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Meinem GrofB3vater

Wenn man zu wissen glaubt, was man sieht,

sollte man noch einmal genauer hinschauen.
Richard Powers in ,,Das groBere Gliick™
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1. Einleitung

Die mechanische Beatmung gehort heute zu den Standardverfahren bei der Behandlung
intensivmedizinisch versorgter Patienten und ist in vielen Fillen eine lebenserhaltende Mafinahme.
Dies gilt sowohl fiir primér die Lunge und den Gasaustausch betreffende Erkrankungen als auch
fiir Patienten, die aufgrund anderer Ursachen einen ungeniigenden Gasaustausch haben. Besonders
bei einer notwendigen Langzeitbeatmung ist nachgewiesen, dass die Beatmung selbst einen
schidlichen Einfluss auf die Gesundheit des Patienten hat und einen Lungenschaden hervorrufen
oder einen bereits bestehenden Schaden der Lunge verschlimmern kann (2; 4; 5; 12; 42; 57).
Wiéhrend ebenso durch die mechanische Beatmung ausgeloste Begleitsymptome wie die
beatmungsassoziierte Pneumonie inzwischen ursidchlich aufgeklart und zumindest teilweise
therapierbar sind, ist die Pathogenese des beatmungsinduzierten Lungenschadens nach wie vor
nicht abschlieBend entschliisselt und eine Therapie gestaltet sich durch die paradoxe Einheit von
Ursache und Behandlung als duBerst schwierig. Obgleich die mechanische Beatmung einerseits bei
einem (beatmungsinduzierten) Lungenschaden die lebensnotwendige Versorgung mit Sauerstoff
und die Elimination von Kohlenstoffdioxid gewihrleisten kann, birgt sie immer auch das Risiko
einer Exazerbation durch die zusétzliche Schiadigung des empfindlichen Lungengewebes.

Um diesen Circulus vitiosus zu durchbrechen, wurde in den letzten Jahren in vielen Studien
untersucht, welche Faktoren eine mechanische Beatmung lungenschonender gestalten kdnnen.
Eine umfassende Untersuchung wurde hierzu vom Acute Respiratory Distress Syndrome- Netzwerk
durchgefiihrt (1) und empfiehlt eine Absenkung des Tidalvolumens, also des Atemzugvolumens,
von den zuvor iblichen 12 ml/kg auf 6 ml/kg Korpergewicht (KG). Dadurch konnte die
beatmungsinduzierte Sterblichkeit in Krankenhdusern von 39,8% auf 31% herabgesetzt werden.
Fir die klinische Maflgabe, einen ausreichenden Gasaustausch sicherzustellen, geniigt diese
kleinvolumige Beatmung allerdings oft nicht und die behandelnden Arzte sind gezwungen, andere
Beatmungsregime anzuwenden (17; 109). Als eine Reaktion auf die anhaltend schadigende Form
der mechanischen Beatmung gibt es aktuell Untersuchungen an einigen hochspezialisierten
Kliniken, die ausgewihlte Intensivpatienten nur noch mit einem sehr geringen Tidalvolumen von
etwa 3 mlkg KG ventilieren und die CO:-Eliminierung auBlerhalb der Lunge mittels
extrakorporaler Membranoxygenierung sicherstellen (10; 103). Diese hochintensive Therapie

erweist sich zwar als lungenprotektiver, ist aber aufgrund des aufwendigen Verfahrens noch nicht



Einleitung

als Standardbeatmung moglich. Die Suche nach einem lungenschonenden Beatmungskonzept ist
also noch nicht abgeschlossen und bedarf dringend weiterer Forschung.

Die Pathogenese des beatmungsinduzierten Lungenschadens wird aktuell vor allem einer
Uberdehnung der Alveolen zugeschrieben. Die bisherigen Ansitze zur Verbesserung der
mechanischen Beatmung und medikamentdsen Intervention zielten deswegen auch groftenteils auf
die Schonung und Unterstiitzung dieser empfindlichen Strukturen des Respirationstraktes ab (4).
In der hier vorliegenden Studie wurde der bislang wenig beachtete, luftleitende Abschnitt des
Bronchialsystems, also die konduktiven Atemwege, als ein noch unbekannter Entstehungsort des
beatmungsinduzierten Lungenschadens untersucht mit dem Fernziel, neue lungenprotektive
Beatmungskonzepte zu entwickeln beziehungsweise die bereits bestehenden Strategien zu
verbessern. Die Fragestellung, mit der sich diese Arbeit beschiftigt, umfasst die Punkte, 1)
inwieweit die luftleitenden Atemwege von der mechanischen Beatmung beeinflusst werden und
i1), welche Folgen diese Einfliisse fiir die Entstehung des beatmungsinduzierten Lungenschadens
haben.

Mittels des Prototyps eines hochauflésenden Volumen-Computertomographen  mit
Flachendetektoren (vCT) war es in einer DFG-geforderten Kooperation mit dem Deutschen
Krebsforschungszentrum (DKFZ) Heidelberg erstmals moglich, die Atemwege im murinen
Standardmodell fiir den beatmungsinduzierten Lungenschaden darzustellen und quantitativ zu
untersuchen. Diese Studien wurden durch weitere Methoden wie Kapnographie, Histologie,
Untersuchungen im Organbad und die Analyse von Zytokinen ergénzt. Es gelang dadurch, die
Effekte der mechanischen Beatmung auf die Atemwege und die somit verursachte
Entziindungsreaktion in den Atemwegen der Maus erstmals darzustellen und zu quantifizieren.
Anhand prélimindrer Daten an porcinen Segmentbronchien konnte ein erster Transfer der
Ergebnisse auf die Atemwege groBerer Sdugetiere gemacht werden und somit auch ein erster

Schritt fiir eine Ubertragung der Beobachtungen in die Humanmedizin.



2. Ubersicht zum Stand der Wissenschaft

2.1. Die Anatomie der oberen Atemwege und der Lunge bei Maus und Mensch
Der Atemtrakt ist bei allen Sdugetieren homolog aufgebaut. Grundsétzlich werden ein luftleitender
Bereich und ein Bereich des Gasaustausches unterschieden. Der luftleitende Bereich umfasst den
Nasen-Rachenraum, die Luftrohre (Trachea) und die immer kleiner werdenden Bronchien bis zu
den Bronchioli terminales (49) und wird als anatomischer Totraum beschrieben. Uber die
zuleitenden Wege gelangt die Atemluft in die gasaustauschenden Lungenbldschen (Alveolen)

hinein und ebenso wieder hinaus.

2.1.1. Die luftleitenden Wege

Wihrend sich der Nasen-Rachenraum an die Bediirfnisse (Physiognomie, Geruchsinn, Sprache)
der jeweiligen Spezies angepasst hat, liegt die Trachea einheitlich bei Maus und Mensch in situ
cranial in einer bindegewebigen Hiille zwischen der Halsmuskulatur, dem Osophagus und den
paarigen grolBen Gefdlen (4. carotis communis, V. jugularis interna) sowie dem Nervus vagus.
Gemeinsam mit der Speiserohre tritt sie durch die Apertura thoracica in die Brusthdhle und endet
bei der Maus hier mit der Bifurkation in die beiden freiliegenden Hauptbronchien (53), die iiber
den Lungenhilus in die Lunge eintreten. Die beiden Hauptbronchien (Bronchi principales) des
Menschen geben zuvor noch die beiden Bronchi lobares fiir die jeweiligen Oberlappen frei (7) und
treten dann ebenso in die Lunge ein.

Mikroskopisch besteht die Tunica mucosa auf der Luftseite der Trachea aus respiratorischem
Epithel mit entsprechenden Driisen und Becherzellen, wobei die Maus kaum Mukuszellen aufweist
(44). Die Tunica adventitia stellt mit threm lockeren Bindegewebe die Verbindung zum
Mediastinum her. Die dazwischengelegene Tunica fibromusculocartilaginea beinhaltet die
charakteristischen C-formigen Knorpelspangen (Cartilagines tracheales), die iiber die Lange der
Trachea mit Kollagenfasergeflechten (Ligamenta anularia) verbunden sind. Die Knorpelspangen
sind an der dorsalen Seite der Trachea iiber den quer verlaufenden M. trachealis verbunden und
sind so einerseits stets angespannt, andererseits bei Bedarf (Husten, raumforderndes Schlucken in
der Speiserohre) im Durchmesser flexibel (7). Wéhrend beim Menschen die mikroskopische
Anatomie in der Trachea und den Hauptbronchien nahezu gleich ist, weisen die Atemwege der

Maus bereits in der distalen Trachea keine Knorpelspangen, sondern vielmehr Knorpelscherben
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auf, die weiter distal aber spdtestens nach den Hauptbronchien génzlich fehlen (45). Der
Bronchialbaum des Menschen verzweigt sich in dichotomer Weise in etwa 23 Generationen (107)
bis zu den Bronchioli terminales und weist bis in die kleinsten Bronchiolen (dort vornehmlich an
den Bifurkationen) zarter werdende Knorpelspangen auf. Der Bronchialbaum der Maus hingegen
folgt knorpellos einer monopodialen Verzweigung (45) iiber 13-17 Generationen (44) (siche
Abbildung 1).

g
%¥
71]\*

Dichotomes, symmetrisches Monopodiales, asymmetrisches
Verzweigungsmuster, Mensch Verzweigungsmuster, Maus

Abbildung 1: Bronchioldres Verzweigungsmuster von Mensch und Maus im Vergleich

Die Abbildung ist angelehnt an (72) und zeigt die Unterschiede im Verzweigungsmuster von Mensch und
Maus. Wahrend sich die Bronchien im Menschen paarweise, aber nicht zwingend im gleichen Durchmesser,
verjingen, gehen bei der Maus mehrere wesentlich kleinere Bronchien von einer Hauptachse ab.

2.1.2. Die Lunge
Makroskopisch ist die rechte Lunge des Menschen in drei Lappen (Lobi pulmonis), die linke Lunge
in zwei Lappen eingeteilt, die sich wiederum in kleinere keilformige Segmente unterteilen lassen,
die von den entsprechenden Segmentbronchien (und Segmentgefiaflen) versorgt werden (7). Die
nichstkleinere Unterteilung sind die Subsegmente, dann die Lobuli. Diese werden durch mehrere
Azini dargestellt, die beim Menschen tliber Bronchioli respiratorii mit dem Bronchialbaum
verbunden sind (44; 49). Bei der Maus gibt es keine respiratorischen Bronchiolen (50), hier schlief3t
der Alveolen-Cluster (Saccus alveolaris), eine traubenformige Anordnung mehrerer Alveolen,

direkt mit dem gemeinsamen Ausfiihrgang (Ductus alveolaris) an die terminalen Bronchiolen.
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Auch makroskopisch unterscheidet sich die murine Lunge deutlich: Hier findet man rechts vier
Lappen, links dagegen nur einen.

Wihrend die GroBe der Lunge stark abhingig von der KorpergroBe ist, unterliegt die Grof3e der
gasaustauschenden Oberfliche dem Bedarf an Sauerstoff der jeweiligen Spezies. Dieser
Grundumsatz kann als Sauerstoftbedarf pro kg Korpergewicht ausgedriickt werden. Je hoher der
Grundumsatz liegt, desto kleiner muss der Alveolendurchmesser sein und dementsprechend grof3er
wird die relative Oberfldche. So ist die Alveole der Maus zwischen 38 und 69 um grof3, die des
Menschen hingegen misst etwa 200 um im Durchmesser (47). Die Zahl der Alveolen wird beim
Menschen auf etwa 150-1800 Mio. geschitzt (33). Die Alveolen werden von Typ I und Typ II
Pneumozyten ausgekleidet. Typ I Alveolarepithelzellen sind diinne Deckzellen, wihrend Typ II
Zellen bildlich als Nischenzellen bezeichnet werden und dort Surfactant, eine grenzflachenaktive
Substanz, produzieren. Dieser Phospholipidfilm setzt die Oberflichenspannung der Alveolen herab
und verhindert ihr Kollabieren. Zwischen den Alveolen befinden sich die bindegewebigen Septa
interalveolaria, die einerseits das weitverzweigte Kapillarnetz beherbergen, andererseits mit ihrem
dichten elastischen Fasernetz fiir die Eigenelastizitidt der Lunge verantwortlich sind. Auch einige
der Immunzellen sind hier lokalisiert. Die Blut-Luft-Schranke, also die Stelle des Gasaustausches,
setzt sich aus dem GefdBendothel, den verschmolzenen Basalmembranen der Kapillarwand und
der Alveolarzellen, dem Alveolarepithel und der epithelialen Oberflachenschicht, bestehend aus
einem diinnen Fliissigkeitsfilm mit Surfactant, zusammen (7). Sie ist im Mittel bei der Maus
wesentlich diinner (0,02 pum bis 0,32 um (45)) als beim Menschen (0,5 pum (7) bis 0,62 pm (45).
Der Unterschied beruht auf den eingelagerten Bindegewebsfasern in den interalveolaren Septen im
humanen Lungengewebe (31).

Der Sauerstoftbedarf des Lungengewebes selbst wird beim Menschen tiber die Vasa privata, die
dem groBlen Kreislauf zugeordnet sind, sichergestellt. Diese Eigenversorgung fehlt bei der murinen
Lunge génzlich (100).

Als Vasa publica hingegen werden die Gefdlle bezeichnet, die den Gesamtorganismus mit
Sauerstoff versorgen. Die Gefdlversorgung entspricht im Aufbau der Verzweigung des
Trachealbaums. Aus dem Truncus pulmonalis gehen die beiden Aa. pulmonales hervor, die das
sauerstoffarme Blut transportieren und jeweils durch den Hilus in die rechte oder linke Lunge
gelangen. Sie lagern sich bis zur kapilldren Austauschstrecke der Alveolen den luftleitenden

Atemwegen 1m peribronchialen Bindegewebe an. Da die arteriellen Gefdfe keine
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(anastomosierenden) Aste abgeben, gelten sie als funktionelle Endarterien (7), mit dem bekannten
Risiko der Lungenembolie. Das im umfassenden Kapillarnetz der Lunge mit Sauerstoff
angereicherte und vom CO; entlastete Blut gelangt iiber die sich vereinenden und dadurch grof3er
werdenden, klappenlosen Venen in die in den interlobuldren Septen liegenden Vv. pulmonales.
Diese vereinigen sich zu grofleren Venenstdmmen, die durch das Lungenhilum in das Mediastinum
treten und so in den linken Vorhof des Herzens gelangen. Die Durchblutung und damit die
Gasaustauschleistung der Lunge kann {iber arteriovendse Anastomosen reguliert werden, sodass
nicht immer alle Alveolen maximal umstromt werden. Steigt die korperliche Beanspruchung und
damit der Sauerstoffbedarf, werden diese Anastomosen geschlossen und das optimale Verhéltnis

von Beliiftung und Durchblutung kann wieder erreicht werden (7; 105).

2.2.Die Physiologie der Atmung
Die Hauptaufgabe der Lunge ist der Gasaustausch von Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid zwischen
der Blutseite und der Luftseite der Alveolarbarriere. Die Voraussetzung fiir diesen lebenswichtigen
Prozess ist die abwechselnde Be- und Entliiftung der Alveolen. Damit es an der feinen Barriere
zwischen Blut und Luft nicht zu Verschmutzungen oder Infektionen durch das &uBlere Milieu
kommt, muss die Luft zunédchst konditioniert, also gereinigt, angewarmt und befeuchtet werden, in
Richtung der Alveolen verbracht und entsprechend iiber die gesamte Lunge verteilt werden. Diese
Aufgaben 1tbernehmen die luftleitenden Wege. Da die Lunge selbst keine aktiven
Atembewegungen ausfiihren kann sondern nur passiv den Bewegungen von Zwerchfell und Thorax
oder entsprechenden Volumenédnderungen bei der mechanischen Beatmung folgen kann und so
auch mit letzterem einhergehenden und potentiell schidigenden mechanischen Einfliissen
ausgeliefert ist, ist das Verstehen der physiologischen Atmungsmechanik von grof3er Bedeutung

fiir die Entwicklung protektiver Beatmungskonzepte.

2.2.1. Die Bedeutung des Totraums
Neben den weiterfiihrenden Aufgaben des Totraums wie der Aufnahme von Riechstoffen und der
Weiterleitung dieser an die Geruchsrezeptoren oder der Lauterzeugung beziehungsweise der
Stimmbildung (33) hat der Totraum fiir die Physiologie der Atmung entscheidende Aufgaben. In
den konduktiven Atemwegen wird die Atemluft zunédchst fiir die Lungen konditioniert. Die
Reinigung findet bereits grob iiber die Haare in der Nase statt und setzt sich am Flimmerepithel der

Bronchien fort. Hier wird die Luft angefeuchtet und angewarmt, wiahrend Schmutzpartikel durch
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den Zilienschlag des Flimmerepithels Richtung Rachen transportiert werden und dort mit dem
Speichel abgeschluckt oder dem Nasensekret nach auflen abgegeben werden konnen (49).
Definitionsgeméll werden die oberen Atemwege von der Nasendffnung bis zu den terminalen
Bronchiolen als anatomischer Totraum bezeichnet, da hier kein Gasaustausch stattfindet. Dieses
Volumen, das beim Menschen etwa ein Drittel des Atemzugvolumens ausmacht (49), ist einerseits
physiologisch fiir die Konditionierung der Luft, andererseits aus nachvollziehbaren anatomischen
Griinden der Luftweiterleitung notwendig und kann mit der Fowler-Methode (Messung des
exhalierten Stickstoff-freien Volumens nach einer Inhalation von 100%igem Sauerstoff, (28; 69))
eindeutig bestimmt werden.

Dem gegeniiber steht der alveoldre Totraum, der von Alveolen ausgemacht wird, die zwar beliiftet,
aber nicht durchblutet und somit nicht am Gasaustausch beteiligt sind. Dieser alveoldre Totraum
ist im gesunden Menschen oder Tier nahezu vernachldssigbar, kann aber bei verschiedenen
Krankheitszustinden wie Entziindungen der Lunge mit verdickter Blut-Luft-Schranke und vor
allem durch Embolien der funktionellen Endarterien vergrofert sein. Da der alveoldre Totraum im
Patienten nicht genau gemessen werden kann (Kapnographie und Abschitzung des end-tidalen
CO»-Gehaltes im Exhalat und Vergleich mit der CO»-Konzentration im arteriellen Blut (82)), wird
stattdessen der funktionelle Totraum oder auch physiologische Totraum gemessen, der eine
Summe aus anatomischem und alveoldrem Totraum beschreibt und anhand nicht-invasiver
Messmethoden (Kapnographie oder Ein-Atemzug-Methode und Berechnung aus der
CO-Konzentrationen von Exhalat und arteriellem Blut nach Bohr (14; 97)) zur Diagnostik
herangezogen werden kann.

Auch bei der mechanischen Beatmung von Patienten spielt der Totraum eine wichtige Rolle, da
das Schlauchsystem und das Mundstiick, also die zusétzliche Strecke iiber die das Gas hin und
auch wieder zuriick transportiert werden muss, bevor es an den Ort des Gasaustausches gelangt,
entweder als zusétzliches Tidalvolumen in die Lunge verbracht werden muss oder gegebenenfalls
zu einer Unterbeliiftung der Alveolen fiihrt (74). Generell wird ein moglichst geringer
Geritetotraum angestrebt. Dies wird durch Ventile zum Beispiel am Mundstiick des Patienten oder
die Trennung von inspiratorischem und exspiratorischem Schenkel durch ein Y-Stiick ermdglicht,
beinhaltet aber weiterhin eine gewisse Fehleinschitzung des funktionellen Totraumes vor allem

bei kleinen Atemzugvolumina wie bei der mechanischen Beatmung von Mausen.
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2.2.2. Die Atmungsmechanik unter Spontanatmung
Bei jeder Einatmung wird die Lunge durch die Bewegung von Zwerchfell und Thorax gedehnt.
Die Volumenverschiebung des Atemgases erfolgt in der Exspiration weitgehend passiv aufgrund
der Entspannung des Zwerchfells und der damit einhergehenden Vorwdélbung der Bauchorgane in
den Thorakalraum, sowie durch die Eigenelastizitédt der Lunge, wobei letztere bei erhohtem Bedarf
aktiv durch Exspirationsmuskeln (Bauchwandmuskulatur, Mm. intercostales interni) unterstiitzt
werden kann.
In der Inspiration wird der Thorax durch eine aktive Anspannung des Zwerchfells und der damit
verbundenen Absenkung der caudalen Begrenzung vergroBert. Zugleich werden auch die Mm.
intercostales externi kontrahiert, was zu einer lateralen und sagittalen Aufdehnung des Thorax tiber
die Rippen fiihrt. Aufgrund des Unterdrucks im Pleuraspalt von etwa -0,5 kPa muss die gesunde
Lunge diesem geweiteten Thorakalraum mit einer Aufdehnung ihrerseits folgen. Durch die
entstehende Druckdifferenz zwischen sich 6ffnender Lunge und dem atmosphérischen Druck von
0 kPa an der Nasen- oder Mundo6ffnung folgt die Luft dem Strdmungsdruck und gelangt iiber die
luftleitenden Wege durch den Totraum bis dicht an die Gasaustauschfliche heran. Die letzte
Strecke bis zur Alveolarmembran und dariiber hinaus wird {iber Diffusion {iberwunden.
Die Effektivitét dieses Vorgangs wird durch die elastischen Eigenschaften von Lunge und Thorax
beeinflusst und hingt immer von der transmuralen Druckdifferenz zwischen Pleuraspalt und
Alveolarraum und dem eingebrachten Volumen ab. Aus der durch diese beiden Koeffizienten
beschriebenen Kurve, der sigmoidalen Ruhedehnungskurve, ldsst sich die Compliance, also die
(Volumen-) Dehnbarkeit als Steigung ablesen. Zu Beginn der Inspiration und mit zunehmendem
Volumen, also zum Ende der Inspiration, ist die Compliance der Lunge geringer, am dehnbarsten
ist die Lunge in der Mitte der Inspiration.
Die Elastizitdt der Lunge wird mafgeblich durch drei Faktoren beeinflusst. Dies sind zum einen
die Dehnbarkeit und die geometrische Anordnung der elastischen Fasern in den interalveolaren
Septen (108), zum anderen die Oberflachenkrifte an den gekriimmten Grenzflichen zwischen
fliissiger und gasformiger Phase (Laplace-Gesetz) mit ihrem Gegenspieler, dem Surfactant. Dieser
Phospholipidfilm setzt die Oberflachenspannung erheblich herab, sodass die Alveolen auch unter
den physiologisch vorliegenden Druckverhiltnissen gedffnet sind. Der dritte Faktor, der die
Elastizitit der Lunge beeinflusst, wird durch die Verankerung der Alveolen in ihrem umliegenden

Gewebe bestimmt. Durch die Anordnung der Alveolen halten sich benachbarte Lungenbléschen
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gegenseitig offen. Der gleiche Mechanismus gilt auch fiir die kleineren Bronchien, die durch diese
Zugkrifte des Umgebungsgewebes und letztlich der Anhaftung der Lunge an die Thoraxwand in
ihrer physiologischen, offenen Ausgangsstellung vorliegen (59).

Im gesunden Mensch oder Sdugetier sind die Retraktionskréfte ideal ausbalanciert. Steigt aber die
Dehnbarkeit, wie zum Beispiel beim Lungenemphysem und dem sich daraus ergebenden
Gewebeschwund, kollabieren auch benachbarte Alveolen und Bronchiolen. Ist die Lunge zu steif,
zum Beispiel bei Surfactantmangel, kann sich die Lunge nicht entfalten. In beiden Féllen kommt
es zu einer Verminderung des Gasaustausches.

Die letzte beziehungsweise erste Strecke, die der eingeatmete Sauerstoff und das abzuatmende
Kohlendioxid zuriicklegen miissen, ist die Blut-Luft-Schranke, die sogenannte alveolo-kapilldre
Membran, die sich mehrschichtig aus dem Lungenepithel und dem Kapillarendothel
zusammensetzt. Der Gastransport erfolgt hier génzlich liber Diffusion und héngt gemall dem
Fickschen Diffusionsgesetz von der Durchtrittsfliche und der Dicke der Membran, sowie der
Loslichkeit und dem Diffusionskoeffizienten des diffundierenden Gases ab — vereinfacht, der
Diffussionskapazitit der Lunge. Die treibende Kraft hinter der Diffusion ist die Differenz der
Partialdriicke zwischen Alveolargas und Lungenkapillarblut. CO, diffundiert aufgrund seiner
groBBeren Loslichkeit erheblich leichter als O» und begegnet beim Gasaustauch in der Lunge keiner

Diffusionsbehinderung (49).

2.2.3. Die Atmungsmechanik unter mechanischer Beatmung

Unter mechanischer Beatmung unterliegt die Atmung einer vollig anderen Mechanik. Nachdem
die negative Druckbeatmung (Eiserne Lunge) (92) durch die Moglichkeit der Intubation und der
Entwicklung geeigneter Beatmungsgerdte heute nahezu vollstindig von der Beatmung mit
positivem Druck abgeldst wurde, soll hier nur auf letztere eingegangen werden.

