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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Die Aldehyde Pentanal und Hexanal sind potentielle Biomarker, die in der Ausatemluft auf
pulmonale Pathologien wie Lungenkarzinome und beatmungsinduzierte Lungenschadigungen
hinweisen kénnen. Beide sind Produkte der Lipidperoxidation — dementsprechend kénnte ihre
Konzentration durch eine hohe inspiratorische Sauerstofffraktion beeinflusst werden. Dieser
Einfluss wurde bisher nicht untersucht, ist aber entscheidend, um die nachgewiesenen
Konzentrationen dieser potentiellen Biomarker interpretieren zu kénnen.

Darlber hinaus koénnten hohe inspiratorische Sauerstofffraktionen eine systemische
Inflammation induzieren. Die bisherige Datenlage zeichnet diesbezlglich kein einheitliches
Bild.

Wir fihrten bei 30 Sprague Dawley Ratten eine Allgemeinanasthesie durch und beatmeten
diese mechanisch Uber zwolf Stunden — jeweils zehn Tiere wurden mit einer inspiratorischen
Sauerstofffraktion von 30%, 60% oder 93% beatmet. Wir analysierten die Ausatemluft mittels
lonenmobilitatsspektrometrie und bestimmten die Konzentrationen von Pentanal und Hexanal.
Daruber hinaus maflen wir die Interleukinkonzentrationen im Serum nach einer und zwolf

Stunden mechanischer Beatmung.

Die Abatmung von Pentanal unterschied sich nicht zwischen den drei Gruppen. Uber die
Untersuchungsperiode stieg es aber um 0,4 (95%KI: 0,3; 0,5) ppb pro Stunde an. Die
Konzentration verdoppelte sich nahezu im Zeitraum von zwdlf Stunden.

Die Konzentration von Hexanal in der Ausatemluft war in der Gruppe mit einer inspiratorischen
Sauerstofffraktion von 93% leicht hoher als bei 30%. Der Unterschied lag bei 0,09 (95%KI:
0,002; 0,172) ppb.

Die Serumkonzentration von Interleukin 6 und Interleukin 10 stieg in allen Gruppen Uber den
Untersuchungszeitraum an. Bei Interleukin 6 konnte kein Unterschied zwischen den
verschiedenen inspiratorischen Sauerstofffraktionen nachgewiesen werden. Interleukin 10

hatte bei 60% und 93% Sauerstoff eine hohere Konzentration als bei 30%.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine mechanische Beatmung mit hohen
inspiratorischen Sauerstofffraktionen eine Lipidperoxidation in der Lunge und eine
systemische Inflammation induzieren. Die Abatmung von Pentanal und Hexanal unterscheidet
sich in dem Sinne, dass Pentanal durch mechanische Beatmung erhéht wird, die

Konzentration von Hexanal aber auch durch hohe Sauerstoffkonzentrationen steigt. Pentanal
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als potentieller Biomarker kann somit unabhangig von der inspiratorischen Sauerstofffraktion

interpretiert werden.



Zusammenfassung 3

1.2 Summary

The aldehydes pentanal and hexanal are potential biomarkers of pulmonary pathologies such
as lung cancer and ventilator-induced lung injury that can be detected in exhaled air. Both are
products of lipid peroxidation — accordingly, their concentration could be influenced by a high
inspiratory oxygen fraction. This influence has not yet been investigated, but is crucial for
interpreting the detected concentrations of these potential biomarkers.

In addition, high inspiratory oxygen fractions could induce systemic inflammation. The data

available to date is not consistent in this regard.

We performed general anesthesia in 30 Sprague Dawley rats and mechanically ventilated
them for twelve hours — ten animals each with an inspiratory oxygen fraction of 30%, 60% or
93%. We analyzed the exhaled air by ion mobility spectrometry and determined the
concentrations of pentanal and hexanal. In addition, we measured the interleukin

concentrations in serum after one and twelve hours of mechanical ventilation.

The exhalation of pentanal did not differ between the three groups. However, it increased by
0.4 (95%CI: 0.3; 0.5) ppb per hour over the study period. The concentration almost doubled
over the twelve-hour period.

The concentration of hexanal in exhaled air was slightly higher in the group with an inspiratory
oxygen fraction of 93% than at 30%. The difference was 0.09 (95%CI: 0.002; 0.172) ppb.
The serum concentration of interleukin 6 and interleukin 10 increased in all groups over the
study period. For interleukin 6, no difference could be detected between the different
inspiratory oxygen fractions. Interleukin 10 had a higher concentration at 60% and 93% oxygen
than at 30%.

The results indicate that mechanical ventilation with high inspiratory oxygen fractions induce
pulmonary lipid peroxidation and systemic inflammation. The exhalation of pentanal and
hexanal differs in the sense that pentanal is increased by mechanical ventilation, but the
concentration of hexanal also increases by high oxygen concentrations. Pentanal as a
potential biomarker can therefore be interpreted independently of the inspiratory oxygen

fraction.
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2 Einleitung

2.1 Toxizitat von Sauerstoff

Die Atmosphare und Ozeane der jungen Erde waren charakterisiert durch niedrige
Sauerstoffpartialdriicke [70]. Vor circa 2,3-2,5 Milliarden Jahren kam es zu einem rasanten
Anstieg der Sauerstoffkonzentrationen [70,93]. Dies war flr viele der anaeroben Lebewesen
letal und fihrte zu einem der grofiten Massensterben der Erdgeschichte [93]. Im Deutschen
wird dieses Ereignis ,Die groRe Sauerstoffkatastrophe® genannt. Seither hat sich eine Vielzahl
aerober Lebewesen entwickelt [93]. Aber auch flr diese scheint Sauerstoff nicht immer
ndtzlich, sondern bisweilen sogar schadlich zu sein.

Barber et al. untersuchten 1970 in einer prospektiven Studie den Einfluss der inspiratorischen
Sauerstofffraktion (FiO2) auf die Lungenfunktion [6]. Dazu beatmeten sie Patienten mit einer
irreversiblen Hirnschadigung entweder mit 100% Sauerstoff oder einer FiO2 von 21%.
Innerhalb von Tagen kam es zu einer signifikant groReren Einschrankung der Lungenfunktion
bei den Patienten, die mit einer FiO> von 100% beatmet wurden.

Die AVOID Studie zeigte, dass eine routinemalige Sauerstoffgabe bei Patienten mit ST-
Hebungsmyokardinfarkt (STEMI) und Normoxamie nicht nur keinen Benefit mit sich bringt,
sondern mdoglicherweise die Myokardschadigung sogar vergroflern kann [79]. 2017 anderte
die European Society of Cardiology (ESC) in der Leitlinie zur Behandlung des akuten STEMI
ihre Empfehlungen zur Sauerstoffgabe dahingehend, dass sie nur noch bei hypoxamischen
Patienten mit einer Sauerstoffsattigung kleiner 90% indiziert ist [43]. Auch in der aktuellen
Leitlinie der ESC zum Management des akuten Koronarsyndroms (ACS) aus 2023 wird an
diesem Grenzwert festgehalten [13].

Die wesentlichen Mechanismen, auf denen die Toxizitat von Sauerstoff beruht, soll im

Folgenden erlautert werden.

2.1.1 Oxidativer Stress

Wird molekularer Sauerstoff reduziert, entsteht das Hyperoxidanion (O2;™) [11], das in der
englischsprachigen Literatur haufig als ,superoxide radical“ bezeichnet wird. Dieses Radikal
zahlt zu den reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). ROS sind hochreaktive Moleklile, die Lipide,
Proteine und Desoxyribonukleinsaure (DNA) schadigen kénnen [21]. Das Hyperoxidanion ist
oft an der Entstehung anderer ROS beteiligt, sodass es zu Kettenreaktionen kommen kann.
Selbst unter niedrigen Sauerstoffkonzentrationen kénnen diese Radikale entstehen — teilweise
sind sie an physiologischen Prozessen beteiligt [21]. Um sich vor der potentiell schadigenden
Wirkung der Radikale zu schiitzen, gibt es verschiedene antioxidative Mechanismen — zum

Beispiel Uber Glutathion [21]. Gluthation ist ein Tripeptid aus Glutamat, Cystein und Glycin,
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das durch die Thiolgruppe des Cysteins in der Lage ist, Sauerstoffradikale zu reduzieren —
sowohl enzymunabhangig, als auch Uber Reaktionen mit Gluthationperoxidasen [21,66].
Oxidativer Stress ist ubiquitdr. Kommt es jedoch zu einem Missverhaltnis zwischen
entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies und antioxidativen Mechanismen, entstehen

Schaden an Zellstrukturen wie DNA oder Zellmembran [37,91].

2.1.2 Hyperoxische Vasokonstriktion

Kety et al. beschrieben schon 1948 bei jungen, gesunden, spontanatmenden Probanden eine
Abnahme des mittleren cerebralen Blutflusses um 13% unter einer inspiratorischen
Sauerstofffraktion (FiO2)von 85-100% [50]. In einer kleinen Studie von Gao et al. fuhrte eine
Hyperoxamie bei gesunden Erwachsenen unter anderem zu einem Anstieg des koronaren
Widerstands um mehr als 30% [30]. Dieser Effekt war nicht mehr nachweisbar, nachdem
Vitamin C — ein potentes Antioxidans — infundiert wurde [30]. Smit et al. fihrten eine
Metaanalyse durch, um die hAmodynamischen Effekte einer akuten Hyperoxie zu untersuchen
[78]. Bei Gesunden stieg der systemische Gefallwiderstand um circa 12%, bei Herzinsuffizienz
um circa 24%. Lediglich im Rahmen einer Sepsis konnte kein signifikanter Effekt gezeigt
werden.

Hyperoxamie kann also eine Vasokonstriktion von Arteriolen bewirken, insbesondere im
koronaren Gefallbett und in den hirnversorgenden Gefalen [44]. Dies konnte ein
physiologischer Prozess sein, der dazu dient, Gewebe vor reaktiven Sauerstoffspezies zu
schitzen [44]. Die exakten zugrundeliegenden Mechanismen sind aktuell noch unklar — ex
vivo Untersuchungen an isolierten Arteriolen konnten unter anderem enzymatische Wege
zeigen [44].

Der Nachweis der hyperoxischen Vasokonstriktion flihrte zu der Hypothese, dass eine
Hyperoxamie zu einer paradoxen Gewebshypoxie fihren kénnte. Diese Hypothese wird
allerdings von den bisherigen Daten nicht unterstitzt. Untersuchungen an Schweinen zeigten
einen zur FO, proportionalen Anstieg des cerebralen und myokardialen
Gewebesauerstoffpartialdrucks [68,86]. Kemming et al. fihrten — ebenfalls bei Schweinen —
eine Hamodilution durch, bis Ischamiezeichen im Elektrokardiogramm (EKG) nachweisbar
waren [49]. AnschlielRend wurden die Tiere mit einer hohen FiO; beatmet. In Folge dessen
konnte ein verminderter myokardialer Blutfluss im Rahmen einer Vasokonstriktion und eines
konsekutiv erhdhten koronaren Gefallwiderstands nachgewiesen werden. Dennoch konnte
unter dieser Beatmung eine erhaltene myokardiale Sauerstoffversorgung nachgewiesen
werden, und die EKG-Veranderungen waren regredient [49].

