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1. Einleitung:

1.1 Hintergrund der Studie:

In dieser tierexperimentellen Studie an neugeborenen Ferkeln wurde der Einfluss von
partieller Flussigkeitsbeatmung (PLV) mit Perfluorkarbonen (PFC) auf Lungenmechanik
und Gasaustausch nach induzierter Lungenschadigung () hin untersucht und mit der
Applikation von exogenem Surfactant (S) verglichen. Durch die Erzeugung eines
Surfactantmangels (%) zuvor gesunder Lungen, entsprach dieses Lungenschadigungs-
modell dem akuten Atemnotsyndroms (acute respiratory distress syndrome, ARDS)
beim Neugeborenen. Therapie der Wahl bei neonatalem Surfactantmangel war bislang
die intrapulmonale Surfactantsubstitution (*”). In Studien konnte demgegeniiber gezeigt
werden, dass die Applikation von PFC bei schwerer respiratorischer Insuffizienz zu
einer effektiven Verbesserung von Oxygenierung und Lungenmechanik fiihrte (¢9),
ahnlich den Effekten exogener Surfactantsubstitution. Um die Auswirkungen von PFC
auf Gasaustausch und Lungenmechanik im Vergleich zu S besser zu verstehen, stellte
sich fur uns die Frage nach der intrapulmonalen PFC-Verteilung.

Ziel dieser Studie war die hochaufldsende raumliche Darstellung der intrapulmonalen
PFC-Verteilung nach induzierter Lungenschéadigung und Therapie fir 240 Minuten, im

Vergleich zur Surfactantsubstitution. Eine Verteilungsdarstellung von PFC gelang bisher

17;20-24 12;25-30

entweder durch bildgebende ( ) oder histologische Verfahren ( ), wobei sich
PFC in Rontgen- und CT-Untersuchungen der Lunge durch ihrer speziellen physiko-
chemischen Eigenschaften wie Kontrastmittel darstellten. Rontgenaufnahmen sind zwar
klinisch einfach durchfiihrbar, lieferten jedoch nur eine 2-dimensionale Aussage tber
die intrapulmonale Verteilung. Im Vergleich dazu zeigten CT-Untersuchungen ein eher
inhomogenen Verteilungsmuster der PFC (**) mit bevorzugter Anreicherung in den
abhé&ngigen (dorsobasalen) Bereichen der Lunge (*?). Histologische Untersuchungen
verdeutlichten die Therapieeffekte von PFC auf zellularer Ebene, lediglich innerhalb
einzelner Lungenbereiche (12222613336

Bisher gab es kein geeignetes Verfahren, das einen direkten Vergleich der rAumlichen
Verteilung von intrapulmonal appliziertem PFC bzw. Surfactant erméglichte. Altemeier
und Glenny et al. (¥') filhrten Untersuchungen an erwachsenen Schweinen zur
Darstellung der regionalen Ventilation innerhalb der Lunge mit als Aerosol applizierten

fluoreszierenden Mikrosphéren durch. Nach 3-dimensionaler Lungenrekonstruktion in



einem Wirfelmodell und anschlie3enden Fluoreszenzmessungen der Mikrosphéren in
jedem Wirfel gelang dort eine 3-dimensionale, hochauflésende Darstellung der
raumlichen Mikrosphéarenverteilung innerhalb der Lunge. In Anlehnung an diese Arbeit
sahen wir die Mdglichkeit zur Erstellung einer hochauflosenden Verteilungsdarstellung
von PFC und S in unserem Lungenschadigungsmodell neugeborener und
surfactantdepletierter Ferkel.

Durch direkte Fluoreszenzmarkierung von PFC und Surfactant mit einem Fluoreszenz-
farbstoff (FF), wurden beide Substanzen als Carrier fir den FF verwendet. Folglich
reprasentierte die regionale Verteilung des FF auch die regionale Verteilung des
entsprechenden Carriers (PFC bzw. S). Somit wird es durch die direkte Markierung von
PFC und Surfactant mit einem FF erstmals maoglich, die intrapulmonale Verteilung
beider Substanzen innerhalb der gesamten Lunge darzustellen und miteinander zu
vergleichen. Uber die Maglichkeiten der direkten Fluoreszenzmarkierung von PFC und
S durch einen FF gab es jedoch bisher keine Literaturangaben.

Neben dem Vergleich der raumlichen regionalen Verteilung von PFC und Surfactant
nach induzierter Lungenschadigung wurde anhand unseres Lungenmodells zudem der
Einfluss beider Substanzen auf das totale Lungenvolumen, die Lungengewebsdichte,

den Gasaustausch und die Hamodynamik untersucht und miteinander verglichen.
1.2 Pathophysiologische Grundlagen ARDS:

In der Veroffentlichung der American-European Consensus Conference on ARDS von
1994 wurde das ARDS (,acute respiratory distress syndrome*) als akute
Gasaustauschstoérung definiert, einhergehend mit bilateralen Infiltraten im
Rontgenthoraxbild und fehlender linksatrialer Hypertension (pulmonalkapillarer
Verschlussdruck £18mmHg). Beim ARDS liegt der Quotient zwischen arteriellem
Sauerstoffpartialdruck (paOZ2) und der fraktionellen inspiratorischen
Sauerstoffkonzentration (FiO;) = paO2/FiO, < 200. Davon abzugrenzen ist die akute
Lungenschadigung (ALI, acute lung injury), die unter Erfillung der ARDS-Kriterien
durch einen Quotienten paO2/FiO, < 300 definiert ist (*}). Die Entstehung eines ARDS
erfolgt zumeist durch eine schwere Infektion (*°), mit Schadigung der alveolo-kapilléren
Schranke und Entwicklung eines Lungenddems. Durch Plasmaproteinaustritt kommt es
zur Schadigung des Surfactantsystems der zuvor gesunden Lunge

40-42

(Surfactantdysfunktion) (***°). Dies fiihrt zu einer Anderung der alveolaren Ventilation



mit Ausbildung einer inhomogenen Beliftungssituation innerhalb der Lunge, mit
Atelektasenbildung vorrangig in den ,abhéngigen® (dorsobasalen) Lungenbereichen (**
“°). Die hypoxiebedingte Widerstandserhéhung der Lungengefale fiihrt zu einer
Anderung der pulmonalen Durchblutung. Die zusatzliche Perfusion minderbeliifteter
Lungenbereiche fihrt zur Ausbildung intrapulmonaler Rechts-Links-Shunts, mit
zusatzlicher Verschlechterung des Gasaustauschs.

Vom ARDS ist das neonatale Atemnotsyndrom (RDS, ,respiratory distress syndrome®)
zu unterscheiden, das aufgrund eines primaren Surfactantmangels der morphologisch
und funktionell unreifen Lunge typischerweise im Frihgeborenenalter entsteht. Hier ist
die Bildung von endogenem Surfactant durch Pneumozyten (Typ Il) vermindert, wobei
die Inzidenz des RDS mit zunehmender Unreife der Patienten steigt. Der Mangel an
Surfactant fuihrt zu einer Erhéhung der Oberflachenspannung an der Gasaustausch-
flache der Alveolen. Dies bewirkt einen Kollaps der Alveolen (Atelektasenbildung) mit
Hypoxie und Verschlechterung des Gasaustauschs. Um dem entgegenzuwirken ist
zumeist eine kinstliche Beatmung mit hohen Beatmungsdriicken erforderlich. Dies
kann zu einer mechanischen Schadigung der Alveolarmembran durch Scherkréfte fur
das empfindliche und noch unreife Lungengewebe fiihren (*). Diese hohen
Beatmungsdriicke sind haufig — zumindest kurzfristig — auch dann erforderlich, wenn
exogenes Surfactant substituiert wird. Es kommt zum Austritt von Plasmaproteinen und
Exsudat in Alveolarraum und Lungeninterstitium und dadurch zur Ausbildung hyaliner
Membranen. Inflammatorische Reaktionen und das proteinreiche Exsudat bewirken
eine zusatzliche Inaktivierung von Surfactant (Circulus vitiosus). Die hypoxiebedingte
Widerstandserhohung der LungengefaRe fuhrt ebenfalls zu einer Anderung der
pulmonalen Durchblutung.

Lachmann et al entwickelte im Tierversuch an erwachsenen Schweinen, wo durch
repetitive bronchoalveolére Lavage ein Lungenschadigungsmodell durch
Surfactantdepletion erzeugt wurde, welches elektronenmikroskopisch und histologisch
ahnliche Gewebeveréanderungen wie beim ARDS zeigte (°). Im Vergleich dazu
entsprach unser Lungenschadigungsmodell durch bronchoalveolare Lavage bei

neugeborenen Ferkeln am ehesten einem ARDS beim Neugeborenen.



1.3 Historischer Uberblick Perfluorkarbon- und Surfactanttherapie:

Seit Kylstra et al. 1962 die Durchfuhrbarkeit einer Flissigkeitsbeatmung (LV) mit
hyperbar oxygenierter Kochsalzlésung demonstrierte (*'), folgten weitere Studien mit LV
bei respiratorischer Insuffizienz im Rahmen einer akuten Lungenschéadigung. 1966
demonstrierte Clark et al., dass LV mit PFC an Saugetieren ohne Zeichen mangelnder
Gewebeoxygenierung durchfiihrbar war (*®), was die Eignung der PFC fiir den Einsatz

49:50

als alveolaren O»-Tréager bewies ("°°). Nach dieser Pionierarbeit folgten weitere

Untersuchungen, mit Auswirkungen der LV u.a. auf Gasaustausch, Lungenperfusion

24;31;51-59 60;61

und Lungenmechanik ( ), sowohl bei gesunden (°~°%), als auch bei unreifen
frihgeborenen Tieren und nach induzierter Lungenschadigung (39'%%). Dies bildete die
Grundlage fur erste klinische Studien (Phase I/1I-Studien) mit Anwendung der partiellen
Flussigkeitsbeatmung (PLV) an neonatologischen, padiatrischen und erwachsenen
Patienten (*"*9).

Auf eine ausfuhrliche Zusammenstellung tber die Historie der Surfactanttherapie sei
auf die Reviews von Obladen und Halliday verwiesen (*°). 1959 zeigten Avery und
Mead den Zusammenhang zwischen Surfactantmangel und Ausbildung hyaliner
Membranen bei RDS friihgeborener Kinder (°%). 20 Jahre spéter konnte Fujiwara bei
Frihgeborenen mit RDS die positiven Effekte auf die Oxygenierung nach Applikation
von exogenem Surfactant zeigen (°). Weitere Studien demonstrierten u.a. eine Senkung
von Mortalitat, Hirnblutungen, interstitielles Emphysem und Pneumothoraces (%3).
Entsprechend beeinflusste die Surfactanttherapie die klinische Tatigkeit des
Neonatologen in den letzten 25 Jahren mal3geblich und wurde zum Therapiestandart
des Atemnotsyndroms frilhgeborener Kinder (), wobei weitere Studien mit
Schwerpunkt Therapieindikation, Stellenwert synthetischer Surfactantpraparate sowie

die Méglichkeit nicht-invasiver Applikationsmethoden folgen werden (°”).

1.4 Eigenschaften der Perfluorkarbone (PFC):

PFC gehoren in die Gruppe der Organofluoride (Summenformel C,F,). Sie sind flussig,
farb- und geruchlos, inert, haben eine geringe kinematische Viskositat und eine niedrige
Oberflachenspannung (*%). Sie besitzen eine hohe Kapazitat, Sauerstoff und
Kohlendioxid in Losung zu bringen und in geléster Form zu transportieren (Tab. 1). lhre

hohe Dichte fuhrt innerhalb der Lunge zu einer schwerkraftabh&ngigen Verteilung,



wobei die Luft-Flissigkeitsgrenzschicht minimiert wird. Durch die speziellen
physikochemischen und teilweise auch surfactantahnlichen Eigenschaften der PFC
kann eine Verbesserung der Oxygenierung, der Atemmechanik und der Homogenitat
der Lungenbeliiftung erzielt werden (®*). Minderbeliiftete Areale der Lunge werden dem
Gasaustausch wieder zugénglich gemacht, die funktionelle Residualkapazitat (FRC) der
Lunge kann stabilisiert und ein zuvor entstandener Rechts-Links-Shunt verringert
werden. Aufgrund ihres niedrigen Dampfdrucks erfolgt die Eliminierung von PFC aus

46;65;66

den Lungen durch Evaporation ( ), nur ein minimaler Anteil wird vom Organismus

aufgenommen (retikuloendotheliales System) und kann in geringer Konzentration nach
PLV im Blut gemessen werden (°"). PFC verringern zudem durch oxidativen Stress

33,68;69

hervorgerufene Zellschaden ( ) und wirken auf immunkompetente Zellen durch

einen antiinflammatorischen Effekt protektiv.

physikalische Eigenschaften NaCl 0.9% (CF;ES:EO F()gflgli?
Dichte, 25 °C (g/ml) 1,0 1,93 1,77
Dampfdruck, 37 °C (torr) 47 11 64
Kinematische Viskositét, 25 °C (mPa-s) 1,0 1.10 1,4
Oberflachenspannung, 25 °C (mN-m™) 72 18 15
O,-Loslichkeit, 37°C (ml Gas in 100ml Lsg.) 3 53 53
CO,-Loslichkeit, 37°C (ml Gas in 100ml Lsg.) 57 210 160

Tab. 1: Vergleich der physikalischen Eigenschaften von 0.9%iger Kochsalzlésung gegeniber CgFg
(PF5080, 3M Neuss, Germany) und CgF;Br (PFOB, Perflubron, Alliance Pharmaceutical Corp.) (‘%)

1.5 Formen der Flussigkeitsbeatmung:

1.5.1 Total liquid ventilation (TLV):

Bei der TLV zirkuliert das PFC im Unterschied zur PLV in einem geschlossenen,
speziellen Beatmungssystem (,Liquidventilator®). Ein eingestelltes Atemzugvolumen
von vollstandig oxygeniertem PFC wird in der Inspirationsphase insuffliert (,PFC-
Atemzug"), die anschliel3ende Flussigkeitsdrainage in der Exspirationsphase
(Kohlendioxidabgabe) erfolgt passiv. Hierbei wird sowohl das Atemzugvolumen als

auch die funktionelle Residualkapazitéat durch PFC ersetzt (*°).



1.5.2 Partial liquid ventilation (PLV):

Fuhrmann et al. demonstrierte 1991 eine Methode, PFC ohne den grof3en apparativen
Aufwand der TLV (siehe 1.5.1) intrapulmonal zu applizieren (Perfluorocarbon-
associated gas exchange - PAGE) ("°). Diese Methode etablierte sich spater unter dem
Namen ,Partial liquid ventilation (PLV) und erméglichte den Durchbruch fur eine

Vielzahl weiterer Studien mit PFC (352371

). PLV stellt die Anwendung einer
konventionellen maschinellen Beatmung dar, wobei zusatzlich PFC tracheal appliziert
und somit klinisch einfach durchfiihrbar wird. Die Suche nach einem optimalen

Beatmungsschema in der Anwendung der PLV (#6727

) war Gegenstand vieler Studien.
Ebenso die Frage der zu applizierenden Flussigkeitsmenge (PFC) sowie der
Instillationstechnik (tGber einen speziellen Sideport am Tubusansatzstiick oder als Bolus

intratracheal (**4¢7

). Ersteres hatte den Vorteil, dass es zu keiner Dekonnektion vom
Beatmungsgerat mit Verlust des positiven endexspiratorischen Drucks (PEEP) kam.
Maogliche Komplikationen unter PLV traten auf in Form von transienten Hypoxamien,
Liquothoraces (Eindringen von PFC in den Pleuraspalt) und Tubusverlegungen durch
Tracheobronchialsekret und Mukus (*'). Die Umstellung der PLV auf konventionelle

Beatmung wurde sowohl in Tierversuchen, als auch beim Menschen toleriert (*"7°).

1.6 Detektion von intrapulmonal appliziertem PFC und S:

1.6.1 Mikrosphéaren:

Die Verwendung fluoreszenzmarkierter Mikrospharen ist eine etablierte Methode, um
Perfusionsanderungen innerhalb der Lunge nach deren Applikation in die Blutbahn

darzustellen (377778

). Zudem besteht die Mdglichkeit, fluoreszenzmarkierte
Mikrosphéren als Aerosol intrapulmonal zu applizieren und somit Beluftungszustande
der Lunge sowohl in hochauflésenden Verteilungsdarstellungen (*') als auch in
histologischen Schnittbildern darzustellen (""). Aber nicht nur Mikrosphéren, auch PFC
wurde bereits via Aerosol intrapulmonal appliziert ("#%).

Aufgrund der dargelegten Mdglichkeiten zur Darstellung von Ventilations- und
Perfusionsanderungen innerhalb der Lunge, wurde im Rahmen unserer Studie
versucht, PFC mit fluoreszierenden Mikrospharen zu markieren, und zur Darstellung der

raumlichen Verteilung von PFC innerhalb der Lunge zu verwenden. Bisher lagen keine
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Literaturangaben vor, mit Mikrospharen fluoreszenzmarkiertes PFC direkt (als Bolus)
oder als Aerosol intrapulmonal zu applizieren und nachzuweisen. Der in unserer Studie
durchgefuhrte Versuch einer direkten PFC-Markierung durch fluoreszierende
Mikrosphéaren fand jedoch aufgrund inhomogener Losungseigenschaften der bei uns
verwendeten Mikrospharen (in vitro) nicht fir einen Einsatz in vivo (tierexperimentell)
Verwendung (siehe 2.1.1, 3.1.1).

1.6.2 Fluoreszenzmarkierung:

Ventilation und Perfusion der Lungen haben jeweils einen Einfluss auf den
Gasaustausch. In bisherigen Studien fehlte jedoch die Moglichkeit, die intrapulmonale
Verteilung von PFC und S miteinander zu vergleichen und in einem neugeborenen
Lungenschadigungsmodell raumlich darstellen zu kbnnen. In der hier verwendeten
Methode der Fluoreszenzmarkierung von PFC und S mit einem FF in seiner Reinform
(siehe 2.1.1), dienten beide Substanzen als ,Carrier” fir den geldsten FF. Entsprechend
konnte nach ihrer intrapulmonaler Applikation von einer simultanen Ausbreitung von
PFC / S und dem FF ausgegangen werden. Durch spezielle Praparation der Lungen
nach 240 Minuten Therapie wurden die Carriersubstanzen innerhalb der Lunge fixiert
(siehe 2.2.8). Das Schneiden der Lungen in kleine Wiirfel ermoglichte die spatere
Rekonstruktion der Lungen in einem 3-dimensional rekonstruierten Wirfelmodell (siehe
2.2.9). Innerhalb jedes Lungenwirfels wurde die Fluoreszenzintensitat (INT) des FF
gemessen. Die Hohe der INT spiegelte indirekt die Menge an Carriersubstanz (PFC, S)
wieder und ermoglichte somit den Vergleich in ihrer intrapulmonalen rdumlichen
Verteilung.

Durch das kleine Schnittmalfd der Lungenwirfel ergab das Zerschneiden der Lungen
jeweils eine hohe Anzahl an Lungenwirfeln, entsprechend konnte eine hohe Auflésung

in der Darstellung der regionalen Verteilung von PFC und S erzielt werden.
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1.7 Hypothesen:
Unsere Hypothesen waren,

1) Die direkte Fluoreszenzmarkierung von PFC und S (Carrier) mit einem
Fluoreszenzfarbstoff ist méglich und zur Darstellung der intrapulmonalen Verteilung

beider Carriersubstanzen geeignet.

2) Die Aufarbeitung der Lungen in unserem 3-dimensionalem Wirfelmodell ist eine
geeignete Methode zur hochauflésenden Darstellung der regionalen intrapulmonalen

Verteilung von fluoreszenzmarkiertem PFC und S.

