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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1.Vorbemerkung

Das ,Acute respiratory distress syndrom®, kurz ARD&urde 1994 von der American-
European Consensus Conference als ein Symptomkenubddiniert, der durch akut
einsetzenden Beginn, einen Oxygenierungsindex viemer als 200 mmHg, bilateral
radiologisch nachweisbare Lungeninfiltrate sowireal pulmonalarteriellen Wedge-Druck
von weniger als 18 mmHg gekennzeichnet ist (12).

Erstmals wurde das akute Lungenversagen schonvi®b6avid Ashbough anhand von 12
Patientenberichten beschrieben (2). Auch vier &dimte spater gilt das ARDS immer noch
als eine schwere Komplikation nach direkter oddirekter Lungenschadigung, die mit einer
hohen Letalitat einhergeht (139). So kann es zaBhrAspiration, Pneumonie,
Lungenkontusion nach Thoraxtrauma oder nach togisktihalation zu einer direkten
Schadigung der Lunge kommen. Eine indirekte odeurs#ire Schadigung der Lunge kann
wahrend einer generalisierten Sepsis, nach Schogkeynatik, Polytrauma,
Massivtransfusion, Ischamie/Reperfusion, schwererbknnungen, Eklampsie oder nach
Luft- oder Fruchtwasserembolien entstehen (12;X8;13ie verschiedenen Ursachen, die die
Entwicklung eines ARDS auslésen, enden in einemegesamen Pathomechanismus, der

lokalen inflammatorischen Immunantwort (13).

1.2.Pathogenese des ARDS

Eine zentrale Rolle in der Pathogenese des ARDS damn kodrpereigenen humoralen und
zellularen Mediatorsystemen zugeschrieben (13). kBoomt es wahrend systemischer
Entzindungsreaktionen wie der Sepsis, nach Traudes 8chock zur Aktivierung von
Komplementsystem, Gerinnungskaskade und Arachreyistam (18;92;100;111;13Dieser
Pathomechanismus wird auch unter dem Begriff ,,esp#t inflammatory response syndrom®,
kurz SIRS zusammengefasst. Im Rahmen der zelluldremunantwort werden von
aktivierten Thrombozyten, Leukozyten und Endothi#reinflammatorische Mediatoren wie
Zytokine, Prostaglandine, Leukotriene, Oxidantied &roteasen freigesetzt (9;109;141).



1.3. Die Rolle der Thrombozyten bei der PathogedeseARDS

1.3.Die Rolle der Thrombozyten bei der PathogeneséA&E3S

Der Beitrag neutrophiler Granulozyten zur Entstehdas akuten Lungenschadens ist bereits
vielfach untersucht worden (46;110;121). Der Bedegtder Thrombozyten wurde allerdings
erst wieder in jingerer Zeit Beachtung gescherdd¢hdem sich die Hinweise durch klinische
Erfahrungen und experimentelle Forschung verdiehtetlass auch sie eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese des akuten Lungenschapérien (59;99;132). Bereits Ende der
achtziger Jahre wurde erstmals beobachtet, dassteat mit ARDS parallel zur Entwicklung
der Hypoxamie eine Thrombozytopenie ausbildeten ;38)5 Weitere klinische
Untersuchungen (56;57) sowie bioptische und awdolpti Studien (61;105) konnten eine
pulmonale Thombozytensequestration zeigen. Zu eheBeitpunkt konnte allerdings nicht
geklart werden, ob den Thrombozyten eine aktiveleRmllkommt oder sie sekundar nach
Aktivierung durch z.B. Endothelzellen oder Leukaytdieses sequestrierende Verhalten
zeigten. Einige Jahren spéater konntarry et al. am Rattenmodell nach Induktion einer
erhohten Sauerstoffradikalbildung durch Hyperoxygemg nachweisen, dass aktivierte
Thrombozyten noch vor neutrophilen Granulozyten den pulmonalen MikrogefaRen

retinieren (6).

Die Adharenz der Thrombozyten am Gefal3endothellgerfdhnlich der Leukozyten in
mehreren Schritten. Die Thrombozyten werden mit dduatfluss in den Randstrom gespult
und kommen dort mit der Gefaldwand in Bertihrung. éste, noch lockere Kontakt mit dem
GefaRendothel zeigt sich im sogenannten ,Rollph&mnder Thrombozyten entlang der
Endothelzellen (37;38;137). Dieser erste, revessibntakt wird tber Adhasionsmolekile
der Selektinfamilie vermittel, wahrend erst in emgeiteren Schritt die feste Bindung der
Thrombozyten mit den Endothelzellen durch anderend&tnsmolekile wie z.B. den
endothelialen Integrinen und durch eine weiterebisgerung z.B. Uber Fibrinogenbriicken
ermoglicht wird (38;137). Die Adh&sion der Thrompen bedeutet ihre Aktivierung und
damit die Freisetzung eines Arsenals an potentemffammatorischer und vasoaktiver
Mediatoren, wie z.B. Thromboxan A2, Leukotriene e@lokine, Serotonin, PF4 und platelet
derived growth factor sowie die Freisetzung vone$stoffradikalen. Diese Substanzen sind
in der Lage, per se einen Gewebeschaden zu veharsasowie Endothelzellen und
Leukozyten zu aktivieren (25;34;38;82;104).



1.4. Peroxynitrit-Bildung

Die Thrombozyten sind also Uber die Freisetzung Eamiindungsmediatoren in der Lage,
neutrophile Granulozyten zu aktivieren, ihre Reilemuing zu fordern und ihre
immumnologische Antwort zu steigern und damit eipeimonalen Endothelschaden weiter
zu verstarken. So konnteRRuf et al. zeigen, dass aktivierte Thrombozyten uber
Fibrinogenbindungen neutrophile Granulozyten stiemeh, was zu einer ,respiratory burst*-
Reaktion der neutrophilen Granulozyten mit einestgigerter Sauerstoffradikalbildung fihrt
(112). Die Aktivierung neutrophiler Granulozytenrdia Thrombozyten kdnnte dabei vor
allem in der Lunge von wichtiger Bedeutung sein, hiler bereits unter physiologischen
Bedingungen die Leukozytenzahl im Vergleich zu amadeOrganen deutlich erhdht ist
(26;74).

Die aktivierten neutrophilen Granulozyten sezeemeebenfalls Enziindungsmediatoren, die
eine weitere Aktivierung von Thrombozyten zur Folgben (59). Nach inflammatorischer
Stimulation und Aktivierung von Thrombozyten, neuhilen Granulozyten und
Endothelzellen erfolgt eine weitere gegenseitigersiékung ihrer Immunantwort. Die
Entstehung eines Circulus vitiosus konnte somit eanghmen werden (17).

1.4.Peroxynitrit-Bildung

Als Folge der zellularen und humoralen Immunantveoritein inflammatorisches Geschehen
kommt es u.a. durch die gesteigerte Expressionirtkizierbaren NO-Synthase zu einer
vermehrten Produktion des Stickstoffmonoxid-Radikilo. Wie bereits beschrieben findet
parallel dazu eine gesteigerte Bildung von Sauffratbkalen, wie den Superoxidanionen,
statt. Beckmann et al. konnten zeigen, dass NO-Radikale und Superoxadeni unter
pathophysiologischen Bedingungen das weitaus agjgegs und zytotoxischere Peroxynitrit
bilden (8;36). Peroxynitrit schadigt Zellen und @ng durch Oxidation von Lipiden und
Proteinen, durch direkte Enzymhemmung z.B. der chidadrialen Atmungskette und durch
Reaktionen mit Membranpumpen und Zytoskelettkomptere Aul3erdem konnte
nachgewiesen werden, dass Peroxynitrit DNA-Straingi® verursacht und somit zu einer
bedeutenden Schéadigung der zellularen DNA bei(fEzfR).
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1.5. Aktivierung der PARS

Die Schadigung der DNA induziert eine massive Alkdigsteigerung des Enzyms Poly-
(ADP-Ribosyl)-Synthetase, kurz PARS (64;122;123p PARS ist ein nuclear lokalisiertes
Enzym, das uber ADP-Ribosylierungen Protein-Stmgiwnd -Funktionen modifiziert und
eine zentrale Stellung bei der DNA-Reparatur, infizg&lus und bei der Zelldifferenzierung
einnimmt (64;134). Die PARS Kkatalysiert bei der Mizdtion der nuclearen Proteine im
Rahmen der DNA-Reparatur die Ubertragung der ADBo& von NAD auf ein
Zellkernprotein. NAD wird dabei zu Nicotinamid gespalten, weshalb ditazellularen
NAD-Reserven schnell aufgebraucht werden. Da NAR. einen essentiellen Bestandteil fiir
den Elektronentransport in der mitochondrialen Atgakette darstellt, wird die Resynthese
unter einem gesteigerten ATP-Verbrauch notwendiges®& Energieverbrauch kann die
zellularen Energiereserven der bereits vorgesctéigelle so weit erschépfen, das es zum
Zelltod durch Apoptose oder Nekrose kommt (7;31188).

1.6.Beteiligung der PARS an der Genexpression

Neben den bereits erwdhnten Funktionen der PAR&zbekeses Enzym aul3erdem eine
regulatorische Funktion bei der Genexpression. elditpharmakologischer und genetischer
Hemmung der PARS konnte nach zahlreichen StudienZesammenhang zwischen der
PARS-Aktivierung und akuten sowie chronischen Endizingsreaktionen beobachtet werden.
Durch den Einfluss der PARS auf die Signaltransdunkfordert sie die Produktion von
inflammatorischen Mediatoren wie z.B. auch Adhasioalekilen und ist damit in der Lage,
Entzindungsreaktionen zu verstarken (7;31;64;99;135garelli et al. konnten z.B. nach
Inhibierung bzw. Inaktivierung der PARS eine reeéuid Expression der Adhasionmolekile
P-Selektin und ICAM-1 nachweisen (147;148). Auchitere Autoren berichten von der
regulatorischen Funktion der PARS bei der Expresgan Adhasionsmolekilen (14;143).

1.7.P-Selektin und E-Selektin

P-Selektin (CD62P) ist ein Adhasiosmolekil aus 8efektinfamilie, die fir den ersten
Kontakt der frei zirkulierenden Thrombozyten mind&efaRendothel verantwortlich sind. P-
Selektin wird sowohl in dew-Granula der Thrombozyten als auch in den Weib&dea
Korperchen der Endothelzellen gespeichert. Kommt @s Rahmen akuter
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1.8. Ziele und Fragestellungen

Entzindungsreaktionen, wie z.B. wahrend Sepsis o@d&h Ischdmie/Reperfusion, zur
Stimulation, sind die Thrombozyten und Endotheé&elh der Lage, P-Selektin innerhalb von
Sekunden auf ihrer Zelloberflache zu exprimiere8).(3Auch E-Selektin, das nur von

Endothelzellen gebildet wird, wird bei entsprectem&timulation auf der Zelloberflache

exprimiert (38). Massberg et al. konnten am Mesenterium von Mausen nach
Ischamie/Reperfusion beobachten, dass die Hemmuog R-Selektin das initiale

Rollphdnomen der Thrombozyten entlang des Gefafkeldo signifikant abschwacht.

Aul3erdem konnten sie zeigen, dass die Thrombo&teiothelzell-Interaktionen im

Méausemesenterium nach Ischamie/Reperfusion vormaldurch die Expression von

endothelialem P-Selektin stattfinden (87).

1.8.Ziele und Fragestellungen

Die Interaktion von Thrombozyten mit den Gefallehdtzellen der pulmonalen
Mikrostrombahn wéhrend einer systemischen Entzigsi@aktion wurde bisher noch nicht
untersucht. Zudem liegen bisher keine experimearidlaten von Versuchen vor, in denen
die Rolle der PARS bei dieser Interaktion besclemlvurde.

Deshalb war es das erste Ziel dieser Studie, eideMau entwickeln, mit dem man unter
Verwendung der intravitalen Fluoreszenzmikroskogieskt in vivo die Dynamik der

Thrombozyten in den pulmonalen Arteriolen, Kap#ar und Venolen unter
inflammatorischen Bedingungen bestimmen und sonuissAdgen zu ihrem Verhalten am

pulmonalen GefalRendothel treffen kann.

Als zweites Studienziel untersuchten wir in voréader Arbeit den Einfluss der PARS auf
die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion in derlmponalen Mikrostrombahn wéhrend
einer generalisierten Entzindungsreaktion. Dafimrhgen wir die PARS pharmakologisch
mit dem Hemmstoff 3-Aminobenzamid und analysiertia pulmonale Expression der
Adhasionsmolekiile P-Selektin und E-Selektin, dred@n ersten Kontakt der Thrombozyten

mit Endothelzellen verantwortlich gemacht werden.



2. METHODIK

2. METHODIK

2.1.Versuchstiere

Die Versuche wurden an ,WeilRen Neuseelander® Kdmn durchgefihrt. Die

experimentellen Arbeiten an den ,WeilRen Neusee@riganinchen fanden im Zeitraum Juli
1999 bis Juni 2001 am Institut fur Chirurgische detwung der Ludwig-Maximilians-

Universitat statt, nachdem die Genehmigung der \édrs durch die zustandigen
Regierungsbehérden erteilt worden waren. Fir dieliegenden Studien wurden 16
mannliche ,WeilRen Neuseelander* Kaninchen mit eimeittieren Kérpergewicht von 2,5 bis
3,3 kg von der Firma Charles River Deutschland GmBlfilegg, bezogen. Bis zum
jeweiligen Versuch wurden die Tiere entsprechendh deichtlinien des deutschen
Tierschutzgesetzes im Tierstall des InstituteChiirurgische Forschung in Einzelkafigen mit
freiem Zugang zu Wasser und Trockenfutter (ssniff Z®, ssniff Versuchstierdiaten GmbH,
Soest) unter konstanten Bedingungen bei 24 GrasiuSel50% Luftfeuchtigkeit und einem
12stundigen Tag-/ Nachtrhythmus gehalten.

2.2.Vorbereitung der ,Wei3en Neuseelander* Kaninchen

Die Versuchstiere erhielten an der hinteren Ohranen Verweilkatheter (22G, Insyte-W,
Becton Dickinson, Heidelberg). Uber diesen vencZegang wurde die Narkose mittels
Thiopental (Trapanal, Fa. Byk Gulden, Konstanz, iBrasig 50 mg/kg KG) eingeleitet. Die
Analgesie erfolgte mit Piritramid (Dipidolor, JasesGmbH, Neuss, Dosierung 1,5 mg/kg
KG), zur Muskelrelaxierung wurde 1 mg PancuroniuPar(curonium, Organon Technica,
OberschleiBheim) verwendet. Nach erléschen des daineflexes wurden die Tiere im
anterioren Hals- und Thoraxbereich, sowie in datdn Leiste enthaart. Fir die nun folgende
Tracheotomie wurde die Trachea stumpf freiprapanerd infraglottisch zwischen zwei
Knorpelringen quer inzidiert, so dass ein auf da.cin gekirzter 5 mm nicht blockbarer
Baby-Trachealtubus (Code 520, Fa. Vygon) 2 cm sldanen vorgeschoben werden konnte.
Der Tubus wurde mit Zwirnfaden (1-Leinenzwirn, Ehicon, Nordersted) an der Trachea

fixiert.

Die Narkose wurde mit 50 mg/kg K@D-(+)-Gluco-Chloralose (Fa. Merck, Darmstadt)

aufrechterhalten, die innerhalb von 30 min Uber peripheren vendsen Zugang appliziert
6



2.3. Experimentelles Protokoll

wurden. Zusatzlich erhielten die Versuchstiere idmr gesamten Versuchsverlauf 0,6 mg/h
Pancuronium sowie 5 ml/h physiologische Kochsaimigs(Isotone Kochsalzlésung 0,9%,

B.Braun, Melsungen) zum Ausgleich von Flissigkeithsten.

Die maschinelle Beatmung (Infant Ventilator 1V-108echrist Industries, Inc., Anaheim,
USA) erfolgte druckkontrolliert, wobei ein in dag&mungsgeréat integriertes Manometer die
kontinuierliche Messung der Atemwegsdricke ermigdic Dabei betrug der inspiratorische
Spitzendruck 8 cmH20, endexpiratorisch wurde zuméedung von Mikroatelektasen ein
positiver Druck von 2 cmH20 gewahlt. Die inspirédohe Sauerstoff-Fraktion lag bei 0,4,
das Inspirations- zu Expirationsverhaltnis bei D& Atemfrequenz wurde an die Zielwerte,
arterieller Kohlendioxidpartialdruck von 35 mmHgwse arterieller pH-Wert von ca. 7,4,

angepasst und lag damit durchschnittlich bei 20/min

Die Korpertemperatur der Versuchstiere wurde wahréer gesamten Versuchszeit mittels
einer Heizplatte (Fa. Effenberger, Munchen) korstgehalten und Uber eine rektale

Temperatursonde kontrolliert.

2.3.Experimentelles Protokoll

2.3.1. Makrohamodynamische Parameter

2.3.1.1 Katheterimplantationen

Zur kontinuierlichen Messung der Makrohdmodynamikden den Versuchstieren insgesamt

drei Katheter implantiert:

Zur Bestimmung des arteriellen und zentralvendskndBicks wurde ein Katheter in die
rechte Arteria carotis communis und ein weiterethi€ger in die rechte Vena jugularis interna
gelegt. Nach stumpfer Praparation wurden die Gefaite3.0 Leinenzwirn (Fa. Ethicon,

Nordersted) cranial ligiert und proximal mittelsnes Mikroclips (Fa. Aesculap, Tuttlingen)
abgeklemmt, um sie anschlieRend zwischen Ligatdr @lip zu durchtrennen. In die nun
eroffneten Gefal3lumen wurde der mit physiologiscKechsalzlosung gefiillte Katheter
(Cavatheter 1,1 x 1,7 mm, Fresenius AG, Bad Hompbeirggefiihrt und nach Entfernung der

Mikroclips in Richtung Herz vorgeschoben. Die Fixieg der Katheter erfolgte ebenfalls mit



2.3. Experimentelles Protokoll

3.0 Leinenzwirn, der Hautschnitt wurde mittels NéhD-Ethibond, Fa. Ethicon, Nordersted)

verschlossen.

Fur die Implantation des pulmonalarteriellen Kaghet wurden im linken zweiten

Intercostalraum parasternal unter sorgfaltiger ®illiing die Muskulatur und die Arteria

thoracica interna nach vorausgegangener Ligaturchthennt. Das dadurch sichtbar
gewordene Perikard wurde vorsichtig er6ffnet undrdehte Ventrikel dargestellt. Durch den
rechten Ventrikel wurde der ebenfalls mit physipdcher Kochsalzlosung geftilite Katheter
(Cavafix MT 134, B. Braun Melsungen AG, Melsunggmnsmural bis in die Arteria

pulmonalis vorgeschoben und mittels U-Naht (5.0ld¢tve, Fa. Ethicon, Nordersted) fixiert,
die zuvor im subepikardialen Myokard angelegt wurde

2.3.1.2.Gemessene und berechnete makrohamodynamische Rarame

Die Katheter wurden nach der Implantation Gberphigsiologischer Kochsalzldsung gefullte
Druckleitungen mit Statham-Druck-Transducern (P23XLFa. Spectram, Dusseldorf)
verbunden. Die von den Druckwandlern gemesseneariglién, zentralvendésen und
pulmonalarteriellen Dricke wurden kontinuierlich ainen Monitor (pDg, Servonid)
angezeigt. Durch die Messung der systolischen (Rd) diastolischen {p Driicke konnte

nach folgender Formel der arterielle Mitteldruck,(Berechnet werden:

Pn=Ps+ (R—PRy)/3

P Mitteldruck
Py diastolischer Druck
Ps: systolischer Druck

Die arteriellen, zentralvendsen und pulmonalafieneDruckkurven wurden zusatzlich mit
Hilfe eines 6-Kanal-Schreibers (Oscilloreg, SiemeA&5, Erlangen) kontinuierlich
aufgezeichnet. Die Schreibergeschwindigkeif) (vetrug wahrend der Messzeitraume 50
mm/s, ansonsten 5 mm/s. Die Herzfrequenz wurdenahtteas gemessenen Abstandes von 10
aufeinanderfolgenden Druckkurvenmaximg)(sind der bekannten Schreibergeschwindigkeit

nach folgender Formel berechnet:



2.3.2. Peripheres Blutbild

HF =10 - 60 - &/ sio

HF: Herzfrequenz
Ve Schreibergeschwindigkeit
S0 Abstand von 10 aufeinanderfolgenden Druckmaxima

2.3.2. Peripheres Blutbild

Den Versuchstieren wurden wahrend jeder Versuclsgplta. 0,5 ml arterielles Blut zur
Analyse des peripheren Blutbildes entnommen. MiteHeines Coulters (Coulter Counter,
Coulter Electronics Inc., Krefeld) wurden die Emgthyten- (RBC), Leukozyten- (WBC) und
Thrombozytenkonzentrationen (PLT) sowie der Hamboiglpehalt (Hb) und der Hamatokrit
(HK) gemessen.

