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1 Einleitung 
Die Lunge hat die zentrale Aufgabe des Gasaustausches von Sauerstoff (O2) und 

Kohlendioxid (CO2) und gewährleistet damit das Prinzip der aeroben Oxidation des 

menschlichen Organismus. Ein Ausfall dieser Funktion und der damit einhergehenden 

respiratorischen Insuffizienz erzwingt den Einsatz einer kontrollierten maschinellen 

Beatmung. Medizinisch induziert ist diese Situation durch Muskelrelaxierung im Rahmen 

der Narkoseführung für operative Eingriffe. Die kontrollierte maschinelle Beatmung kann 

daher, je nach klinischer Situation, kurzfristig (Minuten bis Stunden im Rahmen einer 

Operation) oder prolongiert (mehrere Wochen im Rahmen eines Lungenausfalls) indiziert 

sein. Wie jeder Eingriff in den natürlichen Ablauf der Körperfunktionen, hat auch die 

künstliche Beatmung inhärente Risiken. So wird zum Beispiel durch die endotracheale 

Intubation der natürliche Schutz gegen die Besiedlung der Atemwege durch ortsfremde 

Keime ausgeschaltet. Darüber hinaus stellt die mechanische Beatmung per se ein Risiko 

für die Entstehung einer ventilatorinduzierten oder ventilatorassoziierten 

Lungenschädigung dar, die sich in einer pro-inflammatorischen Reaktion der Lunge 

manifestiert (27; 72; 84). Besonders beim akuten Lungenversagen (Acute Respiratory 

Distress Syndrome, ARDS), führt die mechanische Beatmung sowohl durch die 

Überdehnung der Lunge, als auch durch vermehrte Scherkräfte zu einer gesteigerten 

inflammatorischen Antwort (77). Basierend auf den Erkenntnissen beatmungsinduzierter 

Lungenpathophysiologie entwickelte sich in den vergangenen Jahren ein grundsätzlicher 

Paradigmenwechsel in der klinischen Anwendungsstrategie maschineller Beatmung von 

ARDS Patienten. Das Konzept der lungenprotektiven Beatmung umfasst die Vermeidung 

von ventilator-assoziiertem Baro-, Volu-, Atelekto- und Biotrauma sowie die Reduktion 

unerwünschter hämodynamischer Nebenwirkungen. Die Applikation eines positiven 

endexpiratorischen Beatmungsdruckes (PEEP) sowie die Wahl kleiner Atemzugvolumina 

sind die therapeutischen Eckpfeiler dieses Konzeptes (1). Darüberhinaus stellt das 

repetitive Rekrutieren atelektatischer Lungenbezirke eine vielversprechende 

therapeutische Option dar.  

Die Höhe des eingestellten PEEP sowohl bei Lungengesunden als auch bei ARDS 

Patienten ist ein vieldiskutierter Aspekt maschineller Beatmung. Die Empfehlungen für 

einen optimalen PEEP bei lungengesunden Patienten im Rahmen elektiver chirurgischer 

Maßnahmen sind nicht eindeutig (91).  

Die vorliegende Arbeit untersucht die Effekte unterschiedlicher Beatmungsstrategien auf 

die Stärke der pulmonalen und systemischen inflammatorischen Immunantwort von 

Patienten mit unterschiedlicher pulmonaler Prädisposition. Im Studienkollektiv 
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lungengesunder Patienten, die sich einem operativen Elektiveingriff unterzogen, wurden 

die Effekte von PEEP- vs. ZEEP-Beatmung auf die Aktivierung des zentralen 

Transkriptionsfaktors NF-κB in Alveolarmakrophagen verglichen.  

Im Studienkollektiv schwerkranker Intensivpatienten mit ALI/ARDS wurden die Effekte 

einer zeitgesteuerten und druckkontrollierten Beatmung mit niedrigen Tidalvolumina einer 

Strategie gegenübergestellt, die zuzüglich eine intermittierende Alveolarrekrutierung nach 

dem Open-Lung-Concept (OLC) umfasste. Über einen Zeitraum von drei Tagen wurde als 

Klassifikationssystem zur quantitativen Beurteilung des Erkrankungsschweregrades und 

der individuellen Prognose der Patienten der APACHE-II-Score, der Lung-Injury-Score, 

Ventilations-, Gasaustausch-, und Hämodynamikparameter, pulmonale und systemische 

Zytokinprofile, sowie die Aktivierung von NF-κB in alveolären Zellen vergleichend 

analysiert.  
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1.1    Das humane Alveolarsystem 
Die äußere Atmung des Menschen dient der Sauerstoffaufnahme und der 

Kohlendioxidabgabe. Der Aufbau der Lunge ist unterteilt in das luftleitende System und 

das Alveolarsystem, das  mit einer Gesamtfläche von ungefähr 120 m2  bei der Inspiration 

und 80 m2  bei der Expiration die größte Fläche des Organismus bildet, die mit der 

Außenwelt in direktem Kontakt steht. Jeder Atemzug befördert unzählige Pathogene, 

Schadstoffe und Allergene über das respiratorische Epithel. Die meisten der inhalierten 

Organismen werden an der Mucus-Schicht festgehalten, zum Pharynx transportiert und 

dort verschluckt. In den oberen Atemwegen werden tracheale und bronchiale Sekretionen 

von Epithelzellen, insbesondere von Becherzellen und Submucosazellen hergestellt (Abb. 

1).  

Zwei Epithelzelltypen, Typ-I- und Typ-II-Pneumozyten, kleiden die Alveolen gleichmäßig 

aus (Abb.1). Typ-I-Pneumozyten (Deckzellen) bedecken ungefähr 90 - 95% der Alveolar-

oberfläche, liegen der  Basalmembran an und bilden mit dieser und dem Kapillarendothel 

die Barriere für den Gasaustausch. Typ-I-Pneumozyten sind gekennzeichnet durch einen 

flach ausgebreiteten, organellenarmen Zytoplasmaleib. Die kubischen, organellenreichen 

Typ-II-Pneumozyten bedecken 5 - 10% der Alveolaroberfläche, liegen der Basalmembran 

auf und besitzen als charakteristische Organelle die Lamellarkörperchen, die Speicher- 

und Sekretionsorganelle von pulmonalem Surfactant. Surfactant ist ein Gemisch aus 

Phospholipiden (90%) und Proteinen (10%), der als dünner Film die luminalen Alveolen 

auskleidet, über seinen Phospholipidanteil die Oberflächenspannung herabsetzt und 

damit physiologisches Atmen ermöglicht. Alveolen haben einen Durchmesser zwischen 

0.1 und 0.3 mm und sind eng mit dem Kapillarsystem der Lunge verbunden. Ihre 

Basalmembran ist mit der des Kapillarsystems zum Großteil verbunden und ermöglicht 

damit den Übertritt des in der Atemluft befindlichen Sauerstoffs in die Kapillargefäße und 

die Abgabe des Kohlendioxids aus dem Blut in die Lunge.  Die Wände der Alveolen sind 

0.3 - 0.7 mm dünn und ermöglichen somit einen leichten Gastaustausch mit dem dichten 

Netz der Lungenkapillaren. 

Unter physiologischen Bedingungen sind  Alveolarmakrophagen, i.e., differenzierte, in das 

Lungengewebe eingewanderte Monozyten, der dominante alveoläre Zelltypus. 

Alveolarmakrophagen sind professionelle Phagozyten, die über ihre immun-

modulatorischen Fähigkeiten zentral an der Aufrechterhaltung der Lungenhomöostase 

beteiligt sind.   
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Abb. 1 Proximale und distale Atemwege 
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1.2 Protektive Beatmung des lungengesunden Patienten 
Die meisten klinischen Untersuchungen zu den Effekten protektiver Beatmungsstrategien 

wurden an schwer lungenkranken Patienten  durchgeführt. In der klinischen Routine 

bilden jedoch lungengesunde Patienten, die im Rahmen eines operativen Eingriffes 

vorübergehend maschinell beatmet werden, das alltägliche Patientenkollektiv. Über die 

funktionellen Konsequenzen des durch Beatmung induzierten mechanischen Stresses bei 

diesen Patienten ist nur wenig bekannt. Man weiß allerdings seit langem, dass 

narkotisierte Patienten Ventilationsstörungen entwickeln (12), die noch in der 

postoperativen Phase einen Abfall der funktionellen Residualkapazität mit einhergehender 

Oxygenierungsstörung nach sich ziehen können (68). Eine zentrale Ursache dieser 

pathophysiologischen Veränderungen ist die Entstehung von Atelektasen (16), die sowohl 

bei inhalativen als auch bei intravenösen Allgemeinanästhesien in 90% der Fälle 

auftreten. Das Entstehen dieser Atelektasen ist weder an die Gabe eines Muskelrelaxans 

gekoppelt, noch davon abhängig, ob der Patient spontan atmet oder kontrolliert beatmet 

wird (54). Abhängig vom Pathomechanismus werden Kompressionsatelektasen, 

Resorptionsatelektasen und Surfactantmangel-Atelektasen unterschieden (55). Unter 

Allgemeinanästhesie und der Gabe von Muskelrelaxanzien sinkt der Tonus von 

Diaphragma und Interkostalmuskulatur, der Druck der Bauchorgane überwiegt, so dass 

sich der Abdominalraum nach kranial verlagert. Dies führt zu einer Verkleinerung des 

Thorakalraums mit einem Druckanstieg im Pleuraspalt. Das angrenzende Lungengewebe 

wird zusammengedrängt und Alveolen, vor allem in den abhängigen Lungenpartien, 

kollabieren. Es kommt zu Kompressionsatelektasen. Resorptionsatelektasen ihrerseits 

können zum einen durch den Verschluss von Bronchiolen auftreten. Zu Beginn der 

Narkose steigt der intrapleurale und intrapulmonale Druck. Es entsteht ein 

Ungleichgewicht zwischen Ventilation (vermehrt ventral) und Perfusion (vermehrt dorsal). 

Die Compliance nimmt ab. Es kommt zur Abnahme der funktionellen Residualkapazität. 

Der Verschluss von kleinen Atemwegen in der Exspiration und Atelektasen nehmen zu. 

Der Sauerstoff in den geschlossen Arealen wird allmählich ins Blut resorbiert. Wenn die 

Extraktion von O2 aus dem Alveolarlumen den Nettoeinstrom von Gas übersteigt, 

kollabieren die Alveolen.  

Zum anderen können Resorptionsatelektasen auch ohne Verschluss von Atemwegen 

zustande kommen. Bei während der Narkose erhöhter inspiratorischer 

Sauerstoffkonzentration (FiO2) steigt der Sauerstoffpartialdruck in der Alveole bezogen 

auf die Kapillare. Damit vergrößert sich der Sauerstoffgradient auch in 

minderperfundierten Gebieten. Sauerstoff diffundiert schneller aus der Alveole in die 
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Kapillare. Der Anteil an Stickstoff, der in den Alveolen verbleibt und diese offen hält, 

verringert sich. Dieser Effekt kann so ausgeprägt sein, dass diese Lungenabschnitte 

kollabieren. Die Höhe der FiO2 beeinflusst dabei direkt die Ausprägung der Atelektasen. 

Überdruckbeatmung mit hohen Tidalvolumina scheinen einen höheren Verbrauch an 

Surfactant zu bewirken. Bereits kollabierte Lungenbereiche produzieren ihrerseits weniger 

neuen Surfactant und fördern damit einen fortschreitenden Kollaps (55). Lachmann 

postulierte 1992 mit der Beatmungsstrategie „open the lung and keep the lung open“ den 

Zielgedanken, atelektatische Lungebezirke durch Erhöhung des Atemwegsspitzendrucks 

aktiv zu öffnen, um sie daran anschließend mittels ausreichendem PEEP offen zu halten 

(50).  