3) In unserem Lungenschadigungsmodell fihrt die Applikation von PFC zu einer
bevorzugten Anreicherung in abhangigen Lungenregionen und zu einem gréf3eren

Lungenvolumen im Vergleich zu Surfactantsubstitution.
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2. Methodik:

Ein Studienziel war die Darstellung der intrapulmonalen Verteilung von PFC und S am
ARDS-Modell neugeborener Ferkel durch Fluoreszenzmarkierung beider Substanzen
mit einem Fluoreszenzfarbstoff (FF). Nach Therapie der experimentell induzierten
Lungenschéadigung fir 240 Minuten Dauer erfolgte die Extraktion, Fixierung und
Praparation der Lungen (siehe 2.2.8). Dabei wurden die Lungen jeweils standardisiert in
Wiirfel geschnitten und nach rdumlicher Zuordnung in einem 3-dimensionalen
Koordinatensystem rekonstruiert (siehe 2.2.9). Neben der therapeutischen Anwendung
von PFC und S, dienten beide Substanzen als Carrier fir den gelésten FF Yellowgreen
(YG). Der Nachweis des FF erfolgte wiederum durch spektrometrische Messung seiner
Fluoreszenzintensitat (INT) innerhalb jedes Lungenwirfels, wobei die Hohe der
gemessenen INT indirekt die Menge an Carriersubstanz (PFC, S) widerspiegelte.
Entsprechend erméglichte die 3-dimensionale Rekonstruktion mit Darstellung der
gemessenen INT eine Aussage uber die raumliche Verteilung PFC und S innerhalb der
Lungen.

Hierzu waren jedoch verschiedene ,vorbereitende® Arbeitsschritte erforderlich. Anhand
der im Folgenden dargestellten Vorversuchsreihen sollte die Méglichkeit der
Fluoreszenzmarkierung beider Substanzen (PFC und S) mit dem verwendeten FF (YG)

Uberpruft werden.

2.1 Vorversuchsreihe:

2.1.1 Fluoreszenzmarkierung des PFC mit Mikrospharen:

Im Vorfeld sollte ebenfalls die Méglichkeit Gberpruft werden, ob eine direkte
Fluoreszenzmarkierung von PFC durch fluoreszierende Mikrospharen moglich war, was
anhand von fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen (in vitro) erfolgte. Hierzu
wurden jeweils 2mg zwei verschiedener Mikrosphéren (SiO,RITC7(C;5) und MF-RhB-
B183; microparticles® GmbH, Grof3e 1um) sowohl in einem PFC-Gemisch (0,5ml
Perfluooctylbromid, 4,5ml Perfluoroctan) als auch in 5ml Perfluooctylbromid,
beziehungsweise 5ml Perfluoroctan, geldst. Um zu tberprifen, ob die Mikrosphéren im
PFC homogene Ldsungseigenschaften aufwiesen, wurde nach Vortexen jeweils 15pl

der insgesamt 6 Proben zur licht- und fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung in
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eine Burker-Zahlkammer pipettiert. Der Aufbau der Zahlkammer durch ein Raster sollte
eine optische Aussage uber die Verteilung der Mikrospharen im PFC innerhalb der
Zahlkammer erméglichen. Im Fluoreszenzmikroskop (Leica DM RA) stellte sich unter
100-facher VergroRerung pro Gesichtsfeld ein Quadrat (1xImm, Abb. 1a) dar. Die
Bilder wurden uber ein Digitalkamera-System (Digital Kamera Leica DC200) auf einen
Computer tbertragen. Nach jedem Mikroskopiervorgang wurde die Zéahlkammer
gereinigt. Hier zeigte in wiederholt durchgefiihrten fluoreszenzmikroskopischen
Kontrollen die Kombination aus Ethanol (70%) und Wasser mit abschlieRender
Sauberung der Kammer mit einem fusselfreien Tuch keine fluoreszierenden
Ruckstande von Mikrospharen (Abb. 1b).
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Abb. la: Darstellung des Gesichtsfeldes (Quadrat 1xImm) der Birker-Zahlkammer unter 100-facher
VergroRerung. Die Z&hlkammer hat eine Tiefe von 0,1mm und besteht aus jeweils 9 quadratischen
Feldern (3x3 Quadrate), wobei jedes Quadrat eine Kantenlange von 1mm aufweist. Jedes dieser 9
Quadrate besteht wiederum aus jeweils 16 kleineren Quadraten mit einer Kantenl&nge von 0,2mm.
Abb. 1b: Fluoreszenzmikroskopische Kontrolle nach Reinigung der Zéhlkammer in Anschluss an jeden
Mikroskopievorgang. Die Reinigung erfolgte mit Ethanol (70%) und Wasser sowie Anwendung eines
fusselfreien Tuchs, um die Mikrospharen und eventuelle Schmutzpartikel aus der Kammer zu entfernen.
Gegenlber anderen Reinigungsmdoglichkeiten zeigten sich bei dieser Methode keine fluoreszierenden
Rickstande von Mikrosphéaren innerhalb der Z&hlkammer.

2.1.2 Fluoreszenzmarkierung von PFC/ S:

Vor der intrapulmonalen Anwendung (in vivo) wurden sowohl das PFC als auch das S
fluoreszenzmarkiert (in vitro). Der FF YG (4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-
3a, 4a-diaza-s-indacene, Fa. FEW Chemicals) wurde zu PFC hinzugegeben, bis sein

Lésungsmaximum uberschritten war und ungeltste FF-Bestandteile sichtbar wurden.
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Anschliel3end wurde fir 10 min gevortext und auf 37°C erhitzt. Der verbleibende FF-
Uberstand wurde dann durch ein Filterpapier abfiltriert, so dass unter
Schwarzlichtkontrolle eine optisch homogene L6sung ohne Farbstoffiiberstande
entstand.

In unserer Studie verwendeten wir ein PFC-Gemisch aus Perfluoroctylbromid (CgF17Br,
PFOB, ABCR Germany) und Perfluoroctan (CgF.5, PF5080, 3M Neuss Germany) im
Verhéltnis 1:10.

Die Fluoreszenzmarkierung des exogenen S (Curosurf®) erfolgte ebenfalls durch
Zugabe des FF YG (100 pg + 0,3 ml NaCl 0.9%) zu 1,2 ml S, wobei der hier
verwendete FF zusatzlich Lipidanteile enthielt (2-(4,4-difluoro-5-methyl-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacene-3-dodecanoyl)-1-hexadecanyl-sn-glycero-3-phsophocholine, Fa.
Molecular Probes Europe B.V.). AnschlieRender Durchmischung (10 min Vortexen) und

makroskopische Kontrolle der entstandenen Losung unter Schwarzlicht.

Nach Fluoreszenzmarkierung beider Carriersubstanzen (PFC, S) sollte der zuvor
intrapulmonal applizierte FF durch Messung seiner Fluoreszenzintensitat (INT) in seiner
raumlichen Verteilung nachgewiesen werden. Hierzu war es erforderlich, nach Fixierung
und Zerschneiden der Lungen (siehe 2.2.8, 2.2.9), den FF aus jedem Lungenwdirfel
(LC) zu extrahieren um somit seine INT spektrometrisch messen zu kénnen. Jeder LC
wurde fur einen Zeitraum von 96h in 1,8 ml Aceton (C3HesO) eingelegt (FF-Aceton-
Losung), um den FF aus dem Lungengewebe wieder in Lésung zu bringen. Zur
Messung der INT wurden von der FF-Aceton-L6sung jeweils 1 ml in eine Kivette (Semi
Micro-Cell Quarzglaskivette 1,4ml Part No B0631118, Perkin-Elmer Instruments,
Uitslag / Leveringen) pipettiert. Die Gerateeinstellung (Fluoreszenzspektrometer LS50,
Fa. Perkin Elmer, Software FL Winlab 4.0, Fa. Perkin Elmer) war bei jeder Messung
identisch, die optimalen Extinktions- und Emissionswellenlangenbereiche fir den FF
lagen nach Herstellerangaben und Uberpriifung in mehreren Testdurchlaufen bei Ex =
493 nm (Extinktionsmaximum) und Em = 505 nm (Emissionsmaximum) ("®). Die untere
Grenze der Messgenauigkeit wurde geréateabhangig bei einer INT=10 festgelegt. Die
Reinigung der Kivette erfolgte durch Ausspilen mit Aceton, nachdem wiederholte
Kontrollmessungen nach dem Reinigungsvorgang mit reiner Acetonldsung keine

fluoreszierenden Messrickstande mehr zeigten.
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2.1.2.1 Losungseigenschaften des FF in Aceton:

Da bisher keine Ergebnisse tber das Losungsverhalten des hier verwendeten FF in
Aceton vorlagen, sollte in dieser ersten Vorversuchsreihe Uberprift werden, ob der FF
nach Zugabe zu Aceton stabile Losungseigenschaften aufwies. Hierzu wurden 6
Verdunnungsreihen erstellt und die jeweilige INT gemessen (siehe 3.1.2). 1000ug FF
wurden in 1ml Aceton geldst (Stammlésung) und nach Messung der INT bis in den
Messbereich des Fluoreszenzspektrometes (INT <1000) verdinnt. Dies entsprach einer
Verdinnung der Stammldsung von 1:200000, bzw. einer Konzentration des FF von
0,005pg/ml. Weitere Verdunnungsschritte (Verhaltnis 1:2) sollten eine Aussage Uber die

Stabilitat der Losungseigenschaften des FF in Aceton ermoglichen (siehe 3.1.2).

2.1.2.2 Nachweis des FF im Lungengewebe:

Die zweite Vorversuchsreihe diente dem Nachweis, ob Aceton ebenfalls in der Lage ist,
den FF aus den gefriergetrocknetem Lungengewebewdrfeln in Lésung zu bringen.
Hierzu wurde fluoreszenzmarkiertes PFC (siehe 2.1.2) bei 10 zuvor getoteten Wistar-
Ratten (MW 315g) intratracheal appliziert. Aufgrund der gezielten Fragestellung nach
den L6sungseigenschaften des Acetons, stellte diese Vorversuchsreihe jedoch ein
vereinfachtes Modell gegeniber der spateren Hauptversuchsreihe dar. Durch einen
medialen Abdominalschnitt entlang des Rippenbogens wurde das Zwerchfell als
Zugangsweg zum Thoraxraum erdffnet und nach zusatzlicher Sternotomie die ,en bloc*-
Entnahme von Herz und Lungen (inklusive Trachea) durchgefiihrt. Nach Einfuhren einer
modifizierten Kanule (mit Adapter fir ein Beatmungssystem) in die Luftrohre, wurden
die Lungen in physiologischer Kochsalzlosung in Riickenlage schwimmend maschinell
beatmet (Modus CMV, PIP 12 cmH,0O, PEEP 2 cmH,0, f 30/min; Bourns BP200;
BP2001, Bear Medical Systems, Riverside, CA). PFC wurde als Bolus (5ml/kg)
intratracheal appliziert und partielle Flissigkeitsbeatmung (PLV) nach Anpassung der
Beatmungseinstellung (MW Pip 17 cmH,O, PEEP 4 cmH0) fur weitere 10 min (MW)
durchgefuhrt. Unter kontinuierlicher Insufflation eines PEEP entsprechend dem Pip
(MW 17 cmH,0) erfolgte das Einfrieren der Lungen in flissigem Stickstoff mit
anschlieRender endgdiltiger Fixierung durch Gefriertrocknung (siehe 2.2.8). Die
gefriergetrockneten Lungen wurden schematisch mit einem anatomischen

Praparationsmesser in Lungengewebewirfel (LC) zerschnitten (n = 12 LC/Tier):
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Bei den in Ruckenlage befindlichen Lungen erfolgte nach Entfernung des Herzens
zuerst die Trennung in rechte und linke Lunge durch mediane Schnittfihrung.
Anschliel3end wurde jede Lunge durch quere Schnittfiihrung in einen apikalen
(Lungenoberfeld) und basalen (Lungenunterfeld) Anteil getrennt. Jeder der 4
entstandenen Wirfel wurde durch horizontale Schnittfiihrung nochmals in 3 Schichten
unterteilt (ventral, medial, dorsal), so dass am Ende 12 Lungenwiirfel pro Lunge
verblieben (Abb. 2).

Jeder einzelne Lungenwurfel wurde auf einer elektronischen Feinwaage (siehe 2.2.9)
gewogen und fir 96h in 1,8ml Aceton eingelegt, um den in den Lungenwiirfeln fixierten
FF wieder in Losung zu bringen (siehe 2.1.2) und anschliel3end die INT
fluoreszenzspektrometrisch zu messen. In zweiter Linie sollte die INT innerhalb der
Lunge vergleichen werden. Um dies zu ermoglichen, wurde der Quotient (Q) aus INT
und jeweiligem Wirfelgewicht gebildet. Q war somit von den unterschiedlichen

Gewichten der LC unabhangig.

rechte Lunge basal rechte Lunge apikal

Trachea

4 1
linke Lunge basal linke Lunge apikal

ventral ventral 10 7
S 2

—>

medial 11 8

i 3
linke Lunge 6
dorsal 12 9

Abb. 2: Schematische Darstellung des Schneidevorgangs der gefriergetrockneten Lungen in
Lungengewebewdirfel (LC). Die in Ruckenlage positionierten Lungen wurden durch einen
medianen Schnitt und Entfernen des Herzens in rechte und linke Lunge aufgeteilt. Anschlielend
erfolgte eine weitere Trennung jeder Lunge jeweils in Oberfeld (apikal) und Unterfeld (basal).
Die Endgultige Auftrennung in die insgesamt 12 LC jeder Lunge wurde durch horizontale
Schnittfiihrung der jeweiligen apikalen und basalen Lungenabschnitte von ventral Giber medial

nach dorsal erzielt.
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2.2 Hauptversuchsreihe (neonatales ARDS-Modell):

2.2.1 Versuchstiere:

Die im Folgenden beschriebene tierexperimentelle Versuchsreihe fand nach
Genehmigung durch das Landesamt fur Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und
technische Sicherheit Berlin (G 0009/2000) statt und wurde an einer tierexperimentellen
Versuchseinrichtung der Medizinischen Fakultat der Charité (Universitatsmedizin) in
Berlin durchgefuhrt. Die tierpflegerische Betreuung erfolgte in Ubereinstimmung mit
dem deutschen Gesetz fur Tierschutz. An der Studie nahmen 16 neugeborene Ferkel
mit einem Lebensalter < 12 Stunden und einem Gewicht von 678g + 156 (435g — 960Q)
teil. Ein Tier verstarb wéhrend der experimentell erzeugten Surfactantdepletion durch

bronchoalveolare Lavage (BAL) und ging daher nicht in die Auswertung mit ein.

2.2.2 Pramedikation und Praparation:

Alle Ferkel wurden gewogen und erhielten zur Narkoseeinleitung intramuskuléar eine
Kombination aus Azaperon (8mg/kg), Ketamin (10mg/kg) und Fentanyl (10ug/kg). Nach
Punktion der Vena jugularis externa wurde ein mehrlumiger zentraler Venenkatheter

(4 Ch.) platziert. Daruiber erhielten die Tiere eine Dauerinfusion zur Analgosedierung
und Relaxierung, bestehend aus Jonosteril Pad IlI-Infusionslésung (74mi/kg), Glukose
40% (6ml/kg), Pancuronium (1ml), Ketamin (10mg/kg) und Midazolam (0,8ml/kg). Zur
Aufrechterhaltung stabiler Kreislaufverhaltnisse wurde zusétzlich Thomajonin-Lésung
(5ml/kg) infundiert. Die maschinelle Beatmung wurde nach Tracheotomie mit einem
ungeblockten Endotrachealtubus (3,5mm ID, Vygon, Ecouen, France) begonnen (siehe
2.2.3), zur Vermeidung eines Tubuslecks erfolgte eine peritracheale Ligation des
Tubus. Die korrekte Tubuslage wurde durch Auskultation und anschlie3ende etCO2-
Messung Uberprtft, wobei der Infrarotsensor (CO2SMO Plus Neonatal Sensor
CAPNOSTAT® CO2 Sensor) des CO2SMO Plus-Monitor (Novametrix Medical Systems
Inc., Wallingford, CT, USA) zwischen dem Tubusansatzstiick und dem Y-Stlick des
Beatmungssystems angebracht wurde. Als Zugangsweg fur arterielle Blutentnahmen
und invasive Blutdruckmessung wurde die Nabelarterie (3,5 Ch.) kandliert und nach

Anschluss an den arteriellen Druckabnehmer kontinuierlich mit einer Heparin-Infusion
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(500 I.E. Heparin ad 50ml NaCl 0.9%, 2ml/h) gespilt. Die Uberwachung der
Vitalparameter (HF, MBP, SaO,, Temperatur) erfolgte nach Anlage von EKG-
Elektroden, Sattigungssensor und peripherer Temperatursonde durch ein Monitoring-
System (Servo SMV 178 Monitor, Hellige, Germany). Der Urin wurde kontinuierlich tber
einen suprapubischen Blasenkatheter abgeleitet. Die Tiere wurden in Ruckenlage auf
einer beheizbaren Unterlage innerhalb eines Inkubators fixiert (siehe Abb. 3), um die

Korpertemperatur kontinuierlich in einem Bereich von 36-37°C zu halten (MW 36,3°C).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus: A Inkubator, C Perfusorspritzen,

E Monitoring-System, N Capnographie-Messung, O Beatmungsgerat, U elektronische

Feinwaage mit Zeolite-Filtersystem, & PC zur Messdatenerfassung.

2.2.3 Beatmung:

Nach Durchfihrung der Tracheotomie wurden zunachst alle Tiere standardisiert druck-
kontrolliert beatmet (Bourns BP200; BP2001, Bear Medical Systems, Riverside, CA):
Spitzendruck (Pip) 10 cmH.0, positiver endexspiratorischer Druck (PEEP) 2 cmH-0,
Atemfrequenz (AF) 30/min (Inspirationszeit 0,4 sec, Exspirationszeit 1,6 sec) und FiO;

0.21. Zusatzlich erfolgte eine capnographische CO,-Messung (etCO) mit Hilfe des
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CO2SMO Plus-Monitor unter Verwendung der Software VenTrak fur Windows. Zu
Beginn der bronchoalveoléaren Lavage (BAL) wurde die FiO, auf 1.0 und der PEEP auf
5 cmH,0 erhoht. Wahrend der BAL wurde der Pip individuell angepasst (MW 22
cmH0), um eine normale Thoraxexkursion und einem Ziel-PaCO; nach Beendigung
der BAL auf Werte <70 mmHg (MW 51 mmHg) zu gewaébhrleisten.

Fir die weitere Versuchsdauer (Therapie fir 4h) wurde die 0.g. Beatmungseinstellung
beibehalten, wobei sich wiederum der Pip nach den PaCO,-Werten (Ziel >30 / <50

mmHg) richtete.

2.2.4 Bronchoalveolare Lavage (BAL):

Die experimentelle Induktion der Lungenschadigung erfolgte durch Surfactant-depletion

aufgrund repetitiver bronchoalveoldre Lavage (BAL) (3%

). Nach Dekonnektion vom
Beatmungsgerat wurden 30 ml/kg erwarmte 0.9% NaCl-Lésung durch den Tubus
intratracheal appliziert (Einfulldauer max. 20 sec.). Die physiologische Kochsalzlésung
wurde nach 1 Minute oder bis zum Auftreten von Bradykardien mit einem
Absaugkatheter (max. 0,2 bar) wieder abgesaugt und die BAL nach standardisiertem
Schema (siehe Abb. 4) fortgefiihrt, bis in den Blutgaskontrollen der paO, <100 mmHg
unter einer FiO, von 1.0 abfiel. Die ermittelte paO./FiO, -Ratio war zu diesem Zeitpunkt
bei allen Tieren <100 mmHg (*®), entsprechend lag per Definitionem ein ARDS vor (*%).
Im Anschluss an die BAL wurden die Tiere fur einen Zeitraum von 30-60 min
Uberwacht, bis sich ein ,steady state” der induzierten Lungenschéadigung einstellte

(Messzeitpunkt 2, ,LI).

( 7\

Einfullen NaCl 0.9% I N

max. 20s

) ) ) 3 Zyklen, dann Lagerungs-

1 min warten bzw. > Innerhalb von 5 min > wechsel:

Bradykardien 3x wiederholen Riickenlage, Links- bzw
~ o (1 Zyklus) tor '

Rechtsseitenlage

4 2\

Absaugen (0.2mbar)

4 4

G J

Abb. 4: Schema fur die Durchfiihrung der bronchoalveolaren Lavage (BAL).
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2.2.5 Randomisierung der Gruppen:

Die Randomisierung der Tiere erfolgte nach Durchfiihrung der experimentell induzierten
Lungenschéadigung (3). Die Partial-Liquid-Ventilation-Gruppe (PFC-Gruppe) bestand aus
8 Tieren, die Surfactant-Gruppe (S-Gruppe) aus 7 Tieren.