2.3.3. Mikrohdmodynamische Parameter - Intravitalmikros&op

2.3.3.1. Thoraxfenster

Zur quantitativen intravitalmikroskopischen Bestionmg der Mikrohdmodynamik und der
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion in den eimesl Abschnitten der pulmonalen
Mikrostrohmbahn erfolgte bei den Versuchstierene efensterimplantation in die rechte
Thoraxwand. Nach der voiuhnle et al. beschriebenen Operationstechnik wurde nach
Umlagerung in Linksseitenlage an der rechten Ths®igex die Haut auf Hohe der vierten und
funften Rippe sowie der Musculus serratus anteriseziert (79). Unter sorgfaltiger
Blutstillung und Schonung der Pleura parietalisolgte danach die Durchtrennung der
Interkostalmuskulatur. Anschlie3end wurden Teilewderten und flinften Rippe reseziert und
das transparente Thoraxfenster implantiert. Zur gemprotektion wurde ein maximaler
Abstand zwischen Lungenoberflache und Thoraxwandrchdu Modifikation der
Beatmungsparameter geschaffen. So wurden wahrend HReuraspaltung und
Rippenteilresektion minimale Beatmungsdricke vapiratorisch 4 cmbO, ein Verzicht auf
einen positiven endexpiratorischen Druck und emspiratorische Sauerstoff-Fraktion von
100% gewahlt. Das Thoraxfenster (Abbildung 1) destéeis einem Metallzylinder, an dessen
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2.3.3. Mikrohdmodynamische Parameter - Intravitiatoskopie

Boden eine transparente Teflonmembran (YSI ModéB5Btandard Membrane Kit, Yellow
Springs Intruments Co., Ohio, USA) gespannt ise den optischen Zugang auf die
Lungenoberflache mittels Wasserimmersionsmikroskoprmdoglicht. In der Wand des
Metallzylinders befinden sich 16 vertikale Bohrléclvon je 50Qum Durchmesser, an die ein
Unterdruck von —0,4 bar angelegt und dartber diegenoberflache an das Fenster fixiert
wurde. Zum Schutz der Lungenoberflache vor Auskidplund Austrocknung wurde die
Teflonmembran mit einer Tyrode-Pufferlosung konnlich superfundiert (76). Ein Liter
dieser Losung beinhaltet 8708 mg NaCl, 201 mg K850 mg NaHCgQ 265 mg CaG|
102 mg MgCy4, 55 mg NaHPQO,, 991 mg Glucose, aufgefullt auf einen Liter migCH Die
Thyrode-Ldsung wurde zudem auf eine Osmolaritat 309G mosm und einen pH-Wert von
7,4 eingestellt, sowie vor Superfusion der Teflombean auf 37°C erwarmt und durch
Sattigung mit einem Gasgemisch aus 12% SauerstffKohlendioxid und 83% Stickstoff
auf arterielle Blutgaswerte aquilibriert.

Tyrodepuffer
N 3

Objektiv

0 |
<4— 0,4 bar o}

Thoraxwand

Bohrung

Teflon-
membran

Abbildung 1: Querschnitt durch das implantierte feixéenster. Modifiziert nacKuhnle et al. (79)

2.3.3.2. Fluoreszenzmarkierung der ErythrozytenTimbmbozyten

Um die Mikrohamodynamik und Thrombozytenkinetikdar pulmonalen Mikrozirkulation

mittels Intravitalmikroskopie visualisieren und &msgeren zu koénnen, wurden die
10



2.3.3. Mikrohdmodynamische Parameter - Intravitktoskopie

Erythrozyten und Thrombozyten fluoreszenzmarkieldm die Zellen voneinander
differenzieren zu konnen, wurden zwei verschiedeRtuoreszenzfarbstoffe mit

unterschiedlichen optischen Filtern verwendet.

Die Markierung der Erythrozyten erfolgten vitro mit Fluoresceinisothiocyanat FITC
(Fluorescein Isothiocyanate Isomer | No. F7250ntigchemical Company, St. Louis, USA).

HO I 0 ] OH
(L%
S=C=N N

Abbildung 2: Fluoresceinisothiocyanat (FITC)

O

Nach der vorBerger (10) undGoetz (40) beschriebenen Methode wurden dem Kaninchen
wahrend der Praparationszeit 5 ml arterielles RBiotinommen und heparinisiert (Heparin-
Natrium, Fa. B. Braun, Melsungen). Um die Erythternyaus dem Vollblut zu separieren,
wurde dieses anschlieRend mit 45 ml Alsever’s P#8,5 g Glucose, 8,0 g Natriumcitrat,
0,55 g Zitronensaure, & ad 1000 ml) dreimal gewaschen, indem das Eryyeoz
Alsever’s-Gemisch bei 4°C fur 10 min bei 2000 U/nzientrifugiert (Ritoxa/K, Hettich,
Tuttlingen) und das Pellet jeweils wieder mit Aleeg-Puffer resuspendiert wurde. Das so
entstandene Produkt wurde jetzt mit Bicine-Puffe8,264 g Bicine, 8,766 g NaCl,
10 ml 1N NaOH, HO ad 1000 ml, pH 8,3) gewaschen und das Pellet émhd/tnis 1:1 mit
Bicine-Puffer verdinnt. Danach wurde das Gemisahlmi mg/ml FITC, welches zuvor mit
zwei Tropfen DMF K,N-Dimethylformamid, Fa. Merck, Darmstadt) in Losuggbracht
worden war, flir eine Stunde inkubiert. Anschlielenwdrden drei bis vier weitere
Waschvorgange mit Bicine-Puffer durchgefiihrt, bis thberstand keine sichtbare Farbung
mehr hatte. Im letzten Schritt wurden die FITC-nienien Erythrozyten mit physiologischer
Kochsalzldsung auf einen Hamatokrit-Wert (HK) vo® @erdinnt und dem Versuchstier
nach Beendigung der Praparation und UberprifundtesichluRkriterien reinfundiert.

11



2.3.3. Mikrohdmodynamische Parameter - Intravitktoskopie

Die Fluoreszenzmarkierung der Thrombozyten erfoédienfallsin vitro mit Rhodamin 6G
(Fa. Merck, Darmstadt).

Abbildung 3: Rhodamin 6G

Rhodamin G6 ist ein positiv geladener lipophileudfeszenzfarbstoff, der sich aufgrund
seiner chemisch-physikalischen Eigenschaften dpelzifin Mitochondrien anreichert (3).
Nach einem Protokoll voMassberg et al. (87) wurden 10 ml Vollblut ohne Aspiration aus
dem gedffneten Dreiwegehahn direkt in ein Polyptempyhrchen (Nennvolumen 15 ml)
entnommen. Die Rohrchen wurden zuvor mit 3 ml phagpepufferter Kochsalzlésung
gefullt. In 0,55 ml Aqua ad injectione geldst, wenddieser Vorlage 15,2mol Citrat, 30
umol Tri-Natriumcitrat, 4Qumol Dextrose sowie gg Prostaglandin E1 (alle Sigma Chemical
Company, St.Louis, USA) zugesetzt. Nach zehnmietit€entrifugation der Suspension mit
250 G wurde das plattchenreiche Plasma vorsiclntiggin weiteres Rohrchen tberfihrt.
Dieses Rohrchen enthielt als Vorlage 1ptRol Citrat, 30umol Tri-Natriumcitrat, 40umol
Dextrose sowie 3g Prostaglandin E1 in 0,55 ml Aqua ad injectionaséhliel3end erfolgte
der Zusatz des Fluorochroms Rhodamin 6G (Sigma @aéi@ompany, St.Louis, USA) als
0,05% Loésung in der Dosierung 1@ Loésung pro ml plattchenreiches Plasma. Die
Thrombozytensuspension wurde diesmal mit 2000 @wrfur 10 min zentrifugiert. Nach
Abpipettieren des Uberstandes wurde das Sediment 2niml phosphatgepufferter
Kochsalzlosung resuspendiert und die Reinheit desp&nsion mittels eines Coulter-
Zytometers (Coulter AcT, Coulter Corp. Miami, FLSH) Uberprft. Die Reinjektion erfolgte
unmittelbar vor der Durchfiihrung der Intravitalnokkopie.
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2.3.3. Mikrohdmodynamische Parameter - Intravitktoskopie

2.3.3.3. Videomikroskopie

Apparativer Aufbau

Nach Beendigung der Katheter- und Thoraxfensteaniption wurde das Kaninchen auf
einen in der Horizontalen beweglichen Kipptisch eunlem Mikroskop gelagert. Das
Thoraxfenster wurde durch Neigen des Kipptischesine zum Lichtstrahlengang des
Mikroskops senkrechte Position gebracht und ansgahd mit einem am Fenster befestigten
Fixierstab an einem Mikromanipulator so arretiefass seine Position in Bezug auf den
Kipptisch stets konstant blieb und auRerdem wedeaclonoch Zug Uber den Metallzylinder
auf die darunter liegende Lunge ausgetbt werdenntkon Das Verhalten der
fluoreszenzmarkierten Erythrozyten und Thrombozyten den subpleural gelegenen
MikrogefaRen der Lunge wurde mittels eines Intedwiikroskops (Orthoplan,
Fa. Leitz GmbH, Wetzlar) visualisiert und Uber einechauflésende Silikon-intensivierte
Restlichtvideokamera (C2400-08, Fa. Hamamatsu,sdieimg) und einen Videorekorder zur
spateren off-line Analyse auf Videoband analog aufgenommen. Als thélle des
Auflichtilluminators (Ploemopak, Leica GmbH, Wetladiente eine 75 W Xenon-Lampe
(XBO 75 W/2, Fa. Leitz, Miunchen). Das Licht passedabei einen 7 mm Hitzefilter, eine
variable Irisblende und einen Anregungsfilter. Ubeginen Teilerspiegel mit
Reflexionskurzpalfilter wurde das Licht durch ddgeRtiv (Salzwasser-Immersionsobjektiv
25%, n.A. 0.6, Leitz GmbH, Wetzlar), welches glaiehig als Kondensator fungierte, und
durch das Thoraxfenster auf die LungenoberflacHeitge Nach Anregung der jeweiligen
Fluoreszenzfarbstoffe in der Lungenmikrozirkulatismurde das emittierte langerwellige
Fluoreszenzlicht vom Objektiv geblndelt und gelangim Reflexionspal3filter, an dem es
aufgrund seiner grol3eren Wellenlange abgelenkt et Sperrfilter und einen weiteren
Spiegel zum Okular (Periplan 10x, Leitz GmbH, Watgl bzw. direkt Uber einen
C-Mount-Adapter zu der Restlichtkammera gelenkt deur Diese besitzt eine hohe
Sensitivitat (>50 pA/UW; maximale Sensitivitat: 4&* Lux) im Wellenlangenbereich von
400-650 nm sowie eine raumliche Auflésung von 580LTnien bei einer geometrischen
Verzerrung von maximal 3%. Die Sensitivitat kann rafu Shading den
Ausleuchtungsbedingungen angepasst werden. Di@witteoskopischen Bilder wurden auf
einem Monitor in insgesamt 930facher VergroBerumghtisar gemacht. Uber einen
Videozeitgenerator (VTG 33, FOR-A-Company Ltd., al@p wurden simultan Datum
(MM:TT) und aktuelle Uhrzeit (hh:mm:ss:s/100) insd&ideobild eingespielt. Mit einer
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2.3.3. Mikrohdmodynamische Parameter - Intravitktoskopie

zeitlichen Auflosung von 50 Halbbildern pro Sekunderden die Bilder mit einem Recorder
auf Videoband gespeichert. Zur Einstellung der Bekene konnte die Mikroskop-Kamera-
Einheit in vertikaler Richtung sowohl tber einentorgetriebenen Spindeltrieb (Fa. Leitz,
Munchen) als auch Uber einen manuell bedienbarerb-Geintrieb bewegt werden. Das
Versuchstier war unter dem Mikroskop auf einem #ithotor-getriebenen Kreuztisch
(Sonderanfertigung, Fa. Leitz, Minchen) gelaged imhorizontaler Ebene beweglich. Die
Bewegung des Kreuztisches erfolgte elektronischegest in Schritten von 25 um mit einer
Genauigkeit von 1 pm in einem Verschiebeareal vdr 10 cm, wobei die Koordinaten jeder
beliebigen Position auf einem Computer gespeicliexd somit jederzeit wieder exakt
angesteuert werden konnten. Zur Vermeidung vonhitserungen war die Mikroskopeinheit
schwingungsfrei auf einer 300 kg schweren Graritplanontiert, die wiederum auf einem

massiven Metallunterbau pneumatisch gelagert war.

Zusammensetzung der Filterblocke zur Differenzigrder fluoreszenz-markierten Zellen

Um die mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen kiegen Erythrozyten und

Thrombozyten von einander unterscheiden zu konmemgden in den Strahlengang des
Mikroskops Filterkombinationen aus Anregungsfilt@reilerspiegel und Sperrfilter (alle
Fa. Leitz, Munchen) eingeschoben. Dabei konnterFtli€-markierten Erythrozyten selektiv
mittels eines L3-Filterblocks und die Rhodamin 6@rkrerten Thrombozyten selektiv mit
einem NZ2-Filterblock dargestellt werden. Durch deisatzliche Verwendung eines
I2/3-Filterblocks war die gleichzeitige Visualigielg beider Zelltypen moglich. Die

Anregungs- und Emissionsmaxima von FITC und vond&haun 6G lassen sich Tabelle 1
entnehmen. Tabelle 2 zeigt die in den Filterkomiiamen verwendeten Anregungsfilter,

Teilerspiegel und Sperrfilter.

Farbstoff markierter Zelltyp Anregungsmaximum  Eng@easmaximum
FITC Erythrozyten 490 nm 525 nm
Rhodamin 6G Thrombozyten 540 nm 625 nm

Tabelle 1: Maximale Anregungs- und Emmissionswédliegen der mit den Fluoreszenzfarbstoffen FITC- und

Rhodamin 6G-markierten Erythrozyten und Thrombazyte
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Filterblock Darstellung Anregungsfilter  Teilerspetg Sperrfilter

L3 FITC BP 450 — 490 nnRKP 510 nm BP 525 nm
N2 Rhodamin 6G BP 530 — 560 nRKP 580 nm LP 580 nm
12/3 FITC/Rhodamin 6G  BP 450 — 490 nRKP 510 nm LP 515 nm

Tabelle 2: Wellenlangenbereiche der in den verwemdeFilterblécken eingebauten Anregungsfilter,
Teilerspiegel und Sperrfilter (alle Teile Fa. Leitaviinchen); BP: Bandpalifilter, LP: Langpalf3filter,
RKP: Reflexionskurzpassfilter

Beatmung wahrend der Videomikroskopie

Um die durch die Atemexkursionen entstehenden Aldstnderungen zwischen
Lungenoberfliche und Mikroskop zu vermeiden, wurdéie videomikroskopischen
Sequenzen wahrend mehrerer inspiratorischer Platteaan von je 10 sec Dauer
aufgenommen. Zwischen den einzelnen Plateauphasestew die Versuchstiere nach den
anfangs beschriebenen Beatmungsparametern beatmet.

Mikroskopierareale

Unter Verwendung des L3-Filterblockes wurden am é€diaind des rechten
Lungenoberlappens oder Mittellappens pro Versuehstt3 Arteriolen, 2-3 Venolen und
entsprechend 2-3 Kapillargebiete aufgesucht. Dsgewahlten Gefal3e sollten sich in ihrem
gesamten Verlauf in der Focusebene darstellenrlasse klare Gefaligrenzen aufweisen. Die
Positionen der untersuchten Areale konnten aufgrded im Computer gespeicherten
Koordinaten in den darauffolgenden Versuchsphasedewr exakt angesteuert werden, so
dass ein direkter quantitativer Vergleich zwiscliam einzelnen Versuchsphasen moglich
wurde. Wahrend jeder Phase wurden die identischelpie® mit dem L3- und dem N2-
Filterblock wahrend mehrerer inspiratorischer Rlatebeobachtet.

2.3.3.4. Gemessene und berechnete mikrohamodyrfaffarameter

Die Auswertung der videomikroskopischen Sequenzérigee off line in einer Computer-
gestitzten Einzelbild-Analyse mittels des digmalBildverarbeitungssystems OPTIMAS
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(Optimas, Bioscan, Edmonds, USA). Durch den an \igeo-Einheit angeschlossenen
Personalcomputer konnten Videosequenzen digitalisiend per Computermaus
Markierungen in die Videobilder eingeblendet werdBas OPTIMAS System war dabei
interaktiv. mit einer eigens entwickelten Datenvbedtung verbunden Kuhnle et al.,
unveroffentlicht), mit deren Hilfe alle ermittelt&tinzelwerte in speziell konzipierte Tabellen
des Kalkulationsprogramms MS-Excel Ubertragen wurdé&o konnten der innere
GefalRdurchmesser d und die Lange | der untersuchtemiolen und Venolen sowie die
Alveolarseptenbreite s nach erfolgtem Einzeichnemerisch tiber den Videoschirm ermittelt
werden. Verzerrungen des Videobilds, die sowohlclkdudie optische Einheit des
Intravitalmikroskops als auch durch den Bildschseibst bedingt waren, konnten, wie von
Kuhnle et al. beschrieben, ausgeglichen und Messfehler soniig&end vermieden werden
(79).

' %’Arteriolé’

Abbildung 4: Exemplarisches fluoreszensmikroskdpésc Standbild eines subpleuralen Gefalzareals,ntiter
dem Thrombozytenfilter N2 aufgenommen. Schematisogezeichnet ist der Verlauf einer Arteriole ménd
Durchmesser d und der Lange | des Gefalles sowieagémre Netzwerk einer Alveole mit der Flachg,Aind
den Alveolarseptenbreiten S. In der Arteriole und Kapillargebiet sind adharente Thrombozyten mi T

gekennzeichnet.

Erythrozytenfliessgeschwindigkeit in Arteriolen udénolen

Die Erythrozytenfliessgeschwindigkeikae wurde wahrend jeder Versuchsphase in je 2-3

identischen Arteriolen und Venolen pro Versuch ibesit, indem in den digitalisierten
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Bildsequenzen die von FITC-markierten Erythrozyteartickgelegten Wegstreck&s
gemessen wurden. Das fur die Geschwindigkeitsbateahbendtigte Zeitintervadit konnte
an den eingeblendeten Uhrzeiten abgelesen werden.GBschwindigkeit der einzelnen
Erythrozyten wgc liel3 sich nun als Quotient aus der Wegstrekkeind der dafur benétigten
Zeit At berechnen. Das harmonische Mittel der Einzelgesuligkeiten wurde nacBarelius
et al. (113)undwie folgt gebildet:

Vrec = N /Z (1/ Vkec1, 1 ke 1/ Wkaes, .- 1/ \kacn)

VRBC. harmonisches Mittel der Einzelgeschwindigkeiten
n: Anzahl der gemessenen Erythrozyten
VRBCL,...1 Geschwindigkeiten der Einzelerythrozyten

Dabei ergibt sich nacarelius et al. folgender Variationskoeffizient gy, .

CWRBC = \/szRBc/ n: V2RBC

e Variationskoeffizient der Erythrozytenfliessgesahdigkeiten

o’rec . Varianz der Erythrozytenfliessgeschwindigkei(Einzelmesswerte)
Vrec. harmonisches Mittel der Erythrozytenfliessgesciuigkeiten [um/s]

n: Anzahl der gemessenen Erythrozyten

Es wurden von so vielen einzelnen Erythrozyten jdigeiligen Fliessgeschwindigkeiten
bestimmt, bis der Variationskoeffizient unter 10%ag.] Dafur war die
Geschwindigkeitsmessung von durchschnittlich 30 tHEogzyten notwendig. Der
Erythrozytenflull Msc, d.h. die Anzahl der Erythrozyten, die einen lestien
GefaRabschnitt pro definierte Zeiteinheit passiememrde ebenfalls in den identischen 2-3

Arteriolen bzw. Venolen ausgezahlt.
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Blutvolumenfluf? und Wandscherrate

Der BlutvolumenfluR @ in einem Gefal3, d.h. das Blutvolumen, das proefdieit einen
imaginaren GefalRabschnitt passiert, kann aus denfa@erchmesser d und der
Blutfliessgeschwindigkeit y errechnet werden. Die Blutfliessgeschwindigkajtlasst sich
wiederum unter Berucksichtigung des Fahraeus-Edtekt von der mittleren
Erythrozytenfliessgeschwindigkeit rayc ableiten. Bei dieser Ableitung gilt, dass das
Verhaltnis zwischen dynamischem Mikrohamatokrit KWilar Hematokrit, H) im
untersuchten Gefall und AbfluBhamatokrit (Dischakgmatokrit, H) dem Verhdltnis
zwischen y und \kgc entspricht (106). Fur jede Arteriole und Venolerga das jeweilige

Verhaltnis zwischen H/ Hp nach der Methode vdPries et al. berechnet (106):

Hr /Ho = Hp + (1 - Hb) - (1 + 1,78*°%0—- 0,66>7)

Dabei wurde davon ausgegangen, dass der AbflussbinaHp, dem im aortalen Blut
gemessenem Hamatokrit Hk entspricht. Die Blutfiesshwindigkeit y wurde anschlie3end

bestimmt als:

Vb = Vrec - Hr / Hp

Daraus folgernd ergibt sich nun unter der Annahmerezylindrischen Gefaligeometrie die

Berechnung des Blutvolumenflusseg &ls:

=V -7 (d/2}

An den inneren GefalRwéanden auftretende Scherlkéfieen vor allem die Interpretation der

Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion beeinflusséfm dies zu vermeiden, wurde die
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Wandscherratg unter Annahme einer zylindrischen GefalRgeometng Yerwendung des

Poiseuille’schen Gesetzes fur Newton’sche Flusgegkberechnet als:

y=(w/d)-8

Thrombozytenkinetik in Arteriolen und Venolen

Die Thrombozytenkinetik bzw. Thrombozyten-Endotledinteraktion wurde mittels der
Thrombozytenfliessgeschwindigkeiten, den an derA®génden adharenten Thrombozyten
und der jeweiligen Thrombozytengefal3konzentratioreschrieben. Die mittlere
Thrombozytenfliessgeschwindigkeis ¥ wurde analog zu den Erythrozyten als harmonisches
Mittel aller Thrombozyten ermittelt, die einen dedérten Gefal3querschnitt in einem
definierten Beobachtungszeitraum passierten. Die@wung erfolgte wie die vdfuebler et

al. beschriebene Berechnung der Fliessgeschwindekeiton Leukozyten in diesen
Gefallabschnitten (73):

Vet = N/E (1 Veury, 1 Weuto, 1 Vbits,.... 1/ \bLmh )

Zu adharenten Thrombozytensthwurden die Thrombozyten erklart, die ihre Positeam
Gefallendothel eines definierten Gefalabschnittdwend eines Beobachtungszeitraumes
von 10 sec nicht veranderten. Unter der Annahmeraglindrischen GefalRgeometrie kann
die Anzahl ortstandiger Thrombozyten bezogen aef @efalBwandoberflaiche (Pigl in
[1/mn?] ermittelt werden. Da es sich um die identischefé@segmente handelt, die auch zur
Bestimmung der mikrohAmodynamischen Parameter veteie wurden, sind der

Gefalldurchmesser d und die GefaRsegmentlangeitisbieegannt.