Die Höhe des eingestellten PEEP ist ein vieldiskutierter Aspekt maschineller Beatmung. 

Die Empfehlungen für einen optimalen PEEP bei lungengesunden Patienten im Rahmen 

elektiver chirurgischer Maßnahmen sind nicht eindeutig (91). Bei lungengesunden 

Patienten zeigte sich unter Ventilation mit hohem VT (15 ml/kg) versus niedrigem VT (6 

ml/kg)  und ohne end-expiratorischen Druck (zero end-expiratory pressure, ZEEP) oder 

niedrigem VT (6 ml/kg) mit PEEP (10 cm H20) kein Anstieg in der systemischen 

Zytokinkonzentration (TNF-α, IL-6, IL-10, IL-1 Rezeptorantagonist) (107). Im Gegensatz 

dazu führte eine PEEP Applikation (5 cm H20) mit einem VT von 5-9 ml/kg im Vergleich zu 

einer ZEEP Beatmung mit einem VT von 9 ml/kg während einer Ösophagusresektion unter 

zeitweiser Ein-Lungen-Ventilation zu einer signifikanten Hemmung systemischer pro-

inflammatorischer Mediatoren, einer verbesserten Lungenfunktion und einer Verkürzung 

der postoperativen Beatmungszeit (61). Zwei weitere aktuelle Studien an Patienten ohne 

prä-existente Lungenbeeinträchtigung zeigten, dass Low-Tidal-Volume (6 ml/kg) 

Beatmung in Kombination mit PEEP (10 cm H20) versus High-Tidal-Volume (12 ml/kg) 

Beatmung und ZEEP zum einen die pulmonale Inflammation (106) hemmt, zum anderen 

die pro-koagulatorische intraavleoläre Aktivität reduziert (18). 

 

1.3 Acute Lung Injury (ALI)/Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) 
Das Syndrom des akuten Lungenversagens (Acute Respiratory Distress Syndrom, ARDS) 

des Erwachsenen wurde  erstmals 1967 von Ashbaugh et al. (5) beschrieben. Das ARDS 

manifestiert sich als eine akute Funktionsstörung der pulmonalen Gasaustauschstrecke 

mit einer diffusen, inflammatorischen Lungenreaktion, einem Lungenödem, einer 

pulmonalen Hypertension und einem hohen intrapulmonalen Rechts-Links-Shunt mit 

konsekutiver Hypoxämie (5).  
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1.3.1 Epidemiologie  
Die Inzidenz des ARDS liegt bei 75/ 100.000 Personen/Jahr (105) und in Europa 17 – 34 

Fälle auf 100.000 Personen/Jahr. Da Frühformen des ARDS oft nicht erkannt werden, 

sind exakte Häufigkeitsangaben immer noch schwierig zu erheben. 

Die Inzidenz des ALI liegt in den USA bei 190.000 Fällen und 74.000 Todesfällen pro Jahr 

(86; 87). Das ALI kann in ein ARDS übergehen und als Vorstufe des ARDS betrachtet 

werden.  

 
1.3.2  Definition 
1994 erfolgte auf der American-European Consensus Conference on ARDS eine 

allgemein gültige Definition des Begriffs ARDS und wurde gegen den Begriff des akuten 

Lungenversagens (Acute Lung Injury = ALI) abgegrenzt (13).  

Ein ARDS ist durch das Auftreten folgender Symptome definiert: 

 plötzliche lebensbedrohliche respiratorische Insuffizienz (innerhalb von 24 - 48 h 

nach direkter oder indirekter Schädigung) 

 beidseitige Infiltrate auf der anterior-posterior-Röntgen-Thoraxaufnahme  

 PaO2/FiO2 ≤ 200  

 pulmonalkapillärer Verschlußdruck der Lungengefäße (PCWP, pulmocapillary 

wedge pressure) ≤18 mm Hg oder fehlende klinische Zeichen für einen erhöhten 

linken Vorhofsdruck 

Das akute Lungenversagen (ALI) unterscheidet sich durch das Ausmass der Hypoxämie  

des Patienten vom ARDS. Bei einem ALI ist der Oxygenierungszustand, gemessen als 

Horowitz-Quotient (PaO2/FiO2), unabhängig vom PEEP Niveau ≤ 300. 

 

1.3.3  Ätiologie 
Direkte (primäre) und indirekte (sekundäre) Lungenschädigungen können ein ARDS 

auslösen (105). Zu den direkten Schäden gehören Pneumonie, Aspiration von 

Magensekret, Lungenkontusion, Fettembolie, Beinahe-Ertrinken sowie die Inhalation 

toxischer Substanzen. Indirekte, meist hämatogen bedingte Auslöser sind Sepsis, 

schwere Traumata, Massentransfusion, kardiopulmonaler Bypass, Intoxikation, 

Pankreatitis, Transfusion von Blutprodukten und Verbrauchskoagulopathien. Quantitativ 

sind Pneumonie, Sepsis und Polytraumatisierung die häufigsten Auslöser des ARDS. Die 

Letalität liegt trotz aller Fortschritte der modernen Intensivmedizin bei 30-40% (62). 
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1.3.4 Pathogenese und Inflammation 
Als Folge einer direkten oder indirekten Lungenschädigung kommt es innerhalb von 

Stunden durch die Aktivierung der zellulären und humoralen Immunabwehr zu einer 

massiven Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren, die eine akute pulmonale 

Entzündungsreaktion hervorrufen (Abb. 2). Diese akute Entzündungsreaktion mündet in 

einer massiven Permeabilitätsstörung und nachfolgend in einem nicht kardiogenen 

Lungenödem. Die natürlichen Barrierefunktionen zwischen Kapillarsystem und Alveolen 

sind außer Kraft gesetzt. Dies führt zu einem massiven Einstrom proteinreicher 

Ödemflüssigkeit in das Interstitium und die Alveolen. In den dorsobasalen 

Lungenabschnitten bilden sich Kompressionsatelektasen, die in Kombination mit dem 

entzündlichen Infiltrat und dem extravaskulären Lungenwasser zu einer Einschränkung 

der pulmonalen Gasaustauschfläche führen. Durch das Gewebsödem und die in den 

Alveolarraum eingeströmten Plasmaproteine kommt es zu einem sekundären Surfactant-

Mangel. Endogener Surfactant wird inaktiviert und eine Neubildung in den Typ-II-

Pneumozyten gehemmt. Beides begünstigt die weitere Ausbildung von Atelektasen. Die 

physiologische Gasaustauschfläche der Lunge kann bis zu 70 % reduziert sein. 

Hämodynamisch manifestiert sich eine Erhöhung des pulmonalvaskulären Widerstandes, 

bedingt durch Mikrothromben, die Freisetzung vasokonstriktiver Mediatoren und die 

hypoxische pulmonale Vasokonstriktion. Das alveoläre und interstitielle Lungenödem wird 

weiter aggraviert durch den Anstieg des pulmonalen Filtrationsdruckes aufgrund der 

pulmonalen Hypertonie.  

Wird dieses histopathologisch als akutes oder exsudatives bezeichnete ARDS Stadium 

überlebt, bildet sich das chronische oder fibroproliferative Stadium aus, das sich durch 

den fibrotischen Umbau der Lunge mit einer zunehmenden Perfusions- und 

Diffusionsverschlechterung auszeichnet. Durch Einlagerung von Ödemflüssigkeit, 

Fibrinfasern und erhöhte Fibroblastenaktivität kommt es zu einer Fibrosierung der Lunge, 

die sich einerseits zurückbilden, andererseits in eine ausgedehnte terminale 

Lungenfibrose mit pulmonaler Globalinsuffizienz entwickeln kann.  
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Abb. 2 Cartoon Physiologie und Pathophysiologie der Alveole 
Auf der linken Seite ist schematisch eine Alveole unter physiologischen Bedingungen 

dargestellt.  Rechts sind die im Text beschriebenen charakteristischen 

pathophysiologischen intraalveolären Veränderungen beim ARDS skizziert. 

 

Die pulmonale Entzündungsreaktion wird auf molekularer Ebene über organ-spezifische 

Signaltransduktionswege gesteuert. Einer der wichtigsten Regulatoren ist der 

Transkriptionsfaktor NF-κB, der durch bakterielle und virale Antigene, Zytokine und durch 

chemisch-physikalische Noxen aktiviert werden kann (94). An dem ubiquitären 

Vorkommen von NF-κB in vielen immunkompetenten Zellen, sämtlichen Zellen der 

Gefäßwand und den meisten Körperzellen, kann man seine Bedeutung für die rasche und 

variable Aktivierung zahlreicher Gene, die für die Immunität, Zellproliferation, 

Zelldifferenzierung und Apoptose eine Schlüsselrolle besitzen, ermessen. NF-κB ist 

zusammengesetzt aus Proteinen der NF-κB/Rel-Familie, deren gemeinsames 

Kennzeichen eine Domäne von etwa 300 Aminosäuren ist, die sogenannte Rel-

Homologie-Domäne (8). Bisher sind p65 (RelA), RelB, c-Rel, p100/p52, p105/p50 

bekannt. Jeweils zwei Untereinheiten können in unterschiedlichen Kombinationen 

aneinander binden und auf diese Weise Dimere bilden. Am häufigsten ist NF-κB aus den 
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Untereinheiten p50/p65 zusammengesetzt (7). Im Zytoplasma ist p50/p65 an eine von 

sieben inhibitorischen Untereinheiten (IκBα, IκBβ, IκBγ, IκBε, Bcl-3, p100 und p105) 

gebunden (96) und wird unter anderem durch Lipopolysaccharid (LPS), Interleukin-1 (IL-

1) und TNF-α, aber auch durch physikalischen Stress, wie er z.B. bei der Beatmung durch 

auftretende Scherkräfte entsteht, aktiviert.  

NF-κB Aktivität wird über vier Hauptregulationswege gesteuert: 

I) die nukleare Translokation, 

II) die Phosphorylierung der Rel Proteine 

III) die Interaktion mit der basalen Transkription 

IV) die Komplex- und Redoxregulation.  

In der akuten pulmonalen Inflammation haben residente Alveolarmakrophagen aufgrund 

ihrer enormen Sekretionsleistung eine Schlüsselrolle in der Initiierung eines pro-

inflammatorischen Milieus (6; 14; 39; 95). Hierbei kommt den von Alveolarmakrophagen 

produzierten und sezernierten Zytokinen TNF-α, IL-1, IL-6 und IL-8 eine zentrale Funktion 

zu (35; 38; 40; 41; 58; 69). Die intraalveoläre Akkumulation neutrophiler Granulozyten, die 

unter physiologischen Bedingungen im Alveolarraum nur 1-2% der Gesamtzellpopulation 

ausmachen,  prägt das histopathologische Bild und die weitere Pathogenese des ARDS.  

1.4 Beatmungsstrategien  
Im Rahmen des ALI/ARDS entwickelt sich eine ausgeprägt inhomogene 

Ventilationsverteilung, assoziiert (29) mit einem Anstieg des Ungleichgewichtes des 

Ventilations-/Perfusions-Verhältnisses (97), einem Anstieg der Totraumventilation sowie 

einer höheren Inzidenz einer ventilator-induzierten Lungenschädigung (ventilator-induced 

lung injury, VILI (24; 101). 

