeiten aus den distalen
Alveolarbezirken in zentralere Regionen kommt, was sich dann als Reduktion der
Lungenschidigung manifestiert (Hirschl et al. 1996; Colton et al. 1998).

Eine dritte Hypothese beschreibt ein auch als ,,open lung®“ bezeichnetes Konzept.
Aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften halten PFC die Alveolen offen. Dies
verhindert einerseits den Einstrom von Exsudat, Entziindungszellen und Mediatoren in
den Alveolarraum, andererseits verbessert es im Sinne eines ,liquid PEEP“ durch
Rekrutierung atelektatischer Lungenbezirke und durch Verbesserung der Compliance den
Gasaustausch (Amato et al. 1995, Colton et al. 1998).

Ergebnisse neuerer Studien geben Anlass dazu, in Betracht zu ziehen, dass PFC direkt
antientziindliche Eigenschaften haben. Ein Grossteil der bisherigen Daten spricht dafiir,
dass PFC intrazelluldre, eventuell energieabhingige Prozesse, beeinflussen (Steinhorn et
al. 1999, Obraztsov et al. 2000; Woods et al 2000).

Obwohl diese neueren Studien einen direkten, wenn auch wahrscheinlich unspezifischen,
Effekt von Perfluorocarbonen auf die Zielzellen zeigen, so ist der genaue
Wirkmechanismus noch unklar, und eine wahrscheinlich multifaktoriell bedingte

attenuierende Einflussnahme auf den Entziindungsprozess ist anzunehmen.



1.2 Polymorphkernige Neutrophile und Akute Lungenschidigung

1.2.1 Polymorphkernige Neutrophile aus zytologischer Sicht

Polymorphkernige Neutrophile (PMN) stellen 55-70 % der im Blut zirkulierenden
Leukozyten dar und haben einen Durchmesser von 12-15 pm. Morphologisch
charakteristisch fiir den ausgereiften segmentkernigen Granulozyten ist der aus 2-5
Segmenten, untereinander durch schmale Briicken miteinander verbunden, bestehende
Zellkern. Das Zytoplasma der PMN enthélt zahlreiche Granula, wovon die meisten zu den
so genannten spezifischen Granula gehoren. Thr Inhalt besteht zum grofiten Teil aus
Lysozym, Laktoferrin und Myeloperoxidase. Die Bildungsstitte der PMN ist das
Knochenmark, von dort aus wandern sie ins Blut, wo ihre Halbwertszeit 6- 7 h betrédgt
und gelangen so zu ihrem Wirkort, dem Gewebe. Ihre Funktion liegt hauptsédchlich in der
Abwehr akuter bakterieller Infektionen sowie im Abbau nekrotischen Gewebes. Hierzu
bedienen sie sich ihrer Fahigkeit zur Phagozytose und Bildung mikrobiozider
Sauerstoffradikale (,,respiratory burst), welche intrazellulir in Phagosomen und
sezerniert im Extrazellularraum wirken. Mittels Phago- oder Pinozytose aufgenommene
Partikel werden im Zellinneren in Vakuolen, dem sogenannten Phagosom gespeichert.
Dieses fusioniert mit Lysosomen zum Phagolysosom.

Die Abtotung der Bakterien erfolgt durch das Zusammenwirken verschiedener Faktoren
der Lysosomen. Zu den sauerstoffunabhingigen Mechanismen gehdren zum Beispiel die
Senkung des pH- Wertes, Lysozym, Proteasen und Defensine. Zu den
sauerstoffabhidngigen Mechanismen dagegen zidhlen die Halogenisierung essentieller
bakterieller Komponenten durch das H,O,- Myeloperoxidase- Halogen- System und die
Bildung hochreaktiver O,- Radikale (,,respiratory burst*) (Junqueira et al. 2005).



Abbildung 2: Gruppe polymorphkerniger Neutrophiler in lichtmikroskopischer
Darstellung (Farbung: Pappenheim, Vergroerung: 1000x)

1.2.2 Respiratory Burst

1933 beschrieben Baldridge und Gerard, dass PMN wihrend der Phagozytose von
Bakterien ihren Verbrauch an molekularem Sauerstoff erhohen (Baldridge et al. 1933).
Die eigentliche Bedeutung dieses spiter als ,;respiratory burst bezeichneten Prozesses
wurde deutlich, als Holmes und Mitarbeiter 1967 aufzeigen konnten, dass es beim
Syndrom der chronischen Granulomatose, welches sich klinisch durch gehéuft auftretende
bakterielle Infekte und Pilzinfekte auszeichnet, zu einem verminderten Verbrauch an
molekularem Sauerstoff und unzureichender Mikrobenabtétung kommt (Holmes et al.
1967).

Bei dem fiir den ,respiratory burst verantwortlichen Enzym handelt es sich um eine
NADPH- Oxydase. Sie besteht im nicht- aktivierten Zustand aus einer
membrangebundenen und vier sich im Zytosol befindenden Komponenten. Nach
Aktivierung, getriggert z.B. durch Phagozytose oder Zytokinexposition, bilden die
Komponenten ein membrangebundenes Multikomponenten- Elektronen- Transfer System

(Babior et al. 1999). Die NADPH- Oxidase transferiert Elektronen vom sich im Zytosol
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befindenden NADPH iiber die Zell- bzw. iiber die Phagosomenmembran auf Sauerstoff
(De Leo et al. 1996). Zu den primir entstehenden Produkten zihlen Superoxid- Anion
(O,) und Hydrogenperoxid, welche sich im Extrazellularraum bzw. im Phagolysosom
ansammeln. Diese besitzen eine relativ geringe mikrobiozide Aktivitdit und in
nachfolgenden enzymatischen Reaktionen werden stirker toxische Produkte katalysiert.
Hierzu zidhlen die Hydroxylradikale (OH), das ,singlet oxygen® ('‘O,) und
Hypochlorsidure (HOCL) (Junqueira et al. 1996).

HOCL gilt als das am stidrksten mikrobiozid wirkende Oxydant, welches von PMN
generiert wird (Klebanoff et al. 1968). Das fiir diesen Prozess verantwortliche Enzym ist
die in den azurophilen zytoplasmatischen Granula lokalisierte Myeloperoxidase (Bainton
etal. 1971).

Die so generierten Produkte des ,respiratory burst™ tragen entscheidend zur Abtotung
eindringender Mikroorganismen bei. Andererseits beschrinkt sich ihre Aggressivitit nicht
ausschlieBlich auf korperfremdes Material, sondern sie konnen im Rahmen der
ablaufenden Entziindungsreaktion Schaden an Zellen und Gewebe des eigenen

Organismus verursachen (Gallin et al.1999).

Plasmamembran

Phagosom

Zytoplasma

Granula

Abbildung 3: Mogliche Lokalisationen der NADPH- Oxidase und Aktivitit
[Generierung von Sauerstoffradikalen (O,-)] in humanen neutrophilen

Granulozyten (in Anlehnung an Dahlgren et al. 1999).
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1.2.3 PMN und ihre Bedeutung fiir die akute Lungenschéidigung

Der akute Lungenschaden (ALI) und das ARDS, als dessen schwerste
Manifestationsform, lassen sich definieren anhand ihres akuten Beginns, bilateraler
Verschattungen im Thorax- Rontgenbild, eines pulmonalkapilldren Verschlussdrucks < 18
mmHg, sowie einer schweren Hypoxie mit PaO2/ FiO2 < 200 mmHg (Bernard et al.
1994). Thre Mortalititsraten liegen auch heute noch, trotzt verbesserter
Behandlungsstrategien, bei 50% - 60%, und beide gehoren zu den am schwierigsten zu
behandelnden pulmonalen Erkrankungen pédiatrischer und adulter Intensivstationen.
Histologisch charakteristisch sind eine Zerstorung des Alveolarepithels, der
Basalmembran und des Kapillarendothels, was zu einer erhohten Permeabilitit und
Bildung eines proteinreichen intraalveoliren Odems fiihrt. Zu den Hauptrisikofaktoren
der Ausbildung eines ALI bzw. ARDS- Syndroms zéhlen Pneumonie,
Magensaftaspiration, Sepsis und Polytrauma in Verbindung mit hypovoldmischem
Schock (Ware et al. 2000).

Als ein elementarer Baustein in der Pathogenese des ALI/ ARDS werden die PMN und
ihre Funktion im akuten Entziindungsprozess angesehen (Luce et al. 1998).

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass nach hypovoldmischem Schock (Hierholzer
et al. 1998) und Endotoxin- Instillation (Parsey et al. 1998) schon nach kurzer Zeit PMN
ins Lungenparenchym einwandern. Weiland et al. konnten 1986 in Untersuchungen an
ARDS Patienten zeigen, dass die aus einer frithzeitig im Krankheitsverlauf
durchgefiihrten Bronchoalveoldren Lavage (BAL) gewonnene Zellpopulation zu etwa
70 % aus PMN besteht im Vergleich zu 0,2 % PMN in der BAL gesunder freiwilliger
Probanden.

In die Lunge -eingewanderte PMN modulieren entscheidend den akuten
Entziindungsprozess, indem sie proinflammatorische Zytokine wie z. B. TNF-a, IL-1p
und IL-8 (Shenkar et al. 1999), Wachstumsfaktoren und zytotoxische Produkte
sezernieren. Zu letzteren zédhlen die Gruppe der Sauerstoffradikale (Holman et al. 1988)
und die der Proteasen, im Besonderen die Neutrophilen FElastase und die Matrix-
Metalloproteinasen (Carden et al. 1998).

Auf der einen Seite ist dies die physiologische und protektive Antwort des Organismus
auf eine schwere Infektion oder Verletzung im Rahmen eines ablaufenden
Entziindungsprozesses bestehend aus Endothelzellaktivierung, Leukozytenrekrutierung
und Aktivierung sowie Permeabilititserhohung. Dieser physiologische

Entziindungsprozess kann zu einer Reparatur des Lungenschadens (restitutio ad integrum)
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fiihren. Unter Umstidnden kann er aber auch die pulmonale Schidigung potenzieren, ein
Prozess, in welchem PMN und ihre sezernierten Produkte wahrscheinlich einen groBen
Anteil haben (Moraes et al. 2003).

Ergebnisse verschiedener Studiengruppen bestitigen die zentrale Bedeutung von PMN in
der Pathogenese des akuten Lungenschadens. Zum Beispiel reduziert induzierte
Neutropenie in einem anschlieBenden Lungenschidigungsmodell Gefdpermeabilitdt und
Sauerstoffradikalbildung (Heflin et al. 1981; Till et al. 1982). Auch konnten Parsey et al.
1998 zeigen, dass Neutropenie den typischen Anstieg des proinflammatorischen IL-1
nach Endotoxin- Gabe fast vollstindig, den Anstieg von TNF-a signifikant reduziert. Im
akuten Lungenschaden ist IL-1p der hiufigste proinflammatorische Mediator in der BAL
(Pugin et al. 1996). Uber die potentiell destruktiven Eigenschaften sezernierter
Neutrophilen- Elastase im Entziindungsprozess berichten Carden und Mitarbeiter
(Carden et al. 1998), und eine Korrelation der Neutrophilen- Elastase- Aktivitdt im

Serum mit dem Ausmal} des Lungenschadens konnte aufgezeigt werden (Donnelly et al.

1995).

Freisetzung inflammatorischer
Mediatoren:

(TNF, IL-1,1L-2, 1L-4, IL-6, IL-8, PAF,
Eicosanoide, Sauerstofiradiakie,

Extravasation von exsudatives Odem

Plasmaproteine
(Albumin,
Gerinnungstaktoren)

PMN-Einstrom

epi- u. endotheliale
Permeabilitiitsstérung

Abbildung 4: Verinderungen der endo- und epithelialen Permeabilitdt beim ARDS mit
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten (PMN) in die Alveole,
alveolirer Odembildung, Freisetzung inflammatorischer Mediatoren (TNF
= Tumor- Nekrose- Faktor; IL- 1, IL- 8 = Interleukine; PAF = Plittchen
aktivierender  Faktor) sowie Extravasation von plasmatischen

Gerinnungsfaktoren (aus Walmrath et al. 2001).
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1.3 Polymorphkernige Neutrophile und Perfluorocarbone

PMN spielen als wichtiger Baustein im Entziindungsprozess eine bedeutende Rolle in der
Pathogenese der akuten Lungenschiadigung. Fiir Perfluorocarbone konnten in
verschiedenen Studien antiinflammatorische Eigenschaften nachgewiesen werden. Sie
wirken, in der PLV eingesetzt, pulmoprotektiv und reduzieren nach Inkubation mit
Alveolarmakrophagen unter anderem deren Phagozytoseleistung und
Sauerstoffradikalausschiittung (Smith et al. 1995).

Infolgedessen war es insbesondere von Interesse zu untersuchen, welche Auswirkungen

Perfluorocarbone auf PMN haben.

1.3.1 Auswirkungen von Perfluorocarbonen auf PMN

Einer der ersten Schritte in der Entziindungskaskade stellt die Akkumulation von
neutrophilen Granulozyten in der Alveole dar. Im Rahmen eines Schockmodells konnte
an Ratten gezeigt werden, dass unter PLV die Menge der in die Lunge eingewanderten
PMN, gemessen als Myeloperoxidase Aktivitdt, deutlich im Vergleich zur
konventionellen Beatmung reduziert ist (Younger et al. 1997). Wurden Schweine nach
Durchfiihrung eines einstiindigen kardiopulmonalen Bypasses mittels TLV beatmet, so
zeigte sich in der BAL eine signifikant niedrigere PMN-Anzahl als unter CMV (Jiang et
al. 20006).

Colton konnte in einem Schidigungsmodell mit Cobra Venom Faktor zeigen, dass eine
Therapie mit PLV die Anzahl an PMN in der Lunge (histologisch per Zihlung) und die
Aktivitdit der MPO im Vergleich zur konventionellen Beatmung als Therapiestrategie
deutlich reduziert. Wird die PLV erst 5 Minuten nach der Schadigung mittels CVF
initiiert, sind diese Ergebnisse interessanterweise nicht mehr so ausgeprigt, Die Autoren
schlieBen daraus, dass die PLV den frithen Inflammationsprozess unterdriickt (Colton et
al. 1998).

In in vitro Versuchen wurden die Auswirkungen von PFC auf PMN weiter untersucht. So
konnte gezeigt werden, dass eine Pridinkubation der PMN mit PFC zu einer reduzierten
Phagozytosefdhigkeit fithrt (Virmani et al. 1984). Auch neuere Untersuchungen konnten
eine signifikant reduzierte Phagozytoseleistung der PMN nach dreiligminiitiger
Inkubation mit PFC beobachten (Fernandez et al. 2001). Neben einer Einschriankung ihrer
Phagozytoseleistung konnte aufgezeigt werden, dass PMN nach PFC- Inkubation in ihren

chemotaktischen Eigenschaften deutlich reduziert sind (Virmani et al. 1984; Rossman et
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al. 1996). Gleiches gilt fiir die Aktivierbarkeit neutrophiler Granulozyten, gemessen als
Menge an freiem H,0, intrazellulir. Bereits nach kurzzeitigem PFC- Kontakt (2,5 min)
ist die Menge an freiem intrazellulirem H,O, signifikant geringer als in der PFC-freien
Kontrollgruppe. Ein zytotoxischer Effekt der PFC konnte nicht nachgewiesen werden
(Rossman et al. 1996).

