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6. Methoden

6.1. Gewinnung der Minilavage (BAL)

Die Minilavagen wurden vom trachetomierten Schweinen vor, 5 Minuten und 180
Minuten nach der Extrakorporalen Zirkulation blind gewonnen. Diese, durch mehre-
re Autoren etablierte Methode, ist mit der Lavage unter bronchoskopischer Sicht
gleichrangig. Beide Verfahren kommen in der Pneumoniediagnostik zum Einsatz
(PALMER et al. 1995, PAPAZIAN et al. 1995, PUGIN et al. 1991, ROUBY et al.
1989). Zur Lavagegewinnung wurde 20 ml 0,9 %iger Kochsalzlosung (37°C) in den
Bereich der Bronchi dexter oder trachealis instilliert und sofort wieder aspiriert. Zur
Weiterverarbeitung wurde die Bronchialfliissigkeit auf ein Endvolumen von 50 ml
verdiinnt und mittels Riittler homogenisiert. Die anschlieBende Filtration durch vier-
lagige Gaze diente der Entfernung der mukdsen Bestandteile. Zur Reinigung der
Zelllosung wurde nach 10 miniitiger Zentrifugation bei 400 Umdrehung pro Minute
und 4°C der BALF abgesaugt, das Zellpellet aufgeschiittelt und mit PBS erneut auf
50 ml verdiinnt. Nach wiederholtem Zentrifugieren und Einstellen des Uberstands
auf genau 2 ml wurde die Lavage fiir die Weiterverarbeitung bei minus 70°C einge-

froren.

6.2. Leukozytenzéhlung der BAL

Jeweils 38 ul Probe wurden mit 190 pl Isoton II-Losung in ein Plastikgefd3 pipettiert
und gut vermischt. Die Gesamtleukozytenzahl wurde mit Hilfe des Coulter Counter

gezihlt.
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6.3. Zymographie

Die aufgetauten und auf einem Vortexriittler gemischten Proben wurden 1:2 mit Gel-
ladungspuffer verdiinnt. Jeweils 40 pl der Probengemische wurden in die Geltaschen
des SDS-Polyacrylamid-Fertiggels mit Gelatine der Firma Biorad pipettiert. Zur bes-
seren Vergleichbarkeit lief als Kontrolle ein humaner Pleuraerguf3, der die Enzyme
MMP-2 und MMP-9 enthielt, mit.

Fiir eine optimale Auftrennung des Proteingemisches nach Grofe und elektrischer
Ladung erfolgte die Einsetzung des Gels in eine Elektrophoresekammer der Firma
Biorad. Mit einer Stromstirke von 40 mA bei 220 Volt wanderten die Proteine 180
Minuten zur positiven Elektrode. Um ein besseres Trennresultat zu erzielen, liefen
die Gele auf Eis. Ein blauer Farbmarker, der im Probenpuffer enthalten war, zeigte
den Stand der Elektrophorese an. Im Anschluss an die Elektrophorese wurde zur
Herstellung der katalytisch wirksamen Tertidrstruktur der Proteasen durch einstiindi-
ges Waschen in Triton X-100 (Octoxynol-9) das denaturierte SDS entfernt. An-
schlieBend inkubierten die renaturierten Gele bei einer Temperatur von 37°C fiir 19 h
im Enzymaktivierungspuffer im Brutschrank und wurden nach erfolgtem Gelatine-
verdau mit Coomassie-Blue-Losung (Biorad) komplett gefarbt. Zur Darstellung der
Banden der gelantiolytischen Enzymaktivitdt wurde das Gel mit einer Entfarberlo-
sung so lange behandelt, bis sich weille Balken mit einem deutlich blauen Hinter-
grund darstellten. Zur Konservierung wurden die Gele in 1 %iger Glycerollosung

fixiert und luftdicht zwischen zwei Zellulosefolien eingeschweil3t.
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Abb. 2: Zymographiegel mit MMP-2 und MMP-9

MMP-9
92 kDa

MMP-2
72 kDa
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6.4. ELISA (Enzyme linked Immunoassay)