Das Ziel der Beatmung ist die Sicherstellung der alveolären Ventilation, der arteriellen 

Oxygenierung und der Vermeidung zusätzlicher pulmonaler oder systemischer 

Schädigungen. Obwohl die maschinelle Beatmung das Überleben der Patienten mit 

ARDS erst ermöglicht hat, birgt die Beatmung inhärente Risiken, die eine zusätzliche 

Schädigung der Lunge induzieren können. Diese beatmungsassoziierten 

Lungenschädigungen werden unterteilt in Barotrauma, hervorgerufen durch erhöhte 

transmurale Drucke, Volutrauma, bedingt durch eine Überdehnung von Alveolen, 

Atelektotrauma, assoziiert mit der Ausbildung von Atelektasen und Biotrauma, aufgrund 

einer beatmungsinduzierten pro-inflammatorischen pulmonalen Reaktion. Die Wahl eines 

adäquaten, lungenschonenden Beatmungsverfahrens von ALI/ARDS Patienten ist somit 

von fundamentaler therapeutischer Bedeutung. 
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1.4.1 Protektive Beatmung 
Eine protektive Beatmung hat zum Ziel, die Entstehung und/oder die Aggravierung eines 

Volu-, Baro-, Atelekto- oder Biotraumas zu verhindern sowie die hämodynamischen 

Nebenwirkungen der kontrollierten Beatmung so gering wie möglich zu halten (30; 65). 

 

1.4.2 Positiver endexpiratorischer Beatmungsdruck (PEEP) 
Die Inaktivierung von pulmonalem Surfactant ist ein pathophysiologisches 

Charakteristikum von ALI/ARDS Patienten. In aktuellen Studien wurden frühe und hoch 

signifikante Surfactantdefizienzen bei ARDS Patienten bestätigt (89) und tierexperimentell 

in ihrer pathophysiologischen Sequenz untersucht (57; 108) Sowohl die durch 

Surfactantinaktivierung erhöhte alveoläre Wandspannung als auch Gewicht ödematöser 

Lungenabschnitte induzieren die Entwicklung von Atelektasen. Die Applikation von PEEP 

zur Offenhaltung von Alveolen ist seit vielen Jahren ein therapeutischer Eckpfeiler der 

ARDS Beatmungstherapie (5; 25; 48). Hierbei ist die Wahl der Höhe des applizierten 

PEEP Gegenstand zahlreicher tierexperimenteller und humanmedizinischer Studien (60). 

Ein zu niedriger PEEP kann den Alveolarkollaps nicht verhindern, ein zu hoher PEEP 

kann zur Überdehnung von vor allem nicht-geschädigten Lungenarealen führen.  

 

1.4.3 Low-Tidal-Volume (LTV) Beatmung 
Durch niedrige Tidalvolumina und die Vermeidung von Beatmungsspitzendrücken über 30 

cm H20 können Baro- und Volutraumata reduziert und der Entwicklung eines ARDS 

entgegengewirkt werden. Der Vorteil von niedrigen gegenüber höheren Tidalvolumina (6 

versus 12 ml/kg KG) für das Überleben von ARDS Patienten ist durch das ARDS-

Netzwerk in einer multizentrischen randomisierten und kontrollierten Studie bestätigt 

worden (1). 

 

1.4.4 Rekrutierungsmanöver  und Open-Lung-Concept (OLC) 
Zur Wiedereröffnung kollabierter Alveolen gibt es verschiedene Rekrutierungsmanöver. 

Das von Lachmann und Mitarbeitern eingeführte Manöver nach dem Open-Lung-Concept 

(50) zielt primär auf eine Abnahme des Atelektotraumas durch Eröffnung aller kollabierten 

Lungenareale. In Tiermodellstudien sekundärer Surfactantdefizienz konnte gezeigt 

werden, dass eine OLC Ventilation den Gasaustausch verbessert und den VILI reduziert 

(103; 104). Weitere tierexperimentelle Daten deuten darauf hin, dass die Reduktion von 

Atelektasen zu einer Hemmung von Bakterienwachstum und -translokation führt (104).  
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Das Prinzip des Rekrutierungsmanövers besteht in einer kurzfristigen Erhöhung des 

inspiratorischen Spitzendruckes in Kombination mit einem erhöhten PEEP zur Eröffnung 

atelektatischer Lungenareale sowie einer anschließenden individuellen PEEP Einstellung, 

die einen erneuten Alveolarkollaps verhindern soll. Eine retrospektive Analyse von 

Schreiter und Mitarbeitern (90) zeigte, dass die Anwendung des OLC bei ARDS Patienten 

nach Lungenkontusion zu einer Reduktion von Atelektasen und einer verbesserten 

Oxygenierung führte.  

 

1.4.5  Alternative Beatmungstherapien  
Die extrakorporale CO2-Elimination (interventional lung assist, iLA), die extrakorporale 

pumpengetriebene Membranoxygenierung (ECMO), sowie die Hochfrequenz-Oszillations-

Ventilation (HFOV) sind effektive Maßnahmen bei schwerstem, therapieresistenten ARDS 

mit lebensbedrohlicher Hypoxämie. Dennoch sind die genannten Techniken 

spezialisierten Kliniken vorbehalten, erfordern einen hohen personellen und finanziellen 

Aufwand und sind mit einer zum Teil hohen Komplikationsrate assoziiert (11).  

 

1.5  Ziele und Fragestellungen 
1.5.1 Effekt der mechanischen Ventilation mit ZEEP versus PEEP auf die   
 pulmonale Inflammation lungengesunder Patienten 
Im Studienkollektiv lungengesunder Patienten, die sich einem operativen Elektiveingriff 

unterzogen, wurden die Effekte von PEEP- vs. ZEEP-Beatmung auf die Aktivierung des 

zentralen Transkriptionsfaktors NF-κB in Alveolarmakrophagen verglichen.  

 
1.5.2 Effekt der mechanischen Ventilation nach dem OLC auf die pulmonale 
 Inflammation bei ALI/ARDS Patienten 
Die Studie verglich die pulmonalen und systemischen inflammatorischen Konsequenzen 

zweier Beatmungsstrategien bei schwerkranken Intensivpatienten mit ALI/ARDS über 

einen Zeitraum von 72 h. Einer zeitgesteuerten und druckkontrollierten Beatmung mit 

niedrigen Tidalvolumina wurde ein Konzept gegenübergestellt, das zuzüglich regelmäßige 

Alveolarrecruitment-Manöver nach dem Open-Lung-Concept umfasste. Verglichen 

wurden die Effekte der beiden Beatmungsmodi auf Ventilations-, Gasaustausch-, und 

Hämodynamikparamter, pulmonale und systemische Zytokinfreisetzung sowie die 

Aktivierung von NF-κB in alveolären Zellen in einem Zeitabstand von 24 h. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1  Material 
2.1.1  Geräte und Zubehör 
 

Gerät / Beschreibung Hersteller 
Fiberoptisches Bronchoskop BFT20, Olympus, Tokyo, Japan 
Biofuge/fresco Zentrifuge Heraeus, Hannover, Deutschland 

Beatmungsgerät Servo 300 Siemens, Deutschland 

Megafuge1.0R Zentrifuge Heraeus, Hannover, Deutschland 

Zytozentrifuge (Cytospin 3) Shandon, Frankfurt a. M. Deutschland 

Inkubator BB6220 Heraeus, Hannover, Deutschland 

Inkubator Ultima II Revco, Asheville, USA 

ELISA Reader MR7000, Dynatech, Guernsey, Channel 

Islands 

EMSA Gel-Kammer Hoeffer, Amersham Biosciences,   

Freiburg,Germany 

Röntgenfilme AGFA Gefaert, Dänemark 

PhosphorImager/ Typhoon 8600   Molecular Dynamics Sunnyvale, USA 

pH-Meter, Seven Easy Mettler-Toledo, Giessen, Deutschland 

Pipetten/ Rainin L2, L20, L200, L1000 Mettler-Toledo, Giessen, Deutschland 

Elektrophoresis Power Supply E802 Consort, Turhout, Belgien 

Nitrocellulosemembran Schleicher & Schüll, Dassel, Deutschland 

Elektrophoreseeinheit Sigma Aldrich, Deisenhofen 

Neubauer-Zählkammer Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

Thermomixer Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Vortexer, MS 2 Minishaker IKA Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland 

Waage, GX-6100 A&D Company Ltd., Ahrensburg,   

Deutschland 

Waage, GX-200 A&D Company Ltd., Ahrensburg,  

Deutschland 

Wasserbad, Polystat cc2 Huber, Offenburg, Germany 

96-well Mikrotiterplatten Greiner, Frickenhausen,  

Deutschland 
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2.1.2 Kits und Medien 

Human IL-6 ELISA Kit II BD Biosciences, San Diego, USA 

Human IL-8 ELISA Kit II BD Biosciences, San Diego, USA 

Human TNF-α ELISA  eBioscience, San Diego, USA 

    

       

RPMI 1640  Cambrex, New Jersey, USA 

FCS Cambrex, New Jersey, USA 

 

 
2.1.3 Reagenzien und Chemikalien     

30% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) Biorad, Hercules, CA, USA 

Ammoniumpersulfat Biorad, Hercules, CA, USA 

Bicinchoninic Acid (BCA) Reagenzien Interchim, Montlucon Cedex, Frankreich 

Borsäure Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Calziumchlorid Sigma, München, Deutschland 

DDT Biorad, Hercules, CA, USA 

EGTA Sigma, München, Deutschland 

Erythrosin B Sigma, München, Deutschland 

[γ 32P]-ATP Hartmann, Braunschweig, Deutschland 

Giemsa-Lösung Merck, Darmstadt, Deutschland 

Glucose Sigma, München, Deutschland 

Glycerol Sigma, München, Deutschland 

Kaliumchlorid Sigma, München, Deutschland 

Magnesiumchlorid Sigma, München, Deutschland 

Magnesiumsulfat  Sigma, München, Deutschland 

May-Grünwald-Lösung Merck, Darmstadt, Deutschland 

Methanol Sigma, München, Deutschland 

Natriumchlorid Sigma, München, Deutschland 

NP-40 Roche, Mannheim, Deutschland 

PBS Gibco, Karlsruhe, Deutschland 

Pefabloc Sc Roche, Mannheim, Deutschland 

Protease Inhibitor Tabletten (Complete®) Roche, Mannheim, Deutschland 

Poly(dA-dT)-Poly(dA-dT) Amersham, Freiburg, Deutschland 
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Poly(dI-dC)-Poly(dI-dC) Amersham, Freiburg, Deutschland 

RPMI 1640  Cambrex, New Jersey, USA 

SDS  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

TEMED Biorad, Hercules, CA, USA 

Tris  Roth, Karlsruhe, Deutschalnd 

T4-Ligase Roche, Mannheim, Deutschland 

 

 
 
2.1.4 Puffer und  Lösungen  

 

Nuklearextraktion 
Basispuffer I Tris  pH 7.8 10 mM

 MgCl2 5 mM

 KCl 10 mM

 EGTA pH 7.0 1 mM

 Sucrose 0.3 M

 ppH2O ad 500 ml

 

Complete ® 1 Tablette ad 500 µl ppH2O

 

Kernextraktionspuffer I  Basispuffer I 400 µl

 DDT 1 mM

 Complete® 1.5 µl

 ß-Glycerol 10 mM

 

Basispuffer II Tris pH 7.8 20 mM

 MgCl2 5 mM

 KCl 320 mM

 EGTA pH 7.0 200 µM

 Glycerol 25 %

 ppH2O ad 100 ml

 

Kernextraktionspuffer II Basispuffer II 30 µl

 DDT 1 mM
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 Complete® 1.5 µl

 ß-Glycerol 10 mM

 
Stimulation       
 S-LPS 1.5  mg / ml

 R-LPS 1 mg / ml

 
        

 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Trans Factor Puffer Trans Factor Puffer  3 ml

 H2O 270 ml

 

Blocking Puffer Blocking Reagent 6 g

 Trans Factor Puffer 180 ml

 

Positiv-Kontrolle Positiv-Kontrolle 12 %

 Blocking Puffer 88 %

 

Stopplösung H2SO4 2.5M 40 %

 H2O 60 %
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EMSA 
Bindungspuffer 5xShiftpuffer 42.9 %

 Poly(dI/dC) 50 µg/ml

 Poly(dA/dT) 50 µg/ml

 KCl 60 mM

 ppH2O 26.3 %

 

Acrylamid-Gel 5% H2O 77.1 %

 TBE (10x) 4.97 %

 Acrylamid 30% 17.4 %

 TEMED 0.05 %

 APS 10% 0.50 %

 

      

        

   

         

   

   

 

    

  

    

 



Material und Methoden 

18 
 

2.2  Methoden 
2.2.1  Studienkonzepte, Studiendesign 
2.2.1.1 Effekt der mechanischen Ventilation mit ZEEP vs. PEEP auf die 

pulmonale Inflammation lungengesunder Patienten  
Die Untersuchungen wurden von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultät der 

Universität zu Lübeck begutachtet und genehmigt (AZ 01-0130). Vor dem 

Untersuchungsbeginn wurden die Patienten ausführlich mündlich und schriftlich informiert 

und die Zustimmung der Aufnahme in die Untersuchung schriftlich dokumentiert. 