Zu den Auswirkungen einer Prainkubation mit PFC auf die Sauerstoffradikalausschiittung
neutrophiler Granulozyten gibt es widerspriichliche Ergebnisse. So konnte gezeigt
werden, dass eine Prdinkubation isolierter, humaner neutrophiler Granulozyten mit einer
PFC- Emulsion zu einer signifikant reduzierten Sauerstoffradikalausschiittung nach
Stimulation mittels Phorbol- Myristrat- Acetat (= TPA: Tetra- Phorbol- Acetat) im
Vergleich zu einer nicht PFC inkubierten Kontrollgruppe fiihrt (Messverfahren:
Chemilumineszenz). Hierbei korrelierte das Ausmall der Abnahme mit der eingesetzten
PFC- Menge (Lowe et al. 1998). Zu &hnlichen Ergebnissen kamen McDonagh und
Mitarbeiter. In einem extrakorporalen Kreislaufmodell fiihrte die Anwesenheit einer
Perflubronemulsion wiéhrend der Zirkulation zu einer signifikanten Abnahme der
Sauerstoffradikalproduktion, wenn die anschlieend isolierten PMN antigen stimuliert
wurden (McDonagh et al. 2001). Allerdings zeigten &hnliche Untersuchungen an
Blutneutrophilen ein anderes Ergebnis. Nach einstiindiger Inkubation mit PFC ergab die
Bestimmung der Superoxid- und Hydrogenperoxidproduktion keine Unterschiede zur
Kontrollgruppe. Auch PMN, welche von ARDS Patienten aus der Bronchoalveolédren
Lavage (BAL) isoliert wurden, zeigten beziiglich der Superoxidanionenproduktion keinen
Unterschied zwischen PLV und konventioneller Beatmungstherapie (Younger et al.

1997).
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1.4 Fragestellung

Perfluorocarbone werden seit Jahren in der Fliissigkeitsbeatmung eingesetzt. Neben einer
Verbesserung  der  Lungencompliance  und  der  Oxygenierung  konnten
antiinflammatorische Eigenschaften nachgewiesen werden.

Studien haben gezeigt, dass eine Inkubation neutrophiler Granulozyten mit
Perfluorocarbonen zu einer Reduktion ihrer Aktivierbarkeit und ihrer phagozytotischen
und chemotaktischen  Eigenschaften  fiihrt.  Beziiglich der  granulozytéren
Sauerstoffradikalausschiittung nach PFC- Inkubation gibt es unterschiedliche
Beobachtungen. In Studien wird sowohl eine Reduktion, als auch keine Beeinflussung der
Sauerstoffradikalausschiittung diskutiert.

Die vorliegende Arbeit hat das Ziel, den Einfluss von Perfluorocarbonen auf den
,respiratory burst* und die Viabilitdt humaner Blutneutrophiler zu untersuchen.

Weiterhin sollte eine mogliche Beeinflussung der PFC spezifischen Effekte auf

neutrophile Granulozyten durch Surfactant untersucht werden.

Folgende Fragen sollten daher beantwortet werden:

e Welche Auswirkungen hat eine PFC- Priinkubation auf die basale Sauerstoff-
radikalausschiittung nicht stimulierter PMN? Sind die Effekte abhingig von der
eingesetzten PFC- Konzentration und von der Inkubationsdauer?

e Welche Auswirkungen hat eine Prdinkubation mit PFC auf die nachfolgende
Stimulierbarkeit der PMN? Besteht eine Abhéngigkeit der Effekte von der PFC-
Konzentration und Inkubationsdauer?

e Wie wirkt sich eine PFC-Prisenz wihrend der Antigenstimulation auf den
nrespiratory burst® aus? Welche Unterschiede bestehen zur reinen PFC-
Priinkubation?

¢ Beeinflusst die Anwesenheit eines Surfactantpriparates die beobachteten Effekte
einer PFC/ PMN Inkubation?

e  Welche Auswirkungen hat eine Inkubation mit PFC auf die Viabilitdt von PMN?

e Bestehen Unterschiede im Wirkungsausmall auf Sauerstoffradikalausschiittung
und Viabilitdt zwischen den eingesetzten PFC (PF 5080 und FO 6167)?

e Zeigen sich in der elektronenmikroskopischen Untersuchung Hinweise auf PFC-

bedingte morphologische Verinderungen der PMN?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Polymorphkernige Neutrophile

Die in den Versuchen eingesetzten neutrophilen Granulozyten wurden aus dem Blut
freiwilliger gesunder adulter Spender nach dem von Bgyum beschriebenen Verfahren

isoliert (Bgyum 1968). Eingesetzt wurden sie in der Konzentration 1x10°/ ml.

2.1.2 Perfluorocarbone

In den Versuchen dieser Arbeit kamen die Perfluorocarbone FO 6167 (ABCR, Karlsruhe,
Germany) und PF 5080 (3M, Neuss, Germany) zur Anwendung. FO 6167 ist
Perfluorooctylbromide (Strukturformel CgF;7Br) in nicht medizinischem Reinheitsgrad. In
Versuchen anderer Arbeitsgruppen wurden bereits toxische Eigenschaften des FO 6167
aufgezeigt (Riidiger et al. 1998; Riidiger et al. 2001). Perfluorooctylbromide (Perflubron)
von medizinischem Reinheitsgrad wurde in verschiedenen Tierversuchen und klinischen
Studien ohne toxische Effekte zu zeigen eingesetzt (LiquiVent, Alliance Pharmaceutical,
San Diego, CA). PF 5080 (Strukturformel CgF;3) wurde bereits erfolgreich in der
Fliissigkeitsbeatmung bei Tieren (Riidiger et al. 2003) und in in vitro Versuchen (Riidiger
et al. 2001) eingesetzt ohne toxische Eigenschaften zu zeigen.

Die nachfolgende Tabelle 1 fasst die physikalisch- chemischen Eigenschaften der

eingesetzten PFC zusammen.

Tabelle 1:  (Datenquelle: 3M Speciality Fluids Newsletter Vol 1 No. 1, April 1995 und
ABCR Karlsruhe)

Eigenschaft PF 5080 FO 6167
Chemische Formel CgsFig CgF7Br
Molekulargewicht (Dalton) 438 499
Dichte (g/ cm’ bei 25°C) 1,76 1,89
Oberflachenspannung (dyn/ cm bei 25°C) 15 18
Kohlenstoffdioxidloslichkeit (ml Gas/ 100 ml PFC bei 37°C) 160 210
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2.1.3 Candida

Bei dem in Versuchen zur Stimulierung verwendeten Candida- Antigen handelt es sich
um hitzeinaktivierte Candida albicans. In den Versuchen wurden sie zur Stimulation der
PMN in einer Konzentration von 3 x 10° Zellen/ ml (Versuchsreihen 3.1.2, 3.1.3) bzw. 3 x
10® Zellen/ ml (Versuchsreihen 3.1.4, 3.2) eingesetzt. IThre Konzentration wurde mittels

photometrisch eingestellter optischer Dichte ermittelt.

2.1.4 Bakterien

In einigen Versuchsreihen wurden zur Stimulation der PMN unbekapselte B3-
himolysierende Gruppe- B- Streptokokken (Streptococcus agalactiae) eingesetzt. Diese
unbekapselte ,high density* Variante, im folgenden als GBS-HD bezeichnet, wurde
mittels Gradientenzentrifugation in hypotonem Percoll® von dem bekapselten LD (,,low

density*)- Stamm separiert.

Der Referenzstamm GBS 090 Ia HD Colindale wurde freundlicherweise von Stellan
Hakansson (Abteilung fiir Pidiatrie, Umed, Schweden) zur Verfiigung gestellt. Die
Bakterien wurden durch Hitze abgetotet und auf die Endkonzentration von 1 x 10" CFU/

ml verdiinnt und in 0,9 % NaCl aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bei -70°C.

2.1.5 Surfactant

In den unter 3.1.4 beschriebenen Versuchen wurde den Ansidtzen Surfactant zur
Inkubation hinzugesetzt. Es wurde ausschlieBlich das modifizierte, natiirliche

Surfactantpriiparat Curosurf® (Nycomed Arzneimittel GmbH, Ismaning) verwendet.

Curosurf ® wird iiber mehrere Herstellungsschritte, die Waschen, Zentrifugieren,
Chloroform- Methanol- Extraktion und Fliissigkeitschromatographie beinhalten, aus

zerkleinerten Schweinelungen gewonnen (Robertson et al. 1990).

Curosurf © enthilt etwa 99% polare Lipide und 1% hydrophile niedermolekulare
Apoproteine (SP-B und SP-C). Das molare Verhiltnis von SP-B zu SP-C betrégt etwa 1:2
(Schiirch et al. 1995).

Das verwendete Material enthielt 80 mg Phospholipidfraktion pro Milliliter. In den
Versuchen wurde Curosurf ® mit RPMI- Medium auf eine Konzentration von 3 mg

Phospholipid/ ml verdiinnt und verwendet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung der PMN aus Spenderblut

Die Isolierung neutrophiler Granulozyten aus menschlichem Spenderblut erfolgte nach
der von Bgyum entwickelten Separationsmethode (Bgyum 1968), welche im folgenden
Abschnitt im Detail erldutert wird.

Die Arbeitsschritte zur Isolierung der neutrophilen Granulozyten finden zum Schutz vor
Kontamination unter einer Sterilbank (Micro Flow Biological Safety Cabinet; NUNC;
Wiesbaden- Bieberich) statt. Das venose Vollblut wurde uns freundlicherweise von
freiwilligen Spendern des Blutspendedienstes des Universititsklinikum Gottingen zur
Verfiigung gestellt.

36 ml Blut in vier 9 ml Serum- Monovetten (SARSTEDT; Niimbrecht) werden auf zwei
mit jeweils 10 ml Hemohes 6 % (BRAUN, Melsungen) gefiillte Perfusorspritzen
aufgezogen und fiir 30 min bei 37°C und 5% CO, aufrecht stehend inkubiert (Inkubator
CYTOPERM, HERAEUS, Hannover).

Wihrend dieser Zeit kommt es zur Sedimentation. Das Sediment, bestehend aus den in
die Hemohes- Losung sedimentierten Erythrozyten, wird verworfen, und der Uberstand
mit den enthaltenen Plasmakomponenten und Zellen aus der Leukozytenfamilie werden
vorsichtig, zu ungefidhr gleichen Teilen, auf vier mit je 2 ml Ficoll- Plaque
(PHARMACIA BIOTECH, Uppsala, Schweden) gefiillte 15 ml Rohrchen (SARSTEDT;
Niimbrecht) iiberschichtet und anschlieend fiir eine Zeitdauer von 30 min bei 428 g ohne
Bremse zentrifugiert (Minifuge GL, HERAEUS-CHRIST GmbH, Osterode).

Dieser als Gradientenzentrifugation bezeichnete Vorgang dient der Separation von
Lympho- und Monozyten, welche sich aufgrund ihrer geringeren Dichte oberhalb des
Gradienten anlagern. Die Uberstinde werden verworfen, und die Pellets, bestehend aus
PMN, Thrombozyten und restlichen Erythrozyten, werden in je 3 ml Lysispuffer (NH4CL
155 mM, KHCO3 10 mM, EDTA 0,1 mM) resuspendiert, gepoolt und auf je 10ml mit
Lysis Puffer aufgefiillt. Sie werden fiir 5 min bei 4°C gekiihlt bevor sie fiir 10 min bei
293 ¢ mit Bremse zentrifugiert werden.

Der aus lysierten Erythrozyten bestehende Uberstand wird verworfen, und die Pellets
werden in 10 ml PBS- Dulbecco Puffer w/o Ca** /Mg** (BIOCHROM KG, Berlin)
resuspendiert. Die anschlieBende Zentrifugation bei 203 g hat das Herauswaschen der
Thrombozyten zum Ziel, welche sich nach der Zentrifugation im Uberstand befinden,
anschlieBend abgesaugt und verworfen werden. Das nun aus Granulozyten bestehende
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Pellet wird in 10ml Kulturmedium (RPMI 1640 HEPES, Seromed, Berlin) resuspendiert
und gemischt (Vortex Genie, BENDER & HOHEIN AG; Ziirich; Schweiz). Es werden
50ul aus dem Inhalt in ein 1,5ml Reagiergefal (PP; SARSTEDT; Niimbrecht) mit 450ul
Kulturmedium RPMI iiberfiihrt, anschlieBend werden aus dieser Zellsuspension 50 pl
entnommen und mit 50 pl Trypanblau (SEROMED; Berlin) in einem neuen 1,5 ml
Reagiergefidl gemischt. Aus dem Trypanblauansatz wird die Viabilitit der PMN und die
vorliegende Zellzahl durch Auszédhlen unter dem Mikroskop in einer Neubauer-
Zihlkammer (BRAND; Germany) ermittelt. Die restlichen 9,95ml Zellsuspension werden
bei 293 g 10 min mit Bremse zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.

Das thrombozytenfreie Pellet wird mit RPMI- Medium so resuspendiert, um eine finale

PMN- Konzentration von 1 x 10° /ml zu erhalten.

Abbildung 5: Gradientenzentrifugation mit Ficoll-
Paque im Rahmen der PMN- Isolierung aus Vollblut.
Zellschichten (von unten nach oben): Erythrozyten,
Thrombozyten und PMN, Ficoll- Paque, Monozyten/
Lymphozyten, Plasma.

2.2.2 Nitroblautetrazolium Reduktionstest (NBT- Reduktionstest)

Um den oxidativen Metabolismus der PMN und die Auswirkungen einer PFC- Inkubation
der PMN auf diesen beurteilen zu konnen, wurde der Nitroblautetrazolium (NBT)-
Reduktionstest angewandt.

Das zugrunde liegende Prinzip des Testes ist die Reduktion des gelblichen,

wasserloslichen Tetrazolium- Farbstoffes zu dem bldulichen, nicht wasserloslichen
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Formazanfarbstoff. Induziert wird diese Reaktion durch die von PMN freigesetzten
Sauerstoffradikale, wie es zum Beispiel im Rahmen des ,respiratory burst“ bei der
Phagozytose als Erregerabwehr geschieht (siehe Kapitel 1.2.2).

Der NBT- Reduktionstest wurde bereits mehrfach im Rahmen von Untersuchungen
eingesetzt (Jarstrand et al. 1981, Herting et al. 1995).

In 1,5 ml Reagiergefden werden 50 pl einer 0,1 % NBT- Losung (gelost in HANKS-
SALT- SOLUTION und sterilfiltriert) vorgelegt. Dem NBT- Reagenz werden dann
100 ul PMN (in RPMI), welche zu den jeweiligen Zeitabnahmen (t1, t30, t60) aus den
Versuchsansitzen entnommen werden, hinzugefiigt.

Bei den unter 3.1.2 beschriebenen Versuchen wurde dem vorgelegten NBT- Reagenz zur
antigenen Stimulation der PMN zusitzlich 10 pl hitzeinaktivierte Candida bzw. GBS-HD
zugefiigt.

Anschlieend werden die Reagiergefile bei 37°C fiir 30 min im Schiittelinkubator
(180 upm) (THERMOSHAKE; Gerhardt; Bonn) inkubiert und nach Ablauf der Zeit durch
Zugabe von 100 ul 0,5 M HCL abgestoppt. Im Anschluss werden die Proben bei 814 g fiir
10 min zentrifugiert.

Das nun blau umgewandelte Formazan ist pelletiert, so dass der Uberstand abpipettiert
werden kann. Zur Resuspendierung werden 200 pl Dimethylsulfoxid (DMSO; Merck;
Darmstadt) dem Formazan zugefiihrt, kurz gemischt und fiir 6 min im Ultraschallbad
(Sonorex RK 100H, BANDELIN, Berlin) belassen und wiederholt durchmischt.
AnschlieBend werden je 180 ul aus dem Reagiergefdl entnommen und in eine Mikrotiter
Elisa Platte (NALGE NUNC INT; Wiesbaden; Germany) iiberfiihrt, und die optische
Dichte (OD) wird mittels ELISA- Spektrophotometer (Sunrise Remote, TECAN,
Osterreich) bei 540 nm Wellenliinge gemessen. Als Leerwertkontrolle dient die OD von
reinem Dimethylsulfoxid, welche nach Bestimmung von allen Ansétzen subtrahiert wird.
Die im ELISA- Spektrophotometer gemessene optische Dichte korreliert mit der
gebildeten und freigesetzten Menge an reaktiven Sauerstoffradikalen durch die PMN
(Jarstrand et al. 1981). Die individuell unterschiedliche basale Sauerstoffradikal-
ausschiittung sowie die Sauerstoffradikalausschiittung nach Antigenkontakt der einzelnen
Spender-PMN sind bei der Betrachtung der Ergebnisse zu bedenken.