2.2.6 Zwei Therapiemodelle des neonatalen ARDS (PFC vs. S)

Die Tiere der PFC-Gruppe erhielten initial 30 ml/kg des zuvor fluoreszenzmarkierten
PFC-Gemischs (siehe 2.1.2), das Uber einen Sideport am Tubusansatzstiick mit 1,5
ml/kg/min intratracheal appliziert wurde. PFC-Verluste durch Evaporation wurden im
geschlossenen Beatmungssystem am Ende des Exspirationsschenkels tber eine
spezielle Filtervorrichtung (siehe Abb. 3) gespeichert. Das Filtersystem bestand aus
einem speziellen Glaskolben (*?), der mit Zeolite DAY-F63 (De-Aluminated Zeolite;
Degussa AG, Frankfurt/Main, Germany) gefullt und auf einer elektronischen Feinwaage
(LC 2200 P; Sartorius, Gottingen, Germany) befestigt war. DAY-F63 war in der Lage,
das evaporierte PFC zu adsorbieren (*%). Die Messgenauigkeit der Feinwaage lag bei
10 mg. Alle 5 Sekunden wurde kontinuierlich die Gewichtsanderung registriert und zur
Datenspeicherung auf einen Computer tUbertragen (Software Winwedge V1.1b, T.A.L.
Enterprises, Philadelphia, USA). Durch Kenntnis des spezifischen Gewichts (siehe 1.4)
sowie der verabreichten Menge des PFC (30 ml/kg) in Gramm, konnte die Menge an
verbrauchtem (evaporiertem) PFC indirekt aus der Gewichtszunahme des Absorbers
berechnet werden. Nach Applikation von 30ml/kg PFC (1,5 ml/kg/min), wurde die
Applikationsrate zunéchst auf 0,2 ml/kg/h gesenkt (Erhaltungsdosis) und entsprechend
den jeweils aktuellen PFC-Verlusten durch Evaporation (Gewichtszunahme des
Absorbers) angepasst. Somit war es moglich, die gewiinschte PFC-Menge von 30ml/kg

kontinuierlich Giber den Versuchszeitraum von 240min konstant zu applizieren.

Die Surfactant (S)-Gruppe erhielt eine einmalige Gabe von exogenem Surfactant
(1,5ml, 120mg Curosurf®, Serono, Parma Italy), das ebenfalls im Vorfeld fluoreszenz-
markiert wurde (siehe 2.1.2). Curosurf® ist ein naturliches, aus Schweinelungen
zubereitetes Praparat, das fast ausschlief3lich Phospholipide enthélt, und zu ca. 1% die

niedermolekularen, hydrophopen Apoproteine SP-B und SP-C ().
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Nach kurzer Dekonnektion vom Beatmungssystem erfolgte die Bolus-Substitution von S
iiber eine bis auf Hohe der Trachealbifurkation eingefiihrte Magensonde (%%).
Anschliel3end erfolgte die maschinelle Beatmung (siehe 2.2.3), ebenfalls fiir den

Zeitraum von 240 Minuten.
2.2.7 Versuchsprotokoll und Messmethoden:

Das Versuchsprotokoll bestand aus insgesamt 3 festgelegten Messzeitpunkten.
Messzeitpunkt 1 entsprach der Ausgangsmessung (,Baseline®) vor Induktion der
Lungenschéadigung. Messzeitpunkt 2 erfolgte nach induzierter Lungenschéadigung (,LI%)
und Messzeitpunkt 3 nach 240 Minuten Therapie (,240min“). Die PFC-Gruppe erhielt
Uber den Messzeitraum 240 min eine kontinuierliche PFC-Applikation, wogegen die S-
Gruppe einmalig 120mg Surfactant substituiert bekam. Zu jedem der Messzeitpunkte
wurden beatmungs- und hdmodynamische Parameter sowie Daten aus den arteriellen
Blutgasanalysen (ABL 500, Radiometer Medical, Copenhagen Denmark) erfasst (siehe
Tab. 4, 5). Um den Einfluss beider Therapiemethoden auf den Gasaustausch zu
untersuchen, wurden verschiedene Berechnungen durchgefihrt: der ,Ventilatory
Efficacy Index* (VEI) ermdglichte eine Aussage Uber mogliche Auswirkungen der
maschinellen Beatmung auf die Ventilation, insbesondere unter Berilicksichtigung der
MessgroRe PaCO.,. Der VEI berechnet sich nach folgender Formel, wobei ,3800“ eine
CO,-Produktionskonstante [(ml-Torr)/(kg-min)] ist (**%°):

_ 3800
[RR " (Pip - PEEP)" PaCO;]

VEI

Auch durch die Berechnung des ,Oxygenation Index” (Ol) konnte die Auspragung einer
respiratorischen Insuffizienz bei Lungenschadigung eingeschatzt werden (*°). Erhéhter
mittlerer Atemwegsdruck (MAP), erhohte FiO, sowie Hypoxie (Verringerung des paO,)
bewirkten eine Zunahme des Ol, entsprechend fuhrten steigende paO,-Werten zu einer

Abnahme.

(MAP “ Fio2" 100)
PaO:

Ol =
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Neben den festgelegten 3 Messzeitpunkten ,Baseline, LI, 240min“ wurden zur Uber-
prufung moglicher Kurzzeiteffekte beider Therapieformen zusétzlich nach 30 und 60
Minuten Therapiedauer beide genannten Messparameter erfasst (siehe 3.2.3.1,
3.2.3.2). Zur Darstellung kamen hier jeweils die prozentuale Anderung des VEI (%
Anderung VEI) und OI (% Anderung Ol) ausgehend vom Messzeitpunkt 2 (LI) im
Abstand von jeweils 30 und 60 Minuten Therapie (Abb.16+18).

2.2.8 Praparation und Fixierung der Lungen:

Am Ende des Therapiezeitraums (240 min) erhielten alle Versuchstiere unter
Fortfihrung der Analgesie einen letalen Bolus Kaliumchloridlésung (10 ml KCI 7.45%),
was im abgeleiteten EKG zum Herzstillstand fiihrte. Nach dem Versterben der Tiere
wurde der Beatmungsmodus in beiden Gruppen auf CPAP (PEEP 10 cmH20)
umgestellt, wodurch die Lungen endexspiratorisch kontinuierlich geblaht und somit am
Kollabieren gehindert wurden. Dies ermdglichte die Freipraparation, Extraktion (siehe
2.1.2) und anschlieRende Fixierung der gebléhten Lungen in flissigem Stickstoff.
Dadurch sollte eine weitere Umverteilung beider Carriersubstanzen (PFC, S) innerhalb
der Lungen nach Therapieende verhindert werden. Die nachfolgende Gefriertrocknung
der Lungen (Gefriertrocknungsanlage Modell Lyovac GT 2, Fa. Finn-Aqua, Germany)
bewirkte einen direkten Ubergang von gefrorenen in festen Zustand, um speziell beim
leicht flichtigen PFC eine nachtrégliche Umverteilung durch Evaporation ebenfalls zu
vermeiden. Die Gefriertrocknung erfolgte bei -25°C und einem eingestellten Druck unter
102 mbar, fiir einen Zeitraum von 48-72 Stunden. Sowohl wahrend der Therapie und
der Praparation, als auch wéhrend der endgtiltigen Fixierung befanden sich alle Tiere /
Lungen kontinuierlich in Rickenlage, um ebenfalls eine iatrogen hervorgerufene

Umverteilung von PFC bzw. S durch Lageanderung zu verhindern.
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2.2.9 Topographische Gliederung der Lungen:

Um eine spatere Aussage Uber die intrapulmonale Verteilung des PFC und S treffen zu
kdnnen, wurden die Lungen in Wiirfel definierter Gré3e zerschnitten und nach
Zuordnung im Koordinatensystem (X-, Y-, Z-Achse) als 3-dimensionales Lungenmodell
wieder rekonstruiert. Um das Schneiden der gefriergetrockneten Lungen in
Lungenwirfel (LC) zu ermdglichen, wurden sie mit einer Nadel auf einer Unterlage in
Ruckenlage fixiert und anschlie3end schichtweise vollstandig in Bauschaum eingebettet
(Abb. 4). Nachdem Aushartung des Bauschaums konnten die eingeschdumten Lungen
in zwei von uns speziell angefertigten Schneidelehren standardisiert in Wrfel
definierter GroRRe (0,7cm®) geschnitten werden (Abb. 5a). Dazu war es erforderlich, den

Uberschissigen Bauschaum an den Aul3enseiten quaderformig abzuschneiden,

Abb. 4: Fixierung der gefriergetrockneten Lungen in Ruckenlage (linke Abbildung). AnschlieBende
Fixierung der Lungen durch Einschdumen in schnell trocknendem Bauschaum, jeweils unter
Einhaltung einer kurzen Antrocknungszeit. Dies sollte eine nachtréagliche Kompression der Lungen
durch den beim Ausharten sich geringfligig ausdehnenden Bauschaum verhindern (rechte Abbildung).
Durch die Fixierung der gefriergetrockneten Lungen in Bauschaum wurde das spétere Zerschneiden

in Lungenwiirfel ermdglicht.

so dass die Lungen in einem ,Rechteck” aus Bauschaum eingebettet lagen. In der
Schneidelehre Nr. 1 war in der Plexiglaswand ein dinner Spalt im Abstand von 0,7 cm
zur Wand eingelassen, was das standardisiertes Schneiden der eingebetteten Lungen
in Schichten von jeweils 0,7 cm Starke gewahrleistete (dinnen Praparationsmesser,
Allgaier Instrumente). Hierbei wurde darauf geachtet, dass die eingeschdumten Lungen
zum Schneiden in basoapikaler Richtung (vom Zwerchfell in Richtung Lungenspitze) in
die Schneidelehre geschoben und die rechte Seite in der unteren Ecke angelegt wurden

(Abb. 5a). Jede Lungenscheibe erhielt in ihrer basoapikalen Schnittrichtung eine
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entsprechende Koordinate (Y-Achse), und wurde — verglichen einer abgeschnittenen
Brotscheibe - auf ihre basale Seite gelegt, so dass die apikale Seite nach oben zeigte
(Abb. 5a, 5b).

ve

de
ve

-
0,7cm

Abb. 5a, 5b: Abklrzungen: ve — ventral, do — dorsal, ap — apikal, ba — basal, de — dexter (rechts), si —
sinistre (links). Schematische Darstellung der Schneidelehre Nr.1 mit Ansicht von oben (5a, Abb.
links). Die in Bauschaum eingebetteten Lungen wurden in Rickenlage in basoapikaler Richtung in die
untere Ecke der Schneidelehre eingepasst, so dass die rechte Lungenseite der Wand anlag. In die
Plexiglaswand der Schneidelehre war ein diinner Spalt im Abstand von 0,7 cm zur Wand eingelassen,

um das schichtweise Schneiden der Lungen in Scheiben von jeweils 0,7 cm zu ermdglichen.

In einer zweiten, ebenfalls aus Plexiglas speziell angefertigte Schneidelehre (Nr. 2)
wurde jede der entstandenen Lungenscheiben so platziert, dass die apikale Seite nach
oben verwies und die rechte sowie dorsale Kante in der linken unteren Ecke zum liegen
kam (siehe Abb. 5c). In den vier Seitenwanden waren in das Plexiglas ebenfalls im
7mm-Abstand Schnittfihrungen eingearbeitet worden, um die Lungenscheiben in
Wiirfel von 0,7x0,7x0,7 cm schneiden zu kdnnen. Damit erhielt jeder Lungenwiirfel
seine Zuordnung im Koordinatensystem in X-, Y- und Z-Richtung. Die Y-Achse
entsprach dabei den einzelnen Lungenschichten (basal nach apikal), die Z-Achse stand
fur die Ausbreitungsrichtung von dorsal nach ventral und die X-Achse zeigte die
Koordinaten von rechts (dexter) nach links (sinister), was die spatere Rekonstruktionen
der Lungen als 3-dimensionales Wurfelmodell ermdglichte.

LC aus dem Randbereich die nur Bauschaum ohne Lungengewebe beinhalteten gingen
nicht in die Auswertung mit ein und wurden verworfen. LC aus dem Randbereich, die
sowohl Lungengewebe als auch Bauschaum enthielten, wurden innerhalb jeder Lunge
einzeln ausgezahlt um spétere Berechungen von Volumen- und Dichte&nderungen der

gefriergetrockneten Lungen zu erméglichen (Abb. 5c, 2.2.11).
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Abb. 5c (links): Schematische Darstellung der zweiten Schneidelehre (Nr. 2), wo exemplarisch eine
Lungenscheibe in die linke untere Ecke eingepasst wurde. Nach dem Schneiden erhielt jeder Lungen-
wirfel eine vorlaufige Koordinate sowohl in dorso-ventraler Richtung (Z-Achse, hier: alphabetische
Abfolge) als auch in der Ausbreitungsrichtung von dexter - de nach sinister - si (X-Achse, hier: Durch-
nummerierung). Die Y-Achse entsprach dabei den einzelnen Lungenscheiben (apiko-basale Richtung,
Schneidelehre Nr.1) jeder Lunge. Durch standardisiertes Schneiden der Lungen in den zwei
angefertigten Schneidelehren, besal? jeder Lungenwiirfel eine Kantenlange von jeweils 0,7cm.

Abb. 5c (rechts): Schematische Darstellung einer quaderférmig in Bauschaum eingebetteten Lungen-
scheibe (Lungengewebe = gelb) in der Schneidelehre Nr. 2. Jedes hier rot markierte Quadrat stellt
exemplarisch einen einzelnen Wirfel nach Zerschneiden der Lungenscheibe dar, wobei Wiirfel aus
dem Randbereich ohne Lungengewebe (z.B. Wirfel A1) nach Zuordnung im Koordinatensystem
verworfen wurden und nicht in die Auswertung mit eingingen. LC mit anteiligem Lungengewebe (z.B.
Wairfel B1) wurden innerhalb jeder Lunge ausgezahlt, um spatere Berechnungen von Lungenvolumen

und Lungendichte zu ermdglichen (siehe 2.2.11).

Nach Schneiden der gesamten Lunge und vorlaufiger Zuordnung jedes LC zu einer
Koordinate (X-, Y-, Z-Achse) wurde die Carina des Tracheobronchialsystems als
Nullpunkt des Koordinatensystems definiert, weil sie beim Schneiden jeder Lunge
eindeutig zu definieren einfach aufzufinden war. Davon ausgehend wurde das
Koordinatensystem neu angelegt: die Ebene der Carina wurde in der entsprechenden
Verteilungsrichtung (X-, Y-, Z-Achse) als ,zentral“ definiert (,Nullpunkt®, ,,Schicht 0%).
Entsprechend wurden die Ausbreitungsrichtungen apikal/basal, ventral/dorsal und
dexter/sinister neu definiert.

Die dadurch entstandenen 3-dimensionalen Wirfelmodelle der gefriergetrockneten
Lungen konnten durch Verwendung der Software Miner3D EXCEL (Fa. DIMENSION 5)
am Computer visualisiert werden (siehe 3.2.1). Hier wurden die rekonstruierten

Lungenmodelle so dargestellt, so dass man von unten (basal) auf die in Rickenlage
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befindlichen Lungen schaute, wobei die linke Bildseite der rechten Lungenseite und die

rechte Bildseite der linken Lungenseite entsprach (Abb. 5d). Der Punkt in dem sich alle

3 Achsen des Koordinatensystems trafen war die Carina des Tracheobronchialsystems

(Nullpunkt des Koordinatensystems). Dadurch konnten alle Lungen standardisiert im 3-

dimensionalen Koordinatensystem rekonstruiert und untereinander auf regionale

Verteilungsunterschiede hin untersucht werden.

Z-Achse
(ve)

Y-Achse

/ (ap)

(de)

X-.Achse
5 (50

(ba)

(do)

Abb. 5d: das linke Bild zeigt die schon in Abb. 5b verwendete Lungenscheibe (Rickenlage),

diesmal in der Ansicht von basal. Die rot markierten Wirfel und die Achsenbeschriftungen wurden

zur besseren Orientierung belassen.

Das rechte Bild zeigt die entsprechende Darstellung der Lungenscheibe im 3-dimensionalen

Koordinatensystem. Man betrachtet hier die in Riickenlage befindliche Lunge von basal

(Lungenbasis) in Richtung apikal (Lungenspitze), wobei die linke Bildseite der rechten Lunge und

die rechte Bildseite der linken Lunge entspricht. In dem Punkt wo sich alle 3 Achsen des

Koordinatensystems treffen lag die Carina des Tracheobronchialsystems, der als Nullpunkt

definiert wurde.

Zudem konnten bei Verwendung der Software (Miner3D EXCEL) die Wirfelmodelle

beliebig um alle 3 Achsen (X-, Y-, Z-Achse) rotiert werden, was die Visualisierung

regionaler Verteilungsunterschiede zusatzlich verbesserte.

Nach Schneiden und Zuordnung im Koordinatensystem wurde abschlie3end jeder

einzelne LC auf einer elektronischen Feinwaage (LC 2200 P; Sartorius, Gottingen,

Germany) gewogen. Somit war die Anzahl (nLC) und das Gewicht der Wirfel (wLC),
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sowie das Gewicht der gesamten gefriergetrockneten Lunge bekannt, was als
Grundlage fiir spatere Berechnungen der Anderung von Lungenexpansion und

Lungenvolumen diente (siehe 2.2.11).

2.2.10 Darstellung der intrapulmonalen FF-Verteilung:

Durch Erstellung des 3-dimensionalen Wirfelmodells jeder Lunge (siehe 2.2.9), waren
die unterschiedlichen Lungenregionen zur Untersuchung der intrapulmonalen Verteilung
von PFC und S definiert. Flr unsere Fragestellungen spielte die Verteilung beider
Substanzen, dargestellt als relative Verteilung von Fluoreszenzintensitaten, innerhalb
der Lungen von ventral nach dorsal sowie von apikal nach basal eine Rolle. Da die
Grol3en der gefriergetrockneten Lungen und entsprechend auch die Anzahl der
Lungenschichten zum Teil unterschiedlich waren, wurden 2 Auswertungsmodelle
herangezogen:

Um eine Gesamtbetrachtung zu ermdglichen wurden einerseits die Lungen in der
Anzahl ihrer Schichten normiert, auf 8 Schichten in der Ausbreitungsrichtung von
ventral nach dorsal und auf 11 Schichten in der Ausbreitungsrichtung von basal nach
apikal. Dann wurden innerhalb der Lungenschichten die Summe der INT (YG) bezogen
auf die Gesamtmenge des FF berechnet, um jeweils Unterschiede der Farbstoffmenge
feststellen zu kénnen (siehe 3.2.1.2).

Bei einer weiteren Methode zur Betrachtung und Analyse der intrapulmonalen
Farbstoffverteilung, diente die Carina des Tracheobronchialsystems als Nullpunkt bzw
zentrale Schicht des Koordinatensystems. Die Schichten oberhalb des Nullpunkts
wurden als ventrale bzw. apikale Schichten definiert, die Schichten unterhalb des
Nullpunkts als dorsale bzw. basale Lungenschichten. Dadurch konnten die Lungen
unabhéngig von der Anzahl ihrer Schichten in der Ausbreitungsrichtung ventral-zentral-
dorsal und apikal-zentral-basal ebenfalls miteinander verglichen werden (siehe 3.2.1.2
und 3.2.1.3).

Die Darstellung der FF-Verteilung in den 3-dimensionalen Wurfelmodellen als indirekter
Nachweis fur die Carriersubstanzen PFC und S (siehe 3.2.1), machte weitere
Arbeitsschritte in Anlehnung an unsere Vorversuche erforderlich (siehe 2.1.2).