 

2.2.1.2 Patientenauswahl und Einschlusskriterien 
Es wurden Patienten der Klinik für Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Medizinischen 

Fakultät der Universität zu Lübeck ausgewählt, die sich aufgrund eines operativen 

Eingriffes einer Intubationsnarkose unterziehen mussten. 
 
Einschlusskriterien  

 ASA Status I/II (gesunder Patient ohne Vorerkrankungen) 

 Alter 18-70 Jahre 

 antizipierte Operationsdauer > 90 min 

 Nichtraucheranamnese  

 

Ausschlusskriterien 
 BMI > 35 

 Infektion oder Leukozytose 

 Herzinsuffizienz 

 pulmonale Vorerkrankung 

 maligne Grunderkrankung 

 Immunsuppressionstherapie 

 Bronchoskopie, BAL, oder Beatmung innerhalb der letzten 2 Monate 

 

Patienten mit einer antizipierten Operationsdauer > 90 min wurden randomisiert einer 

ZEEP- oder PEEP- (10 cm H2O) ventilierten Gruppe zugeteilt. Alle Patienten wurden mit 

einem VT von 8 ml/kg KG, einer I:E Ratio von 1:2, einer FiO2 von 0.5 und einer an einem 

paCO2 von 35-45 mmHg adjustierten Atemfrequenz beatmet. Arterielle Blutgasanalysen 

wurden 10 min nach der Intubation, in 30-minütigen Intervallen sowie im Anschluss an die 

Operation unmittelbar vor der BAL durchgeführt.  
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Patienten, die eine antizipierte Operationsdauer < 90 min hatten, wurden der 

Kontrollgruppe zugeordnet. Bei den Kontrollpatienten wurde im unmittelbaren Anschluss 

an die Intubation eine BAL durchgeführt. 

 

2.2.2 Effekt der mechanischen Ventilation nach dem Open-Lung-Concept auf die 
pulmonale Inflammation bei ALI/ARDS Patienten 

Die Untersuchungen wurden von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultät der 

Universität zu Lübeck begutachtet und genehmigt (AZ 01-033). Vor dem 

Untersuchungsbeginn wurden die Patienten oder deren rechtliche Vertreter ausführlich 

mündlich und schriftlich informiert und die Zustimmung der Aufnahme in die Untersuchung 

schriftlich dokumentiert. 

 

2.2.2.1 Patientenauswahl und Einschlusskriterien 
Es wurden Patienten nach großen chirurgischen Eingriffen der Intensivstation der Klinik 

für Anästhesiologie der Medizinischen Fakultät der Universität zu Lübeck in die 

Untersuchung eingeschlossen, die die ARDS/ALI Kriterien gemäß der Amerikanisch-

Europäischen Konsensuskonferenz (13) erfüllten. 

 
Einschlusskriterien: 

 Horowitz-Quotient  ≤ 300 (ALI) bzw. ≤ 200 (ARDS) 

 Beginn des ALI/ARDS < 72 h  

 bilaterale Infiltrate auf der a.p. Röntgenthoraxaufnahme 

 pulmonalkapillärer Verschlussdruck (PCWP) < 18 mmHg 

  > 18 Jahre 

 

Ausschlußkriterien: 

 Schädelhirntrauma mit erhöhtem intrakraniellen Druck 

 neuromuskuläre Atemstörung mit Einfluss auf die Spontanatmung 

 schwere chronische respiratorische Atemstörung 

 Verbrennungspatienten (>30% Körperoberfläche) 

 chronische Lebererkrankung (Klasse C der Child Klassifikation) 

 erwartete über 50% Mortalitätsrate in den nächsten 6 Monaten 

 Körpergewicht über 1 kg /cm Körpergröße 

 vorausgegangene Dauertherapie mit Steroiden 

 Z.n. Organtransplantation 
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 Teilnahme an einer anderen Studie 

 Wechsel des Beatmungsverfahrens oder Einsatz zusätzlicher Therapiestrategien 

(z. B. Bauchlage, inhalative NO/Prostacyclin-Applikation oder Steroidtherapie) 

 Schwangerschaft 

 

2.2.2.2 Beatmungsprotokolle 
Die ALI/ARDS Patienten wurden in zwei Gruppen randomisiert:   

 

(A) konventionelle Beatmung ohne Rekrutierungsmanöver, im Folgenden LV- (low 
volume) Gruppe: 

 i.e. zeitgesteuerte, druckkontrollierte Beatmung mit niedrigem Tidalvolumen  

 obere Druckbegrenzung des mittleren Atemwegsdruckes ≤ 30 cm H20  

 PEEP 5-15 cm H20  

 AF 8-40/min  

 I:E 1:1 und 1:2  

 VT 6-8 ml/kg KG  

 FiO2 nach Zielparametern 

 

Die FiO2 und der PEEP wurden entsprechend dem Algorithmus des ARDSnet  einander 

angepasst. 

 
Definition der Zielparameter:  

 arterieller pH 7.3 -7.45 

 PaCO2 32 - 45 mmHg 

 PaO2 60 - 80 mmHg 

 Paw < 35 mbar 

  

(B) konventionelle Beatmung mit Rekrutierungsmanöver/OLC, im Folgenden 
LV/OLC-Gruppe: 

 i.e.: zeitgesteuerte, druckkontrollierte Beatmung mit niedrigem Tidalvolumen  
 zusätzliche Rekrutierungsmanöver initial, im Abstand von 8 h, sowie bei Abfall des 

PaO2 unterhalb der Zielparameter 
 Rekrutierungsmanöver, Dauer maximal 60 sec: 

• FiO2 1.0 

• kurzfristige PEEP Applikation auf maximal 25 cm H2O 
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• schrittweise Erhöhung des end-inspiratorischen 

Beatmungsdruckes auf 45-60 cm H2O 

• zur Ermittlung des alveolären Verschlussdruckes Reduktion  

des end-inspiratorischen Verschlussdruckes bis der 

Sauerstoffpartialdruck sinkt 

• Einstellung des inspiratorischen Beatmungsdruckes 2 cm 

H2O über dem Verschlussdruck 

• Reduktion des PEEP in 2 cm H2O-Schritten bis der 

Sauerstoffpartialdruck sinkt, erneutes Recruitment 

• Einstellung des PEEP 2 cm H2O oberhalb des 

Verschlussdruckes  

 

Zielparameter des Rekrutierungsmanövers: 

    PaO2 > 450 mmHg  

Abbruchkriterien des Rekrutierungsmanövers: 

    Absinken des diastolischen Blutdruckes um 20% 

 
 

2.2.2.3 APACHE-II-Score und Lung-Injury-Score (LIS) 
Der APACHE-II-Score (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation) ist das derzeit 

am häufigsten verwendete Klassifikationssystem zur quantitativen Beurteilung des 

Schweregrades der Erkrankung und der individuellen Prognose von Intensivpatienten. 

Der APACHE-II beinhaltet drei Komponenten: einen aus 12 physiologischen Messungen 

gewonnenen akuten Score, einen altersbezogenen Score und einen Score zur 

Beurteilung des chronischen Krankheitszustandes. Abweichungen physiologischer 

Parameter von der Norm (Punktwert 0) werden je nach Ausprägung mit steigenden 

Punktwerten belegt. Ferner werden die individuelle Anamnese sowie das Alter mit 

Punktwerten belegt. Die Score Hypothese lautet, dass je größer die Abweichung 

physiologischer Parameter von der Norm, je schwerwiegender die Anamnese und je 

höher das Alter des Patienten, desto schwerer die Erkrankung und damit die Prognose. 

Es konnte gezeigt werden, dass die APACHE-II-basierte Mortalitätsprognose bei 

unselektionierten Intensivpatienten gut ist (45; 46; 56).   

Der Schweregrad des ALI/ARDS wurde anhand des  Lung-Injury-Scores von Murray et al. 

ermittelt (45; 46; 67). Dazu wurden folgende klinische Parameter mit Punkten bewertet: (i) 
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Ausmaß der alveolären Verschattung in der Röntgen-Thorax Übersichtsaufnahme, (ii) 

PaO2/FiO2, (iii) PEEP, (iv) Compliance.  

Die Datenerhebung für die genannten Scores erfolgte durch die stationsführenden 

Oberärzte der Intensivstation der Klinik für Anästhesiologie. Bei den  ALI/ARDS Patienten 

wurden unmittelbar nach der Aufnahme in die Studie (T0) sowie  nach 24 h (T1), 48 h 

(T2), und 72 h (T3) die Scores erhoben sowie eine BAL durchgeführt.  

 

2.2.3 Bronchoalveoläre Lavage (BAL) 
Die BAL stellt ein Standardverfahren zur Diagnostik pulmonaler Pathogenbesiedlung bei 

beatmungspflichtigen Patienten dar. Bei den intubierten und beatmeten Patienten wurde 

über den endotrachealen Tubus ein fiberoptisches Bronchoskop eingeführt und die BAL 

über den Mittellappen- oder Lingulabronchus durchgeführt. Nach atraumatischer 

Positionierung der Bronchoskopspitze wurden 6 x 20 ml körperwarme 0,9% NaCl-Lösung 

fraktioniert bronchoskopisch instilliert und unter milder Aspiration zurückgewonnen. Die 

gepoolte Recovery wurde zur Entfernung von Mukus steril filtriert und ein Aliquot (5 ml) im 

Institut für Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des UKSH mikrobiologisch analysiert.  

Zur Sedimentation zellulärer Bestandteile wurde die BAL bei 4°C und 150 x g  für 10 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde in 1 ml Aliquots bei – 80 °C gelagert. Das Zellpellet 

wurde via Zentrifugation erneut gewaschen, der Überstand dekantiert und das Pellet in 2 

ml PBS für die anschließende Zellzahl- und Vitalitätsbestimmung resuspendiert. Die 

Zellen wurden im Anschluss differenziert und es erfolgte eine Nuklearextraktion zur 

Bestimmung der DNA Bindungsaktivität von NF-κB. 

Die Durchführung der Lavagen oblag einem mit dieser Technik langjährig vertrauten 

Oberarzt (T. M.) der Klinik für Anästhesiologie. Das Abbruchkriterium der BAL 

Durchführung bestand in einem Abfall der peripheren Sauerstoffsättigung von mehr als 15 

% des Ausgangswertes.  