Um mogliche Interaktionen des NBT- Reduktionstestes mit PFC zu untersuchen, wurde in
Kontrollversuchen NBT allein mit PFC inkubiert, ohne dass es durch PFC zu einer

Reduktion des Nitroblautetrazoliums kommt.
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,,neutrophil respiratory burst‘

NBT- Reagenz

Formazan
Candida resuspendiert
bzw. GBS-HD in DMSO
PMN
rosa dunkel blau

Inkubation bei 37° C

Abbildung 6: Schematisches Diagramm des Nitroblautetrazolium Reduktionstests
(NBT- Test) nach Herting 1995. (PMN = Polymorphkernige
Neutrophile, GBS-HD = ,high density* Variante der Gruppe B
Streptokokken, DMSO = Dimethylsulfoxid)

2.2.3 Viabilitits- und Zellzahlbestimmung

Da sich die vorliegende Arbeit mit den Auswirkungen von PFC auf den ,respiratory
burst“ neutrophiler Granulozyten befasst, war es von Bedeutung, eingehend zu
untersuchen, wie sich eine PFC Inkubation auf die Viabilitdt und Zellzahl der PMN

auswirkt. Hierzu haben wir uns folgender Testmethoden bedient.

2.2.3.1 Trypanblau

PMN wurden mit PFC inkubiert und zu den entsprechenden Zeitpunkten wurde den
Proben ein Aliquot entnommen. Dieses wurde mit Trypanblau (SEROMED; Berlin),
welches 1:2 mit PBS verdinnt und steril filtriert wurde, 3 min inkubiert. AnschlieBend
erfolgte die Auszdhlung der Zellen in einer Neubauer Zihlkammer unter dem

Lichtmikroskop (Typ IM; Zeiss; Germany). Das Zytoplasma von Zellen, deren
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Zellmembran nicht mehr intakt ist, ldsst sich durch Trypanblau violett-blau anfirben.

Diese Zellen, galten als avital und flossen nicht in die Zihlung mit ein.

2.2.3.2 Cell Counter

Analog zu der Trypanblau- Zellzdhlung wurde den Ansitzen nach erfolgter Inkubation zu
den angegebenen Abnahmezeiten ein Aliquot entnommen, und im Anschluss wurde sofort

die Zellzahl im Cell Counter (Micros 45, ABX- Diagnostics, Montpellier) bestimmt.

2.2.3.3 Zellproliferationsreagenz WST-1

Mit dem WST-1 Test (WST = Water-soluble tetrazolium salt) ldsst sich neben der
Zellproliferation auch die Zellviabilitit nachweisen. Das zugrunde liegende Prinzip des
WST-1 Tests ist die Reduktion von WST-1 Reagenz zu wasserloslichem Formazan durch
lebende Zellen.

WST-1 gehort zu der Gruppe der Tetrazolium- Salze, die in Mitochondrien lebender
Zellen durch das ,,Succinat- Tetrazolium Reductase* System, das seinerseits Bestandteil
der mitochondralen Atmungskette ist, in Formazan umgewandelt werden (Slater et al.
1963).

Die Gesamtaktivitit der mitochondralen Dehydrogenase korreliert hierbei mit der Zahl
metabolisch aktiver Zellen (Cory et al. 1991). Hohe Zellzahl im Gegensatz zu geringer
Zellzahl lasst eine erhohte Gesamtenzymaktivitit erwarten, was zu einer vermehrten
Umwandlung von gelbem WST-1 zu wasserloslichem, rotem Formazan fiihrt. Umgekehrt
lasst eine geringe Umwandlung in Formazan auf eine niedrige Zellzahl bzw. eine in ihrer
enzymatischen Aktivitit eingeschriankte Zellpopulation schlieBen. FEine genaue
Differenzierung ist nicht moglich. Quantifiziert wird das von lebenden Zellen produzierte
Formazan durch Messung der optischen Dichte im Multiwell- Spektrophotometer
(Sunrise Remote, TECAN, Osterreich) bei einer Wellenldnge von 450 nm und einer

Referenzwellenlinge von 690 nm.

In dieser Arbeit wurde der WST-1 Test im Anschluss an die PFC- PMN Inkubation
durchgefiihrt. 10 ul wurden aus den Ansidtzen entnommen, in eine Microwell- Platte, in
der bereits 50 ul WST-1 Reagenz vorgelegt waren, iiberfithrt und unter Schiitteln bei
37 °C fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde die optische Dichte photometrisch

gemessen.
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2.3 Versuchsablauf

Gegenstand dieser Arbeit war es, die Auswirkungen einer Inkubation der PMN mit PFC
auf den ,respiratory burst* zu untersuchen. Weiterhin wurden Viabilititsbestimmungen
(3.2) und elektronenmikroskopische Untersuchungen der PMN nach PFC Inkubation (3.3)
durchgefiihrt. In allen Versuchen wurden PMN in der Ausgangskonzentration von 1 x 10°
Zellen/ ml eingesetzt.

Um einen guten Kontakt der PMN mit dem hydrophoben PFC zu gewihrleisten, wurden
PMN und PFC unter permanenter Rotation (Sample Mixer Model MXIC 1, DYNAL,
Oslo) bei 37 °C miteinander inkubiert. Nach 17, 30" bzw. 60 min Inkubationszeit wurde
der NBT- Reduktionstest mit anschlieBender Messung der optischen Dichte als MaB fiir
die Sauerstoffradikalausschiittung durchgefiihrt. Grundsitzlich wurden zu allen
Versuchsreihen mindestens fiinf Messungen, je in Form von Doppelbestimmungen,
durchgefiihrt. Fiir die einzelnen Messungen und Versuchsreihen wurden PMN
verschiedener Spender verwendet.

Um spezielle Fragestellungen zu untersuchen, wurde dieser Basis- Versuchsablauf

modifiziert bzw. erweitert, auf welches im Folgenden nédher eingegangen werden soll.

2.3.1 Prainkubation der PMN mit PFC

Um zu untersuchen, welchen Einfluss PFC auf die Sauerstoffradikalfreisetzung der
neutrophilen Granulozyten haben, wurden PMN mit PFC inkubiert.

Die drei Ansitze bestehen aus einer PFC- freien Kontrolle (PMN in RPMI), sowie den
beiden PFC-Ansitzen (PMN + PF 5080 und PMN + FO 6167). Zunichst wurden PMN
und PFC in gleichen Mengen (Mischungsverhiltnis PMN/PFC 1:2) miteinander inkubiert.
In der Vorbereitung wurde zuerst das PFC in 15 ml Sarstedt Rohrchen vorgelegt,
anschlieBend erfolgte die PMN Zugabe. Jeder der Ansidtze wurde zu Versuchsbeginn kurz
durchmischt.

Zu definierten Zeitpunkten (t1 = 1 min, t30 = 30 min, t60 = 60 min nach Zugabe der
PMN) wurden aus diesen Ansidtzen 100 pl der Zellsuspension entnommen. In der Zeit
zwischen den Abnahmen erfolgt eine kontinuierliche Durchmischung bei 37 °C durch
Rotation. Vor jeder Abnahme wurden die Ansitze fiir 10 sec stehen gelassen, so dass sich
das schwere PFC am Boden absetzen konnte, und Zellen aus dem Uberstand entnommen

werden konnten.
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Die abgenommene 100 ul PMN-Suspension wurde in ein 2 ml Reaktionsgefif3, in dem
bereits 50 ul NBT- Reagenz vorgelegt waren, iiberfiihrt. Der NBT- Reduktionstest lief im
Anschluss wie unter 2.2.2 beschrieben ab.

In einer anschlieBenden Versuchsreihe wurde der PFC-Effekt dann auf eine mogliche
Konzentrationsabhédngigkeit hin untersucht. Die PFC wurden dazu in den Verhiltnissen
1:2, 1:4 und 1:10 mit den PMN inkubiert. Es wurden ansonsten keine Anderungen in der

Durchfithrung vorgenommen.

\ 4

! 130", 60 min ' 30 min '
Beginn NBT Abstoppen NBT

PMN/ PFC- Inkubation
NBT nach 1°, 30", 60 min

Abbildung 7:  Schematische Darstellung des Versuchsablaufs: Prainkubation der PMN
mit PFC

2.3.2  Priinkubation der PMN mit PFC und nachfolgende Stimulation

Um die Fihigkeit der PMN, nach Inkubation mit PFC Sauerstoffradikale auf einen
antigenen Stimulus hin zu bilden, zu untersuchen, wurden die PMN post incubationem
mit Candida bzw. GBS-HD stimuliert. Die Versuchsreihe wurde analog zu 2.3.1
durchgefiihrt. Es wurden 100 ul PMN der Zellsuspension zu den Zeitpunkten t1, t30 , t60
aus den Ansitzen (PMN in RPMI; PMN + PF 5080; PMN + FO 6167) entnommen und in
2 ml ReaktionsgefidBe, in denen 50 ul NBT- Reagenz und 10 ul Candida bzw. GBS-HD in
den Konzentrationen 3 x 10°/ml bzw. 1 x 10'% ml vorgelegt waren, iiberfiihrt. Der NBT-
Reduktionstest lief im Anschluss unverindert ab.

Um eine eventuell bestehende Konzentrationsabhéngigkeit der PFC-Effekte aufzuzeigen,
wurden die PMN ebenfalls in einer weiteren Versuchsreihe mit PFC in abnehmender
Konzentration (1:2, 1:4, 1:10) inkubiert und im Anschluss mit 10 pul Candida bzw. GBS-
HD stimuliert.
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I 1° 30", 60 min I 30 min I

Beginn NBT Abstoppen NBT
PMN/ PFC- Inkubation + Candida/
NBT nach 17, 30", 60 min bzw. GBS-HD

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs: Priainkubation der PMN
mit PFC und anschlieBende Stimulation

2.3.3 Inkubation der PMN mit PFC bei gleichzeitiger Stimulation

Nachdem zunidchst untersucht wurde, ob eine Prdinkubation der PMN mit PFC
Auswirkungen auf die Sauerstoffradikalbildung bei anschliefender Stimulation hat, so
wurde in dieser Versuchsreihe untersucht, ob eine Inkubation von PMN mit PFC die
Bildung von Sauerstoffradikalen bei gleichzeitiger Pridsenz des antigenen Stimulus
beeinflusst. Dazu wurde den drei Ansédtzen (PMN in RPMI, PMN + PF 5080, PMN + FO
6167) gleich zu Versuchsbeginn Candida (10 pl Candida/ 100 ul PMN) in einer
Konzentration von 3 x 10° Zellen/ ml zugefiigt. Die Abnahmen von 100 ul Zellsuspension
aus den Ansdtzen wurden zu den Zeitpunkten tl, t30 und t60 auf die in 2 ml
Reagiergefile vorgelegte 50 ul NBT- Reagenz iiberfiihrt. Der NBT- Reduktionstest und

die OD- Bestimmung wurden im Anschluss durchgefiihrt.

\ 4

I 1°,30°, 60 min I 30 min I
Beginn NBT Abstoppen NBT

PMN/ PFC- Inkubation
+ Candida bzw. GBS-HD

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs: Priinkubation der PMN
mit PFC bei gleichzeitiger Stimulation
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234  Inkubation der PMN und PFC bei gleichzeitiger Stimulation und

Surfactantzugabe

Da sich aus der Literatur Hinweise ergaben (Riidiger et al. 2001, Herting et al. 1995), dass
die Anwesenheit von Surfactant die Wirkung von PFC modifizieren konnte, wurde in
einer weiteren Versuchsreihe neben der Zugabe von Candida (10 pl Candida/ 100 pl
PMN) auch Curosurf (100 pl Curosurf/ 100 ul PMN) den Ansitzen dazugegeben. Das
Beibehalten der Konzentrationsverhiltnisse wurde beachtet. Curosurf wurde in einer
Konzentration von 3 mg Phospholipid/ ml eingesetzt.

Die vier Ansitze bestanden aus einer Kontrolle (PMN in RPMI), einem Ansatz aus PMN
und Curosurf, je einem Ansatz aus PMN und PF 5080 bzw. FO 6167 und einem Ansatz
aus PMN, PF 5080 bzw. FO 6167 und Curosurf. PMN und das PFC lagen in gleichen
Mengen vor (1:2). Jeder Ansatz enthielt 10 pl Candida/ 100 pl PMN in einer
Konzentration von 3 x 10®/ ml. Auch hier wurde nach den Abnahmen der Aliquots zu den

Zeitpunkten tl, t30, t60 der NBT- Reduktionstest mit anschlieBender OD- Messung

durchgefiihrt.
| 1,30, 60 min | 30 min | g
Beginn NBT Abstoppen NBT
PMN/ PFC- Inkubation
+ Candida
+ Curosurf

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs: Priinkubation der PMN
mit PFC bei gleichzeitiger Stimulation und Surfactantzugabe

2.3.5 Simultaninkubation von PMN, PFC, Candida und NBT

Um zu gewibhrleisten, dass es zu keiner Unterbrechung des PMN- PFC Kontaktes
wihrend Messung der Sauerstoffradikalbildung kommt, musste der Versuchsaufbau
modifiziert werden. Ziel war es zu erreichen, dass der NBT- Reduktionstest, welcher in
den vorherigen Versuchen immer in Abwesenheit von PFC abgelaufen war, in

Anwesenheit von PFC ablduft. Die Proben wurden in 2 ml Reagiergefiaflen angesetzt.
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Die Versuchsreihe bestand aus einem Kontrollansatz (PMN in RPMI) und zwei PFC-
Ansitzen (PF 5080 und FO 6167). Der Kontrollansatz setzte sich aus 100 ul PMN, 10 pl
Candida (3 x 10%/ ml) und 50 pul NBT- Reagenz zusammen. Die PFC- Ansitze enthielten
zusitzlich noch 100 ul PF 5080 bzw. FO 6167.

Jeder Ansatz lag zu jeder Zeitabnahme in Doppelbestimmung vor.

Zu Versuchsbeginn wurden alle Ansitze kurz zur Durchmischung gevortext, anschlieBend
bei 37 °C im Schiittelinkubator schrig gestellt bei 180 UPM inkubiert. Das Abstoppen des
NBT- Reduktionstests der einzelnen Ansitze mit 0,5 M HCL erfolgte zu den Zeitpunkten
t30 = 30 min, t60 = 60 min und t90 = 90 min nach Versuchsbeginn. Alle Ansitze wurden
im Anschluss offen fiir 24h bei 37 °C in einem abgedunkelten Schiittelinkubator bei
geringer Schiittelstidrke belassen. Hierdurch konnte eine Verdunstung aller Fliissigkeiten
erzielt werden. Nachfolgend wurde das sich am Boden des Reagiergefilles abgesetzte,
umgewandelte Formazan mit 200 ul DMSO gelost und das weitere Vorgehen verlief

analog zu den Vorversuchen.