Nach Wiegen und Zuordnung im Koordinatensystem wurde jeder Lungenwurfel in 1,8

ml Aceton eingelegt, um den Fluoreszenzfarbstoff (FF) wieder in Losung zu bringen.
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Nach spektrometrischer Messung der jeweiligen Fluoreszenzintensitat (INT), wurde der
Quotient ,,Q“ aus INT pro Wurfelgewicht gebildet (siehe 2.1.2), was den Vergleich der
INT jedes Lungenwurfels innerhalb einer Lunge ermgglichte. Um die regionale
Verteilung der beiden Carrier (PFC, S) ebenfalls zwischen beiden Therapiegruppen
vergleichen zu kdnnen, wurde der Mittelwert von Q in jeder Gruppe gebildet, und davon
abweichende Werte als ,prozentuale Anderung von Q“ angegeben (siehe 3.2.1).
Aufgrund der geréateabhangig festgelegten unteren Messgrenze des
Fluoreszenzspektrometers bei INT=10 wurden vor Berechnung von Q alle Lungenwiirfel
mit INT<10 gleich INT=10 gesetzt.

In der Visualisierung der regionalen Verteilung im Wurfelmodell (siehe 3.2.1.1) reichte
das Farbspektrum der gemessenen INT/Wirfelgewicht (Q) der einzelnen Lungenwdrfel

von blau (niedriges Q) bis rot (hohes Q).
2.2.11 Totales Lungenvolumen:

Nach Praparation und Zerschneiden der gefriergetrockneten Lungen (siehe 2.2.9) war
es durch Kenntnis von Anzahl und Gewicht der Lungenwaurfel (LC) moglich,
Berechnungen uber das totale Lungenvolumen und die Lungendichte durchzufiihren

und auf Gruppenunterschiede hin zu untersuchen (siehe 3.2.2).
2.2.11.1 Berechnung totales Lungenvolumen:

Die Berechnung des totalen Lungenvolumens erfolgte durch Kenntnis von Anzahl und
GroRRe der Lungenwtirfel (0,7 x 0,7 x 0,7 cm = 0,343 cm® = 0,343 ml), wobei die
Randstucke innerhalb jeder Lunge einzeln ausgezéahlt und wegen der unterschiedlichen
Anteile von Lungengewebe im Randbereich nur mit der Halfte an Lungenvolumen
(0,1715 cm®) in die Auswertung mit einbezogen wurden. Entsprechend wurde bei jeder
der gefriergetrockneten Lungen die Summe aus Lungenvolumen ohne Randbeteiligung
und Lungenwirfel mit Randbeteiligung zur Berechnung des gesamten Lungenvolumens

gebildet:

Lungenvolumen = (0343cm®* NLC)+ (01715cm3us " NLCra)
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2.2.11.2 Berechnung Lungendichte:

Zur Berechnung der Lungendichte (Masse pro Volumen) war es erforderlich, das zuvor
berechnete Volumen jeder Lunge mit einzubeziehen, das sich nach Gefriertrocknung
aus Lungengewebe und luftgefiillten Atemwegen zusammensetzte. Die Lungendichte
berechnete sich entsprechend durch Bildung des Quotienten aus Lungengewicht (in
mg) und Lungenvolumen (siehe 3.2.2.2).

2.2.11.3 Berechnung Pulmonary Expansion Factor (PEF):

Das Verhaltnis (Ratio) aus dem Gewicht der gefriergetrockneten Lungen (in mg) und
der jeweiligen Anzahl der Lungenwiirfel (LC) diente als Berechnungsgrundlage zur
Darstellung von GroR3enunterschieden zwischen den Lungen (siehe 3.2.2). Hierbei
wirde eine hohere Anzahl von Lungengewebewdurfeln bei gleich bleibenden Gewichten
der gefriergetrockneten Lungen zu einer Abnahme der Ratio fiihren.

Auf der Basis dieser Ratio wurde ein Faktor berechnet (,PEF* — Pulmonary Expansion
Factor), der eine Aussage Uber die Anderung der LungengréRe nach 240 min Therapie-
dauer zwischen beiden Gruppen (PFC vs. S) ermdglichen und mdgliche Therapie-
effekte weiter veranschaulichen sollte. Die Ratio S-Gruppe im Verhaltnis zur Ratio PFC-
Gruppe ergibt einen Unterschied in Prozent. PEF dient entsprechend als Multiplikator

um den Unterschied der Ratio zwischen den Gruppen weiter zu verdeutlichen.

2.3 Statistik:

Die statistische Analyse und graphische Auswertung erfolgte durch Verwendung der
Software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc, San Diego, USA).

Die Ergebnisse wurden, wenn nicht anders beschrieben, als Mittelwerte + Standard-
abweichung (MW = SD) angegeben, dass Signifikanz-Niveau wurde mit p < 0.05
festgelegt. Die Analyse der Daten auf regionale Verteilungsunterschiede, sowohl
innerhalb als auch zwischen beiden Therapiegruppen (PFC vs. S), fand unter
Verwendung des nicht-parametrischen Mann-Whitney U-Tests statt.

Die Untersuchung der Respiration (VEI, Ol), Messergebnisse aus Blut- und
Atemgasanalysen (etCO,, Sa0O,, pH-Wert, Basenabweichung), Kreislaufparameter (HF,
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MBP) sowie der Therapieeinfluss auf Lungenexpansion und Lungendichte erfolgte
ebenfalls durch Anwendung des Mann-Whitney U-Tests auf signifikante Unterschiede.
Der Vergleich zwischen den Gruppen erfolgte zwischen den Messzeitpunkten Baseline
vs. LI, Baseline vs. 240min, LI vs. 240min, die Untersuchung der Kurzzeiteffekte (VEI,
Ol) erfolgte zu den Messzeitpunkten 30 und 60 Minuten nach induzierter

Lungenschadigung.
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3. Ergebnisse:

3.1 Ergebnisse der Vorversuchsreihen:

3.1.1 Fluoreszenzmarkierung des PFC mit Mikrosphéaren:

Der Versuch einer direkten Nachweismethode von im PFC geldsten Mikrospharen
(fluoreszierenden Farbpartikeln), fand aufgrund inhomogener Losungseigenschaften
der Mikrosphéren (in vitro) keine Verwendung. Beide Mikrospharen (SiO, RITC7(C18),
MF-RhB-B183) zeigten nach PFC-Zugabe (Perfluoroctylbromid, Perfluoroctan) und
Vermischen (Vortexen) bereits makroskopisch erkennbare unzureichende
Losungseigenschaften. Bei der Betrachtung der Mikrosphéren innerhalb der Birker-
Zahlkammern waren unterschiedlich grol3e Farbpartikel darstellbar, die entsprechend

nicht homogen verteilt waren (siehe Abb. 6 a-h).

Abb. 6: Licht- und fluoreszenzmikroskopische Darstellung der im PFC inhomogen geldsten Farb-
partikel (Mikrosphéaren); Abb. 6a/b — 2mg SiO, RITC7(C18) in 5ml Perfluoroctylbromid; Abb. 6¢/d —
2mg SiO, RITC7(C18) in 5ml Perfluoroctan. Abb. 6e/f - 2mg MF-RhB-B183 in 5ml Perfluoroctyl-
bromid; Abb. 6g/h — 2mg MF-RhB-B183 in 5ml| Perfluoroctan.

Abb. 6i/j - SiO, RITC7(C18) in PFC-Gemisch (CgF1g und CgF,7Br im Verhétnis 1:10) und Abb. 6k/I -
MF-RhB-B183 in PFC-Gemisch (CgF15 und CgF17Br im Verhatnis 1:10).
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Ebenfalls bei Verwendung eines PFC-Gemischs (CgF1s und CgF17Br im Verhaltnis 1:10)
zeigten die Mikrosphéren SiO,-RiTC7 (C1g) (Abb. 6i/j) und MF-RhB-B183 (Abb. 6k/l) in
licht- und fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung ebenfalls die schon makroskopisch
sichtbaren, inhomogenen Ldsungseigenschaften (Klumpen-/ Haufenbildung).

3.1.2 Nachweis des FF in Aceton:

Die Messung der Fluoreszenzintenitaten (INT) der 6 erstellten Verdinnungsreihen
ergaben stabile Losungseigenschaften des Fluoreszenzfarbstoffs (FF) geltst in Aceton.
In der graphischen Darstellung (Abb. 7) ist auf der Y-Achse die spektrometrisch
gemessenen INT des FF logarithmisch aufgetragen. Die X-Achse zeigt die jeweilige
Konzentration des FF in pg/ml. Unterschiede in der Hohe des Ausgangswertes jeder
Messreihe entstanden durch Titration der Stammldsung (Konzentration = 1000 pg/ml)

bis in den messbaren Bereich des Fluoreszenzspektrometers (INT <1000).

1000
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INT Yellowgreen [log10]

@) R R @) @) @) @) @)
06\ OC?S‘ 09 006‘ 000_) 00{ 000 000 000
SN v O N
S S 7 I
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Xn %

Konzentration YG [pg/ml]

Abb. 7: Eichkurven zur Untersuchung der Losungseigenschaften des Fluoreszenzfarbstoffs (FF) in
Aceton. Darstellung der FF-Konzentrationen (X-Achse) unter schrittweiser Verdinnung der
Stammldsung sowie logarithmischer Darstellung der gemessenen Fluoreszenzintensitat (INT) auf der
Y-Achse. Die unterschiedliche Hohe der Ausgangswerte entstanden durch Titration der Stammlésung

bis in den messbaren Bereich des Spektrometers (INT<1000).

Bis zu einer Verdiinnung der Stamml6ésung bis auf 1:12800000 zeigten alle Ver-
diinnungsschritte einen statistisch sig. Unterschied, bezogen auf die gemessene INT

(p < 0.05). Erst bei Unterschreiten dieser Verdinnung (rote Markierung) traten
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Schwankungen der Messwerte auf, die in weiteren Verdinnungsschritten keine sig.
Veranderungen ihrer INT mehr zeigten: 8+4,5 bei 1:25600000; 7+3,8 bei 1:51200000
(MW<=SD). Bei einer Verdiinnung von 1:12800000 lag die gemessene INT des FF bei
12+1,6 (MW+SD).

Aufgrund dieser Ergebnisse postulierten wir, dass Aceton als Loésungsmittel fir den bei

uns verwendeten FF Yellowgreen geeignet war.

3.1.3 Nachweis des FF im Lungengewebe:

Der Nachweis des FF (YG) gel6st in der Carriersubstanz PFC war nach intrapulmonaler
Applikation durch spektrometrische Messung der INT moglich (siehe 2.1.2.2).
Regionale Unterschiede im Sinne einer bevorzugten schwerkraftabhangigen Verteilung
des PFC in abhangige Bereiche der Lunge konnten in dieser Vorversuchsreihe durch
eine statistische Analyse nicht gezeigt werden. Bei Betrachtung der gesamten und
rechten Lungen zeigten sich tendenziell héhere Werte der gemessenen INT/mg (Q)
zwischen ventralen und dorsalen Lungenschichten, beziehungsweise zeigten sich bei
Betrachtung separat der linken Lungen tendenziell hbhere Werte (Q) in dorsalen
Lungenschichten. Dies war jedoch aufgrund der hohen Standardabweichungen im
Vergleich zwischen den Schichten ventral vs. medial, ventral vs. dorsal sowie medial vs.

dorsal nicht signifikant (Tab. 2).

Tab. 2: Tabellarische Darstellung von Q (INT/mg) als Mittelwert (MW+SD). Entsprechend Abb.1 (siehe
2.1.2) werden bei Betrachtung der gesamten gefriergetrockneten Rattenlungen die Schichten aus
folgenden Lungenwiirfeln zusammengesetzt: ventral (LC 1+4+7+10), medial (LC 2+5+8+11) und dorsal
(LC 3+6+9+12) bzw. bei separater Betrachtung von rechter und linker Lunge: ventral rechts (LC 1+4),
medial rechts (LC 2+5), dorsal rechts (LC 3+6) sowie ventral links (LC 7+10), medial links (LC 8+11)
und dorsal links 9+12).

MWzSD gesamte Lunge rechte Lunge linke Lunge
ventral 7,18 + 8,99 9,64 £11,72 4,73 £ 3,97
medial 6,81 + 5,64 8,36 + 7,04 5,26 3,27
dorsal 5,51 + 4,60 5,01 + 3,10 6,06 + 5,77
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3.2 Ergebnisse der Hauptversuchsreihe:

3.2.1 Darstellung der intrapulmonalen PFC- und S-Verteilung:

3.2.1.1 3-dimensionales Wiirfelmodell der Lunge:

Die Darstellung und der Vergleich der regionalen Verteilung von PFC und S sowohl
durch Normierung der Wirfelmodelle auf eine definierte Anzahl Lungenschichten als
auch durch Erstellung von Lungenregionen anhand der Carina (Nullpunkt des
Koordinatensystems) war moglich (siehe 2.2.10). Anhand von Q (Fluoreszenzintensitéat
pro Wurfelgewicht) eines jeden Lungenwirfels wurde die intrapulmonale Verteilung von
PFC und S nach 3-dimensionaler Rekonstruktion der Wirfelmodelle am Computer
visualisiert. Die zusatzliche Moglichkeit der freien Rotation des Wirfelmodells um alle 3
Achsen (X-, Y-, Z-Achse) erleichterte hierbei die Betrachtung der regionalen Verteilung
beider Substanzen.

Die folgende exemplarische Darstellung eines Wirfelmodells aus beiden Gruppen
zeigte jeweils eine Lunge mit Ansicht von basal auf dem Rucken liegend und nach
Rotation um die Z-Achse in einer Rechtsseitenansicht (siehe Abb. 8-11). In der PFC-
Gruppe sah man optisch eine bevorzugte dorsobasale Verteilung des PFC (siehe Abb.
8+9a/b), dargestellt als relative Anderung von Q (INT/mg). Das Intensitatsspektrum
reichte hierbei von blau (niedriges Q) bis rot (hohes Q). Sowohl in Ansicht von basal
(siehe Abb. 8a) als auch von rechts-seitlich (siehe Abb. 9a) war gut zu erkennen, wie
sich das PFC bevorzugt in den abhangigen Lungenregionen (basal, dorsal) anreicherte,
dargestellt als Zunahme der Fluoreszenzintensitat (INT) pro mg (Q) in diesen Bereichen
(grin > blau). Zur besseren Orientierung war einerseits jeweils eine schematische
Darstellung des Koordinatensystems mit abgebildet, zum einen in der Ansicht von basal
(siehe Abb. 8b), zum anderen mit Blick von rechts auf die auf dem Riicken liegenden
Lunge (siehe Abb. 9b). Zudem zeigte ein Foto der gefriergetrockneten Lungen eine
entsprechende Aufsicht zur weiteren Orientierungsméglichkeit.

In der S-Gruppe sah man in beiden Darstellungen (von basal und von rechts-basal) ein
eher homogeneres Verteilungsmuster des Carriers Surfactant im Vergleich zu PFC.
Hier kam es zu einer Mehranreicherung von S in verschiedenen kleineren Bereichen

der Lunge.
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Abb. 8a: Exemplarische Darstellung der regionalen Verteilung von intrapulmonal appliziertem PFC durch Darstellung der Fluoreszenzintensitaten von im
PFC gelosten FF. Das 3-dimenionale Wirfelmodell zeigte die regionale Verteilung des Carriers PFC nach 240 Minuten Therapie nach induzierter
Lungenschadigung. In Analogie zu konventionellen MRT-Bildern blickte man von basal auf die auf dem Ricken liegenden Lungen, vereinfacht dargestellt
im Koordinatensystem Abb. 8b (rechtes Bild). Die Abkiirzungen bedeuteten: ve — ventral, do — dorsal, ap — apikal, ba — basal, de — dexter, si — sinister.
Die unterschiedlichen Farben der einzelnen Lungenwdirfel entstanden durch die unterschiedlich hohe Fluoreszenzintensitéat (INT) des FF, dargestellt als Q
(INT/mq), wobei das Intensitatsspektrum von blau (niedrige INT/mg) bis rot (hohe INT/mg) reichte. In Ansicht von basal war gut zu sehen, wie es zu einer
bevorzugten Anreicherung des PFC in abhangigen Lungenregionen (basal, dorsal) kam.
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Abb. 9a: Ansicht der PFC-Verteilung von rechts-basal im 3-dimensionalen Wirfelmodell. Abkiirzungen: ve — ventral, do — dorsal, ap — apikal, ba — basal, de
— dexter, si — sinister. Nach Rotation der Lunge um die Z-Achse sah man in dieser Darstellung wiederholt die bevorzugte Verteilung der Carriersubstanz
PFC in die abhangigen Lungenbereiche (dorsal / basal). Die X-, Y-, und Z-Achse trafen sich jeweils im Nullpunkt des Koordinatensystems (Carina).

Zentral und apikal waren vor allem die Wurfel mit geringeren Intensitaten lokalisiert, gegenuber Wurfeln mit hdherem Q in basalen und dorsalen
Lungenregionen.

Abb. 9b. Zur raumlichen Orientierung eine schematische Darstellung des 3-dimenionalen Wirfelmodells nach Rotation der auf dem Ruicken liegenden
Lunge um die Z-Achse, sowie eine entsprechendes Foto der zuvor gefriergetrockneten Lunge ebenfalls nach Rotation um die Z-Achse.
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Abb. 10a: Exemplarische Darstellung der regionalen Verteilung von intrapulmonal appliziertem Surfactant (S) nach 240 Minuten Therapie, durch
Darstellung der Fluoreszenzintensitaten des im S geldsten FF. Die Lungen befanden sich alle in Riickenlage. Wie Abb. 10b schematisch zeigte, blickte
man von basal nach apikal, die linke Bildseite entsprach demnach der rechten Lunge, die rechte Bildseite der linken Lunge. Die Abklrzungen standen fur:
ve — ventral, do — dorsal, ap — apikal, ba — basal, de — dexter, si — sinister. Durch die unterschiedliche Hohe der gemessenen Fluoreszenzintensitét pro
Wiurfelgewicht (Q) entstand ein Intensitatsspektrum, das von blau (niedriges Q) bis rot (hohes Q) reichte. Die Verteilung von Q zeigte hier ein eher
homogeneres Verteilungsmuster. Ebenfalls erkennt man hier gut den GréRenunterschied zwischen der S- und der PFC-Lunge.
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Abb. 11a: Ansicht der S-Verteilung von basal und seitlich rechts sowohl im 3-dimensionalen Wirfelmodell als auch schematisch und als Foto der
gefriergetrockneten Lunge (Abb. 11b). Die Abkirzungen standen fir: ve — ventral, do — dorsal, ap — apikal, ba — basal, de — dexter, si — sinister.

Nach Rotation der Lunge um die Z-Achse zeigte sich hier exemplarisch wie auch schon in der Ansicht von basal die eher homogenere Verteilung des S,
wobei es zu einer Mehranreicherung von S in verschiedenen kleineren Bereichen der Lunge kam. Das Spektrum der Fluoreszenzintensitét (INT) reicht von
blau (niedrige INT/mg = Q) bis rot (hohe INT/mg). Die 3 Achsen treffen sich jeweils im Nullpunkt des Koordinatensystems (Carina).
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3.2.1.2 Regionale Verteilung (ventral-dorsal):

Die statistische Auswertung der regionalen intrapulmonalen Verteilung des FF
Yellowgreen von ventral nach dorsal zeigte sowohl zwischen als auch innerhalb beider
Therapiegruppen (PFC, S) signifikante Unterschiede.

Bei der Auswertung der regionalen Verteilung anhand des Nullpunkts (zentrale Schicht)
ist auf der Y-Achse ist die prozentuale Abweichung vom errechneten Mittelwert Q (MW,
95%-Konfidenzintervall) dargestellt (siehe 2.2.10). Die X-Achse zeigt die regionale

Aufteilung der Lungen von ventral nach dorsal.
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Abb. 12: Graphische Darstellung der regionalen Verteilung des FF Yellowgreen von ventral nach
dorsal (X-Achse) als prozentuale Anderung von Q (INT/mg) nach Berechnung des Mittelwerts von Q
in der jeweiligen Gruppe (PFC, S). Die Nulllinie entspricht dabei dem berechneten Mittelwert (Q)
innerhalb der jeweiligen Gruppe (Siehe 2.2.10).