Beim Menschen wurde ein GroRteil der vorliegenden Daten an wachen Individuen gewonnen
[91]. Daher lassen sich diese nicht einfach auf eine Allgemeinanasthesie Ubertragen —

insbesondere, weil die hamodynamischen Effekte der eingesetzten Pharmaka bertcksichtigt
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werden mussen [91]. Somit bleiben die Effekte der hyperoxischen Vasokonstriktion unter dem

Einfluss einer Allgemeinanasthesie unklar.

2.1.3 Resorptionsatelektasen

Der Mechanismus der Entstehung von Resorptionsatelektasen beruht darauf, dass weniger
Gas durch Ventilation in die Alveolen gelangt, als in der gleichen Zeiteinheit von den Alveolen
ins Blut diffundiert [46]. Dies kann beispielsweise verursacht werden, indem ein Bereich der
Atemwege komplett okkludiert wird. Das Gas in den Alveolen hinter der Okklusion wird weiter
resorbiert bis es schliellich zum Kollaps kommt [46]. Insbesondere durch eine hohe FO;
kénnen Resorptionsatelektasen entstehen. Diese fihrt zu einer Auswaschung von Stickstoff —
einer Denitrogenisierung — und einer Anreicherung von Sauerstoff in den Lungen [29].
Letzterer wird resorbiert, was wiederum die Ausbildung von Atelektasen beglinstigt [39].

Das ist einerseits relevant, weil dadurch bei mechanischer Beatmung das Risiko eines
Atelekttraumas erhdht werden konnte [39]. Andererseits kdnnen Atelektasen zu einem
pulmonalen Shunt fuhren [72]. Edmark et al. konnten bei gesunden Frauen mittels
computertomographischer Bildgebung zeigen, dass bei einer FiO2 von 80% bei Einleitung
einer Allgemeinanasthesie deutlich weniger Atelektasen entstehen als bei einer FiO2 von 100%
[18]. Die Zeit bis zur Desaturierung bei Apnoe auf eine Blutsauerstoffsattigung von unter 90%

war dabei aber auch signifikant kirzer [18].

2.1.4 Lipidperoxidation

Grundsatzlich beschreibt die Lipidperoxidation einen Prozess, bei dem es zu Reaktionen
zwischen Lipiden, die mindestens eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung enthalten, und
Radikalen — wie beispielsweise reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) — kommt [5]. Die
Lipidperoxidation kann in drei Phasen unterteilt werden: Die Initiations-, die Propagations- und
die Terminationsphase [5]. In Abbildung 1 sind die primaren Reaktionen schematisch

dargestellt.
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Abbildung 1: Der Prozess der Lipidperoxidation. (aus [5])

In der Initiationsphase entsteht durch die Reaktion zwischen einem Radikal und der
ungesattigten Fettsaure ein Fettsdureradikal (Schritt 1). Letzteres reagiert in der
Propagationsphase mit molekularem Sauerstoff. Dabei entsteht ein Lipidperoxylradikal (Schritt
2). Dieses reagiert wiederum mit einem anderen ungesattigten Lipid, wodurch ein
Fettsaureradikal und ein Lipidhydroperoxid entstehen (Schritt 3). Aus Schritt 2 und Schritt 3
kann es zu einer Kettenreaktion kommen. Diese Kettenreaktion kann in der
Terminationsphase durchbrochen werden, indem Antioxidantien mit dem Lipidperoxylradikal
reagieren [5].

Die primaren Produkte der Lipidperoxidation kdnnen verschiedenste Schadigungen
verursachen. Beispielsweise werden Veranderungen an DNA und Proteinen beschrieben, die
in der Genese von Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und Karzinomen diskutiert werden
[98].

Uber weitere — sowohl enzymatische als auch nicht-enzymatische — Reaktionen kdnnen
sekundare Oxidationsprodukte entstehen. Dazu gehoéren beispielsweise die Aldehyde
Pentanal und Hexanal [5,71,97].

Eine mechanische Beatmung kann eine Lipidperoxidation induzieren [80]. Durch unsere

Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass durch ein sogenanntes Volutrauma — ein
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Uberdehnen der Lunge durch tberhéhte Atemhubvolumina — die Abatmung von Pentanal in

der Ausatemluft ansteigt [60].

2.1.5 Hyperoxie-induzierte Lungenschadigung

Die Hyperoxie-induzierte Lungenschadigung (Hyperoxic Acute Lung Injury — HALI) beschreibt
die lungenspezifischen toxischen Effekte von Sauerstoff [48]. Schon im 18. und 19.
Jahrhundert wurden tierexperimentelle Daten gewonnen, die zeigten, dass eine hohe FiO, von
80 bis 100% zum Tod fuhren kann. Untersuchungen der Kadaver gaben Hinweise auf
inflammatorische Prozesse [48]. 1971 veroffentlichten Clark et al. ein Review mit tber 50
Studien [15]. Insgesamt waren Uber 1000 Tiere aus neun Spezies enthalten, die bis zum
Eintritt des Todes eine FiO2 von 90-100% inspirierten. Die Tiere starben in der Regel an
respiratorischer Insuffizienz nach drei bis sechs Tagen.

Die bisher bekannten Mechanismen des Zellschadens sind komplex und basieren auf direkter
Schadigung von Zellstrukturen, sowie der Einleitung von Apoptose und Nekrose [48]. Sie
sollen im Folgenden naher erlautert werden.

Grundlage aller Mechanismen sind reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Zunachst kommt es zu
einer Schadigung des kapillaren Endothels, im weiteren Verlauf werden alveoldre Zellen
geschadigt. Grob lassen sich die Prozesse in eine initiale und eine sekundare Zunahme der
ROS einteilen.

Abbildung 2 zeigt schematisch die initialen Mechanismen am Endothel der Lungenkapillaren.
Die Menge der ROS, die durch die im Folgenden beschriebenen Prozesse entstehen, ist
proportional zum Sauerstoffpartialdruck (Abb. 2, Punkt 1). Die Nicotinamidadenindinukleotid-
phosphatoxidase (NADPH-Oxidase; NOX) reduziert molekularen Sauerstoff zum
Hyperoxidanion (Abb. 2, Punkt 2). Entstehende ROS schadigen die Zellmembran durch
Lipidperoxidation. Dadurch werden wiederum neue ROS gebildet (Abb. 2, Punkt 3). Mit
steigendem intrazellularen Sauerstoffpartialdruck werden in den Mitochondrien vermehrt ROS
produziert (Abb. 2, Punkt 4). SchlieRlich kommt es zu einem Missverhaltnis zwischen ROS-
Produktion und den antioxidativen Mechanismen. Endothel ist reich an Stickstoffmonoxid
(NO). Aus diesem kdnnen in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff und Hyperoxidanionen
Stickstoffdioxid (NO2) und das Peroxynitritanion (ONOO") entstehen — beides reaktive
Sauerstoff-/Stickstoffspezies. Mit Kohlenstoffdioxid (CO.) bildet das Peroxynitritanion
zusatzliches NO; (Abb. 2, Punkt 5) [48].
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Abbildung 2: Initiale Zunahme der reaktiven Sauerstoffspezies bei Hyperoxie in
Endothelzellen der Lungenkapillaren. (aus [48])

Abbildung 3 stellt die Mechanismen der sekundaren Zunahme der ROS dar. Durch die
Lipidperoxidation kommt es zum Verlust der Integritat der Zellmembran (Abb. 3, Punkt 1). Dies
triggert die Einleitung der Apoptose (Abb. 3, Punkt A-2). Auch die mitochondriale Membran
wird von ROS geschadigt (Abb. 3, Punkt 2). Schlielich gelangt Cytochrom c ins Zytoplasma,
was ebenfalls zur Apoptose fiihrt (Abb. 3, Punkt A-1). Auch der Zellkern und die DNA werden
von ROS angegriffen (Abb. 3, Punkt 4). Aufgrund des zunehmenden Zellschadens werden
vermehrt proinflammatorische Zytokine freigesetzt (Abb. 3, Punkt 5). Dies fuhrt dazu, dass
Thrombozyten und Immunzellen aktiviert werden, was wiederum zu einer vermehrten
Freisetzung von ROS fiihrt (Abb. 3, Punkt 6). Die schadigenden Prozesse aus Punkt 1, 2 und
4 kénnen in Nekrose munden [48].
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Abbildung 3: Sekundare Zunahme der reaktiven Sauerstoffspezies bei Hyperoxie und
Einleitung des Zelltods. (aus [48])

Basierend auf den bisherigen Daten ist davon auszugehen, dass der Schweregrad der durch
Hyperoxie-induzierten Lungenschadigung sehr vom Sauerstoffpartialdruck und der Dauer der
Exposition abhangt [48]. Daruber hinaus ergibt sich aus tierexperimentellen Daten der
Hinweis, dass auch eine genetische Komponente eine Rolle spielt [48]. Aktuell scheint das
Risiko einer HALI bei einer FiO2 unter 60% beim Menschen niedrig zu sein, solange keine

hochinvasive mechanische Beatmung notwendig ist [48].

2.1.6 Systemische Inflammation

Dass im Rahmen des Zellschadens bei durch Hyperoxie-induzierter Lungenschadigung
vermehrt proinflammatorische Zytokine freigesetzt werden, lasst vermuten, dass durch
Hyperoxie eine systemische Inflammation ausgeldst werden kénnte. Bezlglich des
Zusammenhangs von Hyperoxie und systemischer Inflammation zeichnen die zur Verfiigung
stehenden Daten kein einheitliches Bild. In einer 2017 verdffentlichten Studie wurden unter
anderem Interleukin 6 (IL-6) und Interleukin 10 (IL-10) in der bronchoalveolaren Lavage bei
Mausen bestimmt, die zuvor Uber zwolf Stunden mit unterschiedlichen
Sauerstoffkonzentrationen beatmet wurden [37]. IL-10 war bei den Tieren, die mit einer FiO,
von 90% beatmet wurden, im Vergleich zu denen mit einer FiO2 von 30% oder 50% erhoht. IL-

6 verhielt sich gegensatzlich und zeigte eine abnehmende Tendenz [37]. Andere
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Untersuchungen konnten keinen Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf die Expression von
IL-10 messenger-Ribonukleinsdure (MRNA) in Lungen von Mausen nachweisen [45,76].
Bhandari et al. zeigten eine zunehmende IL-6 mRNA in Lungengewebe nach 48 Stunden
Hyperoxie [10]. Kotani et al. verglichen die Genexpression von Zytokinen in
Alveolarmakrophagen bei Menschen, die intraoperativ entweder mit einer FiO2 von 30% oder
von 100% beatmet wurden [52]. Die Genexpression von mehreren Zytokinen — unter anderem
von IL-6 — war bei hoher Sauerstoffkonzentration erhéht. IL-10 wurde in dieser Studie nicht
untersucht [52]. Die Autoren werteten dies als Ausdruck einer lokalen Inflammation. Es gilt
also als wahrscheinlich, dass die Exposition gegenuber hohen inspiratorischen
Sauerstoffkonzentrationen in der Lunge vor allem zu einer loko-regionalen jedoch auch zu

einer systemischen Inflammation fihrt.

2.2 Inspiratorische Sauerstoffkonzentration bei intraoperativer

mechanischer Beatmung

Wahrend die in Kapitel 2.1 beschriebenen Mechanismen bei Langzeitbeatmungen sicher eine
Rolle spielen, wird deren schadlicher Effekt bei kurzzeitiger mechanischer Beatmung
kontrovers diskutiert [91]. Vor allem vor dem Hintergrund, dass durchaus auch nitzliche
Effekte einer hohen perioperativen FiO2 beschrieben werden.