Im Gegensatz zur Spontanatmung wird bei der mechanischen Beatmung das Atemzugvolumen
nicht durch das grofler werdende Lungenvolumen (durch den gréBer werdenden Thorakalraum)
eingesogen, sondern maschinell in die Lunge eingeschoben. Um die reflektorische Atmung des
beatmeten Patienten oder Tieres auszuschalten, muss der Patient bei der mechanischen Beatmung
unter Vollnarkose gehalten werden und die Atemmuskulatur durch entsprechende Medikamente
relaxiert werden. Diese Beeinflussung der Muskulatur und des Atemzentrums schaltet allerdings
auch die Schutzmechanismen, die am wachen, spontanatmenden Individuum dafiir sorgen, dass

die Lunge nicht iiberdehnt wird oder Fremdstoffe eingeatmet werden (unter anderem Hering-
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Breuer-Reflex (68), Hustenreflex (20)), aus. Durch die Umgehung einer ,,Gegenatmung® des
Patienten birgt also jede mechanische Beatmung das Risiko der Lungenschidigung, wie
nachfolgend unter 2.3.1 néher beschrieben wird.

Der Nutzen der mechanischen Beatmung, die Versorgung des respiratorisch insuffizienten
Patienten mit Sauerstoff und der Abtransport von CO», liberwiegen zwar zweifellos das Risiko,
dennoch sollte das Ziel der mechanischen Beatmung neben dem Gasaustausch auch immer sein,
dass der Patient zu einem spiteren Zeitpunkt ohne mechanische Beatmung auskommt
beziehungsweise auch bei anhaltender Beatmung eine funktionsfahige Lunge erhalten bleibt. Die
daflir entscheidende lungenprotektive Beatmung setzt die Kenntnis der zugrundeliegenden
Atmungsmechanik unter den verdnderten Bedingungen der mechanischen Beatmung voraus.
Heutzutage ist die mechanische Beatmung nicht mehr aus der Patientenversorgung wegzudenken
und stellt neben der Versorgung des Patienten auch ein wichtiges Diagnostikum zur
Lungengesundheit dar (35). Anhand der durch die Beatmung gewonnenen und von den inzwischen
hochkomplexen Beatmungsgeriten aufgezeichneten Werte lassen sich die wichtigsten
Lungenparameter direkt am Patientenbett erheben. Durch die Darstellung der Druck-, Fluss- und
Volumenkurven und die Erstellung der Atemschleife erlaubt die mechanische Beatmung ein
umfassendes Monitoring des Patienten.

Entscheidend fiir die Atmungsmechanik unter mechanischer Beatmung ist die Tatsache, dass es
sich dabei um zwei pneumatische Systeme handelt, die iiber den Tubus oder die Atemmaske
miteinander verbunden sind - zum einen das technische Beatmungsgerit mit seinem Ventilator und
dem Schlauchsystem, zum anderen das biologische respiratorische System, bestehend aus dem
Totraum, der Lunge und dem Thorax des Patienten. Die Energie des technischen Systems, die
benotigt wird, um das Atemzugvolumen in die Lunge zu verbringen, wird in den elastischen Fasern
der Lunge gespeichert und beim Offnen der Ventile wiederum freigesetzt. Physikalisch gesehen,
stellt das respiratorische System des Patienten lediglich einen komplexen Widerstand (Impedanz)
fiir das Beatmungsgerét dar. Durch eine mathematische Methode (Bewegungsgleichung), die die
statischen und dynamischen Anteile des Atemzyklus kombiniert, konnen in jedem Atemzug die
Compliance und die Resistance ermittelt werden und stehen dem behandelnden Arzt als wichtige
Lungenfunktionsparameter zur Verfiigung. Hierbei summiert die semistatische Compliance, wie

unter 2.2.2 bereits beschrieben, alle elastischen Eigenschaften des respiratorischen Systems. Die
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Compliance (C), oder Volumendehnbarkeit, ist definiert als die Volumeninderung in der Lunge

AV pro Druckdnderung AP im Alveolarraum.
C=AV/AP

Die semistatische Resistance hingegen beschreibt alle Stromungswiderstinde des respiratorischen
Systems, also die Energieverluste, die das strémende Gas durch innere Reibung und Wandreibung
erfahrt. Zur Ermittlung der Resistance wird tiblicherweise der Volumenfluss (Flow) gemessen, das

durchstromende Volumen je Zeiteinheit. Die Resistance (R) ist definiert als das Verhéltnis aus

antreibender Druckdifferenz AP und erreichtem Flow V (36).

R=AP/V

Die Parameter Compliance und Resistance konnen Aufschluss geben iiber die zunehmende
Steifigkeit der Lunge, wie sie zum Beispiel bei einer Schidigung und progressiven Entziindung
auftritt beziehungsweise liber die physiologischen Bedingungen in den Atemwegen, die bei
obstruktiven Verdnderungen (Asthma, COPD) eine Rolle spielen. Die Untersuchung der
Partialdriicke von Kohlendioxid und Sauerstoff im arteriellen Blut (Blutgase) vervollstindigen
neben anderen klinischen Parametern die Diagnostik zur Lungenfunktion des beatmeten Patienten.
Neben den diagnostischen Aspekten, die sich aus der Analyse der Atmungsmechanik ergeben,
ermOglicht die mechanische Beatmung auch lungenprotektive MaBBnahmen und Mandver, die weit
iiber die bloBe Versorgung mit Atemluft hinausgehen. Im spéiter folgenden Abschnitt 2.4 wird

ndher auf diese Beatmungsverfahren eingegangen.
2.3. Pathologische Aspekte der Atmung

2.3.1. Der akute Lungenschaden und das akute progressive Lungenversagen
Der akute Lungenschaden (acute lung injury, ALI) beziehungsweise dessen noch schwerere
Auspriagung, das akute progressive Lungenversagen (acute respiratory distress syndrome, ARDS),
sind lebensbedrohliche Krankheiten (57) und haben aufgrund der hohen Inzidenz (Vereinigte
Staaten, 2005, altersbereinigte Inzidenz: 86,2/100.000 Patienten pro Jahr (77)) und der sehr hohen
Hospitalisierungsmortalitdt von 38,5 % enorme Bedeutung fiir die 6ffentliche Gesundheit. Allein

in den Vereinigten Staaten schitzt man die Zahl der von ALI/ARDS betroffenen Patienten auf etwa
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190.600 pro Jahr. Es wird von 3,6 Millionen Hospitalisierungstagen und einer jéhrlichen Letalitét
von 74.500 Toten ausgegangen (77). Definiert wurde der akute Lungenschaden zum ersten Mal
bereits 1967 als eine Kombination aus Tachypnoe, Hypoxdmie und einem Verlust der Compliance
(8). Uber die Jahre und mit wachsender klinischer Bedeutung wurde das Krankheitsbild von ALI
und ARDS weiter untersucht und 1994 in der Amerikanisch-Europdischen Konsensus Konferenz
neu definiert, um eine bessere Einordnung des Krankheitsbildes anhand klinischer Parameter zu
ermdglichen, darunter eine Oxygenierung von < 300 mmHg PaO/FiO; (beziehungsweise < 200
mmHg Pa0O,/FiO, fiir ARDS), wobei die FiO; die inspirierte Sauerstofffraktion beschreibt, und
bilaterale Lungeninfiltrate in frontalen Rontgenaufnahmen (12). Die erneute Spezifizierung des
Krankheitsbildes, die sogenannte Berliner Definition im Jahr 2011 belegt die andauernde
Aktualitét der Erforschung dieses Syndroms (65). Die gegenwirtige Definition unterscheidet nicht
mehr in ALI und ARDS sondern in 3 Schweregrade des ARDS, die lediglich anhand der
Hypoxdmie bestimmt werden (mild: PaO»/FiO; < 300 mmHg, mittelgradig: PaO2/FiO; < 200
mmHg, schwer: PaO2/FiO2> < 100 mmHg). Durch die klarere Definition der Schweregrade und
anderer Nebenvariablen wie die Beurteilung von Lungeninfiltraten in Rontgenbildern wurde der
weltweite Vergleich der Fille erleichtert und dadurch die Vorhersagen der Krankheitsentwicklung
verbessert (76).

Obwohl noch nicht abschlieBend geklért ist, unter welchen Bedingungen Patienten einen schweren
Verlauf des akuten Lungenversagens zeigen, ist die Pathogenese des Lungenschaden inzwischen
anhand umfassender klinischer beziehungsweise aufwendiger (tier-)experimenteller Studien
aufgekldrt worden. Es lassen sich drei aufeinanderfolgende Phasen im Krankheitsverlauf
beschreiben (94). Die exsudative Phase zeichnet sich zunéchst durch eine Barriereschiddigung der
Blut-Luft-Schranke aus, die ein protein- und zellreiches interstitielles und alveolires Odem
bedingt. Durch den durch das Odem verursachten erschwerten Gasaustausch kommt es zur
Hypoxédmie. Das aktivierte kapillare Endothel und alveolére Epithel vermitteln {iber Zytokine das
Einwandern weiterer Entziindungszellen (41; 95), welche ihrerseits Entziindungsmediatoren
ausschiitten und so in einer komplexen Interaktion eine Hyperinflammation ausldsen, die sich auch
auf andere Organe und Systeme wie die Niere, den Gastrointestinaltrakt, das zentrale
Nervensystem oder das Gerinnungssystem ausbreiten kann (11; 67). In der Lunge schlieBt sich die
proliferative Phase an, in der es zur Organisation der intraluminalen Exsudate kommt, die in der

nachfolgenden fibrotischen Phase als Ausgangspunkte fiir das Lungenremodeling angesehen
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werden (26). Durch die Beteiligung der GefdBle und deren fibroproliferative, thrombotische
Verdnderungen kann es in einer spateren Form der Lungenschiddigung zum Lungenhochdruck mit
nachgeschalteter Beeinflussung des rechten Herzens kommen. So ist der fortgeschrittene
Lungenschaden nicht nur Ursache fiir einen gestorten Gasaustausch, sondern verursacht durch die
iiberschiefende  Entziindungsreaktion und die pulmonale Hypertonie héiufig ein
Multiorganversagen (11; 67).

Es lassen sich eine Vielzahl von Ursachen fiir die Entstehung des Lungenschadens finden, darunter
Infektionen und Verletzungen pulmonalen, aber auch nicht-pulmonalen Ursprungs (42), sowie eine
gewisse genetische Pradisposition (30). Unabhingig von der Ursache des Lungenschadens ist die
Folge jedoch bei allen Patienten dieselbe: Die Patienten miissen teilweise iiber eine lange Zeit
beatmet werden. Aufgrund der vorgeschadigten Lunge birgt diese Beatmung aber das Risiko einer
zusitzlichen Verschlechterung der Ausgangssituation und kann zu einer dauerhaften Abhéngigkeit

von der mechanischen Beatmung mit entsprechender infauster Prognose fiihren.

2.3.2. Der beatmungsassoziierte Lungenschaden des Menschen

Die fiir einen ausreichenden Gasaustausch essentielle und damit iiberlebenswichtige mechanische
Beatmung von Patienten mit Lungenschaden oder -versagen kann in ihrer zusétzlich schiddigenden
Rolle als eigene Ursache fiir einen Lungenschaden angesehen werden (29) und wird generell als
beatmungsinduzierter Lungenschaden (ventilator induced lung injury, VILI) bezeichnet (27). Da
es in der Klinik jedoch nie zu einer anhaltenden mechanischen Beatmung ohne klinische
Notwendigkeit, wie zum Beispiel dem Lungenversagen, kommt, kann der Kausalzusammenhang
zwischen Beatmung und Lungenschaden am Patienten nicht abschliefend bewiesen werden. Es
wird also vielmehr vom beatmungsassoziierten Lungenschaden (ventilator associated lung injury,
VALI) gesprochen (2).

Als mechanistische Ursachen fiir die Entstehung des VILI beziehungsweise VALI werden aktuell
vier Haupthypothesen diskutiert, deren spezifische Kriterien sich in vivo jedoch teilweise nur
schwer voneinander unterscheiden lassen und meist gemeinsam mit wechselnder Auspragung im
Patienten angetroffen werden.

Das Barotrauma beschreibt die Schiadigung der Lunge aufgrund iiberh6hter Driicke im Atemwegs-
und Alveolarsystem (27). Genauer wird damit auch das Zerreilen der Alveolen mit nachfolgend
ausstromender Luft in den Thorax (Pneumothorax) oder entlang des GefaBbiindels in das

Mediastinum (Pneumomediastinum) beschrieben. Je nach Vorschddigung der Lunge (obstruktive
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oder infektidse Lungenerkrankungen) variiert das Krankheitsbild zwischen einem
asymptomatischen Verlauf mit interstitiellem Emphysem iiber Atemnot oder Herzversagen bis hin
zu einem ausgepragtem Spannungspneumothorax (5; 15).

Beim Volutrauma hingegen geht man davon aus, dass ein gro3es Tidalvolumen die Alveolarwand
tiberdehnt und so zur Schiadigung fiihrt (27). Dieser Hypothese wurde zuletzt gro3e Beachtung
geschenkt, indem das empfohlene Atemzugvolumen deutlich von 12 auf 6 ml/kg KG reduziert
wurde (1). Eine wichtige Rolle spielt das Volutrauma allerdings auch bei niedrigen Tidalvolumina,
da in der vorgeschéddigten Lunge das Atemvolumen nicht homogen verteilt ist, sondern immer in
den Bereich mit der hchsten Dehnbarkeit (Compliance) vordringt. Damit werden geschédigte und
weniger dehnbare Bereiche zwar geringer beliiftet und gedehnt, das Volumen wird aber
unproportional stark in noch gesunde Alveolargebiete gelenkt und fiihrt hier zu einer lokalen
Uberdehnung der Alveolen (sogenanntes baby lung concept) (19) mit nachfolgender
dehnungsinduzierter Entziindungsreaktion.

Die Hypothese des Atelektraumas beschreibt die Schiidigung durch ein wiederholtes Offnen und
SchlieBen bereits kollabierter Alveolen. Die damit einhergehenden Scherkrifte schidigen das
Alveolarepithel (84). Die Verwendung eines positiven end-exspiratorischen Druckes (positive end-
expiratory pressure, PEEP) kann das Entstehen atelektatischer Bereiche einerseits verhindern, aber
ihrerseits wiederum zu einem Barotrauma beitragen (4; 27).

Die jiingste Hypothese, das Biotrauma, fasst die mit der Beatmung assoziierten
Entziindungsreaktionen zusammen. Hier wird festgestellt, dass durch die Dehnung der
Alveolarepithel- und Kapillarendothelzellen ein mechanosensitiver Reaktionsweg stimuliert wird,
der zu einer Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine wie Tumornekrosefaktor (TNF-a) und
verschiedener Interleukine fiihrt (102), die wiederum die Infiltration von Entziindungszellen, vor
allem neutrophiler Granulozyten, zur Folge haben. Alveolidres Odem und Surfactant-Inaktivierung
sind neben einer Alveolarmembran-Verdickung mit erschwertem Gasaustausch die lokalen
Schéden, aber auch eine systemische Entziindungsreaktion bis hin zum Multiorganversagen ist
moglich (95; 98).

Ziel einer lungen-protektiven Beatmungsstrategie muss es also sein, die verschiedenen Aspekte der
zugrundeliegenden Mechanismen gleichermaflen mit einzubeziehen und eine, vielleicht sogar
patientenindividuelle, sicherlich aber auf die wurséchliche Schiadigung zugeschnittene,

ausbalancierte Beatmung zu entwickeln.
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2.3.3. Der experimentell hervorgerufene beatmungsinduzierte Lungenschaden
Wihrend im Patienten der Nutzen und die Schadigung der Beatmung nicht voneinander getrennt
werden konnen, besteht im experimentellen Modell die Moglichkeit, die Folgen der mechanischen
Beatmung an gesunden Versuchstieren zu untersuchen. Um die bereits erlduterten Hypothesen zur
Pathogenese des VILI oder VALI zu generieren und weiter zu untersuchen, wurden
unterschiedlichste Untersuchungen an verschiedenen Tiermodellen durchgefiihrt und die einzelnen
Aspekte des Lungenschadens analysiert.

Als den beatmungsinduzierten Lungenschaden experimentell hervorrufende Parameter gelten hohe
(9) oder auch niedrige Tidalvolumina (38) beziehungsweise eine Beatmung mit hohem
inspiratorischem Druck (18) und das Anlegen eines moderaten bis hohen PEEP (13; 61).
Tiermodelle, bei denen zum Beispiel Saure zur Schidigung des Alveolarepithels inhaliert (56) oder
zur Schéadigung des Kapillarendothels venos injiziert wird (48) oder bei denen eine Infektion
mittels Injektion von bakteriellen Lipopolysacchariden (LPS) simuliert wird (64), dienen der
Untersuchung des beatmungsassoziierten Lungenschadens wie er in der vorgeschédigten Lunge
des Patienten vorliegt. Die Untersuchung an gesunden Tieren ermdglicht es hingegen, anhand der
physiologischen Ausgangswerte die durch die mechanische Beatmung ausgelosten

Pathomechanismen zu erkennen.

2.4. Beatmungsverfahren in der Klinik und im Experiment

Aufgrund des beschriebenen Circulus vitiosus der zugleich lebensnotwendigen und schidigenden
Beatmung im Patienten und dem gebotenen Bestreben, die notige mechanische Beatmung
protektiver auszurichten, wurde und wird die mechanische Beatmung stetig weiterentwickelt.
Teilweise werden neuere Beatmungsverfahren zundchst noch experimentell eingesetzt, andere
Beatmungsstrategien finden bereits Anwendung in der Klinik.

Der groBle Vorteil der mechanischen Beatmung ist die Verwendung von Gasen, die in ihrer
Zusammensetzung von der Raumluft abweichen konnen. Durch die Gabe von Sauerstoff oberhalb
einer Konzentration von 21%, also einer FiO> > 0,21, ist es moglich, das Tidalvolumen drastisch
herabzusetzen und so einer Uberdehnung der Alveolen entgegenzuwirken (3). Hierbei treten
allerdings andere Probleme wie ein erschwertes CO2- Abatmen und bei langfristiger Beatmung
eine lungenschddigende Hyperoxie auf (16; 46). Auch die Aufrechterhaltung der Anésthesie kann

iiber sogenannte Narkosegase gewéhrleistet werden.
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Durch die Manipulation der inspiratorischen und exspiratorischen Driicke ist es heute dem
Andsthesisten moglich, ein patientenindividuelles und situationsgebundenes Beatmungsverfahren
anzuwenden. So gehort zu den Standardeinstellungen der positive end-exspiratorische Druck
(PEEP), der am Ende der Exspiration durch Offenhalten der Alveolen eine Atelektasenbildung
verhindert (51). Ebenfalls zur Verhinderung oder Losung atelektatischer Bereiche gibt es die
Moglichkeit von Rekrutierungsmandvern mit hohen exspiratorischen Driicken iiber kurze
Zeitintervalle (22). Diese Rekrutierungsmandver finden vor allem im open lung concept von
Bachmann (73) Verwendung. Der Vorteil, zuvor atelektatische Bereiche wieder fiir den
Gasaustausch zu rekrutieren, birgt jedoch das Risiko durch erhdhten Atemwegsdruck bislang
gesunde Areale in Form eines Barotraumas bis hin zum Pneumothorax zu schadigen.

Neben der druckgesteuerten Beatmung, bei der der inspiratorische Spitzendruck als Grenze fiir die
Inspiration vorgegeben wird, gibt es auch die volumengesteuerte Beatmung, bei der das
Tidalvolumen vorgegeben wird. Letztere findet vermehrt Anwendung im nordamerikanischen
Raum und erkldrt den Schwellenwert von 6 ml/kg KG Tidalvolumen als Definition fiir eine
protektive Beatmung (1). Bei der kiinstlichen Beatmung von Patienten im europdischen Raum wird
teilweise auf eine Kombination beider Methoden zuriickgegriffen: Zunichst findet die Beatmung
druckgesteuert mit einem protektiven, relativ geringen Druck statt; fiihrt dies zu einer sinkenden
Versorgung mit Sauerstoff, kann auf eine volumengesteuerte Beatmung umgestellt werden, die den
Patienten mit dem nétigen Volumen beziehungsweise Sauerstoff versorgt. Auch unterstiitzende
Beatmungsverfahren sind moglich. Sie finden vor allem in der Intensivmedizin Anwendung, bei
der die Patienten nach und nach vom Beatmungsgerit entwohnt werden sollen. Zu den géngigsten
Methoden gehort hier der BiPAP-Modus (biphasic positive airway pressure), ein
druckkontrolliertes Beatmungsverfahren, das ein spontanes Zwischenatmen des Patienten zulésst
und so zwischen lediglich atem-unterstiitzender Funktion bis zur vollstindigen Beatmung
wechseln kann (80). Ein ebenfalls modernes Beatmungskonzept innerhalb der druckgesteuert
unterstiitzenden Beatmung (pressure support ventilation) ist die noisy ventilation, eine
mechanische Beatmung, die die physiologische Atemvariabilitdt imitiert und dabei hohe und
niedrige Drucklevel im unregelméfigen Wechsel durchfiihrt. Experimentelle Ergebnisse sprechen
aktuell fiir die weitere Erprobung dieses Beatmungsverfahrens (21; 75; 86).

Vor allem bei der Beatmung von Friih- (24) und Neugeborenen (66) hat sich eine vollig andere

Beatmungsform als besonders schonend erwiesen: Die Hochfrequenzbeatmung (high frequenzy
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oscillation ventilation, HFOV) zeichnet sich vor allem durch eine hohe Beatmungsfrequenz (bis
zu 900 Beatmungszyklen pro Minute) und ein extrem geringes Tidalvolumen (teilweise unter dem
des Totraumvolumens) aus (85). Es kommt bei der HFOV also nicht zur aktiven Verschiebung des
Gasvolumens, sondern zu einer kontinuierlichen Durchmischung der Luft in den Atemwegen. Dies
erfolgt in den groBBeren Atemwegen durch Konvektion und Turbulenzen. Die distale Wegstrecke
der kleinen Bronchien und in den Alveolen werden Sauerstoff und Kohlendioxid mittels Diffusion
ausgetauscht. Durch das geringe Atemzugsvolumen und nahezu keinerlei Auftreten von
Scherkriften bei anhaltend positiven mittleren Atemwegsdruck kénnen sowohl Volutrauma als
auch Atelektrauma weitgehend vermieden werden. Obwohl diese Beatmungsform dadurch
vielversprechend fiir ARDS-Patienten schien, musste festgestellt werden, dass es zunichst zwar zu
einer besseren Oxygenierung durch HFOV im Vergleich mit konventioneller Beatmung kommt,
sich die hamodynamischen Werte, die Oxygenierungsrate und weitere Lungenparameter nach etwa
72h aber an die Werte der konventionellen Beatmung angleichen (25). So gilt die HFOV zwar als
eine ebenfalls sichere Beatmungsform fiir ARDS-Patienten, findet aber bislang vornehmlich bei

Neugeborenen Anwendung.

Fir den experimentellen Aufbau in der vorliegenden Studie zur Untersuchung des
beatmungsinduzierten Lungenschadens empfiehlt sich eine strikte Trennung beider Varianten —
volumen- beziehungsweise druckgesteuerte Beatmung —, um in vivo konstante Daten hinsichtlich
des Tidalvolumens zu generieren beziehungsweise im Organbad auch ohne eine nachgeschaltete,
funktionsfahige Lunge die entsprechenden Druckverhiltnisse in den isolierten Atemwegen zu
simulieren. Bei den in der folgenden Studie verwendeten Beatmungsgerdten handelt es sich zum
einen um den Midivent® (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland) zum anderen
um den Compact Animal Respirator® (TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland). Anhand dieser
beiden Gerite soll das Prinzip, die Vor- und die Nachteile der beiden experimentell eingesetzten
Beatmungsverfahren erlautert werden.