Zwischen den Gruppen zeigte die PFC-Gruppe gegenuber S in der Region dorsal sig. héhere Werte
(p=0.0069), wobei die S-Gruppe in der Region ventral sig. héhere Werte (Q) gegeniber der PFC-
Gruppe (p=0.0003) aufwies. Innerhalb der Gruppen kam es in der PFC-Gruppe zu sig. hdheren
Werten (Q) bei Vergleich der Regionen ventral vs. dorsal sowie zentral vs. dorsal (p<0.0001). Trotz
tendenziell hoherer Werte (Q) in der S-Gruppe in der Region ventral, ist dies gegeniber zentral

(p=0.08) und dorsal nicht statistisch signifikant.

Zwischen beiden Gruppen zeigte die PFC-Gruppe dorsal sig. h6here Werte (p=0.0069),
gegenuber der S-Gruppe (siehe Abb. 12). Demgegeniber lagen bei Betrachtung der



ventralen Lungenschichten in der S-Gruppe sig. hohere Werte (p=0.0003) im Vergleich
zur PFC-Gruppe vor.

Innerhalb der PFC-Gruppe bestand in der Ausbreitung von ventral nach dorsal (ventral
vs. dorsal, zentral vs. dorsal) ebenfalls ein signifikanter Unterschied (p<0.0001) mit
hoheren Werten (Q) in dorsalen Lungenregionen, dargestellt als hdchste Abweichung
vom errechneten Mittelwert Q (Abb. 12). Die S-Gruppe zeigte die héchsten Werte (Q) in
der Region ventral gegentiber zentral und dorsal, jedoch war dies nicht statistisch

signifikant (p=0.08 ventral vs. zentral).

Eine weitere Methode zur Betrachtung der intrapulmonalen Farbstoffverteilung bestand
in der Normierung der Lungen auf 8 Schichten (siehe Abb. 13, 2.2.10). Hier zeigten sich
in der PFC-Gruppe, gegeniber der S-Gruppe, sowohl in der Darstellung der
Gesamtmenge an FF als auch in der kumulativen Menge eine Mehranreicherung an FF
in den dorsalen Lungenanteilen.

Die obere Abbildung (Abb. 13) zeigt auf der Y-Achse die Menge an Fluoreszenzfarbstoff
(in %) innerhalb der jeweiligen Lungenschichten und Therapiegruppe an. Hier erkannte
man in der PFC-Gruppe eine héhere Menge an FF in den dorsalen Lungenschichten
gegenuber der S-Gruppe, mit anteilig mehr FF in den ventralen Schichten.

Die Darstellung der kumulativen FF-Menge (Y-Achse, untere Abb.13) demonstrierte
ebenfalls die zuvor beschriebene Mehranreicherung des FF in die abhéngigen
(dorsalen) Lungenschichten innerhalb der PFC-Gruppe, im Vergleich zu S (72% vs.
58%), die statistisch signifikant war (p<0.001).
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Abb. 13: Graphische Darstellung der regionalen Verteilung des FF Yellowgreen von ventral nach
dorsal (X-Achse, Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall) nach Normierung der Lungen auf 8
Schichten. In der oberen Abbildung ist auf der Y-Achse die Gesamtmenge an FF (in %) innerhalb der
jeweiligen Therapiegruppe dargestellt. Hier sieht man eine Mehranreicherung des FF in den dorsalen
Lungenschichten in der PFC Gruppe gegeniber der S-Gruppe, mit anteilig mehr FF in den ventralen
Lungenschichten.

Die Y-Achse der unteren Abbildung zeigte die kumulative Menge an FF (in %) der jeweiligen Gruppe,

mit einer sig. hoheren Menge an FF in den dorsalen Lungenregionen (PFC-Gruppe), gegeniber der
S-Gruppe (72% vs. 58%).
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3.2.1.3 Regionale Verteilung (apikal-basal):

Es wurde die regionale Verteilung von S und PFC in der Ausbreitungsrichtung von
apikal nach basal untersucht. Auf der Y-Achse ist die prozentuale Abweichung vom
Mittelwerts Q (Nulllinie) innerhalb der jeweiligen Gruppe (S, PFC) und Lungenregion
abgebildet (Mittelwert, 95%-Konfidenzintervall). Die X-Achse zeigt die entsprechenden
Lungenregionen von apikal Uber zentral nach basal (siehe 2.2.9). In beiden Gruppen
fanden sich die hochsten Werte fur Q in der Lungenregion basal mit entsprechend
positiver Abweichung von der Nulllinie, sowie eine Abnahme von Q in Richtung apikal
gelegene Lungenschichten. Hierbei zeigte die PFC-Gruppe sowohl in zentral als auch
apikal eine hohere prozentuale Abweichung von der Nulllinie gegeniber der S-Gruppe.
Dies entsprach innerhalb der PFC-Gruppe geringeren Messwerten von Q in den
Regionen zentral und apikal gegenliber der Region basal. Innerhalb beider Gruppen
kam es zwischen den Regionen basal-zentral und basal-apikal zu sig. Unterschieden,
lediglich die PFC-Gruppe zeigte ebenfalls einen sig. Unterschied zwischen den
Regionen zentral und apikal. Zwischen den Gruppen erbrachte die statistische Analyse
der prozentualen Anderung von Q als Abweichung vom Mittelwert (Nulllinie) keine
signifikanten Unterschiede siehe Abb. 14).
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Abb. 14: Regionale Verteilung des FF Yellowgreen von ventral nach dorsal (X-Achse, Mittelwert, 95%-

Konfidenzintervall) als prozentuale Anderung von Q (INT/mg) in der jeweiligen Gruppe (Y-Achse).

In beiden Gruppen fanden sich die hdchsten Intensitaten pro Wirfelgewicht in der Region basal. In der

Ausbreitungsrichtung von basal nach apikal zeigten beide Gruppen geringere Messwerte (%-Anderung

Q) mit entsprechender negativer Abweichung von der Nulllinie.
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3.2.2 Totales Lungenvolumen:

3.2.2.1 Totales Lungenvolumen und Ratio:

Die Berechnung des totalen Lungenvolumens der gefriergetrockneten Lungen unter
Einbeziehung der Randstiicke (siehe 2.2.11.1) ergab signifikant hGhere Werte in der
PFC-Gruppe gegentber der S-Gruppe (siehe Tab. 3). Der Vergleich der Gewichte der
gefriergetrockneten Lungen zwischen beiden Gruppen erbrachte keinen statistisch
signifikanten Unterschied (siehe Tab. 3). Hierbei fiel jedoch auf, dass die Lungen nach
PFC-Therapie optisch groRer wirkten. Nach Préparation der Lungen in Wiurfel (LC) und
statistischer Auswertung konnte der bereits optische Eindruck bestatigt werden. Die
Lungen der PFC-Gruppe hatten tendenziell eine h6here Anzahl an Gewebewiirfeln
(nLC), dies war jedoch ebenfalls nicht statistisch signifikant. Berechnete man nun das
Verhéltnis (,Ratio”) von Lungengewicht pro Anzahl der gefriergetrockneten Wiirfel
(nLC), so kam es zu sig. niedrigeren Werten in der PFC-Gruppe gegenuber der S-
Gruppe (siehe Tab. 3).

Diese Ergebnisse zeigten, dass nach 240 min Therapie die Lungen Gruppe gegeniber
der S-Gruppe eine hohere Anzahl an Lungenwirfeln bezogen auf das Gewicht der
gefriergetrockneten Lungen besal3en, zu sehen sowohl am unterschiedlichen

Lungenvolumen als auch in der Berechung der Ratio.

3.2.2.2 Lungendichte

Die anschlielRende Berechnung der Lungendichte (Gewicht der gefriergetrockneten
Lungen pro Lungenvolumen) erbrachte einen hochsignifikanten Gruppenunterschied,
zugunsten einer verminderten Lungendichte in der PFC-Gruppe gegenuiber der S-
Gruppe (P < 0.001, siehe Tab. 3).

3.2.2.3 Pulmonary Expansion Factor (PEF)

Auf der Basis der Ratio (Lungengewicht pro Anzahl der gefriergetrockneten Wiirfel)
wurde ein Faktor berechnet (PEF, Pulmonary Expansion Faktor), der eine Aussage
uber die Anderung der GréRBenzunahme der Lungen nach 240 min Therapiedauer

ermaoglichte.



Im Vergleich zur S-Gruppe ergab sich fir die PFC-Gruppe der Faktor 1.38 (PEF), als
mathematisches Korrelat fur eine Zunahme der Lungenexpansion von 38% nach 240

Minuten Therapie mit PFC.

Tab. 3: Tabellarische Ubersicht (MW + SD) von Lungengewicht (in mg), Anzahl der Lungengewebe-
wirfel (nLC), dem Verhaltnis aus Lungengewicht pro nLC (Ratio), dem berechneten Lungenvolumen
(ml) und der Lungendichte (mg/ml) beider Therapiegruppen (PFC vs. S).

Das Gewicht der gefriergetrockneten Lungen zeigte keinen sig. Unterschied. Die Betrachtung der
Wairfelanzahl ergab lediglich einen Trend in Richtung einer héheren Anzahl Wirfeln in der PFC-
Gruppe. Bei der Berechung der Ratio (Lungengewicht pro nLC) zeigte sich jedoch der bereits vorher
erkennbare Unterschied zwischen den Gruppen (P < 0.001).

Die gefriergetrockneten Lungen der S-Gruppe fielen sowohl durch ein sig. geringeres

Lungenvolumen als auch durch eine héhere Lungendichte gegentiber der PFC-Gruppe auf.

Mittelwert £ SD S-Gruppe PFC-Gruppe p-Wert
Lungengewicht [mg] 1790 + 483 1643 + 292 =0.463
nLC 133 £ 37 167 £ 25 =0.072

Ratio 13,59+1,16 9,84 £0,81 <0.001
Volumen [ml] 26,07 £ 7,95 34,28 + 6,13 < 0.05
Dichte [mg/ml] 69,39 £+ 5,42 48,07 = 5,02 <0.001
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3.2.3 Gasaustausch:

Die untersuchten Versuchstiere waren alle < 12 Stunden alt und hatten ein Gewicht von
678+1569. Bezliglich des Gewichts der Tiere ergab sich nach Randomisierung in beide
Therapiegruppen kein signifikanter Gruppenunterschied (S-Gruppe 679169, n=7; PFC-
Gruppe 676+156, n=8).

Im Folgenden wurde der Einfluss beider Therapieformen (PFC vs. S) nach induzierter
Lungenschéadigung auf den Gasaustausch untersucht. Die statistische Analyse der
Messergebnisse fir den Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck (PaO,, PaCO,) zeigte
einen Unterschied zwischen beiden Gruppen zugunsten sig. héheren PaCO,-Werten
zum Messzeitpunkt 2 (LI) in der S-Gruppe (siehe Tab. 4). Zu diesem Zeitpunkt hatten
alle Tiere Anzeichen einer schweren respiratorischen Insuffizienz mit ausgepragter
respiratorischer Azidose und Hypoxie, wobei nach standardisierter Induktion der

Lungenschéadigung der Gruppenunterschied nicht zu erklaren war.

3.2.3.1 Ventilatory Efficacy Index (VEI):

Die Berechnung des VEI vor (,Baseline®) und nach induzierter Lungenschadigung (,LI),
sowie nach 240min Therapie (,240min*), erbrachte keinen sig. Unterschied zwischen
den Gruppen (siehe Abbildung 14, Tabelle 4). Innerhalb beider Gruppen kam es
erwartungsgeman zu einem sig. Abfall des VEI zum Messzeitpunkt 2 (LI) und nach
Therapie fur 240 Minuten (Messzeitpunkt 3) zu einem sig. Anstieg mit Annéherung des
VEI an die Ausgangswerte, wobei die S-Gruppe noch signifikant niedrigere Werte

(p=0.03) gegenuber dem Messzeitpunkt ,Baseline” aufwies (Abb. 15).

Die Untersuchung moglicher ,Kurzzeiteffekte* zeigte zwischen beiden Therapieformen
(PFC, S) einen signifikanten Unterschied. In der S-Gruppe kam es gegenuber der PFC-
Gruppe nach 30 Minuten (p<0.01) und 60 Minuten (p<0.05) zu einer signifikant héheren
prozentualen Anderungen des VEI. Die PFC-Gruppe zeigte gegeniiber der S-Gruppe

innerhalb der ersten 60 Minuten Therapie tendenziell niedrigere Werte, mit einem nicht

so raschen Anstieg in der Anderung des VEI (Abb. 16).
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Abb. 15: Graphische Darstellung des Ventilatory Efficacy Index (Y-Achse) zu den Messzeitpunkten
Baseline, LI und 240min (X-Achse). Die Werte sind als MW+SD angegeben. Signifikante Unterschiede
innerhalb der Gruppen bestanden zwischen den Messzeitpunkten Baseline vs. LI sowie LI vs. 240min

und in der S-Gruppe bei Baseline vs. 240min.
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Abb. 16: Darstellung der kurzzeitigen Therapieeffekte anhand des VEI als prozentuelle Anderung (%
Anderung VEI), ausgehend vom Messzeitpunkt ,LI* (Nullwert). Die X-Achse zeigt den zeitlichen
Verlauf nach Induktion der Lungenschéadigung (,LI*) an. Die Y-Achse stellt die Hohe (% Anderung VEI)
0, 30 und 60 Minuten nach LI dar. Zwischen den Gruppen kam es zu sig. Unterschieden nach 30 und
60 min (** p<0.01, * p<0.05). Innerhalb der Gruppen lagen ebenfalls sig. Unterschiede vor, jedoch mit
tendenziell geringeren Werten und geringerer Anstiegssteilheit der % Anderung VEI in der PFC-

Gruppe gegenuber der S-Gruppe.
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3.2.3.2 Oxygenation Index (Ol):

Nach experimenteller Induktion der Lungenschadigung (,L1“) kam es erwartungsgemaf
zu einem Anstieg des OI, mit einem sig. Unterschied (p < 0.001) innerhalb der Gruppen
zwischen den Messzeitpunkten Baseline vs. LI (Abb. 17). Sowohl die Applikation von
PFC als auch von Surfactant fuhrten in beiden Gruppen nach 240 Minuten Therapie-
dauer zu einem statistisch sig. Abfall des Ol (p < 0.001) zwischen den Messzeitpunkten
LI vs. 240min. Im Vergleich zur Ausgangsmessung (Baseline) kam es innerhalb beider
Gruppen zu einer sig. Verbesserung des Ol nach 240 Minuten (240min), mit einer
hoheren Signifikanz in der S-Gruppe (p < 0.001) gegentiber der PFC-Gruppe (p < 0.01),
wobei sowohl die Ausgangswerte als auch die Werte zum Messzeitpunkt 240min in der
S-Gruppe homogener waren als in der PFC-Gruppe.

Der statistische Vergleich zwischen beiden Gruppen zeigte keinen sig. Unterschied.
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Abb. 17: Graphische Darstellung des Oxygenation Index (MW+SD) beider Therapiegruppen (PFC, S)
zu den 3 Messzeitpunkten ,Baseline”, ,LI“ und ,240min“. Auf der X-Achse sind die 3 Messzeitpunkte
abgebildet, die Y-Achse stellt die Hohe des berechneten Ol dar.

In der Untersuchung moglicher Kurzzeiteffekte auf den Ol (S, PFC), wurde hier

ebenfalls die prozentuelle Anderung (% Anderung OI) nach induzierter Lungen-
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schadigung (LI) untersucht (Abb. 18). Hier zeigte sich innerhalb des Behandlungs-
zeitraums von 60 min bezogen auf die prozentuale Anderung des Ol kein signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen.
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Abb. 18: Darstellung des kurzzeitigen Therapieeffekts (S, PLV) als prozentuale Anderung
des Oxygenation Index (% Anderung OI) nach induzierter Lungenschadigung (LI).

30 und 60 Minuten nach LI bestand kein sig. Unterschied zwischen den Gruppen.
Darstellung der Werte als MW+SD.

3.2.3.3 Arterio-endexspiratorische CO,-Differenz (P(a-et)COy):

Nach Induktion der akuten Lungenschadigung, kam es bei allen Versuchstieren zu
einem Anstieg des PaCO, (Tab. 4). Korrelierend zur arteriellen PaCO,-Bestimmung
zeigte die Bestimmung des endexspiratorischen Kohlendioxidgehaltes (etCO,) ebenfalls
einen Anstieg zum Messzeitpunkt 2 (LI). In der S-Gruppe von 30,55£7mmHg auf
38,79+10mmHg, in der PFC-Gruppe von 32,91+9mmHg auf 33,76x9mmHg (Tab. 4).
Innerhalb beider Gruppen fiel die etCO; nach 240 Minuten (Messzeitpunkt 3) auf Werte
unterhalb der Ausgangswerte ab, was in der PFC-Gruppe statistisch sig. war (p<0.05).
Ein Vergleich der Werte zwischen beiden Gruppen zeigte zu keinem Messzeitpunkt ein
statistisch sig. Unterschied. Aufgrund eines Geratefehlers, waren zum Messzeitpunkt
Baseline von jeweils einem Versuchstier beider Gruppen keine etCO,-Messwerte
vorhanden. Der Vergleich zwischen dem arteriellen (PaCO2) und dem
endexspiratorischen CO,-Gehalt (etCO,) als Mal fur den alveolaren Totraum wurde
unter Verwendung der arterio-endexspiratorischen CO»-Partialdruckdifferenz (P(a-
et)CO,) untersucht (Abb. 19, Tabelle 4).
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Trotz standardisierter Pramedikation und Randomisierung der Tiere kam es zwischen
den Gruppen in der Ausgangsmessung (Baseline) zu sig. niedrigeren Werten in der
PFC-Gruppe. Nach Induktion der Lungenschadigung (LI) und iatrogener Verlangerung
der Diffusionsstrecke fur das Kohlendioxid, kam es erwartungsgemaf zu einem Anstieg
des PaCO2 innerhalb beider Gruppen. Dies war in der PFC-Gruppe aufgrund des
vorausgegangenen geringeren Ausgangsniveaus wiederum signifikant. Ebenfalls zeigte
die PFC-Gruppe uber alle 3 Messzeitpunkte einen kontinuierlichen Anstieg der arterio-
endexspiratorischen CO,-Differenz, wogegen es in der S-Gruppe nach 240 Minuten
Therapie zu einem signifikanten Abfall der Messwerte in Richtung Ausgangswerte kam
(Abb. 19, Tabelle 4).
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Abb. 19: Graphische Darstellung der arterio-endexspiratorischen CO,-Differenz (P(a-et)CO,) zu
den 3 Messzeitpunkten Baseline, LI und 240min. Innerhalb der Gruppen zeigte sich ein
statistisch sig. Unterschied zwischen Baseline vs. LI und Baseline vs. 240min in der PFC-
Gruppe sowie bei LI vs. 240min in der S-Gruppe. Im Gegensatz zur PFC-Gruppe mit einem
kontinuierlichen Anstieg der P(a-et)CO, Uber den Versuchzeitraum, zeigten die Ergebnisse der

S-Gruppe nach 240 min Therapie einen sig. Abfall der P(a-et)CO, in Richtung Ausgangswerte.
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3.2.4 Hamodynamik:

Die Herzfrequenz (HF) und der mittlere arterielle Blutdruck (MBP) zeigten wahrend der

gesamten Therapiedauer in beiden Gruppen einen stabilen Verlauf. Zu Beginn der

Studie (Baseline) wurden bei allen Tieren die hdchsten Blutdruckwerte registriert (S-

Gruppe 50+11mmHg, PFC-Gruppe 44+9mmHg). Wahrend der Studiendauer fielen die

Werte zunachst leicht ab, bevor sie sich im weiteren Therapieverlauf stabilisierten
(siehe Tab. 5).

3.2.4.1 Herzfrequenz (HF):

Die Messung der HF zeigte keinen signifikanten Unterschied Giber den gesamten
Versuchszeitraum (Baseline, LI und 240min), sowohl zwischen als auch innerhalb
beider Therapiegruppen. In der S-Gruppe lag die HF Uber den gesamten Versuchs-

zeitraum auf einem hoéheren Niveau im Vergleich zur PFC-Gruppe (siehe Tab. 5).