PLTag= st/ (d -7+ 1)
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2.3.3. MikrohAmodynamische Parameter - Intravitetoskopie

Die Konzentration der im Gefal3 frei abflieRendemohbozyten [PLTj) lasst sich wie folgt

ausdricken:

[PLT]D = NPLT/ Qg

Npir:  Thrombozytenfluss

Q: Blutvolumenfluss

Die totale ThrombozytengefaRkonzentration [PLBgschreibt hingegen alle Thrombozyten,
sowohl die flieBenden als auch die ortstandiges,irdieinem definierten GefalRabschnitt und

Beobachtungszeitraum vorhanden sind.

[PLT]r = [PLTo - W/ Vpir + ner/ (1w [d/2]9)

Vp ! Blutfliessgeschwindigkeit

Vet ©  Thrombozytenfliessgeschwindigkeit
NsT: Anzahl der adhérenten Thrombozyten
| Lange des Gefallabschnittes

d: GefaRdurchmesser

Das Verhaltnis der frei flieRenden ThrombozytenB&tinzentration [PLTJ zu der totalen
Thrombozytengefal3konzentration [PETésst auf den Retentionseffekt der Thrombozyten in
den unterschiedlichen GefaRabschnitten schlie3@n Zom Thrombozytenflul3 hr werden

die Thrombozyten gezahlt, die pro Sekunde einemigeten Gefal3abschnitt passieren. Zu
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2.3.3. MikrohAmodynamische Parameter - Intravitetoskopie

allen Versuchsphasen wurden die identischen Afeeriond Venolen beobachtet, die auch

schon zur Bestimmung der Mikrohdmodynamik verwendatden.

Erythrozytenfliessgeschwindigkeit in Alveolarkapin

Da in den einzelnen Kapillaren ein niedriger Ergitytenflul und geringe
Erythrozytenfliessgeschwindigkeiten vorliegen, ware far die Erfassung
mikrohdmodynamischer Parameter in den einzelnenilldegbschnitten extrem lange
Beobachtungszeitraume notwendig gewesen. Deshallbdewu mit Hilfe des zuvor
beschriebenen Bildverarbeitungssystems zuerst dibpleurale Wandflache einer
untersuchten Alveole am Bildschirm markiert und &iéche dieses Kapillarareals fA)
vom Computer berechnet. AnschlieRend wurden alleilldgen eines Alveolarareals zu einer
Einheit zusammengefasst und die mikrozirkulatogsclParameter im gesamten kapillaren
Netzwerk eines Alveolargebietes bestimmt. Pro V@rswurden 2-3 Kapillargebiete
ausgewertet. Zu den verschiedenen Versuchszeitpunkturden jeweils wieder die
identischen Kapillargebiete aufgesucht. Die migl&rythrozytenfliessgeschwindigkeit in den
Kapillaren wurde analog zu den Arteriolen und Vemolanhand des Quotienten aus
zurlickgelegter Wegstreckds und der dafir benétigten Zefkt bestimmt und das
harmonische  Mittel berechnet. Der Variationskoé&fit konnte durch die
Geschwindigkeitsmessung von 20-30 Erythrozyten phleeolarareal unter 10 % gesenkt

werden.

Thrombozytenkinetik im Alveolarareal

Die mittlere harmonische Thrombozytenfliessgeschigkeit in den Alveolarkapillaren
wurde entsprechend der Erythrozytenfliessgeschgiaidien ermittelt. Gezahlt wurden nur
die Thrombozyten, die wahrend des Beobachtungameites nicht an derselben Stelle im
Kapillarnetz statisches Verhalten zeigten. Die Zdét adharenten Thrombozyten (RYT
wurde in den identischen Alveolarabschnitten ausigiez die auch zur Messung der
Erythrozytenfliessgeschwindigkeiten verwendet wardéls adharent galten wieder jene
Thrombozyten, die ihre GefalRwandstandigkeit wahréfdsec Beobachtungsdauer nicht
veranderten. Ihre Anzahl ) wurde bestimmt und auf die entsprechende Alvééalre

(AaLv) als [1/mnf] bezogen.
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2.3.4. Ermittlung der Expression der AdhasionsmilelP- und E-Selektin mittels

Westernblot-Analyse

PLTag= nst/ AaLv

Alveolarseptenbreite

Die Alveolarseptenbreite wurde ebenfalls intrawitikiroskopisch gemessen und gilt als MalR3
fir die Entwicklung eines interstitiellen Lungendug das wiederum ein Merkmal fir eine
beginnende pulmonale Entzindungsreaktion darstélls Alveolarseptenbreite wurde
definitionsgemald der kirzeste Abstand zweier beyatér Alveolen bestimmt. Die Messung
erfolgte pro Alveole an mindestens 4-5 verschiedei@ellen durch Markierung der
Alveolarsepten im digitalisierten Videobild. Die v&olarseptenbreite wurde anschlie3end

mittels des digitalen Bildverarbeitungssystems tlenet.

2.3.4. Ermittlung der Expression der Adhasionsmolekileiitd E-Selektin mittels

Westernblot-Analyse

P-Selektin wird wahrend akuter Entzindungsreaktionnnerhalb von Sekunden aus
Speicherorganellen von Thrombozyten und Endothelzehobilisiert und auf den jeweiligen
Zelloberflachen exprimiert. E-Selektin kann nactilalmmatorischer Stimulation auf der
Zelloberflache von Endothelzellen nachgewiesen amrd/on beiden Adhasiosmolekilen ist
bekannt, dass sie fur den ersten Kontakt der fir&ulkerenden Thrombozyten mit den

Gefallendothelzellen verantwortlich sind (38).

Um den Einfluss der PARS auf die Expression vonril E-Selektin unter Endotoxindmie zu
untersuchen wurde die Expression qualitativ mit \d&rsternblot-Analyse bestimmt. Daflr
wurden aus den einzelnen Lungengewebeproben meimepeziellen Verfahren Proteine
extrahiert. Nach Bestimmung des Proteingehaltes derur gleiche Mengen Protein
verschiedener zu untersuchender Proben in einenylakeid-Gel entsprechend ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Nach Ubertragung derfgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulose-Membran konnten die gesuchten Advésnolekile durch die spezifische
Detektion mit einem jeweils eigenen Antikorper itdérniert werden. Der Antikdrper-

Adhasionsmolekil-Komplex wurde durch eine Antikgrgebundene Enzymreaktion

eingefarbt und somit sichtbar gemacht. Die Farbsitét der Banden korreliert mit der
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2.3.4. Ermittlung der Expression der AdhasionsmilelP- und E-Selektin mittels

Westernblot-Analyse

Menge des gesuchten Proteingehaltes und wurde Isnittensitometrischer  Analyse

bestimmt.

2.3.4.1. Gewebeaufbereitung

Von den nach Versuchsende entnommenen und bei -8@Yefrorenen Lungen wurden ca.
100mg schwere Gewebeproben abgetrennt und mit Bysispuffer in ein Potterréhrchen
versetzt. Dieses Gemisch wurde anschlieBend bdél Uaddrehungen pro Minute (U) fir 60
Sekunden und dann bei 1400 U fur 30 Sekunden homwigg (Potter, Typ853203, Fa.
Braun, Melsungen). Das Homogenisat wurde in spitaufende 15ml Réhrchen transferiert
und bei 2000 U fur 60 Sekunden zentrifugiert. Dadunldslichen Bestandteile blieben so als
Pellet in der Spitze des Rohrchens zuriick. Der &thad wurde in ein frisches 15 ml
Rohrchen pipettiert und zum Auflésen der Zellmembfér 5 min auf Eis gestellt. Danach
wurde die Losung erneut bei 5000 U fir 10 min z&mgiert. Der neu gewonnene Uberstand
enthielt nun die gesuchte zytoplasmatische Pratgitibn. Nach Abnahme des Uberstandes
wurde dieser in Kryoréhrchen bei -80°C tiefgefronend das Pellet zur Gewinnung von
nukledrem Protein weiterverwendet. Der oben erwgihgsispuffer enthielt: 0,6% Nonidet P-
40, 150 mM NaCl, 10 mM Hepes und 1 mM EDTA. Unniiite vor der
Gewebehomogenisierung wurden zu 10 ml Puffer dl0finer Proteinasen-Inhibitor-Losung
zugesetzt. Dafiir wurde eine Tablette Roche Comp{l@ampleté™ Mini, Proteaseinhibitor
cocktail tablets, Roche Diagnostics, Mannheim) iml2H,O aufgeldst. Um die Aktivitat der
gewebeeigenen Proteinasen weiterhin zu reduziesemgden alle Proben zwischen den

einzelnen Arbeitsschritten auf Eis gelagert.

2.3.4.2. Proteinbestimmung

Um die in der Westernblot-Analyse entstehendendirbanden untereinander vergleichen zu
konnen, missen exakt gleiche Proteinmengen aus [edsbe verwendet werden. Dafir
wurde der Proteingehalt jeder Probe auf der Grgadlaer Biuret-Reaktion mittels
Bicinchoninséaure-Assay (BCA-Assay) nach Smith et(Bl8) bestimmt. Proteine bilden im
alkalischen Milieu mit Clrlonen einen violetten Farbkomplex (Biuret-Reak}joser durch
BCA verstarkt wird und bei einem Absorptionsmaximuan 562 nm Wellenlange sichtbar

wird. Als Standardprobe diente eine Verdinnungsreibn 50ug/ml bis 1 mg/ml Rinder-
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2.3.4. Ermittlung der Expression der AdhasionsmilelP- und E-Selektin mittels

Westernblot-Analyse

Serumalbumin (BSA, PAA Laboratories, Linz, Osterhgiin einem Lysispuffer. Die BCA-
Reagenz wurde hergestellt aus 24,5 ml Losung A: BCA, 2% NaCOs*H,0; 0,16%
Natriumtartrat; 0,4% NaOH und 0,95% NaH€@ wassriger Losung; pH 11,25 und 0,5 ml
Losung B: 4% CuS@5H,0 in wassriger Losung.

Fir die Proteinbestimmung wurde eine 96 Well-Plgfteinclon Microwell 96U, Nunc,

Roshilde, Danemark) mit je 2@l der aufbereiteten Gewebeproben und je [20der

Verdunnungsreihe bestickt und mit je 20BCA-Reagenz aufgefullt. AnschlieRend wurde
die Platte 30 min bei 37°C in einem Warmeschramkilert und photometrisch-quantitativ
in einem Plattenreader (EAR 400 AT Easy Reader, $labinstruments Austria, Tecan
Deutschland, Crailsheim) ausgewertet. Alle Messangeirden als Doppelbestimmungen
durchgefuhrt. Mit Hilfe der aus der Vedunnungsre#émstelliten Eichgeraden konnte die

Proteinmenge jeder Probe berechnet und mit densiBusffer auf ug/ul verdinnt werden.

2.3.4.3. Trennung der Proteine im Acrylamid-Gel

Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch die agd von elektrischer Spannung an eine
spezielle Kammer. Damit alle Proteine wahrend deniiung in die gleiche Richtung liefen,
wurden je 6Qul Versuchsprobe mit 20,6l Probenpuffer versetzt und flr 8 min zum Sieden
gebracht. Dadurch wurden alle Proteine mit der@s@hen Detergenz SDS beladen und ihre
Eigenladung soweit Uberdeckt, so dass anschlieBenderschiedenen Proteine nur noch als
Anionen vorlagen. Der Probenpuffer enthielt: (5@ M Tris-HCI (pH 6,8); 2 ml1 M 2-
Mercaptoethanol (Fa. Serva, Heidelberg); 1ml 0,058romphenolblau; 0,8 g
Natriumdodecylsulfat (SDS); 2 ml ). Die Trennung der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht erfolgte in der Elektrophorese-Kaar (Blue Vertical 100/C, Serva,
Heidelberg) in einem Polyacrylamid-(PAA)-Trenngdbas Gel wurde hergestellt aus
4,85 ml HO; 2,5 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8); 100 pl 10% SD&5 ml 30% PAA und 50 pl
10% Ammoniumpersulfat (APS). Kurz vor dem Einfulleles Gels in die vorbereiteten
Giel3formen wurden 15ul Tetramethylethylendiamin NTED) als
Polymerisationskatalysator hinzugefugt. In der @efd wurde das noch flissige Gel durch
eine Wasserschicht vor dem Austrockenen geschibé&st.Polymerisationsvorgang war nach
ca. 60 min abgeschlossen. Das Wasser wurde mirpalpier abgezogen und auf das

Trenngel 10 ml Sammelgel gegossen. Das Sammelgee&r6,1 ml HO; 2,5 ml 0,5 M Tris-
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2.3.4. Ermittlung der Expression der AdhasionsmilelP- und E-Selektin mittels

Westernblot-Analyse

HCI (pH 6,8); 100 ul 10% SDS; 1,3 ml 30% PAA; 5040 APS sowie 10ul TEMED. Ein
Probenkamm wurde wahrend des Polymerisationsvoegamgdas Sammelgel getaucht und
so 75 mm tiefe Kammern geformt, die ca.ié®robenmaterial fassten. Auch das Sammelgel
war nach ca. 60 min ausgehartet. In die einzelnelka@mern wurden anschlieBend je30
Probenmaterial pipettiert und zur spateren Idexi¢ifung der Banden in die aul3erste Kammer
ein Molekulargewichtsmarker aufgetragen. Die Auftreng der Proteine erfolgte mittels
Elektrophorese in einem Laufpuffer: 1 g Tris; 14,&lycin; 1g SDS; ad 100 mlJ#; pH 8,3.

Es wurde eine Spannung (Blue Power 500, Servarg@uresis, Heidelberg) von 100 V fir
90 — 120 min angelegt.

2.3.4.4. Proteinubertragung auf eine Nitrocellufosenbran (Blot)

Durch die Ubertragung der aufgetrennten Proteirfeeme Nitrocellulosemembran entstand
der eigentliche Blot. Dafur wurde das Trenngel gy auf die Membran (Serva,
Heidelberg) gelegt und zwischen feuchtem Whatmétespapier so fixiert, dass sich Gel und
Membran weder gegeneinander abheben noch verratdobenten. Anschlieend wurde
diese Einheit senkrecht in eine spezielle Blotkamm@lueBlot Wet/100, Serva

Electrophoresis, Heidelberg) getaucht, die mit ein&ransfer-Puffer gefullt war. Der
Transfer-Puffer bestand aus: 400 ml Methanol; Zlygin; 6 g Tris; ad 2 | KO; pH 8,3.

Durch Anlegen einer Spannung (Blue Power 500, SEfeetrophoresis, Heidelberg) von 100
V Uber 12 h senkrecht zur Membranebene wurden ufgetrennten Proteine von dem Gel

auf die Nitrozellulosemembran tbertragen.

2.3.4.5. Detektion von P- und E-Selektin durch #sehe Antikdrper

Nach Beendigung des Blot-Vorganges wurde die Néifalosemembran zur Blockade freier
Bindungsstellen fiir 1 h in eine Blockierungspuffetegt. Diese bestand aus TBST-Puffer (1
ml Tween 20; 20 ml 1 M Tris-HCI mit pH 8,0; 60 mIM NaCl ad 2 | HO) und 5 %
Milchpulver. AnschlieBend wurde die Membran zur éktibn von P-Selektin mit einem
kaninchenspezifischen gegen P-Selektin gerichtedabkorper (Psel.KO2.10) fur 2 h
inkubiert. Dieser Antikdrper wurde uns freundlichéfeise von Herrn Pizcueta (85) zur
Verfugung gestellt und im Verhaltnis 1:500 (g0) zu 10 ml Blockierungspuffer verdunnt.

Zur Detektion von E-Selektin verwendeten wir finen weiteren Blot einen polyclonalen
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2.3.4. Ermittlung der Expression der AdhasionsmilelP- und E-Selektin mittels

Westernblot-Analyse

Goat Anti-Human Antikérper (R&D Systems, Wiesbaddordenstadt, Germany) im
Verdinnungsverhaltnis 1:1000

Nach drei Waschvorgangen zu je 10 min mit TBST-€hudffolgte die einstiindige Inkubation
der Nitrozellulbosemembranen mit einem zweiten Adtgder, an den eine alkalische
Phosphatase konjugiert war. Der Anti-P-Selektini#imper-Komplex wurde mittels eines
Anti-Mouse-Immunglobulin(lgG) detektiert. Das Amouse-IgG (Anti-Mouse IgG,
Alkaline Phosphatase Conjugate, Sigma Chemical Gb. Louis, MO, USA) wurde im
Verhaltnis 1:1000 (14@) zu 10 ml Blockierungspuffer gemischt. Zur Lolsaliion des Anti-E-
Selektin-Antikorper-Komplexes wurde ein Anti-Gogd (Anti-Goat IgG,
Alkaline Phosphatase Conjugate, Sigma Chemical C8&t. Louis, MO, USA) im
Verdinnungsverhaltnis 1:2000u(p verwendet. Nach Inkubation mit dem zweiten Adtier

erfolgten drei weitere Waschvorgénge zu je 10 minfBST-Puffer.

2.3.4.6. Entwicklung der Western-Blots

Die Adhéasionsmolekile konnten nun tber die an diemlinglobuline gebundene alkalische
Phosphatase-Reaktion angefarbt werden. Bei diesgynireaktion wird ein Chromophor zu
einem sichtbaren violetten Farbstoff umgesetzt. Ubeld werden die gesuchten
Adhasionsmolektile in unterschiedlicher Intensitds aiolette Banden sichtbar. Die
unterschiedlichen Farbintensitdten der einzelnendBa entstehen durch die verschiedenen
Mengen an Protein in den jeweiligen Proben. Fur fi#nbevorgang wurde der Blot mit einer
Entwicklerlésung benetzt. Diese setzte sich zusamme aus: 33 ul
5-Brom-4-chlor-3-indolphosphat (BCIP) (Serva, Hdideg); 66 pl Nitroblautetrazolium
(NBT) (Serva, Heidelberg) in 901 pl Entwicklungsfauf pH 9,4; 20 ml 100 mM NacCl;
100 ml 100 mM Tris; 5 ml 5 mM Mg@l Die Entwicklerlésung wurde 3 mal ausgetauscht
und je nach Farbungsergebnis fur 2-5 h auf der Mambelassen. AnschlieRend wurde die
Membran mehrmals mit Wasser gewaschen, getrockmet mach densitometrischer

Auswertung lichtgeschuitzt aufbewahrt.
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2.4. Applizierte Substanzen

2.4. Applizierte Substanzen

2.4.1. Endotoxin

Die Applikation von Endotoxinen zur Induktion einsystemischen Entzindungsreaktion
findet am Tiermodell haufige Anwendung (39;91). Batvurde einem Teil der Versuchstiere
hochgereinigtes Endotoxin (LPS) von Escherichia Serotyp 0111:B4 (Lipopolysacharide
from Escherichia coli Serotype 0111:B4, Sigma ClvamiSt. Louis, USA) infundiert. Jedes
der Kaninchen erhielt zuerst intravends (i.v.) mirBolus von 100ug des zuvor in 10 ml

Kochsalzlosung gelosten Endotoxins. Danach erfotiée kontinuierliche i.v. Applikation

uber einen Perfusor in der Dosierung 2P/ (kg KG- h). Zur Dosisfindung dienten sowohl

Vorversuche als auch vorangegangene Studien unSereitsgruppe.

2.4.2. 3-Aminobenzamid

Ein Studienziel war den Einfluss der PARS auf dirombozyten-Endothelzell-Interaktion in
der pulmonalen Mikrostrombahn unter Endotoxindmie untersuchen. Daflr wurde die
PARS in einer Versuchsgruppe mit dem kompetitivehiditor 3-Aminobenzamid (3-AB)
(Sigma, Deisenhofen, Germany) gehemmt. 3-AB, aileeram haufigstem vitro undin vivo
verwendeten und am besten untersuchten PARS-latebit (114;135), hat sich in
umfangreichen Studien vadanasik et al. (4;5) undRankin et al. (107) als potenter, selektiver
und nicht toxischer Inhibitor der PARS bewehrt. Aggtion und Dosierung erfolgten
modifiziert nachSzabo et al. (124) undThiemermann et al. (130). Nach einer intravendsen
Bolusgabe von je 10 mg des zuvor in 10 ml Kochéalmhg gelosten 3-AB wurde der
Inhibitor Gber einen Perfusor kontinuierlich mitrdeosierung 5mg / (kg KG h) Gber die

Ohrvene appliziert.

2.5. Einschlusskriterien

Die intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurdegonnen wenn nach chirurgischer
Praparation, einschliel3lich Thoraxfensterimplantatiund erfolgter Stabilisierungsphase
folgende Kriterien erflllt waren: kein nennenswerBlutverlust und Traumatisierung der
Lunge wahrend der chirurgischen Préparation, kowstanittlere arterielle Blutdruck-Werte
uber 65 mmHg, sowie keine sichtbaren Perfusioné#lasfHamorrhagien oder Atelektasen

im Mikroskopierareal.
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2.6. Studienprotokoll

Die Kaninchen wurden vor Versuchsbeginn drei veestdnen Versuchsgruppen

randomisiert zugeteilt. Die Versuchstiere erhieliemach Versuchsgruppe unmittelbar nach
der Narkoseeinleitung und noch vor Beginn der Ratman die in der Tabelle angefiihrten

Mengen an Endotoxin (Lipopolysaccharid LPS), 3-B8v. physiologische Kochsalzlésung

(NacCly.