Fir eine hohe FiO2 wird zum Beispiel damit argumentiert, dass sich dadurch das Risiko flr
Wundinfektionen im Operationsbereich reduzieren lasst [31,41,91]. Erklart wird der Effekt
damit, dass das Gewebe von Operationswunden schlecht oxygeniert ist, und dem mit einer
hohen FiO. entgegengewirkt werden kann [91]. Dieser Effekt konnte jedoch in Metaanalysen
und groéfleren klinischen Studien nicht bestatigt werden [22,23,58,75,83,90].

Auch im Rahmen der Prophylaxe von postoperativer Ubelkeit und Erbrechen (PONV) konnten
positive Effekte einer hoher gewahlten FO. gezeigt werden — insbesondere bei der
Verwendung von volatilen Anasthetika [41].

Nicht zuletzt spielt die FiO- eine Rolle in Hochrisikosituationen, wie zum Beispiel der Ein- und
Ausleitung einer Allgemeinanasthesie. Bei der Praoxygenierung vor Narkoseeinleitung wird
eine FiO2 von 100% empfohlen [65]. Dadurch soll in Situationen, in denen weder eine
Beatmung noch eine Intubation gelingt (,cannot ventilate / cannot intubate®), die Zeit bis zur
Desaturierung verlangert werden. Bei gesunden Erwachsenen konnte nach Praoxygenierung
gezeigt werden, dass bei Apnoe bis zu acht Minuten vergehen, bis die Sauerstoffsattigung des
Hamoglobins auf 90% sinkt [8].

Um den oben genannten Nutzen gegenlber dem Schaden durch eine mdgliche Hyperoxie-
induzierte Lungenschadigung zu bewerten, ist der Effekt verschiedener FO, auf oxidativen

Stress im Bereich der Lunge und auf eine systemische Inflammation von groltem Interesse.
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2.3 Ausatemluftanalytik mittels lonenmobilitatsspektrometrie

2.3.1 Geschichte und Entwicklung

Die lonenmobilitatsspektrometrie (IMS) als physikalisch-chemisches Analysegerat wurde von
dem franzésischen Physiker Paul Langevin Anfang des 20. Jahrhunderts entwickelt.
Eingefiihrt wurde es in den 1970er Jahren unter der Bezeichnung ,Plasma-Chromatograph®.
Sie wird verwendet, um gasférmige Proben zu analysieren, und sie ist dazu in der Lage,
gleichzeitig Analyte unterschiedlicher Substanzklassen zu detektieren. Die Nachweisgrenzen
liegen im unteren ppb.- bis ppt,-Bereich (ppb = parts per billion; ppt = parts per ftrillion; v =
bezogen auf das Volumen) und sind damit sehr niedrig. Die Analysezeiten liegen dabei
zwischen einer und 15 Minuten [7].

Die IMS wurde verwendet, um in der direkten Umgebungsluft gasférmige Kampfstoffe zu
detektieren [38]. Spater wurde die Methode eingesetzt, um Rauschmittel und Sprengstoffe
nachzuweisen, die Raumluftqualitdt zu Uberwachen und Prozesse in der industriellen
Fertigung zu kontrollieren [12]. Die Technik hielt auch Einzug in die Medizin — dies wird naher

im Kapitel 2.3.3 erlautert.

2.3.2 Funktionsprinzip

Der zu untersuchende Analyt wird zundchst ionisiert — zum Beispiel mit einer
Betastrahlenquelle. Die ionisierten Analyte werden dann mit Hilfe eines elektrischen Feldes
durch die sogenannte Driftrohre geleitet. In dieser R6hre wird in entgegengesetzter Richtung
ein standardisierter Luftstrom erzeugt. Die jeweilige Flugdauer bis zu einer Faradayplatte am
Ende der Diriftréhre ist fur verschiedene Analytionen charakteristisch. Die Konzentration des
entsprechenden Analyts wird durch die Anzahl der lonen, die gleichzeitig an der Faradayplatte
eintreffen, ermittelt. Zur Auswertung ist eine vorherige Kalibration notwendig [7,87]. Abbildung

4 zeigt den schematischen Aufbau eines lonenmobilitdtsspektrometers.

lonenmobilitatsspektrometer

4 “

Zufuhr » lonisation » Separation - Detektion

\Betastrahlenquelle Driftréhre Faradayplatte )

Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines lonenmobilitdtsspektrometers nach [17].

Kombiniert man die IMS zusatzlich mit einer Multikapillarsaule (MCC-IMS), erhéht man

einerseits die Spezifitat der Analyse durch ein zweites Messverfahren. Andererseits kénnen
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auch Gasproben mit einer hohen Feuchtigkeit analysiert werden. Die MCC-IMS eignet sich

daher besonders, um Ausatemluftproben zu vermessen.

2.3.3 Medizinische Anwendung

Die lonenmobilitatsspektrometrie findet insbesondere im Rahmen der Analyse von
Ausatemluftproben Anwendung. Da die Gerate kompakt und dadurch transportabel sind, sind
auch Analysen am Patientenbett méglich [82]. Zudem ist das Verfahren nicht invasiv und kann
ohne Probenvorbereitung sofort Messungen durchfuhren.

Medikamente in der Ausatemluft nachzuweisen und zu messen, kann ermdglichen,
Ruckschlisse auf Medikamentenkonzentrationen im Koérper zu ziehen. Das intravenodse
Hypnotikum Propofol zeigt beispielsweise in der IMS ein quantifizierbares Signal. Es konnte
gezeigt werden, dass zwischen der Konzentration in der Ausatemluft und im Blut eine gute
Korrelation besteht. Dadurch wird ein nicht invasives kontinuierliches drug monitoring
ermdglicht, das bis dahin nur fir volatile Anasthetika zur Verfligung stand [40,61,67]. Flr diese
Zwecke wurde das Gerat ,Edmon® (Exhaled Drug Monitor, B. Braun, Melsungen, Deutschland)
entwickelt, das ebenfalls auf der IMS-Technik basiert.

Volatile organische Substanzen (VOC = volatile organic compounds), die Hinweise auf
pathologische Vorgange geben, sind in der Forschung von besonderem Interesse [7]. Es gibt
Daten, die zeigen, dass die IMS bei der Detektion von Lungenkarzinomen unterschiedlicher
Histologie nutzlich sein kann [36]. Besa et al. konnten zeigen, dass es durch den Nachweis
von VOC madglich ist, Menschen mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung von Gesunden
zu unterscheiden [9].

Es gibt auch zunehmend Hinweise darauf, dass in der Ausatemluft potentielle Biomarker
nachweisbar sein kdnnten, die ermdglichen, pathologische Prozesse friihzeitig zu erkennen —
zum Beispiel im Rahmen der Sepsis oder anderer Organdysfunktionen wie der akuten
Nierenschadigung [3,24,42]. Muller-Wirtz et al. wiesen zum einen im Tiermodell nach, dass
die Konzentration des Aldehyds Pentanal — ein Produkt der Lipidperoxidation — unter
mechanischer Beatmung in der Ausatemluft ansteigt. Zum anderen konnten sie zeigen, dass
die Konzentrationen bei Volutrauma signifikant hoher sind als unter lungenprotektiver
Beatmung und nahezu linear mit dem verwendeten Tidalvolumen ansteigen. Damit ist
Pentanal ein aussichtsreicher Kandidat flir einen potentiellen Biomarker, mit dem sich eine
beatmungsinduzierte Lungenschadigung frihzeitig erkennen lasst. Auch im Zusammenhang
mit Lungenkarzinomen sind Produkte der Lipidperoxidation wie Pentanal und Hexanal
mogliche Biomarker, die nicht invasiv in der Ausatemluft nachgewiesen werden koénnten
[25,28,84].
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2.4 Fragestellung

Wie einleitend erlautert ist einer der Mechanismen, durch die Sauerstoff schadigend wirken
kann, die Lipidperoxidation. Bei diesem Prozess entstehen volatile Substanzen wie die
Aldehyde Pentanal und Hexanal. Letztere sind auf Basis der aktuellen Datenlage potentielle
Biomarker fur pulmonale Pathologien, wie beispielsweise bei Lungenkarzinomen und
beatmungsinduzierter Lungenschadigung. Der Einfluss der inspiratorischen Sauerstofffraktion
auf Pentanal und Hexanal bei mechanischer Beatmung ist bisher unklar.

Dartber hinaus zeichnen die zur Verfugung stehenden Daten bezlglich systemischer

Inflammation im Zusammenhang mit Hyperoxie kein einheitliches Bild ab.
Die vorliegende Arbeit soll folgende Fragen beantworten:

1. Induziert eine mechanische Beatmung mit hoher inspiratorischer Sauerstofffraktion

eine systemische Inflammation?

2. Hat die inspiratorische Sauerstofffraktion unter lungenprotektiver Beatmung einen

Einfluss auf die Konzentration von Pentanal und Hexanal in der Ausatemluft?

3. Kann Pentanal in der Ausatemluft als potentieller Biomarker flr eine
beatmungsinduzierte Lungenschadigung unabhangig von der inspiratorischen

Sauerstofffraktion interpretiert werden?
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3 Material und Methodik

3.1 Versuchstiere

Nach Genehmigung durch die lokale Tierschutzkommission (Landesamt flr Soziales,
Saarland, Deutschland, Antragsnummer: 28/2018) wurden die Versuche mit 30 mannlichen
Sprague Dawley Ratten durchgefiihrt. Das Korpergewicht betrug 280-380g, das Alter lag
zwischen acht und zehn Wochen.
International (Sulzfeld, Deutschland). Sie wurden unter kontrollierten Bedingungen gehalten

(Lufttemperatur 20 = 2 °C, relative Luftfeuchtigkeit 50 + 5%) und sie hatten freien Zugang zu

Wasser und Standardlaborfutter.