\ 4

Beginn Abstoppen NBT

PMN/ PFC- Inkubation 307, 607, 90 min nach Versuchsbeginn
+ NBT- Reagenz

+ Candida

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs: Simultaninkubation von
PMN, PFC, Candida und NBT

2.4 Elektonenmikroskopische Untersuchungen

Um mogliche Effekte einer PFC- Inkubation auf die Ultrastruktur neutrophiler
Granulozyten aufzuzeigen und um zu ermitteln, inwieweit diese von der Mitinkubation
weiterer Substanzen (z.B. Curosurf) beeinflusst werden, wurden von uns
elektronenmikroskopische Untersuchungen in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. med. M.
Ochs und dem Institut fiir Elektronenmikroskopie der Georg- August Universitit
Gottingen an den PMN durchgefiihrt.

Die nach den Versuchsschemata 2.3.1, 2.3.3 und 2.3.4 behandelten PMN wurden

elektronenmikroskopisch untersucht und im Ergebnisteil dieser Arbeit dargestellt.

-27 -



Zu den Abnahmezeitpunkten wurde den jeweiligen Ansédtzen 200 ul Suspension (enthilt
PMN) aus dem Uberstand entnommen und diese sofort im Anschluss mit 500 ul einer
Aldehydmischung (1,5 % Glutaraldehyd + 1,5 % Formaldehyd in 0,1 M Na- Cacodylat)
primirfixiert. Die weitere Aufarbeitung der Proben verlief analog Protokoll. Es umfasste,
hier kurz zusammengefasst, eine Postfixierung mit Schwermetallsalzen (1 %
Osmiumtetroxid in 0,1 M Na- Cacodylat), eine Blockkontrastierung (1,5 % Uranylacetat
in Aqua bidest), eine schrittweise Entwésserung mittels Aceton und die anschlieBende
Einbettung in Kunstharzen (Araldit) (Russel et al. 1992, Hunter et al. 1993).

Die Proben wurden qualitativ mit einem Transmissionselektronenmikroskop EM 10 A
(Zeiss, Oberkochen) untersucht. Bei einer Beschleunigungsspannung von 40 kV wurden
die auf Formvar- befilmten 1- Loch- Blenden aufgebrachten Schnitte bei Vergro3erungen
zwischen 3000 x und 12000 x ausgewertet. Dokumentiert wurden die Aufnahmen mit

einer Planfilmkamera auf Kodak 4489 electron microscope film.

2.5 Statistische Methoden

Zur Ermittlung der optischen Dichte (OD) im NBT- Reduktionstest bzw. WST-1 Test zu
den entsprechenden Abnahmezeitpunkten (t1, t30, t60) wurden alle Experimente dieser
Arbeit in Doppelbestimmungen ausgefiihrt. Die durchschnittliche OD zweier Messungen
eines jeden Leukozytenspenders wurde ermittelt, und aus diesem Datenkollektiv wurden
im Folgenden Mittelwerte und Standartabweichungen (SD) der OD des jeweiligen
Ansatzes errechnet. Die in die Berechnung der Werte einflieBende Anzahl der
Leukozytenspender (n) lag je nach Versuchsansatz zwischen fiinf und neun.

Die graphische Darstellung und statistischen Analyse wurde unter Zuhilfenahme der
GraphPad-Prism®-Software (GraphPad Prism Version 3.00 fiir Windows, GraphPad
Software, San Diego, Kalifornien, USA) erstellt.

Die OD der jeweiligen Ansidtze wurde gegen die Zeit (t1, t30, t60) graphisch grof3tenteils
in Form von vertikalen Siulendiagrammen, vereinzelt auch in Gestalt von
Regressionskurven und Tabellen dargestellt. Um statistische Unterschiede innerhalb einer
Ansatzgruppe zu errechnen, wurde die Varianzanalyse (,,one-way ANOVA®) mit
nachfolgendem ,,post- test” nach Turkey bzw. Bonferroni angewandt. Ein p- Wert < 0,05

wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswirkungen einer Inkubation mit Perfluorocarbonen auf die
Sauerstoffradikalausschiittung von PMN

Um die Auswirkungen von PFC auf die Féahigkeit der PMN, Sauerstoffradikale zu bilden,
zu untersuchen, wurden PMN mit PFC inkubiert.

Dabei wurde nach Vorinkubation der PMN mit PFC die Auswirkung auf die basale
Sauerstoffradikalausschiittung nicht antigenstimulierter PMN (3.1.1) und auf die
anschliefende Stimulierbarkeit der PMN durch Candida/ bzw. GBS-HD (3.1.2)
untersucht. Zusétzlich wurde PFC in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt, um eine
eventuell vorhandene Abhiéngigkeit der PFC-Effekte von der eingesetzten PFC
Konzentration aufzuzeigen.

Weiterhin wurde untersucht, inwieweit die Sauerstoffradikalausschiittung der PMN bei
gleichzeitiger Gegenwart von PFC und antigenem Stimulus beeinflusst wird (3.1.3), und

inwieweit eine Surfactantmitinkubation die PFC- Wirkung modifiziert (3.1.4).

In der im Ablauf leicht modifizierten Versuchsreihe 3.1.5 wurde der NBT- Reduktionstest
in Gegenwart von PFC gestartet und durchgefiihrt. Hierdurch sollte gewihrleistet werden,
dass es zu keiner Unterbrechung des PMN/ PFC Kontaktes wihrend Messung der

Sauerstoffradikalbildung kommt.

3.1.1 Auswirkungen einer PFC- Priinkubation auf die Sauerstoffradikal-
ausschiittung nicht stimulierter PMN

Um die Auswirkungen einer Pridinkubation der PMN mit PFC auf deren
Sauerstoffradikalausschiittung im nicht antigenstimulierten Zustand zu untersuchen,
wurden PMN und PFC miteinander inkubiert. AnschlieBend wurde die optische Dichte als
Mal} der Sauerstoffradikalausschiittung nach Durchfithrung des NBT-Reduktionstests

photospektrometrisch gemessen.
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Abbildung 12: NBT- Reduktion durch neutrophile Granulozyten nach Préainkubation mit
PFC (PF 5080 bzw. FO 6167) im Vergleich zur Kontrollgruppe (PMN).

Messungen nach PFC-Inkubationsdauer von 1°, 30" und 60 Minuten.
(Mittelwerte +/- (SD); n = 6 Versuche; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
vs. PMN; # p <0,05 vs. + PF 5080)

Wie in Abb. 12 dargestellt, zeigt sich nach einer Inkubation von 1 min fiir beide PFC-
Ansitze eine signifikant geringere OD als fiir den PFC freien Kontrollansatz (beide PFC:
** p<0,01 vs. PMN).

Die OD der mit PFC priinkubierten PMN nimmt im Zeitverlauf im Vergleich zur
Kontrollgruppe weiterhin ab. Nach 60 min PFC- Inkubation ist die gemessene OD fiir
beide PFC- Ansitze signifikant niedriger als die des Kontrollansatzes. Die OD der mit
PF 5080 inkubierten PMN betrdgt zum Zeitpunkt t60 ungefihr 50 % der Kontroll- OD
(* p<0,05 vs. PMN), die OD der mit FO 6167 inkubierten PMN geht gegen Null
(*** p<0,001 vs. PMN). Es ist zu beobachten, dass die OD ab dreiligminiitiger
Priainkubationszeit unter FO 6167 niedriger ist als unter PF 5080. Dieser Effekt wird mit
langerer Inkubationszeit signifikant (t60: # p <0,05 vs. + PF 5080).

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass eine Pridinkubation nicht antigenstimulierter
PMN mit PFC im Vergleich zur PFC-freien Kontrolle zu einer Abnahme der basalen
Sauerstoffradikalausschiittung fiihrt. Dieser Effekt ist abhéngig von der Inkubationsdauer
und Art des PFC.
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Abhiingigkeit von der PFC- Konzentration

Um zu untersuchen, inwieweit der beobachtete PFC-Effekt auf die Sauerstoffradikal-
freisetzung von der PFC- Konzentration abhédngig ist, wurden in dieser Versuchsreihe die
PMN mit unterschiedlichen PFC- Konzentrationen (1:2, 1:4, und 1:10) inkubiert. Die
Ergebnisse sind fiir PF 5080 und fiir FO 6167 in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: NBT- Reduktion durch neutrophile Granulozyten nach Prdinkubation mit
verschiedenen PF 5080 und FO 6167 Konzentrationen im Vergleich zur PFC
freien Kontrollgruppe (PMN). Messungen nach Inkubationsdauer von 1°, 30
und 60 Minuten (t1, t30, t60).
(Mittelwerte +/- (SD); n = 6 Versuche; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs.
PMN; # p<0,05, ## p<0,01 vs. PF 5080 1:10 bzw. FO 6167 1:10).

OD t1 OD t30 OD t60
Kontrolle 0,17 (+0,06) 0,14 (+0,07) 0,10 (+0,06)
P | +PF5080(1:10) 0,17 (x0,05) 0,14 (£0,07) 0,08 (£0,01)
M| 4+ PF 5080 (1:4) 0,16 (+0,04) * 0,12 (£0,06) * 0,05 (+0,02) **
N1 +PF5080 (1:2) 0,15 (£0,05) **** [0,08 (£0,04) *** 10,02 (+0,02) ****
Kontrolle 0,19 (£0,05) 0,17 (£0,07) 0,14 (£0,07)
P +FO 6167 (1:10) |0,13 (+0,03) * 0,12 (+0,04) 0,11 (+0,05)
MI" 1 FO 6167 (1:4) 10,09 (£0,04) #x 10,09 (£0,02) ** [0,08 (£0,04)**
N +FO 6167 (1:2) [0,11 (£0,05) ** 0,06 (£0,02)***10,03 (£ 0,02)****

In der PF 5080 Gruppe ist zu erkennen, dass mit steigendem PFC- Anteil die OD sinkt.
Zum Zeitpunkt tl ist zu beobachten, dass PF 5080 in hoher Konzentration (1:2) zu einer
Abnahme der OD im Vergleich zur Kontrolle fiihrt (***p<0,001 vs. PMN), dagegen aber
in niedriger Konzentration (1:10) eingesetzt, die OD- Werte im Bereich der Kontrolle
liegen. Nach 30 min (t30), bzw. 60 min (t60) PFC- Inkubation bleiben die Unterschiede in
der OD zwischen den Ansitzen hoher (1:2) und mittlerer (1:4) PFC- Konzentrationen und
der Kontrolle signifikant, wogegen bei PFC in niedriger Konzentration die OD nicht
signifikant niedriger ist.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass es nach PF 5080 Inkubation
konzentrationsabhéngig zu einer Reduktion der basalen Sauerstoffradikalausschiittung
kommt, und dass PF 5080 eingesetzt in einer Konzentration von 1:10 zu keinem

signifikanten Abfall der OD mehr fiihrt.
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Aus der Tabelle 2 wird auch fiir eine Inkubation der PMN mit FO 6167 eine Abhingigkeit
der Effekte auf die Sauerstoffradikalausschiittung von der eingesetzten FO 6167
Konzentration deutlich. Eine PMN/ FO 6167 Ratio von 1:10 fithrt nach 30 min bzw. 60
min Inkubationszeit zu keiner signifikanten Reduktion der OD. Ein signifikanter

Unterschied zu FO 6167 in hoher Konzentration (1:2) besteht dagegen zu t30 und t60.

3.1.2 Auswirkungen einer PFC- Priinkubation auf die nachfolgende
Stimulierbarkeit der PMN

Um die Auswirkungen einer Inkubation mit PFC auf die Sauerstoffradikalausschiittung

der PMN auf einen antigenen Stimulus hin zu untersuchen, wurden die PMN fiir 1°, 30

und 60 min mit PFC priinkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit erfolgte die

Stimulation der PMN (in Abwesenheit von PFC) mit hitzeinaktivierten Candida bzw.

GBS- HD. Abb.13 zeigt die gemessene OD als Mal} fiir die Ausschiittung von

Sauerstoffradikalen nach Stimulation mit Candida.
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Abbildung 13: NBT- Reduktion durch neutrophile Granulozyten. Die PMN wurden

nach Pridinkubation mit PFC mittels Candida (3 x 10° /ml) stimuliert.
Kontrolle ist ein PFEC freier Ansatz (PMN). Messungen erfolgten nach 17,
30", 60 Minuten PFC-Inkubationsdauer. (Mittelwerte +/-(SD); n = 6
Versuche; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. PMN; # p<0,001 vs. PF
5080)
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Zum Zeitpunkt t1, d.h. nach einer Priainkubation mit PFC von einer Minute, lésst sich eine
im Vergleich zur PFC freien Kontrollgruppe signifikant geringere OD der mit PF 5080
und FO 6167 priinkubierten PMN beobachten. Diese OD- Differenz zur Kontrolle nimmt
mit der Dauer der PFC- Priinkubation zu. Nach 60 min Inkubation mit PF 5080 lassen
sich die PMN durch Candida- Zugabe im Vergleich zur Kontrolle nur um ca. 50 %
stimulieren (p<0,001 vs. PMN). Die mit FO 6167 inkubierten PMN erreichen nach
Candida- Stimulation einen OD- Wert, der ungefihr einem Drittel der Kontrolle
entspricht (p<0,001 vs. PMN).

Zusammenfassend lédsst sich festhalten, dass die Ausschiittung von Sauerstoffradikalen
der mit PFC prédinkubierter PMN auf eine nachfolgende Candida Exposition hin, im
Vergleich zu nicht PFC priinkubierten PMN, signifikant niedriger ist. Dieser Effekt wird

mit zunehmender Inkubationszeit grofler und ist fiir das FO 6167 stirker ausgepragt.
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Abbildung 14: NBT- Reduktion durch neutrophile Granulozyten. Die PMN wurden
nach Pridinkubation mit PFC mittels GBS-HD stimuliert. Kontrolle ist
ein PFC freier Ansatz (PMN). Messungen erfolgten nach 1°, 30", 60

Minuten PFC-Inkubationsdauer.
(Mittelwerte +/- (SD); n =5 Versuche; ** p<0,01, *** p<0,001 vs. PMN;
# p<0,05 vs. PF 5080)
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Abb. 14 zeigt die Auswirkungen auf die Ausschiittung von Sauerstoffradikalen der mit
PFC priinkubierten PMN nach GBS-HD Stimulation im Vergleich zu nicht PFC
priainkubierten PMN. Auch hier zeigt sich nach GBS-HD Stimulation ein Abfall der OD
bei den mit PFC priinkubierten PMN im Vergleich zu der nicht PFC priinkubierten
Kontrollgruppe. Signifikant ist die OD- Differenz zwischen Kontrollgruppe und PFC-
Gruppe erst nach 30 min Inkubation mit PFC (PF 5080: p<0,01 vs. PMN; FO 6167:
p<0,001 vs. PMN). Nach 60 Minuten betrigt die OD der mit PF 5080 priinkubierten
PMN ungefihr 40 %, und die OD der mit FO 6167 pridinkubierten PMN ungefihr 30 %
der OD der Kontrollgruppe.

Es lésst sich festhalten, dass eine Pridinkubation der PMN mit PFC ihre Fihigkeit zur
Sauerstoffradikalausschiittung nach einer Stimulation durch GBS-HD herabsetzt. Dieser
Effekt nimmt mit der Inkubationsdauer zu und ist fiir das FO 6167 stiarker ausgepragt als

fiir PF 5080.

Abhingigkeit von der PFC- Konzentration
Um zu untersuchen, inwieweit die beobachtete Wirkung der PFC- Priinkubation auf die

Stimulierbarkeit der PMN durch Candida von der eingesetzten PFC- Konzentration
abhéngt, wurden die PMN in einer anschlieBenden Versuchsreihe mit unterschiedlichen
PFC- Konzentrationen (1:2, 1:4, und 1:10) fiir 1" und 60" inkubiert und anschlieend

mittels Candida stimuliert.