Gruppen Substanzen Dosierungen
1. Kontrolle NaCl: Bolus 2ml
kontinuierlich 1'ml/ (kg KG - h)
2. Endotoxin LPS: Bolus 100 ug
kontinuierlich 20 ug/ (kg KG - h)
3. Endotoxin + 3-AB LPS: siehe 2.
3-AB: Bolus 10 mg
kontinuierlich 5mg/ (kg KG - h)

Tabelle 3: Versuchsgruppen

Nach der Préaparation und erfolgter Stabilisieruhgse wurden die Einschlusskriterien
erfasst und mit der Intravitalmikroskopie begonndéfie in Abbildung 5dargestellt, wurden

zuerst die FITC gelabelten Erythrozyten reinfundierd nach einer weiteren halben Stunde
die ersten intravitalmikroskopischen Aufnahmen dgefiihrt. Diese Zeitspanne wurde
eingehalten um sicher zu gehen, dass alle gesdbéadifyinktionslosen Erythrozyten durch

die Milz eliminiert wurden.
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2.6. Studienprotokoll

LPS, 3-AB, NaCl
FITC R6G
Erythrozyten Thrombozyten
Narkose- Praparation Stabilisierung
einleitung | | |
Oh 3h 5h 30 min 6h 30 min

Makrohamodynamik

Intravitalmikroskopie
Blutproben, Blutgase
Gewebeentnahme

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Versughsées

Die mit Rhodamin 6G gefarbte Thrombozytenchargedeuden Versuchstieren 6 h nach

Versuchsbeginn appliziert. Das Verhalten der Thromben wurde gleich im Anschluss mit

dem Intravitalmikroskop beobachtet, da die Farboagfir einige Minuten gut sichtbar ist.

Die makrohdmodynamischen Parameter wurden wéahreisdgésamten Versuchsablaufes

kontinuierlich gemessen. Die Analyse des periphéknbildes und der Blutgase erfolgte

wahrend der Stabilisierungsphase und nach Abschless/ersuche. Anschlielend wurden

die Tiere durch Injektion gesattigter KCI-Losungdet und die entnommenen Lungenfligel

in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 gelagert. Die Aufbereitung des

Lungengewebes fur weitere Untersuchungen erfolgteirrem spéteren Zeitpunkt.
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2.7. Datenverarbeitung und Statistik

2.7. Datenverarbeitung und Statistik

Die durch digitale computergestitzte Bildanalysgt{®@as, Bioscan, Edmonds, Washington,
USA) gewonnenen Daten der intravitalmikroskopischéddeoaufnahmen wurden in das
Tabellenkalkulationsprogramms MS-Excel (MicrosofnkiH, Minchen) exportiert. Die

abgeleiteten GroRen, wie z.B. Mittelwerte der Hiefhwindigkeiten und deren

Variationskoeffizienten wurden berechnet und zusammmit den entsprechenden
Stammdaten (Datum, Versuchsnummer und Versuchspladsgspeichert. Die Daten der
makrohamodynamischen Parameter wurden ermitteltbenechnet und ebenfalls zusammen
mit den entsprechenden Stammdaten in Excel-TabediEgetragen. Zur graphischen
Darstellung dieser Ergebnisse wurde das Computgranam SigmaPlot for Windows

(Fa. Jandel Corporation, Erkath) verwendet. Diehtiquantifizierbaren Ergebnisse von
Westernblotanalysen wurden zusatzlich zur Archivigr mit einem Scanner und einem

Personalcomputer als Pixelgraphiken digitalisiert.

Die statistische Auswertung der gemessenen und clmeeéen Daten erfolgte am

Personalcomputer mittels des Statistikprogrammgm&Sstat (Jandel Corporation, Inc 1995,
Erkrath, Germany). Der statistische Vergleich voehmals zwei Versuchsgruppen erfolgte
durch Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis mit ansf#énder post hoc Analyse mittels
Dunn's Test. FUr den Intergruppenvergleich zwischeai verschiedenen Versuchsgruppen
diente der Mann-Whithney Rank Sum Test. Signifikanairde jeweils bei einer

Wabhrscheilichkeit fir den Fehler 1. Art unter 5%g@nommen (p<0,05). Falls nicht anders
vermerkt, sind alle folgenden Daten als Mittelwe(tdW) + Standardabweichung des

Mittelwertes (STABW) angegeben.
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3. ERGEBNISSE

3. ERGEBNISSE

3.1. Makrohamodynamik, peripheres Blutbild und Baganalyse

Makrohamodynamik

Die wahrend der Versuchsdauer kontinuierlich gesmms makrohamodynamischen
Parameter sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Difleraiarterielle Blutdruck (MAP) und
der mittlere zentralventse Blutdruck (CVP) blielsenvohl in der Kontrollgruppe als auch in
der Endotoxin- und Endotoxin + 3-AB- Gruppe uUben déersuchszeitraum von 6 h stabil.
Auch zwischen den Versuchsgruppen kam es zu kewesentlichen Unterschieden zwischen
den einzelnen makrohdmodynamischen Parametern. mDatlere pulmonalarterielle
Blutdruck (PAP) war in der Endotoxingruppe im Veigh zur Kontrollgruppe und zur
Endotoxin + 3-AB — Gruppe nicht signifikant erhoht.

MAP [mmHg] CVP [mmHg] PAP [mmHg]
Kontrolle 76+£2 211 15+1
Endotoxin 74+2 2+1 19+2
Endotoxin + 3-AB 74+£5 210 152

Tabelle 4: Makrohdmodynamische Parameter: mittlarggrieller Druck MAP [mmHg], zentralvengser Druck
CVP [mmHg] und pulmonalarterieller Druck PAP [mmHWjittelwertex STABW zum Versuchszeitpunkt 6 h, *
p< 0,05 vs. Kontroll - Gruppe, # p< 0,05 vs. Endote3-AB - Gruppe, Mann-Whintney Rank Sum Test.

Peripheres Blutbild

Die Analyse des peripheren Blutbildes wurde uner Bedingungen des Stundienprotokolls
nach 4 h und 6 h durchgefiihrt. Die Konzentratiorr dgythrozyten (RBC), der
Hamoglobinwert (Hb) und der systemische Hamatoltk) zeigten keine Unterschiede
zwischen den einzelnen Versuchsgruppen und blieheallen Versuchsgruppen Uber die
untersuchten Zeitpunkte konstant. Die Konzentratiorder Thrombozyten (PLT) und
Leukozyten (WBC) waren in der mit Endotoxin und Btakin + 3-AB behandelten

Versuchstiere im Vergleich zur Kontrollgruppe reigduz blieben aber auch innerhalb der
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3.1. Makrohamodynamik, peripheres Blutbild undtBasanalyse

Versuchsgruppen uber die untersuchten Zeitpunktestkot. Eine Ausnahme bildet die
Thrombozytenkonzentration in der Endotoxin + 3-ABGruppe, die im Versuchszeitraum

abgefallen war.

RBC PLT WBC Hb Hot
[108/u1] [10%/ul] [108/u1] [o/dI] [%]
Control Ah | 474054 [1973+322| 41+17 | 106+11 | 309+38
ontrofie 6h | 51+048 | 1928+27 | 42+14 | 113+07 | 338+42
Endotoxin A4h| 45+08 | 123+411 | 18+05 | 97+13 | 282+47
6h | 41+062 [1138+437| 18+11 | 90+11 | 257+23
Endotoxin+ 3.A8 | AN | 43%05 | 12264 22 +1 95+11 | 277+34

6h | 42+058 | 86703 24+09 95+15 271+3.2

Tabelle 5: peripheres Blutbild: Erythrozyten RBC, hrdmbozyten PLT, Leukozyten WBC,
Hamoglobinkonzentration Hb und systemischer Hantblk, Mittelwertex STABW zum Versuchszeitpunkt
4 hund6 h.

Arterielle Blutgasanalyse

Die Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalyse sirithbelle 6 fur die Zeitpunkte 4 h und 6 h
zusammengefasst. Auffallend ist, dass der Saufrattibldruck pQ in der mit Endotoxin
behandelten Gruppe nach 6 h deutlich, wenn aucht rmignifikant, im Vergleich zum
Sauerstoffpartialdruck pOzum Zeitpunkt 4 h erniedrigt war. Wahrend sich daittlere
Kohlenstoffdioxidpartialdruck pC9sowohl innerhalb der Versuchsgruppen als aucheru d
verschiedenen Versuchszeitpunkten nur unwesentiefinderte, lasst der Blick auf den
Saure-Base-Haushalt vor allem in der Endotoxin "ppe eine noch nicht kompensierte,
metabolische Azidose erkennen. In der Kontrollpeiprar der Saure-Base-Haushalt dagegen

ausgeglichen.
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3.2. Mikrohamodynamik in Arteriolen und Venolen

pO2 pCO2 pH HCOs" BE
[mmHg] [mmHg] [mmol/l] [mmol/l]

4h [1272+332| 35561 | 74101 | 221+£35 | -19+38

fontoll 6h | 140668 | 36865 | 7,39+01 | 21,9£39 | -25+39

Endotoxin 4h (1458 +554| 39391 | 724+01 | 165+28 | -102%29
6h [1199+333| 426+83 | 7,22+01 | 17109 | -10,12,1

Endotoxin + 3-AB | 41| 191.8£24 | 389+38 | 73401 | 187£16 | 7,142

6h [1552+276| 37,7+36 | 7,25+01 17,3 1 -14+15

Tabelle 6: arterielle Blutgasanalysen: Sauertstoffaldruck pO2, Kohlendioxidpartialdruck pCQO2, pirt,
Bikarbonatkonzentration HGQ Basentberschuss BE, MittelwetteSTABW zum Versuchszeitpunkt 4 h und
6 h, p<0,05

3.2. Mikrohamodynamik in Arteriolen und Venolen

Die gemessenen und berechneten Parameter zur Mikadynamik in Arteriolen und
Venolen sind in  Tabellen im Anschluss an den Teusammengefasst. Der mittlere
Durchmesser d der untersuchten Arteriolen und \@mddg bei allen drei Versuchsgruppen
zwischen 28um und 33um. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwistieteriolen
und Venolen oder zwischen des einzelnen Versuchpegru festgestellt werden. Aufgrund
dieser Ubereinstimmung der GefaRkaliber konntenirdi&rteriolen und Venolen erhobenen

Daten direkt miteinander verglichen werden.

Der  ErythrozytenfluB Nsc, die  Erythozytenfliessgeschwindigkeit rp¢  die
Blutfliessgeschwindigkeit v der Blutvolumenflul} @ sowie die Wandscherrate wiesen
keine signifikanten Unterschiede zwischen Arternolend Venolen auf. Auch die Gabe von
Endotoxin bzw. Endotoxin + 3-AB hatte keinen Eis8u auf die angefihrten

mikrohdmodynamischen Parameter im Vergleich zurtkdigruppe.
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3.3. Thrombozytenkinetik in Arteriolen und Venolen

Arteriolen [pcrjn] [1N/§2f:] umeee] | [mised] [pI/C;t:ac] oec]
Kontrolle 2842 | 60+19 |2276+206 | 1597 £103 | 950 +55 | 469 +54
Endotoxin 3344 | 7.0£0,0 | 2366 £147 | 1620 484 | 1434 £356 | 397 +48
Endotoxin + 3AB | 2844 | 5808 | 2140108 | 1452 £117 | 999 +348 | 424 +21

Tabelle 7: Durchmesser d, Erythrozytenflu® rgd\ Erythozytenfliessgeschwindigkeit rae,
Blutfliessgeschwindigkeit sy BlutvolumenfluR @Q und Wandscherrate in Arteriolen, Mittelwertet STABW
zum Zeitpunkt 6 h der Versuchsreihe, p< 0,05

Venolen [pcrjn] [1N/:2%] [pr\::;:gc] [pm\;;ec] [pl%éc] [I/s\iac]
Kontrolle 2042 | 83+14 | 22102721563 180 | 986439 | 445 +69
Endotoxin 2041 | 84420 |2007+192| 1552 121 | 1026 +69 | 429 438
Endotoxin+3-AB | 2844 | 60410 | 28324244 | 1910 +160 | 1253 4356 | 574 +79

Tabelle 8: Durchmesser d, Erythrozytenflu® rgd\ Erythozytenfliessgeschwindigkeit rae,
Blutfliessgeschwindigkeityy Blutvolumenflul Q und Wandscherratein Venolen, Mittelwertet STABW zum
Zeitpunkt 6 h der Versuchsreihe, p< 0,05

3.3. Thrombozytenkinetik in Arteriolen und Venolen

Der Thrombozytenflul3 pr, der die Anzahl der fluoreszenzmarkierten, proudelk einen
definierten GefalRabschnitt passierenden ThromboZyé&schreibt, veréanderte sich weder in
den Arteriolen und Venolen noch zeigte er Unteesdbi zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen. Die ermittelten Werte sind in stafenden Tabellen aufgefuhrt. Die aus
den Einzelwerten berechnete mittlere Thrombozykesgeschwindigkeitpyr war in der mit
Endotoxin behandelten Versuchsgruppe im Vergleicin Kontroll - Gruppe und zur
Endotoxin+3-AB - Gruppe sowohl in den Arterioleis auch Venolen um bis zu zwei Drittel
signifikant reduziert. Die Versuchstiere, denenmadolgter Endotoxingabe zusatzlich 3-AB
appliziert wurde, wiesen dagegen nach 6 h in daersmchten pulmonalen Arteriolen und
Venolen nahezu identische Thrombozytenfliessgesuligkeiten w 1 wie die Kontroll-
Gruppe auf. Die Anzahl der pro Gefal3oberflache gatttén Thrombozyten Pl.d sowie die

Konzentration der im GefaR gefundenen adharenteronitbozyten [PLT} war in den
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3.3. Thrombozytenkinetik in Arteriolen und Venolen

Arteriolen und vor allem in den Venolen in der Etadon- im Vergleich zur Kontroll- und

Endotoxin + 3-AB-Gruppe signifikant erhoht.

Arteriolen [pr\r/;gac] [1'7:;:] [1%5‘3 ] [[1F> oLsT/]LT]
Kontrolle 2077196 | 2303 0+0 17403
Endotoxin 861+304% | 30£07 | 23£28% | 211+26%
Endotoxin + 3AB | 2163194 | 2804 040 26407

Tabelle 9: Thrombozytenfliessgeschwindigkeitesn v ThrombozytenfluR M,

adhérenten Thrombozyten

PLT,s und totale Thrombozytengefal3konzentration [RLTH Arteriolen, Mittelwerte + STABW zum
Versuchszeitpunkt 6 h, * p < 0,05 vs. Kontroll -uBpe, # p < 0,05 vs. Endotoxin+3-AB - Gruppe, Mann-
Whintney Rank Sum Test

VPLT NpLt PLTag [PLTIr
Venolen umisec] Misec] (/mm? | (0% 1]
Kontrolle 2160 £408 | 2008 040 15406
Endotoxin 735£195% | 38410 | 232+64% | 250488
Endotoxin + 3-AB | 2873£280 | 3409 00 20414

Tabelle 10: Thrombozytenfliessgeschwindigkeitenr,v Thrombozytenflud By, adharenten Thrombozyten
PLT,s und totale Thrombozytengefaf3konzentration [RLTh Venolen, Mittelwerte+ STABW zum
Versuchszeitpunkt 6 h, * p < 0,05 vs. Kontroll -ugpe, # p < 0,05 vs. Endotoxin+3-AB — Gruppe, Mann-
Whintney Rank Sum Test

In folgender Abbildung wurde die

Thrombozytenfliessgeschwindigkeipy und die Anzahl adhéarenten Thrombozyten Rl

Erythozytenflieesghwindigkeit wgc, die

den Arteriolen und Venolen grafisch veranschaulicht Die

Thrombozytenfliessgeschwindigkeiten unterscheidieh #énnerhalb der Kontroll - Gruppe
Endotoxin+3-AB -

und innerhalb der unevebich von den

Erythrozytenfliessgeschwindigkeiten, eine Thromhemgdharenz war nicht zu beobachten.

Gruppe nur

Eine Interaktion der fluoreszenzmarkierten Thronyez mit dem GefaRendothel liel? sich in
diesen beiden Versuchsgruppen mit den angewandiiemh@imodynamischen Messungen
nicht nachweisen. Dagegen steht, wie deutlich erBan die signifikant verminderte
Thrombozytenfliessgeschwindigkweit in der EndotoxinGruppe sowie der signifikante

Anstieg adharenter Thrombozyten.
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3.3. Thrombozytenkinetik in Arteriolen und Venolen
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Abbildung 6: Erythozytenfliessgeschwindigkeikgy, Thrombozytenfliessgeschwindigkeit y und Anzahl
adharenten Thrombozyten PlgTh Arteriolen und Venolen, Mittelwerte STABW zum Versuchszeitpunkt 6 h,
* p< 0,05 vs. Kontroll - Gruppe, # p< 0,05 vs. Etakin+3-AB - Gruppe, Mann-Whintney Rank Sum Test.
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3.4. Alveolarkapillaren

3.4. Alveolarkapillaren

Die Erythozytenfliessgeschwindigkeit war in det Ehdotoxin behandelten Versuchsgruppe
im Vergleich zu den beiden anderen Versuchsgruppeen untersuchten Alveolarkapillaren
tendenziell, jedoch nicht signifikant erhoht. Diesehwindigkeit der Thrombozyten war in
der Endotoxin-Gruppe auch in den Alveolarkapillasgnifikant reduziert, verglichen mit
der Kontroll - und Endotoxin+3-AB -  Gruppe. Dagegenwar die
Thrombozytenfliessgeschwindigkeit in der EndotodmB — Gruppe wieder anndhernd so
hoch wie in der Kontroll - Gruppe. Retinierte Thrioozyten Ref 1, zu denen per Definition
die Thrombozyten zahlten, die mindestens 10 Sekuifde Position im alveolaren Netzwerk
nicht verdnderten, waren zum Zeitpunkt 6 h nachsWehsbeginn in den untersuchten
Arealen der Alveolarkapillaren in der Kontroll - @pe nicht messbar. Bei den
Versuchstieren die ausschlielRlich Endotoxin erhaltatten, wurde zum gleichen Zeitpunkt
eine hohe Anzahl retinierter Thrombozyten beobdcidagegen wurde in der Gruppe, die
zusatzlich mit 3-AB behandelt worden war, eine gigant niedrigere Anzahl retinierter

Thrombozyten ermittelt.

Die Alveolarseptenbreite, die als MaR der inteiedtéén Odembildung ebenfalls 6 h nach
Versuchsbeginn gemessen wurde, war in der Endotexamuppe signifikant zur Kontroll —

Gruppe verbreitert. Diese Verbreiterung konnte den mit 3-AB behandelten Tieren nicht
nachgewiesen werden, die gemessene mittlere Akssgeenbreite in dieser Versuchsgruppe

erreichte annahernd die Werte der Kontroll — Gruppe

veolriplaren |0y | el | rete bl
Kontrolle 628 £ 19 555 £ 62 00 16+2
Endotoxin 760 + 68 276 + 85** 299 + 157* 27 + 3*
Endotoxin + 3-AB 628 + 32 589 + 124 28 +20 18+2

Tabelle 11: Erythozytenfliessgeschwindigkeitgyy Thrombozytenfliessgeschwindigkeitp ¥, Retinierte
Thrombozyten Retr und Alveolarseptenbreite der Alveolarkapillaren,itttdwerte £+ STABW zum
Versuchszeitpunkt 6 h, * p< 0,05 vs. Kontroll -uBpe, # p< 0,05 vs. Endotoxin+3-AB - Gruppe, Mann-
Whintney Rank Sum Test.
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3.4. Alveolarkapillaren

Alveolarkapillaren
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Abbildung 7: Erythozytenfliessgeschwindigkeikg¥, Thrombozytenfliessgeschwindigkeits ¥, Retinierte
Thrombozyten Retr und Alveolarseptenbreite der Alveolarkapillaren,itttdwerte £+ STABW zum
Versuchszeitpunkt 6 h, * p< 0,05 vs. Kontroll -uBpe, # p< 0,05 vs. Endotoxin+3-AB - Gruppe, Mann-
Whintney Rank Sum Test.
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3.5. Expression von P- und E-Selektin im Lungendmve

3.5. Expression von P- und E-Selektin im Lungendeve

Um den EinfluR der PARS unter Endotoxindmie auftEkpression der Adhasiosmolekiile P-
Selektin und E-Selektin zu wuntersuchen, wurden dieoteine mit Hilfe der

Westernblotmethode qualitativ analysiert. In Abbitg 8 A wurde exemplarisch ein
Ausschnitt des Westerblots mit dem Nachweis vorefi@in fur alle drei Versuchsgruppen
dargestellt. Die Bande von P-Selektin wurde auf ¢1dd40 kD detektiert, was der Grol3e
dieses Proteins entspricht. Die Banden der EndotexGruppe waren deutlich kréaftiger im
Vergleich zur Kontroll — Gruppe und Endotoxin+3-ABGruppe zu erkennen. Die einzelnen
Westernblotanalysen wurden zudem densitometrisspeavertet und die Daten als Grafiken
visualisiert. Auch hier bestétigte sich eine dehtlerhohte Konzentration von P-Selektin in
der mit Endotoxin behandelten Versuchsgruppe. gtdolnach Endotoxinapplikation die
zusatzliche Hemmung der PARS mittels 3-AB, entdprd® Expression von P-Selektin

wieder annahrend der Konzentration der Kontroltuipe.