3.2.4.2 Mittlerer arterieller Blutdruck (MBP):

In der statistischen Analyse des mittleren arteriellen Blutdrucks (MBP) ergaben sich
Uber die gesamte Studiendauer keine sig. Veranderungen, weder innerhalb einer
Gruppe noch zwischen beiden Gruppen (Tabelle 5). Uber den Therapiezeitraum von
240 Minuten kam es in beiden Gruppen jedoch in der Tendenz zu einem Abfall der

Blutdruckwerte. Die Ausgangswerte lagen bei 5011 mmHg in der S-Gruppe und 44+9

in der PFC-Gruppe. Nach 240 min Therapiedauer (240min) zeigten sich die niedrigsten

Messwerte (S-Gruppe 39+4 mmHg, PFC-Gruppe 385 mmHg).

3.2.5 Sauerstoffsattigung (Sa0), pH-Wert, Basenabweichung (BE):

Bei der statistischen Auswertung der Messwerte fir arterielle Sauerstoffsattigung
(Sa0,), pH-Wert und aktueller Basenabweichung (BE), ergaben sich zu den
untersuchten Messzeitpunkten (Baseline, LI, 240min) ebenfalls keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen S und PFC (Tabelle 5).

Die SaO. fiel nach Lungenschéadigung (LI) in beiden Gruppen <90% ab (MW 89+5%
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S-Gruppe, 89£10% PFC-Gruppe), und zeigte im Verlauf der gesamten Therapiedauer
bei einer fraktionellen inspiratorischen Sauerstoffkonzentration (FiO.) von 1.0 einen
stabilen Verlauf.

Innerhalb der Gruppen kam es erwartungsgemal3 nach induzierter Lungenschéadigung
(LI) zu sig. Veranderungen des pH-Wertes, in der S-Gruppe von 7,46+0,04 auf
7,28+0,10 (p<0.01), in der PFC-Gruppe von 7,47+0,08 auf 7,36+0,10 (p<0.05). Beim
Vergleich des pH-Wertes zwischen der Ausgangsmessung (Baseline) und 240 min
Therapie (240min) fiel zudem auf, dass sich innerhalb beider Gruppen die Messdaten
wieder an die Ausgangswerte annaherten, in der S-Gruppe von auf 7,46+0,02 und in
der PFC-Gruppe auf 7,45+0,09.
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Tabelle 4: Tabellarische Ubersicht der respiratorischen Parameter beider Therapiegruppen (PFC, S). Die

Ein statistisch signifikanter Unterschied lag immer bei p<0.05.

Sig. Unterschiede zwischen der S- und PFC-Gruppe wurde gekennzeichnet durch (*).

Der Vergleich innerhalb der Gruppen erfolgte zu den Messzeitpunkten ,Baseline vs. LI (%), ,Baseline vs.
240min“ (°) und ,LI vs. 240min“ (°).

Baseline LI 240min
S PFC S PFC S PFC
Pa0; 7340+ 67,84+ 6269+ 66,00+ 3276+ 2690+
[mmHg] 16,79 11,66 12,16 12,72 57,46 °¢  68,32"P¢
PaCO, 40,19+ 37,49+ 5713+ 4479+ 3574+ 36,06+
[mmHg] 5,06 8,04 10,43 @ 11,01° 3,61°¢ 9,96
etCO, 30,55+ 32,91+ 38,79+ 33,76+ 2572+  2349%
[mmHg] 6,56 9,20 10,28 8,76 2,88°¢ 5,40 P°
P(a-et) CO, 9,88+ 4,53 + 18,34+ 11,02+ 10,03+ 1257+
[mmHg] 4,28 2,28" 9,43 9,012 1,91°¢ 5,02 °
ol 1,02 + 1,41 + 13,70+ 11,74+ 2,38 + 2,90 +
0,39 1,00 3,122 2,552 0,38 P¢ 0,87 P¢
VEI 0,38 + 0,34 + 0,13+ 0,18 + 0,26 + 0,27 +
0,10 0,13 0,032 0,05° 0,03 "¢ 0,07°

Tabelle 5: Ubersicht der Ergebnisse fiir Himodynamik (HF, mittlerer arterieller Blutdruck MBP) sowie

fur pH-Wert und BE beider Gruppen. Ein statistisch signifikanter Unterschied lag immer bei p<0.05.

Sig. Unterschiede zwischen der S- und PFC-Gruppe wurde gekennzeichnet durch (*).

Vergleiche innerhalb der Gruppen erfolgten zu den Messzeitpunkten ,Baseline vs. LI (%), ,Baseline vs.
240min“ (°) und ,LI vs. 240min* (°).

Baseline LI 240min
S PFC S PFC S PFC
S[?/E])Z 97+3  96+3  89+52 89+10 100+1° 99+ 2P
[r:irf.l] 119 +16 114+18 125426 122418 132+27 124 +23
[mMrE:g] 50+11  44+9 44+ 5 41+6 39+4 38+5
y 746+ 747+ 728+ 736+  7.46+ 745+
P 0,04 0.08 0102 0102 0.02° 0,09
BE 4+2 3+2 1+6  -1+3°2 241 142

[mmHg]




4. Diskussion:

Die vorliegende Studie untersuchte die intrapulmonale Verteilung von Perfluorkarbonen
(PFC) im Vergleich zu exogenem Surfactant (S), nach experimentell induzierter
Lungenschéadigung bei neugeborenen Ferkeln. Zudem wurde der Einfluss beider
Therapieformen (PFC, S) auf das Lungenvolumen und die Lungengewebsdichte sowie
auf respiratorische und hamodynamische Parameter untersucht und miteinander
verglichen.

Die Induktion der Lungenschadigung erfolgte hierbei durch eine Surfactantdepletion.
Hervorgerufenen durch repetitive bronchoalveolére Lavage mit physiologischer

Kochsalzlésung (*®*

), konnte hierdurch bei allen Tieren experimentell ein ARDS erzeugt
werden. Die untersuchten Tiere waren alle reifgeborene Ferkel mit einem Lebensalter
von weniger als 12 Lebensstunden. Die Ferkel sind dem Neugeborenen aufgrund einer

vergleichbaren pulmonalen Anatomie fiir diese Studienreihe geeignet (¢%®

). Das hier
verwendete Modell entsprach somit einem Neugeborenen-Schadigungsmodell, wobei
die Gewichte der Ferkel (MW 678g, 4359 - 960g) verglichen mit anderen Studien sehr
niedrig lagen (MW 1,51kg, 915g - 2415g) (*%3%:73:80:85)

Die Darstellung der intrapulmonalen Verteilung erfolgte in unserer Studie durch direkte
Fluoreszenzmarkierung beider Substanzen (PFC, S). Durch die 3-dimensionale
Rekonstruktion der Lungen im Wirfelmodell, wurde zudem eine Visualisierung mit
ausreichend hoher Auflésung der intrapulmonalen regionalen Verteilung von PFC und
S erzielt. Die Mdglichkeit einer regionalen Verteilungsdarstellung beider Substanzen
gelang in bisherigen Studien zumeist durch histologische oder bildgebende Verfahren
(1720-3089-91) Bislang fehlte jedoch ein geeignetes Verfahren, das einen Vergleich
zwischen der intrapulmonalen Verteilung beider Substanzen ermdglichte. Als Aerosol
applizierte fluoreszierende Microspharen und intravenés verabreichte fluoreszenz-
markierte und radioaktivmarkierte Microspharen konnten in verschiedenen Studien als
Marker fiir Ventilations- und Perfusionsuntersuchungen gute Ergebnisse liefern (3"77%).
Der Versuch Microsphéaren direkt im PFC zu l6sen, gelang aufgrund inhomogener
Losungseigenschaften in der bei uns durchgefuhrten Versuchsreihe (siehe 2.1.1) nicht

und fand entsprechend keine Verwendung zur Fluoreszenzmarkierung des PFC.



Fluoreszenzmarkierung:

Um eine Aussage uber die intrapulmonale Verteilung des PFC und Surfactant zu
treffen, wurden beide Substanzen vor ihrer intratrachealen Applikation mit einem
Fluoreszenzfarbstoff (FF) markiert (siehe 2.1.2). Bisher gab es keine Studien oder
Literaturangaben beziglich der Fluoreszenzmarkierung von PFC und Surfactant durch
Zugabe eines FF in seiner ,Reinform“. Der FF Yellowgreen wurde in PFC und S geldst
und die durch manuelles Mischen und Vortexen entstandene Losung auf ihre
Homogenitat hin Uberprift (siehe 2.2.1).

Am Ende unserer Hauptversuchsreihe erfolgte nach Fixierung der Lungen die
Extraktion des FF aus jedem Lungenwdurfel mit anschlie3ender spektrometrischer
Messung der Fluoreszenzintensitaten (INT). Dabei dienten sowohl das PFC als auch
das S als Carrier fur den geldsten FF, so dass der FF-Nachweis einem indirekten
Nachweis der entsprechenden Carrier-Substanzen entsprach. Hierdurch gelang eine
indirekte Nachweismethode, um die intrapulmonale Verteilung von PFC und S
darzustellen und miteinander vergleichen zu kénnen. Diese Methode wurde bisher nicht
in der Literatur beschrieben.

Studienergebnisse aus Verteilungsdarstellungen mit fluoreszenzmarkiertem Surfactant
durch Microspharen konnten unter anderem zeigen, dass als Bolus appliziertes
Surfactant gegenuber einer langsamen trachealen Instillation zu einer homogeneren

93,94

Durchmischung fuhrte (*7), weswegen auch bei uns eine Bolusapplikation verwendet

wurde. Untersuchungen zur Darstellung der regionalen intrapulmonalen Verteilung von

90;93

Surfactant erfolgten bisher durch radioaktive Markierung (**°), Fluoreszenzmarkierung

von Surfactant-Bestandteilen (%°) und Zugabe von farbmarkierten Microspharen (°%%).
Jedoch bezogen sich diese Ergebnisse vornehmlich auf lichtmikroskopische
Darstellungen der Surfactantverteilung auf alveolarer Ebene ohne Darstellung innerhalb

der gesamten Lunge, was durch die von uns verwendete Methode erméglicht wurde.

Intrapulmonale Verteilung:

In unserer Studie am Lungenschadigungsmodell neugeborener Ferkel sollte weiterhin
Uberprift werden, inwiefern nach trachealer Applikation von PFC und S regionale
Verteilungsunterschiede zwischen beiden Substanzen bestanden.
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Hier konnte in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen in einer Mehrzahl bisheriger
Studienergebnisse gezeigt werden, dass es durch partieller Flussigkeitsbeatmung

(PLV) zu einer eher homogenen Verteilung von PFC mit bevorzugter Anreicherung in

den abhéngigen (dorsobasalen) Bereichen der Lunge kam (3132451959

24:;32:59;96

), vermutlich
aufgrund des relativ hohen spezifischen Gewichts ( ). Kelly et al. fihrte
Computertomographie (CT)-Messungen zur Untersuchung der intrapulmonalen PFC-
Verteilung (als Aerosol vs. tracheale Instillation) nach induzierter Lungenschadigung an
Kaninchen durch (*"). Nach Fixierung der Lungen in fliissigem NO (PEEP 4cmH:0)
erfolgte eine regionale Aufteilung der Lungen anhand CT-Schichtungen in jeweils 3
Lungenregionen, &hnlich der bei uns durchgefihrten Auswertungsmethode.
Anschliel3ende Dichtemessungen zeigten verglichen mit unseren Daten hier jedoch
nicht, dass sich PFC in Abhangigkeit von der Applikationstechnik (PLV mit PFC, PFC
als Aerosol, Kontrollgruppe) in verschieden Bereichen der Lungen regional
unterschiedlich verteilte, weder in der Richtung von ventral nach dorsal, noch von apikal
nach basal. Trotz einer &hnlichen Methode zur Induktion der Lungenschadigung und
Fixiertechnik in flissigem Stickstoff spekulierten wir, dass dies mit der Verwendung von
reinem PF5080 als PFC, einer geringeren Menge an appliziertem PFC in der PFC-
Gruppe (20ml/kg) oder einem unterschiedlichen PEEP wéahrend der Fixierung (4cmH.0
vs. 10 cmH20) zusammenhangen konnte.

Nach Auswertung unserer Ergebnisse stellte sowohl die Methode der Normierung der
Lungen in eine gleiche Anzahl an Lungenschichten als auch die Methode mit Aufteilung
der Lungen in drei Lungenregionen ein geeignetes Verfahren zur Darstellung regionaler
Verteilungsunterschiede innerhalb der Lunge dar.

Unsere Ergebnisse basierten auf eine Therapie mit PFC und S von 240 Minuten Dauer.
Hierbei ist zu beachten, dass sich die Tiere wahrend der gesamten Therapie in
Ruckenlage befanden, und auch wahrend der Extraktion und Fixierung der Lungen
keine Lageanderung mehr vollzogen wurde. Dadurch wurde eine nachtragliche
Anderung der intrapulmonalen Verteilung der Substanzen, hervorgerufen durch eine
Lageé&nderung der Tiere / Lungen von aul3en, verhindert. In diesem Zusammenhang
konnte von Bull et al. demonstriert werden, dass es bei gesunden Kaninchen in
Ruckenlage, im Vergleich zu aufrechter Position, zu einer homogeneren Verteilung von
PFC kam (%). Unsere Studienergebnisse zeigten beim PFC ein bevorzugtes
Verteilungsmuster in die dorsobasalen (abhangigen) Schichten der Lungen, indirekt

gekennzeichnet durch eine Zunahme von Q (INT/mg) innerhalb dieser Regionen.
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Hierbei waren die Ergebnisse innerhalb der PFC-Gruppe zwischen den Schichten
ventral vs. dorsal und zentral vs. dorsal sowie zwischen allen 3 Schichten in
basoapikaler Ausbreitungsrichtung jeweils statistisch signifikant. Dies entsprach damit
zum einen unserer Hypothese (siehe 1.7), zum anderen auch den in der Literatur

aufgefiihrten Ergebnissen (3%°7°

). Quintel et al. demonstrierte beispielsweise in einer
Studie an Schafen durch CT-Aufnahmen (Tiere in Ruckenlage), dass PLV mit PFC
(Perflubron) zu einer PFC-Verteilung in die abh&angigen Bereiche der Lunge fihrte,
wenn vorher eine Lungenschadigung induziert wurde (*%). Dies konnten unsere Daten in
vergleichbarer Form nachweisen und sowohl statistisch belegen als auch im 3D-Modell

der Lunge visualisieren.

Bei der intrapulmonalen Verteilung von S zeigten unsere Ergebnisse ein anderes
Verteilungsmuster gegeniber der PFC-Verteilung. Die statistische Auswertung in den
Ausbreitungsrichtungen ventrodorsal und basoapikal zeigte fur S die héchsten
Intensitaten pro Wirfelgewicht (Q) in den Regionen ventral und basal (ventral vs.
zentral p=0.08; basal vs. apikal p<0.0001). Die hier verwendete Methode der
Surfactant-Substitution als Bolusinstillation, gilt als gut erprobte Applikationstechnik in
der Therapie des neonatalen Atemnotsyndroms. In der Annahme, dass die Lunge mit
Surfactantmangel eine inhomogene Beluftungssituation mit Giberblahten bis
atelektatischen Alveolarbereichen aufweist, kommt es nach Surfactantgabe zu einer
Anderung des pulmonalen Beluftungszustandes. Als Kurzeiteffekt wird davon
ausgegeangen, dass bereits bellftete Alveolarbereich sich Uberbldhen und schlecht
bellftete Alveolen sich stabilisieren, wogegen atelektatische und durch die
Lungenschadigung mit Plasmaproteinaustritt verlegten Alveolen zun&chst nicht von der
Surfactant-Substitution profitieren (*). In unserem Lungenschadigungsmodell wére eine
bevorzugte regionale S-Verteilung in ventrale, gut beliftete Lungenbereiche zu
erwarten, gegenuber eine geringe S-Verteilung in die durch die Lungenschadigung
atelektatischen, abhangigen (dorsalen) Lungenregionen. Dies spiegelte sich in unseren
Ergebnissen zumindest in der Ausbreitungsrichtung ventrodorsal wieder, mit den
hochsten Werten (Q) in der Region ventral gegenuber basal und zentral in basoapikaler
Ausbreitungsrichtung. Durch die Studiendauer von 4 Stunden mit maschineller
Beatmung gingen wir davon aus, dass atelektatische Lungenbereiche (in Riickenlage
bevorzugt dorsal) teilweise wieder ertffnet wurden. Dadurch wiirden diese Bereiche

wieder an der Ventilation teilnehmen, mit entsprechender Verbesserung in der

57



Homogenitat der Lungen-beliiftung. Dies lies sich in der exemplarischen 3D-Darstellung
(siehe 3.2.1) erkennen, wo nach 4 Stunden Therapie eine S-Verteilung ebenfalls in
dorsale und basale Lungenbereiche zu beobachten war, vorausgesetzt S wirde sich
nach einmaliger Substitution innerhalb der 4 Stunden Therapie weiter innerhalb der
Lungen verteilen und als Carrier entsprechend FF mitnehmen.

In diesem Wirfelmodell war ebenfalls gut zu erkennen, dass innerhalb der gesamten
Lunge Bereiche mit hGheren neben Bereichen mit niedrigeren INT befanden.
Insbesondere mit einem Bereich (rechts-apikal), wo besonders viel FF anzutreffen war
(siehe Abb. 11a), was moglicherweise einen Uberblahten Lungenbereich mit
entsprechend grof3er Akkumulation von FF darstellte. In diesem Zusammenhang war
ebenfalls zu diskutieren, dass als Besonderheit bei Schweinen in diesem Bereich ein
zusatzlicher Bronchus direkt aus der Trachea entspringt (*), in dem sich woméglich
besonders viel Surfactant abgelagert haben kdnnte.

Diese Ergebnisse mit einem eher inhomogenen Bild der intrapulmonalen Verteilung von
Surfactant entsprach Ergebnissen, die Oetomo et al. und Diemel et al. in unabh&ngigen

Studien voneinander zeigen konnten (8%

). Diemel et al. fuhrte in vitro- und in vivo-
Untersuchungen uber die intrapulmonale Verteilung von Surfactant bei Ratten durch. 24
Stunden nach Lipopolysaccharid-induzierter Lungenschéadigung (CT-Kontrolle), wurde
nach maximal 60 min Therapie die intrapulmonale Verteilung von fluoreszenzmarkierten
Surfactantprotein (SP)-B auf alveolarer Ebene untersucht. In der histologischen
Darstellung zeigte sich eine bevorzugte Verteilung in offene Lungenbereichen, wobei
atelektatische Regionen nicht von einer Surfactant-Therapie profitieren konnten. Dies
war unabhangig von der dort untersuchten Ausbreitungsrichtung (ventrodorsal) (*9).
Unsere Ergebnisse zeigten in der regionalen Ausbreitung von ventral nach dorsal
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (Tendenz zu héheren Werten von ventral
nach zentral, p=0.08), was in dieser Ausbreitungsrichtung eher einer homogenen
Surfacatant-Verteilung entsprach, gegentiber einer eher inhomogenen Verteilung in der
Ausbreitungsrichtung basoapikal. Anhand der Darstellung der intrapulmonalen S-
Verteilung im 3D-Modell zeigte sich insgesamt fur S ein optisch eher homogeneres
Verteilungsmuster, gegenuber der Verteilung von PFC.