Die volumengesteuerte Beatmung mit dem Midivent® erlaubt eine kontinuierliche Regulierung
des Atemzugvolumens (Vt) zwischen 60 und 700 pl und der Atmungsfrequenz (bpm) zwischen 60
und 400 bpm. Die Kolbenpumpe basiert auf dem Starling-Prinzip (87), wobei hier zugunsten der
mechanischen Genauigkeit und der VerschleiBminderung auf die klassischen Ventile verzichtet

wurde und der Kolben selbst iiber priazise Aussparungen die beiden Ventile ersetzt. Das
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Beatmungsgerdt versorgt das narkotisierte Tier in der Inspirationsphase aktiv mit einem
kontinuierlich eingebrachten Gasvolumen und erlaubt anschlieBend in der Exspirationsphase den
passiven Gasausstrom aufgrund der FEigenelastizitit der Lunge. Durch die kurzen
Schlauchverbindungen (7 cm Linge, 1,5 mm Innendurchmesser) zwischen Beatmungsgerit und
Tier kommt es zu einem, im Verhéltnis zu anderen Systemen, geringen Gerétetotraum und der
systemische Fehler des Atemzugvolumens kann so auf 5 pl minimiert werden. Das Verhiltnis
zwischen Inspirations- und Exspirationsphase ist 1:1. Die Dauer des Atemzyklus kann {iber die
Atmungsfrequenz pro Minute reguliert werden. Da die Dauer der Exspiration aufgrund der
Eigenelastizitit der Lunge erfahrungsgemaif kiirzer ist als die maschinell vorgegebene Dauer der
Inspiration, kommt es bei der Messung der Druckverhiltnisse wéhrend des Atemzyklus zu einem
charakteristischen, wellenférmigen Bild mit nicht-linear ansteigendem Druck wéhrend der
Inspiration und beinahe sofortigem Abfallen des Drucks nach dem Ubergang in die Exspiration,
wobei sich eine kurze Phase des tatsdchlichen Raumluftdrucks anschlie3t, bevor es erneut zur
Inspiration mit Druckanstieg kommt. Die Beatmung kann sowohl mit Raumluft als auch mit
abgefiillten Gasen erfolgen. Die Bildung von Atelektasen in der Exspirationsphase kann durch
Erhohen der funktionellen Residualkapazitit mittels Anlegen eines PEEP verhindert werden. Ein
Vorteil der volumengesteuerten Beatmung ist das sichere, kontinuierliche Einbringen des
eingestellten Tidalvolumens in den Atmungstrakt des anisthesierten Versuchstieres, unabhingig
von einer hiufig vorkommenden experimentell bedingten Verengung des Schlauchsystems durch
beispielsweise der Kondensation ausgeatmeter Fliissigkeit, wie sie bei einer Entziindung der Lunge
auftritt, und auch unabhéngig von der experimentell bewusst beeinflussten Lungen- oder
Thoraxcompliance. Damit einhergehend ist die volumengesteuerte Beatmung allerdings auch als
weniger protektiv anzusehen als die druckgesteuerte Variante, da bei zunehmenden Atelektasen,
entziindlichen Exsudaten, wie bei der Odembildung oder sonstigen Abweichungen des
angenommenen Lungenvolumens, das eingestellte Atemzugvolumen sehr groBe Driicke in der
Lunge hervorgerufen werden koénnen und so ein Lungenschaden in Form eines Barotraumas
verursacht oder noch verstiarkt werden kann.

Bei der druckgesteuerten Beatmung mit dem Compact Animal Respirator® wird als
Hauptkonstante nicht das Tidalvolumen, sondern der endinspiratorische Druck (EIP) vorgegeben.
Raumluft oder anderes Gas stromt mit positivem Druck iiber magnetische Ventile in der

Inspirationsphase in die Lunge bis der vorgelegte EIP am entsprechenden Drucksensor gemessen
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wird. Die Dauer dieser Phase kann mittels des Anteils der Inspirationsphase am Atemzyklus und
der Atmungsfrequenz zeitlich bestimmt und durch den Gaszustrom beeinflusst werden. Die
Exspiration erfolgt auch hier passiv durch Offnen des Ventils des exspiratorischen Schenkels. Im
Gegensatz zu der nach dem Starling-Prinzip arbeitenden, volumengesteuerten Beatmung mit einem
Inspirations- zu Exspirationsverhdltnis von 1:1, konnen bei der druckgesteuerten Beatmung die
einzelnen Phasen des Atemzyklus exakt vorgegeben werden, da die elektromagnetischen Ventile
iiber Drucksensoren gesteuert werden. Es ist also moglich, neben dem Spitzendruck, der
Atmungsfrequenz (1-360 bpm) und der Inspirationsphase auch eine Plateauphase nach der
Inspiration einzurichten. Auch diese wird dann als Anteil des Atemzyklus beschrieben und zeitlich
durch die Atmungsfrequenz bestimmt. Die individuell einstellbaren Plateauphasen der In- und
Exspiration erweisen sich vor allem bei der Bildgebung der Lunge mittels Intravitalmikroskopie
als sehr hilfreich. Bei der druckgesteuerten Beatmung ldsst sich wihrend der Ausatmungsphase
ebenfalls ein PEEP anlegen. Ebenso ist die Ventilation mit Sauerstoff oder anderen Gasen moglich,
solange iiber den eingebauten oder zusétzlich integrierten Druckminderer der Gasfluss regulierbar
ist. Im Gegensatz zur volumengesteuerten Beatmung ist die druckgesteuerte Beatmung als deutlich
protektiver anzusehen, da durch den voreingestellten inspiratorischen Spitzendruck automatisch
bei jedem Atemzyklus auf zunehmende Atemwegsdriicke, wie sie durch entziindliche Prozesse wie
Odeme oder Atelektasen auftreten, mit einem verminderten Atemzugvolumen reagiert wird. Die
druckgesteuerte Beatmung birgt aber entsprechend das Risiko einer Hypoventilation, wenn die

Lunge zum Beispiel bei einer Schidigung steifer wird und der EIP somit schneller erreicht wird.

2.5. Begriindung fiir die Dissertation
Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass ein Grofteil der zum Beginn der hier vorgestellten
Untersuchung vorliegenden Literatur die Entstehung des Lungenschadens auf Ebene der
Alveolenschiddigung untersucht. Die luftleitenden Atemwege wurden bislang kaum in Betracht
gezogen, scheinen sie doch durch die bis in die kleinsten Bronchien vorhandenen Knorpelscherben
anatomisch stabil. Einige Arbeitsgruppen machten allerdings interessante Beobachtungen zu den
Folgen der mechanischen Beatmung auf der Ebene der Atemwege. So konnten Sinclair und
Kollegen im Jahr 2007 anhand von Tantalumstaub-Bronchiogrammen von spontanatmenden

Ratten zeigen, dass die oberen Atemwege bei jedem Atemzug eine gewisse Dehnung durchlaufen
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(83). Gegentiber der bildgebenden Methode von Sinclair untersuchte die Arbeitsgruppe um
Kavanagh bereits 2003 die Folgen hochvolumiger Beatmung auf Genebene und konnte darstellen,
dass die Expression proinflammatorischer Gene zunichst vor allem im Epithel von Bronchien
erhoht ist und nicht in der Alveolarmembran (23), wie bislang angenommen.
Intravitalmikroskopische Arbeiten von Wagner und Kollegen zeigten ferner, dass es durch einen
hohen PEEP zu einer vermehrten Leukozytenadhision in Mikrogefden der Trachea kommt (104)
und wiesen so eine erste Verbindung zu einer lokalen Entziindungsreaktion nach. Keine dieser
iiberraschenden Untersuchungen brachte die Ergebnisse allerdings eindeutig mit der Entstehung
des beatmungsinduzierten Lungenschadens in Zusammenhang, sondern sie blieben isoliert
betrachtet wenig aussagekréftig im Vergleich zu der Fiille erhobener Daten auf der Alveolarebene

des Lungenschadens.

2.6. Ziel der Dissertation
Ziel der hier vorliegenden Dissertation war es folglich, zu iiberpriifen, inwieweit (1.) die
luftleitenden Atemwege der Maus bei der mechanischen Beatmung einer Aufdehnung unterliegen
und ob (2.) diese Dehnung bei der Pathogenese des beatmungsinduzierten Lungenschadens eine
Rolle spielt. Das dritte Ziel dieser Arbeit sollte die Untersuchung sein, ob sich die erhaltenen

Ergebnisse aus dem Mausmodell auf groBBere Sdugetiere und den Menschen iibertragen lassen.
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3. Tiere, Material und Methoden

3.1. Versuchstiere

Alle tierexperimentellen Arbeiten an Maéusen, die im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit
durchgefiihrt wurden, erfolgten gemiB dem vom Landesamt fiir Gesundheit und Soziales
(LAGeSo) Berlin genehmigten Versuchsvorhaben G 0028/07 beziehungsweise sie fanden unter
Berticksichtigung aller tierschutzrechtlichen Vorgaben iiber die Totungsanzeige T 0236/02 statt.
Alle hier beschriebenen Versuche waren akut und final. Die Kadaver wurden nach Abschluss der
Versuche nach den ortlichen Vorgaben entsorgt.

Des Weiteren wurden Segmentbronchien von Schweinen untersucht, die nach der Schlachtung der

Tiere zu Lebensmittelzwecken anfielen und damit keiner gesonderten Gesetzgebung unterlagen.

3.1.1. Miuse

Die Versuche wurden an ménnlichen C57BL/6J Méausen durchgefiihrt. Die aus einer Inzucht
stammenden Tiere hatten ein KG von 25 g+ 6 g und waren 10-12 Wochen alt. Die Zucht der Tiere
fand fiir die Versuche in Berlin in der Forschungseinrichtung fiir Experimentelle Medizin der
Charité (FEM), fiir die Untersuchungen im vCT in Heidelberg in den Charles River Laboratories
(Niederlassung Sulzfeld, Deutschland) statt.

Die Unterbringung der Miuse im Experiment erfolgte in der Tierhaltung am Campus Benjamin
Franklin der Charité - Universititsmedizin Berlin unter der Aufsicht der hier titigen Tierpfleger,
die iiber die erforderlichen Kenntnisse hinsichtlich der artgerechten Pflege und Erndhrung
verfiigen. Die tiermedizinische Versorgung wurde durch die FEM und die Kontrolle der
Tierhaltung durch die Tierschutzbeauftragten der Charit¢ und die Mitarbeiter des LAGeSo
gewihrleistet.

Die Miuse wurden in Gruppen bis zu 8 Tieren in Typ-III Kifigen (~820 cm? Bodenfliche)
untergebracht, sodass pro Tier >100 cm? Kifigfliche zur Verfiigung standen. Eine ausreichende
KéfiggroBe im Hinblick auf das Bewegungsbediirfnis und die Schaffung einer komplexen
Kafigumwelt war damit gegeben. Die Kéfige waren mit staubarmer, strukturierter Holzeinstreu,
die regelméBig gewechselt wurde, sowie weiterem Enrichment (Unterschlupfmdglichkeit in Form
einer Papprohre und eines Héuschens, Zellstoff zur eigenen Strukturierung des Lebensraumes)
ausgestattet. Die Tiere erhielten Trinkwasser und pelletiertes Haltungsfutter ad libitum.

Lichtverhéltnisse und Raumklima wurden den Bediirfnissen der Tiere angepasst (Raumtemperatur
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20-24° C, relative Luftfeuchte 45-65 %, 12-stlindiger Hell/Dunkel-Rhythmus). Das soziale Umfeld
wurde durch die Gruppenhaltung mit Artgenossen gestaltet. Diese Haltungsbedingungen basieren
auf den geltenden Vorgaben der EU-Richtlinie 2010/63/EU, der EU-Leitlinie 2007/526/EG und
den Empfehlungen des Ausschusses fiir tiergerechte Labortierhaltung der GV-SOLAS fiir die
Haltung von Miusen und Ratten, gemal3 den Standardhaltungsbedingungen der FEM.

3.1.2. Schweine
Die Versuche an den porcinen Atemwegen wurden an isolierten Segmentbronchien von gesunden
Masthybriden mit einem Lebendgewicht von etwa 110 kg durchgefiihrt. Die Schweine wurden im
Schlachthof geschlachtet und die Gewebeproben konnten im Rahmen der Lehre des Instituts fiir
Fleischhygiene und —technologie der Freien Universitdt Berlin, Fachbereich Veterindrmedizin,
etwa 9-10 Stunden nach Totung der Tiere aus zwei unauffilligen Geschlingen jeweils aus dem
cranialen, medialen und diaphragmalen Abschnitt des linken hinteren Lungenlappens (Lobus
caudalis sinister) entnommen werden. Die Gewebeproben wurden in Phosphat-gepufferter
Kochsalzlosung (PBS) in die Labore des Instituts fiir Physiologie der Charité verbracht und dort

weiter untersucht.
3.2. Material und Methoden

3.2.1. Aniisthesie und Beatmung
Fiir alle Untersuchungen beziehungsweise vor der Tétung durch Exsanguination wurden die Mause
in Vollnarkose versetzt. Hierzu erhielten die Tiere eine intraperitoneale (i.p.) Mischinjektion aus
100 mg/kg KG Ketamin (Ketavet®; Pfizer vet., NY, USA) und 20 mg/kg KG Xylazin (Rompun®;
Bayer HealthCare, Leverkusen, Deutschland). Die Narkose wurde iiber die Dauer des jeweiligen
Versuchs etwa halbstiindlich, je nach Reaktion auf den Zwischenzehenreiz, mit der halben
Initialdosis aufrechterhalten. Diese Narkose verbindet die stark analgetische und sedative Wirkung
des Phenzyklidin (Ketamin) bei nur geringer Atemdepression mit der stark sedativen und
muskelrelaxierenden Wirkung des az-Agonisten Xylazin. Durch die Gabe von Xylazin kommt es
zudem zu einer peripheren Vasokonstriktion, sodass der Blutdruck auch bei den zu erwartenden
Fliissigkeitsverlusten einer Operation tolerabel bleibt. Diese balancierte Anésthesie fiihrt zu einer
zentralen Ausschaltung des Bewusstseins und der Schmerzwahrnehmung und gilt im Moment als
Standardandsthesie fiir invasive Versuche an Maiusen. Die andsthesierten Tiere wurden zur

Aufrechterhaltung der Korpertemperatur bei 38° C (37), die mittels eines rektalen Sensors
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kontrolliert wurde, in Riickenlage auf einer Wérmeplatte (Homeothermic Blanket; Harvard
Apparatus, Holliston, MA, USA) mit Klebeband fixiert.

Nach Uberpriifung der Narkosetiefe anhand des Zwischenzehenreflexes erfolgte die Tracheotomie
und Intubation. Hierzu wurde die Haut iiber der Halsregion mittels Scherenschlags etwa 0,8 cm
longitudinal erdffnet, die beiden Mm. sternohyoidei (,,Brustbein-Zungenbein-Muskel*) stumpf
voneinander gelost und die Trachea lokal freiprdpariert, um schlieflich einen einfachen
Baumwollfaden unter der Trachea durchzufiihren. Mit einer Trachealschere wurde die Luftrohre
zwischen zwei Knorpelringen caudal der Schilddriise schlitzformig auf etwa 2/3 er6ffnet und ein
metallener Trachealtubus (1 mm AuBendurchmesser, 16 mm Gesamtlidnge; Harvard Apparatus,
Holliston, MA, USA) eingefiihrt und mit dem Baumwollfaden fixiert. An den Trachealtubus wurde
das Y-Stiick des Beatmungsgerits angeschlossen.

Bei allen Versuchen in vivo handelte es sich um eine volumengesteuerte Beatmung mit dem
Midivent® (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland). Bei den vorliegenden
Versuchen wurden alle Tiere mit einer FiO; von 1,0 beatmet (Conoxia®; Linde Gas Therapeutics
GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland). Um die Bildung von Atelektasen in der
Exspirationsphase zu verhindern, wurde die funktionale Residualkapazitit mittels Anlegen eines
moderaten PEEP von 2 cmH>0O erhdht.

Die Beatmung der isolierten Atemwege von Méusen und Schweinen erfolgte druckgesteuert mit
dem Beatmungsgeridt Compact Animal Respirator® (TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland),
um die Druckverhéltnisse in den Atemwegen in Abwesenheit der Lunge zu simulieren. Auch hier

wurde ein PEEP von 2 cmH>O angelegt.

3.2.2. Volumen-Computertomographie mit Flichendetektoren
Zur bildgebenden Darstellung der oberen Atemwege wurden Maiuse im Volumen-
Computertomograph mit Flachendetektoren (vCT) am Deutschen Krebsforschungszentrum
(DKFZ) Heidelberg in der Arbeitsgruppe von PD Dr. med. Michael Puderbach untersucht. Der hier
verwendete Prototyp (Siemens Medical Solutions, Forchheim, Deutschland) zeichnet sich, in
Abgrenzung zu einem herkdmmlichen CT, durch eine deutlich groBere rdumliche und zeitliche
Auflésung aus (34). Die Verbesserung der Auftnahmegeschwindigkeit und der rdumlichen
Auflésung wurde mdglich, indem die sonst iiblichen 4-, 16- oder 64-Schicht-Detektoren eines CTs
gegen einen Flachendetektor mit 2048 x 1536 Elementen ausgetauscht wurden. So kdnnen in nur

einer Umdrehung der Rontgenréhre (Durchmesser 93 cm) 1536 Bildschnitte in einem Objekt von
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18 cm Lange generiert werden. Die kurze Bildgenerierungszeit von 19 Sekunden pro Scan erlaubt
mehre  Aufnahmen  in einem  Untersuchungszeitraum mit  unterschiedlichen
Beatmungseinstellungen, wahrend die extrem hohe rdumliche Auflosung mit einer Voxel-
Seitenldnge von bis zu 150 um in der hier vorgestellten Studie die Darstellung bis hin zu
Segmentbronchien mit einem Durchmesser von 0,8 mm ermdglicht. Diese anatomischen
Strukturen entzogen sich bislang einer in vivo Bildgebung.

Zur Untersuchung im vCT wurden anidsthesierte Méuse in Riickenlage in die Rontgenrdhre
verbracht. Die Scans erfolgten jeweils vor und nach der Tracheotomie beziehungsweise zu
verschiedenen Zeitpunkten unter mechanischer Beatmung mit drei verschiedenen Einstellungen
oder unter Spontanatmung.

Im Anschluss an die Versuche wurden die oberen Atemwege auf den generierten 2D-Bildern mit
einer klinikeigenen Software (MITK, Version 0.99.3, Abteilung Medizinische und Biologische
Informatik des DKFZ, Heidelberg, Deutschland) segmentiert (111) und dreidimensional
rekonstruiert (106). Die so berechneten dreidimensionalen Bronchialbdume der Versuchstiere
konnten mit Hilfe einer weiteren Software (CHILI PACS, Version 4.4.0; CHILI, Dossenheim/
Heidelberg, Deutschland) ausgemessen werden. Zum einen wurde das Gesamtvolumen der bildlich
erfassten oberen Atemwege ermittelt, zum anderen konnte die Schnittfliche der verschiedenen
Atemwegsgenerationen erhoben werden, um so eine rdumliche Verteilung der Aufdehnung unter
Spontanatmung und unter verschiedenen Beatmungsmodi zu bestimmen.

Die Messpunkte fiir die jeweiligen Schnittflichen wurden in allen Bronchialbdumen an
anatomischen Strukturen festgemacht. Diese waren fiir die Trachea direkt oberhalb der Bifurkation
und fiir die beiden Hauptbronchien in einer Ebene genau iiber der Abzweigung des rechten oberen
Lappenbronchus definiert. Die Segmentbronchien wurden als die kleinsten abgrenzbaren
luftfithrenden Strukturen, die sowohl unter mechanischer Beatmung als auch unter Spontanatmung
detektierbar waren, definiert.

Der dritte Parameter, der neben Gesamtvolumen und Schnittflichen der Atemwege ausgewertet
wurde, war die Rontgendichte des Lungenparenchyms, welche Aufschluss iiber die Beliiftung der
distalen Atemwege und Alveolen gibt. Auch dieser Parameter wurde mit der Software CHILI

PACS ermittelt.

30



Tiere, Material und Methoden

3.2.3. Intravitalmikroskopie

Auch wenn der Fokus dieser Forschungsarbeit auf der Reaktion der oberen Atemwege bei
mechanischer Beatmung lag, konnen die Alveolen als Ort des Gasaustausches in der
Gesamtbetrachtung nicht ausgeschlossen werden. Da sich die Dynamik der unteren Atemwege
aufgrund der feinen anatomischen Strukturen einer Darstellung im vCT aber entzieht, eine murine
Alveole ist etwa 46 pm im Durchmesser (91), musste fiir die Darstellung der Alveolen eine andere
Methode gewihlt werden. Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie konnten die subpleuralen Alveolen
direkt dargestellt und ihr Durchmesser als Mall der alveoldren Aufdehnung in der
endinspiratorischen Phase unter verschiedenen Beatmungsmodi ermittelt werden.

Diese Methodik wurde vor einigen Jahren am Institut fiir Physiologie entwickelt (63) und umfasst
folgende Préparation der Versuchstiere: Wie oben beschrieben, wurden Méause andsthesiert und
tracheotomiert, und sodann in linker Seitenlage auf einer Warmematte beatmet. Zur Darstellung
des rechten oberen Lungenlappens wurde zunéchst das Fell am rechten Brustkorb trocken rasiert.
Die Haut wurde ab der Linea alba und entlang des letzten Rippenbogens mit einer Schere erdffnet
und stumpf Richtung Riicken und rechtem Vorderbein abpripariert. Die Brustmuskulatur der
rechten Brustwand wurde unter Zuhilfenahme eines Elektrokauters (ICC Bipolar, Erbe, Tiibingen,
Deutschland) entfernt und die Durchblutung der Intercostalmuskulatur auf Hohe der 3. - 7. Rippe
fiir 3 Rippenzwischenrdume mit dem Kauter unterbunden. Danach konnten diese Rippen und die
anliegende Intercostalmuskulatur sowie das anliegende Brustfell blutungsfrei entnommen werden.
Um wieder einen physiologischen in situ Zustand bei geschlossenem Thorax herzustellen, wurde
zundchst caudodorsal ein Thoraxkatheter (0,58 mm Innendurchmesser, 0,96 mm
AuBendurchmesser, Polythene®; Smiths Medical International Ltd., Kent, England, Vereinigtes
Konigreich) eingebracht und das im Durchmesser 7-10 mm grofe Thoraxfenster mit einer
Polyvinylmembran (New Kre wrap, Kureha, Tokyo, Japan) mit Deckglas (@ Smm, Firma Menzel-
Gléaser, Braunschweig, Deutschland) und a-Cyanoacrylat (Ultra Gel, Pattex®, Henkel, Diisseldorf,
Deutschland) verschlossen.

Der physiologische Unterdruck (etwa -4 mmHg) (49) des Thorax wurde durch Absaugen der Luft
mittels einer 5 ml Spritze liber den Thoraxkatheter aus dem nun wieder verschlossenen Brustkorb
rekonstruiert und so die reibungsfreie Anheftung der Lunge an die transparente Membran des
Thoraxfensters herbeigefiihrt (88). Die ungehinderte Lungenbewegung des rechten oberen

Lungenlappens war nun, nach einer Priaparationszeit von etwa 20 min, wieder moglich.
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Das so vorbereitete, weiterhin beatmete Versuchstier wurde in anhaltender tiefer Narkose unter
einem aufrecht stehenden Mikroskop (Axiotech Vario 100HD; Zeiss, Jena, Deutschland) so
gelagert, dass das Deckglas im Lungenfenster horizontal zum Objektiv (Achroplan 10x/0,30w;
Zeiss, Jena, Deutschland) lag. Mit Wasserimmersion unter Dunkelfeldbeleuchtung (RR19/8-w;
Vision&Control, Suhl, Deutschland) wurden die subpleuralen Alveolen mit einer Analogkamera
(CF 8/5 MX DRE, Kappa, Gleichen, Deutschland) in Echtzeit mit einer Bildrate von 60 frames/s
aufgenommen und das Bild digital aufgezeichnet (DVCAM, DSR-25, Sony Deutschland GmbH,
Berlin, Deutschland). Offline wurden die aufgenommenen Bildsequenzen analysiert, und die
Durchschnittsflache der Alveolen fiir jeden Beatmungsmodus jeweils in maximaler Inspiration mit

einer institutseigenen Software (VMorph 2006, Pries und Driisedow 1998) ausgemessen.

3.2.4. Kapnographie

Neben dem bildgebenden Verfahren im vCT zur Darstellung der oberen Atemwege unter
mechanischer Beatmung wurden die moglichen Effekte einer solchen Beatmung auf den
physiologischen Totraum auch kapnographisch untersucht. Dies geschah zum einen, um die
Ergebnisse aus den vCT-Untersuchungen zu validieren und die erwartete Zunahme des Totraums
mit einer bereits etablierten Methode zu validieren (71; 78), zum anderen, um den gesamten
funktionellen Totraum auszuwerten und nicht nur die durch Bildgebung detektierbaren oberen
Atemwege beziehungsweise Alveolen zu erfassen.

Zur Bestimmung des funktionellen Totraums wurden die Miuse zunéchst in tiefer Andsthesie
intubiert und die linke Arteria carotis communis (4. carotis comm. sin.) mit einem Polyethylen-
Schlauch (0,28 mm Innendurchmesser, 0,61 mm AuBBendurchmesser, Polythene®; Smiths Medical
International Ltd., Kent, England, Vereinigtes Konigreich) katheterisiert. Dieser mikrochirurgische
Eingriff dauert etwa 10 min und schlie3t sich der Intubation der Trachea unmittelbar an. Um eine
Blutgerinnung am Katheter zu verhindern, wurde dieser nach jeder Blutentnahme mit etwa 0,02 ml
einer heparinisierten Natriumchloridlésung (50 IU Heparin/ml einer 0.9 % NaCl- Lésung; Heparin-
Natrium 25000 ratiopharm, Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland und Plastipur®; Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland) gespiilt. Durch diesen Katheter konnten
wiederholt arterielle Blutproben entnommen werden, die mittels eines Blutgasanalysegerites
(RapidLab® 348; Siemens HealthCare Diagnostic GmbH, Eschborn, Deutschland) auf den

arteriellen Partialdruck von CO» (PaCO>) untersucht wurden.
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Wihrend der Beatmung der Tiere gemil3 Protokoll (siehe 3.3.3) wurde kontinuierlich der mittlere
CO2-Gehalt im Exhalat (Eco,) mittels nicht-gestreuter Infrarot-Gassensor-Methode (O2/CO>
Measuring Unit; TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland) gemessen und aufgezeichnet.