Analog zum P-Selektin wurde die Expression des Agimsmolekils E-Selektin ermittelt
und in Abbildung 8 B dargestellt. Die Molekulgroen E-Selektin betrdgt 97 kD, auf
entsprechender Hohe konnten die Proteinbanden euf\ksternblot-Membran detektiert
werden. Die einzelnen Westernblotanalysen wurdesnfalls densitometrisch ausgewertet
und die Daten als Grafiken visualisiert. Die Exgies des Adhésionsmolekils E-Selektin
war in der Endotoxingruppe im Vergleich zur KontrelGruppe signifikant erhéht. Anhand
der Grafiken kann man gut erkennen, dass auch xpeeBsion von E-Selektin, ahnlich wie
bei P-Selektin, in der Endotoxin+3-AB - Gruppe waedeutlich reduziert war und sich den

Konzentrationen der Kontroll — Gruppe anglich.
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3.5. Expression von P- und E-Selektin im Lungendmve
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Abbildung 8 A + B: reprasentativer Ausschnitt deestérnblotanalyse von P-Selektin (A) und E-Selel@in
mit einer Molekulargrof3e von 140 kD (A) und 97 KB),(densitometrische Auswertung der Blots und gcéfe
Darstellung der ermittelten Werte, Mittelwerte STABW zum Versuchszeitpunkt 6,5 h, n = 5 pro
Versuchsgruppe, * p < 0,05 vs. Kontroll — Gruppan¥-Whintney Rank Sum Test
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4. DISKUSSION

4. DISKUSSION

4.1. Methodik

4.1.1. Versuchstiere

Die in vivo Versuche dieser Studie wurden an dem Kaohnle et al. etablierten Kaninchen-
Modell durchgeflhrt (75;76;76-79).

GrolRere Tiere, wie z.B. Hunde haben einen erhglmgrostatischen Druckgradienten
innerhalb der Lunge. Dies fuhrt zu einer Inhomog#nder Perfusion in der pulmonalen
Zirkulation, weshalb die Untersuchung einzelner pdelraler GefaRabschnitte keine

Gesamtaussage uber die Mikrozirkulation der gahzeige zulassen wirde.

Die Arbeit mit kleineren Versuchstieren wie Maus&atten oder Hamstern ist fur dieses
Versuchsmodell ungeeignet, da die Implantation sifeéhoraxfensters aufgrund ihrer
KorpergrofRe nicht moglich ware. Am Kaninchenmodstildie Plazierung eines arteriellen,
zentralvendsen und pulmonalarteriellen KathetersneohgroRe Beeinflussung des
Versuchsmodells méglich, welches die VoraussetAiingeine kontinuierliche Bestimmung

makrohdmodynamischer Parameter darstellt. Da Kaemciber ein ausreichend grol3es
Blutvolumen verfigen, war eine wiederholte Blutdioma z.B. zur Zellseparierung oder
arteriellen Blutgasanalyse problemlos durchfuhrb#ine das entnommene Blut zur
Aufrechterhaltung der Makrohmodynamik ersetzen Zisgen. Die jeweils zum Ende der
Versuche postmortem explantierte Kaninchenlungeebienit ihrer GroRe ausreichend

Gewebe fur weitere z.B. molekularbiologische oaemunhistochemische Untersuchungen.
In unserer Versuchsreihe wurden Gewebeproben ®ir\Wdesternblotanalyse entnommen.
Kaninchen besitzen allerdings gegeniber wesertéeHiger erforschten Tieren wie Mausen
oder Hamstern den Nachteil, das fur molekularbiisidge Untersuchungen deutlich weniger

Material wie z.B. Antikdrper oder Primer-Sequenbekannt oder kauflich zu erwerben ist.

4.1.2. Experimentelles Modell

Ziel der vorliegenden Studie war die Rolle der FA&Ruf die Thrombozyten-Endothelzell-

Interaktion in der pulmonalen Mikrostombahn unted&toxindmie zu untersuchen. Da die
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4.1.2. Experimentelles Modell

Initialphase des durch Endotoxinamie verursachtemgenschadens pathophysiologisch
primdr mit Verdnderungen der pulmonalen Mikrozidtidn und auch Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktionen einhergeht, war diesesd®l sehr gut geeignet um diese

Veranderungen intravitalmikroskopisch zu analysiarad zu quantifizieren.

4.1.2.1. Intravitalmikroskopie der Lungenmikrostimahn

Die Geschichte der Intravitalmikroskopie der Lumgécht zurlick bis ins 17. Jahrhundert.
Marcello Malphigi war ein italienischer Naturforghund Anatom, sowie Professor fur
praktische und theoretische Medizin und Leibarzt Rapst Innozenz Xll. 1661 untersuchte
er mit einem der ersten Mikroskope und einer Kexigelichtquelle die Mikrozirkulation der
Froschlunge und entdeckte dabei das kapillare Nmkwals Bindeglied zwischen
zufuhrenden und abfiihrenden GefaRen (30). 1934 emuedste Untersuchungen von Wearn
et al. am geschlossenen Thorax durchgefuhrt, hierbedevdie Lunge durch die geschlossene
Pleura parietalis mikroskopiert (140). Das erster@ikfenster wurde 1939 varerry bei einer
Katze implantiert (129), doch erst durch die Weitgwicklung des Throraxfensters am
Hundemodell gelang ed/agner und Filley 1965 mikrohAmodynamische Parameter in der

pulmonalen Mikrozirkulation exakt zu quantifiziergr38).

Goetz et al. (42) undBerger et al.(10) entwickelten 1988 an Sprague-Dawley Ratten ei
intrathorakales Fenster zur intravitalmikroskopesthuntersuchung der subpleuralen Lunge.
Dafiir resezierten sie Teile der rechten Thoraxwéid.so entstandene Offnung wurde mit
einer transparenten Teflonmembran abgedichtet.ditevenin vivo als auch histologischen

Untersuchungen konnten die gute Gewebevertraglicklez Teflonmembran nachgewiesen
werden. Ein Nachteil an diesem Modell stellten paofster dar, die sich mit zunehmender
Versuchsdauer zwischen Pleura parietalis und Tefeonbran bildeten und den Zeitrahmen

der Versuche limitierten.

Kuhnle et al. etablierte 1993 im Institut fur Chirurgische Fadrang der LMU Miinchen das in
dieser Studie verwendete Kaninchenmodell als Wasitevicklung basierend auf dem zuvor
beschriebenen Modell vo@oetz et al. undBerger et al. (79). Das starre Metallfenster wurde
mit dem Thorax verschraubt, so dass die Verh&kndes geschlossenen Thorax wieder
optimal hergestellt waren. Uber kleine Bohrlécher Metallzylinder konnten Luftpolster
abgesaugt werden. Die Lungenoberflache wurde dhdamcder Teflonmembran fixiert und
damit kardiorespiratorische Bewegungsartefakte mmgrit. Die Traumatisierung der Lunge
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4.1.2. Experimentelles Modell

durch den Unterdruck blieb dabei auf die Bohrlocimr 0,5 mm Durchmesser beschrankt,
die jeweils mindestens 1cm vom Beobachtungsaredéran lagen. Die Verfalschung der

Ergebnisse durch eine lokale Gewebetraumatisiekongte somit ausgeschlossen werden.

Die mikroskopierte Lungenoberflache wurde mit Hilleines auf Koérpertemperatur
angewarmten Tyrode-Puffers vor Auskihlung und Aawgtnung geschitzt indem die
Teflonmembran kontinuierlich mit der Tyrode-Puftesting superfundiert wurde.
Elektrolytgehalt, pH-Wert, Osmolaritat und Gaspaditicke des Tyrode-Puffers waren den

Normalwerten des Kaninchenserums angepasst.

Das vonKuhnle et al. weiterentwickelte Thoraxfenster am Kaninchenmbblietet mit einem
Durchmesser von 3 cm ein deutlich gro3eres Beobaghkareal als das am Rattenmodell.
Zudem ermdglicht die Weiterentwicklung Untersuchemgnit reproduzierbaren Ergebnissen
uber mehrere StundeKuhnle und Goetz konnte mittels radioaktiv markierter Mikrospharen
nachweisen, dass weder die Er6ffnung des Thorak dacImplantation des Thoraxfensters
Anderungen der lokalen Perfusion im mikroskopiertdrungenareal verursachen
(41;44;79;90). Zudem konnen an diesem Modell Unidrangen von Alveolarkapillaren
sowie subpleuralen Arteriolen und Venolen mit einBurchmesser von bis zu 150 pm

durchgefiihrt werden (79).

Die Aussagekraft des verwendeten intravitalmikrge&ochen Modells beschrankt sich
allerdings auf die Untersuchung der subpleuralenfa@e Das diese untersuchten,
subpleuralen Gefale auch tatsdchlich Bestandteil gelmonalen Mikrozirkulation sind,
konnte von McLaughlin et al. und Defouw et al. nachgewiesen werden (24;90). Die
mikroskopierten kapillaren Netzwerke an der Lundmméiache besitzen, bei im Mittel
groBerem Kapillardurchmesser, eine geringere Dicle Vergleich zu zentralen
Lungenarealen (19;94). Dagegen unterscheiden sehmikrovaskuldren Driicke in den
subpleuralen GefaRen nicht von den Gefal3en tiefllggner Lungenabschnitte (102). Diese
Beobachtungen lassen die Schlussfolgerung zu, dddetersuchungen der
Mikrohamodynamik in den oberflachlichen Arterioldfapillaren und Venolen auch auf die

gesamte pulmonale Mikrozirkulation Gbertragbar sind

Das von West et al. beschriebene ,Drei-Zonen-Modell* bertcksichtigydhostatische
Druckunterschiede bei der regionalen Perfusion denge (142). Bei einem aufrecht

stehenden Menschen ist die Durchblutung der Lungken apikalen Lungenarealen aufgrund
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des hydrostatischen Druckgradienten geringer aldeim basalen Lungenabschnitten. Dieses
Gradientenmodell gilt auch in Linksseitenlage deaniichens. Aufgrund der geringen
Thoraxbreite von nur 5-7 cm und den damit verbuedegeringeren Druckdifferenzen
kommt dem Gradientenmodell beim Kaninchen eine lddugeringere Bedeutung zu als

beim Menschen oder gro3eren Versuchstieren.

Durch die Ventilation der Versuchstiere mit einenosipiven endexpiratorischen
Beatmungsdruck wird der vertikale Perfusionsgradiesrstarkt und die Umverteilung der
Lungenperfusion zugunsten hypostatischer Lungeleareeginstigt (79)Goetz et al. und
Kuhnle et al. untersuchten ebenfalls mit Hilfe der Mikrospéestinik die Gefalle an der
apikalen Lungenoberflache am Kaninchen in Linkssdéige und ordneten sie der Zone 2 des
.prei-Zonen-Modells* nach West zu (41;79).

4.1.2.2. Fluoreszenzmarkierung der Erythrozyten

Um eine quantitative Analyse der pulmonalen Miknob@ynamik durchfiihren zu kdnnen,
wurden die Erythrozyten in vitro mit Fluoeszeinlsiotyanat (FITC) angefarbt und
anschlieend reinjiziert. Diese vitro Markierung wurde nach dem vanmmerhackel et al.
etablierten (145) und voBerger et al. (11) modifizierten Verfahren durchgefuhrt. Beide
Autoren konnten anhand von Untersuchungen zeigess die Verformbarkeit und damit die
rheologischen Eigenschaften eines Teils der Ergifiem nach Fluoreszenzmarkierung
verandert sind. Diese alterierten Zellen werdewnghdnach Reinjektion in der Milz abgebaut
und somit rasch aus der Zirkulation eliminiert (4B)ach einer Rezirkulationszeit von 30
Minuten, wie sie in vorliegendem Modell eingehaltevurde, bleibt der Anteil der
zirkulierenden, fluoreszenzmarkierten Erythrozytéer mehrere Stunden ann&hernd
konstant (113). Die Halbwertszeit der in der Zlegtion verbleibenden markierten
Erythrozyten betragt etwa 20 Tage und unterschegleh damit nicht von nativen
Erythrozyten (45;128). Das Verfahren hatte zu keinBeitpunkt Auswirkungen auf die

Makrohdmodynamik.

4.1.2.3. Fluoreszenzmarkierung der Thrombozyten

Um das rheologische Verhalten der Thrombozyen zersachen, farbteiangelder et al.
Thrombozytenn vivo mittels Injektion von Acridin-Rot an (127). Eindedlerholte Injektion

dieses Farbstoffes fiihrte jedoch dosisabhangig zimer e Veranderung der
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Thrombozytenfunktion, die eine Verlangerung dert@hgszeit zur Folge hatte. Damit sind

funktionelle Untersuchungen mit dieser Methode nimfiglich.

Da keine weiteren geeigneten Verfahren muwvivo Markierung bekannt sind, wurden in
unserer Studie die Thrombozyten nach dem Protokolh Massberg et al. mittels
Differentialzentrifugation separiert unéh vitro mit dem Fluorochrom Rhodamin 6G
angefarbt (87). Die Gewinnung der Thrombozyten ftimktionelle Untersuchungen durch
Zentrifugation ist allerdings kritisch zu beurt@ileéSo konnteVollmar et al. nachweisen, das
Thrombozyten nach Zentrifugation eine gesteigerd®eRktin Expression aufzeigten und
nach Reinjektion ohne weitere Stimulation mit Erubdzellen interagierten (136). Die
Antwort dieser Thrombozyten auf Stimulation mit debhrombin Receptor Activating
Protein (TRAP) war dagegen abgeschwackaradogan et al. verwendeten zur
Thrombozytengewinnung die zellschonendere Methode Thrombozytenapherese und
wiesen auch nach diesem Verfahren zwar eine redezieber dennoch vorhandene
Expression von P-Selektin nach (65). Auch sie kemrgine abgeschwachte Reaktion der
gewonnenen Thrombozyten nach Stimulation mit ADRstdRetin oder Kollagen mittels

Impedanzaggregometrie zeigen.

Massberg et al. konnten dagegen keine gesteigerte ExpressionAdedsionsmolekiils P-
Selektin nachweisen. Diese Abweichung von den zwiterten Arbeiten kdnnte damit
erklart werden, dass die Thrombozyten bereits ddesh Zusatz von Prostaglandin i& das
Abnahmemedium inaktiviert wurden. Die Fahigkeit Zxpression von P-Selektin bleibt
dabei jedoch erhalten. Nach Stimulation dieserefeinit Thrombin konnte eine um das
Zehnfache gesteigerte Expression dieses Adhasidekit® im Vergleich zur Kontrollgruppe
nachgewiesen werderMassberg et al. konnten aul3erdem zeigen, dass Uber 99% der
separierten Zellen bei Anwendung dieser MethodeRhibdamin 6G angefarbt werden und
der Anteil anderer Zellreihen in der so gewonnehlerombozytensuspension nur minimal ist
(86). Eichhorn et al. konnte in lichtmikroskopischen Untersuchungen 8Saspension keine
Thrombozytenaggregate erkennen, die Zellen wiegenghysiologische Form auf (29). Die
Entnahme des fur die Separation notwendigen Blutes die Reinjektion der markierten
Thrombozyten zeigten in vorliegendem Versuchsmokeihen Einfluss auf Gasaustausch

oder Makrohdmodynamik.
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4.1.2.4. Phototoxizitat

Nach der Reinfusion der fluoreszenzmarkierten Eogyien und Thrombozyten in den
Organismus lassen sich unvermeidbar freie Fluormkram Organismus nachweisen. Die
Aufnahme dieser freien Fluorchrome in Endothelzellead die folgende Lichtexposition mit
der in dieser Studie eingesetzten Wellenlagen uaobtintensitat zeigten beiehr et al. und
Nolte et al. keinen Einfluss auf die Integritat des vaskuléegwlothels (81;97)Harris et al.
konnte bei vergleichbaren Lichtintensitaten undgleichbarer Expositionsdauer keinen
Einfluss einer Kombination der Farbstoffe FITC-Dext und Rhodamin 6G auf die
Durchmesser von Arteriolen und Venolen oder auf Adsarenzverhalten von Leukozyten
nachweisen (53). AuclSeinbauer et al. konnten keine phototoxische Wirkung nach
Applikation von FITC oder Rhodamin 6G bei Lichtdasvon 1333,5-2099,4 J/éran der
Ruckenhautkammer im Hamstermodell beobachten (¥28ymann et al. konnten dagegen
durch die Gabe von FITC eine intravasale Thromhbdabg induzieren (60), allerdings
Uberstiegen die Plasmakonzentration von FITC soled_ichtintensitat die in unserer Studie
verwendeten Werte um ein Vielfaches. Durch den&meiner Silikon-intensivierten (SIT)
Kamera waren in der vorliegenden Arbeit die Vosatigungen fir &ufRerst geringe
phototoxische Nebenwirkungen geschaffen, da zurstebung der fluoreszenzmarkierten
Zellen auf Beleuchtungsintensitaten > 2500 J/gerzichtet werden konnte. Zudem war das
untersuchte Lungengewebe nur wahrend der kurzenroSkkpierphasen dem Auflicht
exponiert. Kuebler et al. konnten fur dieses Modell eine Konstanz sémtliche
intavitalmikroskopisch erhobener Parameter Uber &t nach erfolgter Reinfusion
fluoreszenzmarkierter Zellen nachweisen (73). BieBegebnis lasst auch in vorliegender

Arbeit die auftretenden phototoxischen Effekteva@machlassigbar gering einschéatzen.

4.1.2.5. Applizierte Substanzen: Endotoxin und 3-AB

Endotoxin

In der vorliegenden Studie wurde das Verhalten derombozyten in der pulmonalen
Mikrostrombahn wahrend einer systemischen Entzigsi@aktion untersucht. Diese
systemische Entzindungsreaktion wurde, wie in e#@ilen tierexperimentellen Studien
zuvor, durch die intraventése Gabe von Endotoxiruzmett (39;91). Endotoxin wird beim

Zerfall der Bakterienwand freigesetzt und entsgrigh seiner chemischen Struktur den
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Lipopolysacchariden (LPS). Es gilt als auslésendgathe des septischen Schocks und lasst
sich haufig schon vor Entdecken eigentlicher Inteidherde quantitativ im peripheren Blut
nachweisen. Die von uns verwendete Dosierung bestas einem initialen Bolus von 100 pg
Endotoxin und anschlieRender kontinuierlicher lidasvon 20 pg /kg KG /h. Da die
Halbwertszeit von Endotoxin nur ca. 30 Minuten &gtr konnen durch die kontinuierliche
Infusion mit einem zeitlichen Vorspann von mindestevier Halbwertszeiten annahernd
konstante Endotoxinspiegel im Blut erreicht werd&®). Die Wirksamkeit dieser Dosierung
wurde bereits in anderen Studien gezeigt (96;98). k8nnten McCandless et al. nach
einmaliger Gabe von 100 pg Endotoxin eine gestegBequestration radioaktiv markierter
Leukozyten in der Kaninchenlunge beobachten (88artiber hinaus konnte unsere
Arbeitsgruppe in vorausgegangenen Studien am std@n Versuchsmodell die Entwicklung
eines akuten Lungenschadens unter zuvor genannigotdxindosierungen nachweisen (58).
Neben dem Erreichen einer gewinschten Wirkung e&isr wurde die Konzentration
andererseits so niedrig gewahlt, dass die Versiechsiiber den gesamten Versuchsverlauf
makrohdmodynamisch stabil blieben. Die Konstanz rdakrohdmodynamischen Parameter
war eine wichtige Voraussetzung, um Aussagen UbeNeranderungen in der

Mikrohamodynamik und Thrombozytenkinetik treffenkannen.
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3-Aminobenzamid

Die Poly (ADP-Ribosyl) Synthetase, kurz PARS, istreucleér lokalisiertes Enzym, von dem
zwei Hauptaufgaben bekannt sind: sie hat eine atgrsche Funktion wahrend der DNA-
Reparatur und beinflusst die Transkription und daawich die Expression verschiedener
proinflammatorischer Gene (4;64;135). Um den Esdler PARS auf das rheologische
Verhalten der Thrombozyten in der pulmonalen Mikmsibahn wahrend einer
generalisierten Entziindungsreaktion zu untersucherge das Enzym in vorliegender Arbeit
mit dem Inhibitor 3-Aminobenzamid (3-AB) gehemmtAB ist ein sehr haufig sowohh
vivo als auchin vitro verwendeter kompetitiver Inhibitor, der sich auohumfangreichen
Studien vonBanask et al. (4;5) und Rankin et al. (107) als potenter und selektiver
Hemmstoff erwiesen hat. Die in dieser Studie ajgrie Dosis von einem initialen Bolus von
10 mg /kg KG und anschlieBender kontinuierlicheiusion von 5 mg /kg KG /h erfolgte
modifiziert nach Szabo et al. und Thiemermann et al. (124;130). Sie konnten nach
Applikation von 10-20 mg /KG 3-AB eine suffizienDosierung nachweisen und dabei keine

toxischen Effekte beobachten.