Entsprechend konnten durch unsere Ergebnisse der Verteilungsdarstellungen von PFC

und S durch den FF unsere ersten beiden Hypothesen ebenfalls belegt werden.
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Andere Studienergebnisse zeigten ebenfalls eine eher homogenere Verteilung von

Surfactant innerhalb der Lunge. Segerer et al. (**%*

) untersuchte anhand radioaktiver
Markierung und Fluoreszenzmarkierung mit Mikrospharen den Einfluss verschiedener
Instillationstechniken auf die intrapulmonale Verteilung von Surfactant (Curosurf). Bei
Kaninchen (MW 2,5kg) erfolgte nach Surfactantdepletion u.a. die Bolus-Instillation von
Surfactant und Therapie fir 70 Minuten. Im Anschluss wurden die Lungen fixiert, in 60-
70 Lungenwairfel zerschnitten (MW Gewicht 436mg, 49-1070mg) und jeweils die Anzahl
der Mikrosphéren spektrometrisch gemessen. Hier zeigte sich eine relativ homogene
Surfactantverteilung (Histogramm Normalverteilung) innerhalb der Lungen. Im Vergleich
zu unserer Studie war hierbei anzumerken, dass zum einen Anzahl und Gewichte der
Lungenwirfel deutlich unterschiedlich waren, zum anderen mit der von Segerer et al.
vorgestellten Methode keine Aussage Uber die regionale Verteilung im Sinne einer

Ausbreitungsrichtung von ventrodorsal bzw. basoapikal méglich war.

Wir spekulierten, dass sich in unserer Studie FF und Carrier gleichmaRig innerhalb der
Atemwege verteilten. Ob es dabei zu einer Aufnahme der Substanzen aus den
Atemwegen ins Lungengewebe kam, wissen wir nicht. Wir gingen jedoch davon aus,
dass die Therapiedauer von 4 h womaglich eine zu kurze Dauer fur einen Ubergang der
Substanzen ins Gewebe darstellte. Andererseits wirde eine Aufnahme von FF ins
Gewebe durch die anschliel3ende Extraktion mit Nachweis des Fluoreszenzfarbstoffs
aus dem Lungengewebe ebenfalls zu einer regionalen Verteilungsdarstellung fuhren.
Ebenfalls stellte sich die Frage, was passieren wirde, wenn sich Fluoreszenzfarbstoff
und Carrier nach intrapulmonaler Applikation voneinander trennen wirden. Hier ware
nach unserer Vorstellung einerseits zu erwarten, dass sich der FF nach zentraler
Applikation (Trachea) auch bevorzugt zentral in den grof3en Atemwegen anfinden bzw.
sich nicht weiter verteilen wiirde. Andererseits wirde sich der FF aufgrund der hohen
Dichte von PFC ventral auf dem PFC schwimmend vorwiegend ventral anfinden. Da
diese FF-Verteilungen in unseren Ergebnissen nicht eingetroffen waren, hielten wir
diese Mdglichkeiten fur unwahrscheinlich. Entsprechend gingen wir von einer
homogenen Verteilung des im Carrier PFC und S geldsten FF als Grundlage fur unserer
Studienergebnisse aus.

Unterschiede in der Hohe der gemessenen INT mit niedrigeren INT in der S-Gruppe
gegenuber der PFC-Gruppe (geringere Werte im Farbspektrum, siehe 3.2.1) waren

womoglich durch die geringere FF-Menge pro ml Carriersubstanz bei der Fluoreszenz-
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markierung des S bedingt. Durch die Bildung des Mittelwertes von Q (INT/mg) in beiden
Gruppen (PFC, S) und Berechnung der prozentualen Abweichung von Q jedes
Lungenwiirfels von diesem Mittelwert (relative Intensitat), wurde der Vergleich zwischen

beiden Gruppen ermdglicht.

Durch die 3-dimensionale Rekonstruktion der Lungen mit einer hohen Anzahl an
Lungenwiirfeln in jedem Modell, gelang zudem eine hochaufldsende Darstellung
intrapulmonalen Verteilung von PFC und S (siehe 1.7, Hypothesen). Die hier
verwendete Software ermoglichte zudem die beliebige Rotation der Lungenmodelle in
ihrer X-, Y- und Z-Achse, was die Darstellung der rAumlichen Verteilung beider
Substanzen zusatzlich verbesserte. Die Erstellung des Wirfelmodells erfolgte in
Anlehnung an Altemeier und Glenny et al (3'), die in ihrer Arbeit eine geeignete
Methode zur hochauflésenden Darstellung von Perfusions- und Ventilations&nderungen
innerhalb der Lunge demonstrieren konnten. Im Vergleich zu den Wirfelgrof3en (1,5-2,0
cm?®) der dort verwendeten Schweine (18,5-25kg) (*'), lagen in unserem Neugeborenen-
Schadigungsmodell die WiirfelgréRen entsprechend kleiner (0,343 cm®). Unsere
Ergebnisse zeigten, dass die Fluoreszenzmarkierung von PFC und S mit dem hier
verwendeten Fluoreszenzfarbstoff ,Yellowgreen“ durchfihrbar, und zur Darstellung der
intrapulmonalen Verteilung beider Substanzen geeignet war. Somit konnte die erste
Hypothese belegt werden (siehe 1.7).

Die Vorversuchsreihe an zuvor verstorbenen Ratten mit Durchfihrung einer partiellen
Flussigkeitsbeatmung (PLV) und anschlieBender Praparation der Lungen sollte lediglich
als Nachweismethode des zuvor intratracheal applizierten FF (Yellowgreen) dienen. Bei
der zusatzlich durchgefiihrten Analyse auf regionale Verteilungsunterschiede innerhalb
der Lunge sollte lediglich Uberprift werden, ob es hier zu einer schwerkraftabh&ngigen
Verteilung des Carriers PFC (+FF) innerhalb des kurzen Untersuchungszeitraums
gekommen war. Wahrscheinlich wegen der kurzen PLV-Dauer (10min) und einer

Beatmung toter Ratten war kein Unterschied nachweisbar (siehe 3.1.3).

In unserer Studie wurde ein Gemisch aus zwei PFC verwendet, bestehend aus
Perfluoroctan (CsFi1s, PF5080, 3M Neuss Germany) und Perfluoroctylbromid (CgF1Br,
PFOB, Fa. ABCR Germany) im Verhaltnis 10:1. PF5080 wurde schon zuvor in vivo

1;97;101

erfolgreich in tierexperimentellen Studien angewendet ( ). Es konnte u.a. gezeigt

werden, dass PFC mit einem hohen Dampfdruck hdohere Dosierungen zur

60



Aufrechterhaltung der PFC-Menge bendétigten und eine hohe Viskositét die
Oxygenierung beeintrachtigte (***
auch Viskositat (Tab. 1) und die Zugabe von PFOB zu PF5080 sollte daher die

intrapulmonale Anwendung giinstig beeinflussen. Die meisten Studienergebnisse

). PF5080 besitzt sowohl einen hohen Dampfdruck als

basierten auf der Anwendung von Perflubron (LiquiVent®). Obwohl sich die physiko-
chemischen Eigenschaften unseres PFC-Gemischs unterschieden, zeigten unsere
Ergebnisse eine vergleichbare regionale intrapulmonale PFC-Verteilung zu

vorausgegangenen Studienergebnissen.

Lungenexpansion:

Die Lungenextraktion en bloc erfolgte in beiden Versuchsgruppen standardisiert nach
240 Minuten Therapie (siehe 2.2.8). Die Préaparation der Lungen mit Gefriertrocknung
und Zerschneiden in Lungenwurfel lieferte Kenntnis tber Wirfelgewicht, Wiirfelgrofie
sowie Wirfelanzahl. Mit diesen Kenngr63en war es moglich, den Einfluss beider
Therapieformen auf Anderungen des Lungenvolumens und der Lungendichte zu
untersuchen und miteinander zu vergleichen. Die Messung von Lungenvolumen und
~dichte nach Therapie einer induzierten Lungenschéadigung unter Einbeziehung der hier
verwendeten Kenngrof3en war ebenfalls noch nicht zuvor in der Literatur beschrieben
worden. Unsere Ergebnisse zeigten damit erstmals, dass das Lungenvolumen in der
PFC-Gruppe gegenuber der S-Gruppe grof3er war. Auch die Berechnung des PEF
(Pulmonary Expansion Faktor, siehe 3.2.2.3) zeigte eine Grof3enzunahme um den
Faktor 1.38 nach PLV gegenilber der S-Substitution. Damit konnte unsere dritte

Hypothese ebenfalls belegt werden.

In unserer Studie lag die intratracheal applizierte PFC-Menge entsprechend der
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angenommenen funktionellen Residualkapazitat bei 30 mi/kg ( ), wobei jiingere

Studienergebnisse annehmen lassen, dass die funktionelle Residualkapazitét bei

Ferkeln etwas niedriger liegt (ca. 20,9 mli/kg) (***

). Einen negativen Einfluss auf den
Gasaustausch bei Verwendung der ,hohen* PFC-Fillungsmenge von 30ml/kg zeigte
sich gegentiber der S-Gruppe jedoch nicht.

Sowohl die jeweils unterschiedliche Menge an applizierter Flussigkeit (PFC 30 ml/kg; S
1,5 ml/kg) als auch die unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften beider
Carriersubstanzen lie3en einen unterschiedlichen Einfluss auf das Lungenvolumen

vermuten. Hervorzuheben war hierbei sicherlich die hohe Dichte des PFC (siehe 1.4).
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Nach PFC-Applikation kam es erwartungsgemal zu einer iberwiegenden Verteilung in

die abhangigen (dorsalen) Lungenregionen (%+/%1%°

), im Vergleich zu S. Eine
Maoglichkeit ware, dass die Anreicherung einer schwer komprimierbaren Flissigkeit
(PFC) mit geringer Oberflachenspannung in den Alveolen abhéngiger Lungenregionen
einen weiteren Kollaps der Alveolen verhindern und somit das gréf3ere Lungenvolumen
gegenuber der S-Substitution erklaren kdnnte.

Eine weitere Spekulation fur die unterschiedliche intrapulmonale Verteilung von PFC
und S ware zudem, dass die Wirkung von S an die Tatsache gebunden ist, die Alveole
zu erreichen und entsprechend seine Wirkung zu entfalten. Nach induzierter
Lungenschadigung durch Kochsalzlavage entstanden jedoch neben Atelektasen auch
Odem und Hamorrhagien (%), so dass Proteine, die im Zuge der Lungenschadigung
nach intraalveolar gelangten Surfactant inaktivieren kdnnten. Dieses Phanomen ware
mit unseren Ergebnissen zu vereinbaren, mit einer vorwiegenden Anreicherung von
Surfactant in ventralen Regionen, gegeniber PFC in dorsalen Bereichen der Lunge.
Im Vergleich dazu unterscheidet sich das bisher einzigartige Potenzial der PFC, zuvor
atelektatische Bereiche innerhalb der Lunge zu er6ffnen und dadurch dem
Gasaustausch wieder zugénglich zu machen (,alveolar recruitment®), véllig von der
Wirkungsweise von exogenem Surfactant. PFC ist hierbei in der Lage, die
Oberflachenspannung auch bei Vorhandensein von Proteinen senken, die im Zuge der
Lungenschéadigung nach intraalveolar gelangen und dabei endogenes Surfactant
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inaktivieren ( ), und kann sogar zu einer zusatzlichen Steigerung der endogenen

Surfactant-Produktion (*®

) fihren. Exogen zugefihrtes Surfactant dagegen, kdnnte bei
dem vorliegenden Schadigungsmodell sogar im Laufe der Zeit (partiell) inaktiviert und
damit in seiner Wirkung beeintrachtigt werden.

Morris et al. konnte in einer kirzlich verdffentlichten Studie an gesunden Ferkeln (16-
22,6 kg) durch CT-Darstellungen einen zusatzlichen Einfluss auf die PFC-Verteilung in
Abhangigkeit der applizierten Beatmungsdriicke zeigen. Spitzendriicke (PIP) von 20
cmH,0 zeigen einen deutlichen Gradienten in der PFC-Verteilung von nicht-abhangige
in abhangige Lungenregionen (von ventral nach dorsal) gegeniuber einem eher
heterogenem Verteilungsmuster bei Driicken kleiner bzw. gréRer 20 cmH,0 (*%9).
Ergebnisse unserer Studie bei Ferkeln nach induzierter Lungenschadigung zeigten in
der PFC-Gruppe vergleichbare Ergebnisse. Hier lagen zum Zeitpunkt der
Lungenfixierung (nach 240min) der Spitzendruck in beiden Gruppen ebenfalls bei 20

cmH,0 (S-Gruppe 19,46cmH,0+£1,33; PFC-Gruppe 18,96cmH,0+1,63; p=0,40).
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Luecke und Gauger et al. konnten jeweils unabhé&ngig voneinander den Einfluss von
PLV (30 ml’kg PFC) auf das durch Body-Plethysmographie gemessene
endexspiratorische Lungenvolumen (EELV), nach Lungenschadigung (Olsaure) an
Schafen zeigen. Hier war jeweils eine sig. Zunahme des endexspiratorischen
Lungenvolumens in der PFC-Gruppe gegenuber konventioneller mechanischer

Ventilation (*°>*°

) erkennbar. Obwohl in unserer Studie u.a. andere Tiere verwendet
wurden (Schafe vs. Schweine) und die Messmethode fur die Lungenvolumina
unterschiedlich waren (Body Plethysmographie vs. gefriergetrocknete Lungen) zeigten
unsere Ergebnisse in der Tendenz vergleichbare Resultate. Bei Gauger et al. lagen die
Lungenvolumina nach 90 Minuten Therapie einer induzierten Lungenschadigung bei
41.8 £ 1.4 ml/kg, bei Luecke et al. nach 120 Minuten bei 89.2 + 12 ml/kg, in unserer
Studie nach 240 Minuten Therapie mit PFC bei 34,28 + 6,13 ml (=50,71 ml/kg). In der
bei uns verwendeten Methode erfolgte die Lungenextraktion unter kontinuierlicher
Applikation eines PEEP. Dadurch wurden die Lungen in ,geblahtem” Zustand fixiert,
wobei nach der Gefriertrocknung keine flissigen Bestandteile innerhalb der Lungen
mehr verblieben waren. Unsere Ergebnisse entsprachen bei der Messung des totalen
Lungenvolumens somit der Darstellung eines endexspiratorischen Bellftungszustands
der Lungen, jedoch mit der Einschréankung eines relativ hohen PEEP von 10 cmH,0
zum Zeitpunkt der Fixierung. Ob ein geringerer Blahdruck von beispielsweise 5 cmH,O

andere Ergebnisse erbracht hatte, bleibt spekulativ.

In der Betrachtung fur Parameter des Gasaustauschs zeigten unsere Daten keinen
Gruppenunterschied (siehe 3.2.3). Diese Ergebnisse liel3en vermuten, dass sowohl ein
groReres Lungenvolumen als auch eine geringere Dichte (gemessen an den
gefriergetrockneten Lungen) in der PFC-Gruppe gegenuber der S-Gruppe keinen

Einfluss auf Parameter fir den Gasaustausch zu haben schien.

Die in unserer Arbeit durchgefiihrte Verteilungsdarstellung von PFC und S zeigten
sowohl bei der Normierung der Lungen in eine gleiche Anzahl an Lungenschichten als
auch bei der Ausrichtung der Lungen in ventrodorsdaler Richtung anhand der Carina
vergleichbare Ergebnisse. Entsprechend stellten damit beide Verfahren eine geeignete
Methode zur Darstellung regionaler, intrapulmonaler Verteilungsunterschiede von PFC
und S dar.
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Die Berechnung der Lungenvolumina und ~dichte ermdglichte das standardisierte
Schneiden in Wiirfel von 0,7cm® GroRe. Dadurch dass die Randwiirfel alle
unterschiedliche MalRe aufwiesen, wurden sie standardisiert mit 50% des
ursprunglichen Wirfelvolumens berechnet. Insgesamt zeigten die Lungen der PFC-
Gruppe bereits eine hohere Anzahl an Lungenwirfeln (nLC). Entsprechend musste
auch das kalkulierte Volumen von PFC-gefullten Lungen gro3er der S-gefiliten Lungen
liegen. Bei der Berechnung der Ratio (Lungengewicht pro nLC) ergab sich im Vergleich
zur Anzahl der Lungenwiirfel ein statistisch signifikanter Unterschied, der letztlich der
Dichte des Gewebes in beiden Gruppen entsprach und den geblahten Zustand der
PFC-Lungen (gegenuber S) verdeutlichte.

Gasaustausch und Hamodynamik:

In einer Vielzahl an experimentell und klinisch durchgefuhrten Studien wurde der
Einfluss der partiellen Flussigkeitsbeatmung (PLV) mit PFC sowie die Applikation von
exogenem Surfactant (S) auf Gasaustausch und Lungenmechanik bei akuter
Lungenschadigung untersucht (*#1417:18:23:27)

Unsere Studienergebnisse fir den Gasaustausch zeigten, dass zwischen beiden
Gruppen (PFC, S), mit Ausnahme hoherer PaCO,-Werte in der S-Gruppe zum
Messzeitpunkt 2 (siehe 3.2.3, Tabelle 4), kein signifikanter Unterschied zu den
untersuchten Messzeitpunkten bestand. Da die Randomisierung der Tiere erst nach
Durchfiihrung der Lavage (Messzeitpunkt 2) erfolgte, sollte dieser Unterschied (PaCO,)
als zufallig bewertet werden.

In der Therapie der induzierten Lungenschéadigung zeigte die Berechnung des
Oxygenation Index (Ol) und Ventilatory Efficacy Index (VEI) in der PFC-Gruppe eine
deutliche Verbesserung beider Parameter. Dies konnte sowohl in einer Studie von Merz
et al. an neugeborenen Ferkeln (MW 1900g) (*) als auch in weiteren Studien

demonstriert werden (3!

). Bei der Untersuchung des VEI und Ol zeigte sich in der S-
Gruppe ebenfalls eine signifikante Verbesserung der Parameter nach 240 Minuten
Therapie. Der deutliche Abfall des VEI in der S-Gruppe im Vergleich zur PFC-Gruppe
zum Messzeitpunkt 2 (,LI*), liel3 sich durch die entsprechend hoheren Messwerte fur
den PaCO, zu diesem Zeitpunkt erklaren.

In der PFC-Gruppe kam es nach 240 Minuten zu einer tendenziellen Ann&herung des
VEI an die Ausgangswerte (Baseline vs. 240min), wogegen die S-Gruppe einen sig.

niedrigeren VEI aufwies. Dagegen zeigte sich in der S-Gruppe als moéglicher
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.Kurzzeiteffekt* ein signifikant hoherer Anstieg in der ,prozentuellen Anderung des VEI
nach 30 und 60 Minuten Therapie (Abb. 16), gegentber der PFC-Gruppe mit einem
niedrigeren jedoch stetigeren Anstieg. Dies hangt moglicherweise damit zusammen,
dass PFC eine geringe Diffusionsbarriere fur das CO; darstellen, wogegen S im
Vergleich dazu schneller wirken kann. Ob diese Kurzzeiteffekte sowie die Ergebnisse
nach 240 Minuten einen unterschiedlichen Einfluss auf eine langere Behandlungsdauer
haben wirden, bleibt aufgrund fehlender Ergebnisse aus &hnlichen Studien zunachst
ungeklart. Diese Ergebnisse zeigen jedoch, welches Potential beide Substanzen als
Therapiemdglichkeit der Lungenschadigung besitzen.

In der Untersuchung des Ol korrelierten unsere Ergebnisse mit denen vorliegender
Studien. Die sig. Verbesserung des Ol wurde bereits sowohl unter der Therapie mit

PFC (39%%!12) als auch nach Applikation von exogenem Surfactant (¥*311°

) nach
induzierter Lungenschadigung am Modell nachgewiesen.

Bei unseren Berechungen des Ol bestand zwischen Beiden Gruppen (PFC, S) kein sig.
Unterschied, obwohl bei Betrachtung der Kurzzeiteffekte wiederum die S-Gruppe eine
raschere Stabilisierung der Indices aufwies. Da diese Ergebnisse zwischen der PFC-
und der S-Gruppe keinen sig. Unterschied besitzt und in der Literatur bei Betrachtung
der hier verwendeten Ferkelgewichte (MW 6789 + 156) bisher keine ausreichende
Vergleichsmoglichkeit besteht, bleibt eine Aussage beziglich einer schnelleren S-
Wirkung gegenuber PFC vorrangig spekulativ.