Das Prinzip der ELISA beruht auf Sandwich Antigen-Antikorperreaktionen. Am
Boden der Mikrotiterplatte ist ein spezifischer polyklonaler Antikorper gegen das
jeweilige spezifische Phasenprotein befestigt, welches sich an die in den Proben be-
findlichen nachzuweisenden Akutphasenproteine bindet. Andere Substanzen miissen
in den sich nun anschlieBenden Waschschritt entfernt werden. Darauf bindet sich ein,
mit Biotin markierter, monoklonaler Antikorper gegen eine andere Determinante des
Akutphasenproteins. Zur Auswertung des Testes wird Streptavidin Peroxidase als
blauer Farbindikator hinzugefiigt. Um den Test zu standardisieren, wurde die Farbre-
aktion nach einer vorgegebenen Zeit mit Schwefelsdure gestoppt.

Fiir die genaue Messung der Cytokine mussten die Proben bei Zimmertemperatur
aufgetaut und dann mittels Riittler gut durchmischt werden. Die weitere Durchfiih-
rung der jeweiligen ELISA's fiir die verschiedenen Interleukine, TNF-a, IL-183, und
IL-8, erfolgte nach genauer Herstelleranweisung. Fiir jede Probe wurde eine
Doppelbestimmung  durchgefiihrt. Die  Proben  wurden mit  Standard
Verdiinnungspuffer 1:2 vorverdiinnt und mittels Riittler gut vermischt. Jeweils 100
ul Probengemisch wurden in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert und fiir
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit dem
zum Kit gehorigen Waschpuffer und Blotten der Mikrotiterplatte wurden 100 pl
Biotin hinzugegeben und fiir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur
stehengelassen. Nach einem weiteren dreimaligen Waschvorgang erfolgte die
Zugabe von Streptavidin Peroxidase. Nach einer erneuten Inkubation von 30
Minuten bei Raumtemperatur wurden 100 pl des Farbstoffes Tetramethylbenzidine
in jede Vertiefung pipettiert und flir weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur in
einem abgedunkelten Raum stehengelassen. Darauf erfolgte die Unterbrechung der
Farbreaktion mit 100 pl Stopplosung. Die Extinktionen wurden mit einer
Wellenldnge von 440 nm im letzten Arbeitschritt mittels dem Plattenlesegerit
Dynatech MR 5000 der Firma Guernsey, Channel Island Grof3 Britannien ermittelt.
Der Schwellenwert zur Bestimmung bei den gemessenen Parametern liegt fiir TNF-o

bei 6 pg/ml, fir IL-1 bei 15 pg/ml und fiir IL-8 bei 10 pg/ml.
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6.5. Proteinbestimmung in der BAL

Der Proteinnachweill beruhte auf den Brandford Protein-Assay. Als Standard wurde
Albumin verwendet. 20 ml Coomassie-Blue R-250 wurde in 80 ml Salzlosung gelost.
Von dieser Verdiinnung wurden 5 ml mit entweder 100 pl Standard oder mit 100 pl
Probe versetzt. Die optische Dichte des Gemisches wurde bei einer Wellenldnge von

575 nm mittels Spektrophotometer gemessen.

6.6. Leukozytenbestimmung im Blut

Das arterielle Blut wurde durch die Punktion des linken Atriums und das vendse Blut
via eines Zentralen Venenkatheters mittels Einstufenkatheter der Firma Josta gewon-
nen und in Blutrohrchen gesammelt. Die Quantifizierung der Leukozyten erfolgte
maschinell mittels eines Coulter Counters. Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf

dem elektrischen Widerstand, der von den Zellen ausgelost wird.