Tabelle 3: NBT- Reduktion durch neutrophile Granulozyten. Die PMN wurden mit PF
5080 bzw. FO 6167 in verschiedenen Konzentrationen prdinkubiert und
anschlieBend mit Candida (3 x 10°/ml) stimuliert. Kontrolle ist ein PFC freier
Ansatz (PMN). Messungen erfolgten nach 17, und 60 min PFC-
Inkubationsdauer.

(Mittelwerte +/- (SD); n = 5 Versuche; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs.
PMN; ## p<0,01, ### p<0,001 all vs. PF 5080 1:2 bzw. FO 6167 1:2)

OD t1 OD t60
Kontrolle 0,31 (0,02) 0,26 (0,02)
P| +PF5080 (1:10) |0,29 (0,07) 0,21 (0,03) * **
M| +PF 5080 (1:4) 0,26 (0,07) 0,18 (0,01) *#x **
N1 +PF 5080 (1:2) 0,25 (0,04) * 0,08 (0,01) ***
Kontrolle 0,49 (0,19) 0,37 (0,15)
P| +FO 6167 (1:10) (0,44 (0,12) 0,24 (0,05) *
M| +FO 6167 (1:4) ]0,38 (0,11) * 0,15 (0,04) **
Nl +FO 6167 (1:2) ]0,35(0,14) ** 0,05 (0,01) ***
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In Tabelle 3 zeigt sich, dass eine Pridinkubation mit PF 5080 in hoher Konzentration (1:2)
bereits nach 1 Minute im Vergleich zur PFC- freien Kontrolle zu einer signifikanten OD-
Abnahme nach Candida Stimulation fiihrt (p<0,05). Eine sechzigminiitige Pridinkubation
mit PF 5080 in hoher Konzentration (1:2) resultiert in einer stirkeren Abnahme der OD
als PF 5080 in mittlerer (1:4) und niedrigerer Konzentration (1:10). Die Unterschiede sind
zu t60 mit p<0,001 vs. PF 5080 (1:2) signifikant.

Analog zeigt Tabelle 3 auch fiir FO 6167 eine Abhéngigkeit der Stimulierbarkeit der
PMN durch nachfolgende Candida- Zugabe von der eingesetzten FO 6167 Konzentration.
Die Fiahigkeit zur Ausschiittung von Sauerstoffradikalen nach Stimulation ist umso
stiarker reduziert, je hoher die eingesetzte FO 6167 Konzentration ist.

Der Unterschied in der OD zwischen den einzelnen Versuchsreihen (Abb. 13 zu Tab. 3)
ist durch das variable Ausmalf} der Sauerstoffradikalausschiittung der jeweiligen Spender-

PMN nach antigener Stimulation zu erkléren.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Auswirkungen einer PF 5080 bzw. einer
FO 6167 Priainkubation der PMN auf die nachfolgende Candida induzierte
Sauerstoffradikalausschiittung von der eingesetzten PFC- Konzentration abhingig ist, und

der Effekt mit der Inkubationsdauer zunimmt.

3.1.3  Auswirkungen einer gleichzeitigen PFC- Inkubation und Stimulation auf
die Sauerstoffradikalausschiittung der PMN

Nachdem ein Effekt einer PFC- Pridinkubation auf die nachfolgende Stimulierbarkeit der
PMN aufgezeigt wurde, war anschlieBend die Frage zu beantworten, ob eine gleichzeitige
Inkubation von PMN, PFC und antigenem Stimulus (Candida) einen dhnlichen Effekt
zeigt.

Im Gegensatz zum vorigen Versuchablauf, in welchem die Stimulation der PMN nach der
Inkubation mit PFC erfolgte, wurden die neutrophilen Granulozyten jetzt in Gegenwart

von PFC mit Candida stimuliert.
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Abbildung 15: NBT- Reduktion durch neutrophile Granulozyten nach simultaner
PEC- Inkubation und Stimulation (Candida 3 x 10° /ul). Die

Messungen erfolgten nach 1°, 30" und 60 Minuten. Als Kontrollansatz
fungiert ein PFC- freier Ansatz (PMN).

(Mittelwerte +/-(SD); n = 5 Versuche; ** p<0,01, *** p<0,001 vs.
PMN; # p<0,05 vs. PF 5080).

Wie aus Abb. 15 deutlich wird, zeigt sich nach einminiitiger Inkubation (t1) im Vergleich
zur Kontrolle, die kein PFC im Ansatz enthilt, eine signifikante Abnahme der OD bei den
PFC- Ansitzen. Die OD des PF 5080 Ansatzes betridgt nur ca. 60 % der Kontroll- OD
(p<0,01 vs. PMN), die des FO 6167- Ansatzes etwa 70 % des Kontroll- OD Wertes
(p<0,01 vs. PMN).

Zu tl ist die OD unter PF 5080 Inkubation niedriger als unter FO 6167 Inkubation, was
sich jedoch nach 30" und 60 Minuten umkehrt.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass in Gegenwart von PFC die Candida
induzierte Sauerstoffradikalausschiittung signifikant geringer ist. Dieser Effekt ist schon

nach kurzer Inkubationsdauer (t1) signifikant.
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3.14  Auswirkungen einer Curosurfinkubation bei gleichzeitiger PFC-
Inkubation und antigener Stimulation auf die Sauerstoffradikal-
ausschiittung der PMN

Um zu untersuchen, ob die PFC-Wirkung auch in Gegenwart von Surfactant
reproduzierbar ist, wurden die PMN mit PFC und Surfactant inkubiert und gleichzeitig
mit Candida stimuliert.

Der Kontrollansatz enthdlt kein PFC. Die Abnahmen und der anschlieBende NBT-

Reduktionstest finden nach einer Inkubationszeit von 17, 30" und 60 Minuten statt.
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Abbildung 16: NBT- Reduktion durch neutrophile Granulozyten. Es wurden PF 5080

und Candida (3 x 10® /ul) in Gegenwart von Curosurf (3 mg PL/ ml) mit
PMN inkubiert. Die Messungen erfolgten nach 1°, 30" und 60 Minuten.
(Mittelwerte +/- (SD); n =5 Versuche; ** p<0,01, *** p<0,001 vs. PMN;
## p<0,01, ### p<0,001 vs. PF 5080).
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Aus Abb. 16 geht hervor, dass unter alleiniger Curosurf- Inkubation die OD im Vergleich

zur Kontrollgruppe nach einminiitiger Inkubation reduziert ist (*** p<0,001 vs. PMN).

Ab dreifligminiitiger Inkubationszeit besteht dieser Unterschied in der OD zur Kontrolle

nicht mehr. Der Effekt des PF 5080 auf die OD bei simultaner Candida Stimulation ist aus

den Versuchen unter 3.1.3 bereits bekannt. Wird dem Ansatz Curosurf hinzugefiigt, so

wird der OD reduzierende Effekt des PF 5080 geringer. Die OD nach 30" und 60 Minuten

Inkubation unterscheidet sich nicht von der OD der reinen PMN/ Curosurf Kontrolle und

ist signifikant groBer als die des nur PF 5080 enthaltenen Ansatzes (## p<0,01 vs. PF

5080).

Es ldsst sich

also folgern, dass

Curosurf die

Sauerstoffradikalbildung weitestgehend aufhebt.
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Abbildung 17: NBT- Reduktion durch neutrophile Granulozyten. Es wurden FO 6167

und Candida (3 x 10® /ul) in Gegenwart von Curosurf (3 mg/ ml) mit

PMN inkubiert. Die Messungen erfolgten nach 1°, 30", und 60 Minuten.
(Mittelwerte +/- (SD); n =5 Versuche; * p<0,05, ** p<0,01 vs. PMN;
# p<0,05, ## p<0,01 vs. FO 6167).
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Wie Abb. 17 zeigt, fiihrt die Curosurfinkubation auch zu einer Reduktion der FO 6167
Auswirkungen auf die OD. Vergleicht man den FO 6167/ Curosurf- Ansatz mit dem
reinen FO 6167- Ansatz und mit der Curosurf- Kontrolle zu den Zeitpunkten nach 30" und
60 Minuten, so kann man jedoch nur von einer partiellen Reduktion der FO 6167- Effekte
sprechen.

Festzuhalten bleibt, dass eine Curosurfmitinkubation zu einer weitestgehend vollstandigen
Reduktion der PF 5080 Wirkung und zu einer partiellen Reduktion der FO 6167
Auswirkungen auf die Sauerstoffradikalbildung Candida stimulierter PMN fiihrt.

3.1.5 Auswirkungen einer Simultaninkubation von PMN, PFC und NBT auf die
Ausschiittung von Sauerstoffradikalen bei gleichzeitiger Candida-
Stimulation der PMN

In einem vorherigen Versuchsansatz (3.1.2) wurden die PMN wihrend des

dreiigminiitigen NBT- Reduktionstests mittels Candida stimuliert, ohne dass PFC

anwesend gewesen war. Um zu untersuchen, wie sich eine permanente PFC- Prisenz
wihrend der PMN- Stimulation mittels Candida auf die Bildung von Sauerstoffradikalen
auswirkt, wurde in einer Versuchsreihe mit modifiziertem Versuchaufbau der NBT-

Reduktionstest in Gegenwart von PFC durchgefiihrt.
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Abbildung 18: NBT- Reduktion durch neutrophile Granulozyten. PMN wurden simultan
mit PFC, Candida (3 x 10° /ul) und NBT- Reagenz inkubiert. Der
Kontrollansatz (PMN) enthielt kein PFC.
(Mittelwerte +/- (SD); n =9 Versuche; *** p<0,001 vs. PMN).
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Nach 30 min Inkubation (Zeitpunkt 0), dies entspricht der Dauer des NBT-
Reduktionstests der bisher durchgefiihrten Versuchsreihen, ist es in den PFC- Ansitzen zu
einer signifikanten Reduktion des OD- Wertes auf ungefdhr 30 % (beide PFC: p<0,001
vs. PMN) im Vergleich zur PFC- freien Kontrolle gegkommen. Nach 60 min Inkubation
(Zeitpunkt 30) bleibt der Unterschied zwischen der Kontroll- OD und der OD der PFC-
Ansitze weiterhin signifikant (p<0,001 vs. PMN). Von Zeitpunkt O zu Zeitpunkt 60 ist es
fiir alle drei Ansitze zu einem Anstieg der OD gekommen. Dies ist in einer Akkumulation
der gebildeten Sauerstoffradikale im Rahmen des zu diesen Messpunkten bereits 60 min
bzw. 90 min ablaufenden NBT- Reduktionstests begriindet. Auch hier ist unter FO 6167
Inkubation die OD niedriger als unter PF 5080 Inkubation.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die permanente Pridsenz von PFC wihrend
der PMN-Stimulation durch Candida zu einer stark verringerten Ausschiittung von
Sauerstoffradikalen fiihrt. Bei permanenter PFC- Prisenz scheint diese Auswirkung auf
die Radikalausschiittung ausgeprigter zu sein als bei nur partieller PFC- Gegenwart, wie

es in den Priainkubationsversuchen der Fall war.

3.2 Auswirkungen einer Inkubation mit PFC auf die Viabilitit der PMN

Aus den unter 3.1 beschriebenen Ergebnissen geht hervor, dass eine Inkubation der
neutrophilen Granulozyten mit PFC zu einer Reduktion der Sauerstoffradikalausschiittung
fiihrt. Zur besseren Interpretation dieser Ergebnisse wurden die Auswirkungen einer
Inkubation mit PFC auf die Viabilitit und Zellzahl der PMN untersucht. Zum einen
wurden Zellzahl und Viabilitdit der PMN nach PFC- Inkubation mittels
Trypanblaufirbung bestimmt. Auch wurde parallel eine automatisierte Zellzdhlung mit
dem ,,Cell Counter* durchgefiihrt. Zum anderen wurde der WST- 1 Test nach PFC-
Inkubation durchgefiihrt.

3.2.1 Zellzihlung und Viabilititsbestimmung mittels Trypanblau und Cell Counter

Abb. 19 zeigt graphisch die Ergebnisse der Zellzdhlung mittels Trypanblaufidrbung fiir
den Kontrollansatz (PMN) und fiir die mit PFC inkubierten PMN sofort nach
Versuchsbeginn (t1) und nach 60 min (t60) Inkubationszeit. Es wurden nur vitale Zellen

in die Zdhlung eingeschlossen..
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Abblidung 19: Graphische Darstellung der Auswirkungen einer PFC- Inkubation

auf die Anzahl der vitalen neutrophilen Granulozyten. Die Zdhlung
nach Trypanblauanfarbung erfolgte nach 1° und 60 min
Inkubationszeit. Der Kontrollansatz (PMN) wurde nicht mit PFC
inkubiert.

(Mittelwert +/- (SD); n = 8 Versuche; * p<0,05, *** p<0,001 vs. t1;
### p<0,001 vs. PMN t60, PMN/ PF5080 t60)

Die Darstellung zeigt, dass eine Inkubation neutrophiler Granulozyten mit PFC
Auswirkungen auf deren Zellzahl hat. Eine Kurzinkubation (t1) mit PFC hat im Vergleich
zur PFC-freien Kontrolle noch keine Abnahme der Anzahl vitaler Zellen zur Folge. Nach
60 min PFC- Inkubation zeigt sich fiir die FO 6167 Gruppe eine starke Abnahme in der

Anzahl vitaler Zellen. Eine Inkubation mit PF 5080 dagegen fiihrt nur zu einer sehr

geringen Abnahme der Anzahl vitaler PMN. Die geringe Reduktion der Zellzahl der
Kontrolle lédsst sich durch die natiirliche Absterbrate erklédren.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass nach 60 min eine FO 6167 Inkubation zu
einem Absterben eines grofleren Teils der PMN, eine PF 5080 Inkubation dagegen nur zu

einer minimalen Reduktion der Viabilitit fiihrt.
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Abb. 20 zeigt graphisch die Ergebnisse der automatischen Zellzdhlung im Cell Counter.
Die Zdhlung wurde nach 1" und 60 min Inkubation mit PFC durchgefiihrt.