Neben 3-Aminobenazmid mit einer g&ovon 33 UM (I1Go beschreibt die Konzentration die
notwendig ist, um die Halfte eines Substrates aarhen) existieren noch weitere, teilweise
spezifischere PARS-Inhibitoren, wie z.B. 1,5-Dihyxlyisoquinolinone (I 0,4uM) oder
1,8-Naphtalimide (16 1,4uM) (4). Allerdings muss bei der Auswahl diesehibitoren
beachtet werden, dass sie auch eine hemmende Wirkuh das Enzym Mono (ADP-
Ribosyl) Tranferase haben konnen, das einzelne RibBsylierungen von NAD auf
verschiedene Proteine katalysiert (4). Setzt manedizelnen 16 von Poly (ADP-Ribosyl)
Synthetase und Mono (ADP-Ribosyl) Transferase amer in Beziehung, lasst sich tber
die jeweilige Relation der Werte eine Spezifitdtngteln. 3-Aminobenzamid mit einer
Relation von 550 hemmt somit die PARS spezifiscdisr1,8-Napthalimide (Relation 14),
wirkt im Vergleich zu 1,5-Dihydroxyisoquinolinon®élation 2282) dagegen unspezifischer
(4). Der Hemmstoff 1,5-Dihydroxyisoquinolinone haber den Nachtteil, dass er in
Dimethylsulfoxide (DMSO) geltst werden muss. Di&agbstanz kdnnte eine Verfalschung
der Ergebnisse induzieren, da sie per se als mt8atuerstoffradikalfanger bekannt (89). Die
Weiterentwicklung von 1,5-Dihydroxyisoquinolinonerdh McDonald et al. beschreibt den

wasserloslichen PARS-Inhibitor 5-Amino-isoquinolifi€so 12uM), allerdings konnten keine
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genauen Angaben Uber eine hemmende Wirkung detoMADP-Ribosyl) Transferase

nachgewiesen werden (89).

4.1.3. Konstanz der Rahmenbedingungen

Eine Grundvoraussetzung experimenteller Untersugdnirstellt die Gewahrleistung einer
Konstanz der Messwerte Uber den Untersuchungsasitraunter gleichbleibenden
Bedingungen dar. Die Konstanz der makroh&modyndraiscund mikrozirkulatorischen
Parameter im unstimulierten Modell Gber einen Aeitn von 60 Minuten konnte schon in
zahlreichen am vorliegenden Modell durchgefuhrteud®n bestéatigt werden (67;73;79;80).
Auch in vorliegender Arbeit konnte eine Konstanzr dklessgrof3en Uber einen
Untersuchungszeitraum von 60 Minuten bei konstarfRammenbedingungen, d.h. ohne
weitere Stimulation gezeigt werden. Anderungen &arameter sind folglich auf die
Interventionen gemalR des Versuchsprotokolls und YWersuchsgruppen und nicht auf

modellimmanente Veranderungen zurick zu fuhren.
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4.2. Ergebnisse

4.2.1. Das Verhalten von Thrombozyten in der pulmonalekrbBtrombahn unter

Endotoxinamie

Als erstes Studienziel wurde in vorliegender Arlgas Verhalten der Thrombozyten in der
pulmonalen Mikrostrombahn wahrend einer systemisdBatziindungsreaktion untersucht.
Dabei konnte gezeigt werden, dass die Fliessgesdigkieit der Thrombozyten in allen
Abschnitten der pulmonalen Mikrostrombahn unter d&oginamie im Vergleich zur
Kontroll- oder Endotoxin+3-AB — Gruppe signifikanéduziert war, wahrend die Anzahl
adhérenter Thrombozyten vor allem in den Alveolpik@en und Venolen signifikant

anstieg.

Eine mogliche Ursache fir die reduzierte Thrombeaffitessgeschwindigkeit kénnte in
Veranderungen der makrohAmodynamischen Parameegrenli Kuhnle et al. (78)
untersuchten am gleichen Versuchsmodell den Zusamamg zwischen Blutflud und
rheologischem Verhalten von Leukozyten in der pulaten Mikrostrombahn. Sie konnten
nachweisen, dass die Leukozytenfliessgeschwindigkeiden Arteriolen, Venolen und
Alveolarkapillaren von der Starke des Blutflussbedngt. Wurde der Blutflu3 experimentell
erhoht, kam es sowohl zu einer Zunahme der Eryjteofliessgeschwindigkeit als auch der
Leukozytenfliessgeschwindigkeit. Eine Reduktion Bégflusses korrelierte dagegen mit der
Abnahme der Erythrozyten- und auch Leukozytenfiiesshwindigkeit. Gegenlaufig dazu
konnte wahrend reduzierter Fliessgeschwindigkeiéme erhdhte Anzahl rollender und
zeitweise adharenter Leukozyten beobachtet werester gibt es allerdings keine Daten
uber einen moglichen Einfluss der Makrohdmodynaraild die Thrombozytenkinetik.
Dennoch ware theoretisch eine mogliche Ubertraghiader Untersuchungsergebnisse von
Kuhnle et al. zum rheologischen Verhalten der Leukozyten in @&igigkeit vom Blutflu auf
das der Thrombozyten denkbar. In der vorliegendardi& wurden Uber den gesamten
Versuchszeitraum der mittlere arterielle Blutdru@AP), der zentralvendse Blutdruck
(CVP) und der pulmonalarterielle Blutdruck (PAP} ahakrohamodynamische Parameter
bestimmt. Da sich die Werte Uber den gesamten Yhszeitraum nicht signifikant
veranderten und anndhernd mit der Kontrollgrupmatidch waren, kénnen Veranderungen
der Thrombozytenfliessgeschwindigkeit und der THromytenadharenz in vorliegender
Studie nicht mit veranderten makrohamodynamischery&hgen erklart werden.
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Neben Veranderungen der Makrohdmodynamik mussennfalse Ver&nderungen
mikrohamodynamischer =~ Parameter als  mogliche  Ursachd#er  reduzierten
Thrombozytenfliessgeschwindigkeit und der gestégyer Thrombozytenadharenz unter

Endotoxinamie in Betracht gezogen werden.

Bezlglich des kinetischen Verhaltens von Thromberzyh der pulmonalen Mikrostrombahn
lassen sich in der derzeitigen Literatur immer naemig vergleichbare Daten finden. In der
vorliegenden Arbeit waren sowohl in der Kontrollgpe als auch in der Therapiegruppe die
gemessenen mittleren Fliessgeschwindigkeiten derorilbozyten in der gesamten
pulmonalen  Mikrostrombahn nahezu identisch mit degrmittelten mittleren
Fliessgeschwindigkeiten der Erythrozyten. DieseeDatimmen mit den voRichhorn et al.
(29) erhobenen Ergebnissen am gleichen Versuchdhmoder Kontrollbedingungen tberein.
Auch Tangelder et al. konnten an mesenterialen Arteriolen von Kanincheigen, dass sich
die Geschwindigkeitsprofile von Thrombozyten undytBrozyten unter physiologischen
Bedingungen nicht voneinander unterscheiden (126dch den Untersuchungen von
Tangelder et al. ist die Thrombozytenkonzentration in Arterioleahe der Gefal3wand
signifikant hoher als in Venolen. Eine daraus fohgeerhohte Thrombozytenkonzentration
im Zentralstrom der Venolen im Vergleich zum Ranoist konnte von der Arbeitsgruppe
nachgewiesen  werden  (126). Unter der Annahme  eingmrabolischen
Geschwindigkeitsprofils innerhalb eines Mikrogef&Renuss in den Arteriolen als
Konsequenz dieser Ergebnisse eine reduzierte Thupytdnfliessgeschwindigkeit im
Vergleich zu Venolen erwartet werden. Diese Annalkmenten die in vorliegender Arbeit
gemessenen Ergebnisse nicht bestatigen, da sidrhdienbozytenfliessgeschwindigkeiten in

Arteriolen und Venolen nicht signifikant voneinandmterschieden.

In der mit Endotoxin behandelten Versuchsgruppedeugine signifikante Reduktion der
Thrombozytenfliessgeschwindigkeit in allen Absctemitder pulmonalen Mikrozirkulation im
Vergleich zur Kontroll- und Endotoxin+3-AB - Grupmemessen. Dabei konnte allerdings
nur in den Venolen und in den Kapillaren ein sidgaifiter Anstieg adharenter Thrombozyten
im Vergleich sowohl zu den Arteriolen der mit Enoldh behandelten Tiere als auch zur
Kontroll- und Endotoxin+3-AB - Gruppe festgestewerden. Eine Reduktion der
Thrombozytenfliessgeschwindigkeit als Zeichen eingesteigerten Interaktion der
Thrombozyten mit dem GefalRendothel setzt ihre Muatipn in den Randstrom voraus.

Eckstein et al. beschreiben fir diese Margination ein ,randomki*dodell: Abh&ngig von
51



4.2.1. Das Verhalten von Thrombozyten in der pulatem Mikrostrombahn unter

Endotoxinamie

den im GefaR herrschenden Wandscherraten kommtue®irer Zunahme zufalliger

Kollisionen zwischen Erythrozyten und Thrombozytelle eine Lateralisierung der
Thrombozyten in den Randstrom zur Folge haben @8bei wurde von einer ausgepragten
Verteilung der Thrombozyten in den Randstrom beieBaten gréRer 400" sberichtet,

Werte, die auch in vorliegender Arbeit ermittelt rden. Da sich die Wandscherraten im
vorliegenden Versuchmodell allerdings zwischen dBnzelnen Versuchsgruppen nicht
signifikant voneinander unterscheiden, ist die Ntiieit, die gesteigerte Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion mit rheologischen Mechams zu erklaren, eher unzutreffend.
Auch die in allen Abschnitten der pulmonalen Mikrosmbahn reduzierte

Thrombozytenfliessgeschwindigkeit bei nur in Vemolaind Kapillaren gestiegener

Thrombozytenadhérenz wirde diesem Modell widersmec

Da sowohl makrohdmodynamische als auch mikrohdnadisthe Mechanismen als
Ursache fir eine erhdohte Thrombozytenadhérenz BEaclotoxingabe als unwahrscheinlich
betrachtet werden kénnen, missen mogliche direkterdktionen der durch Endotoxin
aktivierten Thrombozyten mit den GefalRendothelpedider anderen marginierten Zellen wie

z.B. den Leukozyten, diskutiert werden.

4.2.1.1. Die Thrombozyten —Endothelzell — Interaikti

Thrombozyten treten Uber Adh&asionsmolekile mit uéslen Endothelzellen in Kontakt.
Dabei lassen sich die bekannten Adhasionsmolekéth nhrer Struktur in verschiedene
Gruppen einteilen. Zu einer dieser Gruppen zahlenSelektine, die einen bedeutenden
Anteil der Adhasionsmolekile darstellen (14). Peg&h wird in den Thrombozyten in-
Granulas und in Endothelzellen gemeinsam mit demMWiillebrand-Faktor in den Weibel-
Palade-Korperchen gespeichert (87). Kommt es zutiviskung der Thrombozyten und
Endothelzellen z.B. im Rahmen einer Entzindungsi@akwird P-Selektin binnen kurzester

Zeit auf der jeweiligen Zelloberflache exprimie3s].

Frenette et al. untersuchten intravitalmikroskopisch mesenten&eolen von Mausen nach
inflammatorischer Stimulation mit TumornekrosefakidNF-o. Sie konnten nachweisen, dass
der erste, noch lockere Kontakt der Thrombozytendan Endothelzellen, das sogenannte

,Roll-Phanomen”, sowohl tber endotheliales P-Safekts auch lUber E-Selektin vermittelt
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wird (37;38;137). Das Adhasionsmolekil E-Selektimdwebenfalls auf der Oberflache von

entzundlich veranderten Endothelzellen exprimig8&().

Die Arbeitsgruppe uniKhandoga et al. konnte an der Leber von Mausen nach Setzen eines
Ischamie-Reperfusionsschadens das endotheliale leRtiBe als entscheidendes
Adhasionmolekil fir den ersten Kontakt der Thromyjpez mit den Endothelzellen der
prasinusoidalen Arteriolen und postsinusoidalen olem identifizieren (66). Auch die
Versuche vonMassberg et al. an postischAmischen MikrogefalRen des Mesenteruens
Maus fuhrten zu gleichen Ergebnissen, allerdingsnnken sie eine starkere

Thrombozytenadharenz in den Arteriolen als in denden beobachten (87).

Um auch in vorliegender Arbeit nach einem Zusamraeghzwischen der Expression der
Adhasionsmolekile P- und E-Selektin und einer ggsteen Thrombozytenadharenz zu
suchen, wurde die Menge von P- und E-Selektin dquaint mit Hilfe der Westernblot-
Analyse und anschlieBender densitometrischer Auswgr bestimmt. Dabei war der
Nachweis von P-Selektin und E-Selektin deutlich bamgnifikant in der mit Endotoxin
behandelten Versuchsgruppe im Vergleich zur Kolgroppe erhoht. Dieses Ergebnis
korreliert mit der in der Endotoxingruppe beobatdnegesteigerten Thrombozytenadhéarenz
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Daraus kdnnte nfalgern, dass auch in der vorliegenden
Studie  die reduzierte  Thrombozytenfliessgeschwikeily und die  erhohte
Thrombozytenadharenz in der pulmonalen Mikrozirkala unter Endotoxinamie mit einer
gesteigerten Thrombozyten-Endothelzell-Interaktiongrmittelt Gber P- und E-Selektin,

erklarbar waren.

Da fur die Westerblot-Analyse Gewebeproben der kurngn den einzelnen Tiere nach
Beendigung der Versuche aufbereitet wurden, ladge&rgebnisse nur Vergleiche unter den
einzelnen Versuchsgruppen zu, erlauben jedoch kiirssage beztiglich der Verteilung der

einzelnen Adhasionsmolekiile in den verschiedenestiitte der pulmonalen Mikrogefalie.

Eine Erklarung fur das von uns beobachtete untexdiibhe Adharenzverhalten der
Thrombozyten in Arteriolen und Venolen kénnten dé&schiedenen Expressionsmuster der
Adhéasionsmolekile und ihrer Liganden darstellenk&@antenPerry und Granger (103) eine
erhohte Dichte von Immunglobulin-Adh&asionsmolekikeunf dem Endothel mesenterialer
Venolen im Vergleich zu den Arteriolen nachweisBruerhake et al. untersuchten in der

pulmonalen Zirkulation die Verteilungsmuster vomid E-Selektin, ICAM-1 und VECAM-
53



4.2.1. Das Verhalten von Thrombozyten in der pulatem Mikrostrombahn unter

Endotoxinamie

1 und konnten eine vermehrte Expression dieser gidh&molekile auf dem Endothel
venoser GefaRe gegeniuber Arterien beschreibenrdiitgs sind dieser Arbeit keine
Informationen Gber Verteilungsmuster auf arterietéoder venularer Ebene zu entnehmen
(33). Wie bereits zuvor erwahnt, wird P-Selektinden Endothelzellen gemeinsam mit dem
von Willebrand-Faktor gespeichert und sezerniert7;187). In der pulmonalen
Mikrostrombahn wurde der von-Willebrand-Faktor wadlem in Venolen und nur in geringem
Ausmald in Arteriolen, nicht dagegen in Alveolarliapen nachgewiesen (116). Demnach
konnte man also fur die pulmonale Mikrostrombahheine bevorzugte venuléare Expression
von P-Selektin schlieBen und damit die mdogliche adne fir die gesteigerte
Thrombozytenadhéarenz in den Venolen im Vergleiclden Arteriolen unter Endotoxindmie

erklaren.

Der groldte Teil der Thrombozytensequestierung wimdeorliegender Arbeit jedoch in den
Alveolarkapillaren gemessen und ware trotz fehlemddachweis des von-Willebrand-
Faktors allein schon mit der Uberlegung, dass d&agite GefaRRoberflache der Kapillaren die
gesamte GefalRoberflache der Arteriolen und Venoterdas ca. 45-fache Ubertrifft, erklarbar
(62;117). Doerschuk et al. untersuchten mittels Radioisotopenmarkierung Bmssage
verschiedener Zelllinien durch die pulmonale Zigtidn und kamen zu der Schlussfolgerung,
dass die jeweiligen ZellgroRen den entscheidendaktoF Uber die Verweildauer in der
pulmonalen Mikrozirkulation darstellen (27). So kén Leukozyten bereits unter
unstimulierten Bedingungen aufgrund der Diskrepamzs Durchmessers zu dem der
Alveolarkapillaren in diesen zuriickgehalten werdere Annahme eines rein mechanischen
Retentionsvorganges lasst sich allerdings nichtdaifThrombozyten Ubertragen, da sie mit
einem mittleren Durchmesser von 2i8n deutlich unter dem mittleren pulmonalen
Kapillardurchmesser von etwauén liegen (47). Der gesteigerten Thrombozytenadtznen
den Alveolarkapillaren unter Endotoxindmie kdonngdso auch adhasionsmolekul-mediierte
Mechanismen zugrunde liegen. So konnte unsere #&gvappe in einer weiteren Studie das
thrombozytdre P-Selektin als das entscheidende d\aim@olekil fir eine erste

Thrombozyten-Endothel-Interaktion in den pulmonat@pillaren nachweisen (68).

Eine weitere mdgliche Erklarung, warum die Anzallh&enter Thrombozyten in den
Venolen und Alveolarkapillaren nach Auslosen eisgstemischen Entzindungsreaktion
signifikant gegenuber den Arteriolen erhoht ist,nki® auch in der Ausbildung von

Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten zu finden sein.
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4.2.1.2. Die Thrombozyten —Leukozyten — Interaktion

Bereits unter physiologischen Bedingungen befinsieh ein grof3er Anteil marginierter
Leukozyten, bzw. neutrophiler Granulozyten in desngie, der in einem dynamischen
Austausch mit den zirkulierenden neutrophilen Glaayten steht (26).Kuebler et al.
beschreiben in ihrem Review ,The Marginated Poalfe zuvor auch viele andere Autoren
den grofRten Anteil dieser Leukozyten in den Alvedaillaren (74). Zudem konnten sie
nach weiteren intravitalmikroskopischen Untersugam nachweisen, dass die Anzahl
Endothel-adharenter Leukozyten in den Venolen imglégch zu den Arteriolen um den
Faktor von anndhernd 3,5 erhoéht ist (75). AktigerThrombozyten gehen Uber das
thrombozytare P-Selektin und PSGL-1, einem Rezepler von neutrophilen Granulozyten
und Monozyten exprimiert wird, erste, noch locketemporare Interaktionen mit den
Leukozyten ein (38). Eine Stabilisierung dieser bfiedung erfolgt vor allem Uber das
Glycoprotein-lib/llla (GP-lIb/llla), das verschiede adhéasive Proteine bindet und es den
Thrombozyten ermdglicht, z.B. Uber Fibrinogenbriickatereinander Aggregate oder festere
Verbindungen zu Leukozyten und Endothelzellen reedlen (70). Diese Interaktionen
konnten die Thrombozytenfliessgeschwindigkeit priméeduzieren und damit die
Entwicklung einer festen, Adh&sionmolekihl-assot®@®e Thrombozytenadharenz am
Gefalendothel begunstigen. Dies ware eine weitebgliome Erklarung, warum in der
vorliegenden Studie in der mit Endotoxin stimukgrtVersuchsgruppe vor allem in den

Alveolarkapillaren und Venolen eine erhdhte Thromftenadhéarenz nachgewiesen wurde.

Die Konseguenzen einer gesteigerten Thrombozytemdzaten-Interaktion in der

pulmonalen Mikrostrombahn

Eine der Hauptaufgaben der Thrombozyten ist es, HHenostase zu wahren und nach
Endothelverletzung entstandene Blutungen unter #iédatzu bringen. Allerdings tragen die
Thrombozyten unter pathophysiologischen Bedingundgémlich wie die Leukozyten, uber
verschiedene Mechanismen zu inflammatorischen Res bei. Schon seit langerer Zeit ist
bekannt, dass Thrombozyten eine entscheidende Beilder Entstehung des ARDS sowie

dem Ischdmie-Reperfusionssyndrom nach Lungentransgilonen spielen (29).

Thrombozyten besitzea-Granula, Dense-Kdrperchen und Lysosome als Speicdenelle.

In den a-Granula sind verschiedene Mediatoren enthaltee, zvB. der Platelet-Faktor-4
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(PF-4) und dasB-Thromboglobulin §-TG). Erfolgt die Aktivierung der Thrombozyten,
werden die gespeicherten Mediatoren freigesetzbeDgelten PF-4 und-TG als die
entscheidenden chemotaktisch wirksamen Botenstd#egn Freisetzung die Rekrutierung
und Aktivierung von Leukozyten zur Folge hat (257%8. Bilden Thrombozyten Aggregate
oder werden durch Thrombin aktiviert, wird der idsc Endothelian Growth Faktor (VEGF)
aus deru-Granula sezerniert, einer von vielen gespeichéffashstumsfaktoren, welcher die
Extravasation von Plasmaproteinen und die Migratimm Leukozyten in umliegendes
Gewebe fordert und damit u.a. die Bildung einesdanddems begunstigt. Ein weiterer
Wachstumsfaktor, der Platelet Derived Growth FakRiDGF), wirkt ebenfalls chemotaktisch
auf neutrophile Granulozyten und Monozyten und kaheért die Rekrutierung und
Zellproliferation der Fibroblasten und glatten Makdellen im Rahmen der Wundheilung
(70). Die Dense-Korperchen enthalten neben Semtanch ADP, ATP, GDP, GTP und
Histamine. Serotonin wirkt nach seiner Freisetzuraptsachlich an den préakapillaren
GefaRen als lokaler Vasokonstriktor, steigert diefdBpermeabilitdt und verstarkt die
chemotaktische Antwort der Leukozyten. ADP ist &r dage die oxidative Burst-Reaktion in
neutrophilen Granulozyten zu verstarken (70). Adals Cytosol der Thrombozyten enthalt
wichtige proinflammatorische Mediatoren, wie den40DLiganden (CD40L). CD40L wird
nach erfolgter Thrombozytenaktivierung innerhalb niger Sekunden auf deren
Zelloberflache exprimiert und stimuliert die Endeldellen zur Expression der
Adhéasionsmolekile ICAM-1,VCAM-1 und E-Selektin, wagederum erhohte Leukozyten-
Endothelzell-Interaktionen zur Folge hat. Zudent @B40L die Thrombozyten zur weiteren
Sekretion von Mediatoren an und stabilisiert Thromjtenaggregate tUber Verbindungen mit
GP-lIb/llla (38).