Die Tiere erhielten wir vom Charles River Laboratory

3.2 Verwendete Gerate, Medikamente und Materialien

Tabelle 1: Verwendete Gerate

Verwendete Gerite

Sauerstoffkonzentrator Compact
525

Devilbiss, New York, USA

Oxymeter GMH 3695 (Sensor:
GGA370)

Greisinger, Regenstauf, Deutschland

Kleintierbeatmungsgerat VentStar

RWD Life Science, Shenzhen, China

Blutgasanalysator ABL 800 Basic

Radiometer, Willich, Deutschland

Multikapillarsaulen-

lonenmobilitatsspektrometer

B&S Analytik, Dortmund, Deutschland

ELISA Software

BioTEK Gen5™, Winooski, Vermont, USA

ELISA Reader

ELx800™ Absorbance Microplate Reader

Perfusor Space

BBraun, Melsungen, Deutschland

Druckabnehmer PMSET ROSE
BD DTXPlus

BD, New Jersey, USA

Kalibrationsgefald mit Rihrstab

Bohlender GmbH, Griinsfeld, Deutschland

Zentrifuge Z233 MK-2

Hermle, Gosheim, Deutschland

Warmebecken Precision GP10

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA
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Tabelle 2: Verwendete Medikamente
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Verwendete Medikamente
Sevofluran Baxter, Unterschlei3heim, Deutschland
Propofol Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland
Ketamin Rotexmedica, Trittau, Deutschland
Rocuronium Grunenthal, Stolberg, Deutschland

Tabelle 3: Verwendete Materialien

Verwendete Materialien

Stickstoff

Genius, Peak Scientific, Inchinnan, Schottland

Pentanal analytical standard

Merck, Darmstadt, Deutschland

Hexanal analytical standard

Merck, Darmstadt, Deutschland

ELISA Antibodies BD OptEIA

BD Biosciences Pharmingen, San Diego, Kalifornien,
USA

R 4.0.2 (packages: geepack und

broom)

R Core Team, 2020 (Hgjsgaard, Halekoh and Yan,
2006 / v0.7.5; Robinson, Hayes and Couch, 2021)

SigmaPlot 12.5

Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland

Polyethylenkatheter Fine Bore
Polyethene Tubing (ID 0,58 mm,
OD 0,96 mm)

Smith Medical International Ltd., Kent, Vereinigtes

Kdnigreich

LabChart

ADInstruments, Dunedin, Neuseeland

Microsoft Excel 2010

Microsoft Corporation Redmond, Washington, USA

Auswertungssoftware Visual

Now, Version 3.1

B&S Analytik, Dortmund, Deutschland

Multikapillarsdule MCC-OV-5

Multichrom Ltd., Moskau und Novosibirsk, Russland

Synthetische Luft Alphagaz™ 1
Luft

AIR LIQUIDE, Ludwigshafen, Deutschland

3.3 Studiendesign — Gruppen

Die 30 Versuchstiere wurden mittels einer computergenerierten Liste 1:1:1 in drei Gruppen

randomisiert. Die Gruppen unterschieden sich durch die FiOa:

FiO2.30+ 1%
FiO. 60+ 1%
FiO2.93 + 3%

Gruppe 1:
Gruppe 2:
Gruppe 3:
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Begriindet ist diese Einteilung einerseits dadurch, dass eine FiO> von 30% in der Regel die
niedrigste ist, die intraoperativ bei mechanischer Beatmung Anwendung findet. Andererseits
dadurch, dass mit dem verwendeten Sauerstoffkonzentrator maximal eine FiO2 von 93%
erreicht werden konnte. Eine Kontrollgruppe mit einer FiO> von 21% wurde nicht untersucht,
weil dies in vorangehenden Studien unserer Arbeitsgruppe Hypoxamie und teilweise den Tod

der Versuchstiere zur Folge hatte.

Nach zwoIf Stunden wurden die Tiere durch Exsanguination getotet.

3.4 Versuchsdurchfuhrung

3.4.1 Versuchsvorbereitung

Die Narkoseeinleitung erfolgte mittels Sevofluran und dem Tragergas Sauerstoff (Oz) in einer
luftdicht verschlossenen Box (3,5 Vol.-% Sevofluran, 1 I/min O.). Sobald eine ausreichende
Narkosetiefe erreicht war, wurden die Tiere gewogen und in Rlckenlage auf eine Warmeplatte
verbracht. Die Narkose wurde nun Uber eine Maske mit oben genanntem Gasgemisch
aufrechterhalten. Mit der chirurgischen Praparation wurde erst begonnen, als der
Zwischenzehenreflex erloschen war — ab diesem Zeitpunkt war von einer adaquaten
Narkosetiefe auszugehen. Nun erfolgte ein medianer Hautschnitt zwischen Mandibula und
Manubrium sterni. AnschlieRend wurde die Vena jugularis interna dextra stumpf freiprapariert.
Die Vene wurde nach kranial ligiert, eingeschnitten und ein Polyethylenkatheter Richtung
kaudal eingefiihrt. Dieser wurde anschlieBend mit Faden fixiert. Uber diesen Katheter wurde
nun eine intravendése Anasthesie mit Ketamin und Propofol etabliert. Dies erfolgte tber
Perfusor mit je 5 mg/ml Wirkstoff und einer Dosierung von 30 mg/kg/h. Die inhalative
Anasthesie wurde schrittweise reduziert und schlieRlich beendet.

AnschlieRend wurde die Trachea freiprapariert, eingeschnitten und eine Stahlkandle fur die
maschinelle Beatmung eingeflihrt. Auch diese wurde mit Faden fixiert.

SchlieBlich erfolgte die Praparation der Arteria carotis communis sinistra. Der Nervus vagus
musste zunachst vorsichtig von dieser geldst werden. Dann wurde die Arterie kaudal geklemmt
und nach kranial mit einem Faden ligiert. Nun wurde das Gefald eingeschnitten, ein
Polyethylenkatheter Richtung kaudal eingefuhrt und die Klemme entfernt. Der Katheter wurde
mit Faden fixiert. An den Katheter wurde ein arterielles Druckabnehmersystem zur spateren

Blutdruckableitung angeschlossen.

Die gesamte Praparation erfolgte unter Spontanatmung. Im Anschluss wurden die Tiere mit

einem Bolus von 10 mg/kg Rocuronium relaxiert und mechanisch beatmet.
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3.4.2 Versuchsaufbau

Abbildung 5 zeigt schematisch den Versuchsaufbau.

(ermomren

Abbildung 5: Schemazeichnung des Versuchsaufbaus

Abbildung 6 zeigt einen Arbeitsplatz der Versuchsdurchfiihrung.

Uberwachungsmonitor Spritzenpumpen (Narkose) Versuchstier

Beatmungsgerat

MCC-IMS

Abbildung 6: IMS-Arbeitsplatz
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3.4.2.1 Anasthesie

Nach Beginn der Beatmung wurde die Anasthesie mittels Propofol, Ketamin und Rocuronium
aufrechterhalten. Propofol wurde initial mit einer Dosierung von 25 mg/kg/h infundiert und
stiindlich um 0,5 mg/h reduziert bis eine Dosierung von 15 mg/kg/h erreicht war. Durch die
Reduktion sollte eine Ubermalige Akkumulation verhindert werden. Die Analgesie wurde mit
25 mg/kg/h Ketamin gewahrleistet. Zur neuromuskularen Blockade erfolgte die Gabe von 25

mg/kg/h Rocuronium.

3.4.2.2 Beatmung

In allen Gruppen erfolgte eine mechanische Beatmung fir zwdlf Stunden mit einem
Tidalvolumen (V1) von 8 ml/kg, einem positiven endexspiratorischen Druck (PEEP) von 2
cmH20 und einer initialen Atemfrequenz (AF) von 63/min. Letztere wurde um 10% erhdht, falls
der Kohlenstoffdioxidpartialdruck (pCO3) Uber 45 mmHg lag, und bei einem pCO; kleiner 28
mmHg um 10% erniedrigt. Blutgasanalysen erfolgten jeweils nach einer, drei, sechs und zwolf

Stunden.

3.4.2.3 Uberwachung der Vitalparameter

Der mittlere arterielle Druck (MAP) und die Herzfrequenz (HF) wurden Uber das
Druckabnehmersystem am Katheter in der Arteria carotis communis sinistra gemessen. Durch
ein im inspiratorischen Beatmungsschenkel integriertes Spirometer wurde das aktuelle Tidal-
und Minutenvolumen, sowie die Beatmungsdriicke bestimmt. Mittels Temperatursonde wurde
dauerhaft die rektale Temperatur gemessen. Alle Parameter wurden wahrend des gesamten
Versuchs durch die Software LabChart aufgezeichnet und gespeichert. Dariber hinaus
erfolgte eine Visualisierung auf einem Monitor, wodurch eine kontinuierliche Uberwachung

gewahrleistet werden konnte. Abbildung 7 zeigt einen dieser Monitore.
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Abbildung 7: Monitor zur Uberwachung mit LabChart-Aufzeichnung

3.4.2.4 Blutentnahmen

Die Entnahmezeitpunkte arterieller Blutproben, um die Serumkonzentration von Interleukin 6
(IL-6) und Interleukin 10 (IL-10) zu bestimmen, lagen bei einer und zwolf Stunden. 600 ul Blut
wurden mit 1,5 ml Ethylendiamintetraacetat (EDTA) durchmischt und dann fiir zehn Minuten
bei 4 °C mit 7000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Das Plasma wurde anschlie3end bei -75 °C
bis zur weiteren Analytik mittels enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) gelagert. Der
Ablauf des ELISA wird in Kapitel 3.6 erlautert.

3.4.2.5 Ausatemluftanalytik

Um mogliche Verunreinigungen zu vermeiden, wurden die Beatmungsgerate bereits jeweils
am Tag vor den Versuchen betrieben. Dartiber hinaus erfolgten kurz vor Versuchsbeginn
Messungen unter Raumluft und am Beatmungsgerat, um Analyten zu identifizieren, die nicht
tierspezifisch waren. Diese wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Fir die
Ausatemanalytik wurden wahrend des Versuchs alle 15 Minuten Atemluftproben mit einem
Volumen von 10 ml aus dem Exspirationsschenkel der Beatmungseinheit entnommen. Der

genaue Ablauf der Analytik wird in Kapitel 3.5 erlautert.
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3.5 Multikapillarsaulengekoppelte lonenmobilitatsspektrometrie (MCC-
IMS)

3.5.1 Multikapillarsaule

Die in dieser Studie verwendete Multikapillarsaule (MCC) besitzt circa 1000 einzelne, parallel
geblndelte Kapillaren. Sie sind zu einer Saule mit einem Gesamtdurchmesser von 3 mm
kombiniert. Der Innendurchmesser einer einzelnen Kapillare betragt circa 43 ym. Innen sind
sie von einer circa 200 nm messenden stationaren Phase bedeckt. Der Tragergasfluss durch
die MCC kann von 5-300 ml/min eingestellt werden. Abbildung 8 zeigt einen Querschnitt durch

eine MCC. Aus Tabelle 4 sind die Betriebsparameter ersichtlich, die in dieser Studie

Anwendung fanden.

Abbildung 8: éuerschnitt durch eine Multikapillarsaule nach [7].

Tabelle 4: Betriebsparameter der Multikapillarsaule MCC-OV-5

Betriebsparameter der Multikapillarsaule MCC-OV-5
Temperaturbereich Max. 250 °C
Tragergasfluss 150 mi/min
Saulenlange Bis 100 cm
Anzahl der Kapillaren Circa 1000
Innendurchmesser der Kapillaren 43 um
Polaritat Unpolar/polar
Filmdicke 200 nm
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Die MCC dient dazu, die Proben innerhalb von Sekunden zu separieren. Dies geschieht durch
Interaktion der Analyten mit der stationaren Phase. Die Zeit, die benétigt wird, um die MCC zu
passieren, unterscheidet sich zwischen verschiedenen Analyten. Ein charakteristischer

Parameter eines jeden Analyten ist die jeweilige spezifische Retentionszeit.

3.5.2 lonenmobilitatsspektrometer
Abbildungen 8 und 9 zeigen das in dieser Studie verwendete lonenmobilitdtsspektrometer
(IMS) vom Typ ,Breath Discovery®.

BD 07

BreathDiscovery ~ sampling e

Flow e

Analytlk High Voltage ®

8§ N B B B FEBUEBERRRSEHNLEN.]

Abbildung 9: IMS vom Typ "Breath Discovery" Vorderseite

Abbildung 10: IMS vom Typ "Breath Discovery" Riickseite
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Das IMS ist aus vier Komponenten aufgebaut: dem lonisationsraum, dem Schaltgitter, der

Driftkammer und der Faradayplatte. Abbildung 11 zeigt den schematischen Aufbau des IMS.

Gasausgang Driftringe
Schaltgitter

lonisationsquelle

\ I I Faradayplatte
[~
I

1/ /
o A
— I A [ ]
Lt '
—/. I A [ ]
I |
Driftrichtung
Analyten "
\ )\ J
| |
lonisationsregion Driftregion

Abbildung 11: Schematische Darstellung des IMS, nach [17].