Zur Berechnung des funktionellen Totraums mittels der Bohr-Formel (97), wurde Eco. zunéchst in
einen Partialdruck umgerechnet (PeCO). Hierzu wurde die Fraktion des exspirierten CO>
(FECO2 = Eco,*100) mit dem aktuellen Luftdruck, abziiglich der Wassersittigung bei
Korpertemperatur (P20 bei 38° C = 49,7 mmHg), multipliziert:

PeCO2 = FeCOz * (aktueller Luftdruck — 49,7 mmHg).
Der funktionelle Totraum (Vp) lieB sich anschlieBend berechnen als
Vp [ml] = Vg * (P.CO2 - PECO3) / P.COo,

wobei Vg als exspiriertes Volumen mit V1, dem applizierten Tidalvolumen, gleichzusetzen ist.
Hierbei wird der potentielle systemische Fehler, dass der respiratorische Quotient nicht
miteinbezogen wird und es somit zu gewissen Volumenabweichungen zwischen Inspiration und

Exspiration kommen kann, im Interesse der besseren Anwendbarkeit in Kauf genommen.

3.2.5. Atemwegsdruck und Berechnung der Compliance

Der Druck der Atemwege (Paw) wurde unter kiinstlicher Beatmung der Méuse wahrend der
Kapnographie kontinuierlich iiberwacht. Hierzu wurde ein Druckabnehmer (MPX Type 399/2,
Hugo Sachs Elektronik - Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Deutschland) mit dem
exspiratorischen Schenkel des Beatmungsgerites nahe dem Y-Stiick verbunden und die
gemessenen Werte mit der Software DASYlab® (Datalog GmbH, Moenchengladbach,
Deutschland) protokolliert und ausgewertet.

Mit Hilfe des so gemessenen Atemwegsdruckes und des errechneten Gesamtvolumens der oberen
Atemwege aus dem vCT zu den jeweiligen Beatmungsmodalititen und bei Spontanatmung konnte
die Compliance der oberen Atemwege berechnet werden. Hierzu wurde jeweils die
Volumendifferenz im Verhidltnis zur Druckdifferenz zum Ausgangswert berechnet. Als
Ausgangswert fiir das Volumen der oberen Atemwege diente der Zeitpunkt vor der Tracheotomie,

also unter Spontanatmung, und ein entsprechender Atemwegsdruck von 0 mmHg, da die
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Atemwege wihrend In- und Exspiration unter Spontanatmung ein offenes System darstellen und
damit den Umgebungsdruck annehmen.

Die Compliance (C) der oberen Atemwege lie3 sich demnach berechnen als
C [ml/mmHg] = (Vx - Vo) / (Px - Po),

wobei Vx das Volumen der oberen Atemwege bei Beatmung mit den jeweiligen Tidalvolumina,
Vo das Volumen unter Spontanatmung, Px der Atemwegsdruck bei Beatmung mit den
entsprechenden Tidalvolumina und P der Ausgangswert fiir den Druck unter Spontanatmung ist.

Nach demselben Prinzip liel sich auch die Compliance des funktionellen Totraums berechnen.
Hierzu wurde ebenfalls die Druckdifferenz aus den bei kiinstlicher Beatmung gemessenen
Atemwegsdriicken und der Spontanatmung herangezogen. Die Volumendifferenz wurde aus dem
Volumen des funktionellen Totraums als Ergebnis der Kapnographie und dem Totraumvolumen
einer spontanatmenden Maus, entlehnt aus der Literatur, berechnet. Das Tidalvolumen unter
Spontanatmung wird in der Literatur fiir eine C57Bl/6J Maus mit etwa 7 ml/’kg KG (90; 101)
angegeben, der Totraum entspricht etwa 35% des Tidalvolumens (81), so dass Vo bei einer 25 g
schweren Maus (Tidalvolumen = 0,175 ml/Atemzug), wie sie in der vorliegenden Studie verwendet

wurden, ca. 0,06125 ml betrégt.

3.2.6. Histologie
Nach 50 min Beatmung mit jeweils einem der in 3.3.1 erlduterten Tidalvolumina wurden die Tiere
in tiefer Anésthesie exsanguiniert, die Lunge entnommen und in einer 4%igen Formaldehydldsung
fixiert. Die zu untersuchenden Lungenschnitte wurden in einem beauftragten tierpathologischen
Labor (Institut fiir Tierpathologie, Dr. med. vet. W. Haider, Berlin) angefertigt. Hierzu wurden die
eingeschickten, fixierten Lungen zundchst mittels aufsteigender Alkoholreihe entwissert, mit
Xylol geklart, anschlieBend in Paraffin eingebettet und am Mikrotom geschnitten. Die auf
Objekttrager aufgezogenen Schnitte wurden mit Hématoxylin und Eosin gefirbt, um
feingewebliche Verdnderungen darzustellen. Gebiete mit perivaskuldren Hdmorrhagien wurden
unter dem Mikroskop (Axioplan; Zeiss, Jena, Deutschland) identifiziert, ihr Durchmesser mit der
Software Neurolucida® (MicroBrightFieldBioscience, Williston, USA) quantifiziert und zum

Durchmesser (0) des betroffenen Gefd3es ins Verhéltnis gesetzt:

Perivaskuldre Blutung = (@ Blutungsflache / @ Gefall * 100).
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3.2.7. Isolierte Atemwege im Organbad
Zunichst sollte die Aufdehnung der Trachea unter Druckverhéltnissen, wie sie bei der Beatmung
mit 15 ml/’kg KG Vrt vorliegen, aufgezeichnet und ausgewertet werden, da die Aufdehnung der
Trachea im vCT aufgrund des metallenen Tubus nicht auf ganzer Lénge nachzuvollziehen war.
Zudem konnten an der isolierten Trachea auch deren elastische Eigenschaften und die lokale
Zytokinausschiittung unter mechanischer Beatmung untersucht werden.
Hierzu wurde frisch euthanasierten Tieren die Trachea zwischen Ringknorpel (Cartilago
cricoidea) und Bifurkation herauspripariert, beidseits auf abgeschliffene, stumpfe Kaniilen (23G,
AuBendurchmesser 0,6 mm) gezogen und mit Féaden fixiert, sodass der mittlere Teil der Trachea,
etwa 3 mm, frei beweglich zwischen den beiden Kaniilenspitzen war. Das Organbad und auch die
Trachea selbst wurden mit PBS gefiillt und druckgesteuert beatmet (17 cmH>O inspiratorischer
Spitzendruck (PIP), 2 cm H,0 PEEP, 100 bpm, siche Punkt 3.3.5).
Die im Organbad beatmeten Tracheen wurden, entsprechend der Intravitalmikroskopie der
Alveolen, mit dem Mikroskop und einem 4fachen Objektiv (4x/0,12; Leitz, Wetzlar, Deutschland)
unter Dunkelfeldbeleuchtung visualisiert und die Bilder iiber eine Kamera aufgenommen und
digitalisiert aufgezeichnet. Im Anschluss wurde mittels der VMorph 2006-Software der
Durchmesser der Trachea an den bindegewebigen Zwischenknorpelringen (Ligamenta anularia)
bei maximaler Dilatation unter Inspiration im Vergleich zur exspiratorischen Entspannungsphase
als MaB der beatmungsinduzierten Atemwegsdehnung ausgemessen.
Die elastischen Eigenschaften der Atemwege wurden zusitzlich mit Hilfe des Isolated Airway
Module (1AM, FV-IAM-TB20) des Beatmungsgerites FlexiVent® (Scireq Inc. Montreal, Kanada)
gemessen. Die Compliance der Trachea von Méusen konnte somit direkt mit der Compliance der
im Durchmesser dhnlichen Segmentbronchien des Schweins verglichen werden. Hierzu wurden,
wie oben beschrieben, murine Tracheen pripariert und auf Kaniilen im Organbad fixiert. Die
Segmentbronchien der Schweine wurden aus dem Parenchym stumpf freipripariert und in
Durchmesser und Linge den Maustracheen &hnliche Segmente identifiziert. Seitliche
Bronchialdste (etwa 2-3 je untersuchtem Segment) wurden mit Fidden abgebunden, sodass ein
einfacher Atemweg ohne Verzweigungen auf den Kaniilen im Organbad platziert werden konnte.
Das Lumen der isolierten Atemwege, also Tracheen beziehungsweise Segmentbronchien, sowie
das angeschlossene Schlauchsystem wurden mit PBS gefiillt. Am distalen Ende wurde ein PEEP

von 2 cmH>0 mithilfe eines PBS-Reservoirs aufrechterhalten. Das IAM durchstromte die jeweils
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eingespannten Atemwege iiber eine computergesteuerte Spritze mit einem Flow von 20 ml/h und
berechnete iiber die aufgezeichneten Druck-Volumen-Schleifen die Compliance des untersuchten
Atemwegs.

Nach der Messung der Compliance wurden einige Atemwege fiir eine exemplarische histologische
Darstellung des Querschnitts der Atemwege wie oben beschrieben aufgearbeitet.

Die Messung proinflammatorischer Zytokine in beatmeten isolierten Luftrohren erfolgte im
Organbad fiir isolierte Organe (FlexiVent®; Scireq Inc. Montreal, Kanada). Hierzu wurden die
Tracheen wie oben beschrieben freiprapariert und Schlauchsystem, Trachea und Organbad mit
PBS gefiillt. Nach 4 h isolierter Beatmung wurde das intratracheale Fliissigkeitsvolumen, verdiinnt
mit der Flissigkeit aus den gefiillten Kaniilen, insgesamt etwa 0,05 ml, iiber die Kaniilen
entnommen und bei -80°C gelagert. Zu einem spéateren Zeitpunkt wurden die Konzentrationen der
proinflammatorischen Zytokine Tumornekrosefaktor-o (TNF-a), Interleukin-1f (IL-1B) und
Makrophagen inflammatorisches Protein-2 (MIP-2) mittels kommerziell erhiltlichen Enzyme-
linked Immunosorbent Assays (ELISA) (Quantikine®; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
nach dem Herstellerprotokoll quantifiziert.

3.3. Studiendesign und Protokolle
Fiir die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurde die Gesamtheit der verwendeten Versuchstiere
auf insgesamt 5 Protokolle aufgeteilt. Hierbei gilt es zu beachten, dass die Versuche im vCT,
Protokolle 3.3.1 und 3.3.2, am Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg (DKFZ),
Abteilung fiir Radiologie, durchgefiihrt wurden und alle anderen Untersuchungen in den Laboren

des Instituts fiir Physiologie der Charité - Universititsmedizin Berlin stattfanden.

3.3.1. Protokoll 1: Kontinuierliche Beatmung wiahrend der Bildgebung im vCT
Um den moglichen Effekt einer andauernden mechanischen Beatmung auf die Dimensionen der
oberen Atemwege zu untersuchen, wurden Méuse in 3 unterschiedliche Gruppen (jeweils n= 4-5)
eingeteilt. Jede Gruppe wurde 50 Minuten mit einem anderen Tidalvolumen (Vr) beatmet, wahrend
vCT Scans unter Spontanatmung und zu diversen Zeitpunkten unter mechanischer Beatmung
aufgenommen wurden (siche Abbildung 2). Am Ende des Versuches wurden die Tiere mit einer
Uberdosis Narkotikum euthanasiert, der Tod mittels cervikaler Dislokation sichergestellt und die

Kadaver entsorgt.
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Dem gleichen Protokoll einer 50 miniitigen kontinuierlichen Beatmung mit den jeweiligen
Tidalvolumina wurden auch die Tiere fiir die histologische Untersuchung zugefiihrt. Jede der 3
Tidalvolumen-Gruppen umfasste 3 Tiere, bei denen die Lunge jeweils auf 3 Ebenen geschnitten
wurde. In jeder Ebene wurden 15 Gefédlle ausgewertet. Pro Gruppe wurden also n=135 Gefille in
die Quantifizierung der perivaskulidren Blutungen aufgenommen. An diesen Tieren wurden keine

Untersuchungen im vCT durchgefiihrt.

Gruppe 1: Protektive Beatmung mit 6 ml/kg KG Vr
Angelehnt an die ARDS-Netzwerk Studie von 2000 (1) wurde eine Gruppe mit einem niedrigen,
protektiven V1 von 6 ml/kg KG bei einer Atmungsfrequenz von 170 bpm, einem PEEP von
2 cmH>0 und einer FiO2 von 1,0 beatmet. Hierfiir wurden die Tiere zunéchst in Narkose versetzt,
auf einer Heizmatte in Riickenlage fixiert und nach der Tracheotomie intubiert.
Die vCT-Bilder wurden -zur Kontrolle von Effekten durch die Intubation- vor und nach der
Tracheotomie und -zur Messung von Effekten durch die Beatmung- zu den Zeitpunkten 5, 10, 15,

20, 30, 40 und 50 (in Minuten nach Beatmungsbeginn) aufgenommen.

Gruppe 2: Konventionelle Beatmung mit 10 ml/’kg KG Vt
Auf dem Gebiet der experimentellen Kreislaufforschung an Mausen gilt ein V1 zwischen 8,5 und
12 ml/kg KG als Standard fiir die mechanische Beatmung (110). Die zweite Gruppe wurde
dementsprechend mit einem V1 von 10 ml/kg KG und einer Atmungsfrequenz von 150 bpm
beatmet, PEEP und inspirierte Sauerstofffraktion blieben unverdndert bei 2 cmH>O bzw. 1,0. Die

Scans fanden zu denselben Zeitpunkten wie bei der protektiven Beatmung statt.

Gruppe 3: Uberbeatmung mit 15 ml/kg KG Vt
Auch diese Gruppe wurde 50 min mit reinem Sauerstoff (FiO2 1,0) und einem PEEP von 2 cmH>0
beatmet, das Atemzugvolumen wurde in dieser Gruppe jedoch auf 15 ml/kg KG hochgesetzt und
die Atmungsfrequenz auf 100 bpm reduziert. Letzteres erfolgte wie auch in Gruppe 2, um
vergleichbare Atemzeitvolumen und CO»-Level zwischen den verschiedenen Gruppen zu erhalten.

Ein Tidalvolumen von 15 ml/kg KG wird allgemein als lungenschiddigend angesehen (58).
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Abbildung 2: Kontinuierliche Beatmung wahrend der Bildgebung im vCT

Schematische Darstellung des experimentellen Protokolls der ersten drei Versuchsgruppen. Der erste vCT
Scan erfolgt an der anasthesierten, spontanatmenden Maus, der zweite Scan an der tracheotomierten
(Pfeil), anasthesierten und spontanatmenden Maus. Danach erfolgen Scans in regelmaRigem Abstand an
der anasthesierten und mechanisch beatmeten Maus jeweils unter den vorgegebenen Tidalvolumina.

3.3.2. Protokoll 2: Intermittierende Beatmung wihrend der Bildgebung im vCT
Um zu iberpriifen, ob etwaige Verdnderungen, die durch die mechanische Beatmung mit
verschiedenen Tidalvolumina zustande kommen, reversibel sind, wurde zuséitzlich eine vierte
Gruppe (n=4) intermittierend mit wechselnden Tidalvolumina beatmet. Auch hierbei wurden
zundchst vCT-Aufnahmen der anisthesierten beziehungsweise tracheotomierten Maus unter
Spontanatmung gemacht und im Anschluss daran erfolgten 10 miniitige Beatmungsintervalle mit
den Tidalvolumina 6, 10 und 15 ml/kg KG in aufsteigender Reihenfolge, jetzt jedoch im Wechsel

mit Spontanatmungsintervallen derselben Zeitspanne. Hierzu wurden die Tiere vom
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Beatmungsgerit getrennt und die Spontanatmung setzte nach kurzer Zeit (< 1 min) wieder ein.

Jeweils zum Ende des Intervalls wurden entsprechende vCT-Scans durchgefiihrt (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Intermittierende Beatmung wahrend der Bildgebung im vCT

Schematische Darstellung des experimentellen Protokolls der vierten Versuchsgruppe. Der erste vCT Scan
erfolgt an der anasthesierten, spontanatmenden Maus, der zweite Scan an der tracheotomierten (Pfeil),
anasthesierten und spontanatmenden Maus. Danach erfolgen Scans alle 10 Minuten an der anasthesierten
und mechanisch beatmeten Maus jeweils zu den vorgegebenen Tidalvolumina beziehungsweise unter
Spontanatmung.

3.3.3. Protokoll 3: Kapnographie zur Messung des funktionellen Totraums
Zur Messung des funktionellen Totraums wurden Tiere einer weiteren Gruppe (n=5) jeweils in
Riickenlage beatmet. Die mechanische Beatmung erfolgte auch hier mit schrittweise erhohten
Tidalvolumina gemdR Abbildung 3, diesmal allerdings unter Verzicht auf die

Spontanatmungsphasen. Nach jeweils 10 miniitiger Beatmung wurden der CO2-Gehalt in der
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ausgeatmeten Luft und der CO;-Partialdruck im arteriellen Blut gemessen und der funktionelle

Totraum mittels der Bohr-Formel berechnet.

3.3.4. Protokoll 4: Intravitalmikroskopie zur Messung der alveoliren Aufdehnung
Den Tieren dieser Gruppe (n=3) wurde zunéchst operativ ein Lungenfenster eingesetzt. Sodann
wurden sie unter dem Mikroskop fiir jeweils 10 Minuten in randomisierter Reihenfolge mit den
drei Beatmungsmodi (6, 10 bzw. 15 ml/kg KG Tidalvolumen) beatmet. Aufgrund der sehr tiefen
Narkose, die flir den invasiven Eingriff am Thorax unabdingbar ist, wurde hier auf eine
Untersuchung unter Spontanatmung verzichtet. Nach einer Beobachtungszeit von 30 min wurden
die Tiere mit einer Uberdosis Narkotikum euthanasiert und der Tod durch cervikale Dislokation

sichergestellt.

3.3.5. Protokoll 5: Beatmung isolierter Atemwege im Organbad
Zur Dokumentation der Dehnbarkeit der Tracheen wurden die Durchmesser von 3 beatmeten
Luftréhren, wie unter 3.2.7 beschrieben, in End-Inspiration und End-Exspiration mittels
Intravitalmikroskopie ausgemessen.
Zur weiterfiihrenden Messung der Compliance der isolierten Atemwege wurden 3 Gruppen
(jeweils n=6) von Mausen zunichst iiber eine Stunde geméaf Protokoll 1 beatmet, um eine mdgliche
Verdnderung der Volumendehnbarkeit durch die Beatmung mit Tidalvolumina von 6 bis 15 ml/kg
KG zu ermitteln. AnschlieBend wurden die Tiere in tiefer Allgemeinanisthesie getdtet, die
Tracheen entnommen und sofort ihre Compliance mittels Druck-Volumen-Schleifen wie unter
3.2.7 beschrieben im IAM untersucht.
Des Weiteren wurden Versuche mit zuvor nicht beatmeten murinen Tracheen und porcinen
Segmentbronchien durchgefiihrt. Von beiden Spezies wurden jeweils n=6 Atemwege isoliert, im
IAM eingespannt und die Compliance berechnet.
Mogliche proinflammatorische Effekte, die durch eine Aufdehnung der oberen Atemwege bei
mechanischer Beatmung auftreten konnten, wurden an isoliert beatmeten Tracheen von Méusen
untersucht. Die Luftrohren von 10 Tieren wurden iiber 4 h mit einem PIP von 17 cmH>0O, einem
PEEP von 2 cmH2O und einer Frequenz von 100 bpm beatmet. Weitere 10 Tracheen, die zwar

entsprechend préipariert, aber nicht beatmet wurden, dienten als Kontrolle.
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3.4. Statistik
Die statistische Auswertung der hier vorgestellten Daten erfolgte mit dem Programm
SigmaPlot 11.0® (Systat Software, Chicago, IL, USA). In den Abbildungen sind jeweils die
Mittelwerte der Daten und die zugehorige Standardabweichung (SD) dargestellt. Zur besseren
Ubersichtlichkeit ist in den Abbildungen jeweils nur entweder der positive oder der negative

Ausschlag der Standardabweichung dargestellt.

Um signifikante Unterschiede innerhalb einer Gruppe zu zwei verschiedenen Zeitpunkten zu
detektieren, wurde fiir normalverteilte Daten der gepaarte t-Test beziehungsweise der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test bei nicht-normalverteilten Werten verwendet.

Wurden mehre Messzeitpunkte innerhalb einer Gruppe untersucht, wurde der nicht-parametrische
Friedman-Test hinzugezogen. Wiesen die Daten Varianzhomogenitét und Normalverteilung auf,
wurden signifikante Unterschiede mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse detektiert und zur

genauen Bestimmung mit einem entsprechenden post-hoc-Test eingegrenzt.

Statistisch  signifikante ~ Unterschiede zwischen zwei unabhidngigen Gruppen ohne
Normalverteilung wurden mittels des Mann-Whitney-U-Tests ermittelt. Sollten mehr als zwei
unabhédngige Gruppen verglichen werden, wurde der Kruskal-Wallis-Test mit einer
entsprechenden post-hoc-Analyse durchgefiihrt. Normalverteilte und homoskedastizitire Daten
wurden mit der einfaktoriellen Varianzanalyse und ebenfalls entsprechender post-hoc-Analyse auf
Signifikanzen untersucht.

Korrelationen zwischen nicht-normalverteilten Parametern wurden mittels Spearman’s
Rangkorrelationskoeffizienten (rs) berechnet, normalverteilte Parameter wurden mittels Pearson-
Product Korrelation (r) analysiert.

Der jeweils verwendete Test wird bei den entsprechenden Abbildungen angegeben.

Eine statistische Signifikanz wurde bei p < 0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Mechanische Beatmung fiihrt bei Méusen zu einer reversiblen, nicht-linearen
Aufdehnung der oberen Atemwege

Die mechanische Beatmung von Maiusen filihrte unter allen hier beschriebenen
Beatmungsmodalitidten zu einer deutlich sichtbaren Aufdehnung der oberen Atemwege. Dies
konnte sowohl mit dem bildgebenden Verfahren des vCT als auch mit der kapnographischen
Methode gezeigt werden. Die Aufdehnung der Atemwege war bei Riickkehr zur Spontanatmung
vollsténdig reversibel. Auffillig war jedoch, dass eine Beatmung mit 15 ml/’kg KG Tidalvolumen
zu einer geringeren Aufdehnung der Hauptbronchien fiihrte, als eine Beatmung mit 10 ml/kg KG
V1. Damit einhergehend konnte gezeigt werden, dass bei eben diesem groflen Tidalvolumen von
15 ml/kg KG Vr die Alveolen, also die distalen Atemwege, sprunghaft geweitet werden. Dies
wurde in der intravitalmikroskopischen Untersuchung der subpleuralen Alveolen deutlich und
bestdtigte sich in der Rontgendichtigkeitsanalyse der vCT-Aufnahmen, die eine deutlich
gesteigerte Beliiftung des Parenchyms, also der distalen Atemwege und der Alveolen, unter einer

Beatmung mit 15 ml/kg KG V1 aufzeigte.

4.1.1. Die Aufdehnung der oberen Atemwege im vCT

Vier Gruppen von Versuchstieren (jeweils n=3-5 Méuse) wurden nach den in 3.3.1 und 3.3.2
ausgefiihrten Protokollen anésthesiert, tracheotomiert, mit verschiedenen Tidalvolumina beatmet
und unter diesen Bedingungen oder spontanatmend im vCT untersucht.

Représentative Aufnahmen der vCT-Scans, wie sie in Abbildung 4 zu sehen sind, zeigen
Axialschnitte jeweils einer Maus in Riickenlage unter Spontanatmung (obere Reihe)
beziehungsweise nach 50 min Beatmung (Protokoll 1) mit den angegebenen Tidalvolumina (Reihe
2-4) je in zwei Ebenen. Zum einen wird die Aufdehnung der beiden Hauptbronchien (beide Spalten,
Pfeile) unter mechanischer Beatmung deutlich, zum anderen lassen sich mit steigendem

Tidalvolumen zunehmend auch kleinere Atemwege (rechte Spalte, Pfeilspitzen) ausmachen.
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Spontanatmung

V; 6 ml/kg KG

V; 10 mi/kg KG

V; 15 mli/kg KG

Abbildung 4: Exemplarische Darstellung der oberen Atemwege im vCT

Dargestellt sind reprasentative vCT Scans von Mausen in Riickenlage, die unter Spontanatmung (obere
Zeile) beziehungsweise nach 50 minitiger mechanischer Beatmung mit einem Tidalvolumen von entweder
6, 10 oder 15 mi/kg KG (Zeile 2-4) aufgenommen wurden. Sie zeigen die oberen Atemwege auf Hohe der
Hauptbronchien (linke Spalte, Pfeile) und auf Hoéhe der Lappen- (rechte Spalte, Pfeile) und
Segmentbronchien (Pfeilspitzen). Fiur die Auswahl der Schnittebene wurden anatomische
Orientierungspunkte wie die Lage der Scapula, des Herzens und die Verzweigungen des Bronchialbaums
hinzugezogen, um die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Bei allen Formen der mechanischen Beatmung
ist gegenliber Spontanatmung eine deutliche Erweiterung der oberen Atemwege zu erkennen.
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Um diese Beobachtungen quantitativ analysieren zu kdnnen, wurden die zweidimensionalen Scans
segmentiert und dreidimensional rekonstruiert. Der einzelne Bronchialbaum konnte dadurch
volumetrisch erfasst und die Verdnderung des detektierbaren Totraums zu den verschiedenen
Zeitpunkten verglichen werden. Bei Abbildung 5 handelt es sich um reprisentative
Bearbeitungsschritte aus den Scans einer einzelnen Maus, die geméf Protokoll 2 (Intermittierende

Beatmung) beatmet wurde. Es wird deutlich, dass mit zunehmenden Tidalvolumina weitere

kleinere Atemwege volumetrisch erfasst werden konnen.