Thrombozyten sind neben der Speicherung von Sutstaauch in der Lage, lipidhaltige
Botenstoffe zur Regulation von Hamostase und akoflermmatorischer Prozesse zu bilden.
Zu diesen Lipidmediatoren gehdren u.a. der Plafsd¢ivating Factor (PAF), Thromboxan

A2 (TxA2), Platelet-Derived Lysophosphatic Acid APund das Prostaglandin E2 (PgE2).
PAF und TxA2 sind potente proinflammatorische Sabzen, die ebenfalls die Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion sowie die Migration derukezyten in das umliegende Gewebe
fordern und zuséatzlich weitere Thrombozyten akteme (59). Das zellulare Phospholipid
LPA induziert eine gesteigerte Expression von Adirésnolekilen wie ICAM-1 und E-

Selektin, erhohte Leukozyten- bzw. Thrombozytewldihelzell-Interaktionen sind auch hier
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die Folge (38). Die aktivierten Leukozyten sezemeebenfalls chemotaktisch wirksame
Mediatoren wie z.B. den Tumornekrosefaktor TdlFvas zu einer sich weiter verstarkenden

Aktivierung von Thrombozyten und Leukozyten fihrt.

Die soeben beschriebenen Vorgange, ausgeldst éhiftammatorische Prozesse, stellen nur
einen Ausschnitt der Interaktionen zwischen Thromyben, Leukozyten und Endothelzellen
dar und lassen die Komplexitat im Zusammenspieirdenunologischen Antworten erahnen.
Hinzu kommt, dass die durch SekretionsprodukteTdeombozyten aktivierten neutrophilen
Granulozyten ihrerseits inflammatorische Mediatomgie z.B. den Platelet-Activating Factor
(PAF) oder den bereits erwéahnten Tumornekrosefakittif-o sezernieren, die wiederum eine
aktivierende Wirkung auf Thrombozyten haben (59)lghch koénnte nach einer
inflammatorischen Stimulation, z.B. durch zirkuéedes Endotoxin, die Entstehung eines

Circulus vitiosus angenommen werden (17).

4.2.1.3. Die Entstehung von Permeabilitatsstorungear Endotoxinamie

Die Freisetzung von Entziindungsmediatoren, Proteasal lytischen Enzymen durch
aktivierte Thrombozyten und neutrophile Granulomytehat eine Stdorung der
GefaRpermeabilitdt zur Folge. In der pulmonalen rigskrombahn kommt es durch eine
Beeintrachtigung der vaskularen GefalRendothelzeynitat, durch eine gesteigerte
Kapillarpermeabilitat und die Migration von Thronzyben und neutrophilen Granulozyten
zum Eintritt proteinhaltiger Flissigkeit in dasérdtitium. Daraus resultiert die Entwicklung
eines interstitiellen und alveolaren Lungenddenm4;5%;84), eines der ersten klinischen
Symptome wahrend der Entstehung des ARDS. Als Maf3 die Entwicklung eines

interstitiellen Lungenddems wurde in vorliegenderrbéit die Alveolarseptenbreite

intravitalmikroskopisch bestimmt. Bereits 6 Stundech kontinuierlicher Endotoxinzufuhr
war eine signifikante Verbreiterung des intersiéie Raumes im Vergleich zur

Kontrollgruppe messbar. In zuvor durchgefiihrten di&ta unserer Arbeitsgruppe am
identischen Versuchsmodell konnten mittels Elekéronikroskopie 6 Stunden nach
Induktion einer systemischen Entzindungsreaktione edeutliche Vakuolisierung und
Verdickung der Endothelzellen und Alveozyten bemtign werden. Dagegen wurden zu
diesem Zeitpunkt noch keine Licken in der Endo#i&kihe beobachtet (58). Nachdem die

in dieser Versuchsreihe gemessenen Alveolarsemigabrunter Endotoxindmie annahrend
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identisch mit den in vorliegender Studie gemessdfrgebnissen sind, ist eine Ubertragung

der elektronenmikroskopischen Beobachtungen denkbar

Ein weiteres sehr frihes Kriterium bei der Entwicld eines akuten Lungenschadens stellt
die Storung des Gasaustausches dar. Ursachen tlafign in einer ddembedingten
Diffusionsstorung der Atemgase, in der Zunahme rabnadt ventilierter Lungenareale sowie
einer inflammationsbedingten Supprimierung derdxygchen pulmonalen Vasokonstriktion
und damit konsekutiven Erhohung des Shuntvoluméwes. in der vorliegenden Arbeit
allerdings nur tendenziell im Verlauf reduzierteteaelle Sauerstoffpartialdruck bei
konstantem arteriellem Kohlendioxidpartialdruck ider mit Endotoxin behandelten
Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe kinnmit dem gewahlten
Beatmungsverfahren erklart werden. Durch die furs ddersuchsmodell notwendige
Beatmung mit positiven endexpiratorischen Beatmdngsken wird einerseits der Bildung
von Mikroatelektasen und andererseits der Bildurgjnes interstitiellen Lungenédems

entgegengewirkt.

4.2.1.4. Die Entstehung von Zellschaden unter Emdoe&mie

Produktion von Radikalen

Wahrend einer generalisierten Entzindungsreaktamnit es zur Produktion hochreaktiver
Sauerstoffmetabolite (43;52). Diesen hochreaktiSanerstoffradikalen wird nicht nur unter
inflammatorischen Bedingungen sondern auch wahrend eines
Ischamie/Reperfusionsschadens, wahrend eines akyekardinfarkts, im hamorrhagischen
Schock sowie bei thermischen Gewebeschaden einschemiende Rolle bei vielen
pathophysiologischen Reaktionen zugeschrieben 243Molekularer Sauerstoff kann unter
pathophysiologischen Bedingungen von fast allenolzar Zellen zu verschiedenen
hochreaktiven Radikalen wie den Superoxidanionep’)(@duziert werden. Die meisten
Superoxidanionen bilden extrazellular mit Wassédiistoen das Wasserstoffperoxid {Bb).
Wasserstoffperoxid, selbst kein freies Radikal,ged zusammen mit Superoxidanionen
unter Bildung von noch reaktiveren HydroxylradikalHO) (34). Leo et al. konnten nach
Simulation einer IschAmie/Reperfusions-Situaiionitro die Bildung von Superoxidanionen

und Hydroxylradikalen durch Thrombozyten nachwei§@3:82). Superoxidanionen werden
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z.B. auch Uber die Aktivierung des NADPH-Oxidasest®y;s von neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen gebilded3)L Eine weitere Quelle stellt der
Arachidonsauremetabolismus dar, indem Sauerstdffibed als Nebenprodukte aus
Reaktionen von Cyclooxygenasen und Lipooxygenaseistehen (34). Der Bildung
hochreaktiver Sauerstoffradikale steht ein Arsesal Antioxidantien gegenuber, wie der
Superoxiddismutase, der Katalase und Glutathiondaee sowie weitere Radikalfangern,
wie Vitamin C und E (22;43;93). Steht die Produkti’won Sauerstoffradikalen im
Ungleichgewicht mit der Kapazitat antioxidativerhBtzmechanismen, resultiert daraus der
sogenannte ,oxidative Stress“ (7). In der Folgerkas zu Veranderungen der DNA, zu
Lipidperoxidationen von Zellmembranen oder Modifikaen von Proteinen kommen, die

wiederum zu Zellschadigungen fuhren kénnen (7).
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Bildung von Peroxynitrit

Zusatzlich bewirkt eine Endotoxinamie die gestdgerSynthese der induzierbaren
Stickstoffmonoxid-Synthase  (iINOS), eine der drei kdoenten Isoformen der
Stickstoffmonoxid-Synthasen (20;122). Dabei konnem aktivierten Thrombozyten und
neutrophilen Granulozyten sezernierte Zytokine almrch Endotoxine direkt die
Enzymbildung in verschiedenen Zelltypen wie in Bihadzellen und Alveolarmakrophagen,
aber z.B. auch in Pankreasinselzellen oder Neuroméuzieren (146). Stickstoffmonoxid
(NO) hat einerseits physiologische und protektivekhgsmechanismen, die Aktivierung
der INOS hat dagegen die Bildung gro3er Mengentayisch wirkender freier NO-Radikale
(NO) zur Folge. NO-Radikale kénnen die mitochondridtenungskette unterdriicken und
Einflul3 auf Apoptose und Zelluntergang nehmen Y146

Kommt es zu einer gleichzeitigen Uberproduktion v&uperoxidanionen () und
Stickstoffmonoxid (NO), erfolgt aus diesen beidarbSraten die Bildung von Peroxynitrit
(ONOO) (122). Wizemann et al. konnten an isolierten Alveolarmakrophagen und
interstitiellen Makrophagem vitro die Produktion von Peroxynitrit in der Lunge wéiate
einer akuten Endotoxindmie nachweisen (144). Aseeho et al. zeigten anhand vamn vivo
Untersuchungen am  Rattenmodell wahrend eines Erieittduzierten und
hamorrhagischen Schocks sowie nach Ischdmie undriRepn die Bildung von Peroxynitrit
(125).Kooy et al. konnten bei septischen Patienten mit akutem Lovgrsagen Peroxynitrit
in der Lunge nachweisen umhthddad et al. quantifizierten immunfluoreszenzmikroskopisch
die Peroxynitrit-induzierte Bildung von Nitrotyrasin der Lunge von Patienten mit ARDS
(51;72).

Peroxynitrit hat ein wesentlich htheres oxidatifRegential als Superoxidanionen oder NO-
Radikale alleine. Reaktivitat und Zerfall werdearktvon den chemischen Voraussetzungen
in der unmittelbaren Umgebung beeinflusst. Natyor und Sguadrito ist die zuerst
entstehende cis-Konfiguration des deprotoniertagn8mitrit relativ stabil und kann mit einer
Halbwertszeit von 2 Sekunden uber mehrere Zellduesser hinweg diffundieren (119).
Unter physiologischen pH-Werten wird ein Teil dessdXynitrits zur peroxosalpetrigen Saure
(ONOOH) protoniert. Die peroxosalpetrige S&ure gl sehr instabil und zerfallt unter der
Bildung von hochreaktiven Zwischenprodukten wie Hyglradikalen (HO und

Stickstoffdioxidradikalen (Ng) sofort zu Nitrat (133). Inn vitro Untersuchungen konnten
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als Folge Nitrierungen und Hydroxylierungen vonraatischen Komponenten wie Tyrosin,
Tryptophan und Guanosin gezeigt werden. Laufen edi®eaktionen mit Enzymen,
Makromolekilen oder Lipiden ab, werden zellularenl&ionen schadigend beeinflusst: die
Nitrierung von Tyrosin zu Nitrotyrosin fuhrt z.Buziner Dysfunktion nitrierter Proteine, wie
der Superoxiddismutase, dem zytoskelettalen Aktithder neuronalen Tyrosin-Hydroxylase,
die fur die Dopamin-Biosynthese notwendig ist (122¢roxynitrit wirkt nicht nur hemmend
auf die Superoxiddismutase sondern auch auf aragi@xidative Molekile und Systeme. So
konnten Cuzzocrea et al. eine durch Peroxynitrit mediierte VerringerungnvGlutathion,
einer wichtigen zellularen Antioxidanz, nachweisam als Folge eine gesteigerte zelluléare
Oxidantienbildung und Exazerbation des oxidativerlls€hadens beobachten (23).
Peroxynitrit hat zudem eine hemmende Wirkung awf Mid/K*-ATPase-Aktivitat von
Zellmembranen und kann eine Inaktivierung von memstandigen NaKanélen
verursachen. Uber diese hemmenden Mechanismen eannfTyp-II-Pneumozyten eine
direkte Schadigung von Surfactantproteinen gezeigtden (21;49;50;122). Des weiteren
wurde bei Versuchen mit Neuronen und Gliazellen,isoilierten Makrophagen und isolierten
glatten Muskelzellen aus der Rattenaorta die hemdmaéfirkung von Peroxynitrit auf die
mitochondriale Atmungskette beobachtet. Hohe Kotrationen von Peroxynitrit fihren
durch den unmittelbaren Einfluss auf den Energishali der Zellen zu einem schnellen
Zelltod, wahrend niedrigere Konzentrationen Uberhmaee Stunden den Zelltod durch

Apoptose verursachen konnen (122).

Eine der schadigensten Reaktionen von Peroxyistriallerdings der Angriff auf die DNA.
Peroxynitrit kann Nukleinsauren oxidieren und dederen, freigelegte DNA-Fragmente von
DNA-Strangen abspalten sowie DNA-Doppelstrangbricimel DNA-Einzelstrangbriche
verursachen. Ein Mechanismus, der zu DNA-Strandt@idihrt, beruht méglicherweise auf
der Abspaltung von Wasserstoffatomen von der Aufiender Nukleotidketten, was zu einer
Destabilisierung der Zuckerreste durch Offnung Réose-Ringe filhren konnte (83;122).
Die entstandenen DNA-Strangbriche I6sen wiederume &is zu ein 100-fach verstarkte
Aktivierung der in Zellkernen vorkommenden Poly-ABfbosyl-Synthetase, kurz PARS,
aus (64;123).
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4.2.1.5. Die Poly-ADP-Ribosyl-Synthetase (PARS)

Chambon et al. beschrieben 1963 erstmals nach Zugabe von NADZellkernextrakten aus
der Rattenleber die gesteigerte Synthese eineagetylierenden Saure, die spater als Poly-
ADP-Ribose identifiziert wurde. Dies flhrte zu vegé&n intensiven Forschungen auf dem
Gebiet der Poly-ADP-Ribosylierung und zur Entdeckwer ersten Isoform der Poly-ADP-
Ribosyl-Polymerase, kurz PARP-1 (64). Fur die PARWRerden in der Literatur synonym die
Bezeichnungen Poly-ADP-Ribosyl-Transferase und f2dWP-Ribosyl-Synthetase, kurz
PARS, verwendet (95). Auch wenn inzwischen versdne weitere Isoformen von Poly-
ADP-Riboyl-Polymerasen entdeckt wurden, bleibt RS das bisher am genauesten und
besten untersuchte Enzym (64), das 90 Prozent eleridazen Poly-ADP-Ribosylierungen
Ubernimmt (134). Dafiir spaltet die PARS NAIn Nicotinamid und ADP-Ribose und
verwendet diese zur Synthese langkettiger Poly-Ailfbse Polymere. Diese werden Uber
kovalente Bindungen mit nuklearen Akzeptorproteinemknlpft, zu denen u.a. Histone,
DNA-Reparaturenzyme und Transkriptionsfaktoren gahDamit beeinflusst die PARS unter
physiologischen Bedingungen viele verschiedene e@ukl Zielproteine (64;135). Die
Aktivierung der PARS bringt dem einzelnen Indiwighu aber nicht nur Vorteile. Als
Schattenseite der Poly-ADP-Ribosylierungen konnew&beschaden im Zusammenhang mit
akuten und chronischen inflammatorischen Reaktipmath Schockzustédnden und nach
myokardialen und cerebralen Ischamie-Reperfusidrésten entstehen. Mit Hilfe der
pharmakologischen und genetischen Hemmung der P&R&ckte man nach zahlreichen
Untersuchungen zwei dafur verantwortliche Mechaeisnden Zelltod durch den Verbrauch
zellularer Energiereserven nach Uberaktivierung B&RS sowie den Einfluss auf die
Signaltransduktion und damit auf eine gesteigertel&ktion inflammatorischer Mediatoren

mit folglich verstarkten Entziindungsreaktionen 63195;135).

PARS und DNA-Reparatur

Unter physiologischen Bedingungen scheint die PASRfe relativ untergeordnete Rolle bei
der DNA-Reparatur zu spielen. Kommt es jedoch zwhafigung der DNA durch
unterschiedliche genotoxische Stimuli, regulieg BARS je nach Intensitat des Stimulus drei
verschiedene Verlaufe: Erfolgt die Aktivierung de@ARS durch milde DNA-schadigende
Substanzen, unterstitzt sie die DNA-Reparatur durctteraktionen mit DNA-

Reparaturenzymen und die Zelle tberlebt ohne geateti Folgeschaden. Wird die DNA
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starker und damit irreparabel geschadigt komnmtuednduktion des apoptotischen Zelltods

und damit zur Eliminierung der betroffenen ZellexdBeseitigung durch Makrophagen (31).

Sind Zellen dagegen schwerem oxidativem Stress, aaBe durch Peroxynitrit induziert,
ausgesetzt, entsteht ein massiver DNA-Schadengitier Uberaktivierung der PARS zur
Folge hat. Diese Uberaktivierung fiihrt zu einemnetlen Verbrauch von zellularem NAD
dem Substrat der PARS. Dadurch sinkt die Glykoblsserder Transport von Elektronen wird
reduziert und die ATP-Synthese kommt zum erliegémn. der Folge kommt es zu
Zelldysfunktion und Zelltod (7;64). Durch den Veabch der Energiereserven wird die
Kaskade, die zum apoptotischen Zelltod fuhrt, fioldunfahig, woraus ein nekrotischer
Zelluntergang resultiert. Die Freisetzung von Zéidlten aus nekrotischen Zellen in das

umliegende Gewebe verstarkt wiederum inflammatbedgeaktionen.

Unter inflammatorischen Bedingungen wie z.B. dezhaim vorliegender Arbeit vorhandenen
Endotoxinamie, kommt es zum oxidativen Stress dud@h Bildung von hochreaktiven

Sauerstoffradikalen und freien StickstoffmonoxiddiRalen (146). Daraus entstehendes
Peroxynitrit fuhrt zu massiven DNA-Schaden der egdinden Zellen, was wiederum eine
Uberaktivierung der PARS zur Folge hat (146). Digderaktivierung bedeutet letztendlich

den Verbrauch der zellularen Energiereserven uhd fiemit zum Zelltod.

Unsere Arbeitsgruppe konnte anhand von Vorversuchieridentischem Versuchsprotokoll
mittels immunhistochemischer Analysen von pulmomaleGewebe die gesteigerte
Aktivierung der PARS unter den auch in dieser Arlxeischriebenen Versuchsbedingungen
nachweisen und veréffentlichen (69). Methodik uratdh zu diesen Untersuchungen werden
in der vorliegenden Arbeit nicht beschrieben. AtdRe und Umfang des zu erwartenden
nekrotischen Zellschadens wurde in dieser Arbeiderehistologisch noch radiologisch
untersucht. Jedoch konnte die Entwicklung einesergtitiellen Lungenddems einen
Anhaltspunkt fur einen beginnenden Gewebeschadds, Zeichen einer gestorten
Zellintegritdt und Endothelpermeabilitdt, geben. eWbereits beschrieben waren in
vorliegender Arbeit die Alveolarsepten in der mitdetoxin behandelten Versuchsgruppe im

Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verbreiter
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PARS und Transkription

Die PARS ist in der Lage, die Transkription praamfimatorischer Gene zu férdern. Zum
einen ist sie direkt an der Modifizierung der Histodurch Poly-ADP-Ribosylierung und
damit an Veranderungen der Chromatinstruktur, a\B\\ethylierungen und an der Bildung
von Promotor-Bindungskomplexen beteiligt (64;133)urch die Co-Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NkB reguliert sie die Synthese von Zytokinen, Chemekj
Adhasionsmolekilen und Entzindungsmediatoren (B85]1B%). In der Literatur gibt es
bisher keine Ubereinstimmende Meinung Uber die geranktionsweise der PARS als Co-
Aktivator fur NF«B, die beobachteten Interaktionen scheinen abeérgpy vom Zelltyp,
dem verwendeten Versuchsmodell und vom verwendstenulus zu sein (64;135). Weitere
Co-Aktivator Funktionen der PARS sind fur das Aktier-Protein 1 und 2 (AP1, AP2), den
transkriptionssteigernden Faktor 1 (TEF1) und weitdranskriptionsfaktoren, die die
Synthese von Mediatoren fur eine frihe Abwehr — .bEntzindungsreaktion induzieren,
bekannt (72;135). Durch die pharmakologische oéaegsche Hemmung der PARS konnten
anhand von zahlreichen Untersuchungen viele Megiatound Proteine rund um
Entzindungsreaktionen ermittelt werden, deren ESgio@ unter dem Einfluss der PARS
steht.Farivar et al. konnten an Versuchen zum Ischamie-Reperfusioasischder Lunge am
Rattenmodell nach pharmakologischer Hemmung der3AiRe reduzierte Aktivierung von
NF- «B und AP-1 nachweisen und erklarten damit auch signifikante Reduktion
untersuchter Zytokine (32Ha et al. beobachteten in Endotoxin stimulierten Gliazelech
Hemmung der PARS eine reduzierte Expression voarlaikin-6 (II-6), pro-ll-1, dem
interzellularen  Adhasionsmolekiul ICAM-1, des Tunekrosefaktors TNk, der
induzierbaren Cyclooxygenase 2 (COX 2) und der zigibaren NO-Synthase (iINOS) (48).
Arbeitsgruppen unZingarelli et al., Oshima et al. und Sharp et al. zeigten nach Hemmung
der PARS die reduzierte Expression der Adhasiorskidté ICAM-1, P-Selektin und E-

Selektin in zytokinstimulierten Endothelzellen huraaNabelschnurvenen (101;115;147).

Zusammenfassend fuhrt die Aktivierung der PARS (hwei bekannte Mechanismen zur
Schadigung des Organismus: Zum einen kommt es daet Verbrauch zellularer
Energiereserven zum Zelluntergang, zum anderenefftrdlie aktivierte PARS die
Transkription proinflammmatorischer Gene und steigkamit die Synthese von weiteren

Entzindungsmediatoren und Adhasionsmolekilen, widdudie schon vorhandene
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generalisierte Entziindungsreaktion weiter verstavkt. Aus dieser Uberlegung heraus
untersuchten wir im zweiten Teil der vorliegenderbéit den Einfluss der PARS auf die
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion in der pulraan Mikrostrombahn wahrend einer

systemischen Entziindungsreaktion.