Zur Differenzierung der Leukozyten wurden Blutausstriche hergestellt und nach Pap-
penheim geférbt. Ein kleiner Blutstropfen wurde in 1 - 2 cm Entfernung vom Rand
der Schmalseite auf einen sauberen und fettfreien Objekttrager gebracht. Ein zweiter
Objekttrager wurde mit seiner Schmalkante so in einem Winkel von 45° an den
Tropfen heranbebracht, dass sich dieser auf der Unterseite des schriaggestellten
Glases entlang der Kante ausbreitete. Nun wurde der schrigstehende Objekttriger
iber den horizontalen Objekttrager geschoben und damit der Bluttropfen nachgezo-
gen. Die Ausstriche wurden luftgetrocknet und beschriftet. Nun wurden die Objekt-
trager auf eine Farbebank gelegt und mit konzentrierter May-Griinwald-Losung be-
deckt. Die Einwirkdauer betrug 5 Minuten. Im folgenden wurde die gleiche Menge
Aqua Dest auf den Objektriager pipettiert und wirkte fiir 1 — 2- Minuten ein. Im wei-
teren Schritt wurde der Objekttrager mit Aqua Dest abgespiilt. Nun wurde verdiinnte
Giemsa-Losung (1:20 verdiinnt) fiir 20 Minuten auf den Objekttrager verbracht.
Nach scharfem Abspiilen mit Aqua Dest und Entfernen von Farbniederschlidgen
trocknete der Objekttriger auf der Kante stehend an der Luft. Die Zelldifferenzierung
erfolgte mittels Mikroskop.
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6.7. Trocken- Feuchtgewicht der Lunge

Reprisentative Gewebsproben wurden aus beiden Lungenfliigeln gewonnen und von
fremdem Gewebe, das nicht zum Lungenparenchym gehort gesdubert und das Ge-
wicht des feuchten Lungengewebes mit einer Haushaltswaage gemessen.

Um das Trockengewicht der Gewebestiicke zu erhalten mussten die Proben gefrier-
getrocknet werden. Nach dem Trockenvorgang wurde das Gewebe wieder gewogen.
Der Prozentsatz des Gewebewassers der Lunge wurde nach folgender Formel kalku-

liert:

Feuchtgewicht — Trockengewicht <100

Wassergehalt[%] = Feuchtgewicht

6.8. Pulmonale Funktionsparameter

Wihrend bestimmter MeBzeitpunkte wurden folgende Beatmungsparameter aufge-
zeichnet: Beatmungsspitzendruck, Beatmungsplateaudruck, Beatmungsmitteldruck,
Tidalvolumen, Atemfrequenz, statische Compliance der Lunge, Atemzeitvolumen,
PEEP, die arterielle Sauerstoffsittigung, der arterielle Sauerstoffpartialdruck (pO,)
und der arterielle Kohlendioxiddruck (pCO,).

6.9. Oxygenierungsindices

Unterschiedliche Oxygenierungsindices wurden bestimmt, um funktionelle Verdnde-
rungen des pulmonalen Gasaustausches verifizieren zu konnen. Vor Ermittlung die-
ser Parameter wurde die kontrollierte Beatmung mit einer inspiratorischen Sauer-
stoffkonzentration von 100 % (FIO, = 1,0) iiber einen Zeitraum von 15 Minuten
durchgefiihrt. Zur Bestimmung der unterschiedlichen Indices wurden arterielles Blut
aus dem Aortenkatheter und gemischtvendses Blut aus dem Pulmonaliskatheter ge-

wonnen.
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Errechnung der Indices:

Die Alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz (AaDO,):

Die Alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz ist die Differenz zwischen
Sauerstoffpartialdruck in der Alveolarluft und im arteriellen Blut und ergibt sich aus
folgender Formel:

AaD02 = PA02 - Pao2.

Der alveolare Sauerstoffpartialdruck (PoO;) berechnet sich durch die Alveolargas-

gleichung:

P,0,=PO, - P,}ng + (PACOz x F10, — (1 ;;QD

Die Gleichung sagt aus, dass der alveolare Sauerstoffpartialdruck die Differenz aus
inspiratorischem Sauerstoffpartialdruck (P;O;) und alveoldrem Kohlendioxidpartial-
druck (PACO,) ist.

Die Anwendung dieser Gleichung zur Berechnung des alveolaren Sauerstoffpartial-
druck setzt voraus, dass kein Kohlendioxid der Inspirationsluft beigefiigt ist. Folglich
muss die inspiratorische Sauerstoffkonzentration 100 % betragen. Eine anschlieBen-
de Auswaschzeit fiir N, von mindestens 15 Minuten muss ebenfalls gewihrleistet

sein.

Unter der Voraussetzung, dass der veno-arterielle Shunt als < 20 % angenommen
wird, darf PACO, = P,CO, gesetzt werden. Der respiratorische Quotient wurde unter
den Bedingungen einer ausgeglichenen Eiweill/Kohlenhydrat/Fett-Didt mit 0,8 ange-

nommen.