DA A
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Spontanatmung. '} V; 6mllkg KG. | Spontanatmung V;

L

V; 10mikgKG . ' v, 15mikg KG . | V; 10 mlikg KG V; 15 mi/kg KG

6 ml/kg KG

Abbildung 5: Segmentierter und dreidimensional rekonstruierter Bronchialbaum einer Maus

Die hier dargestellten segmentierten vCT Scans der Atemwege und Anteilen der Lunge einer einzelnen
Maus (linkes Quartett) und die daraus rekonstruierten dreidimensionalen Bronchialbdume (rechtes Quartett)
zur quantitativen Analyse machen die Volumenzunahme unter mechanischer Beatmung zum einen durch
eine Zunahme der Anzahl detektierbarer Atemwege, zum anderen durch die Durchmesservergréf3erung
der einzelnen Atemwegssegmente mit zunehmendem Tidalvolumen deutlich.

4.1.1.1.  Die Aufdehnung unter kontinuierlicher Beatmung im vCT
Bei allen Untersuchungen im vCT zeigte sich, dass es bereits nach der Tracheotomie in den
spontanatmenden Maiusen zu einem zwar nicht signifikanten, aber auffilligen Anstieg des
Volumens der oberen Atemwege kommt. Dieser Befund ist hdchstwahrscheinlich einem
Sympathikotonus-Anstieg zuzuschreiben, der bei der durchgefiihrten Tracheotomie durch den
Hautschnitt, Mobilisierung der Halsmuskulatur und die Kaniilierung der Luftrohre hervorgerufen

wird, der adrenerg die 2-Rezeptoren aktiviert. Dies fiihrt zu einer Bronchodilatation und damit zur
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Volumenzunahme der hier untersuchten Atemwege. Um diesen Effekt auszugleichen, wurde als
Referenzwert fiir die verschiedenen Beatmungsmodi jeweils ,,Spontanatmung nach Tracheotomie*
(Zeitpunkt 0 min) verwendet. Abweichungen von dieser Regel sind im Folgenden jeweils
individuell hervorgehoben und begriindet.

Die Auswertung der mittels vCT erfassbaren oberen Atemwege der spontanatmenden
beziehungsweise mechanisch beatmeten Mause (siche Abbildung 6) zeigte, dass es bereits nach
knapp 5 min Beatmungszeit nahezu zu einer Verdopplung des Volumens der oberen Atemwege
kommt. Dieser deutliche Effekt war in allen Beatmungsmodalitéten signifikant im Vergleich zum
entsprechenden Spontanatmungs-Wert nach der Tracheotomie und blieb unter anhaltender
mechanischer Beatmung mit 6 und 15 ml/kg KG Tidalvolumen iiber 50 min plateauartig bestehen.
Die Beatmung mit 10 ml/kg KG Vr fiihrte demgegeniiber iiber die Zeit zu einer progressiven
Aufdehnung und erreichte nach 30 min Beatmung signifikant hohere Totraum-Volumina als bei
der Beatmung mit 6 mlkg KG V1. Nach diesem Zeitpunkt stieg das Volumen im

Beobachtungszeitraum auch hier nicht weiter an und verblieb in einer Plateauphase.
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Abbildung 6: Quantitative Dehnung der oberen Atemwege unter kontinuierlicher Beatmung

Die volumetrische Auswertung der vCT-Scans von Mausen unter Spontanatmung, spontanatmend nach
der Tracheotomie und unter kontinuierlicher mechanischer Beatmung tber 50 Minuten mit entweder 6, 10
oder 15 ml/kg KG Tidalvolumen zeigt einen deutlichen Anstieg des anatomischen Totraums der oberen
Atemwege unter mechanischer Beatmung. Daten sind Mittelwerte und SD aus jeweils n=3-5 Tieren.
*p < 0,05 gegen ,Spontanatmung nach Tracheotomie® zum Zeitpunkt O (Signifikanz gilt auch fir alle
nachfolgenden Messzeitpunkte). Einfaktorielle Varianzanalyse fir mehrere Messzeitpunkte mit
anschlieBendem Dunnett’s Test gegen t=0. #p < 0,05 gegen entsprechenden Zeitpunkt bei Beatmung mit
VT 6 ml’kg KG. Einfaktorielle Varianzanalyse mit anschlielender Holm-Sidak-Analyse.

4.1.1.2. Die Aufdehnung unter intermittierender Beatmung im vCT
Die beschriebene signifikante Aufdehnung der oberen Atemwege unter mechanischer Beatmung
lieB sich auch in der vierten Gruppe, die im Wechsel mit Spontanatmungsintervallen mit den drei
Beatmungsmodalititen ventiliert wurde, nachweisen (Abbildung 7). Auch konnte in diesem
Versuch bereits nach 10 min Beatmung gezeigt werden, dass eine Beatmung mit 10 ml/kg KG Vr
zu einer stirkeren Erweiterung des Totraumvolumens fiihrt, als eine Beatmung mit 6 oder 15 ml/kg
KG V1. Neben der Bestitigung dieser bereits in den kontinuierlich beatmeten Gruppen gemachten
Beobachtung konnte hier zudem gezeigt werden, dass die Aufdehnung der oberen Atemwege unter
Spontanatmung im Beobachtungszeitraum von 3 Intervallwechseln vollstindig reversibel ist.
Dabei ist zu beachten, dass die Verbindungslinien zwischen den Datenpunkten nicht das exakte

Verhalten der Funktion zwischen den Messzeitpunkten darstellen, sondern diese nur verbinden, so
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dass die Reversibilitit eventuell bereits schon vor dem Ablauf des zehnminiitigen

Spontanatmungsintervalls abgeschlossen ist.
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Abbildung 7: Quantitative Dehnung der oberen Atemwege unter intermittierender Beatmung

Die Analyse der vCT-Scans von Mausen unter Spontanatmung vor und nach Tracheotomie und bei
intermittierender mechanischer Beatmung mit 6, 10 und 15 ml/kg KG V1 (Balken) zeigt eine vollstandige
Reversibilitat der Aufdehnung der oberen Atemwege. Daten sind Mittelwerte und SD von n=4 Tieren.
*p < 0,05 gegen den vorangehenden und nachfolgenden Wert unter Spontanatmung. Einfaktorielle
Varianzanalyse mit anschlieBender Holm-Sidak-Methode (paarweise gegeneinander verglichen).

4.1.1.3.  Die Lokalisation der Aufdehnung im Bronchialbaum im vCT
Nachdem in den vorangegangenen Versuchen gezeigt werden konnte, dass es unter mechanischer
Beatmung mit zunehmenden Tidalvolumina zu einer deutlichen, nicht linearen und reversiblen
Aufdehnung der oberen Atemwege kommt, sollte anschliefend untersucht werden, wie diese
Aufdehnung iiber den Bronchialbaum verteilt ist. Hierzu wurden die Querschnittsflachen der
einzelnen Atemwegsabschnitte von Tieren, die 20 min mit den jeweiligen Tidalvolumina beatmet
wurden (Protokoll 1) an den segmentierten vCT Scans ausgemessen (Abbildung 8). Wéhrend es in
der Trachea in vivo kaum zu einer Erweiterung kam, was vermutlich teilweise der Intubation,
teilweise den anatomischen Gegebenheiten (Knorpelringe) zuzuschreiben ist, war die
flichenmaBig grofte Aufdehnung in den beiden Hauptbronchien lokalisiert. Hier wurde erneut

deutlich, dass diese Aufdehnung nicht linear zum ansteigenden Tidalvolumen verlduft, sondern
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glockenkurven-artig ein Maximum bei mittlerem Atemzugvolumen zeigt. Ebenfalls dem Situs
geschuldet (44) ist die Tatsache, dass der linke Hauptbronchus sowohl unter Spontanatmung als
auch unter mechanischer Beatmung wesentlich schwécher ausgepragt ist, da das Herz auf dieser
Seite den Grofteil des Thorakalraums beansprucht. Im Gegensatz zu den Hauptbronchien weisen
die distalen Segmentbronchien eine progressive Aufdehnung mit zunehmendem Tidalvolumen auf
(r=0,63, P <0,05, Pearson-Korrelation), und zeigen dabei ebenfalls eine signifikante Aufdehnung

im Vergleich zur jeweiligen Spontanatmungsphase.
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Abbildung 8: Lokalisation der Aufdehnung der oberen Atemwege im Bronchialbaum

Die nahere Analyse der vCT-Daten hinsichtlich der Verteilung der Beatmungs-induzierten Effekte ber den
Bronchialbaum zeigt eine unregelmafige Aufdehnung der oberen Atemwege in den einzelnen Abschnitten
des visualisierbaren Bronchialbaums unter mechanischer Beatmung tber 20 Minuten mit 6, 10 und 15 ml/kg
KG V7. Die Darstellung des Bronchialbaums (links) dient der Orientierung. Wéahrend die Trachea sich nur
geringgradig dehnt, zeigen die Hauptbronchien die deutlichste Aufdehnung in der beschriebenen nicht-
linearen Weise. Die kleineren Segmentbronchien hingegen zeigen eine lineare Erweiterung mit
zunehmendem Tidalvolumen. Daten sind Mittelwerte und SD von n = 3-5 Tieren. *p < 0,05 gegen den
entsprechenden Ausgangswert unter Spontanatmung (gepaarter t-Test), #p < 0,05 gegen die
entsprechende Aufdehnung bei einem V1 mit 10 ml/kg KG (einfaktorielle Varianzanalyse mit anschlieRender
Holm-Sidak-Methode, paarweise gegeneinander verglichen) und Tp < 0,05 gegen den jeweiligen linken
Hauptbronchus (gepaarter t-Test).
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4.1.1.4. Die Beliiftung des Lungenparenchyms im vCT
Der Befund, dass sich die Segmentbronchien mit zunehmendem Tidalvolumen in linearer Weise
aufdehnen, sollte im Folgenden weiter untersucht werden, da die distalen Atemwege den Hauptteil
des Atemwegsvolumens ausmachen und damit entscheidend zur Beliiftung der Lunge beitragen.
Da sich die feineren Strukturen der distalen Atemwege einer volumetrischen Analyse im vCT
entziehen, wurde als erster Anhaltspunkt die semiquantitative Analyse der Rontgendichte des

Lungenparenchyms herangezogen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Die Rontgendichte des Lungenparenchyms im vCT

Die Untersuchung der vCT-Scans hinsichtlich der Réntgendichte des Lungenparenchyms nach 50 min
mechanischer Beatmung mit einem Tidalvolumen von 6, 10 oder 15 ml/kg KG zeigt eine linear mit dem
Tidalvolumen ansteigende Beliiftung, die deutlich hoher ist als unter Spontanatmung nach Tracheotomie.
Daten sind Mittelwerte und SD von n = 3-5 Tieren. *p < 0,05 gegen 6 ml/kg KG V7. Einfaktorielle
Varianzanalyse mit anschlieBender Holm-Sidak-Methode, paarweise gegeneinander verglichen.

Mit diesem Parameter konnte an den vCT-Scans der Méuse, die fiir 50 min mit den jeweiligen
Tidalvolumina beatmet wurden, gezeigt werden, dass es zum einen unter mechanischer Beatmung
zu einer deutlich hoheren Beliiftung des Lungenparenchyms kommt als unter Spontanatmung, zum
anderen dass es nachweislich mit zunehmendem Tidalvolumen zu einer linear abnehmenden

Rontgenopazitit kommt (r = 0,63, p < 0,05, Pearson-Korrelation). Diese erhohte Beliiftung

49



Ergebnisse

erreichte bei 15 ml/kg KG Vr Signifikanz im Vergleich zur Beatmung mit dem niedrigsten

Tidalvolumen.

4.1.2. Die Aufdehnung subpleuraler Alveolen mittels Intravitalmikroskopie
Um zu verstehen, welche Auswirkungen die volumengesteuerte mechanische Beatmung auf die
distalsten Strukturen des Bronchialbaums, ndmlich die Alveolen hat, wurden 3 Méiuse jeweils 10
Minuten mit den drei verschiedenen Tidalvolumina in randomisierter Reihenfolge beatmet und
intravitalmikroskopische Aufnahmen erstellt (Abbildung 10). AnschlieBend wurde die
Querschnittsfliche der subpleuralen Alveolen ausgemessen (Abbildung 11). Die grofle
Heterogenitéit der Alveolen zeichnet sich in der grofen Standardabweichung der Daten ab, was
durch eine Normierung der Daten auf den Ausgangswert von 6 ml/’kg KG Vr abgemildert werden

konnte. Auf diese Darstellung wurde hier jedoch verzichtet.

Tidalvolumen (ml/kg KG)

Abbildung 10: Intravitalmikroskopische Aufnahmen der subpleuralen Alveolen

Intravitalmikroskopische Bilder der endinspiratorischen Aufdehnung unter mechanischer Beatmung mit 6,
10 beziehungsweise 15 ml/kg KG V1 ermdglichen die Ausmessung der Schnittflache der subpleuralen
Alveolen-Cluster. Reprasentative Alveolen-Cluster unter den verschiedenen Beatmungsbedingungen sind
gekennzeichnet. Mastabsbalken = 100um.

Erstaunlicherweise zeigten die Alveolen unter Beatmung nicht nur ein stetiges
Aufdehnungsverhalten, sondern eine sprunghafte Zunahme der Alveolengrofle bei Anstieg des Vr

von 10 auf 15 ml/kg KG, was sich durch die signifikante Zunahme der Kurvensteigung zeigen lieB3.
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Wihrend die Hauptbronchien also die deutlichste Aufdehnung unter moderatem Tidalvolumen
erkennen lassen, zeigen die kleineren Segmentbronchien eine lineare Zunahme mit ansteigendem
Atemzugvolumen und die Alveolen schlielich die groBte Erweiterung bei dem hochsten

untersuchten Atemzugvolumen.
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Abbildung 11: Quantitative Analyse der alveoldren Querschnittsflache

Die quantitative Auswertung aus den intravitalmikroskopischen Aufnahmen zeigt eine Uberproportionale
Aufdehnung der Alveolen bei hohen Tidalvolumina. Daten sind Mittelwerte und SD von n = 49 Alveolen-
Clustern in 3 Mausen. *p < 0,05 gegeniiber dem Anstieg der alveolaren Aufdehnung von 6 auf 10 ml/kg KG
V1 je 1 ml’kg KG Vr. Gepaarter t-Test.

4.1.3. Die funktionelle Totraummessung mittels Kapnographie
Mit Hilfe der bildgebenden Methoden vCT und Intravitalmikroskopie konnte bereits gezeigt
werden, dass es mit steigenden Tidalvolumen zunéchst zu einer Aufdehnung der oberen Atemwege
und dann bei hohen Atemzugvolumina zu einer Verschiebung dieser Dehnung in den distalen
Bereich des Bronchialbaums kommt. Die Gesamtheit des vorliegenden Totraums konnte bislang
jedoch noch nicht untersucht werden, da sich die kleineren Atemwege im vCT nicht darstellen
lassen und die zentralen Alveolen einer direkten Bildgebung aus anatomischen Griinden in vivo

nicht zugénglich sind.
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Der gesamte funktionelle Totraum ldsst sich kapnographisch ermitteln. Um die bisherigen
Ergebnisse zu verifizieren, wurden 5 Maiuse einer kapnographischen Analyse unterzogen
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Funktioneller Totraum (Kapnographie)

Das Volumen des funktionellen Totraumes zeigt eine lineare Zunahme mit ansteigendem Tidalvolumen.
Daten sind Mittelwerte und SD von n=5 Tieren. *p < 0,05 gegen 6 ml/kg KG V. Einfaktorielle Varianzanalyse
mit anschlieRender Holm-Sidak-Methode, paarweise gegeneinander verglichen. r = 0,98 mit p < 0,05,
Pearson Korrelation.

Diese Messung zeigte ebenfalls ein lineares Verhalten (r = 0,98), dhnlich zur Aufdehnung der
Segmentbronchien, und erreichte schlieBlich eine signifikante Zunahme des funktionellen
Totraums bei 15 ml/’kg KG V1 im Vergleich zu 6 ml/kg KG V1. Damit konnten die bisherigen
Befunde aus den bildgebenden Verfahren bestitigt werden, da der Hauptteil des Totraums nicht
von den Hauptbronchien, sondern von den distalen Atemwegen gestellt wird und es hier unter

Beatmung mit zunehmenden Tidalvolumen zu einer progredienten Aufdehnung kommt.

4.1.4. Der mittlere Atemwegsdruck und die Compliance
Wiéhrend der Messung des funktionellen Totraums an 9 Tieren und an 4 weiteren nicht-

kapnographisch untersuchten, aber nach dem gleichen Protokoll beatmeten Tieren wurde zugleich
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der mittlere Atemwegsdruck unter mechanischer Beatmung kontinuierlich aufgezeichnet. Dieser

zeigte ebenfalls einen Anstieg mit zunehmendem Tidalvolumen (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Mittlerer Atemwegsdruck

Der mittlere Atemwegsdruckes unter mechanischer Beatmung zeigt einen nahezu linearen Anstieg mit
zunehmendem Tidalvolumen. Daten sind Mittelwerte und SD von n=9 Tieren. *p < 0,05 gegen
6 mi/kg KG Vr. Einfaktorielle Varianzanalyse mit anschlieRender Holm-Sidak-Methode, paarweise
gegeneinander verglichen. r=0,91 mit p < 0,05, Pearson Korrelation.

Wie im Methodenteil unter 3.2.5 beschrieben, kann aus den Anderungen der gemessenen Volumina
und Atemwegsdriicke die Compliance des jeweiligen Lungenabschnittes als Steigung der
Druck-Volumenkurve berechnet werden (Abbildung 14).

Die hier dargestellte Compliance des funktionellen Totraums beschreibt zundchst einen Anstieg
der Compliance mit zunehmendem Volumen und dieser Anstieg ist bei einer weiteren Erh6hung
des Atemzugvolumens zwar nicht mehr so stark ausgeprégt, bleibt aber positiv.

In den oberen Atemwegen verhélt es sich deutlich anders — es kommt nicht nur zu einer frithen
Plateauphase, sondern sogar zum Abfall der Volumendehnbarkeit bei Uberschreiten eines

gewissen Schwellenvolumens.

53



Ergebnisse

0,035 - —@— Compliance der oberen Atemwege
—O— Compliance des funktionellen Totraums

0,030 -
0,025 -
0,020 -
0,015 -
0,010 -
0,005 1 ./\0
0,000 A : : :
5 10 15

Tidalvolumen (ml/kg KG)

Abbildung 14: Compliance der oberen Atemwege und des funktionellen Totraums

Compliance (ml/mmHg)

Dargestellt ist die Compliance (C) in ml/mmHg, berechnet als A V / A P in Abhangigkeit zum Tidalvolumen
und zum Ausgangswert unter Spontanatmung nach Tracheotomie. Die Daten zeigen den linearen Anstieg
der Compliance des funktionellen Totraums und den glockenférmigen Kurvenverlauf der Compliance der
oberen Atemwege.

4.2.Die Aufdehnung der Atemwege fithrt zu Hamorrhagien und

proinflammatorischer Reaktion

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine mechanische Beatmung von Maiusen zu einer
deutlichen und reversiblen Aufdehnung fiihrt, dass sich diese in den Hauptbronchien aber
keineswegs linear zum vorgegebenen Tidalvolumen verhélt, sollte untersucht werden, was den
beschriebenen Abfall der Compliance bei hohen Tidalvolumina bewirken konnte.

Histologische Untersuchungen gaben erste Hinweise auf die strukturellen Folgen der
mechanischen Beatmung. In der Nédhe groBerer Bronchien kommt es mit zunehmendem
Tidalvolumen zu perivaskuldren Blutungen. Neben dieser strukturellen Konsequenz aus der
mechanischen Beatmung zeigte sich auch eine deutliche Entziindungsreaktion an den oberen
Atemwegen: An isolierten und beatmeten Tracheen konnte eine signifikante Ausschiittung von

Entziindungsmediatoren beobachtet werden.
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4.2.1. Histologische Untersuchung von murinen Lungen

Um einen Einblick in mogliche strukturelle Verdnderungen zu bekommen, die durch die
mechanische Beatmung verursacht werden und die die eingeschriankte Volumendehnbarkeit der
Hauptbronchien erklidren konnten, wurden histologische Lungenschnitte von Miusen angefertigt,
die 50 Minuten mit definierten Tidalvolumina beatmet und anschlieBend exsanguiniert wurden.

Die Hématoxylin-Eosin gefarbten Priparate zeigten mit zunehmendem Tidalvolumen eine
deutliche Schiadigung des Lungengewebes (Abbildung 15): Bereits bei einer Beatmung mit
6 ml/’kg KG VT konnte im Vergleich zur Spontanatmung eine Verdickung der interalveoldren

Septen beobachtet werden. Eine Erhohung des Tidalvolumens fiihrte in manchen Regionen zu einer

Verdichtung des Parenchyms.

10
Tidalvolumen (ml/kg KG)

Abbildung 15: Hamatoxylin-Eosin gefarbte Lungenschnitte

Reprasentative Bilder von murinen Lungen unter Spontanatmung und nach 50 min unter mechanischer
Beatmung mit 6, 10 oder 15 mi/kg KG VT in niedriger (obere Reihe) und hoher (untere Reihe) VergréRerung
zeigen eine geringe bis deutliche Verdickung der Alveolarsepten unter mechanischer Beatmung und bei
zunehmendem Tidalvolumen = 10 ml/kg KG vaskulare Blutungen peribronchialer Gefalie (Pfeile). Bei einem
Tidalvolumen von 15 mllkg KG kommt es zu gelegentlich auftretenden intraalveolaren Blutungen
(Pfeilspitzen). MaRstabsbalken = 100um.

Das hervorstechendste Ergebnis der histologischen Untersuchung waren jedoch groBflachige
Blutungen ins Interstitium. Gefédl3e, die parallel zu den groeren Bronchien verlaufen, zeigten bei
einer Beatmung von 10 ml/kg KG Vr perivaskuldre Blutungen (Pfeile), die bei einer Steigerung
des Atemzugvolumens auf 15 ml/kg KG Vr noch zunahmen. Im Vergleich zum niedrigsten

Tidalvolumen der mechanischen Beatmung waren die Durchmesser der Blutungsflichenen im
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Verhéltnis zum Durchmesser des betroffenen Gefiles signifikant, wie die planimetrische
Untersuchung von insgesamt 135 ausgewerteten Gefdllen zeigt (Abbildung 16). Die grofe
Streuung der Daten beruht auf der Tatsache, dass unter den gleichen Bedingungen ein Teil der
Gefdlle keine perivaskuldren Blutungen aufwies, wihrend andere GefidBle eine sehr grofle
Blutungsflache zeigten.

Die Bildung perivaskuldrer Himorrhagien stellt einen raumfordernden Prozess dar, der die
Aufdehnung der luftleitenden Bronchien potentiell einschrinken konnte. Bei den an kleineren
Segmentbronchien verlaufenden Gefiflen konnten vergleichbare histologische Gewebeschidden

nicht beobachtet werden.
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Abbildung 16: Planimetrische Analyse der perivaskuldren Blutung

Die histologische Aufarbeitung wurde an Lungen von Mausen unter Spontanatmung beziehungsweise nach
50 min unter mechanischer Beatmung mit 6, 10 oder 15 ml/kg KG V1 durchgefiihrt. Der Durchmesser der
Blutungsflache wurde zum Durchmesser des betroffenen Gefales ins Verhaltnis gesetzt. In der Gruppe
unter Spontanatmung waren keine Gefalke betroffen, bei einer Beatmung mit 6 mi’/kg KG Vr zeigten 5,4%
der ausgemessenen Geféalde eine Blutung, bei einem Tidalvolumen von 10 mi/kg KG waren 32,4% und bei
15 mi’kg KG V1 waren 44,6% der Gefalle betroffenen. Daten sind Mittelwerte und SD von n=135 Gefallen
aus jeweils 3 Tieren pro Gruppe. *p < 0,05 gegen Spontanatmungsgruppe. Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieRendem Dunn’s Test gegen Kontrolle (Spontanatmungsgruppe).

Bei einer Beatmung mit 15 ml/kg KG Vr kam es schlieBlich auch zu intraalveoldren Blutungen

(Abbildung 15, Pfeilspitzen), erkennbar an den Erythrozyten im Alveolarraum. Dies ist ein Zeichen
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fiir die pathologische Uberdehnung der Alveolen und des GefdBendothels der Kapillaren mit
nachfolgender Undichte der Blut-Luft-Schranke. Die alveolédr-kapillare Permeabilitdt ist ein
Kriterium fiir den beatmungsindizierten Lungenschaden und bestétigt und erweitert die Befunde
aus der Intravitalmikroskopie: bei der Uberschreitung eines definierten Tidalvolumens kommt es

zur deutlichen (Uber-)dehnung der Alveolen.