 
2.2.3.1 Zellzahl- und Vitalitätsbestimmung 
Die Zellzahl- und Vitalitätsbestimmung wurde mit der Erythrosin-Exklusions-Methode 

durchgeführt.  Hierbei wird der geladene Farbstoff Erythrosin B von lebenden Zellen nicht 

aufgenommen, dringt  jedoch in tote Zellen aufgrund der zerstörten Zellmembran ein und 

färbt diese rot. 90 µl der Zellsuspension wurde mit 10 µl Erythrosin B verdünnt und 

gleichzeitig gefärbt. Nach 4-minütiger Inkubation auf Eis wurden die gefärbten Zellen in 

der Neubauer-Zählkammer mikroskopisch ausgezählt. Pro Bestimmung wurden die 

Zellzahlen von jeweils 16 Kleinquadraten summiert, um die Zellzahl in einem Großquadrat 
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zu erhalten. Sämtliche Zellzahlbestimmungen wurden als Duplikat bestimmt. Der 

Ausschluss der Probe erfolgte bei einer Zellzahl ≤ 8 x 105 Zellen oder bei einer Menge 

von mehr als 10 % toten Zellen/ml. 

 

2.2.3.2 Zelldifferenzierung 
Aliquots (150 µl) der BAL-Zellsuspension wurden in Zentrifugenkammern überführt und 

mit Filterpapier und Objektträger 10 min bei 400 x g zentrifugiert. Im Anschluss an die 

Trocknung der Präparate erfolgte die panoptische Färbung nach Pappenheim, die eine 

Differenzierung von Granula, Zytoplasma und Kernstrukturen ermöglicht. Im Anschluss 

wurden 400 Zellen lichtmikroskopisch differenziert. 

 

2.2.3.3 Kultur und Stimulation alveolärer Zellen 
Alle Arbeiten mit Zellkulturen erfolgten an einem Arbeitsplatz der Sicherheitsstufe S1 

unter sterilen Bedingungen an einer Reinraumwerkbank mit autoklavierten oder 

heißluftsterilisierten Materialien und Geräten sowie sterilfiltrierten Lösungen. 

RPMI wurde mit hitzeinaktiviertem (56° C, 30 min), i.e. Komplement-depletiertem FCS 

supplementiert. Die Zellen (8 x 105/ml) adhärierten  für 90 min bei 37°C und 5 % CO2. 

Anschließend wurde das Kulturmedium abgesaugt und die eigentliche Stimulation schloss 

sich an. 

Als Positivkontrolle wurden Lipopolysaccharid (LPS)-stimulierte Alveolarmakrophagen 

gesunder Kontrollpatienten verwendet (10 ng/ml LPS, 4 h, 5% CO2 37°C). Nach der 

Stimulation wurde der Überstand abgenommen und bei -70°C gelagert. Die adhärierten 

Zellen wurden nach dem Waschen mit PBS durch Abschaben gewonnen. Nach der 

Zentrifugation bei 4°C für 10 min mit 4500 x g wurde der Überstand verworfen und das 

Pellet der Nuklearextraktion zugeführt. 

 

2.2.3.4 Nuklearextraktion 
Die Zellen wurden in 500 µl kaltem PBS resuspendiert und  bei 4500 x g, 10 min, 4°C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert, das Pellet in 400 µl Kernextraktionspuffer I 

resuspendiert und für 15 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde 25 µl des Detergenz 

Nonidet P-40 zugegeben und die Suspension für 10 Sekunden gevortext. Nach erneuter 

Zentrifugation bei 4500 x g, 5 min, 4°C wurde der Überstand mit den cytosolischen 

Bestandteilen aliquotiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -70 °C gelagert. Das Pellet 

wurde in 30 µl  Kernextraktionspuffer II resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. 

Anschließend wurde das resuspendierte Pellet bei 16000 x g, 10 min, 4°C zentrifugiert, 
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der die Zellkernextrakte enthaltende Überstand aliquotiert und bis zur weiteren 

Verarbeitung bei  -70°C gelagert. 

 

2.2.3.5 Bicinchoninic acid (BCA) Protein Assay 

Zur Proteinkonzentrationsbestimmung der zytosolischen und nuklearen Zellfraktionen der 

BAL wurde die BCA-Proteinbestimmung herangezogen. Bicinchoninsäure (bicinchoninic 

acid, BCA) ist der Trivialname für die chemische Verbindung 2,2'-Bichinolin-4,4'-

dicarbonsäure. Das Assay kombiniert die Biuret-Reaktion,i.e., die Reduktion von Cu 2+-

Ionen zu Cu 1+-Ionen durch Protein, mit der Fähigkeit der Bicinchoninsäure, mit Cu 1+-

Ionen einen blauvioletten Komplex zu bilden, dessen Absorption bei einer Wellenlänge 

von 562 nm photometrisch detektiert wird.  Das Assay wurde in 96-Loch-Mikrotiterplatten 

durchgeführt. Für die Proteinbestimmung wurde zuerst eine Standardreihe mit bovinem 

Serumalbumin (BSA, Stammlösung 2 mg/ml) in Konzentrationen von 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 

1.0, 1.2, 1.4 mg/ml erstellt und dann eine Doppelbestimmung der verdünnten (5µl) Proben 

durchgeführt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 250 µl BCA-Arbeitslösung, d.h. aus 

neunundvierzig Teilen Reagenz A (Puffer) und 1nem Teil Reagenz B (Kupfersulfatlösung) 

gestartet. Nach 30-minütiger Inkubation bei 37°C erfolgte  die photometrische Auswertung 

bei 562 nm. Die Proteinkonzentrationen wurden anhand der aus dem BSA-Standard 

abgeleiteten Eichgeraden ermittelt. Der Proteingehalt wurde in µg Protein pro µl Lösung 

angegeben.  

 

2.2.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren von Proteinen, Viren, und Hormonen, 

das auf einer enzymatischen Farbreaktion beruht. Befindet sich in einer Probe ein 

entsprechendes Antigen, bindet es die spezifischen Antikörper. Diese sind an eine feste 

Phase, wie z.B. eine Mikrotiterplatte, gebunden. Enthält die zugegebene Probe das 

dazugehörige Antigen, bindet dieses in einer Antikörper-Antigenreaktion an den 

stationären, primären Antikörper. Enthält die Probe das entsprechende Antigen nicht, 

bindet es nicht und wird im Folgeschritt von der Mikrotiterplatte abgewaschen. Bei dem 

sogenannten Sandwich-ELISA werden zwei Antikörper verwendet, die beide spezifisch an 

das nachzuweisende Antigen binden. Nach einer Inkubationsphase der primären 

Antikörper-Antigenreaktion wird als Detektionsantikörper ein zweiter, enzymgekoppelter 

Antikörper zugegeben, der ebenfalls an das Antigen bindet und es entsteht ein Antikörper-

Antigen-Antikörper Komplex. Nach erneutem Waschen der Platte wird durch ein 
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enzymspezifisches Chromogen ein Farbumschlag katalysiert, welcher photometrisch 

ausgewertet werden kann.  

Die Zytokinkonzentrationen wurden im zellfreien Plasma und BAL-Überständen 

quantifiziert. Die primären Antikörper (monoklonaler TNFα, IL-6, IL-8) wurden an eine 

feste Phase (96-Well-Mikrotiterplatte) gebunden. Nach Inkubation mit Standards und 

Proben wurden im nächsten Schritt entsprechende Detektionsantikörper zugegeben, an 

deren Ende Meerrettichperoxidase (HRP) gebunden war. Als Chromogen wurde 3,3`,5,5`-

Tetramethyl-Benzidin-Dihydrochlorid verwendet. Die photometrische Messung erfolgte bei 

450 nm.  

 

2.2.5 DNA-Markierung und Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)  
Der EMSA, auch als Gel-Retentionsanalyse bezeichnet, ist ein elektrophoretisches 

Analyseverfahren der Wechselwirkung zwischen DNA-bindenden Proteinen und  DNA. 

Bindet die DNA an Proteine, ist die elektrophoretische Mobilität des Protein/DNA-

Komplexes in einem nicht denaturierten Polyacrylamidgel geringer als die der 

proteinfreien DNA. Hierbei bezeichnet man die proteingebundene DNA als "geshiftet" 

gegenüber ungebundener DNA. Aus der Stärke der so entstandenen neuen Bande kann 

man auf die Bindungsaffinität des DNA Bindungsproteins schließen und Zell- und 

Stimulus-spezifische Vergleiche durchführen. 

Es wurden 2 – 5 µg Nuklearextrakt eingesetzt und mit 50 µg poly (dI/dC, dA/dT)/ml und 

7.5 fmol 32P-markierten doppelsträngigen Oligonucleotiden inkubiert. Die Oligonukleotide 

enthalten die NF-κB Sequenz 5´-AGCTCAGAGGGGACTTTCCGAGAGAGC-3´, so dass 

sie spezifisch an NF-κB binden. Zur Kontrolle der Spezifität wurden als Negativkontrolle 

einzelne Proben mit NF-κB-bindenden Oligonukleotiden, die nicht radioaktiv markiert 

waren, vor der Gel-Elektrophorese inkubiert und als Positivkontrolle wurden LPS-

stimulierte Alveolarmakrophagen gesunder Kontrollpatienten eingesetzt. Die 

elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 150 V, 80 mA, und 4°C für 2 h. Im Anschluß 

erfolgte eine Autoradiographie und densitometrische Auswertung der Autoradiogramme 

mit Hilfe des PhosphorImagers.  

 
2.2.6 Verarbeitung der Blutproben 
Die zeitgleich mit der BAL entnommenen Blutproben wurden bei 1500 x g  für 10 min und 

4°C zentrifugiert und das zellfreie Plasma bei – 80°C zur Bestimmung der Zytokine 

gelagert.   
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2.3  Statistik 
Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Klinische 

Charakteristika zwischen den Gruppen wurden verglichen mit dem Student t test für 

parametrische Daten und dem Mann-Whitney U Test für nicht-parametrische Daten. Die 

statistische Analyse der Unterschiede zwischen T0 und T3 Werten wurde mit dem 

Wilcoxon’s Ranksummentest durchgeführt. Das statistische Signifikanzlevel wurde bei p < 

0.05 festgelegt.  
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3  Ergebnisse 
3.1  Effekt der mechanischen Beatmung mit ZEEP versus PEEP  auf die pulmonale 

Inflammation lungengesunder Patienten 
3.1.1 Demographische und klinische Patientendaten 
Von den 76 gescreenten Patienten der Klinik für Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde 

wurden 15 Patienten in der Kontrollgruppe (Gruppe A), 15 in der PEEP- beatmeten 

(Gruppe B) und 15 in der ZEEP-beatmeten (Gruppe C) Gruppe analysiert. Sekundär 

ausgeschlossen wurden Patienten mit positivem mikrobiologischem Befund, einer BAL 

Recovery ≤ 30%, und ≤ 78% Alveolarmakrophagen in der Differenzialzytologie. Die 

Grenzwerte basieren auf Referenzwerten von gesunden Nichtrauchern und wurden 

ausgewählt, um eine Homogenität der BAL Ergebnisse zu gewährleisten (22). Die 

klinischen Charakteristika der drei Patientengruppen sind in Tabelle 1 dargestellt. Die 

Gruppen waren gleich in Bezug auf Alter, Geschlecht, BMI, ASA Klassifikation und 

Leukozytenzahl. Die Beatmungsdauer vor der Durchführung der BAL in den Gruppen B 

und C lag zwischen 90 und 320 min ohne signifikanten Unterschied. Gasaustausch-, 

Ventilations- und Hämodynamikparameter der Studienpatienten wurden in einer 

Parallelauswertung erfasst. 