1.3x10°; - PWN
: —— PMN/PF 5080
1.0%x1054 —— PMN/FO 6167
E
= 7.5x1044
2
QS 5.0x10°%; **
2.5x1044
* Kk
0. #iH

0 10 20 30 40 50 60
Zeit[min]

Abbildung 20: Zellzdhlung nach PFC- Inkubation im Cell Counter nach 1° und 60 min
Inkubationszeit. Der Kontrollansatz (PMN) wurde nicht mit PFC

inkubiert.
(Mittelwert +/- (SD); n = 8 Versuche; ** p<0,01, *** p<0,001 vs. t1;
### p<0,001 vs. PMN t60, PMN/ PF5080 t60)

Die Ergebnisse der automatischen Zellzdhlung bestitigen die Beobachtungen der
Trypanblaufirbung und der anschlieBenden Zellzdhlung unter dem Lichtmikroskop. Eine
Kurzinkubation (t1) mit PFC fiihrt zu keiner Reduktion der Zellzahl im Vergleich zur
Kontrolle. Nach 60 min Inkubationszeit nimmt die PMN- Anzahl im FO 6167- Ansatz
stark ab. Eine Inkubation mit PF 5080 hat nur eine geringe Abnahme der PMN- Anzahl

im Ansatz zur Folge.
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3.2.2 Einfluss der Zellzahl auf das AusmaB der optische Dichte im NBT-
Reduktionstest

Um abzuschitzen, welchen Einfluss die Zellzahl auf die Ergebnisse hat, wurde die OD in
Abhingigkeit von der Zellzahl untersucht. Es wurde der NBT- Reduktionstest sowohl an
unstimulierten als auch an mittels Candida (Konzentration: 3 x 10® /ul) stimulierten PMN

in unterschiedlicher Konzentration durchgefiihrt.
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Abbildung 21: Graphische Darstellung der Korrelation zwischen der optischen Dichte
als MaB fiir die Sauerstoffradikalausschiittung und der eingesetzten
PMN- Konzentration im NBT- Reduktionstest. Messungen erfolgten
nach 1° (t1) und nach 60 Minuten (t60) an nicht stimulierten und Candida
stimulierten (Can) PMN .
(Mittelwerte +/- (SD), n = 3 Versuche)

Aus Abb. 21 wird deutlich, dass eine Abhingigkeit zwischen der Zellzahl und der OD,

welche ein MaB fiir die Sauerstoffradikalausschiittung ist, besteht. Diese besteht sowohl

fiir nicht stimulierte PMN als auch fiir antigen stimulierte PMN.
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3.2.3 WST-1 Test

Vitale, metabolisch aktive PMN wandeln das gelbe WST-1 Reagenz zu wasserloslichem,
rotem Formazan um. Durch photometrische Messung der optischen Dichte lassen sich
Riickschliisse auf die Aktivitdt des mitochondral lokalisierten Succinat- Tetrazolium
Reductase System, welches das WST-1 Reagenz umwandelt, und so indirekt auch auf die

Viabilitit der neutrophilen Granulozyten, ziehen.
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Abbildung 22: WST-1 Test neutrophiler Granulozyten nach Inkubation mit PFC.
Messung der OD nach 1" und 60 min Inkubationszeit.
(dargestellt: Median, 25% und 75% Quartile, minimaler und maximaler

Wert; n =7 Versuche; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. PMN)

Vergleicht man die gemessene OD der PFC- Ansitze mit der Kontroll- OD nach
einminiitiger Inkubation, so ldsst sich beobachten, dass sie fiir beide PFC- Ansitze
signifikant unterhalb der Kontroll- OD liegt. Die Abnahme ist stirker ausgeprigt fiir das
FO 6167. Nach 60 min Inkubation nimmt die OD aller drei Ansétze ab. Der OD- Abfall
ist unter PF 5080 Inkubation geringer ausgepridgt als unter FO 6167 Inkubation im
Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine Inkubation mit PFC die metabolische
Gesamtaktivitit der PMN reduziert. Dieser Effekt wird schon nach einer Kurzinkubation
deutlich und nimmt im Inkubationsverlauf weiter zu (60 min). Fiir das FO 6167 ist dieser

Effekt stirker ausgepragt.

3.3  Elektronenmikroskopische Untersuchung von PMN nach PFC-
Inkubation

Um zu untersuchen, inwieweit eine Inkubation mit PFC zu Verdnderungen in der
Morphologie der PMN fiihrt, wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen nach der
jeweiligen Inkubationszeit durchgefiihrt. Generell ldsst sich beobachten, dass es nach
Inkubation mit PFC zu einer vermehrten Vakuolisierung der PMN bei sonst
weitestgehend unauffilliger Morphologie der Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
(PFC-frei) kommt. Die folgende Abbildung zeigt einen reprédsentativen neutrophilen

Granulozyten nach PF 5080 Inkubation.

Abbildung EM 1:

Transmissionselektronenmikros-
kopische Darstellung eines
neutrophilen Granulozyten nach
dreiBigminiitiger PF 5080

Inkubation (t30).

(— ) Zytoplasmaeinschluss bzw.
Vakuole

Negativ #: 023486
VergroBerung: 3000 x

Im Folgenden wurde untersucht, wie sich PMN elektronenmikroskopisch nach einer
gleichzeitigen PFC und Surfactant Inkubation darstellen. Die Untersuchungen wurden fiir
beide PFC jeweils in Gegenwart und Abwesenheit von Candida als antigenen Stimulus

durchgefiihrt.
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Abbildung EM 2 zeigt PMN nach dreiligminiitiger PF 5080 und Surfactant Inkubation.
Aus unseren Aufnahmen geht hervor, dass Surfactant in Gegenwart von PFC (hier fiir
PF 5080 dargestellt) in PMN aufgenommen wird. Die bereits bei reiner PFC-Inkubation

beobachtete Zunahme der Vakuolisierung war auch hier zu beobachten.

Abbildung EM 2:

Transmissionselektronenmikroskopische
Darstellung neutrophiler Granulozyten nach

30 min (t30) PF 5080 und Curosurf
Inkubation (oben). Das untere Bild zeigt eine
Ausschnitts-vergrofferung ([] ) eines
neutrophilen Granulozyten, welcher
Surfactant- Partikel

(— ) aufgenommen hat (unten).

Negativ # : 023484 (oben), 023485 (unten)
Vergroflerung: 3000 x (oben), 12000 x
(unten)

Abbildung EM 3 dagegen zeigt PMN nach dreifligminiitiger Inkubation mit FO 6167 und
Surfactant. Auffillig ist auch hier die ausgeprigte Vakuolisierung der PMN.

Abbildung EM 3:

PMN nach 30 min (t30) Inkubation mit
FO 6167 und Curosurf.

Negativ #: 023489
VergroBerung: 3000 x
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Abbildung EM 4 zeigt exemplarisch PMN nach 60 min Inkubation mit PFC (Kontrolle:
PFC frei) und Curosurf bei gleichzeitiger antigener Stimulation mittels Candida. Unsere
Beobachtungen zeigen, dass Candida- Partikel sowohl in der Kontrollgruppe, als auch in

den PFC- Gruppen phagozytiert werden.

Abbildung EM 4: Transmissionselektronenmikroskopische Darstellung mittels Candida
stimulierter PMN nach 60 min Inkubation mit Curosurf und PF 5080 (Mitte), bzw. FO
6167 (rechts). Die Kontrolle (links) enthélt kein PFC im Ansatz.

( —» ) phagozytierter Candida- Partikel, (- ) Curosurf (,,Jamellar body‘")
Negativ # (von links): 023492, 023487, 023490
VergroBerung: 3000 x

Zusammenfassend lisst sich festhalten, dass eine PFC- Inkubation zu einer Zunahme der
Vakuolisierung des Zytoplasmas der PMN fiihrt. Diese ausgeprigte Vakuolisierung des
Zellplasmas nach PFC-Inkubation der PMN war auch in Anwesenheit von Surfactant zu
beobachten. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass Candida in Anwesenheit von PFC

und Surfactant phagozytiert wird.
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4 Diskussion

Die akute Lungenschiddigung und das ARDS sind schwierig zu behandelnde klinische
Syndrome, die sowohl auf pidiatrischen als auch auf Erwachsenenintensivstationen
anzutreffen sind. 1967 erstmals von Ashbaugh und Mitarbeitern beschrieben, wurde die
Mortalitédtsrate des ARDS mit 58 % angegeben (Ashbaugh et al. 1967). Wenig hat sich
seitdem verédndert. Die Mortalitédtsrate des ARDS liegt noch immer zwischen 40 % - 60 %
(Zilberberg et al. 1998). Zu den Haupttodesursachen werden Sepsis und
Multiorganversagen gezihlt (Doyle et al. 1995).

Dass neutrophile Granulozyten in der komplexen Pathogenese der akuten
Lungenschiadigung bzw. des ARDS eine bedeutende Rolle spielen, wurde von
verschiedenen Studiengruppen aufgezeigt (z.B. Heflin et al. 1981). PMN dominieren bei
Lungengeschidigten in der Lungendodemfliissigkeit wie Untersuchungen der
Bronchoalveoldren Lavage zeigten (Pittet et al. 1997). Sie sezernieren Proteasen (Moraes
et al 2003), proinflammatorische Zytokine (Abraham 2003) und Sauerstoffradikale
(Holman et al. 1988) ins Lungengewebe und konnen so im Rahmen einer massiven,
tiberschiessenden Entziindungsreaktion maBigeblich an der Ausbildung einer akuten

Lungenschidigung beteiligt sein (Moraes et al. 2003).

Versuchsreihen an Lungenschiadigungsmodellen zeigen, dass Perfluorocarbone, eingesetzt
in der partiellen Fliissigkeitsbeatmung, Oxygenierung und Compliance (Tiitiincii et al.
1993) verbessern. Auch reduzieren sie Odembildung (Colton et al. 1998), histologische
Lungenschiddigung und Sequestration von Entziindungszellen ins Lungenparenchym
(Rotta et al. 1998). In in vitro Versuchen wurden die beobachteten antiinflammatorischen
Eigenschaften der Perfluorocarbone vertiefend untersucht. So reduziert PFC die
Phagozytoseleistung (Fernandez et al. 2001), die Aktivierbarkeit (Rossman et al. 1996)

und Sauerstoffradikalausschiittung (Lowe et al. 1998) neutrophiler Granulozyten.

Wegen der besonderen Bedeutung toxischer Sauerstoffmetabolite fiir die Entstehung des
ARDS (Holman et al. 1988) wurden in der vorliegenden Arbeit die Wirkungen der
Perfluorocarbone auf Sauerstoffradikalausschiittung und Viabilitit neutrophiler

Granulozyten untersucht.
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PFC reduzieren den respiratory burst neutrophiler Granulozyten

Verschiedene Arbeitsgruppen haben in in vitro Versuchen die Auswirkungen von
Perfluorocarbonen auf die Sauerstoffradikalausschiittung neutrophiler Granulozyten
untersucht. Werden PMN mit PFC (Oxypherol und Fluosol-DA) inkubiert und
anschlieBend mittels Phorbolmyristatazetat stimuliert, so fiihrt dies zu einer signifikanten
Reduktion der Sauerstoffradikalausschiittung im Vergleich zur Kontrollgruppe (in
Pufferlésung) (Virmani et al. 1984). Auch eine Inkubation von Vollblut mit einer PFC-
Emulsion (18,5 % Perfluorodecalin und 1,5 % Perfluorodimorpholinpropan) fiir 10 min
reduziert den anschlieBend mittels Phorbolmyristatazetat induzierten ,,respiratory burst*
neutrophiler Granulozyten im Vergleich zur PFC freien Kontrollgruppe. Die
Sauerstoffradikalausschiittung wurde in diesem Fall mittels Chemolumineszenz-
Verfahren quantifiziert (Lowe et al. 1998). Rossman und Mitarbeiter inkubierten
neutrophile Granulozyten fiir bis zu zwei Stunden mit Perflubron. Sie untersuchten die
intrazellulare = Sauerstoffradikalproduktion = der  PFC-inkubierten @ PMN  nach
Antigenstimulation (Phorbolmyristatazetat) mittels DurchfluB-Zytometrie. Es zeigte sich,
dass es schon nach kurzer Inkubation (2 min) zu einer Reduktion der intrazelluldren
Sauerstoffradikalproduktion um iiber 70 % im Vergleich zur PFC-freien Kontrollgruppe
kommt. Eine lingere Perflubron- Exposition fiihrt dabei ebenfalls zu einer signifikanten
Reduktion der Sauerstoffradikalproduktion intrazelluldr (im Mittel um 60 % gegeniiber
der Kontrollgruppe) (Rossman et al. 1996). Lidsst man in einem Extrakorporalen
Kreislaufmodell (ECC) Vollblut gemeinsam mit einer Perflubron- Emulsion als Zusatz
und, zur Kontrolle, Vollblut alleine fiir maximal 2 h zirkulieren und untersucht zu
unterschiedlichen Zeitpunkten die Sauerstoffradikalausschiittung der PMN, so zeigt sich
in der PFC- Therapiegruppe eine zu allen Messzeitpunkten signifikant niedrigere
Sauerstoffradikalausschiittung. Werden die PMN beider Gruppen nach der zweistiindigen
Zirkulation in der ECC mittels FMLP (N-Formyl-methionyl-leucylphenylalanine)
stimuliert, so ist die Sauerstoffradikalausschiittung in der PFC- Therapiegruppe in ihrem

Ausmal geringer als die der PFC freien Kontrollgruppe (McDonagh et al. 2001).

Diese, in der Literatur beschriebene Reduktion des ,respiratory burst* neutrophiler
Granulozyten durch Perfluorocarbone stimmt mit den Ergebnissen dieser Arbeit iiberein.
Fiir die in dieser Arbeit verwendeten Perfluorocarbone PF 5080 und FO 6167 konnte eine
reduzierende Wirkung auf die Sauerstoffradikalausschiittung nachgewiesen werden.

Eine Pridinkubation neutrophiler Granulozyten mit PFC reduziert sowohl die basale

Sauerstoffradikalausschiittung nicht stimulierter PMN (3.1.1), als auch die antigen
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induzierte Sauerstoffradikalausschiittung (3.1.2). Durch Verwendung unterschiedlicher
PFC Konzentrationen konnte gezeigt werden, dass die Auswirkungen auf den ,,respiratory
burst* von der eingesetzten PFC- Menge abhingig sind. Auch ist zu beobachten, dass die
Reduktion des ,respiratory burst” von der Inkubationsdauer abhéngt. Mit zunehmender
Dauer der PFC- Priainkubation nimmt das Ausmalf} der ,,respiratory burst*“- Reduktion zu.
Dennoch ist schon nach kurzem PFC- Kontakt (1 min) ein signifikanter Effekt auf die
Sauerstoffradikalausschiittung zu beobachten. Antiinflammatorische Wirkungen von
Perfluorocarbonen nach nur kurzzeitigem Kontakt mit PMN wurden bereits in der
Literatur beschrieben (Rossman et al. 1996, McDonagh et al. 2001). Festzuhalten bleibt,
dass die Ergebnisse dieser Arbeit, iibereinstimmend mit der prédsentierten Literatur, fiir
PFC eine antiinflammatorische Wirkung in Form einer ,respiratory burst*- Reduktion
neutrophiler Granulozyten aufweisen. Das Ausmall der antiinflammatorischen Wirkung

ist abhidngig von der Inkubationsdauer und der eingesetzten PFC- Menge.

Untersuchung von unspezifischen Effekten der Perfluorocarbone

Im Rahmen der Untersuchungen beziiglich der antiinflammatorischen Eigenschaften der
PFC wurden auch ihre Auswirkungen auf die Viabilitdt der mit ihnen in Kontakt
kommenden Zellen untersucht. Aus der Literatur ldsst sich schlieBen, dass die
Auswirkungen auf die Viabilitit vom eingesetzten PFC- Typ abhédngig sind. Fiir
Perflubron, welches bereits erfolgreich in klinischen Studien in der PLV eingesetzt wurde,
ergaben sich in in vitro Versuchen keine Hinweise auf eventuelle Zytotoxizitit gegeniiber
PMN und Alveolarmakrophagen. Als  Untersuchungsmethode wurde die
Trypanblaufarbung der Zellen nach Perflubron- Inkubation gewihlt (Rossmann et al.
1996, Smith et al. 1995).

PF 5080 hat sich in Untersuchungen an GBS als nicht toxisch erwiesen (Riidiger et al.
2001). Auch die mitochondrale Viabilitit von Typ II Pneumozyten wurde durch PF 5080
nicht negativ beeinflusst, und in Tierversuchen wurde es, ohne toxische Eigenschaften zu
zeigen, erfolgreich eingesetzt (Riidiger et al. 2003).

FO 6167, Perfluorooctylbromide in nicht medizinischem Reinheitsgrad, dagegen hat sich
in Untersuchungen gegeniiber GBS als toxisch gezeigt (Riidiger et al. 2001). Studien iiber
die Auswirkungen auf die Viabilitdt von neutrophilen Granulozyten lagen fiir das PF 5080
und das FO 6167 bislang nicht vor.