4.2.2. Untersuchung der isolierten und beatmeten Trachea im Organbad

Nachdem in der Histologie nach Beatmung mit einem Tidalvolumen von 15 mlkg KG das
Versagen der Gefdllbarrieren (perivaskuldre und intraalveoldre Blutungen) deutlich zu erkennen
war, sollte im Anschluss untersucht werden, ob die Beatmung mit 15 ml/kg KG Vr nicht nur an
den Alveolen sondern auch an den luftleitenden Wegen zu Anzeichen eines beatmungsinduzierten
Lungenschadens fiihren kann. Da fiir die Validierung des Lungenschadens hiufig systemische
Entzlindungsparameter im Blut (60) oder lokale Entziindungsmarker in der Fliissigkeit der
bronchoalveoldren Lavage (32) herangezogen werden, sollte die Ausschiittung von
proinflammatorischen Zytokinen lokal in den oberen Atemwegen untersucht werden.

Da bei der Maus auf Grund der GroBe und Verzweigung der Hauptbronchien nur eine Isolierung
der Trachea im Organbad mdglich ist, wurde zunéchst iiberpriift, ob dieser mit Knorpelringen
versehene Teil des Bronchialbaums grundsitzlich einer beatmungsabhingigen Aufdehnung ex vivo
unterliegt. Hierzu wurden die Tracheen von 3 unbeatmeten Tieren isoliert und druckgesteuert mit
17 ecmH>O0 als endinspiratorischem Druck wie unter 3.2.7 beschrieben beatmet. Dieser Wert wurde
gewihlt, da er dem Spitzendruck der Atemwege bei einem Tidalvolumen von 15 ml’kg KG
entspricht und so die Bedingungen der volumengesteuerten Beatmung am isolierten Atemweg
imitiert werden konnten, wéhrend eine volumengesteuerte Beatmung aufgrund der dazu
notwendigen Fliissigkeitsverschiebung in Abwesenheit einer Lunge methodisch nicht umzusetzen
war. Es wurden 14 Zwischenknorpelringe in maximaler Exspiration und Inspiration ausgewertet.
Wie in Abbildung 17 zu sehen, konnte die zuvor in den vCT-Aufnahmen beobachtete, geringe
in vivo Aufdehnung der Trachea (8,5 + 10,2 %, siche Abbildung 8) im Organbad ex vivo anhand
mikroskopischer Aufnahmen bestétigt werden (6,8 £ 2,8 %, siche Abbildung 18). Diese

Aufdehnung stellte sich sofort mit Beginn der druckgesteuerten Beatmung ein.
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End-Exspiration End-Inspiration

Abbildung 17: Mikroskopische Aufnahmen der isolierten Trachea im Organbad

Reprasentative Bilder zeigen die Aufdehnung einer isolierten und kannilierten Trachea, die in einem
Organbad mit 17 cmH20 end-inspiratorischem Duck und einem positiven end-exspiratorischen Druck von
2 cmH20 beatmet wird. Das entspricht den Spitzendriicken, die bei der volumengesteuerten Beatmung mit
15 ml/kg KG Vr in vivo erreicht wurden. Die Aufdehnung ist im Vergleich zwischen End-Exspiration und
End-Inspiration zwischen den Knorpelringen (hell) sichtbar (Pfeile). Malistabsbalken = 500 um.
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Abbildung 18: Durchmesser von isolierten Tracheen im Organbad

In Abhangigkeit zur Beatmungsphase dehnt sich die Trachea unter mechanischer Beatmung an den
Zwischenknorpelringen signifikant auf. Daten sind Mittelwerte und SD von n=14 Zwischenknorpelringen aus
3 Tieren. *p < 0,05 gegen End-Exspiration. Gepaarter t-Test.
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Welchen Einfluss die unterschiedlichen Beatmungsvolumina auf die Dehnbarkeit der Trachea
haben, wurde mittels IAM erfasst. Allerdings war es aufgrund von Softwarelimitationen des IAMs
nicht moglich, eine direkte Berechnung der Compliance der Trachea unter verschiedenen
Atemzugvolumina im IAM durchzufiihren, daher wurde der Versuchsaufbau so geéndert, dass
durch eine in vivo Beatmung mit den bekannten Volumina eine mdgliche ,,Vordehnung® ausgelost
wurde und im Anschluss die Compliance des isolierten Atemwegs untersucht wurde.

Hierzu wurden jeweils n=6 Tiere entsprechend dem Protokoll der kontinuierlichen Beatmung fiir
50 Minuten mit einem der drei Tidalvolumina (6, 10 bzw. 15 ml/kg KG) beatmet und danach
mittels einer Uberdosis Narkotikums schmerzfrei getdtet. Die Tracheen wurden entnommen, in das
Organbad eingespannt, mit PBS gefiillt und umspiilt. Mittels des computergesteuerten
Durchstromungsverfahrens wurden die Druck-Volumen-Schleifen aufgezeichnet und so die
Compliance der zuvor in vivo beatmeten isolierten Tracheen berechnet (Abbildung 19).

Es konnte gezeigt werden, dass diese vorangehende Beatmung in vivo zwar keine signifikanten
Unterschiede der Compliance zwischen den Volumengruppen zur Folge hatte, allerdings scheint
es doch eine Tendenz zu geben, dass mit groBerem Atemzugvolumen die Compliance zunimmt
und dies auch ex vivo noch nachweisbar ist. Dieser leichte Anstieg der Volumendehnbarkeit nach
einer 50 miniitigen Beatmungssequenz wiirde zu der in den vCT Scans beobachteten linearen

Aufdehnung der Trachea mit zunehmendem Tidalvolumen passen.
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Abbildung 19: Compliance der Trachea nach vorheriger Beatmung

Eine vorherige Beatmung in vivo fuhrt in der anschlieRenden Messung im Organbad nicht zu einer
signifikanten Veranderung der Compliance. Ein Zusammenhang zwischen der Compliance und dem zuvor
verwendeten Tidalvolumen war nicht herzustellen, allerdings lasst sich ein Trend zu einer
beatmungsbedingten Compliance-Zunahme beobachten. Daten sind Mittelwerte und SD von n=6 Tieren je
Gruppe.

Nachdem gezeigt wurde, dass die Trachea als Atemweg fiir die Untersuchung hinsichtlich der
Dehnungsreaktion auf mechanische Beatmung geeignet ist, sollte die proinflammatorische
Reaktion auf den Dehnungsreiz iiberpriift werden. Hierzu wurden Tracheen von nicht-
vorbehandelten Miusen fiir 4 Stunden im Organbad beatmet und im Anschluss die intratracheale
Fliissigkeit auf die Ausschiittung von 3 Zytokinen hin untersucht. Zehn isolierte und fiir 4 Stunden
im Organbad fixierte, aber nicht beatmete Tracheen dienten als Kontrolle.

Bereits die im Verhiltnis zu den Hauptbronchien relativ geringe Aufdehnung der Trachea fiihrte
unter Beatmung zu einer signifikanten Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine TNF-a
und IL-1B (Abbildung 20, A und B). Als Negativkontrolle fiir den Versuch diente die
Quantifizierung von MIP-2 in der luminalen Fliissigkeit (Abbildung 20 C). Dieses Zytokin wird
vornehmlich von Monozyten und Makrophagen exprimiert (6) und blieb in den isolierten, vom
systemischen Immunsystem getrennten Tracheen auch nach der vierstiindigen Beatmung

unverindert.
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Abbildung 20: Analyse der Zytokine TNF-a (A), IL-18 (B) und MIP-2 (C)

Die Zytokin-Messung mittels ELISA aus der PBS-L6sung im Lumen von isolierten Tracheen, die nicht oder
Uber 4 Stunden im Organbad beatmet wurden, zeigen einen signifikanten Anstieg der proinflammatorischen
Zytokine TNF-a und IL-13, aber keinen Anstieg der Negativkontrolle MIP-2. Daten sind Mittelwerte und SD
von n=3-10 Tracheen. *p < 0,05 gegen nicht beatmete Tracheen. Mann-Whitney-U-Test.

4.3. Die elastischen Eigenschaften der isolierten Atemwege von Maus und Schwein
weisen Homologien auf

Im Mausmodell des beatmungsinduzierten Lungenschadens konnten die bisherigen Ergebnisse
zeigen, dass die Pathogenese des beatmungsinduzierten Lungenschadens vermutlich nicht nur auf
eine Uberdehnung des Lungenparenchyms begrenzt werden kann, sondern die luftleitenden
Atemwege in die pathophysiologischen Uberlegungen mit einbezogen werden sollten.
Da diese Ergebnisse jedoch schon aus den anatomischen Unterschieden heraus nicht problemlos
auf den Menschen und seine entsprechenden Atemwege iibertragbar sind, musste ein Modell
gefunden werden, das dem menschlichen Bronchialbaum in Groe und anatomischer
Grundstruktur dhnlicher ist als das der Labornagetiere.
Die feinen Segmentbronchien des Schweins stellen einen guten Kompromiss zwischen den
anatomischen Voraussetzungen im humanen Bronchialbaum — Knorpelscherben bis in die
feinsten Verzweigungen der Bronchien - und den im Durchmesser vergleichbaren murinen
Tracheen dar. Zudem sind die porcinen Bronchien aus ethischer Sicht, auch aufgrund der
Verfligbarkeit aus Schlachttieren, das geeignetere Untersuchungsobjekt als direkt

Untersuchungen an humanem Gewebe durchzufiihren.
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Zunichst wurde die anatomische Struktur der jeweiligen Atemwege verglichen (Abbildung 21).

Segmentbronchus
Schwein

Abbildung 21: Murine Trachea und porciner Segmentbronchus im histologischen Querschnitt

H.E. gefarbte Querschnitte einer distalen murinen Trachea (links) und eines porcinen Segmentbronchus
(rechts) weisen deutliche Analogien auf. Der unvollstandige C-férmige Knorpel und der sich daran
anschlieBende M. trachealis der Maus stellen eine ahnliche anatomische Struktur wie die groflien
Knorpelscherben, die uber Bindegewebe miteinander verbunden sind, beim Segmentbronchus des
Schweins dar. Die Dehnbarkeit ist in beiden Atemwegen aufgrund des nahezu geschlossenen knorpeligen
Stutzgewebes nur eingeschrankt mdglich. Mafistabsbalken = 500um.

Die murine Trachea dient aufgrund der bisher gezeigten Ergebnisse hinsichtlich ihrer im vCT und
im Organbad reproduzierbaren Dehnungseigenschaften als Referenzatemweg fiir den Vergleich
mit dem Schwein. Im histologischen Querschnitt kann der unterbrochene C-férmige Knorpel und
der aufgelagerte M. trachealis als nahezu geschlossener Ring betrachtet werden, die Maus zeigt
den charakteristischen C-formigen Ringknorpel allerdings nur im oberen Teil der Trachea (45).
Die umliegenden Strukturen (GefiBe, Muskulatur, Osophagus) sind durch die Priparation fiir die
Untersuchung im Organbad in Abbildung 21 nicht dargestellt, stellen aber fiir die
Dehnungseigenschaften neben den Knorpelringen eine mechanische Begrenzung dar. Die im
Folgenden verwendeten kleinen Segmentbronchien des Schweins sind dem Durchmesser der
murinen Trachea sehr dhnlich und weisen mit ihren ausgedehnten Knorpelscherben, die iiber
bindegewebige Briicken miteinander verbunden sind, einen &hnlichen zusammenhidngenden

Stiitzring wie die murine Trachea auf. Die Segmentbronchien werden allerdings nicht von
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Muskulatur, sondern von elastischem Lungengewebe umgeben, welches in Abbildung 21 ebenfalls
nicht dargestellt ist.

Wihrend gezeigt wurde, dass sich die murine Trachea unter mechanischer Beatmung trotz der
vorhandenen Stiitzstruktur weiten kann und die Anatomie der Knorpelstrukturen in den
Atemwegen der beiden Spezies einen ersten Analogschluss zulisst, sollte die Volumendehnbarkeit
beider Atemwege quantitativ verglichen werden. Hierzu wurden die isolierten Atemwege im
Organbad eingespannt, mit PBS gefiillt und umspiilt und bei computergesteuertem

Durchstromungsverfahren die Druck-Volumen-Schleifen aufgezeichnet (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Compliance muriner Tracheen und porciner Segmentbronchien im Organbad

Beim Vergleich der Compliance der Luftréhre der Maus und des im Durchmesser &hnlichen
Segmentbronchus des Schweins konnten keine signifikanten Unterschiede gezeigt werden. Die Daten
wurden ex vivo computergestitzt im Organbad des IAM ermittelt und sind Mittelwerte und SD von jeweils
n=6 isolierten Atemwegen.

Die so analysierte Compliance konnte zwischen den murinen Tracheen und den porcinen
Segmentbronchien direkt quantitativ verglichen werden und ergab keinen signifikanten

Unterschied.
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5. Diskussion

In der hier vorgelegten experimentellen Studie wurde die Hypothese gepriift, ob durch
mechanische Beatmung eine Erweiterung der luftleitenden Atemwege verursacht wird und ob eine
solche Erweiterung zur Entstehung des beatmungsinduzierten Lungenschadens beitragen kann, der
bislang vornehmlich einer Uberdehnung der Alveolen zugeschrieben wurde.

Anhand umfassender vCT Untersuchungen beatmeter Mduse konnte gezeigt werden, dass es durch
die mechanische Beatmung zu einer raschen, deutlichen und reversiblen Aufdehnung der oberen
Atemwege kommt. Diese Aufdehnung ist sowohl bereits unter protektiven (6 ml/’kg KG Vr) bis
moderaten (10 ml/kg KG V) als auch unter schiadigenden (15 ml/kg KG V) Tidalvolumina zu
beobachten. Mit der visuell dargestellten Erweiterung des Totraums ging auch eine kapnographisch
ermittelte Vergroferung des funktionellen Totraums einher.

Wihrend sich die Aufdehnung der Trachea und der kleineren Segmentbronchien, die Beliiftung
des Lungenparenchyms und die Erweiterung des funktionellen Totraums als lineare Folge eines
zunehmenden Tidalvolumens darstellen lieBen, zeigten die Hauptbronchien ein nicht-lineares,
glockenformiges Verhalten und waren unter einem Tidalvolumen von 10 ml’kg KG am
deutlichsten erweitert. Dies ist auf eine Abnahme der Volumendehnbarkeit der oberen Atemwege
bei einem Tidalvolumen von 15 ml/kg KG zuriickzufiihren. Der Grund fiir diese Abnahme der
Compliance konnte nicht abschlieBend bewiesen werden, allerdings kam es durch die schiadigende
Beatmung mit 15 ml’kg KG Vr zu strukturellen Verdanderungen an peribronchialen Geféal3en,
namentlich Blutungen in das umliegende Gewebe und die Alveolen, die eine solche Veridnderung
der Dehnbarkeit mit sich bringen konnten. Wéhrend die beiden Hauptbronchien die maximale
Dehnung bei moderatem Tidalvolumen zeigten, konnte mittels intravitalmikroskopischen
Aufnahmen der subpleuralen Alveolen demonstriert werden, dass die Alveolen als letzte Einheit
des Bronchialbaums eine unverhéltnismiBig groe Aufdehnung unter 15 ml/kg KG Tidalvolumen
im Vergleich zur Aufdehnung bei 6 und 10 ml’kg KG Vr zeigten. Dies spricht fiir eine
Umverteilung des Tidalvolumens von den zentralen groBeren Atemwegen auf die distalen
kleineren Atemwege und die Alveolen, wenn die maximale Dehnbarkeit der oberen Atemwege
erreicht ist. Diese Beobachtung ldsst schlieBen, dass die oberen Atemwege eine Art
Volumenreservoir darstellen, das die dehnungsempfindlichen Alveolen bei iiberschieBenden
Tidalvolumina zu schiitzen vermag, das aber seine protektiven Eigenschaften verliert, wenn ein

gewisser Volumenschwellenwert {iberschritten wird.
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Es war allerdings auch zu beobachten, dass die beschriebene Dehnung der Atemwege selbst eine
entziindliche Reaktion zur Folge hat und damit Teil der Pathogenese des beatmungsinduzierten
Lungenschadens ist. Die Frithphasen-Zytokine IL-1p und TNF-a konnten selbst in isoliert
beatmeten Tracheen nachgewiesen werden, also in einem Abschnitt des Bronchialbaums, der sich
aufgrund der knorpeligen Struktur nur gering dehnen kann, wie anhand von vCT Bildern und
mikroskopischen  Untersuchungen gezeigt werden konnte. Extrapoliert man diese
Zytokinausschiittung auf die wesentlich dehnbareren Bronchien und zieht noch die histologisch
nachgewiesenen Beobachtungen der peribronchialen Blutungen hinzu, kann man schlieBen, dass
die Erweiterung des Totraums durch mechanische Beatmung per se die klassischen Aspekte des
beatmungsinduzierten Lungenschadens wie Entziindung und Barrieredefekte zur Folge hat und
damit eine bislang unbekannte Rolle bei der Entstehung des beatmungsinduzierten

Lungenschadens spielen kann.

5.1. Die Beurteilung der verwendeten Methoden
In der vorliegenden Untersuchung wurden sowohl bildgebende Methoden wie das vCT und die
Intravitalmikroskopie als auch funktionelle Messverfahren wie die Kapnographie und die
Zytokinmessung isolierter Atemwege im Organbad miteinander verkniipft. Die verschiedenen
Herangehensweisen an die Fragestellung konnten so ergdnzende beziehungsweise in
unterschiedlichen Methoden wiederholbare Ergebnisse liefern. Wihrend das erstmals fiir diesen
Zweck verwendete vCT dazu geeignet war, minimalinvasiv das Volumen der oberen Atemwege
iiber den Zeitraum von einer Stunde darzustellen, entbehrte es jedoch der Mdglichkeit, die
kleineren Atemwege und die Alveolen zu untersuchen. Dieser Mangel konnte durch die
Intravitalmikroskopie der Alveolen, einer erst 2008 in unserem Labor entwickelten Methode,
ausgeglichen werden, die zwar mit einer aufwendigen operativen Priparation fiir das tief
andsthesierte Versuchstier verbunden ist, aber bei geschlossenem Thorax eine in situ Beobachtung
und Auswertung der subpleuralen Alveolen zuldsst. Aufgrund der hochinvasiven Methode ist es
jedoch nicht moglich, auf diese Weise spontanatmende Tiere zu untersuchen, da die notwendige
Narkosetiefe eine Abkopplung vom Beatmungsgerdt untersagt. Die Ergebnisse der beiden
neuartigen bildgebenden Methoden vCT und Intravitalmikroskopie der Alveolen konnten durch
den Goldstandard der Totraummessung, der Kapnographie, validiert werden. Zusétzlich lieferte
die Kapnographie Aussagen liber den gesamten physiologischen Totraum und deckte damit auch

Bereiche der Lunge ab, die sich der Bildgebung bislang entzogen, wie die distal der
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Segmentbronchien gelegenen Bronchien und Bronchiolen und die zentral gelegenen Alveolen. Da
diese Untersuchungen nur an der beatmeten Maus erfolgen konnten, entbehrt auch die
Kapnographie Werte unter Spontanatmung. Ein weiteres Manko der Kapnographie, bei der der
CO»>-Gehalt {iber die Exspirationsphase mehrerer Atemzyklen im Mittel gemessen und
anschlieBend mit dem gemessenen CO,-Partialdruck im arteriellen Blut und der Bohr-Formel in
das Volumen des funktionellen Totraums umgerechnet wird, ist der Verlust der Messgenauigkeit,
wie sie aus der Humanmedizin bei der Kapnovolumetrie bekannt ist. Aufgrund der geringen
Volumina und der hohen Atmungsfrequenz bei der Maus ist so eine Unterscheidung in
anatomischen und alveoldren Totraum anhand eines einzelnen Atemzuges nicht moglich. Eine
weitere erginzende Methode war die Messung der Strahlendichte, anhand derer die Beliiftung des
Lungenparenchyms beurteilbar wurde. So konnten mit komplementiren Methoden alle Bereiche
der Lunge untersucht werden und neue Methoden durch bereits standardmifBig verwendete
Methoden validiert und unterstiitzt werden.

Zu den bereits lidnger etablierten Methoden gehoren auch die Messung des mittleren
Atemwegdruckes und die unter hinzuziehen des Tidalvolumens berechnete Lungencompliance.
Diese konventionelle Berechnung wurde in der vorliegenden Arbeit ebenfalls fiir die Daten aus der
Kapnographie, also fiir die Compliance des funktionellen Totraums, verwendet, daran
angeschlossen wurde aber die Berechnung der Compliance der oberen Atemwege, was durch die
vorliegenden Daten aus dem vCT erstmals moglich war. Die hier gemachten Beobachtungen zu
den unterschiedlichen Dehnungsfahigkeiten der einzelnen Atemwegsabschnitte, waren also nur
aufgrund der Synthese von bekannten und neuen Methoden realisierbar und sind damit ein gutes
Beispiel fiir eine Weiterentwicklung vorhandener Messverfahren. Auch die Histologie von
Lungenschnitten gehdrt zu den bewihrten Methoden fiir die Evaluierung des Lungenschadens und
gab mit den gefundenen perivaskuldren Blutungen erste Erkldrungsversuche fiir die
Beobachtungen aus den neuartigen bildgebenden Verfahren.

Neben den unterschiedlichen Messverfahren wurden in der vorliegenden Studie auch verschiedene
Messsysteme verwendet. Das Versuchstier Maus bildete den Schwerpunkt fiir die Untersuchungen.
An der Maus war es moglich, Versuche mit den neuen Messmethoden wie dem vCT zu machen
und die gewonnenen Erkenntnisse mit bereits bestehenden Ergebnissen aus zuriickliegenden
Studien zu vergleichen. Die geringe GroBe der Maus machte es einerseits moglich, vCT

Aufnahmen des gesamten Thorax in sehr kurzer Zeit aufzunehmen, die hohe Atmungsfrequenz
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verhinderte allerdings Atemzug-getriggerte Studien. So musste auf die Darstellung der Atemwege
zu den verschiedenen Phasen des Atemzyklus verzichtet werden. Wéhrend die meisten
Untersuchungen in vivo moglich waren, konnten anhand der ex vivo-Methoden, namlich die
Untersuchungen im Organbad, die Dehnungseigenschaften und die Entziindungsreaktion der
Trachea gemessen werden. Die Analyse der lokalen Entziindungsreaktion ermdglichte es, wichtige
Riickschliisse auf die schddigenden Folgen der Dehnung der oberen Atemwege zu ziehen, was
anhand systemisch im Blut oder organweit in der BAL gemessener Zytokinkonzentrationen nicht
zielfilhrend gewesen wire. Die Analyse der Dehnungseigenschaften isolierter Atemwege im
Organbad erlaubte es, ein weiteres Untersuchungsobjekt in die Studie miteinzubeziehen. Die an
murinen Tracheen gewonnen Werte konnten mit denen kaliberdhnlicher porciner Atemwege
vergleichen werden und so wurde die Voraussetzung fiir eine erste Ubertragungsméoglichkeit auf
groflere Sdugetiere geschaffen. Wenngleich das Schwein kein optimales Forschungsobjekt fiir die
Pathogenese humaner Lungenerkrankungen gilt, stellen Untersuchungen an porcinen Lungen doch
einen annehmbaren Kompromiss zwischen der Anatomie des Menschen und der, hinsichtlich
ethischer, finanzieller und praktischer Gesichtspunkte, einfacheren Durchfiihrbarkeit der
Untersuchungen an der Maus dar. Eben jene anatomische Vergleichbarkeit zwischen murinen und
porcinen Atemwegen wurde hier anhand histologischer Kriterien wie die Anordnung der
Knorpelscherben iiberpriift.

Die vorliegende Studie verbindet demnach neuartige und bewdhrte Methoden und kombiniert
sowohl in vivo als auch ex vivo Messsysteme an zwei verschiedenen Spezies. So werden die
Ergebnisse methodisch ergédnzt, systemspezifische Nachteile groBtenteils ausgeglichen und die

gewonnen Erkenntnisse zugleich validiert.

5.2.Die mechanische Beatmung fiihrt zur Aufdehnung der oberen Atemwege der
Maus

Die Moglichkeit, anésthesierte und beatmete Mause in einem Prototyp des neuartigen Volumen-
Computertomographen mit Flichendetektoren untersuchen zu konnen, erdffnete erstmals die
Voraussetzungen, die Atemwege beatmeter Méuse sowohl unter sehr hoher raumlicher als auch
zeitlicher Auflosung darstellen zu konnen. Dies erlaubte die Darstellung und volumetrische
Analyse der Atemwege bis auf Hohe der Segmentbronchien mit einem Durchmesser von etwa
0,8 mm unter Beatmung mit verschiedenen Tidalvolumina. Wenngleich es aufgrund der kurzen

Aufnahmedauer von 19 Sekunden zwar gelang, mehrere Scans an einem Tier hintereinander
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durchzufiihren, war es nicht mdglich, die einzelnen Scans auf eine bestimmte Atemphase
auszurichten. Der Versuch, die Aufnahme mit Hilfe eines Atemgatings zu triggern, also innerhalb
eines Scans einem definitiven Zeitpunkt in der Inspirations- oder Exspirationsphase zuzuordnen,
scheiterten an der hohen Atmungsfrequenz der Mause, fiir die der Prototyp aus der Humanmedizin
nicht ausgelegt war. Das Ansteuern (triggern) einer bestimmten Phase des Atemzyklus hétte die
Aufnahmezeit fiir jeden Scan zudem derart verldngert, dass dann keine Untersuchungen in der
erfolgten zeitlichen Dichte zu den unterschiedlichen Beatmungssettings moglich gewesen wéren.
So wurde der Fokus der Untersuchungen auf das Verhalten der Atemwege unter verschiedenen
Bedingungen und iiber eine klinisch relevante Beobachtungszeit und nicht auf die einzelnen Phasen
des Atemzyklus gelegt. Die Datenanalyse erfolgte demnach an nicht getriggerten, iiber den
gesamten Atemzyklus verteilten Aufnahmen. Jede dieser Aufnahme umfasst in den dargestellten
Ergebnissen unter einer Beatmung mit 15 ml/kg KG etwa 32 Atemzyklen beziehungsweise unter
einer Beatmung mit 6 ml/kg KG durchschnittlich 54 aufeinanderfolgende Atemzyklen.