 

Tabelle 1. Demographische und klinische Daten ZEEP- vs PEEP- beatmeter 
lungengesunder Patienten 

  Kontrollpatienten ZEEP PEEP (10 cmH2O) 

n 15 15 14 
Alter (Jahre) 35 (±10.03) 35 (±12.42) 39 (±15.32) 
Geschlecht (w/m) 8/7 7/8 6/8 
BMI (kg/m2) 25.2 (±3.5) 24.2 (±3.5) 24.1 (±3.9) 
ASA (I/II) 13/2 12/3 12/2 

Leukozyten (x109 /l)  6.68 (±1.3) 6.00 (±1.1) 6.06 (±1.0) 
Dauer der Beatmung (min) - 147.5 (90-320) 155.2 (95-252) 

 

Die Daten sind als Mittelwerte (± SD) dargestellt. ZEEP = zero end-expiratory pressure; 

PEEP = positive end-expiratory pressure; BMI = Body mass index; ASA = American 

Society of Anesthesiologists. 
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3.1.2 BAL Differenzialzytologie 
BAL-Recovery, Gesamt- sowie Differenzialzytologie (Tab. 2) waren innerhalb des 

Normbereiches und zeigten bis auf einen in der Kontrollguppe erhöhten Prozentsatz 

Eosinophiler keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Ergebnisse der 

mikrobiologischen BAL-Analysen waren in allen Fällen negativ. 

 

Tabelle 2   BAL Recovery, Gesamt- und Differenzialzytologie ZEEP- vs PEEP- 
beatmeter lungengesunder Patienten 

  
Kontrollgruppe

 
ZEEP 

 
PEEP (10 cmH2O) 

n 15 15 14 
Recovery, ml 65.6 (±13.5) 73.6 (±9.1) 70.5 (±11.5) 

Gesamtzellzahl, x106 1.77 (±0.1) 1.93 (±0.97) 1.28 (±0.61) 
Makrophagen (%) 92 (±6) 93 (±4) 92 (±6) 
Neutrophile (%) 1.8 (±1.7) 1.5 (±1.5) 2.5 (±3.6) 
Eosinophile (%) 0.5 (±0.6) * 0.17 (±0.2) 0.12 (±0.2) 
Basophile (%) 0.02 (±0.07) 0.03 (±0.07) 0.02 (±0.06) 
Lymphozyten (%) 4.9 (±3.8) 5.8 (±3.3) 5.6 (±4.5) 
Mikrobiologische Analyse Kultur neg. Kultur neg. Kultur neg. 
 

Die Daten sind als Mittelwerte ± SD dargestellt. *p< 0.05, Kontrollgruppe vs ZEEP und 

PEEP Gruppe. 
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3.1.3 DNA-Bindungsaktivität von NF-κB in Alveolarmakrophagen 

Die DNA-Bindungsaktivität von NF-κB wurde in Alveolarmakrophagen von 21 Patienten 

bestimmt (ZEEP, n=10; PEEP, n=11). Neun bronchoalveoläre Lavagen mussten aufgrund 

einer Zellviabilität ≤ 90% von der NF-κB Analyse ausgeschlossen werden. Es zeigte sich 

kein signifikanter Unterschied in der DNA-Bindungsaktivität von NF-κB in den 

Nuklearextrakten von Alveolarmakrophagen von PEEP- versus ZEEP-beatmeten 

Patienten (Abb. 3A und B ). 

 

 

 

 
 

Abb. 3 DNA-Bindungsaktivität von NF-κB in Alveolarmakrophagen ZEEP- vs PEEP- 

beatmeter lungengesunder Patienten. (A) repräsentativer EMSA; Spur 1, nicht 

radioaktiv markierte Oligonukleotide, Spur 2-5: ZEEP-Gruppe, Spur 6-9: PEEP-Gruppe,  

Spur 10: Kontrollpool, 11: nada, 12: Positivkontrolle: in vitro LPS-stimulierte 

Alveolarmakrophagen (Kontrollpatient). (B) Densitometrische Intensität der NF-κB 

Bindungsaktivität in Alveolarmakrophagen der Studienpatienten (n=21) als Prozent der 

NF-κB

A 

B 

1      2       3       4       5       6       7        8       9      10    11     12    
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Kontrolle. Die statistische Darstellung in Boxplots zeigt den Median, das obere und das 

untere Quartil sowie ein Minimal- und ein Maximalwert. 

 
3.2    Effekt der  mechanischen Beatmung nach dem OLC auf die systemische  
 und pulmonale Inflammation bei ALI/ARDS Patienten 
3.2.1 Demographische und klinische Patientendaten 
Es wurden 11 Patienten der Intensivstation in die Studie aufgenommen, von denen 5 in 

der LV/OLC-Gruppe, und 6 in der LV-Gruppe randomisiert analysiert worden sind. Die 

demographischen und klinischen Charakteristika der Patienten sind in Tabelle 3     
dargestellt.  Bei Studieneintritt (T0) zeigten die Patienten keine Unterschiede bezüglich 

des Alters, der Geschlechtsverteilung, des Horowitz-Indexes, des APACHE-II-Scores und 

des Lung-Injury-Scores. Die Ergebnisse der Scoring-Systeme dokumentierten 

schwerkranke Patienten mit ALI/ARDS. 

 

Tab. 3   Demographische und klinische Daten LV- vs. LV/OLC-beatmeter 
ALI/ARDS Patienten  

Parameter LV LV/OLC 

n 6 5 
Alter (Jahre) 61.2 ± 5.6 57.0 ± 6.3 
Geschlecht (w/m) 2/4 2/3 
PaO2/FiO2 (T0) 223.2 ± 33.5 148.8 ± 21.9 
APACHE-II (T0) 15.0 ± 3.1 14.6 ± 5.5 
LIS  (T0) 2.0 ± 0.2 2.4 ±0.1 

 

Die Daten sind als Mittelwerte (± SD) dargestellt; APACHE = Acute Physiology and 

Chronic Health Evaluation; LIS = Lung-Injury-Score; T0 = Studienbeginn 

 

Neben Pneumonie, Nierenversagen und Aortendissektion dominierten akute myokardiale 

Erkrankungen und Thoraxtraumata unter den intensivmedizinischen Aufnahmediagnosen 

(Tab. 4). Bei vier Patienten war die Erstdiagnose ein ARDS. 
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Tab. 4 Klinischer Aufnahmegrund auf die Intensiv-/ bzw. Notaufnahmestation 
Erkrankung       n   

Pneumonie       6 

Nierenversagen akut/chronisch    6 

Aortendissektion       5 

ARDS       4 

Thoraxtrauma      4  

ACVB       3 

Myokardinfarkt      2 

Aortenaneurysma     2 

Angina Pectoris      2 

Querschnittssymptomatik    2 

Sepsis/septischer Schock     2 

Reanimation      2 

Herzbeuteltamponade     1 

Perikarderguß      1 

Hämatothorax       1 

Polytrauma       1 

 

 
 
3.2.2 APACHE-II-Score 
Initial bestand kein Unterschied in der Höhe des APACHE-II-Scores zwischen den Gruppe 

(Tab. 3 und Abb. 4). Im Verlauf der Studie änderte sich die Höhe des APACHE-II-Scores 

bei den LV-Patienten nicht (Abb. 4). Der Score in dieser Gruppe lag initial bei 15.0 ±3.1 

und nach 72 h bei 16.8 ± 3.9. Bei den LV/OLC-Patienten zeigte sich eine deutliche, wenn 

auch nicht signifikante Reduktion des APACHE-II-Scores von 14.6 ± 5.5 bei 

Studienbeginn auf 9.0 ± 1.0 bei Studienende (Abb. 4). 
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Abb. 4   
APACHE-II-Score bei LV- vs LV/OLC-beatmeten ALI/ARDS Patienten. T0, bei 

Studienbeginn, T1, nach 24 h, T2, nach 48 h, T3, nach 72 h. Dargestellt sind Mittelwert ± 

SEM. 
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3.2.3 LIS, Ventilations-und Gasaustauschparameter 

Die initialen Scorewerte des LIS zeigten keinen Unterschied zwischen den LV/OLC- und 

LV-Gruppen (s. Tab. 3). In beiden Gruppen zeigte sich eine signifikante Reduktion des 

LIS im Studienverlauf (Abb. 5).  

In der LV/OLC-Gruppe war der LIS nach 48 h  (p<0.05) und nach 72 h  (p<0.01) 

signifikant im Vergleich zum Studienbeginn gesunken. Auch in der LV-Gruppe war der LIS 

bei Studienende  signifikant (p<0.05) im Vergleich zum Studienbeginn reduziert. 

 

  

Abb. 5    
Lung-Injury-Score von LV- vs LV/OLC-beatmeten ALI/ARDS Patienten. T0, bei 

Studienbeginn, T1, nach 24 h, T2, nach 48 h, T3, nach 72 h. Dargestellt sind Mittelwert ± 

SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01 vs T0.  

 

Der Oxygenierungsindex nach Horowitz änderte sich weder innerhalb von noch zwischen 

den Gruppen signifikant. In der LV/OLC-Gruppe zeigte sich eine tendenzielle 

Verbesserung des Index von initial 149 ± 22 auf 229 ± 29 (mean ± SEM) am Studienende 

(Abb. 6A).  

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Höhe des PEEP (Abb. 6B), des 

Tidalvolumens, der Atemfrequenz und des inspiratorischen Spitzendruckes zwischen den 

Gruppen im zeitlichen Verlauf (Abb. 7 A, B, C). 
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A 

 

B 

 

 

Abb. 6  
Oxygenierungsindex nach Horowitz (A) und PEEP (B) bei LV vs. LV/OLC-beatmeten 
Patienten. T0, bei Studienbeginn, T1, nach 24 h, T2, nach 48 h, T3, nach 72 h. 

Dargestellt sind Mittelwert ± SEM. 

 

 

    . 
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C 

 

Abb. 7   
Tidalvolumen (VT) (A), Atemfrequenz (AF) (B) und inspiratorischer Spitzendruck 
(PIP) (C) bei  LV- vs. LV/OLC-beatmeten ALI/ARDS Patienten. T0, bei Studienbeginn, 

T1, nach 24 h, T2, nach 48 h, T3, nach 72 h. Dargestellt sind Mittelwert ± SEM. 

 

 

3.2.4 Hämodynamikparameter 

Bei den Patienten beider Gruppen zeigten sich über den gesamten Studienverlauf keine 

signifikanten Abweichungen des mittleren arteriellen Blutdruckes (Abb. 8A) und der 

Herzfrequenz (Abb. 8B) von den  Ausgangswerten. Das unter 2.2.2.2 beschriebene 

Recrutierungsmanöver wurde von den Patienten hämodynamisch toleriert und musste zu 

keinem Zeitpunkt abgebrochen werden. 

 



Ergebnisse 

37 
 

 

 

Abb. 8   
Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) (A) und Herzfrequenz (B) bei LV- vs. LV/OLC- 
beatmeten ALI/ARDS Patienten. T0, bei Studienbeginn, T1, nach 24 h, T2, nach 48 h, 

T3, nach 72 h.Dargestellt sind  Mittelwert ± SEM. 

 

 

3.2.5 BAL Differenzialzytologie 

Die unter  2.2.3 geannten BAL Abbruchkriterien wurden in keinem Fall erreicht.  