Um interpretieren zu konnen, ob die Reduktion des ,,respiratory burst* auf einer toxisch

bedingten Abnahme der PMN- Anzahl oder auf einer antiinflammatorischen Wirkung der
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PFC beruht, wurden zusitzlich Viabilitdtsbestimmungen und Zellzdhlungen nach erfolgter
PFC- Inkubation (PF 5080 bzw. FO 6167) durchgefiihrt (3.2.1 und 3.2.2). Die Ergebnisse
dieser Untersuchung zeigen, dass eine sechzigminiitige Inkubation der PMN mit PF 5080
nur zu einer geringen, nicht signifikanten Abnahme der Zellzahl und Viabilitit im
Vergleich zur PFC-freien Kontrollgruppe fiihrt. Dagegen ist die PMN- Zellzahl nach
sechzigminiitiger FO 6167- Inkubation stark reduziert. Hieraus lédsst sich schlussfolgern,
dass es unter PF 5080 im Gegensatz zu FO 6167 zu einer nicht toxisch bedingten
Reduktion des ,respiratory burst* kommt. Unterstiitzt wird dieses Ergebnis durch die
durchgefiihrten Verdiinnungsreihen der PMN- Konzentration (3.2.2). Sie verdeutlichen
die  Korrelation  zwischen der optischen Dichte als Mall fiir die

Sauerstoffradikalausschiittung und der Anzahl vitaler PMN.

Eine weitere Moglichkeit, den Zusammenhang zwischen Viabilitit der PMN und ihrer
metabolischen Aktivitdt aufzuzeigen, ist der WST-1 Test. Anhand dieses Testes lassen
sich Riickschliisse auf die Aktivitdt der mitochondral lokalisierten Succinat-Tetrazolium
Reductase ziehen. In der Literatur lieBen sich keine Untersuchungen beziiglich der
Auswirkungen einer PFC- Inkubation auf die Aktivitit dieses Enzyms bei neutrophilen
Granulozyten finden. Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine sechzigminiitige PFC
Inkubation der PMN in einer signifikanten Abnahme der Enzymaktivitit resultiert (3.2.3).
Die parallel durchgefiihrten Viabilitdts- und Zellzahlbestimmungen legen ebenfalls nahe,
dass die reduzierende Wirkung des FO 6167 auf die Enzymaktivitit in einem toxisch
bedingten Absterben der PMN begriindet liegt, wogegen die Auswirkungen einer PF

5080- Inkubation nicht anhand eventueller toxischer Eigenschaften erklirt werden kann.

Eine weitere denkbare Moglichkeit, die Reduktion der Sauerstoffradikalausschiittung zu
erkliren, wire die Fahigkeit der Perfluorocarbone, Sauerstoffradikale abzufangen, und sie
dadurch in unseren Untersuchungen dem NBT- Reduktionstest nicht mehr zugéinglich zu
machen.

Unter PLV wird, im Vergleich zur konventionell beatmeten Kontrollgruppe im
Lungenschiddigungsmodel nach E. coli Endotoxingabe, die durch freie Radikale
ausgeloste Schadigung an Proteinen und Lipiden im Lungengewebe signifikant reduziert.
Um auszuschlieBen, dass dieser Effekt einem technischen Fehler zuzusprechen ist,
wurden weitere in vitro Versuche durchgefiihrt. Hier konnte gezeigt werden, dass PFC

nicht die im Rahmen des Entziindungsprozesses gebildeten freien Sauerstoffradikale ab-

-51-



fangt, sondern dass der Effekt viel mehr auf zelluldrer Ebene anzusiedeln ist (Rotta et al.
2000).

Neben den Ergebnissen der eigenen PFC-Priinkubationsversuche konnten weitere
Versuche eine durch PFC ausgeloste Reduktion des Formazan- Farbstoffes ausschlieBen
(Ergebnisse nicht dargestellt), so dass nicht von einer Beeinflussung der Ergebnisse durch

PFC als Radikalfinger auszugehen ist.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Auswirkungen einer FO 6167-
Inkubation auf den ,respiratory burst“ neutrophiler Granulozyten durch dessen
Zytotoxizitidt zu begriinden ist. PF 5080 scheint dagegen eine direkte, wenn auch
vermutlich unspezifische Wirkung auf den ,,respiratoy burst* der PMN zu haben.

Wie Perfluorocarbone auf die neutrophilen Granulozyten wirken ist nicht genau bekannt.

Untersuchung der ,, Barrierefunktion

Zu einer der moglichen Wirkungsweisen der Perfluorocarbone gehort die von Varani
postulierte ,,Barrierefunktion®. Hierbei wird davon ausgegangen, dass PFC im Sinne einer
rein mechanischen Barriere agieren, indem sie sich aufgrund ihrer hydrophoben
Eigenschaften zelluldren Oberfldachenstrukturen anlagern und so Zell zu Zell bzw. Zell zu
Protein (extrazelluldr) Interaktionen verhindern.

So ist die Adhédsion humaner neutrophiler Granulozyten an kultivierte
Lungenepithelzellen und deren anschlieBende Lyse nur dann in ihrem AusmaB reduziert,
solange sich die Zielzellen in Kontakt mit den PFC befinden. Eine alleinige Prainkubation
der PMN bzw. der Lungenepithelzellen mit PFC fiihrt dagegen zu keiner Abnahme der
Zelladhidsion und Lyse im Vergleich zu einer PFC-freien Kontrolle (Varani et al. 1996).
Zur Untersuchung der ,Barrierefunktion® wurden in dieser Arbeit PMN und PFC
gemeinsam mit Candida, zur antigenen Stimulation, zeitgleich miteinander inkubiert. Das
simultane Vorhandensein von PFC, PMN und Antigen simuliert, stark vereinfacht, die
Gegebenheiten in der Lunge wihrend der Fliissigkeitsbeatmung. Die Ergebnisse zeigen
einen deutlich reduzierten ,,respiratory burst* in den PFC- Gruppen im Vergleich zur PFC
freien Kontrolle (3.1.3). Auch ist eine Zunahme der Wirkung auf die
Sauerstoffradikalausschiittung mit der Inkubationsdauer zu beobachten.

Um zu gewihrleisten, dass die Messung der Sauerstoffradikalausschiittung bei simultaner
PMN- Stimulation in stindiger PFC- Gegenwart durchgefiihrt wird, und dadurch eine

eventuelle Barrierefunktion der PFC stiarker ins Gewicht fillt, wurde der Versuchsaufbau
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von 3.1.3 modifiziert (3.1.5). Hier ldsst sich beobachten, dass nach 30 Minuten
Inkubationszeit der PMN mit PFC bei gleichzeitiger antigener Stimulation die
Sauerstoffradikalausschiittung im Vergleich zur Kontrolle signifikant (*** p<0,001 vs.
PMN) reduziert ist.

Die Ergebnisse beider Versuchsreihen wiren anhand der ,,Barrierefunktion* der PFC zu
erkldaren. Durch die Gegenwart von PFC wihrend der antigenen Stimulation der PMN
konnte eine Kontaktautnahme zwischen den PMN und dem antigenen Stimulus im Sinne
einer mechanischen Barriere erschwert bzw. verhindert werden, welches wiederum zu
einem reduzierten ,,respiratory burst* fithren wiirde.

Allerdings lésst es sich aufgrund dieser Ergebnisse nicht ausschlieBen, dass PFC nicht

auch eine direkte antiinflammatorische Wirkung auf die PMN haben.

Untersuchung einer direkten PFC- Wirkung

In den Ergebnissen neuerer Studien finden sich vermehrt Hinweise darauf, dass
Perfluorocarbone direkt auf die mit ihnen in Kontakt stehenden Zellen wirken und
intrazelluldre, eventuell energieabhéngige Prozesse beeinflussen.

In vitro Untersuchungen, welche die Abhingigkeit der PFC- Effekte von ihrer Lipid-
loslichkeit an Thrombozyten und Erythrozyten erforschten, kamen zu folgendem
Ergebnis: Eine PFC- Inkubation der Zellen fiihrte zu einer Reduktion der
Thrombozytenaggregation nach Kollagenstimulus und zu einer verringerten
Hamolysebereitschaft der Erythrozyten. Die Intensitidt der Effekte korrelierte dabei direkt
mit der Lipidloslichkeit der Perfluorocarbone. Der gesamt gemessene, intrazelluldare PFC-
Gehalt war in der Zellmembran der Erythrozyten bzw. in den Lecithin- Liposomen der
Thrombozyten lokalisiert. Es wurde die Hypothese aufgestellt, PFC wiirde in die
Lipidkomponente von Membranen eingebaut und habe dort eine generell protektive,
membranstabilisierende  Wirkung auf eine Vielzahl von membranvermittelten
Zellantworten auf Stress oder Aktivierung (Obraztsov et al. 2000).

Dass ein direkter Kontakt mit PFC nicht notwendig ist, um Entziindungsreaktionen
abzuschwichen, zeigen auch andere Studien. So kann die Reduktion der pulmonalen
Schidigung unter PLV unter anderem auf einer direkten Beeinflussung der
Makrophagenaktivitit beruhen, welche z.B. durch eine ,.frustrane Phagozytose* von PFC
und der dadurch bedingten Storung der Membraneigenschaften erklédrt werden (Steinhorn
et al. 1999). Aktivierte Endothelzellen (EC), welche neben PMN und AM malgeblich an
der Pathogenese des ARDS beteiligt sind (Simon et al. 1992), wurden PFC exponiert.
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Allerdings wurde ein direkter Kontakt mit PFC durch eine Membran (3 pm) verhindert,
wodurch eine moglichst genaue Rekonstruierung der in vivo Verhéltnisse wihrend der
PLV geschaffen werden sollte. Es zeigte sich, dass eine PFC- Exposition zu einer ver-
ringerten Adhésion neutrophiler Granulozyten an die exponierten EC im Vergleich zu den
nicht exponierten EC fiihrt. Weiterhin fand sich eine geringere Expression der
Zelladhisionsmolekiile [CAM-1 und E- Selectin in der Gruppe der PFC exponierten EC.
Auch hier wird spekuliert, dass PFC in die EC diffundiert, sich in das ,bilayer lipid
membrane system‘ integriert, so die Adhdsion der PMN reduziert und auf diese Weise
antiinflammatorisch wirkt (Woods et al. 2000).

Fir neutrophile Granulozyten konnte nachgewiesen werden, dass die nach PFC-
Inkubation beobachtete Reduzierung der Phagozytose und Chemotaxis in der Abnahme
eines intrazelluldaren Signalweges, einer Tyrosinphosphorylation, begriindet ist, was zu
einer Abschwichung der Entziindungsreaktion fithren konnte (Fernandez et al. 2001).

Um eine direkte antiinflammatorische Wirkung von Perfluorocarbonen auf neutrophile
Granulozyten zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit PFC und PMN miteinander
prdainkubiert. Die basale und die antigen- induzierte Sauerstoffradikalausschiittung wurden
im Anschluss an die Priinkubation (unter Rotation) in Abwesenheit von PFC, welche sich
aufgrund ihrer Hydrophobie nicht mit der wissrigen Phase (PMN in RPMI- Medium)
vermischen, gemessen (3.1.1 und 3.1.2). Die Ergebnisse zeigen eine Reduktion des
,respiratory burst” nach PFC- Prdinkubation. Dieser ist gegeniiber der PFC-freien
Kontrollgruppe schon nach kurzeitigem PFC- Kontakt (1 min) signifikant. Hieraus wird
deutlich, dass die Anwesenheit von PFC nicht Voraussetzung fiir eine PFC- vermittelte
Wirkung auf den ,respiratory burst” neutrophiler Granulozyten ist. PFC haben eine
direkte Wirkung auf PMN. Aufgrund dieser Ergebnisse lassen sich jedoch keine
Riickschliisse auf den genauen Wirkmechanismus der PFC ziehen. Dennoch ist eine
Aufnahme der PFC in die Zellmembran (Obraztsov et al. 2000, Woods et al. 2000) bzw.
in das Zytoplasma mittels Phagozytose (Virmani et al. 1984, Wolfson et al. 1992), und
eine hierdurch verursachte Beeinflussung intrazelluldrer Prozesse, sehr wahrscheinlich.
Eigene elektronenmikroskopische Beobachtungen zeigen eine Zunahme der
Vakuolisierung von PMN nach PFC Inkubation, wahrscheinlich verursacht durch die

Phagozytose von PFC.
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Aufhebung der PFC- Wirkung durch Surfactant

Da Perfluorocarbone im Rahmen der PLV bzw. TLV mit Surfactant zwangsldufig in
Kontakt kommen, ist es von Interesse zu untersuchen, inwieweit diese beiden Substanzen
miteinander interagieren und sich in ihren Wirkungen, speziell auf neutrophile
Granulozyten, beeinflussen.

Werden PMN mit Curosurf inkubiert und anschlieBend mittels GBS antigen stimuliert, so
ist der ,,respiratory burst* im Vergleich zur nicht behandelten Kontrollgruppe signifikant
reduziert (Herting et al. 1995). Bestitigt werden konnte dieses Ergebnis auch nach
antigener Stimulation der PMN durch die GBS-HD Variante (Scholtes et al. 2002).
Weiterhin konnte eine verminderte Elastase- Freisetzung aus Surfactant inkubierten PMN
nachgewiesen werden (Tegtmeyer et al. 1996), und es zeigte sich, dass PMN in ihrer
Phagozytosefdhigkeit eingeschriankt sind, sobald sie hohen Konzentrationen von
Surfactant ausgesetzt sind (Speer et al. 1990).

Weitere Daten iiber eventuelle PFC- Surfactant Interaktionen liegen bis dato nicht vor.
Beobachtet werden konnte, wie sich wiahrend der PLV in den distalen Alveolarbezirken
kleine, Surfactant umbhiillte PFC- Vesikel bilden (Bachofen et al. 1994). Die
Arbeitsgruppe um Riidiger beschrieb erstmals die Herstellung einer PFC- Surfactant
Emulsion. Durch starke Durchmischung von Curosurf und PFC konnten sie eine ,,PFC-in-
Surfactant” Emulsion herstellen. In Viabilitdtsversuchen mit GBS nach PFC- Inkubation
konnten sie aufzeigen, dass FO 6167 einen toxischen Effekt auf GBS hat. Eine Inkubation
von GBS mit einer ,,FO 6167-in-Surfactant Emulsion zeigte dagegen keinen toxischen
Effekt mehr auf die GBS. Lediglich Curosurf, nicht als PFC- Surfactant Emulsion
eingesetzt, hatte keinen reduzierenden Effekt auf die Toxizitdt des FO 6167 (Riidiger et
al. 2001).

In dieser Arbeit konnten wir aufzeigen, dass Perfluorocarbone den ,respiratory burst®
neutrophiler Granulozyten reduzieren. Um zu untersuchen, inwieweit dieses Ergebnis
durch Surfactant beeinflusst wird, wurden die PMN mit PFEC (fiir PF 5080 und FO 6167 je
einen separaten Versuch) und zusétzlich Curosurf inkubiert. Zur antigenen Stimulation
der PMN wurde den Ansidtzen Candida zugefiigt (3.1.4).

Wie schon in der Literatur beschrieben, konnte ein reduzierender Effekt auf die
Sauerstoffradikalausschiittung nach alleiniger Curosurfinkubation der PMN von uns
bestitigt werden (Herting et al. 1995). Allerdings besteht ab dreiBigminiitiger
Inkubationszeit (t30) kein Unterschied mehr in der Sauerstoffradikalausschiittung zur

Curosurf- freien Kontrolle. Daten iiber die Auswirkungen einer linger andauernden
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Curosurf/ PMN Inkubation auf die Sauerstoffradikalausschiittung liegen unserer Ansicht
nach nicht vor. Weiterhin konnte folgendes beobachtet werden. Eine Curosurfinkubation
hebt die von uns beschriebene Reduktion des ,,respiratory burst* unter alleiniger PFC-
Inkubation der PMN auf. Nach dreiligminiitiger Inkubationsdauer besteht kein
Unterschied mehr in der quantitativen Sauerstoffradikalausschiittung zwischen dem PFC/
Cursourf Ansatz und dem PFC freien Kontrollansatz. Diese Beobachtung wurde sowohl
fiir das PF 5080 als auch, allerdings in leicht geringerer Ausprigung, fiir das toxische FO
6167 gemacht.