Die ausgewerteten Ergebnisse zur Aufdehnung der oberen Atemwege wéren also einerseits in
maximaler Inspiration eventuell noch deutlicher darzustellen, andererseits sind sie in der
endinspiratorischen Phase durch das Anlegen eines PEEPs von 2 cmH>0 beeinflusst, da es nie zu
einem vollstaindigen Druckabfall in der Ausatmungsphase kommt. Es kann hier also eine
quantitative und qualitative Aussage iiber die Aufdehnung der Atemwege unter mechanischer
Beatmung gemacht werden.

Die Arbeitsgruppe um Sinclair konnte bereits sehr detaillierte mikrofokale Rontgenaufnahmen
jeweils in der endinspiratorischen und endexspiratorischen Phase von Ratten machen, die das
Rontgenkontrastmittel Tantalumstaub inhaliert hatten (83). Hier konnte gezeigt werden, dass es
bereits unter Spontanatmung bei jeder Inspiration zu einer Aufdehnung der oberen Atemwege
kommt. Des Weiteren zeigte die Arbeitsgruppe, dass unter mechanischer Beatmung die
circumferentielle Dehnung der Atemwege mit zunehmenden Atemwegsdriicken steigt. Beide
Ergebnisse festigen die Beobachtungen, die in der vorliegenden Arbeit gemacht werden konnten:
Eine mechanische Beatmung fiihrt zu einer deutlichen und reversiblen Aufdehnung der oberen
Atemwege.

Durch die dreidimensionale Aufarbeitung der vCT Scans konnten die gewonnen Daten in der
vorliegenden Arbeit zudem auch erstmals volumetrisch ausgewertet werden. Es konnte gezeigt

werden, dass es bereits unter einer protektiven Beatmung mit 6 ml/’kg KG Vr nahezu zu einer
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Verdopplung des anatomischen Totraums der dargestellten Atemwege kommt, vergleicht man die
Zeitpunkte unter Spontanatmung und unter Beatmung. Wiéhrend der Totraum der mittels vCT
darstellbaren oberen Atemwege der Maus unter Spontanatmung etwa ein Drittel des
Gesamttotraums ausmacht (anatomischer Totraum einer 25g Maus unter Spontanatmung ist etwa
0,06125 ml (81; 90; 101)), wird dieser Wert unter einer Beatmung mit 6 ml/’kg KG Vr einerseits
verdoppelt, andererseits macht dieses zusétzliche Volumen dann bereits knapp 23% des
eingebrachten Tidalvolumens (0,175 ml bei einer 25 g Maus bei 6 ml/kg KG Vr (90; 101)) aus,
das Volumen der distalen Atemwege noch gar nicht mit einberechnet. Die Vermutung liegt nahe,
dass es unter diesen Bedingungen zu einer Unterversorgung der Alveolen mit Volumen
beziehungsweise Sauerstoff kommt, da das Atemzugvolumen sozusagen ,,ungenutzt“ in den
zuleitenden Atemwegen ,,versackt®. Unter den hier gemachten Versuchen kam es jedoch nicht zu
einem volumenbedingten Sauerstoffmangel, da alle Versuche in vivo mit einer FiO, von 1,0

durchgefiihrt wurden.

5.3.Die oberen Atemwege iibernehmen eine Pufferfunktion in der
Atmungsphysiologie

Anhand der Kapnographie konnten die Effekte der mechanischen Beatmung als lineare Zunahme
des gesamten funktionellen Totraums bei ansteigendem Tidalvolumen beschrieben werden. Auch
der Atemwegsdruck nahm mit zunehmendem Tidalvolumen nahezu linear zu. Beide Ergebnisse
bestitigen die abstrakte Uberlegung, dass es mit zunechmendem zugefiihrtem Volumen in einem in
sich abgeschlossenen Korper sowohl zu einer Erhdhung des Drucks als auch zu einer Erweiterung
des gefiillten Raums kommen muss. Diese abstrakte These trifft auch fiir die Dehnung der Lunge
bei einem einzelnen Atemzug zu, zumindest bei einem mittleren Fiillungszustand. Zu Beginn der
Einatmung ist die Compliance der Lunge jedoch noch gréfer und bei maximaler Inspiration
erreicht die Dehnbarkeit, 4hnlich wie bei einem Luftballon, ein Plateau. Wahrend der Druck weiter
ansteigt, bleibt das Volumen dann konstant (49). Erst wenn die Dehnbarkeit der Lunge
iiberschritten wird, folgt eine Uberdehnung mit strukturellen Gewebeschiiden der anatomischen
Strukturen, namentlich der Alveolen und die Elastizitit geht génzlich verloren.Hinsichtlich des
funktionellen Totraums waren die Ergebnisse zur Dehnbarkeit also eher erwartet als iiberraschend.
Durch die hochauflosende Bildgebung im vCT konnte jedoch erstmals eindriicklich gezeigt
werden, dass die oberen Atemwege mit zunehmendem Tidalvolumen ein nicht-lineares, sondern

vielmehr glockenférmiges Verhalten zeigen und bei einem moderaten Atemzugvolumen von 10
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ml/kg KG der grofiten Aufdehnung unterliegen, einer signifikant geringeren Aufdehnung jedoch
bei einer hochvolumigen Beatmung von 15 ml/kg KG. Daraufhin wurde untersucht, in welchen
Segmenten der oberen Atemwege diese Erweiterung stattfindet, und es konnte gezeigt werden, dass
das glockenformige Verhalten ausschlieBlich in den beiden Hauptbronchien erfolgt. Dieser
proximale Abschnitt liegt bei der Maus noch extrapulmonal und zeigt, trotz der histologisch
nachweisbaren Knorpelscherben (44) in der Bronchialwand, die groSte Dehnung im Verhéltnis
zum Durchmesser unter Spontanatmung. Dem entgegengesetzt zeigen die Trachea mit ihren
nahezu vollstindig geschlossenen C-formigen Knorpelspangen und die kleineren
Segmentbronchien ein lineares Aufdehnungsverhalten mit zunehmendem Tidalvolumen. Gerade
letztere stellen unter physiologischen Bedingungen den Grofiteil des Gesamttotraums, so dass sich
hier eine Erkldrung fiir die lineare Zunahme des kapnographisch ermittelten funktionellen
Totraums findet. Die ebenso gleichméflig abnehmende Rontgendichte des Lungenparenchyms,
anhand derer die zunehmende Beliiftung des Gewebes beschrieben werden kann, unterstiitzt diese
Annahme, ist aber anteilig am Gesamtgewebe eher der Aufdehnung der Alveolen als den kleineren
Bronchien geschuldet.

Ein weiteres Aufdehnungsverhalten zeigen eben diese Alveolen in der intravitalmikroskopischen
Untersuchung. Hier konnte unter einer Beatmung mit 15 ml/kg KG Vr eine sprunghafte,
unverhdltnismiBig starke Aufdehnung beobachtet werden. Dieser intravitalmikroskopisch
erhobene Befund ist sogar noch eine Unterschitzung der tatséchlichen Aufdehnung, da in den
dargestellten Ergebnissen nur die Durchschnittsflichenzunahme beschrieben wird, sich die
Alveolen aber dreidimensional ausdehnen. Nimmt man etwa die hier angeschnittene
Alveolenflache vereinfacht als Kugelquerschnittsflache (n*r?), vergroBert sich bei einer Zunahme
des Tidalvolumens von 10 auf 15 ml/kg KG die Fliche um etwa 38%, das Volumen (4/3*n*r?) der
zugehorigen Kugel mit gleichem Radius aber um etwa 63%. Bei der immensen Anzahl der
Alveolen hat diese drastische Aufdehnung einerseits einen bedeutenden Volumeneffekt,
andererseits wird hier deutlich, welcher Dehnung die Alveolen bei einer Uberbeatmung
unterliegen.

In der hier vorgestellten Studie wurden zwar unterschiedliche Methoden der Compliance-Messung
herangezogen (kapnographisch beziehungsweise durch Bildgebung ermitteltes Volumen, quasi-
statische Messung im Organbad beziehungsweise dynamische Messung in vivo, isolierter

Atemweg beziehungsweise Gesamtorganismus), wodurch die quantitativen Unterschiede in den
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Werten zu begriinden sind, dennoch lésst sich durch die jeweils beibehaltene Messmethode fiir den
einzelnen Atemwegsabschnitt eine Aussage iliber das Verhalten der Compliance unter den
verschiedenen Tidalvolumina treffen.

Die unterschiedlichen Abschnitte des Bronchialbaums bis hin in die gasaustauschenden Alveolen
weisen also unterschiedliche Druck-Dehnungs-Beziechungen und dementsprechend auch
unterschiedliche Compliances auf. Diese segmentspezifische Eigenschaft hat eine enorme
funktionelle Auswirkung: Wihrend unter einem nahezu physiologischen Atemzugvolumen von
6 ml/’kg KG gut ein Drittel des Volumens in den dehnbaren oberen Atemwegen verbleibt, so wie
es auch Sinclair unter der Spontanatmung bei Ratten beobachten konnte (83), konnen diese oberen
Atemwege, und hier namentlich die beiden Hauptbronchien, ihre Dehnbarkeit unter einem
unphysiologisch erhohten Volumen von 10 ml/kg KG noch steigern und fangen so einen GroBteil
des zusitzlichen, schiddigenden Volumens ab. Ist aber ein gewisser Volumenschwellenwert
iiberschritten - in der vorliegenden Studie lag dieser Schwellenwert zwischen 10 und 15 ml/kg KG
Vr - versagt die Dehnbarkeit der oberen Atemwege unter Verlust der protektiven Puffer-Funktion
und gibt das iiberschieBende Volumen nahezu unvermindert an die dehnungsempfindlichen
Alveolen weiter. Es kommt zu der beschriebenen unverhaltnisméBig grofen Aufdehnung der
Alveolen mit den zuvor erwdhnten, schddigenden Folgen eines beatmungsinduzierten
Lungenschadens.

Die maximale Dehnbarkeit der Hauptbronchien mit ihrem  glockenférmigen
Aufdehnungsverhalten, ist also bei einem Tidalvolumen von etwa 10 ml/kg KG beziehungsweise
den entsprechenden Atemwegsdriicken erreicht. Diese Beobachtung einer maximalen Dehnbarkeit
machten auch die Arbeitsgruppen um Waters in Ratten (83) und Hyatt und Flath in beatmeten
Hunden (43). Auf die funktionellen Folgen dieser Restriktion wurde dort aber nicht eingegangen.
Erstaunlich ist jedoch die Beobachtung, dass die Compliance der gesamten oberen Atemwege
(Trachea bis Segmentbronchien), wie sie aus den durch die vCT Scans ermittelten Volumina und
den gemessenen Atemwegsdriicken berechnet wurde, unter der grovolumigen Beatmung mit 15
ml/kg KG Vrt nicht das erwartete Plateau, sondern tendenziell eine Abnahme aufweist, obwohl der
Atemwegsdruck und das eingebrachte Volumen noch ansteigen. Folglich zeigen auch die beiden
Hauptbronchien das unerwartete glockenformige Dehnungsverhalten. Die Vermutung liegt also
nahe, dass die Dehnbarkeit zum einen durch die anatomischen Bedingungen, also Knorpelscherben

und begrenzte Volumenzunahme durch den Widerstand des umliegenden Thorax, vorgegeben
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wird, diese maximal mogliche Dehnbarkeit aber bei hohen Tidalvolumina durch gewisse
Strukturverdnderungen zusétzlich eingeschrankt wird.

Was diese Strukturverdnderung bewirkt und ausmacht, kann derzeit nur gemutmal3t werden.
Relevante Hinweise auf eventuell zugrundeliegende Pathomechanismen erschlie3en sich aus den
deutlichen histologischen Verdnderungen nach einer Beatmung mit 15 ml’kg KG Vrt. Die hier
gesehenen Blutungen um peribronchiale Gefifle konnten einen ersten Hinweis auf die
Einschrinkungen der Durchmesserzunahme der betroffenen Bronchien liefern. Ahnliche
Anzeichen fanden auch Lowe und Kollegen, die eine Abnahme der Compliance der Lunge
aufgrund perivaskulirer Odeme, die durch eine intravendse Thapsigargin-Infusion verursacht
wurden, zeigen konnten (55). Dieses Entstehen perivaskulirer Odeme konnten ebenfalls in eigenen
Versuchen, ohne Thapsigargin-Gabe aber nach bronchoalveoldrer Lavage, gezeigt werden (70).
Die in der vorliegenden Studie beobachteten histologischen Verdnderungen an den
intrapulmonalen Gefdfen und Bronchien erkléren also moglicherweise, warum es zur Abnahme
der Compliance in den extrapulmonalen Hauptbronchien der Maus kommt.

Eine zunehmende Versteifung der oberen Atemwege bei anhaltender Beatmung wére auch denkbar
durch eine Akkumulation von Leukozyten, wie sie Wagner mit Kollegen nach einer Beatmung mit
hohen Driicken in der Trachea von Maiusen zeigen konnte (104) und durch die nachfolgende
Entziindung mit klassischer Gewebeschwellung.

Beide Erklarungen fiir das glockenformige Aufdehnungsverhalten der Hauptbronchien, die
perivaskuldren Blutungen und die sich eventuell entwickelnde Entziindungsreaktion lassen sich
aber nur schwer mit der Tatsache vereinen, dass einige der gemachten Beobachtungen
(Kapnographie, Intravitalmikroskopie der Alveolen) zum Verhalten der Atemwege vollstindig
reversibel und im selben Tier auch wiederholbar waren. Wéhrend eine Abnahme des Volumens
noch moglich ist, wire also die erneute glockenférmige Dehnung der Hauptbronchien dadurch
ausgeschlossen, dass eine groBBere Dehnung bei 10 ml/kg KG V1 durch raumfordernde strukturelle
Verianderungen verhindert wird. Die Studien im vCT erfolgten nicht in randomisierter Reihenfolge,
denn auch bei der mit Spontanatmungsphasen unterbrochenen Beatmung wurde das Tidalvolumen
sequentiell erhoht. Die direkte Bildgebung der Hauptbronchien scheidet fiir die Uberpriifung dieser
Uberlegung also aus. Die kapnographische Messung des funktionellen Totraums wurde allerdings
in randomisierter Reihenfolge und wiederholt im selben Tier untersucht, ebenso die sprunghafte

Aufdehnung der Alveolen unter den verschiedenen Atemzugvolumina. Beide Untersuchungen
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sprechen fiir eine Reversibilitidt der maximalen Dehnung der Hauptbronchien bei 10 ml/kg KG Vr,
die auch nach einer Beatmung mit 15 ml/kg KG Vr vollstédndig zu wiederholen war. Fiir die These,
dass die Hauptbronchien nicht erneut maximal aufgedehnt werden kénnen, sondern durch die
Entzlindungsreaktion und die raumfordernden perivaskuldren Blutungen dauerhaft in ihrer
Dehnungsfahigkeit eingeschrinkt sind, spricht aber, dass allein aus der Alveolardynamik und der
Kapnographie keine Riickschliisse auf das Verhalten der Hauptbronchien gezogen werden sollte.

Das besondere Dehnungsverhalten, wie es fiir die Hauptbronchien gezeigt werden konnte,
unterstiitzt die These, dass iiberschiissiges Volumen bei einer moderaten Beatmung vorrangig in
extraalveoldren luftleitenden Bereichen abgefangen wird. Dies wird auch bereits 1999 in der
wichtigen Studie von Tschumperlin und Marguelies angedeutet, die zeigen konnten, dass die
Flache der alveoldren Basalmembran mit zunehmendem Lungenvolumen hyperbol zunimmt (96).
Wihrend das Lungenvolumen und der Atemwegsdruck mit zunehmendem Tidalvolumen linear
ansteigen, werden die Alveolen zunichst nur gering, bei htherem Lungenvolumen aber stark
gedehnt. Auch bei den an isolierten Rattenlungen durchgefiihrten Messungen von Tschumperlin
und Margulies lésst sich also ein ,,Versacken™ des Tidalvolumens in den proximalen Atemwegen
ablesen. Was die Abnahme der Compliance der oberen Atemwege bei einer deutlichen
Uberbeatmung mit 15 ml/kg KG Vr verursacht und ob die hier erstmals postulierten Pufferfunktion
der Hauptbronchien durch eine einmalige Schidigung dauerhaft eingeschriankt wird, kann an dieser

Stelle nicht abschlieBend geklart werden.

S5.4.Die  Aufdehnung der Atemwege trigt zur Entstehung des
beatmungsinduzierten Lungenschadens bei

Die Entstehung des beatmungsinduzierten Lungenschadens wird bislang in der Literatur
vornehmlich einer Uberdehnung der Alveolen zugeschrieben (27; 62; 95; 98; 102), eine
Beobachtung, die auch in der hier vorliegenden Studie bei einer Uberbeatmung mit 15 ml/kg KG
gemacht werden konnte. Folgen dieser alveoliren Uberdehnung kénnen die Ausschiittung von
Zytokinen aus dem Lungengewebe sein (41; 95), die eine Rekrutierung von Leukozyten in das
Lungenparenchym  und  Barrierefunktionsstorungen  der  Blut-Luft-Schranke  mit
Lungenddembildung verursachen konnen. Mit der Zytokinausschiittung ist das entscheidende
Kritertum des Biotrauma-Konzepts (27; 95; 102) des beatmungsinduzierten Lungenschadens
erfiillt. Im Experiment und auch in der Klinik wird die Zytokinausschiittung aus dem

Lungengewebe und einwandernden Leukozyten meist systemisch im Blut (60) oder
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lungenspezifisch in der BAL (32) gemessen, eine Ergidnzung dazu ist die Bestimmung der
Infiltration neutrophiler Granulozyten beziehungsweise der Myeloperoxidaseaktivitit im
Lungengewebe als Indikator der Neutrophilenakkumulation (52). Mit den hier gezeigten
Ergebnissen konnen die bisherigen Daten, die diese Entziindungssymptome alleinig auf die
Uberdehnung der empfindlichen Alveolen zuriickfiihren, jedoch hinterfragt werden.

Bereits in den durch die anatomischen Voraussetzungen relativ steifen Tracheen von Méausen lief3
sich durch die Beatmung und die dadurch verursachte Dehnung an den Zwischenknorpelringen
eine signifikante Zytokinausschiittung provozieren. Die druckgesteuerte Beatmung im Organbad
lasst sich zwar nicht deckungsgleich auf die volumengesteuerte Beatmung in vivo libertragen,
erreicht mit einem Spitzendruck von 17 cmH>O jedoch vergleichbare Werte wie die Beatmung mit
einem Tidalvolumen von 15 ml/kg KG und imitiert zusétzlich die reziproke Durchstromung des
Atemwegs in Abwesenheit der nachgeschalteten Lunge. Vergleicht man nun die
Dehnungsfahigkeit der Trachea mit der der Hauptbronchien oder die gedehnte Reaktionsfliche,
also die reaktive innere Auskleidung, der Trachea mit der der Segmentbronchien, konnte die
Zytokinausschiittung der beiden hier untersuchten proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-
1B in den sich der Trachea anschlieBenden Atemwege aufgrund mangelnder Knorpelspangen und
groBBere Gesamtoberfliche noch um ein vielfaches grofer sein. Die Ausschiittung von MIP-2
hingegen bleibt sowohl in der unbeatmeten als auch durch Beatmung gedehnten Trachea bei
gleichem Niveau, da MIP-2 vornehmlich von mobilen Entziindungszellen exprimiert wird (6), die
in der isolierten Trachea mit vor allem epithelialen und mesenchymalen Zellen nur in geringem
MaBe vorhanden sind. Die Uberpriifung der MIP-2 Konzentration diente hier damit als
Negativkontrolle.

Erste Beobachtungen zur lokalen Zytokinausschiittung konnte 2003 bereits die Arbeitsgruppe um
Kavanagh machen, die in fiir 90 Minuten mit 25 ml/kg KG Vr liberbeatmeten Rattenlungen anhand
von Microarrays eine Hochregulierung von IL-1PB nachweisen konnten. Mit Hilfe von in situ
Hybridisierung und Laser-assistierter Microdissektion konnte die Hochregulierung von IL-18
sowie dreier weiterer Zielgene (Egr-1, c-Jun und HSP70) vornehmlich im bronchioldren und nicht
etwa im alveoldren Epithel lokalisiert werden (23). Diese Ergebnisse auf Ebene der Gene
unterstiitzen unsere Hypothese, dass die Dehnung der oberen Atemwege zu einer lokalen
Entzlindungsreaktion fiihrt. Funktionelle Untersuchungen der Folgen einer solchen

Hochregulierung inflammatorischer Gene konnte Wagner mit ihren Kollegen machen, indem sie
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mittels Intravitalmikroskopie nachwies, dass eine Beatmung mit hohen PEEP-Werten die Adhésion
von Leukozyten an postkapilliren Venolen der Atemwege in beatmeten Méusen und Ratten
stimuliert (54; 104). Diese PEEP-stimulierte Adhésion konnte mit einem unspezifischen Selektin-
Inhibitor, Fucoidin, blockiert werden (54) und fehlte in Mausen mit einer Defizienz fiir P-Selektin
oder das interzelluldre Adhdsionsmolekiil ICAM-1 (104). Das spricht dafiir, dass die Dehnung der
Atemwege die Expression von Leukozyten-Adhdsionsmolekiilen im Endothel peribronchialer
Blutgefdfle verstiarkt. Eine Auswirkung der Dehnung auf die peribronchialen Blutgefifie konnte
auch in der hier vorgestellten Studie nachgewiesen werden: Die Blutungen aus den Gefdl3en in der
Néhe der gedehnten Atemwege konnten die Folge einer Permeabilitédtssteigerung sein, wie sie
durch die vom Parenchym sowie von eingewanderten und aktivierten Leukozyten ausgeschiitteten
Zytokinen herrithren konnen (57). Die peribronchialen Blutungen traten bereits bei einem
Tidalvolumen von 10 ml/kg KG auf'und die ursdchliche Dehnung der Atemwege zeigte sich bereits
bei einer mechanischen Beatmung mit 6 ml/kg KG V1. Damit spielen die gezeigten Verdnderungen
auf Gen-, Protein- und funktioneller Ebene vermutlich bereits bei moderaten und klinisch
relevanten Atemzugvolumina eine Rolle, und es konnte gezeigt werden, dass die Reaktion nicht
nur auf die Atemwege begrenzt bleibt, sondern Auswirkungen auf das umliegende Gewebe
beziehungsweise die umliegenden Gefille hat. Werden diese moderaten Atemzugvolumina
iiberschritten und die oben beschriebene protektive Pufferfunktion der oberen Atemwege
ausgereizt, kommt es, wie in der Literatur postuliert (27) und in den histologischen Schnitten
bestitigt, bei einer Beatmung mit 15 ml/kg KG Vr zur Uberdehnung der Alveolen mit einer
Verletzung der Blut-Luft-Schranke und Einblutungen in den Alveolarraum. Wiahrend sich die hier
gemachten Beobachtungen zur Alveolenschidigung unter hochvolumiger Beatmung also mit der
bisher angenommenen Ursache fiir die Entstehung des beatmungsinduzierten Lungenschadens
decken, konnte jetzt gezeigt werden, dass schon vor der klinisch nachweisbaren
Alveolenschidigung die luftleitenden Atemwege auch unter wesentlich geringeren Tidalvolumina
gedehnt werden und die gezeigten proinflammatorischen Reaktionen auslosen konnen. Es kann
also angenommen werden, dass die bisher experimentell untersuchten Entziindungsparameter, die
anhand systemischer Zytokinwerte im Blut gemessen wurden beziehungsweise anhand ermittelter
Zellzahlen von neutrophilen Granulozyten im vollstindigem Lungengewebe bestimmt wurden,
nicht ausschlieBlich der Reaktion der Alveolen, sondern zumindest anteilig auch der Dehnung der

Atemwege zugeschrieben werden miissen. Damit konnte mit der vorliegenden Untersuchung
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erstmalig gezeigt werden, dass die oberen Atemwege eine bislang unerkannte, aber durchaus zu

berticksichtigende Rolle in der Pathogenese des beatmungsinduzierten Lungenschadens spielen.