Im lonisationsraum dient der B-Strahler Nickel-63 (53Ni) als lonisationsquelle. Die eintreffenden
Analyten werden ionisiert und gelangen zum Schaltgitter. Letzteres trennt den lonisationsraum
von der Driftkammer und besteht aus zwei Einzelgittern mit jeweils parallel angeordneten
Drahten. Dort wird ein elektrisches Feld erzeugt, das senkrecht zu dem elektrischen Feld der
Driftkammer steht. Dadurch wird verhindert, dass Analytionen in die Driftkammer gelangen.
Erst wenn das elektrische Feld des Schaltgitters reduziert wird, kénnen lonen in die
Driftkammer vordringen. Das Schaltgitter kann somit als eine Art Ventil verstanden werden,
das regelt, wann Analyten in die Driftregion gelangen kénnen. In dieser Studie lag die
periodische Offnungszeit bei 5000 ms.

Die Driftkammer ist eine mit Teflon ausgekleidete zylindrische Rohre. Aufen auf der
Driftkammer angebrachte Driftringe erzeugen innerhalb der Réhre ein elektrisches Feld mit
einer Feldstarke von 300 V/cm, das die Analytionen durch die Driftkammer leitet. Entgegen
dieser Driftrichtung wird mit einem Driftgas ein Luftstrom mit standardisierter
Flussgeschwindigkeit erzeugt. Verschiedene Analytionen besitzen dabei eine flr sie
charakteristische Driftgeschwindigkeit. Daraus resultiert eine ebenfalls charakteristische
Driftzeit, die die Analytionen bendtigen, um die Driftkammer zu passieren. Am Ende der
Kammer treffen die lonen schliel3lich auf die Faradayplatte, die wiederum dieses Auftreffen in
ein elektrisches Signal umwandelt. Die Signalstarke ist dabei proportional zur Menge der

registrierten lonen.

Die verwendeten Betriebsparameter des IMS sind in Tabelle 5 ersichtlich.
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Tabelle 5: Betriebsparameter des IMS ,,Breath Discovery"
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Betriebsparameter des IMS ,,Breath Discovery”

lonisationsquelle

Elektrische Feldstarke

Driftstrecke

Durchmesser der Driftkammer

Offnungszeit des Schaltgitters

Tragergasfluss Multikapillarsaule

Driftgasfluss

Betriebstemperatur

Druck

Volumen der Probenschleife

Probenfluss

Messdauer

Driftgas

Betastrahler 83Ni

300 V/em

12 cm

15 mm

5000 ms

150 ml/min

100 ml/min

40 °C

Umgebungsdruck

10 ml

50 mi/min

750 Sekunden

Synthetische Luft

3.5.3 Kalibration

Um die durch die lonenmobilitatsspektrometrie gemessene Intensitat der Analyte einer

Konzentration zuzuordnen, muss jedes IMS-Gerat fir die entsprechende Substanz kalibriert

werden. Der Prozess wird im Folgenden anhand des Pentanals detailliert erlautert. Die

Kalibration von Hexanal erfolgte nach demselben Prinzip.

Wir verdinnten die Reinsubstanz Pentanal mit hochreinem Hexan. Dadurch konnten definierte

Konzentrationen in einem Kalibrationsgefal® mit der MCC-IMS vermessen werden.
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Das Kalibrationsgefal} ist ein Perfluoralkoxygefal® (PFA-Gefall). In einem Wasserbad wurde
es auf 37°C erwarmt, um die Kalibration an den eigentlichen Versuchsaufbau und die
Korpertemperatur von Ratten anzundhern. Um eine homogene Verteilung zu gewahrleisten
und eine schnelle Verdunstung des Analyts sicherzustellen, wurde eine RuUhreinheit

verwendet. Abbildungen 12 und 13 zeigen den Messaufbau der Kalibration.

Abbildung 12: Messaufbau Kalibration

Rihreinheit PFA-GefaRR

Abbildung 13: Messaufbau Kalibration

Es wurde zunachst eine Stammldsung angesetzt. Ein Mikroliter dieser Losung sollte zu einer
Konzentration von 50 ppby im Kalibrationsgefal’ fiihren. Abbildung 14 zeigt den Rechenansatz

fur die Stammldsung. Er wird im Folgenden erlautert.
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Kalibration 2.6782 | Behalter

Untersuchter Stoff: Pentanal Molare Masse: 86,13 g/mol
Volumen: 1 ul Stoffmenge: 9,2163E-06 mol
Konzentration: 98 % Volumen: 0,234555628 mL
Dichte: 810 pg/pl
Menge: 793,8 HE
Flaschen Volumen: 2678,2 ml fur37°C =310,15K
Startkonzentration: 87579,58 ppb (v/v)
Verdiinnen mit 87,57857888 ml Lésungsmittel, damit 1 pl =1 ppb(v/v)

Weitere Verdiinnungen

Hexan (ml) Pentanal (pl)
87,55957888 20 damit 1 pl =20 ppb(v/v)
87,52957888 50 damit 1 pl =50 ppb(v/v)
87,47957888 100 damit 1 pl =100 ppb(v/v)

Abbildung 14: Ergebnis der Berechnung der Konzentrationen fir die
Pentanalstammlosung (in Microsoft Excel)

Um das Mischverhaltnis zwischen der Reinsubstanz Pentanal und Hexan zu ermitteln,
berechneten wir die Konzentration, die einen Mikroliter Pentanal erzeugen wirde. Dazu wird

die molare Masse (M), die Masse (m) und die Stoffmenge (n) bendtigt.

Die Masse m kann aus der Dichte (p = 810 pg/pl) und der Konzentration (¢ = 0,98) in der

Reinsubstanz Uber folgende Formel ermittelt werden:

m=p*c

Daraus ergibt sich fur einen Mikroliter der Reinsubstanz Pentanal eine Masse von m = 793,8
Mg.
Die molare Masse ist mit M = 86,13 g/mol angegeben. Die Stoffmenge in einem Mikroliter der

Reinsubstanz Pentanal konnte Uber folgende Formel errechnet werden:

|3

Daraus ergibt sich eine Stoffmenge von n =9,2163 * 10° mol.

Nun galt es herauszufinden, welches Volumen dieser eine Mikroliter der Reinsubstanz in
Gasform einnehmen wirde. Dazu verwendeten wir die ideale Gasgleichung mit V als das

Volumen in Kubikmeter, der Stoffmenge n in mol, der allgemeinen Gaskonstante R

(8,31445598 ), der Temperatur T in Kelvin (37 °C 2 310,15 K) und dem Druck p in Pascal

g
kg*K

(entspricht dem Atmospharendruck 101325 Pa):
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Daraus ergibt sich ein Volumen von V = 0,234555628 ml. Im Verhaltnis mit dem Volumen des

Kalibrationsgefales ergibt sich daraus eine Konzentration von 87579,58 ppb..

Im letzten Schritt berechneten wir, mit wie viel Hexan ein Mikroliter Pentanal verdiinnt werden
musste, um eine Konzentration von 50 ppb, im Kalibrationsgefald zu erhalten. Die bendtigte
Hexanmenge lag bei 87,52957888 ml.

Ausgehend von der nun hergestellten Stammlésung wurde eine geometrische
Verdinnungsreihe durchgefiihrt. Es erfolgten insgesamt zehn Verdinnungen, wobei jeder
Verdinnungsschritt die Konzentration halbierte. Abbildung 15 zeigt diese Verdiunnungsreihe

schematisch. Tabelle 6 zeigt die jeweiligen Konzentrationen der Verdunnungsreihe.

1ml 500 pl 500 pl
Stammldsung Hexan Hexan

500 pl 500 pl
[ —— EEnET etc.

Verdiinnung 1 Verdiinnung 2 Verdiinnung 3
Abbildung 15: Schematische Darstellung der Verdiinnungsreihe
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Tabelle 6: Verdiinnungsreihe der Pentanalkalibration

Verdiinnungsnummer ppbv
1 50
25
12,5
6,25
3,125
1,5625
0,78125
0,390625
0,1953125
0,09765625

Ol O N| O O ] W DN

RN
o

Das PFA-Gefall wurde vor jeder Kalibrationsmessung zehn Minuten mit gefiltertem Stickstoff
und anschlieend fir zwei Minuten mit hochreiner synthetischer Luft gespult. Nach jeder
Spulung wurde eine Leermessung durchgefihrt, um eventuelle Rickstande feststellen zu
kénnen.

Fir die Kalibrationsmessungen wurde ein Mikroliter der jeweiligen Kalibrationslésung in das
Kalibrationsgefal® pipettiert. Die Pipettenspitze wurde mit abgeworfen. AnschlieBend wurde
der Deckel umgehend geschlossen und die Lésung fiir zwei Minuten mit dem Rihrer homogen
verteilt. Dann erfolgte die Probenmessung mittels MCC-IMS. Die Intensitaten in Volt wurden
mit den berechneten Konzentrationen in ppb, graphisch aufgetragen. Dadurch entstanden
Kalibrationskurven mit einem R? von 0,99. Die Kalibrationskurven sind in Abbildung 16

dargestellt.
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Pentanalkalibration BD-02
60

y =122,14x - 1,076
50 ] R?=0,9945

40 ~

30 -

20 -

Konzentration [ppbv]

10 A

'10 I 1 I I
0,0 0,1 0,2 0,3 0.4 0.5

Spannung [Volt]

Pentanalkalibration BD-07

60

y =163,15x - 1,7433
5 | R?=0,9899

Konzentration [ppbv]

'10 1 1 I I

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
Spannung [Volt]

Abbildung 16: Kalibrationskurven fiir Pentanal fiir beide verwendete MCC-IMS
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Die Messeinstellungen fur die Kalibration unterschieden sich in Messdauer und
Probenentnahmedauer von denen der Tierversuche. Tabelle 7 zeigt die entsprechenden

Parameter.

Tabelle 7: Messeinstellung der MCC-IMS fiir die Kalibration

Betriebsparameter des MCC-IMS fiir die Kalibration
IMS-Gerat Breath-Discovery
Samplingdauer 10s
Analysedauer 60 s
Betriebstemperatur 40 °C
Druck Umgebungsdruck
Driftgasfluss 100 ml/min

3.5.4 Auswertung der IMS-Signale

Die durch das MCC-IMS generierten Messspektren wurden mit der Software Visual Now von
B&S Analytik ausgewertet. Abbildung 17 zeigt exemplarisch an Pentanal, wie die Spektren
graphisch in einem Koordinatensystem dargestellt werden. Dabei wird auf die x-Achse die
Driftzeit und auf die y-Achse die Retentionszeit aufgetragen. Die Signalstarke wird farblich
visualisiert, wobei gelb eine hohe Intensitat, rot eine mittlere und blau eine niedrige Intensitat

darstellt.

Monomer

|CARAAAADH NAAALAA ki AR S s AR TSRS bbb AL LALALT LA N AR PSSR L ALY kAAARESS ALl KA ikt |
258 o5 08 o 0s2 0e3 084 085 (3] 067 oee 0se 0. o7 o2 073 074 ors 03 o

Abbildung 17: Darstellung der Peaks des Monomers und Dimers von Pentanal
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Die Peaks von Pentanal und Hexanal wurden anhand der Drift- und Retentionszeit identifiziert.
Anschliel3end konnte durch die erfolgte Kalibration (siehe Kapitel 3.5.3) aus der ermittelten
Spannung in Volt die Konzentration von Pentanal und Hexanal in ppb., (ppb = parts per billion;
v = bezogen auf das Volumen) errechnet werden.