Die BAL Recovery (Abb. 9A) bei Studienbeginn war mit 56 ± 4.7 ml in der LV-Gruppe 

etwas höher als in der LV/OLC-Gruppe mit 46 ± 6.1 ml und blieb in der LV-Gruppe über 

den Studienverlauf geringefügig höher als in der LV/OLC-Gruppe. Die BAL 

Gesamtzellzahlen (Abb. 9B) zeigten in der LV/OLC-Gruppe eine grosse Varianz und 
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keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen oder im Verlauf der Studie. Der 

prozentuale Anteil von Alveolarmakrophagen an der Gesamtzellpopulation (Abb. 9C) war 

in der LV-Gruppe bei Studienbeginn 73 ± 12 % und am Studienende 88 ± 7 %. In der 

LV/OLC-Gruppe lag der prozentuale Anteil von Alveolarmakrophagen initial bei 54 ± 18 % 

und am Studienende bei 47 ± 14 % und damit signifikant (p<0.05) niedriger als in der LV-

Gruppe. Innerhalb der beiden Gruppen gab es keine signifikanten Veränderungen des 

Alveolarmakrophagenanteils im Zeitverlauf. Der Prozentsatz der polymorphkernigen 

Neutrophilen war entsprechend gegenläufig (Abb.9D). 
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Abb. 9   
BAL Recovery (A), Gesamtzellzahl (B), Alveolarmakrophagen (% der 
Gesamtzellzahl) (C) und Neutrophile (% der Gesamtzellzahl) (D) bei LV- vs. LV/OLC- 
beatmeten ALI/ARDS Patienten. T0, bei Studienbeginn, T1, nach 24 h, T2, nach 48 h, 

T3, nach 72 h. Dargestellt sind Mittelwert ± SEM. * p < 0.05 LV vs LV/OLC 
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3.2.6 Pulmonales und systemisches Zytokinprofil  
Die initialen Konzentrationen von IL-6 waren sowohl im Serum (Abb.10  A) als auch in der 

BAL (Abb.10 B) in der LV/OLC-Gruppe deutlich höher als in der LV-Gruppe. Aufgrund der 

grossen interindividuellen Varianz bei den LV/OLC-Patienten waren die Unterschiede 

zwischen den Gruppen nicht signifikant.  Die IL-6 Serumkonzentration in der LV/OLC-

Gruppe sank von 614 ± 189 pg/ml zu Beginn der Studie auf 332 ± 171 pg/ml nach 72 h. In 

der LV-Gruppe stieg die IL-6 Konzentration im Serum von 139 ± 43 pg/ml bei 

Studienbeginn auf 291 ± 118 pg/ml nach 72 h (Abb. 10A). Tendenzielle Veränderungen 

der BAL IL-6 Level im zeitlichen Verlauf wurden nicht beobachtet (Abb.10 B). 

 

A 
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Abb. 10    
IL-6 Konzentrationen im Serum (A) und in der BAL (B) LV- vs. LV/OLC- beatmeter 
ALI/ARDS Patienten. T0, bei Studienbeginn, T1, nach 24 h, T2, nach 48 h, T3, nach 72 

h. Dargestellt sind Mittelwert ± SEM. 

 

 

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der IL-8 Serumkonzentration zwischen den 

Gruppen bei Studienbeginn noch innerhalb der Gruppen im Studienverlauf. 24 h nach 

Studienbeginn war die Serum  IL-8 Konzentration in der LV-Gruppe signifikant (p<0.05) 

niedriger als in der LV/OLC-Gruppe. Nach 72 h war die Serum IL-8 Konzentration in der 

LV-Gruppe tendenziell wieder gestiegen  und in der LV/OLC-Gruppe tendenziell reduziert 

(Abb. 11 A).  

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der IL-8 BAL Konzentration zwischen den 

Gruppen bei Studienbeginn noch innerhalb der Gruppen im zeitlichen Verlauf. Nach 72 h 

war die IL-8 Konzentration in der LV-Gruppe signifikant (p<0.05) niedriger als in der 

LV/OLC-Gruppe. 

 

A 
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B 

 
Abb.  11   
IL-8 Konzentrationen im Serum (A) und in der BAL (B) LV- vs LV/OLC-beatmeter 
Patienten. T0, bei Studienbeginn, T1, nach 24 h, T2, nach 48 h, T3, nach 72 h. 

Dargestellt sind Mittelwert ± SEM. 

 

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der systemischen TNF-α Konzentration 

zwischen den Gruppen bei Studienbeginn noch im zeitlichen Verlauf (Abb.12). 

Tendenziell nahm die systemische TNF-α Konzentration in beiden Behandlungsgruppen 

ab. Der TNF-α Level in der LV/OLC-Gruppe lag initial bei 31.11 ± 12. 69 pg/ml und fiel auf 

11.61 ± 4.54 pg/ml bei Studienende. Der TNF-α Level in der LV-Gruppe lag initial bei 

40.29 ± 4.86 pg/ml und 20.27 ±  6.49 pg/ml bei Studienende. Bronchoalveoläre TNF-α 

Konzentrationen waren nicht detektierbar.  

 

 



Ergebnisse 

43 
 

 
Abb.  12  TNF-α Konzentrationen im Serum LV- vs LV/OLC-beatmeter Patienten. T0, 

bei Studienbeginn, T1, nach 24 h, T2, nach 48 h, T3, nach 72 h. Dargestellt sind 

Mittelwert ± SEM. 
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3.2.7 DNA-Bindungsaktivität von NF-κB in alveolären Zellen 

Bei Studienbeginn unterschied sich die NF-κB DNA-Bindungsaktivität in Nuklearextrakten 

alveolärer Zellen zwischen den Patientengruppen nicht (Abb. 13A). Nach 72 h zeigte sich 

im Vergleich zu den LV-Patienten eine deutliche Abnahme der NF-κB Aktivität bei den 

LV/OLC-Patienten.  

 

 

A           B 

 
Abb. 13   

(A) NF-κB DNA Bindungsaktivität in Nuklearextrakten alveolärer Zellen  

LV- vs. LV/OLC-beatmeter ALI/ARDS Patienten. T0, bei Studienbeginn, T1, nach 24 h, 

T2, nach 48 h, T3, nach 72 h. Dargestellt sind Mittelwert ± SEM. (B) Repräsentativer 

EMSA eines Patienten aus der LV/OLC-Gruppe. Spur 1, T0; Spur 2, T1; Spur 3, T2; Spur 

4, T3; Spur 5, Kontrollpatient. 
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4  Diskussion 
4.1  Effekt der mechanischen Ventilation mit ZEEP versus PEEP auf die pulmonale 

Inflammation lungengesunder Patienten 

Das Ziel dieser prospektiv randomisierten Studie war es, den Effekt des end-

expiratorischen Beatmungsdruckes auf die Aktivierung des zentralen 

Transkriptionsfaktors NF-κB in Nuklearextrakten von Alveolarmakrophagen 

lungengesunder Patienten zu bestimmen.  

Unter physiologischen Bedingungen konstituieren Alveolarmakrophagen 90 % der 

residenten alveolären Zellen und haben eine Schlüsselposition in der Aufrechterhaltung 

der immunologischen Lungenhomöostase. Ihre zentrale Rolle auch unter 

pathophysiologischen Bedingungen wie ARDS und beatmungsinduziertem 

Lungenschaden ist Gegenstand zahlreicher Studien (14; 26; 52; 64; 83; 93). 
Die vorliegende Studie zeigte, dass eine ZEEP Beatmung keine pro-inflammatorischen 

Konsequenzen im Sinne einer Steigerung der DNA Bindungsaktivität von NF-κB  hat. 

Kirchner und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Beatmung isoliert perfundierter 

Kaninchenlungen sowohl mit  ZEEP als auch mit hohem PEEP im Vergleich zur 

Beatmung mit kontinuierlich adjustiertem PEEP zu einer signifikanten Erhöhung der 

Aktivität von NF-κB und Aktivatorprotein-1 (AP-1) im Gesamtlungengewebe führt (43). 

Auch die mechanische Ventilation von humanen Makrophagen in einem in vitro Model 

zyklischer Druckdehnung resultierte in einer Aktivierung von NF-κB und zur Freisetzung 

pro-inflammatorischer Zytokine (74). Alveoläre Überdehnung durch Beatmung führte auch 

in isoliert perfundierten Mauslungen zu einer NF-κB Aktivierung (36). In der vorliegenden 

Studie zeigte sich diesen Untersuchungen gegenüber kein Unterschied in der DNA-

Bindungsaktivität von NF-κB zwischen den PEEP- und ZEEP-beatmeten Patienten. 

Dieser Befund läßt vermuten, dass der pro-inflammatorische Stimulus einer 

perioperativen Beatmung mit oder ohne PEEP bei lungengesunden Patienten gering ist. 

Da die mikrobiologischen Befunde der untersuchten Bronchiallavagen negativ waren, ist 

nicht von einer in situ Prästimulation auszugehen. 

Da sowohl bei den PEEP- als auch bei den ZEEP-beatmeten Patienten die NF-kB 

Aktivierung bei ungefähr 50% der in vitro LPS-induzierten NF-κB Aktivierung lag, deutet 

dies darauf hin, dass Beatmung per se ein pro-inflammatorischer Stimulus ist. Eine 

vergleichbare pro-inflammatorische Reaktion wurde bei Kindern, die sich einer 

diagnostischen Herzkatheterisierung unterziehen mussten, beschrieben (73). Mögliche 

Ursachen für den Anstieg der NF-κB Aktivierung sind die Anästhesiemedikation, die 

Ventilation per se, die chirurgischen Maßnahmen oder eine Kombination dieser Faktoren.  
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Zahlreiche Untersuchen zeigen, dass Art und Dauer des Anästhesieverfahrens einen 

deutlichen Effekt auf das Profil der inflammatorischen Antwort hat (47; 88). 

Brégeon und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die 6-stündige Beatmung gesunder 

Hasenlungen zu einer gesteigerten Genaktivierung von MCP-1, TNF-α und IL-1β führt 

(15). Diesem Befund vergleichbar konnten Anstiege alveolärer MIP-2 Konzentrationen in 

Rattenlungen nach 90 min und nach 4 h Ventilation mit einem PEEP von 3 cm H20 und 

einem PIP von 13 cm H20 nachgewiesen werden (34). Zusammengefaßt unterstützen 

diese Studien die vorliegende Untersuchung dahingehend, dass jede Form der 

mechanischen Ventilation eine pro-inflammatorische pulmonale Reaktion induzieren kann. 

In der vorliegenden Untersuchung stellt die mechanische Ventilation von lungengesunden 

Patienten per se einen nur schwachen pro-inflammatorischen Stimulus für die Aktivierung 

residenter Alveolarmakrophagen dar.  
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4.2  Effekt der  mechanischen Beatmung nach dem OLC auf die pulmonale und 
systemische Inflammation bei ALI/ARDS Patienten 

Die Tatsache, dass konventionelle Beatmungsstrategien ein pulmonales Biotrauma 

auslösen können, führte zur Konzeptualisierung lungenschonender Beatmungsschemata.  

Die dem Biotrauma zugrunde liegenden zellulären Mechanismen sind Gegenstand 

aktueller Forschungskonzepte (53). 

Eine erhöhte Überlebensrate von ARDS Patienten ist unter Beatmung mit niedrigen 

Tidalvolumina gezeigt worden (1). Diese als protektive Ventilation bezeichnete 

Beatmungsstrategie ist mit niedrigeren Konzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine 

assoziiert als konventionelle Beatmung (1; 78; 98). Konsequenter Weise ist eine 

Beatmung von ARDS Patienten mit niedrigem Tidalvolumen empfohlen worden (17), 

obwohl diese Beatmungsstrategie ein alveoläres De-Rekruitment und eine 

Verschlechterung des Gasaustausches implizieren kann (12; 70; 81). Das repetitive 

Rekrutieren atelektatischer Lungenbezirke nach dem Open-Lung-Concept stellt eine 

vielversprechende therapeutische Option dar, um dieser potentiell nachteiligen 

Nebenwirkung entgegenzuwirken (4; 9; 51; 85).  