4.2.2. Der Einfluss der PARS auf das Verhalten der Thrazgten in der pulmonalen

Mikrostrombahn unter Endotoxinamie

Das zweite Ziel der vorliegenden Studie war es, Beriluss der PARS auf die Interaktion
von Thrombozyten mit Endothelzellen in der pulmenaMikrostrombahn wéahrend einer
systemischen Entzindungsreaktion zu untersuchefiir Daurde die PARS zu Beginn der
Versuche mit 3-Aminobenzamid (3-AB) gehemmt. Diesslektive und kompetente
Hemmstoff wurde zuvor in zahlreichen vivo undin vitro Untersuchungen verwendet und
bereits im Rahmen der Diskussion zur Methodik inrliggender Arbeit besprochen
(4:5;107;124;130).

Nach der Gabe von Endotoxin unter gleichzeitigemhieing der PARS mittels 3-AB waren
die nach alleiniger Gabe von Endotoxin beschrieberigeobachtungen annéhernd
aufgehoben. Die Thrombozytenfliessgeschwindigkeitsgrach in allen Abschnitten der
pulmonalen Mikrozirkulation der der Kontroll — G, Parallel dazu lieBen sich in den
Arteriolen und Venolen keine adharenten Thrombazytachweisen. Die Anzahl adharenter
Thrombozyten in den Alveolarkapillaren war im Veaigh zu der Versuchsgruppe, die nur

Endotoxin erhalten hatten, signifikant reduziert.

Versucht man diese Ergebnisse analog zu den EsgpsEimides ersten Studienziels zu
diskutieren, erscheinen makrohdmodynamische undomiitnodynamische Mechanismen als
Ursache auch hier eher unwahrscheinlich. Zum eindieben die gemessenen
makrohdmodynamischen Parameter wie der mittlererialie Blutdruck (MAP), der
zentralvendse Blutdruck (CVP) und der pulmonal@tier Blutdruck (PAP) auch in der
Endotoxin + 3-AB — Versuchsgruppe lber den gesaBsuchszeitraum konstant. Zudem
unterschieden sich die Werte nicht signifikant zer dmit Endotoxin behandelten
Versuchsgruppe oder zur Kontrollgruppe. Zum andereigten auch die ermittelten
mikrohamodynamischen Parameter der mit Endotoxid BrAB behandelten Tiere nur

geringfligige Abweichungen zu den anderen Versucipggm. Wahrend in den Arteriolen
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und Venolen keine adhdrenten Thrombozyten mit dem wns verwendeten Methode
nachweisbar waren, konnten in den Kapillaren nodamige adharente Thrombozyten
identifiziert ~ werden. Bei einem gleichzeitiy gemmssn  Anstieg  der
Thrombozytenfliessgeschwindigkeit in allen Absctent der pulmonalen Mikrostrombahn
konnten die noch geringe Anzahl adharenter Throrwytleozin den Alveolarkapillaren mit der
Grolle des Kapillarnetzes erklart werden, das nitesggesamten Gefal3oberflache die der
Arteiolen und Venolen um das ca. 45-fache Uber{ie2;117).

4.2.2.1. Die Expression der Adhasionsmolekile F-ExSelektin

In der vorliegenden Arbeit haben wir nach Hemmueg BARS die Adhasionsmolekiile P-
Selektin und E-Selektin untersucht. Auch hier ward&esternblot-Analysen durchgefihrt
und nach densitometrischer Auswertung mit den Hriggen der beiden anderen
Versuchsgruppen verglichen. Nach Hemmung der PAR&Isn3-AB war die Expression

von P-Selektin und E-Selektin zwar nicht signifikamlennoch aber im Vergleich zur
Endotoxin — Gruppe deutlich reduziert. Im Rahmen @iskussion zur ersten Fragestellung
dieser Studie kamen wir nach Ausschlul3 mdoglichekroraoder mikrohdmodynamischer
Mechanismen Zu der Schlussfolgerung, dass die ietie z

Thrombozytenfliessgeschwindigkeit und die erhohteahl adhéarenter Thrombozyten unter
Endotoxinamie mit einer Adhasionsmolekll-assoaiert gesteigerten Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion erklart werden konnte. iBehtet man die Adhasionsmolekile P-
und E-Selektin, sind Uber sie bereits einige Dabszuglich ihrer Speicherung und
Exprimierung auf Zelloberflachen bekannt (38;87)13Wir konnten in der vorliegenden

Arbeit mittels Westerblottechnik zeigen, dass di@RB-Inhibition in der Lunge die

Endotoxin-induzierte Expression der Adhasionsmadkei: und E-Selektin reduziert.

Aus der Tatsache, dass unter der Hemmung der PARR§ldichzeitiger Endotoxinamie die
Expression der Adhasionsmolekille P- und E-Selelituziert war, wéhrend parallel dazu
die Thrombozytenfliessgeschwindigkeiten wieder atiggen und eine

Thrombozytenadharenz kaum mehr nachweisbar wast, $sh folgern, dass die Hemmung
der PARS malf3geblich durch eine verminderte Exprasser Adhasionsmolekile P- und E-
Selektin zu einer reduzierten Thrombozytenadhasiomer pulmonalen Mikrostrombahn

wahrend Endotoxindmie fihren kann.
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4.2.2.2. Die Expression von P-und E-Selektin in BAR-) Mausen

Dem PARS-Hemmstoff 3-Aminobenzamid werden antiothi@a Eigenschaften
zugeschrieben, mit denen in alteren Studien vbaés Effekte von 3-AB erklart wurden
(135). Die antioxidative Wirkung von 3-AB kdnntedseiten, dass durch die alleinige Gabe
von 3-AB unter inflammatorischen Bedingungen diez&m der Radikale reduziert wird.
Weniger Radikale konnen wiederum zu einer abgeschieéd Entzindungsreaktion,
reduzierten  Peroxynitritbildung mit geringerem DMNghaden und  konsekutiv
abgeschwachter PARS-Aktivierung fuhren. Vorteile durch die Hemmung der PARS mit
3-AB entstanden sein kdnnten, waren also eigentlighauf eine reduzierte Aktivierung der
PARS zurtckzufuihren. Jingere Studien verglichea Ergebnisse zur pharmakologischen
PARS-Hemmung zunehmend mit Ergebnissen von PAR&ekutdViausen (-/-) und konnten
nur in seltenen Fallen Unterschiede nachweisen 18%); Im Versuchsmodell des
zirkulatorischen Schock konnten z.B. bezilglich ligta und Organdysfunktionen keine
Unterschiede zwischen der Hemmung der PARS mit 3uAB der genetischen Hemmung

festgestellt werden (135).

Um auch in vorliegender Arbeit den Einfluss einesiaxidativen Effekt von 3-AB auf die
Ergebnisse auszuschlieRen, wurde die ExpressionPRromnd E-Selektin in der Lunge
zusatzlich an PARS-defizienten Mausen (-/-) uncrnheuriickgekreuzten Wildtypen (+/+)
getestet. Die Tierversuche wurden am Institut fieldsforschung der Universitat Wien, nach
den 6sterreichischen Richtlinien fur Tierschutz Onerversuche, unter der Leitung von Frau
Professor Dr. Josefa lierska-Gdek durchgefiihrt. Vor Versuchsbeginn wurden dieeTie
randomisiert zwei verschiedenen Versuchsgruppeeteilg Die Tiere der Kontroll - Gruppe
erhielten einen Bolus von je 1 ml physiologischescKsalzlosung (NaCl), die Tiere der
Endotoxin - Gruppe je einen Bolus Endotoxin (Liptygaccharid LPS) in der Dosierung 1
mg / kgKG intraperitoneal injiziert. Nach 6 h wurddie Tiere per Enthauptung getétet und
die Lunge entnommen. Das Lungengewebe wurde soiortflissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Zu einemtespn Zeitpunkt wurde das
Lungengewebe auf Trockeneis per Spezialversandaarndtitut flr Chirurgische Forschung
nach Mduinchen geschickt, wobei zu jedem Zeitpunké djeschlossene Gefrierkette
gewahrleistet war. Die Aufbereitung vom Lungengesvefir die Westernblot-Analyse
erfolgte analog zur Aufbereitung der Kaninchenlung@ur Detektion von P-Selektin wurde

als priméarer Antikdrper ein monoclonaler Anti-Mougetikorper aus der Ratte (BD
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Biosciences, Heidelberg, Germany) im Verdinnundsiears 1:333 verwendet. Als zweiter
Antikdrper wurde ein mit alkalischer Phosphatasenjkgiertes Anti-Rat-Immunglobulin
(Anti-Rat 1gG, Alkaline Phosphatase Conjugate, Sig@hemical Co., St. Louis, MO, USA)
im Verhaltnis 1:666 aufgetragen. Die Detektion vBrSelektin in der Lunge der Maus

erfolgte mit identischen Antikdrpern und Verdinnswerhaltnissen zum Kaninchen.

Die Ergebnisse der Westernblot-Analysen von den $AR-) und PARS (+/+) Mausen
waren aquivalent zu den Ergebnissen der Westerlatysen nach pharmakologischer
Hemmung der PARS mittels 3-AB. Die PARS-defizient€iere zeigten wahrend einer
induzierten, generalisierten Entzindungsreaktiore eeduzierte pulmonale Expression der
Adhasionmolekile P- und E-Selektin im Vergleichdan Wildtypen (69). Aufgrund dieser
Ubereinstimmung ist in vorliegender Arbeit ein Hiss der moglichen antioxidativen

Wirkung von 3-AB auf die von uns ermittelten Ergetse eher unwahrscheinlich.

4.2.2.3. Der Einfluss der PARS auf Zellschadigund Bermeabilitatsstorungen unter

Endotoxinamie

Die signifikante Verbreiterung der Alveolarseptafs Zeichen des Lungenddems, in der mit
Endotoxin behandelten Versuchsgruppe im Vergleighkontroll — Gruppe konnte durch die
zusatzliche Gabe von 3-AB nicht beobachtet werd®er. vorteilhafte Effekt der PARS-
Hemmung auf die Entwicklung eines Lungenédems wangeh von anderen Autoren nach
Bestimmung des Lungengewichtes und Messung voreiRkainzentrationen aus broncho-
alveolaren Lavagen beschrieben (112;114). Betrachtan zudem Verdnderungen des
Gasaustausches, die ein sehr fruhes Kriterium bei Hntwicklung eines akuten
Lungenschadens darstellen, so konnten in vorliegreAdbeit nach zusatzlicher Gabe von 3-
AB nur tendenzielle Verbesserungen des Sauersttifffthucks sowie des
Kohlendioxidpartialdrucks gemessen werden. Diesegelmisse sind jedoch nicht
Uberraschend, da schon die Verdnderungen des Gasstl®es im Sinne einer zu
erwartenden Verschlechterung in der mit Endotoxehamdelten Versuchsgruppe nur

geringfugig im Vergleich zur Kontroll — Gruppe ae$gllen sind.

Eine zytoprotektive Wirkung der PARS-Hemmung mifB-ist auch in vorliegender Studie
denkbar, sollte es durch die Hemmung doch zu ewemiger starken Verbrauch zellularer

Energiereserven und damit auch zu einer ReduktmApoptoserate und der Entwicklung
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von Zellnekrosen kommen. Welchen Anteil diese piddan Mechanismen an einer
Verminderung des durch Endotoxin verursachten Losgeadens besitzen, konnte im

Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden.

4.2.3. Klinischer Ausblick

Seit mehreren Jahren wird die pharmakoloische laehing der PARS als mdgliche
therapeutische Strategie zur Behandlung untersiattied Kranheitsbilder erforscht. Bei
chronischen entziindlichen Erkrankungen, wie belspmise der reumatoide Arthtritis oder
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen, konnteexperimentellen Studien bereits gute
therapeutische Erfolge durch eine PARS-Inhibier@ngielt werden. Trotz der zentralen
Bedeutung der PARS in unterschiedlichen Organsystenbesitzen neu entwickelte
pharmakologische Hemmstoffe, wie beispielsweise-MN01 oder AG140699, eine niedrige
Toxizitat nach systemischer Applikation. Diese mettemmstoffe werden derzeit bereits in
klinsichen Phase I/ll Studien auf Wirksamkeit undrivaglichkeit getestet. So wird INO-
1001 beispielsweise im Rahmen einer Phase |l Stumbé Patienten mit akutem

Myokardinfarkt und Notfall-Angioplastie untersudi®4).

Bislang liegen keine klinischen Ergebnisse beziigliceiner therapeutischen
Behandlungsstrategie durch PARS-Inhibierung beieR&n mit ARDS vor. Bei gesicherter
Klinischer Vertraglichkeit ware jedoch aufgrund déelversprechenden experimentellen
Datenlage eine Untersuchung am Patienten prinkipétretbar. Allerdings erscheint eine
therapeutische Intervention bei ausgepragtem ARDSdeér Spatphase aufgrund der
manifesten Organverdnderungen nicht vielverspreth&me pharmakologische Hemmung
der PARS unmittelbar in der Frihphase des ARDS bdePatienten mit beginnender gram-
negativer Sepsis kdnnte dagegen eine mdgliche pleeqation zur Reduktion der pulmonalen
Organdysfunktion darstellen. Allerdings sind hierlaeich weiterfihrende experimentelle
Studien Uber mdogliche Nebenwirkungen der systemiscRARS-Hemmung notwendig,
insbesondere da wahrend der generalisierten Enin@sdeaktion nicht nur von einer PARS-
Aktivierung in der Lunge, sondern auch in anderaga@systemen ausgegangen werden

Mmuss.

69



5. ZUSAMMENFASSUNG

5. ZUSAMMENFASSUNG

Wahrend einer generalisierten Entzindungsreaktiom,der Endotoxinamie, kommt es u.a.
zur Aktivierung der zellularen und humoralen Immuitweort. Findet diese Immunantwort in
der Lunge statt, kann daraus die Entwicklung eindgute respiratory distress syndrom®,
kurz ARDS, resultieren. Der Beitrag der neutrophil&ranulozyten zur Entstehung des
akuten Lungenschadens ist schon vielfach unterswoltien. Vermutete man in ihnen die
Zellen, die in der Lunge die initiale Entzindungdtioon auslosen, verdichten sich
inzwischen die Hinweise, dass diese Rolle auchTdeombozyten zukommt. Die aktivierten
Thrombozyten sezernieren Entzindungsmediatorengrrdagsich vermittelt Uber die
Adhasionsmolekiile P- und E-Selektin an die Gefa8eéwmizellen der pulmonalen
Mikrostrombahn und flhren zu einer Aktivierung vawrutrophilen Granulozyten und
GefaRendothelzellen. Daraus folgt die Freisetzuog weiteren Entziindungsmediatoren
sowie die gesteigerte Produktion von Radikalen. Aes Radikalen entsteht das weitaus
zytotoxischere Peroxynitrit, das durch die Induktimon DNA-Schaden die Aktivierung der
nukledren Poly-(ADP-Ribosyl)-Synthetase, kurz PARStursacht. Die PARS tragt unter
inflammatorischen Bedingungen vor allem Uber zweichBnismen zur Entwicklung von
Gewebeschaden bei: zum einen kommt es nach maddN@&rSchadigung zum PARS-
induzierten Verbrauch zellularer Energiereservem, letztendlich zum Untergang der Zellen
fuhren kann. Zum anderen bewirkt die PARS, UbeantEinfluss auf die Signaltransduktion,
eine gesteigerte Produktion von Adhasionsmolekiided inflammatorischer Mediatoren,
woraus eine weitere Rekrutierung von Entzindungszeind somit die Entstehung eines

circulus vitiosus resultiert.

In einem ersten Schritt sollte Uberprift werden, did Thrombozyten in der pulmonalen
Mikrostrombahn wahrend einer systemischen Entzigsheaktion sequestiert werden.
Hierzu wurden nach Induktion einer Endotoxindmia, vivo Untersuchungen an der
pulmonalen Mikrozirkulation von Weissen Neuseeldnd#&@ninchen mittels intravitaler

Fluoreszenzmikroskopie durchgefuhrt. Daraus restéin folgende wesentliche Ergebnisse:
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1. Die Thrombozytenfliessgeschwindigkeit als Zeicheimee Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion, war unter Endotoxindmie allen Abschnitten der

pulmonalen Mikrostrombahn signifikant reduziert.

2. Die Anzahl adhérenter Thrombozyten war unter Emxiotomie in den

Alveolarkapillaren und Venolen signifikant erhoht.

Zudem fuhrten wir zur quantitativen Beurteilung dethasionsmolekiile P- und E-Selektin
Westernblot-Analysen an nach Versuchsende gewonnaumenonalen Gewebeproben durch
und konnten eine deutliche bis signifikante Steiggr der Expression dieser

Adhasionsmolektile nach erfolgter Endotoxinamie naben.

Da die Makro- und Mikrohdmodynamik in allen Verssghuppen Uber den
Beobachtungszeitraum stabil blieb, kamen wir zu d&echlussfolgerung, dass die
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion unter Endatéxnie durch die gesteigerte
Expression der Adhasionsmolekille P- und E-Selekérvorgerufen wurde. Resultiert aus
dieser Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion die eifetzung von Radikalen, wie
Peroxynitrit, und konsekutiv auch die AktivierungrdPARS, kdonnte der Einfluss der PARS

auf die Genexpression zu einer weiteren ZunahmePvamd E-Selektin gefuihrt haben.

Um den Einfluss der PARS auf die Thrombozyten-Ehelzell-Interaktion in der pulmonalen
Mikrostrombahn unter Endotoxindmie naher zu unidien, wurde die PARS in einer
zweiten Versuchsreihe mit 3-Aminobenzamid geheniig.anschlielend mittels intravitaler

Fluoreszenzmikroskopie durchgefuhriarvivo Analysen zeigten folgende Ergebnisse:

1. Die  signifikant reduzierte =~ Thrombozytenfliessgestidigkeit  unter
Endotoxinamie war in allen Abschnitten der pulmemal Mikrostrombahn

aufgehoben und erreichte annédhernd die Werte detré&ll - Gruppe.

2. Die deutlich gesteigerte Anzahl adharenter Thromt®mez in den
Alveolarkapillaren und Venolen unter Endotoxinamiar ebenfalls aufgehoben

und erreichte annahernd die Werte der Kontrolluppe.

Analog zu diesen Ergebnissen zeigte die Westerflatyse nach pharmakologischer
Hemmung der PARS eine Reduktion der AdhasionsmtdeRd und E-Selektin. Zusatzlich
durchgefuihrte Westernblot-Analysen an PARS defteenMausen und ihren Wildtypen

wahrend induzierten Endotoxinamie konnten diesgeliiris bestatigen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde erstmaisvivo die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion
in der pulmonalen Mikrostrombahn wahrend einer eaysschen Entzindungsreaktion
untersucht. Wir konnten einen Zusammenhang zwisdeem veréanderten Fliessverhalten der
Thrombozyten und der Expression der Adhasionsmdédel®+ und E-Selektin wahrend
Endotoxinamie nachweisen. Zudem konnte die PAR®runflammatorischen Bedingungen
einen regulatorischen Einfluss auf die ExpressienAtihdsionsmolekile P- und E-Selektin
in der pulmonalen Mikrostrombahn haben und damite dschon vorhandene

Entziindungsreaktion, und folglich auch die Geweh&digung verstarken.
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6. ANHANG

6.1. Abklrzungsverzeichnis

[PLT]p
[PLT]r
3-AB
Aaly
ADP
ARDS
ATP
BE

cv

CVP

FITC
GDP
GTP
Hb
HCOy
HD

HF

Konzentration im Gefal3 frei abflieender Thromheny
totale Thrombozytengefal3konzentration
3-Aminobenzamid

Flache einer Alveole
Adenosindiphosphat

Acute respiratory distress syndrom
Adenosintriphosphat

Basenuberschuss

Variationskoeffizient

mittlerer zentralvendser Blutdruck
Gefalldurchmesser
Fluoresceinisothiocyanat
Guanosindiphosphat
Guanosintriphosphat
Hamoglobingehalt

Bicarbonat

AbfluBhamatokrit

Herzfrequenz
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Hk Hamatokrit

HO- Hydroxylradikal

Hr dynamischer Mikrohdmatokrit

INOS induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase
I GefalRlange

LPS Lipopolysaccharid

MAP mittlerer arterieller Blutdruck

n Anzahl

NAD?* Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid

NO Stickstoffmonoxid
NO: Stickstoffdioxidradikal
NpLT Thrombozytenflul
NRrec Erythrozytenfluf3

Oy Superoxidanion

ONOO Peroxynitrit
PAP pulmonalarterieller Blutdruck

PARS Poly-(ADP-Ribosyl)-Synthetase

pCO;, Kohlendioxidpartialdruck

Py diastolischer Blutdruck

PEEP Positive Endexpiratory Pressure
PF4 Platelet Faktor 4
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PLT Thrombozyten

PLTaq Anzahl adharenter Thrombozyten

Pm mittlerer Blutdruck
PO, Sauerstoffpartialdruck
Ps systolischer Blutdruck
Qo Blutvolumenfluf

R6G Rhodamin 6G

RBC Erythrozyten

Retp 1 retinierte Thrombozyten
S10 Abstand 10 aufeinanderfolgender Druckmaxima
SIRS systemic inflammatory response syndrom

STABW  Standardabweichung

Vb Blutfliessgeschwindigkeit

VpLT Thrombozytenfliessgeschwindigkeit
VRBC Erythrozytenfliessgeschwindigkeit
Vs Schreibergeschwindigkeit

WBC Leukozyten

Y Wandscherrate

o Varianz
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6.2. Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildung 1: Querschnitt durch das implantierte fiebdenster. Modifiziert nacKuhnle et

VI 4 ) RSO PRP 10
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