Der inspiratorische Sauerstoffpartialdruck ist eine Grofle, die sich aus inspiratori-
scher Sauerstoffkonzentration (FiO,), atmosphérischen Druck (Pasmosphire) Und dem

Partialdruck von Wasserdampf (Py,0) durch folgende Formel errechnet:
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PIOZ = F102 X (PAtmosphéire = PHzO)-

Der atmosphérische Druck wird unter Standardbedingungen mit 760 mmHg, und der
Partialdruck von Wasserdampf bei einer Korpertemperatur von 37°C mit 47 mmHg
angenommen.

Unter diesen Bedingungen ergibt sich zur Berechnung der alveolo-arteriellen Sauer-

stoffpartialdruckdifferenz folgende Gleichung:

P.CO,

AaDO, = (714 - +(P,CO, — o,zs)j -P,O,

b

6.10.  Veno-arterielle Shunt (Qy/Qr)

Zur Berechnung des veno-arteriellen Shunts wurden folgende Parameter bestimmt:
der Sauerstoffgehalt des arteriellen Blutes (Ca0O,), der endpulmonalkapilldre Sauer-
stoffgehalt (CcO,), der gemischtvendse Sauerstoffgehalt des Blutes (CvO,) sowie die
Alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz (AaDQO5).

Der Sauerstoffgehalt des arteriellen Blutes (CaO;) spiegelt das Verhéltnis von arte-
riellem Sauerstoffpartialdruck (P,0,), arterieller Sauerstoffsittigung (S,0;) und Ha-

moglobinkonzentration (Hb) wieder und errechnet sich aus der Gleichung:
Ca0, =P,0,x 0,0031 + (Hb x 1,39 x S,0,).

Der gemischtvendse Sauerstoffgehalt des Blutes (CvO,) ist eine Funktion aus ge-
mischtvendsem Sauerstoffpartialdruck (PvO,), gemischtvenoser Sauerstoffsittigung
(SvO,) sowie Himoglobinkonzentration (Hb) und wurde mit folgender Standardfor-

mel errechnet:
CvO, =Pv0O;,x 0,0031 + (Hb x 1,39 x SvOy,).
Der endpulmonalkapilldre Sauerstoffgehalt (CcO,) als Funktion des alveoldren Sau-

erstoffpartialdrucks (PoO;) und der Hadmoglobinkonzentration (Hb) wurde mittels
folgender Gleichung ermittelt:
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CcO, =P,0,x0,0031 + (Hb x 1,39).

In Abhidngigkeit vom P,O, wurden zwei unterschiedliche Formeln zur Berechnung

des veno-arteriellen Shunts herangezogen:
bei einem P,0, > 150 mmHg wurde folgende Formel zugrunde gelegt:

AaDO,x0,0031
AaDO,x0,0031 +(Ca0, — CvO,)

Qy/Q; =

bei einem P,0, < 150 mmHg wurde folgende Gleichung genutzt:

CcO, - Ca0,

/O.. =
Qs/Qs CcO, -CvO,

6.11.  Bestimmung der Leukozytensequestration

Die Gesamtleukozytenzahlen der Blutproben aus dem linken und dem rechten Herz-
vorhofen wurden mit einem Coulter Counter bestimmt. Anschlieend wurde die Ge-
samtleukozytenzahl des linken Vorhofs von der Gesamtleukozytenzahl des rechten
Vorhofes subtrahiert. Die Differenz weist auf den Verlust der Leukozyten im peri-

pheren Blut hin und stellt so eine Grofe fiir die Lungensequestration dar.

6.12.  Statistische Auswertung

Die Werte wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben, soweit nicht
anders erwéhnt. Die Signifikanzpriifung flir gepaarte, nicht parametrische Stichpro-
ben wurde mittels Friedmantest bestimmt. Die Priifung auf Normalverteilung wurde
mittels Kolmogorov-Smirnov-Test durchgefiihrt. Die Korrelationen wurden mit der
Rangkorrelation nach Spearman errechnet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von
<5 % (p < 0,05) wurde statistisch als signifikant angesehen. Die Berechnung erfolg-

te mit dem Programm SPSS Version 8 der Firma SPSS, Chicago Illinois, USA.
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