Es ist jedoch davon auszugehen, dass das Rekrutierungsmanöver, obwohl es den 

Gasaustausch verbessern kann, via Dehnung der Lunge bis zur Vitalkapazität einen 

erheblichen Dehnungsstress auf das Lungenparenchym ausübt. Somit bezieht sich ein 

wichtiges Argument gegen die Applikation des Rekrutierungsmanövers  auf die Höhe des 

Spitzendruckes, der per se dem Prinzip einer protektiven Beatmung zu widersprechen 

scheint. Da Alveolarmakrophagen als Antwort auf Dehnung pro-inflammatorische Zytokine 

freisetzen (74), ist ein durch das Rekrutierungsmanöver induziertes Biotrauma nicht 

ausgeschlossen. Zahlreiche aktuelle Studien zum Alveolarrekruitment bei ARDS 

Patienten belegen positive Effekte der Massnahme auf Gasaustausch- und 

Oxygenierungsparamter (20; 21; 28; 32; 63; 82). Ein einmalig durchgeführtes 

Rekrutierungsmanöver bei Intensivpatienten mit radiologisch nachgewiesenen 

Atelektasen hat keinen Effekt auf die Freisetzung systemischer pro- oder anti-

inflammatorischer Zytokine (75). Prospektive, randomisierte klinische Studien zu den 

Effekten des intermittierenden Alveolarrekruitments auf die pulmonale inflammatorische 

Immunantwort  bei ARDS Patienten fehlen jedoch.  

  

In der vorliegenden Untersuchung änderte sich im Verlauf der Studiendauer  die Höhe 

des APACHE-II-Scores bei den LV-Patienten nicht. Bei den LV/OLC-Patienten zeigte sich 

nach 72 h  eine deutliche, wenn auch nicht signifikante Reduktion des APACHE-II-Scores. 
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Die Patienten der LV/OLC-Gruppe hatten demnach tendenziell eine bessere individuelle 

Mortalitätsprognose im Studienverlauf als die konventionell beatmeten Patienten. 

Untersuchungen über die Veränderung des APACHE-II-Scores schwerkranker Patienten 

unter LV/OLC-Beatmung liegen in der Literatur nicht vor.  

Der Lung-Injury-Score hatte sich in beiden Patientengruppen im Studienverlauf signifikant 

zur Ausgangssituation verbessert. Diese Verbesserung war in der LV/OLC-Gruppe bereits 

nach 48 h und damit früher als in der LV-Gruppe nachweisbar. Der Oxygenierungsindex 

zeigte jedoch nur in der LV/OLC-Gruppe eine tendenzielle Verbesserung. Obwohl im 

Rahmen der vorliegenden Studie keine computertomographischen Kontrollen zur 

Visualisierung einer Atelektasenrekrutierung durchgeführt worden sind, ist von der 

Effizienz der Massnahme bezogen auf den Oxygenierungszustand auszugehen. In 

Modellstudien sekundärer Surfactantdefizienz konnte gezeigt werde, dass eine Beatmung 

nach dem OLC den Gasaustausch verbessert und den Ventilator-induzierten 

Lungenschaden reduziert (102; 103). In einem experimentellen Modell des neonatalen 

ARDS konnte gezeigt werden, dass eine Beatmung nach dem OLC verglichen mit 

konventioneller Beatmung plus Surfactanttherapie in Bezug auf Gasaustauschparameter 

und Lungenfunktion gleichermaßen effektiv ist (37). Darüber hinaus zeigte sich in dieser 

Studie kein Unterschied in der mRNA Expression pro-inflammatorischer Zytokine 

zwischen den genannten Ventilations- und/oder Therapiegruppen.  

Im Rahmen der vorliegenden Studie tolerierten die ALI/ARDS Patienten das 

Rekrutierungsmanöver hämodynamisch gut. In einer prospektiv randomisierten 

transösophagealen Echo-Doppler Studie an kardiochirurgischen Patienten konnte gezeigt 

werden, dass eine OLC-Ventilation keinen Einfluss auf die rechtsventrikuläre 

Auswurfleistung hat (80). Ebenso hat das OLC Manöver keinen nachteiligen Effekt auf 

das rechtsventrikuläre Afterload, gemessen als pulmonalvaskuläre Resistance und 

rechtsventrikuläre Ejektionsfraktion (79). Die Beatmung nach dem LV/OLC hatte keinen 

Effekt auf Tidalvolumen, Atemfrequenz und inspiratorischen Spitzendruck im Vergleich 

zur LV-Gruppe. 

In der bereits zitierten, größten Studie zur lungenprotektiven Beatmung von ARDS 

Patienten konnte durch niedrige Tidalvolumina eine Senkung der Mortalität um 22 %, und 

eine verkürzte Beatmungsdauer erreicht werden (1). Dieser Verlauf  korrelierte mit einem 

Abfall der IL-6 Serumkonzentration von im Mittel 300 pg/ml bei Studienbeginn auf 100 

pg/ml nach drei Tagen.  Die relativ hohe ARDS Letalität wird nicht primär durch eine 

respiratorische Globalinsuffizienz, sondern durch die Entwicklung eines 

Multiorganversagens determiniert (66), für das pathomechanistisch zahlreiche 
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systemische Mediatoren verantwortlich sind. In zahlreichen Untersuchungen zeigten sich 

Korrelationen zwischen Serum- und/oder BAL Konzentrationen von IL-1β, IL-6, TNF-

α und IL-8 und der Entwicklung eines Multiorganversagens sowie der ARDS Letalität (10; 

59; 71; 100), andere Studien konnten diesen Zusammenhang nicht bestätigen (42). Nicht 

im klinischen Alltag, wohl aber in klinischen Studien hat sich jedoch die Bestimmung 

dieser Parameter zur Erfassung und Progredienz eines Lungenversagens etabliert. In der 

vorliegenden Studie zeigte sich parallel zu verbesserten APACHE-II- und LIS-Scores bei 

den LV/OLC-Patienten eine kontinuierliche Abnahme des ausgeprägt pro-

inflammatorischen (33; 44) Serum IL-6 im Studienverlauf. Die in der vorliegenden Studie 

beobachtete und in der Literatur beschriebene (10) grosse interindividuelle Varianz der 

Serum IL-6 Konzentrationen von Patienten mit ARDS macht eine Interpretation schwierig. 

Da die systemischen Effekte von IL-6 die Induktion von Fieber und die Expression von C-

reaktivem Protein umfassen, könnte dies, zumindest teilweise, die mit der rückläufigen 

systemischen IL-6 Konzentration einhergehende Reduktion der APACHE-Scores bei den 

LV/OLC-Patienten erklären. Die systemischen TNF-α Konzentration  lagen im Bereich der 

in der Literatur beschriebenen Konzentrationsbereiche für ARDS Frühstadien (3; 92; 99). 

Der tendenzielle Verlauf der im Vergleich zur Literatur (23) niedrigen systemischen IL-8  

Konzentrationen war in beiden Behandlungsgruppen dem der IL-6 Konzentrationen 

analog. Bronchoalveoläres IL-8 ist der primäre chemotaktische Faktor für PMN bei ARDS 

Patienten (2; 31; 49; 76) und korreliert mit dem Ausmass einer bronchoalveolären 

Neutrophilie, nicht aber mit dem Ausmass des Lungenschadens oder dem weiteren 

klinischen Verlauf (31). Auch in der vorliegenden Studie war der zeitliche Verlauf der BAL 

IL-8 Konzentrationen beider Behandlungsgruppen, ebenfalls niedriger als in publizierten 

Daten (19; 23), deutlich assoziiert mit dem der PMN Akkumulation in der BAL. Die 

broncholaveoläre Neutrophilie der LV/OLC-Patienten ging aber nicht mit einer erhöhten, 

sondern einer im Vergleich zu den LV-Patienten reduzierten DNA-Bindungsaktivität von 

NF-κB einher, sodass nicht von einem gesteigerten Aktivierungsgrad der Zellen 

ausgegangen werden kann. 

Die im Rahmen dieser Studie vorgelegten Ergebnisse können aufgrund der geringen 

Patientanzahl nur als Trend gewertet werden. Das hier tendenziell angedeutete Ergebnis 

könnte allerdings der erste Schritt in Richtung effektiver Rekrutierung atelektatischer 

Lungenbezirke bei Patienten mit ALI/ARDS darstellen. Da bei den nach dem Open-Lung-

Concept beatmeten Patienten die Verbesserung des Lung-Injury-Scores mit einer 

Reduktion der systemischen IL-6 Konzentration und einer Reduktion der NF-κB 

Aktivierung von primär alveolären Zellen assoziiert war, kann von der Induktion eines 
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Biotraumas nicht ausgegangen werden. Weitere Studien über die Implementierung des 

OLC in bestehende Beatmungsstrategien mit prospektiver Randomisierung und 

ausreichender Patientenzahl sind notwendig, um eine relevante Effektivität des OLC in 

Bezug auf die Dauer der Beatmung, die Entwicklung eines Multiorganversagens und die 

ARDS Mortalität nachweisen zu können.  
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5  Zusammenfassung 
Die vorliegende Arbeit untersuchte die Effekte unterschiedlicher Beatmungsstrategien auf 

die Stärke der pulmonalen und systemischen inflammatorischen Immunantwort von 

Patienten mit unterschiedlicher pulmonaler Prädisposition. Im Studienkollektiv 

lungengesunder Patienten, die sich einem zeitdefinierten operativen Elektiveingriff 

unterzogen, wurden die Effekte einer Beatmung mit oder ohne Applikation eines positiven 

endexpiratorischen Beatmungsdruckes auf die Aktivierung des zentralen 

Transkriptionsfaktors NF-κB in primären Alveolarmakrophagen verglichen. Es zeigte sich 

kein signifikanter Unterschied in der DNA-Bindungsaktivität von NF-κB in Abhängigkeit 

von der Applikation eines positiven endexpiratorischen Beatmungsdruckes. Es ist daher 

davon auszugehen, dass bei lungengesunden Patienten der proinflammatorische 

Stimulus einer perioperativen Beatmung mit oder ohne positivem endexpiratorischen 

Beatmungsdruck auf die Aktivierung residenter Alveolarmakrophagen gering ist. 

Im Studienkollektiv schwerkranker Intensivpatienten mit ALI/ARDS wurden die Effekte 

einer zeitgesteuerten und druckkontrollierten Beatmung mit niedrigen Tidalvolumina einer 

Strategie gegenübergestellt, die zuzüglich eine intermittierende Alveolarrekrutierung nach 

dem Open-Lung-Concept (OLC) umfasste. Über einen Zeitraum von drei Tagen wurde als 

Klassifikationssystem zur quantitativen Beurteilung des Erkrankungsschweregrades und 

der individuellen Prognose der Patienten der APACHE-II-Score, der Lung-Injury-Score, 

Ventilations-, Gasaustausch-, und Hämodynamikparameter, pulmonale und systemische 

Zytokinprofile, sowie die Aktivierung von NF-κB in alveolären Zellen vergleichend 

analysiert.  

Die mit dem Open-Lung-Concept supplementiert beatmeten Patienten zeigten eine 

frühzeitige Verbesserung des Lung-Injury-Scores, die mit einer Reduktion der 

systemischen IL-6 Konzentration und einer Reduktion der NF-κB Aktivierung von primär 

alevolären Zellen im Studienverlauf assoziiert war.  Von der Induktion eines Biotraumas 

durch OLC supplementierte Beatmung mit niedrigen Tidalvolumina kann daher nicht 

ausgegangen werden.  

Weitere Studien über die Implementierung des OLC in bestehende Beatmungsstrategien 

mit prospektiver Randomisierung und ausreichender Patientenzahl sind notwendig, um 

eine relevante Effektivität des OLC in Bezug auf die Dauer der Beatmung, die Entwicklung 

eines Multiorganversagens und die ARDS Mortalität nachweisen zu können.  
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