Bei hohen Analytkonzentrationen kénnen Dimere nachgewiesen werden. Der entstehende
Peak hat dabei die gleiche Retentionszeit, aber — aufgrund der gréfieren molekularen
Beschaffenheit — eine langere Driftzeit. Diese Dimere mussen bei der Berechnung der

Analytkonzentration berlcksichtigt werden. Dies geschieht tiber folgende Formel:

Gesamtintensitat [Volt] = Monomerintensitat [Volt] + 2 x Dimerintensitat [Volt]

3.6 Bestimmung der Interleukinkonzentration mittels ELISA

Um die Konzentrationen von Interleukin 6 (IL-6) und Interleukin 10 (IL-10) zu bestimmen,
wurden Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) verwendet.

Das Prinzip von ELISA beruht auf dem Nachweis eines Antigens mittels einer Antigen-
Antikorper-Reaktion. Dazu wird eine Probe auf eine Bodenplatte aufgebracht, auf der
Antikorper fur das gesuchte Antigen vorhanden sind. Diese Antikérper binden am Epitop des
spezifischen Antigens. AnschlieBend wird durch einen Waschvorgang uberschussiges
Material entfernt. Nun wird ein zweiter Antikdrper hinzugegeben, der mit einem Enzym
gekoppelt ist und ebenfalls am Antigen bindet. Dann wird ein Substrat hinzugefligt, das durch
das Enzym umgesetzt wird. Dadurch kommt es zu einer Farbreaktion, die detektiert werden
kann. Mittels ELISA-Reader und entsprechender Software kann aus diesem Farbumschlag
die Konzentration des gesuchten Antigens bestimmt werden. Abbildung 18 zeigt schematisch

die Funktionsweise eines ELISA.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines ELISA

Farbstoff

Antikorper 1

Im Rahmen dieser Studie kamen kommerziell erhaltliche ELISA-Kits der Firma BD Biosciences
zur Anwendung. Die Proben wurden den Herstelleranweisungen entsprechend aufbereitet und

ausgewertet.

3.7 Statistische Auswertung

Die Messdaten wurden mit Hilfe von Microsoft Excel tabellarisch aufgelistet. Die statistische
Analyse erfolgte mit R 4.0.2. Die Grafiken wurden mit SigmaPlot 12.5 erstellt. Die Daten
wurden mit Hilfe von Histogrammen und Quantil-Quantil-Plots auf Normalverteilung tberprift.
Bei den meisten Daten lag keine Normalverteilung vor. Daher werden die Daten der
vorliegenden Arbeit mittels Median und Interquartilsabstand angegeben. Der Einfluss der FO2
und der Zeit der maschinellen Beatmung auf die Abatmung von Aldehyden wurde mit Hilfe von
verallgemeinerten linearen Schatzgleichungen (= generalized estimating equations — GEE)
berechnet. Der Einfluss der FiO. auf die Interleukinkonzentration wurde mittels GEE in
Kombination mit einem Wald-Test berechnet. Die Interleukinkonzentrationen nach einer und
nach zwolf Stunden wurden mit einem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verglichen. Das
Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Da der zu erwartende Einfluss der
inspiratorischen Sauerstofffraktion auf die Abatmung von Aldehyden unklar war, erfolgte keine
a priori Fallzahlberechnung.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurden 30 mannliche Sprague Dawley Ratten untersucht. Alle Tiere
Uberlebten den zwolfstindigen Untersuchungszeitraum und wurden in die Auswertung
eingeschlossen. Der Median des Korpergewichts lag bei 343 (Interquartilsabstand (IQA): 336;
351) g.

4.1 Vital- und Beatmungsparameter

Abbildung 19 zeigt den Verlauf des mittleren arteriellen Drucks und der Herzfrequenz Uber die
Untersuchungsperiode. Beide Parameter nahmen Uber die Zeit ab, allerdings in allen Gruppen

in vergleichbarem Ausmal.

500 -

FO,=30+x1%
eseee FO,=60+1%
-—— Fi02=93i30/0

400 ~

300 A

200 -

Mittlerer arterieller Druck [mmHg] / Herzfrequenz [1/min]

O
100 4 .°C..oooo“ oD
0 I 1 T T 1 I 1
0 100 200 300 400 500 600 700
Zeit [min]

Abbildung 19: Vitalparameter. Die oberen Graphen geben die Herzfrequenz an, die unteren
Graphen den mittleren arteriellen Druck. Die Darstellung erfolgt als Median. (aus [62])

Blutgase, Hamoglobin und Elektrolyte bewegten sich ebenso wie Blutglukose und Laktat im

physiologischen Bereich. Tabelle 8 prasentiert die Ergebnisse der Blutgasanalysen.
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Tabelle 8: Ergebnisse der Blutgasanalysen. Angegeben als Median mit
Interquartilsabstand. (aus [62])

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Inspiratorische Sauerstofffraktion: 30% pi ische fffraktion: 60% Inspiratorische Sauerstofffraktion: 93%

Zeit 1h 3h 6h 12h 1h 3h 6h 12h 1h 3h 6h 12h
pH 7,46 745 744 74 7,42 7,42 7,44 7,39 7,43 7,43 7,42 737

7,42-747 | 743748 | 74-746 | 7,37-7,43 | 7.4-744 | 7,42-7,44 | 7,41-7.45 | 7,36-7,41 | 7,41-7,45 | 7,39-7,47 | 7,38-7,43 | 7,29-7,42
pCO, 41 35 35 36 44 39 39 40 45 39 37 39
[mmHG] 39-44 34-37 32-37 33-38 41-45 36-41 34-40 37-41 42-46 38-40 36-41 38-42
pO, 147 158 161 154 276 269 262 235 402 385 393 362
[mmHG] 137-162 150-166 149-170 123-165 268-282 227-282 238-280 214-269 378-413 371-420 337-432 285-433
Hb 13,2 11,6 10,8 10,2 129 11,8 10,8 9,8 12,8 11,9 10,9 9,5
[g/dL] 12,6-13,8 | 10,7-11,9 | 10,1-10,9 | 9,2-10,6 | 12,1-13,8 | 11,512 | 10,3-11,4 | 9,6-10,6 | 12,4-13,5 | 11,2-12,4 | 10,5-11,7 | 9,1-10,8
sO, 97 928 98 98 28 99 929 99 99 99 929 99
[%] 97-98 97-98 97-98 97-98 98-100 98-100 98-100 99-100 99-99 99-99 99-99 98-99
K" 4,5 39 3,9 4,6 4,8 4,2 4,2 4.2 4,5 4,1 43 4,5
[mmol/L] 4,4-4,6 3,7-4,2 3,7-4,2 4,3-4,7 4,3-4,8 3,9-4,4 3,9-44 3,8-4,6 4,2-4.8 3,7-4,6 3,8-46 4-5,2
Na" 141 145 144 142 142 147 147 146 141 144 143 142
[mmol/L] 141-141 143-146 143-147 141-143 140-143 144-147 145-150 142-147 141-143 142-144 141-146 139-145
ca® 1,1 1,1 1,1 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,3 1,2 1,1 1,1
[mmol/L] 1-1,2 1,1-1,2 1,1-1,2 1,1-1,2 1,1-1,3 1,2-1,2 1,1-1,2 1,1-1,2 1,2-1,3 1,1-1,3 1,1-1,2 1,1-1,2
Glucose 136 125 120 101 130 127 124 102 141 132 123 97
[mg/dL] 126-145 121-133 112-124 96-108 123-140 116-139 104-129 98-108 131-143 124-147 115-128 95-114
Lactat 0,3 0,7 0,7 0,5 0,5 0,9 0,9 0,6 0,3 0,7 0,7 04
[mmol/L] 0,2-0,5 0,6-1 0,5-0,9 0,2-0,5 0,4-0,6 0,5-1,3 0,6-1,3 0,5-0,6 0,1-04 0,5-0,8 0,5-0,9 0,3-0,5
BE 4,4 1,5 -1,2 -2,6 3,8 1,1 0,4 -1,3 5,6 1,5 -0,6 -2,7
[mmol/L] 3,5-6,2 (-0,6)-2,3 (-3)-0,1 [(-4,3)-(-1,1) 3-4,6 (-0,4)-2 (-0,5)-1,8 [(-2,8)-(-0,7)] 3,2-6,6 0,1-3,3 (-2,1)-1,2 | (-5,6)-0,5
HCO; 28 26 24 23 27 25 25 24 29 26 24 22
[mmol/L] 27-29 24-27 23-25 21-24 27-28 24-26 24-26 22-24 27-30 25-27 23-26 20-25

Im Median lag das Tidalvolumen bei 2,8 (IQA: 2,7; 2,8) ml, das Atemminutenvolumen bei 180
(IQA: 174; 184) ml und der Spitzendruck bei 10,9 (IQA: 10,6; 11,1) cmH2O. Wie in Abbildung
20 ersichtlich, unterschied sich der arterielle Sauerstoffpartialdruck zwischen den Gruppen
deutlich.
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Abbildung 20: Arterieller Sauerstoffpartialdruck. Angegeben als Median mit
Interquartilsabstand. (aus [62])
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4.2 Ausatemluftanalyse

Pentanal stieg in der Ausatemluft in allen Gruppen im Mittel um 0,4 (95%-Konfidenzintervall
(95%KI): 0,3; 0,5) ppb pro Stunde mechanischer Beatmung an — unterschied sich aber nicht
in Abhangigkeit der FiO2. Die Pentanalkonzentration verdoppelte sich in der Gesamtheit aller
Gruppen nahezu im Median nach zwdlf Stunden mechanischer Beatmung von 3,8 (IQA: 2,8;
5,1) ppb auf 7,3 (IQA: 5,0; 10,8) ppb. Tabelle 9 gibt an, wie sich die Pentanalkonzentration in

den einzelnen Gruppen darstellte.

Tabelle 9: Pentanal in der Ausatemluft. Angegeben als Median mit Interquartilsabstand.

Pentanalkonzentration [ppb]
Zeit 15 min 720 min
Gruppe 1 (FiO2 30 £ 1%) 3,86 (2,73 - 5,12) 6,89 (4,42 - 10,11)
Gruppe 2 (FiO2 60 £ 1%) 3,44 (2,70 - 5,17) 7,11 (5,46 - 11,41)
Gruppe 3 (FiO2 93 £ 3%) 3,80 (3,13 - 4,68) 6,47 (4,87 - 9,23)

Das abgeatmete Hexanal stieg in allen Gruppen initial an — mit einem Maximum nach circa
zwei Stunden. Anschliefend nahm die Konzentration in der Ausatemluft ab und stabilisierte
sich nach circa sechs Stunden maschineller Beatmung auf einem Plateau, ohne dass es im
weiteren Verlauf zu einem erneuten Anstieg kam.

Insgesamt war die Hexanalkonzentration bei den Tieren, die mit einer Fi\O> von 93% beatmet
wurden, leicht héher als bei den Ratten, die eine Beatmung mit 30% Sauerstoff erfuhren — im
Mittel bei 0,09 (95%KI: 0,002; 0,172).