Es kommen verschiedene Erklarungsmodelle in Betracht, welche die Authebung der PFC-
Wirkung auf den ,respiratory burst* der PMN durch Surfactant erldutern konnten.

Zum einen konnte man vermuten, dass Curosurf sich mit seinen lipophilen Bestandteilen
(Phospholipiden) an die Oberfliche der PMN anlagert und diese wie einen Saum
umschlieft. Dadurch wére es denkbar, dass ein PMN/ PFC- Kontakt grofitenteils
verhindert wiirde und PFC nicht antiinflammatorisch (im Sinne einer Reduzierung der
Sauerstoffradikalausschiittung) wirken konnen, da sie nicht mit den PMN in Kontakt
treten. Auch konnte durch eine Interaktion von Curosurf mit der Zelloberfliache, die
Phagozytose des PFC behindert und so eine mogliche intrazellulire Wechselwirkung von
PFC mit dem Zellmetabolismus verhindert werden. Fiir Makrophagen konnte eine
Aufnahme von PFC mittels Phagozytose bereits nachgewiesen werden (Wolfson et al.
1992).

Speer und Mitarbeiter konnten eine eingeschriankte Phagozytosefunktion neutrophiler
Granulozyten nachweisen, wenn sie hohen Curosurf- Konzentrationen ausgesetzt waren.
Sie spekulieren, dass die Phospholipide die fiir die Phagozytose essentiellen Rezeptoren
bedecken konnten (Speer et al. 1990). Eigene elektronenmikroskopische Untersuchungen
der PMN nach Inkubation mit PFC, Curosurf (Konzentration 3 mg PL/ ml) und Candida
zur antigenen Stimulation illustrieren, dass eine Phagozytose von Candida trotzdem
moglich ist. Auch wird die Aufnahme von PFC, vermutlich mittels Phagozytose, durch

PMN nicht verhindert (3.1.4, Abb. EM 2-4).

Ein anderer Gedanke wire, dass Curosurf und PFC wihrend der Inkubation eine
Emulsion bilden, wobei Curosurf sich um das PFC legt. Dies wiirde ebenfalls eine
Protektion der PMN gegeniiber der PFC Wirkung erklidren, da es auf diese Weise zu einer
Verhinderung einer Kontaktaufnahme zwischen PMN und PFC kidme. Fiir diese These
sprechen auch die bereits erwihnte Bildung Surfactant umhiillter PFC- Vesikel unter

PLV- Therapie (Bachofen et al. 1994) und die Viabilitdtsversuche mit GBS nach
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Inkubation mit einer ,,PFC-in-Surfactant* Emulsion der Arbeitsgruppe Riidiger (Riidiger
et al. 2001).

In den Versuchen dieser Arbeit wurde Curosurf nicht als ,,PFC-in-Surfactant® Emulsion
eingesetzt. Dennoch erscheint es moglich, dass sich wéhrend der Inkubation, die unter
standiger Rotation ablduft, jene von Bachofen beschriebenen Surfactant umhiillte PFC-
Vesikel bilden. In diesem Zusammenhang ist zu bemerken, dass erst nach
dreiBigminiitiger Inkubationsrotation die Curosurf Wirkung auftritt.

Es ldsst sich festhalten, dass Curosurf die PFC vermittelte Reduktion des ,,respiratory
burst* nahezu aufhebt. Dies legt nahe, dass PFC mit PMN in Kontakt kommen miissen,
um ihre antiinflammatorische Aktivitit zu exhibieren. Dieser Kontakt konnte durch
Curosurf verhindert werden. Obwohl Curosurf den PFC- Effekt auf die Sauerstoffradikal-

ausschiittung inhibiert, verhindert es nicht die Phagozytose von PFC.

Einfluss der PFC auf PMN

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der ,respiratory burst“ neutrophiler
Granulozyten nach einer Prdinkubation mit Perfluorocarbonen reduziert ist. Es ist davon
auszugehen, dass PFC direkt antiinflammatorisch auf die PMN wirken. Damit stimmen
diese Daten mit den Ergebnissen anderer Studiengruppen, die ebenfalls eine
antiinflammatorische Wirkung von PFC auf den ,respiratory burst* neutrophiler
Granulozyten nachweisen konnten, iiberein (Virmani et al. 1984, Lowe et al. 1998). Dass
PFC direkt, durch Diffusion in die ,bilayer lipid membrane* (Obraztsov et al. 2000,
Fernandez et al. 2001) oder mittels phagozytirer Aufnahme (Wolfson et al. 1992,
Rossman et al. 1996), aufgrund Beeinflussung intrazelluldrer = Prozesse
antiinflammatorisch auf die mit ihnen in Kontakt stehenden Zellen einwirken, ist sehr
wahrscheinlich. Da PFC relativ langsam in die Zellmembran diffundieren (maximale
Perflubron- Konzentration in Erythrozytenmembran erst nach 7 h erreicht (Obraztsov et
al. 2000)), sich in unseren Versuchen eine PFC- Wirkung auf den ,,respiratory burst* aber
schon nach kurzer Prainkubation der PMN zeigt (1 min), ist eine Aufnahme der PFC auch
mittels Phagozytose zu diskutieren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass kurzeitiger
Kontakt mit PFC (2,5 min) zu einer phagozytiren Aufnahme von PFC fiihrt, und in einer
Abnahme des intrazelluliren Gehaltes an freiem H;O, exponierter PMN resultiert
(Rossman et al. 1996). Auch eigene elektronenmikroskopische Betrachtungen legen dies

nahe. Dass die extrazellulire Gegenwart von PFC essentiell fiir die antiinflammatorische
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Wirkung ist (Barrierefunktion, Varani et al. 1996), konnte in unseren Versuchen nicht
bestitigt werden. Untersuchungen der ,Barrierefunktion” der PFC in dieser Arbeit
ergaben jedoch Hinweise darauf, dass PFC, neben einer direkten Beeinflussung der PMN
(Priainkubationsversuche), auch zusitzlich im Sinne einer physikalischen Barriere die
Kontaktaufnahme zwischen PMN und Antigen verhindern. Deutlich wird dies an der
starker ausgepriagten Reduktion des ,respiratory burst in PFC- Gegenwart (3.1.5) als
nach alleiniger PFC- Prédinkubation (3.1.2).

Beziiglich einer Beeinflussung der PFC- Wirkung durch Surfactant wurde von uns
aufgezeigt, dass Curosurf die abschwichende, ggf. protektive Wirkung von PFC auf den

,respiratory burst* authebt.

Klinische Relevanz

Die priasentierten Daten und Ergebnisse sind von klinischem Interesse. Sie zeigen den
abschwichenden Effekt von Perfluorocarbonen auf den ,,respiratory burst® neutrophiler
Granulozyten in vitro auf. PMN, Makrophagen und Alveolarepithelzellen sind bedeutsam
fiir die Abwehr von Mikroorganismen und eingebunden in das komplexe Zusammenspiel
eines intakten Immunsystems. Sie spielen aber auch eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese des akuten Lungenschadens und besonders des ARDS. PFC, eingesetzt in
der Fliissigkeitsbeatmung, gehoren prinzipiell zu den alternativen Strategien in der
Behandlung des akuten Lungenschadens und des ARDS. Daher ist es von Bedeutung zu
wissen, wie sich PFC auf die mit ihnen in Kontakt kommenden Zellen auswirken. Eine
Attenuierung der Entziindungsreaktion neutrophiler Granulozyten, z.B. im Sinne eines
reduzierten ,respiratory burst“ bei ungestorter Viabilitit der Zellen, konnte sich als
pulmoprotektiv erweisen und die Progredienz bzw. gar die Entstehung eines ARDS
verhindern. Studien an Ratten, die mit Streptococcus pneumoniae infiziert wurden,
zeigten, dass PLV gemeinsam mit Penicillin als Therapiestrategie erfolgreicher war als
alleinige Penicillingabe. Eine erhohte Letalitit der PLV- Gruppe im Vergleich zur
konventionell beatmeten Kontrolle bestand nicht (Dickson et al. 1998). Hieraus konnten
sich neue Therapieansitze fulminanter, schwerbehandelbarer Pneumonien ergeben.
Interessant in diesem Zusammenhang waren auch die Ergebnisse der Gruppe um Riidiger.
Sie konnten in einer in vivo Studie an GBS infizierten Kaninchenfeten zeigen, dass es im
Gegensatz zu der konventionell beatmeten Kontrollgruppe in der PLV- Gruppe, trotz der
antiinflammatorischen Eigenschaften der PLV (Anzahl neutrophiler Granulozyten im

Lungengewebe in der Studie reduziert), zu keiner intrapulmonalen Proliferation der GBS
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kommt (Riidiger et al. 2003). Zu einem anderen Ergebnis kam eine Studie, welche die
Mortalitdt nach kiinstlich ausgeloster Peritonitis bei zeitgleicher intravendser PFC
Instillation an Méusen untersuchte. Die Mortalitit lag, bei reduzierter PMN- Anzahl in
der Peritoneallavage, signifikant hoher in der PFC- Gruppe (Lane et al. 1986). Inwieweit
eine PFC induzierte reduzierte Sauerstoffradikalausschiittung die Fahigkeit des Korpers
zur Abwehr pathogener Mikroorganismen vermindert, ist noch nicht ausreichend
untersucht worden und bedarf weiterer Kldrung.

Von klinischer Bedeutung in diesem Zusammenhang ist auch die Beobachtung, dass
Curosurf diesen protektiven Effekt der PFC auf die PMN reduziert und es erscheint
wichtig, die Wechselwirkungen von PFC und Surfactant noch eingehender zu
untersuchen.

Trotz der Tatsache, dass sich Perfluorocarbone, eingesetzt in der partiellen
Fliissigkeitsbeatmung, nicht gegeniiber konventionellen Beatmungsstrategien in
klinischen Studien durchgesetzt haben (Zielkriterien: beatmungsfreie Tage und Mortalitét
in den ersten 28 Tagen), sind Perfluorocarbone, insbesondere aufgrund ihrer
physikalischen und antiinflammatorischen Eigenschaften, weiterhin Gegenstand
derzeitiger Forschung.

Interessante Ergebnisse sind auch von einem zukiinftigen klinischen Einsatz der TLV zu
erwarten (Brown et al. 2006). Weiterhin wurden erstmals in verschiedenen Tierversuchen
PFC als Aerosole zur Behandlung des akuten Lungenschadens eingesetzt und erste Erfolg
versprechende Resultate konnten erzielt werden (Bleyl et al. 1999; Kandler et al. 2001).
Ein weiteres spannendes Feld fiir PFC ist ihr Einsatz als Trigersubstanz fiir Medikamente.
Aufgrund ihrer physikalisch- chemischen Eigenschaften sind sie gut geeignet, an sie
gebundene Medikamente in der geschiddigten Lunge zu verteilen. Bereits durchgefiihrt
wurden Studien iiber die Applikation von Antibiotika (Zelinka et al. 1997), Anisthetika
(Kimless-Garber et al.1997), vasoaktiven Substanzen (Wolfson et al. 1996), sowie
Adenovirus-vermittelter Gentransfer (Lisby et al. 1997) mittels PFC. So z.B. zeigten Cox
und Mitarbeiter, dass es zu einer gleichméfigeren und hoheren Verteilung einer
Gentamycin- Suspension im Lungengewebe kommt, wenn man die Suspension wihrend
der PLV intratracheal appliziert als bei intravendser Gabe (Cox et al. 2001).

Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit untersuchen die immunmodulatorischen
Eigenschaften von Perfluorocarbonen. Gerade Lungenerkrankungen infektioser Ursache
konnten in Zukunft ein mogliches Anwendungsgebiet fiir den FEinsatz der

Fliissigkeitsbeatmung mittels Perfluorocarbonen darstellen.
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6 Zusammenfassung

Mit einer Mortalitédtsrate von 40—60 % gehort das ARDS zu einer der am schwierigsten
behandelbaren respiratorischen Erkrankungen. Neben Alveolarmakrophagen und
GefiBlendothelzellen werden neutrophile Granulozyten zu den wichtigsten Bausteinen in
der Pathogenese des akuten Lungenschadens gezihit.

Perfluorocarbone, eingesetzt in der Fliissigkeitsbeatmung, haben sich als alternative
Behandlungsmethode des ARDS gezeigt. Neben Verbesserung der Oxygenierung und
Compliance konnten ihnen antiinflammatorische Eigenschaften nachgewiesen werden. Im
Besonderen die antiinflammatorischen Eigenschaften der Perfluorocarbone und ihre

Interaktion mit anderen Entziindungszellen sind von groem klinischem Interesse.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von Perfluorocarbonen auf den
,respiratory burst und die Viabilitdt neutrophiler Granulozyten untersucht.

Hierzu wurden neutrophile Granulozyten aus dem Blut adulter Spender isoliert und mit
zwel verschiedenen Perfluorocarbonen (FO 6167 und PF 5080) inkubiert. Im Anschluss
an die Inkubation wurde die optische Dichte als MaBB fiir die
Sauerstoffradikalausschiittung mittels NBT- Reduktionstest bestimmt. In einer
Versuchsreihe wurden die Auswirkungen einer Prdinkubation mit PFC auf den
,respiratory burst* nicht stimulierter PMN und auf nachfolgend antigen- stimulierte PMN
(Candida bzw. GBS-HD) untersucht. Durch Einsatz verschiedener PFC- Konzentrationen
wurden die Effekte auf ihre Konzentrationsabhéngigkeit hin untersucht. In einer zweiten
Versuchsreihe wurden dann die Auswirkungen einer permanenten PFC-Anwesenheit
wihrend einer Antigenstimulation auf den ,respiratory burst“ der neutrophilen
Granulozyten untersucht. Um zu untersuchen, wie Surfactant die beobachteten
Auswirkungen beeinflusst, wurde den Ansitzen Curosurf hinzugegeben.

Zusdtzlich  wurden  Viabilitdtsbestimmungen  und  elektronenmikroskopische

Untersuchungen nach PFC- Inkubation der PMN durchgefiihrt.

Es konnte aufgezeigt werden, dass Perfluorocarbone den ,,respiratory burst* neutrophiler
Granulozyten dosisabhiingig reduzieren. Nach Pridinkubation der PMN mit PFC wurde
sowohl die basale Sauerstoffradikalausschiittung, als auch die Radikalausschiittung als
Antwort auf eine anschliefende Antigenstimulation der PMN deutlich gegeniiber der PFC
freien Kontrolle reduziert. Messungen der Viabilitit der PMN konnten zeigen, dass

FO 6167 toxische Eigenschaften hat, und der Effekt auf den ,respiratory burst*
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groftenteils in einer Abnahme der PMN Zahl begriindet liegt. PF 5080 dagegen zeigte
sich als nicht toxisch, und es ist anzunehmen, dass PF 5080 direkt antiinflammatorisch auf
die PMN wirkt.

Versuche, in denen PFC auch wihrend der Antigenstimulation anwesend waren — dhnlich
den Verhiltnissen wihrend der Fliissigkeitsbeatmung-, zeigten, dass PFC wahrscheinlich
zusidtzlich auch im Sinne einer mechanischen Barriere wirken und sich der reduzierende
Effekt auf den ,,respiratory burst* dadurch noch verstirkt. Weiterhin wurde dokumentiert,
dass eine Curosurfmitinkubation den Effekt der Perfluorocarbone auf den ,respiratory

burst* der neutrophilen Granulozyten aufhebt.
Aufgrund unserer Ergebnisse gehen wir davon aus, dass Perfluorocarbone direkt

antiinflammatorisch im Sinne einer Reduktion des ,respiratory burst® auf neutrophile

Granulozyten wirken.
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