5.5. Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf grofere Siugetiere und den Menschen

Es konnte gezeigt werden, dass den oberen Atemwegen in der Pathogenese des
beatmungsinduzierten Lungenschadens der Maus eine erhebliche Bedeutung zukommen koénnte.
Doch lassen sich die gewonnen Erkenntnisse auch auf groflere Sdugetiere oder gar den Menschen
iibertragen? Eine derartige Aufdehnung der oberen Atemwege, wie sie bei der Maus beobachtet
werden konnte, wurde bei beatmeten Patienten bislang nicht dokumentiert. Es ist davon
auszugehen, dass die oberen Atemwege des Menschen keiner solchen deutlichen Aufdehnung
unter mechanischer Beatmung unterliegen, da sie deutlich rigider als bei der Maus scheinen. Dies
stimmt auch mit der Anatomie der Hauptbronchien des Menschen mit ihren geschlossenen
Knorpelringen (7) iiberein, die einer widerstandslosen Aufdehnung widerspricht. Demgegeniiber
entspricht die Anatomie der murinen Hauptbronchien mit den in die Wand der Atemwege
eingelagerten Knorpelscheiben vielmehr dem Aufbau der distalen Bronchien zwischen Segment-
und terminalen Bronchien bei groBeren Sdugetieren. Um eine Vergleichbarkeit herzustellen,
musste untersucht werden, ob die distalen Atemwege von grofleren Sdugern einer vergleichbaren
Dehnung wie die oberen Atemwege bei der Maus bei mechanischer Beatmung unterliegen. Um
erste Daten zu dieser Fragestellung zu sammeln, wurden im Durchmesser der Trachea &hnliche
Segmentbronchien des Schweins untersucht, mit dem Ergebnis, dass die umfassenden
Knorpelscherben der porcinen Segmentbronchien einen angemessenen Vergleich hinsichtlich der
Anatomie der murinen Trachea zulassen. Die Knorpelscherben treten sowohl beim Schwein als
auch beim Menschen bis in sehr kleine Bronchien auf und halten durch diese Stiitzfunktion die
Atemwege passiv offen. Bei der Maus treten diese groen Knorpelscherben neben der unteren
Trachea nur in den Hauptbronchien auf (44; 47) und letztere zeigen in den bisherigen Ergebnissen
eine noch deutlichere Dehnbarkeit als die Trachea. Es ist also zundchst davon auszugehen, dass
auch die von Scherben gestiitzten Segmentbronchien des Schweins noch eine deutlich hohere
Dehnbarkeit aufweisen als die der murinen Trachea und eventuell in der Dehnbarkeit den
Hauptbronchien der Maus dhneln, die sich einer weitergehenden Untersuchung aber aufgrund der
geringen Segmentldnge und Veristelung entzogen.

Der direkte Vergleich hinsichtlich der Compliance beider Atemwege unterstiitzt die Vermutung,

dass in den kleineren Atemwegen des Schweins dhnliche Druck-Dehnungsbeziehungen wie in der

76



Diskussion

Trachea der Maus vorliegen. Auch wenn dadurch die potentielle Dehnbarkeit der isolierten
porcinen Segmentbronchien gezeigt werden konnte, ist es anhand der préliminidren Daten jedoch
nicht moglich, die an der Maus gewonnenen Hinweise direkt auf die distalen Atemwege groBBerer
Saugetiere und des Menschen zu iibertragen. Die Tatsache, dass die Hauptbronchien der Maus im
Gegensatz zu den intrapulmonalen Atemwegen der groBeren Séuger extrapulmonal liegen, die
Unterschiede in der Verteilung der Knorpelscherben und die verschiedenen Aufzweigungsmuster
des Bronchialbaumes in den unterschiedlichen Spezies sind nur einige Gegebenheiten, die die
Ubertragbarkeit erschweren. Zudem muss davon ausgegangen werden, dass das Druck-
Dehnungsverhalten vor allem der kleineren Atemwege stark von den Eigenschaften, also unter
anderem von Widerstand und Elastizitdt, des umliegenden Gewebes und dessen parenchymalen
Verbindungen zu der dulleren Wand der Atemwege abhidngen. Auch wenn diese Einwinde
vermutlich grofle Einfliisse auf die quantitative Dehnung der kleineren Atemwege groBerer
Sdugetiere haben, ist eine qualitative Ubertragung der gewonnen Erkenntnisse aber durchaus
durchfiihrbar ndmlich insofern dass erstens eine Aufdehnung der konduktiven Atemwege aus
anatomischer Sicht moglich ist, dass diese Aufdehnung zweitens ein Volumenreservoir zum
Abfangen tberschieender Tidalvolumina zum Schutz der dehnungsempfindlichen Alveolen
darstellen konnte und dass drittens die Aufdehnung der Atemwege mit einer proinflammatorischen
Reaktion einen potentiellen Beitrag zur Entstehung des beatmungsassoziierten Lungenschadens
hat. Die Vermutung, dass die bei der Maus beobachteten Effekte der mechanischen Beatmung auf
die oberen Atemwege, und hier vor allem auf die Hauptbronchien, bei grofleren Sdugern und dem
Menschen in dhnlicher Weise in den weiter distal gelegenen kleineren Bronchien auftreten, bedarf
weiterer Untersuchungen. Lassen sich die in der vorliegenden Arbeit an Mdusen gemachten Daten
tatsichlich auch auf beatmete Patienten iibertragen, stellen die oberen Atemwege mit ihrer zugleich
protektiven als auch dehnungsempfindlichen Reaktion auf die mechanische Beatmung eine neues

Zielobjekt fiir die Verbesserung protektiver Beatmungsverfahren dar.

5.6. Physiologische und klinische Relevanz in der Veterinir- und Humanmedizin
Die praliminédren Daten zu den Dehnungseigenschaften der Atemwege geben folglich einen ersten
Hinweis auf die Ubertragbarkeit der an der Maus gewonnenen Erkenntnisse auf groBere Siugetiere
beziehungsweise den Menschen. Das hier erstmals postulierte Konzept, dass iiberschiissiges

Tidalvolumen innerhalb der Atemwege umverteilt werden kann, hat sowohl physiologische als
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auch klinische Bedeutung in der Medizin. Drei Hauptaussagen zu diesem Phidnomen kdnnen
gemacht werden:

Zunidchst konnte gezeigt werden, dass die oberen Atemwege quasi ein Volumenreservoir
darstellen, das die empfindlichen Alveolen vor einer schdadlichen Dehnung schiitzen kann.

In tierexperimentellen Studien mit Miusen fiihrt eine Beatmung mit geringen Tidalvolumina und
Raumluft erfahrungsgeméif allerdings zur Hypoxdmie und nicht selten zum Versterben des
Versuchstieres. Nach den hier gemachten Ergebnissen ist dieses Phdnomen mutmaBlich auf ein
,Versacken“ des Tidalvolumens in den mechanisch gedehnten oberen Atemwegen
zurlickzufithren. Durch die Beatmung mit reinem Sauerstoff konnte in der vorliegenden Studie
dieses Problem umgangen werden. Auch in der angewandten Medizin ist mit einer
Unterversorgung an Sauerstoff nach einer kiinstlichen Beatmung nicht zu rechnen, da sich die
Volumenzunahme der oberen Atemwege als vollstindig reversibel darstellte, wenn zur
Spontanatmung zuriickgekehrt wurde. Auch wenn die hier gemachten Untersuchungen zur
Reversibilitit erst nach einem Intervall von 10 miniitiger Spontanatmung stattfanden, hei3t das
nicht, dass die Atemwege nicht schon wesentlich friiher, eventuell direkt nach der Trennung vom
Beatmungsgerit, zu ihrem Ausgangsvolumen zurlickkehren. Hierfiir liefern die isoliert beatmeten
Tracheen Hinweise, die bei einem Atemwegsdruck von 0 mmHg in der Exspirationsphase sofort
zum Ausgangsdurchmesser ohne Beatmung zuriickkehrten und auch die Beobachtungen von
Sinclair zeigten, dass die Aufdehnung der oberen Atemwege innerhalb eines Atemzuges auf den
Ausgangswert zuriickféllt (83). Die Compliance-Messungen im Organbad der zunéchst fiir eine
Stunde in vivo mit unterschiedlichen Volumina beatmeten Tracheen zeigte zwar eine Tendenz, dass
es zu einer Art ,,Vordehnung“ der Atemwege kommen kann, allerdings konnten hier keine
signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Zudem ist in diese Uberlegungen noch nicht das
umliegende Gewebe, also sowohl das elastische Lungengewebe als auch der eine annéhernd feste
Begrenzung gebende Thorax miteinbezogen, wodurch eine dauerhafte Totraumerweiterung nach
einer mechanischen Beatmung vermutlich kaum klinische Relevanz hat.

Als zweite Beobachtung konnte das Vorhandensein eines gewissen Schwellenwertes beschrieben
werden, bei dessen Uberschreiten das Tidalvolumen in die distalen Atemwege und die sensitiven
Alveolen weitergeleitet wird. Wo dieser Schwellenwert bei verschiedenen Tierarten, im

Experiment und in der Klinik, oder beim Menschen unter kiinstlicher Beatmung liegt, wie dieser
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Wert patientenindividuell ermittelt und therapeutisch genutzt werden kann, bedarf jedoch
weitergehender Untersuchungen.

Die dritte Erkenntnis, die sich aus der Umverteilung des Atemzugvolumens {iiber den
Bronchialbaum und die daraus abzuleitenden Dehnungseigenschaften der einzelnen Abschnitte
ergibt, ist eine mechanistische Erkldrung fiir die bereits erkannte Problematik, dass die Druck-
Volumen-Kurve beziehungsweise die daraus abzulesende Compliance der gesamten Lunge ein
schlechter Indikator fiir die tatsdchliche Aufdehnung der Alveolen ist (79). Inwieweit also diese
protektiven Eigenschaften der Atemwege unter mechanischer Beatmung fiir die medizinische
Anwendung genutzt werden konnen, aber auch, welche weiteren physiologischen Folgen die mit
jedem Atemzug vollzogene geringe Dehnung der Atemwege, wie sie von Sinclair unter
Spontanatmung beobachtet wurden (83), nach sich ziehen, sollte Ziel weiterer Untersuchungen
sein.

Auch die Erkenntnisse zu der entziindlichen Reaktion der mechanisch gedehnten Atemwege bereits
unter klinisch relevanten Atemzugvolumina sollte Einfluss auf zukiinftige experimentelle Studien
und auf die Verbesserung der medizinisch notwendigen Beatmung haben. So sollte erneut
hinterfragt werden, ob die in der ARDS-Netzwerkstudie (1) empfohlene Beatmung mit
6 ml/kg KG Vtuneingeschrinkt als protektiv anzusehen ist, wenn in den vorliegenden Ergebnissen
bereits mit diesem geringen Tidalvolumen eine signifikante Aufdehnung der Atemwege
nachgewiesen werden konnte, obwohl dieses Volumen noch vergleichbar mit dem physiologischen
Tidalvolumen unter Spontanatmung von Mausen (89; 90) und Menschen (93) ist. Welche klinische
Relevanz diese Aufdehnung hat, zeigt sich in diversen Studien, die zeigen, dass auch bei einer
kleinvolumigen Beatmung eine deutliche entziindliche Reaktion bei Maiusen (38; 99) und
Menschen (112) verursacht wird. Diese Effekte lassen sich nicht ausschlieBlich auf die
Uberdehnung der Alveolen zuriickfithren, da ja das geringe Tidalvolumen dem unter
Spontanatmung entspricht (89; 90; 93), und erscheinen mit den hier hinzukommenden Ergebnissen
besser erkldrbar. Auch wenn in der aktuellen Studie der zusitzlich dehnende Effekt eines 2 cmH>0O
PEEP nicht auller Acht gelassen werden sollte, schwiécht das die klinische Relevanz der Ergebnisse
nicht ab, da bei der mechanischen Beatmung von tierischen und menschlichen Patienten
vergleichbare oder sogar hohere PEEP-Level als Standardeinstellung verwendet wird.

In den 1975 gemachten Beobachtungen von Hedenstierna konnte gezeigt werden, dass Patienten

mit einem Atemversagen bei zunehmendem Tidalvolumen einen etwa 50%igen Anstieg des mittels
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CO:z-Analyse gemessenen anatomischen Totraums zeigen, wenn sie mit einer Langzeitbeatmung
versorgt wurden (39). Zudem konnte ein deutlich linearer Zusammenhang zwischen dem
anatomischen Totraum und dem endinspiratorischen Trachealdruck gefunden werden. Beide
Ergebnisse wiesen demnach bereits damals auf eine mechanische Aufdehnung des anatomischen
Totraums hin und lassen sich durch die aktuellen, bildgebenden Verfahren bestdtigen. Weiter
konnten Hedenstierna und Lundberg in einer anderen Untersuchung darlegen, dass die
Atemwegscompliance von narkotisierten und beatmeten Patienten deutlich hoher ist als bei
spontanatmenden Patienten (40). Diese Feststellung lasst darauf schlieen, dass beatmete
Patienten, die schon allein durch die maschinelle Beatmung dem Risiko eines
beatmungsinduzierten Lungenschadens ausgesetzt sind, durch die zusétzliche Compliance-
Erhéhung unter Narkose und Beatmung ein nochmals héheres Risiko der Uberdehnung von
luftleitenden Atemwegen mit den beschriebenen schadigenden Folgen haben.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die luftleitenden Atemwege sowohl protektive als
auch zusétzlich dehnungssensitive, potentiell entziindliche Eigenschaften vereinen, die bislang
keine oder nur geringe Beachtung im aktuellen Stand der Wissenschaft fanden. Zusammenfassend
kann also gesagt werden, dass die Aufdehnung der luftleitenden Atemwege unter mechanischer
Beatmung ursdchlich in die pathogenetischen Konzepte des beatmungsinduzierten
Lungenschadens Eingang finden sollte. Dariiber hinaus sollte weitere Forschungsenergie in die
Frage investiert werden, ob die Aufdehnung der oberen Atemwege als Pufferfunktion gefordert
oder ob diese Aufdehnung aufgrund der lokalen Entziindungsreaktion verhindert werden sollte.
Weitere funktionelle und translationale Untersuchungen erscheinen vielversprechend, da sich die
Atemwege als eine aussichtsreiche Stellgrofe fiir die Entwicklung protektiver Beatmungsmodelle
beziehungsweise als ein vielversprechendes Zielorgan fiir ein therapeutisches FEingreifen

darstellen.
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6. Zusammenfassung

Quantitative Analyse des Totraums unter mechanischer Beatmung

Die Pathogenese des beatmungsinduzierten Lungenschadens wird in der aktuellen Literatur
vornehmlich einer Uberdehnung oder dem mechanisch hervorgerufenen Offnen und Kollabieren
der Alveolen zugeschrieben. Die Auswirkungen, die die mechanische Beatmung auf die oberen
Atemwege hat, wurden bislang hingegen kaum in Betracht gezogen. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Hypothese aufgestellt, dass die mechanische Beatmung zu einer Erweiterung der
luftleitenden Atemwege fiihren kann, die wiederum Anteil an der Entstehung des Krankheitsbildes
eines beatmungsinduzierten Lungenschadens hat.

Zur Durchfiihrung der Versuche wurden adulte C57Bl/6J Maiuse anésthesiert und mit
Tidalvolumina von 6, 10 beziehungsweise 15 ml/kg Korpergewicht beatmet. In volumen-
computertomographischen (vCT) Studien wurden die zentralen Atemwege der beatmeten Méduse
erfasst, segmentiert und dreidimensional rekonstruiert, um eine quantitative Analyse des Volumens
der oberen Atemwege zu ermdglichen. Mittels intravitalmikroskopischer Aufnahmen wurde
sowohl die Dehnung der isolierten Trachea im Organbad als auch die der subpleuralen Alveolen in
vivo untersucht. Zur Messung des funktionellen Totraums wurde an beatmeten Tieren eine
Kapnographie durchgefiihrt. Die Compliance der oberen Atemwege bezichungsweise des
gesamten funktionellen Totraums wurde anhand von entsprechenden Druck-Volumen-Kurven
berechnet. An isoliert beatmeten Tracheen wurde die beatmungsinduzierte Ausschiittung von
Frithphase-Zytokinen analysiert. Eine Untersuchung von histologischen Schnitten der Lungen nach
mechanischer Beatmung ermdglichte die Auswertung des entstandenen Gewebeschadens. Zum
Speziesvergleich wurden die mechanischen Eigenschaften muriner Tracheen und von
Segmentbronchien vergleichbaren Kalibers des Schweins im Organbad anhand computergestiitzter
Druck-Volumen-Schleifen ermittelt.

Die vCT Studien zeigten einen bis zu zweieinhalbfachen Anstieg des Volumens der oberen
Atemwege unter mechanischer Beatmung, der sich nach Riickkehr zu Spontanatmung als
vollstindig reversibel darstellte. Die groBte Aufdehnung wurde in den beiden Hauptbronchien
beobachtet und war bereits bei einem moderaten Tidalvolumen von 10 ml/kg KG am deutlichsten
ausgeprigt. Die Trachea, die distalen Segmentbronchien und auch der funktionelle Totraum
hingegen zeigten eine lineare Zunahme des Volumens mit ansteigendem Tidalvolumen. Die

Alveolen als letzte Einheit des Bronchialbaums dehnten sich unverhéltnismafig stark bei Erhohung
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des Tidalvolumens von 10 ml/kg KG auf 15 ml/kg KG. In isolierten Tracheen konnte nach
mechanischer Beatmung eine signifikante Ausschiittung der proinflammatorischen Zytokine
TNF-a und IL-1p festgestellt werden. Der Vergleich zwischen Luftrohren der Maus und kleinen
Segmentbronchien des Schweins zeigte neben &hnlichen anatomischen Strukturen auch
vergleichbare Werte der Volumendehnbarkeit.

Die mechanische Beatmung fiihrt bei Médusen also zu einer schnellen, deutlichen und reversiblen
Aufdehnung der oberen Atemwege mit einer damit einhergehenden Erweiterung des funktionellen
Totraums. Die oberen Atemwege, die sich am deutlichsten bei einem moderaten Tidalvolumen
weiten, zeigen unter dieser Dehnung neben einer Entziindungsreaktion auch histologisch auffillige
Schéaden an den umliegenden GefaBlen und kdnnen damit selbst maf3geblich zur Entstehung des
beatmungsinduzierten Lungenschadens beitragen. Auf der anderen Seite iibernehmen sie aber auch
eine Pufferfunktion, um die empfindlicheren Alveolen vor einer Uberdehnung durch iiberhdhte
Atemzugvolumina zu schiitzen. Diese protektive Eigenschaft geht aber verloren, sobald ein
gewisser Volumenschwellenwert {iberschritten wird. In diesem Fall wird das schédliche Volumen
unvermindert an die distalen Atemwege und die Alveolen weitergegeben und fiihrt dort zu dem
bekannten Bild des beatmungsinduzierten Lungenschadens mit Gewebeschaden,
Entziindungsreaktion, Funktionsverlust der Blut-Luft-Barriere und nachfolgend zu vermindertem
Gasaustausch in der Lunge.

Erste speziesiibergreifende Untersuchungen lassen schlussfolgern, dass die Beobachtungen
hinsichtlich der Volumendehnbarkeit der oberen Atemwegen der Maus auf die distalen Atemwege
groBerer Sdugetiere wie dem Schwein und den Menschen iibertragen werden konnen, da hier
sowohl dhnliche anatomische Strukturen als auch Dehnungseigenschaften in den jeweiligen
Abschnitten des Bronchialbaums gezeigt werden konnten. Sowohl die potentiell protektive
Funktion als auch das zusitzlich fiir eine Schiadigung empféingliche Gewebe der oberen Atemwege
der Maus beziehungsweise der distalen Atemwege groferer Sdugetiere sollte daher in
pathophysiologische Konzepte zur Entstehung des beatmungsinduzierten Lungenschadens

miteinbezogen werden.
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7. Summary

Quantitative analysis of dead space under mechanical ventilation

According to the current literature, the pathogenesis of ventilator-induced lung injury is exclusively
caused by overdistension or forced opening and collapse of the alveoli, while stretch of the upper
airways is generally not taken into consideration. In the present thesis we hypothesized that
mechanical ventilation may lead to a distension of the upper airways that may contribute relevantly
to the characteristic pathophysiologic symptoms of ventilator-induced lung injury.

Experiments were performed on anesthetized adult C57B1/6J mice that were ventilated with tidal
volumes of 6, 10 or 15 ml/’kg body weight (bw), respectively. Flat-panel volume CT (vCT) scans
were performed and central airways were segmented and rendered to 3D to analyse quantitatively
the volume of the upper airways. By intravital microscopy, distension of the isolated trachea as
well as of the subpleural alveoli in vivo was imaged. Functional dead space was evaluated by
capnographic studies. Compliance of the upper airways and of the functional dead space were
calculated by appropriate pressure-volume-curves. In isolated and mechanically ventilated tracheae
early response cytokine release was measured. Histological analyses of lung tissue after ventilation
allowed for assessment of tissue damage subsequent to mechanical ventilation. To compare the
mechanical properties between mice and larger mammals, murine trachea and porcine segmental
bronchi of equal diameter were analysed in an organ bath by computer-assisted pressure-volume-
slopes.

vCT studies revealed a significant up to 2.5-fold increase of upper airway volume under mechanical
ventilation, which was reversible upon return to spontaneous breathing. The most significant
distension was detected in the main bronchi already under moderate tidal volumes of 10 ml/kg bw,
whereas trachea, segmental bronchi and functional dead space showed a linear volume increase
with higher tidal volumes. Alveoli as the most distal part of the bronchial tree even showed
disproportional distension under mechanical ventilation when Vr was increased from 10 ml/kg bw
to 15 ml/kg bw.

In isolated tracheae mechanical ventilation caused a significant release of the proinflammatory
cytokines TNF-a and IL-1B. Comparison of murine tracheae and porcine segmental bronchi
revealed similar anatomical structures and comparable values of airway compliance.

Mechanical ventilation causes a rapid, pronounced and reversible distension of the upper airways,

accompanied by an increase of functional dead space. Upper airways distend mostly under
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moderate tidal volumes, associated with a proinflammatory reaction and tissue injury of the
surrounding blood vessels. Hence, mechanical ventilation causes upper airway distension that may
contribute critically to the pathological features of ventilator-induced lung injury. On the other
hand, upper airways seem to act as a buffer system to protect the sensitive alveoli from
overdistension by excessive tidal volumes. This protective function is lost as soon as a certain
volume threshold is exceeded. In that case, the damaging volume is passed undiminished to the
distal airways and alveoli and causes the common clinical pattern of ventilator-induced lung injury,
as emphysema or edema formation, loss of function of the blood-air-barrier and reduced gas
exchange in the lungs.

Preliminary interspecies comparison between murine tracheae and porcine segmental bronchi
allows for the transfer of our findings in terms of a potential distal airway distension with the
associated inflammatory reaction and protective function to larger mammals such as pigs and men.
Hence, upper airway distension should be taken into consideration in the pathophysiological

concept of ventilator-induced lung injury.
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9. Anhang

9.1. Abkiirzungsverzeichnis

A. Arteria, Arterie

ALI acute lung injury, akuter Lungenschaden

ARDS acute respiratory distress syndrome, akutes progressives Lungenversagen

BiPAP biphasic positive airway pressure, zweiphasiger positiver Atemwegsdruck

bpm breaths per minute, Atmungsfrequenz

bw body weight, Korpergewicht

Coaw Compliance der oberen Atemwege (ml/mmHg)

CL Compliance der Lunge (ml/mmHg)

COPD chronic obstructive pulmonary disease, chronisch obstruktive
Lungenerkrankung

CT Computertomographie

DKFZ Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg

Eco» COz-Anteil im Exhalat (%)

EIP endinspiratorischer Druck (cmH>O)

FEM Forschungseinrichtung fiir Experimentelle Medizin der Charité Berlin

FiO» Fraktion des inspirierten Sauerstoffes

HFOV high frequency oscillation ventilation, Hochfrequenzbeatmung

HU Hounsfield units, Hounsfield Einheit

IAM Isolated Airway Module, Modul fiir isolierte Atemwege

I-1B Interleukin-1beta, Zytokin

L.p. intraperitoneal

kg Kilogramm

KG Korpergewicht

LAGeSo Landesamt flir Gesundheit und Soziales (zustindige Behorde fiir

Tierversuche in Berlin)

MIP-2 Macrophage Inflammatory Protein 2, Zytokin
MITK Medical Imaging Interaction Toolkit

Mm. Musculi, Muskel (Pl.)

N. Nervus, Nerv
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Po
PaCO,
Paw
Px
P20
PBS
PeCO>
PEEP
PIP

SD
TNF-a
vCT

probability, Signifikanzwert

Atemwegsdruck unter Spontanatmung (0 mmHg)

arterieller Partialdruck von CO; (mmHg)

Druck der Atemwege (mmHg)

Atemwegsdruck (mmHg) in Abhéngigkeit zum angelegten Tidalvolumen
Partialdruck des Wassers (mmHg)

phosphate buffered saline, phosphat-gepufferte Salzlosung

Partialdruck von CO> im Exhalat (mmHg)

positiver endexspiratorischer Druck (cmH>O)

positiver inspiratorischer Druck (cmH>O)

Korrelationskoeffizient der Pearson-Korrelation

standard deviation, Standardabweichung

Tumornekrosefaktor-alpha, Zytokin

Volumen-Computertomographie, Volumen-Computertomograph mit
Flachendetektoren

Vena, Vene

ventilator associated lung injury, beatmungsassoziierter Lungenschaden
Tidalvolumen, Atemzugvolumen (ml)

Volume of dead space, Totraum (ml)
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