Tabelle 10, sowie die Abbildungen 21 und 22 stellen diese Ergebnisse dar.
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Tabelle 10: Einfluss der FiO2 und der mechanischen Beatmung auf die Abatmung von

Pentanal und Hexanal (aus [62])

Pentanal
Parameter Regressionskoeffizient 95%- P
Konfidenzintervall
FiO2 = 93% 0,03 -1,4-1,4 0,967
FiO2 = 60% 0,67 -1,1-24 0,454
FiO2 = 30% 0 - -
Beatmungszeit [h] 0,4 0,3-0,5 <0,001
Hexanal
Parameter Regressionskoeffizient 95%- p
Konfidenzintervall
FiO2 = 93% 0,09 0,002-0,172 0,046
FiO2 = 60% 0,03 -0,06 — 0,116 0,506
FiO2 = 30% 0 - -
Beatmungszeit [h] -0,01 -0,016 — (-0,007) <0,001
Es wurde eine verallgemeinerte lineare Schatzgleichung (GEE) angewendet. Der

Regressionskoeffizient der Beatmungszeit bezieht sich auf eine Stunde mechanische

Beatmung.

14 -

12
—e— F0,=30+1%

—— FO,=60£1%

10 1 —— FO,=93+3%

Pentanal in der Ausatemluft [ppb]

Zeit [h]
Abbildung 21:

10

12

Pentanal in der Ausatemluft iiber 12h mechanische Beatmung.

Angegeben als Median mit Interquartilsabstand. Messungen erfolgten in einem Intervall von

15 Minuten, jeder dritte Wert ist dargestellt. (aus [62])
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Abbildung 22: Hexanal in der Ausatemluft lber 12h mechanische Beatmung.
Angegeben als Median mit Interquartilsabstand. Messungen erfolgten in einem Intervall von
15 Minuten, jeder dritte Wert ist dargestellt. (aus [62])

4.3 Systemische Inflammation

Sowohl von Interleukin 6 (IL-6), als auch von Interleukin 10 (IL-10) stiegen die
Serumkonzentrationen zwischen den Messungen nach einer Stunde und zwdlf Stunden
mechanischer Beatmung signifikant an (IL-6: p = 0,002; IL-10: p = 0,035). Bei IL-6 gab es
keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei Gruppen (p = 0,888). Die
Serumkonzentrationen von IL-10 nach zwdlf Stunden Beatmung mit einer FiO, von 60% und
93% waren signifikant hdher im Vergleich zu den mit 30% Sauerstoff beatmeten Tieren (30%
vs. 60%: p = 0,035; 30% vs. 93%: p = 0,001). Abbildung 22 visualisiert die Befunde. Da bei
allen Tieren die Serumkonzentration von IL-6 nach einer Stunde bei null lag, ist diese Messung
in der Abbildung nicht dargestellit.
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Abbildung 23: Serumkonzentrationen von IL-6 nach 12h mechanischer Beatmung.
IL-6 lag nach 1h bei allen Tieren bei 0. Angaben als Median mit Interquartilsabstand. (aus
[62]); *IL-6: p = 0,002
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Abbildung 24: Serumkonzentrationen von IL-10 nach 1h und 12h mechanischer
Beatmung. Angaben als Median mit Interquartilsabstand. (aus [62]); IL-10: p = 0,035
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der FiO2 bei mechanischer Beatmung auf die
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-10, sowie auf die potentiellen Biomarker Pentanal
und Hexanal in der Ausatemluft zu untersuchen. Hierzu wurden insgesamt 30 Sprague Dawley
Ratten in drei Gruppen randomisiert und tUber zwdlf Stunden mit einer FiO2 von 30%, 60% oder
93% beatmet.

Die Serumkonzentration von IL-6 und IL-10 stieg in allen Gruppen Uber den
Untersuchungszeitraum an, allerdings konnte nur fur IL-10 ein Unterschied zwischen den
verschiedenen Gruppen nachgewiesen werden: IL-10 hatte bei einer FiO> von 60% und 93%
eine hdhere Konzentration als bei 30%.

Die Konzentration von Hexanal in der Ausatemluft war bei einer FiO2 von 93% hdher als bei
einer FiO2 von 30%.

Die Abatmung von Pentanal unterschied sich nicht zwischen den drei Gruppen. Die
Konzentration in der Ausatemluft verdoppelte sich aber nahezu Uber den

Untersuchungszeitraum.

5.1 Wertung der Methodik

5.1.1 Limitationen der Studie
Der zu erwartende Einfluss der FiO, auf die Abatmung von Aldehyden war unklar. Wir

entschieden uns, eine tierexperimentelle Studie an gesunden, mannlichen Sprague Dawley
Ratten durchzufiihren, da dadurch einerseits Storgroften minimiert werden. Andererseits hat
unsere Arbeitsgruppe durch vorangehende Studien eine grofle Expertise in
Allgemeinanasthesie, mechanischer Beatmung und Ausatemluftanalytik bei Sprague Dawley
Ratten. Eine a priori Fallzahlberechnung erfolgte nicht, da — wie oben bereits erwahnt — der zu
erwartende Einfluss der FiO unklar war.

Da es sich um eine tierexperimentelle Arbeit handelt, lassen sich die Ergebnisse nicht einfach
fur andere Spezies verallgemeinern. Die Lipidperoxidation ist aber eng mit oxidativem Stress
verknUpft. Daher gehen wir davon aus, dass sich die Konzentration der volatilen Aldehyde —
zumindest qualitativ — beim Menschen ahnlich verhalten wirde. Dies sollte in kiinftigen Studien
untersucht werden.

Sauerstoffkonzentrationen unter 30% sind bei mechanischer Beatmung im klinischen Alltag
nicht Gblich. Daher war dies auch die niedrigste FiO;, die in unserer Studie Anwendung fand.
Ein weiterer Grund fir diese Entscheidung war, dass in vorangehenden Studien unserer
Arbeitsgruppe eine FiO2 von 21% zu Hypoxamie und teilweise sogar Tod der Versuchstiere
fuhrte. Dennoch stellt die Tatsache, dass wir keine Kontrollgruppe mit einer FiO2 von 21%

untersucht haben, eine Limitation dieser Studie dar. Es konnte versucht werden, eine solche
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Kontrollgruppe im Rahmen von Studien, die unter Spontanatmung durchgefiuhrt werden, zu
etablieren. Dadurch kdnnte auch die Fragestellung beantwortet werden, welchen Einfluss die
FiO2 auf die Abatmung von Aldehyden unter Spontanatmung hat.

Zur Aufrechterhaltung der Anasthesie wurde Propofol verwendet. Fir Propofol werden
antioxidative Eigenschaften beschrieben und es kdnnte somit die Lipidperoxidation hemmen

[20,47,64]. Dadurch kénnten unsere Ergebnisse beeinflusst worden sein.

5.1.2 Ausatemluftanalytik

Es gibt verschiedenste Methoden, um die Ausatemluft zu analysieren. Relevante Unterschiede
zwischen diesen Verfahren betreffen unter anderem die Detektionsbereiche und die
Praktikabilitat [14,94].

Bei der von uns durchgefiihrten Studie war es wichtig, volatile organische Verbindungen in
aulerst niedrigen Konzentrationen nachweisen und messen zu kénnen. Dartber hinaus sollte
dies schnell und ohne einschrankenden Analyse- und Wartungsaufwand maoglich sein. Die
Gaschromatographie mit Massenspektrometriekopplung stellt zwar den Goldstandard der
Ausatemluftanalytik dar [95], dieses Verfahren eignete sich aber nicht flir den von uns
vorgesehenen Versuchsaufbau. Daher entschieden wir uns dazu, die Messungen mittels
multikapillarsaulengekoppelter lonenmobilitatsspektrometrie durchzuflhren. Dass diese
Methode bei mechanisch ventilierten Ratten grundsatzlich mdglich ist, konnte bereits in
vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden [96].

Eine Limitation der exakten Messung von volatilen organischen Verbindungen stellt deren
Adhasion an Probenschlauchen dar. Dadurch verursachte fehlerhafte
Konzentrationsbestimmungen konnten zum Beispiel fir Propofol nachgewiesen werden [56].
Durch die vorliegenden Daten ist davon auszugehen, dass dieser Effekt bei Schlauchen aus
Perfluoralkoxy (PFA) geringer ausgepragt ist [56]. Daher fanden bei der vorliegenden Arbeit
PFA-Schlauche Anwendung. Weil es fir Pentanal und Hexanal aber noch keine
vergleichbaren Studien gibt, kann keine Aussage dartber getroffen werden, ob, und wenn ja,
in welchem Ausmal es bei diesen volatilen organischen Verbindungen zu einer Adhasion an
PFA-Schlduchen kommt. Sollte eine relevante Adhasion stattfinden, wurde dies dazu fuhren,
dass initial falsch niedrige Konzentrationen in der Ausatemluft gemessen werden. Im weiteren
Verlauf kénnte es im Rahmen eines Aufsattigungsphanomens zu falsch hoch gemessenen

Konzentrationen kommen.

5.1.3 Bestimmung der Zytokinkonzentration
Die am meisten verbreiteten Methoden, um die Konzentration von Zytokinen zu bestimmen,

sind Bioassays und Immunoassays [19].
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Bioassays nutzen Zellreihen, um die biologisch aktive Wirkung der Zytokine zu bestimmen.
Bei dieser Methode werden alle biologisch aktiven Formen des jeweiligen Zytokins erfasst.
Allerdings kdénnen Kofaktoren — beispielsweise andere Zytokine — den gemessenen Effekt
beeinflussen. Darliber hinaus sind die lebenden Zellkulturen fir Stoérfaktoren anfallig [19,57].

Immunoassays nutzen rekombinante Antikdrper, um die Zytokinkonzentration zu bestimmen.
Diese Antikdrper sind sehr spezifisch flr das jeweilige Zytokin. Dies schrankt wiederum die
Sensitivitat der Methode ein, weil zum Beispiel Zytokine, die an Proteinen gebunden oder in
Dimer- und Trimerstrukturen vorliegen, moglicherweise nicht detektiert werden. Vorteilhaft an
Immunoassays ist, dass sie schnell und unkompliziert durchgeflihrt werden kénnen, eine gute
Vergleichbarkeit mit sich bringen und nicht zuletzt vergleichsweise kostengunstig sind. Daher

entschieden wir uns dazu, den Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) anzuwenden.

5.2 Pentanal und Hexanal in der Ausatemluft

Die Tiere, die mit einer FiO2 von 93% beatmet wurden, hatten eine hdohere
Hexanalkonzentration in der Ausatemluft — es kam insgesamt aber nicht zu einem Anstieg mit
zunehmender Beatmungsdauer. Die Abatmung von Pentanal hingegen verhielt sich
unabhéangig von der Sauerstoffkonzentration — stieg aber Uber den Untersuchungszeitraum an
und verdoppelte sich beinahe im Median nach zwolf Stunden mechanischer Beatmung.

Bei Hyperoxie entstehen im Lungengewebe vermehrt reaktive Sauerstoffspezies — was
wiederum zu einer verstarkten Lipidperoxidation flhrt [26,27]. Die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchung stimmen mit diesen Daten Uberein. Andere Studien wiesen eine
vermehrte Abatmung von Ethan und Pentan bei Hyperoxie in unterschiedlichen Spezies nach
[33,34,55,59]. Ethan und Pentan sind ebenfalls Produkte der Lipidperoxidation, wir hatten die
Konzentration dieser in der Ausatemluft in unserer Studie allerdings nicht gemessen.