Mrozek et al. (*®) untersuchte u.a. die Therapieeffekte von PFC und S nach induzierter
Lungenschadigung durch repetitive Kochsalzlavage bei neugeborenen Ferkeln
(1,51+0.38 kg) fur 2 Stunden Dauer. Hier zeigte sich in der Analyse der prozentuellen
Anderung des Ol eine Verschlechterung in der S-Gruppe gegeniiber der PFC-Gruppe
Uber diese Zeitspanne, wobei nach 2 Stunden tendenziell der grof3te Unterschied
auftrat. Zu diskutieren ist, dass dieser Effekt ist moglicherweise als Funktionsverlust der
Surfactantwirkung Uber die Zeit gewertet werden konnte. In der S-Gruppe lagen
innerhalb der ersten 60 Minuten ebenfalls tendenziell niedrigere Werte vor, was unsere
Ergebnisse jedoch nicht zeigten (siehe 3.2.3.2). Urséchlich dafur konnte die
Verwendung unterschiedlicher Surfactantpraparate sein (Mrozek et al.: 100mg/kg
Perflubron, Survanta®, hier: Curosurf 120mg/kg).

In der Literatur gab es ebenfalls nur wenige Studien zu finden, in denen das PFC
PF5080 und mit der Applikation von Curosurf® als Surfactantpréaparat verglichen wurde.

Kelly et al. (%) untersuchte in einer Studie bei Kaninchen unter anderem den Einfluss
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beider Therapieformen auf den Gasaustausch (PaO,) nach induzierter
Lungenschadigung, unter Verwendung von PF5080 und Curosurf®. Die Ergebnisse
korrelierten mit unseren Messdaten (siehe 3.3) und zeigten ebenfalls eine
Verbesserung des Gasaustauschs, ohne sig. Unterschied zwischen den Gruppen.
Die statistische Auswertung unserer Messdaten fur die endexspiratorische
Kohlendioxidkonzentration (etCO,) legte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied
zwischen beiden Therapiegruppen dar. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die
Bestimmung der etCO, unter der Therapie mit PFC durch das Vorliegen von sowohl
Wasserdampf als auch durch Evaporation verdunstetem PFC in der Gasphase bei
Exspiration bisher nicht gut validiert ist. Mates et al. konnte zuletzt jedoch die

Durchfiihrbarkeit der Capnographiemessung auch unter PFC-Applikation zeigen (°%).

Unsere Daten ergaben, dass zum Zeitpunkt der Lungenschéadigung in beiden Gruppen
eine respiratorische Azidose bestand (siehe 3.3). Bei der Betrachtung des
Therapiezeitraums von 240 Minuten blieb eine statistische Signifikanz bei Untersuchung
beider Parameter zwischen den Gruppen aus. Dies konnte auch Jeng et al. in einer
2003 publizierten Studie zeigen (*'). Er benutzte ein Lungenschadigungsmodell durch
Rauchinhalation bei neugeborenen Ferkeln (1800g * 60), um die therapeutischen
Effekte der PFC- gegenuber der Surfactant-Applikation fir ebenfalls 240 Minuten
Behandlungsdauer zu untersuchen. Abweichend war hier jedoch ein Abfall der
Herzfrequenz in der PFC-Gruppe nach 240 Minuten. Obwohl die gleiche PFC-Menge
(30ml/kg) verwendet wurde, unterschieden sich sowohl PFC-Typ (FC-77 (Fluorinert))
und PFC—-Applikationstechnik (keine kontinuierliche Applikation) als auch das
Schéadigungsmodell und auch die Ferkelgewichte differierten.

Die Untersuchung der hAmodynamischen Parameter (HF, MBP) ohne nachweislich sig.

Gruppenunterschiede konnte ebenfalls in Studien von Houmes et al. (**°

) und Mrozek at
al. (%), jedoch unter Verwendung von Perflubron, unabhangig voneinander demonstriert
werden. Hier bleibt jedoch anzumerken, dass bei Mrozek et al. der
Untersuchungszeitraum nur 120 Minuten betrug und PFC-Verluste durch Evaporation
(PFOB mit geringerer Evaporation) in diesem Zeitraum nicht ersetzt wurden (*).

Wir verwendeten ein System der kontinuierlichen PFC-Applikation unter PLV, um
Verlusten durch Evaporation entgegenzuwirken. Merz et al. demonstrierte hierzu, dass
eine kontinuierliche PFC-Applikation unter PLV gegeniber einzelner PFC-Gaben zu

einer verbesserten Oxygenierung in der Therapie der Surfactant-depletierten Lunge
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neugeborener Ferkel (MW 1940 g) filhrte (*'"). Diese Studienergebnisse zeigten zudem,
dass die Art der PFC-Applikation (kontinuierlich vs. einmalig) zumindest keinen

negativen Einfluss auf die Himodynamik besal3.

Beide Therapieformen scheinen somit in der Therapie der experimentell induzierten
Lungenschéadigung bei neugeborenen Ferkeln auch in der hier untersuchten niedrigen
Gewichtsklasse (676g = 156) geeignet zu sein, obgleich einer unterschiedlichen
Wirkungsweise beider Substanzen. Sowohl PLV mit PFC als auch die Substitution von
exogenem S fiihrte zu einer signifikanten Verbesserung von Oxygenierung und

Gasaustausch, ohne sich negativ auf die Hamodynamik auszuwirken.

Ausgehend von den positiven Studienergebnissen der letzten 20 Jahre zum Zeitpunkt
unserer Studiendurchfiihrung, schien es fur viele nur eine Frage der Zeit zu sein, bis

sich die PLV mit PFC als alternative Therapiemethode im Bereich der Neonatologie

23;53;118

etablieren wirde ( ). Jedoch liegen bis heute keine Daten aus randomisierten und

kontrollierten Studien vor, die einen Vorteil der PLV mit PFC gegeniber anderen
etablierten Behandlungsstrategien demonstrieren (*"17119 120y

veroffentlichte 2004 eine Arbeit, in der der Einfluss von PLV bei ALl und RDS auf die

). Davies et al. (

Morbiditat und Mortalitat bei Kindern (28 Lebenstage bis 18 Jahre) untersucht wurde.
Hierfur wurde in Datenbanken (MEDLINE, Cochrane, CINAHL) und Literatur im
Zeitraum der letzten ca. 40 Jahre nach durchgefiihrten randomisierten und kontrollierten
Studien gesucht, in denen bei Kindern mit ALI / RDS die partielle Flissigkeitsbeatmung
mit anderen Beatmungsformen verglichen wurde. Doch auch hier wurde lediglich von
einer Studie von Fuhrmann et al. berichtet, die ebenfalls vorzeitig abgebrochen wurde,
und bis dahin lediglich zeigte, dass es beziiglich des relativen Risikos der 28-Tage-
Mortalitat in der PLV-Gruppe keinen signifikanten Gruppenunterschied gab.

Diese Daten zeigten, dass es keinen Hinweis aus randomisierten, kontrollierten Studien
bei Frihgeborenen und Kindern mit akuter Lungenschadigung gab, die PLV mit PFC als
Therapiemalinahme abzulehnen oder als alternative Therapiestrategie in Erwagung zu
ziehen, zumal S-Substitution bereits als Behandlungsmethode etabliert ist.

2006 prasentierte Kaczmarek et al. Studienergebnisse seiner Arbeitsgruppe (gefordert
von Alliance Pharmaceutical Corp.), wo PLV mit PFC gegenuber konventioneller

maschineller Beatmung (CMV) bei Erwachsenen mit ARDS verglichen wurde (*%).
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Bezogen auf 28-Tage-Mortalitat und beatmungsfreie Tage fuhrt PLV gegentiber CMV
zu keiner statistisch sig. Verbesserung. Zuséatzlich kam es in der PLV-Gruppe zu
vermehrten Auftreten von Pneumo-(ligiodo)thoraces, Hypoxien und Hypotension. Zu
bemerken ist jedoch, dass in dieser Studie sowohl eine geringere Menge an PFC
(10ml/kg und 20ml/kg) gegeniber unserer Studie (30ml/kg) verwendet wurde als auch
die PLV-Dauer mindestens 48h betrug und wir somit keine vergleichbaren Daten

bezuglich der Nebenwirkungen (u.a. Pneumo-(liquido)thorax) haben.

Zusammenfassend zeigten unsere Ergebnisse, dass die direkte Fluoreszenzmarkierung
von PFC und S durch den FF Yellowgreen in seiner Reinform eine geeignete Methode
war, beide Substanzen innerhalb der Lunge nachzuweisen und deren Verteilung
raumlich darzustellen. Durch die 3-dimensionale Rekonstruktion der Lungen
(Wirfelmodell) wurde eine hochauflésende Abbildung der regionalen, intrapulmonalen
Verteilung von PFC und S erméglicht.

Ebenfalls ermoglichte die hier angewandte Methode Anderungen des Lungenvolumens
und der Lungendichte nach induzierter Lungenschéadigung nach 240 Minuten Therapie
zu erkennen. Trotz signifikant unterschiedlichem Lungenvolumen zeigte sich in unserer
Studie kein unterschiedlicher Einfluss auf Gasaustausch und Hamodynamik zwischen
beiden Therapieformen. Inwieweit sich diese Studienergebnisse bei sehr kleinen
neugeborenen Ferkeln auf den Menschen Ubertragen lassen und ob PLV mit PFC
maoglicherweise noch als eine alternative Behandlungsmethode, beispielsweise bei
Surfactant-Nonrespondern, in der Therapie der akuten Lungenschéadigung

Neugeborener Verwendung finden wird, missen weitere Studienergebnisse zeigen.
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6. Zusammenfassung:

Einleitung:

In der Behandlung der akuten Lungenschadigung konnte sowohl im Tierversuch als
auch beim Menschen gezeigt werden, dass partielle Flissigkeitsbeatmung (PLV) mit
Perfluorkarbonen (PFC) zu einer Verbesserung von Oxygenierung und

Lungenmechanik fithrte (¢

). Diese tierexperimentelle Studie an 15 neugeborenen
Ferkeln (435g-960g) untersuchte einerseits die Einflisse von PFC im Vergleich zu
Surfactant (S) auf Lungenvolumen und Gasaustausch nach experimentell induzierter
Lungenschéadigung. Zum anderen wurde nach Fluoreszenzmarkierung von PFC und S
deren intrapulmonale Verteilung auf regionale Verteilungsunterschiede hin untersucht

und anhand eines 3-dimensionalen Wurfelmodells der Lunge dargestellt.

Methodik:

Nach Pramedikation und Praparation erfolgte die experimentell induzierte Lungen-
schadigung durch repetitive Kochsalzlavage (Surfactantdepletion) und anschlielRender
Randomisierung. Die PFC-Gruppe (n=8) erhielt 30ml/kg PFC, die S-Gruppe (n=7)
120mg Curosurf. Sowohl das PFC als auch das S wurden vor ihrer intratrachealen
Applikation mit einem Fluoreszenzfarbstoff (FF) fluoreszenzmarkiert, wobei beide
Substanzen als ,Carrier fur den gel6sten FF dienten. Die spatere Messung der
Fluoreszenzintensitat (INT) gab damit indirekt die Menge an Carriersubstanz (PFC, S)
an und ermoglichte dadurch den Vergleich in der rdumlichen intrapulmonalen
Verteilung. Zu den 3 Messzeitpunkten Studienbeginn (,Baseline®), Lungenschadigung
(,LI") und Studienende (,,240min*) erfolgte die Dokumentation der Parameter fur
Gasaustausch und Hamodynamik. Nach 240 Minuten Therapie wurden alle Lungen mit
einem positiven endexspiratorischen Druck (PEEP) von 10 cmH2O kontinuierlich
geblaht, en bloc entnommen und in flissigem Stickstoff fixiert, um eine nachtréagliche
Umverteilung des PFC und S innerhalb der Lungen zu verhindern. Die endgultige
Fixierung erfolgte durch Gefriertrocknung der Lungen, die ein standardisiertes
Zerschneiden der Lungen in Lungenwurfel definierter Grol3e (O,?cm3) ermoglichte.
Anschliel3endes Wiegen und Zuordnung jedes Lungenwirfels innerhalb eines 3-
dimensionalen Koordinatensystems zur spateren Rekonstruktion der Lungen. Die
spektrometrische Messung der INT jedes Lungenwurfels sowie die Berechung des

Quotienten (Q) aus INT pro Wurfelgewicht mit Darstellung der prozentualen
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Abweichung von Q vom jeweiligen Mittelwert, ermdglichten den Vergleich zwischen den
einzelnen Lungenwirfeln beider Therapiegruppen. Die Berechnung von
Lungenvolumen und Lungendichte basierte auf der Kenntnis von Wiirfelanzahl, -gré3e
und -gewicht. Die Verteilungsdarstellungen erfolgten sowohl nach Aufteilung der
Lungen anhand der Carina des Tracheobronchialsystems in Lungenregionen als auch
nach Normierung der unterschiedlich gro3en Lungen in eine gleiche Anzahl an
Lungenschichten in der Ausbreitungsrichtung von apikal nach basal und von ventral
nach dorsal. Zusétzlich graphische Verteilungsdarstellungen von PFC und S in einem 3-
dimensional rekonstruierten Wirfelmodell der Lungen.

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung (MW + SD) angegeben.
Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung des Mann-Whitney U-Tests.

Das Signifikanzniveau wurde mit p<0.05 festgelegt.

Ergebnisse:
Die Darstellung der intrapulmonalen Verteilung von PFC und S durch Fluoreszenz-

markierung mit einem FF ist mit der hier durchgefuhrten Methode mdglich. Die
graphische Darstellung der PFC-Verteilung zeigte ein eher inhomogenes Bild
gegenuber S mit einer eher homogeneren regionalen Verteilung innerhalb der Lunge.
Durch Visualisierung des 3-dimensionalen Wirfelmodells wurde zudem durch eine
entsprechend hohe Anzahl an Lungenwirfeln und beliebige Rotation der Lungen im
Koordinatensystem eine hochaufldsende Darstellung am Computer erméglicht.

Bei statistischer Auswertung nach Lungenregionen lieferte die PFC-Gruppe ein
bevorzugtes dorsobasales Verteilungsmuster (ventral vs. dorsal p<0.0001, basal vs.
apikal p<0.0001), gegeniber der S-Gruppe mit den hdchsten Intensitaten (Q) ventral
(ventral vs. dorsal p<0.0001). Dies zeigte sich ebenfalls in dem Auswertungsmodell
nach Normierung der Lungen auf eine gleiche Anzahl an Lungenschichten, mit 72%
Anreicherung von FF in den dorsalen Schichten gegentiber 58% in der S-Gruppe
(p<0.001). Die statistische Auswertung der Regionen apikal nach basal erbrachte
zwischen den Gruppen keinen sig. Unterschied mit den hochsten Intensitaten (Q) in der
Region basal.

Die Gewichte der gefriergetrockneten Lungen sowie die Anzahl der Lungenwiirfel
zeigten keinen sig. Gruppenunterschied, obwohl die Lungen der PFC-Gruppe optisch
groRer wirkten und tendenziell mehr Wiirfel besaf3en. Die Berechnung von

Lungengewicht pro Anzahl der Lungenwurfel (Ratio) zeigte demgegeniber signifikant
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niedrigere Werte in der PFC-Gruppe (p<0.001) gegenuber der S-Gruppe. Dies
entsprach einem Unterschied in der Lungenexpansion von 38% (PFC). Sowohl die
Berechnung des Lungenvolumens als auch der Lungendichte (Gewicht der
gefriergetrockneten Lungen pro Lungenvolumen) erbrachte einen signifikanten
Gruppenunterschied, mit héherem Lungenvolumen (p<0.05) und geringerer ~dichte
(p<0.001) in der PFC-Gruppe gegenuber der S-Gruppe.

Die Analyse der respiratorischen und hdmodynamischen Parameter nach 240 Minuten
Studiendauer zeigte bis auf eine Ausnahme in der S-Gruppe (erhéhter PaCO»,
Lungenschéadigung) zu den untersuchten Messzeitpunkten keinen sig. Unterschied
zwischen den Gruppen. Lediglich bei Betrachtung mdglicher Kurzzeiteffekte nach
induzierter Lungenschadigung kam es nach 30 min (p<0.01) und 60 min (p<0.05)
Therapiedauer zu einer niedrigeren prozentualen Anderung des Ventilatory Efficiency
Index in Richtung Ausgangswerte bei Vergleich der PFC-Gruppe gegenuber der S-

Gruppe, der signifikant war.

Schlussfolgerungen:

Die direkte Fluoreszenzmarkierung von PFC und S war eine geeignete Methode zur
Darstellung der intrapulmonalen Verteilung beider Substanzen an dem verwendeten
ARDS-Modell neugeborener Ferkel. Erst durch die direkte Fluoreszenzmarkierung
wurde es zudem ermoglicht, PFC und S auf regionale Verteilungsunterschiede hin zu
untersuchen. Hierbei zeigte sich eine unterschiedliche regionale Verteilung zwischen
PFC uns S, die anhand des 3-dimesional rekonstruierten Wirfelmodells der Lunge
visualisiert werden konnte.

Der Einfluss von PFC und S in der Therapie der experimentell induzierten
Lungenschéadigung auf Lungenvolumen und Lungendichte wurde bisher nicht in der
Literatur beschrieben. Die Berechnung von PEF (pulmonary expansion factor) zeigte
hierbei eine GrolRenzunahme von PFC-behandelten Lungen, was Ergebnisse aus
bisherigen Studien mit Rontgen-Aufnahmen bzw. histologischen Untersuchungen
widerspiegelte.

Basierend auf den physikochemischen Eigenschaften der PFC wirde man vermuten,
dass durch die induzierte Lungenschéadigung betroffene Lungenregionen von ,alveolar
recruitement* profitieren wirden, jedoch zeigten unsere Ergebnisse bei der
Untersuchung von Messgrof3en des Gasaustauschs keinen signifikanten Unterschied

im Vergleich zur Therapie mit S.
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Ob die partielle Flissigkeitsbeatmung mit PFC in der Therapie der akuten
Lungenschéadigung in Zukunft als alternative Therapiestrategie (z.B. bei Surfactant-

Nonrespondern) zur Verfiigung stehen wird, werden weitere Studienergebnisse zeigen
mussen.
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7. Abkirungsverzeichnis:

art.
Abb.
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AL
ANS
ARDS
BAL
ch.
CMV
CO,
FiO,
FF
FRC

GA
HF
HMK

LI
LV
MBP
MAP
Max
min
Min
MW
nLC
Ol

PaC02
P8.02

arteriell

Abbildung

Atemfrequenz

akute Lungenschéadigung (acute lung injury)
Atemnotsyndrom

acute respiratory distress symdrome
bronchoalveolére Lavage

Charriére

konventionelle maschinelle Beatmung
Kohlendioxid

fraktionelle, inspiratorische Sauerstoffkonzentration

Fluoreszenzfarbstoff

Funktionelle Residualkapazitat

Gramm

Gasaustausch

Herzfrequenz

hyaline Membranenkrankheit
Innendurchmesser

lung injury (Lungenschadigung)

liquid ventilation (Flussigkeitsbeatmung)
Mittlerer arterieller Blutdruck

Mittlerer Atemwegsdruck

Maximum

Minute

Minimum

Mittelwert

Anzahl der Gewebewirfel (number Lung Cubes)
Oxygenation Index

Sauerstoff

arterieller Kohlendioxidpartialdruck

arterieller Sauerstoffpartialdruck
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PIP
PEF
PFC
PF5080
PFOB
PLV
RDS
RR

S
Sa0,
SD
sec.
sig.
SMS
TLV
VEI
YG

Spitzendruck (peak inspiratory pressure)

Pulmonary Expansion Factor (Lungenexpansionsfaktor)
Perfluorkarbon

Perfluoroctan (CgF1s)

Perfluoroctylboromid (CgF7Br)

partielle Flussigkeitsbeatmung (partial liquid ventilation)
Atemnotsyndrom (respiratory distress syndrome)
Beatmungsfrequenz (respiratory rate)

Surfactant

arterielle Sauerstoffsattigung

Standardabweichung

Sekunden

signifikant

Surfactant-Mangel-Syndrom

totale Flussigkeitsbeatmung (total liquid ventilation)
Ventilatory Efficacy Index

Yellowgreen

81



8. Erklarung uUber Selbstandigkeit:
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benutzt, ohne die (unzuléssige) Hilfe Dritter verfasst und auch in Teilen keine Kopien

anderer Arbeiten dargestellt habe.
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