Die zur Verfugung stehenden Daten weisen darauf hin, dass eine hohe FiO, zu verstarkter
Lipidperoxidation in der Lunge fuhrt. Die Ausatemluftanalytik kénnte also einerseits
ermdglichen, einen hyperoxischen Lungenschaden friihzeitig zu erkennen. Andererseits
kdnnte sie moglicherweise dazu genutzt werden, spezielle Verfahren zu erforschen, die den
Hyperoxie-induzierten Lungenschaden reduzieren kénnten. Eine Uberlegung wére
beispielsweise, intelligente Beatmungsmodi zu entwickeln, die die FiO2 und den PEEP unter
anderem in Abhangigkeit der Konzentration des abgeatmeten Pentanals automatisch an den
tatsachlichen Bedarf anpasst.

Eine Uberdehnung der Lunge kann zu einer Schadigung der Lungenstruktur fiihren [37,73].
Tidalvolumina von 6-9 ml/kg finden Ublicherweise bei Menschen [32] und Nagetieren [74,80]
Anwendung. Dieser Bereich kommt urspriinglich aus der Forschung zur ARDS-Therapie. Es
konnte gezeigt werden, dass diese niedrigen Tidalvolumina in Kombination mit einem

moderaten PEEP protektiv flr die Lunge sind [1,4]. Dies beruht darauf, dass das gewahlite
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Tidalvolumen das Risiko eines Volutraumas reduziert und es gleichzeitig durch den PEEP zu
weniger Atelektrauma kommt [2,35,51]. Die Daten stammen hauptsachlich von Patienten mit
ARDS, es gibt aber auch Hinweise darauf, dass die Kombination von niedrigen Tidalvolumina
mit makigem PEEP auch bei lungengesunden Patienten von Vorteil sein kdnnen [81].

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Tidalvolumen lag mit 8 ml/kg innerhalb dieses
Bereichs. Dennoch schadigt eine mechanische Beatmung auch bei niedrig gewahlten
Tidalvolumina die Zellmembran und fiihrt zu zelluldren Reparaturmechanismen [89] — dazu
gehort der Transfer von Lipiden an die Zellmembran. Dies dient dazu, die Oberflache zu
vergrofRern und die Integritat der Zelle zu bewahren [88]. Bei ausreichend hoch gewahlten
Tidalvolumina sind diese Reparaturmechanismen nicht mehr ausreichend, und es kommt zu
Membrandefekten, die schliellich in Apoptose oder Nekrose minden [89]. Bei den von uns
gewahlten Beatmungsparametern scheint ein Zelltod unwahrscheinlich. Dennoch kénnten die
zuvor beschriebenen Reparaturmechanismen aktiviert worden sein. Dadurch wilrde eine
Lipidperoxidation von ungesattigten Fettsduren ermdglicht, was wiederum den Anstieg der
Pentanalkonzentration in der Ausatemluft Uber die Zeit erklaren kénnte. Gestutzt wird diese
Vermutung von in vitro Studien, die zeigen konnten, dass Pentanal das vorherrschende volatile
Aldehyd ist, das im Rahmen von Oxidation von Lipidmembranen, die mechanischem Stress
ausgesetzt wurden, nachgewiesen werden kann [77]. Auch bei Oxidation von isolierten
mehrfach ungesattigten Fettsauren ist Pentanal das primar nachgewiesene Aldehyd [63].
Dass die Pentanalkonzentration in der Ausatemluft sukzessive mit zunehmender
Beatmungsdauer anstieg, passt auch zu den Daten, die zeigen konnten, dass Pentanal hoch-
sensitiv fur ein Volutrauma ist [60]. Pentanal und Hexanal entstehen im Rahmen von dhnlichen
Mechanismen [97]. Wieso Hexanal im Gegensatz zu Pentanal in der Ausatemluft nicht anstieg,
bleibt offen, und sollte in kiinftigen Studien untersucht werden.

Die gemessene Pentanalkonzentration in der Ausatemluft war in dieser Studie unabhangig
von der verwendeten Sauerstofffraktion FiO2. Im Kontext der vorliegenden Ergebnisse kdnnte
es sein, dass eine Konzentration von 30% bereits ausreicht, um alle Lipide, aus denen
Pentanal entsteht, zu oxidieren. Zu dieser Hypothese existieren allerdings zum jetzigen
Zeitpunkt keine ausreichenden Daten.

Eine FiO; kleiner als 30% findet bei mechanischer Beatmung nahezu keine Anwendung. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit spiegeln also den Effekt der FiO2 bei mechanischer
Beatmung gut wider und liefern die wichtige Erkenntnis, dass Pentanal als potentieller
Biomarker in der Ausatemluft unabhangig von der verwendeten Sauerstoffkonzentration
interpretiert werden kann.

Pentanal und Hexanal werden als mogliche Biomarker maligner Erkrankungen wie
Lungenkarzinomen, Mammakarzinomen und Karzinomen des Gastrointestinaltrakts

beschrieben [28,53,69,84]. Karzinome der Lunge fihren zu einer vermehrten Abatmung von
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Pentanal und Hexanal [28,84]. Unter anderem durch Tumorwachstum, Immunantwort oder
Inflammation des umgebenden Gewebes flihren Karzinome zum Zelltod. Die mit dem Zelltod
einhergehende Zerstérung der Zellmembran ermdglicht die Oxidation von Lipiden. Dies mag
die Ursache dafir sein, dass Aldehyde vermehrt abgeatmet werden. Auch beim Akuten
Lungenversagen (Acute Respiratory Distress Syndrome; ARDS) konnten erhéhte
Konzentrationen von Pentanal und Hexanal im Blut nachgewiesen werden [92].

In Summe scheinen sowohl Hexanal als auch Pentanal Marker fir Schadigungen der
Zellmembran zu sein [25]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass die
Pentanalkonzentration in der Ausatemluft ebenfalls steigt, wenn Lungengewebe

mechanischem Stress ausgesetzt wird.

5.3 Serumkonzentrationen von Interleukin 6 und Interleukin 10

Sowohl die Serumkonzentration von Interleukin 6 (IL-6) als auch Interleukin 10 (IL-10) stiegen
Uber den Untersuchungszeitraum an. Allerdings konnten wir nur bei IL-10 signifikant héhere
Werte bei den Tieren nachweisen, die auch mit einer héheren F;O2 beatmet wurden.

Nach aktueller Kenntnis der pathophysiologischen Prozesse der hyperoxie-induzierten
Lungenschadigung kommt es zunachst zu einer Schadigung der Endothelzellen der
Lungenkapillaren. Der im weiteren Verlauf zunehmende Zellschaden fuhrt dazu, dass
vermehrt proinflammatorische Zytokine freigesetzt werden [48]. Wie in Kapitel 2.1.6 erlautert,
zeichnen die bisher zur Verfligung stehenden experimentellen Daten beziglich einer
systemischen Inflammation im Zusammenhang mit Hyperoxie kein einheitliches Bild ab. Es ist
aber davon auszugehen, dass der Schweregrad der Lungenschadigung — und damit
vermutlich auch der Schweregrad der systemischen Inflammation — sehr vom
Sauerstoffpartialdruck und der Expositionsdauer abhangt [48].

Die in unserem Versuchsaufbau gewahlte Expositionsdauer scheint nicht zu einer massiven
systemischen Inflammation geflhrt zu haben. Zumindest sekundare inflammatorische Effekte
der Hyperoxie auf andere Organe als die Lunge erscheinen unwahrscheinlich. Nur fur IL-10
konnten nach zwdlf Stunden mechanischer Beatmung signifikant hdhere Werte bei héherer
FiO2 im Blut nachgewiesen werden. Da der Fokus dieser Arbeit auf der Untersuchung der
Ausatemluft lag, haben wir keine Methodiken angewendet, um lokale Inflammationsprozesse
im Lungengewebe zu untersuchen. Daten anderer Gruppen zeigen jedoch klare Anzeichen
einer lokalen Inflammation im Lungengewebe von Nagern nach ahnlicher Expositionsdauer
wie in unserer Untersuchung [37]. In Zusammenschau der zur Verfigung stehenden Daten ist
davon auszugehen, dass eine hohe FiO2 bei mechanischer Beatmung zu einer lokalen und
systemischen Inflammation fiihrt.

Unsere vorliegende Studie kann keine Aussage zu systemischer Inflammation im

Zusammenhang mit Hyperoxie beim Menschen treffen. Barber et al. konnten 1970 in einer
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prospektiven Studie bei Patienten mit irreversibler Hirnschadigung zeigen, dass eine
Beatmung mit 100% Sauerstoff im Vergleich zu einer FiO2 von 21% innerhalb von Tagen zu
einer Einschrankung der Lungenfunktion fihrt [6]. Im Zeitalter der lungenprotektiven — oder
vielleicht besser: minimalinvasiven — Beatmung scheint das Risiko einer hyperoxie-induzierten
Lungenschadigung bei einer FiO2 unter 60% niedrig zu sein [48]. Van der Wal et al. publizierten
2022 eine Metaanalyse randomisierter kontrollierter Studien, die hohe mit niedrigen
Oxygenierungszielen bei mechanisch beatmeten Patientinnen und Patienten auf
Intensivstation verglichen. Bezlglich der 90-Tage-Mortalitat sowie der Intensivstations- und
Krankenhausverweildauer gab es keinen signifikanten Unterschied [85]. Li et al. verglichen in
einer 2020 verdéffentlichten randomisierten kontrollierten Studie das Auftreten postoperativer
pulmonaler Komplikationen bei einer FiO, von 30% mit einer FiO2 von 80% bei intraoperativer
mechanischer Beatmung. Die Inzidenz dieser Komplikationen unterschied sich nicht
signifikant zwischen den Gruppen — wenngleich die Schwere der pulmonalen Komplikationen
bei mechanischer Beatmung mit einer FiO2 von 30% weniger ausgepragt war [54]. Cohen et
al. verglichen sowohl postoperative pulmonale Komplikationen als auch die postoperative
Sauerstoffsattigung / FiO2 -Ratio nach mechanischer Beatmung mit einer FiO2 von 30% und
80%. Zwischen beiden Gruppen gab es keinen signifikanten Unterschied [16]. In Summe
scheint der Effekt der FiO, sowohl intraoperativ als auch auf der Intensivstation eine
untergeordnete Rolle zu spielen, sofern eine minimalinvasive mechanische Beatmung

Anwendung findet, und die FiO» an den tatsachlichen Bedarf angepasst ist.
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5.4 Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit untersuchte den Einfluss der inspiratorischen Sauerstofffraktion auf die
Abatmung der volatilen Aldehyde Pentanal und Hexanal, sowie auf die Serumkonzentration
von Interleukin-6 und -10. Folgende Schlussfolgerungen ergeben sich aus der formulierten

Fragestellung und den von uns gefundenen Ergebnissen:

1. Eine mechanische Beatmung und eine hohe inspiratorische Sauerstofffraktion fuhren zu
einer Lipidperoxidation in der Lunge und induzieren sekundar eine systemische

Inflammation.

2. Abgeatmetes Hexanal steigt unter einer hohen inspiratorischen Sauerstofffraktion leicht an,
wohingegen die Abatmung von Pentanal durch die inspiratorische Sauerstofffraktion nicht

beeinflusst wird.

3. Abgeatmetes Pentanal kann als potentieller Biomarker fir eine beatmungsinduzierte
Lungenschadigung unabhangig von der inspiratorischen Sauerstofffraktion interpretiert

werden.
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