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1 Einleitung 7

1 Einleitung

Mit einer Gesamtoberflache von tber 100 m? steditldinge des Menschen das Organ mit
der grofdten Oberflache dar. Der groldte Teil dieSkiche findet sich im alveoléren
Kompartiment, also jenem Raum, der auch fir die kkon der Lunge, d.h. den
Gasaustausch, verantwortlich ist. Pionierarbeites dchwedischen Forschers Kurt von
Neergard [1] im Jahre 1929 lieferten erstmals Hiseieauf einen Zusammenhang der
alveolaren Oberflachenspannung mit den Retraktidfigh der Lunge und der dortigen
Gultigkeit des Laplace’schen GesetZgs=2y / r [2]. Konsequenterweise wurde, allerdings
erst etwa drei Jahrzehnte spater, von Clementsirj@] Pattle [4] der pulmonale Surfactant
(eine Wortkonstruktion ausSpuraceactve-agent”), identifiziert und charakterisiert. Dieses
oberflachenaktive Lipoproteingemisch senkt die ®@&emenspannung in der Alveole vor
allem wahrend der Endexspiration, verhindert dddutelektasen und ermoglicht so einen
funktionierenden Gasaustausch [5].

Das alveolare Kompartiment ist permanent Oxidandies der Atemluft oder aus zellularen
Quellen ausgesetzt [6]. Unter physiologischen Bgaliigen liegt hier ein Gleichgewicht aus
Oxidantien und einer Vielzahl von Antioxidantienryvdas einen ausreichenden Schutz des
Lungenepithels vor oxidativer Schadigung gewaheeif/]. Dieses Gleichgewicht kann bei
einer Reihe von pathophysiologischen Ereignissbar auch durch exogene Einflisse wie
einer hohen Schadstoffbelastung der Atemluft, gest8in und unter anderem zu einer
erhohten vaskuldren Permeabilitat, einer HemmungFdektion und der Homo6ostase des
Surfactantsystems und somit zu Einschrankungen asa@stausch und der Compliance der

Lunge fuhren [8].
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1.1 Das alveolare Kompartiment

1.1.1 Morphologie des alveolaren Kompartiments

Die Alveolen sind von Alveolarepithel Typ-I- und ¥i-Zellen ausgekleidet [9]. Die
Epithelzellen vom Typ-lI bedecken lber 90 % der @&ehe, besitzen jedoch nur geringe
metabolische Aktivitat. Aufgrund ihrer geringen [detke weisen sie nur einen geringen
Widerstand fir die Diffusion zwischen Kapillare ubdngenblaschen auf. Die Typ-Ill-Zelle,
auch Pneumozyt genannt, bedeckt zwar nur ca. 7 % Adleeolarflache, stellt aber
zahlenmaRig mit etwa 70 % die grof3te Fraktion aldwveolarepithelzellen dar. Die
Pneumozyten sind nicht nur Syntheseort des pulmean8urfactant, sie nehmen auch den

Surfactant wieder auf und verwerten ihn wieder.

Typ-T-Frieumozy Typ-l-Preumozyt
/' Q)
3o 3¢ . /
[ .' )

\\

Manalayer

Luft-Wasser-Grenzschicht

wdlirine Hypophase

e

"‘ =

Makrophage

Abbildung 1: Alveole mit schematischer Darstelludgs Surfactant-Stoffwechsels: 1| =

Speicherung von Surfactant in den LamellenkorpercBe= Exozytose von Surfactant in die

wassrige Hypophase; 3 = tubulares Myelin; 4 und &erbrauchter Surfactant in der

wassrigen Hypophase; 5 = Rlckresorption von vedbitam Surfactant zum Recycling; 7 =

Aufnahme von Surfactant von einem Makrophagen. Ktodit nach [178].

Neben zahlreichem endoplasmatischem Retikulumewnié¥litochondrien, Golgi-Vesikeln
und Ribosomen, die auf einen aktiven Metabolismimsvéisen, besitzen diese Zellen in

ihrem Zytoplasma sogenannte Lamellarkdrpercheaméllar bodies) In diesen wird
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Surfactant gespeichert und steht dort standig slirefion bereit. Durch Exocytose werden
die Lamellarkérperchen in die Hypophaspithelial lining fluid, ELF) des Alveolarraums
freigesetzt und dort zu sogenannten tubuldrem Myeingewandelt. Dieses besitzt eine
dreidimensionale, gitterartige Struktur und ist deekte Vorlaufer des oberflachenaktiven
Grenzflachenfilms, der die Grenze zum Gasraum bilde Regulation des Surfactantpools
im Alveolarraum geschieht hauptsachlich durch ti&iepiration Gtretch) [10], die die
Sekretion fordert, sowie durch die beiden Kolle&tiSP-A und SP-D [11, 178, 183]. Der
physiologischél'urnoverder Surfactantlipide betragt etwa 10 Stunden [10].

1.1.2 Der pulmonale Surfactant

Biochemische Zusammensetzung des Surfactant

Der pulmonale Surfactant besteht zu etwa 90 % awsspgholipiden und zu 10 % aus

Proteinen [12, 13]. Die Phospholipidfraktion zeggh sehr charakteristisches Profil mit etwa
80 % Phosphatidylcholin (davon liegt etwa 50% in dipalmitoylierten Form vor) und etwa

10 % Phosphatidylglycerol [14, 15]. Weitere, in 8pu beim Menschen vorkommende
Phospholipidklassen sind Phosphatidylethanolamimsphatidylinositol, Phosphatidylserin

und Sphingomyelin [5].

FUr den Proteinanteil des Surfactant sind primérvekr Surfactant-spezifischen Proteine von
Bedeutung [16, 17]. Nach der Nomenklatur von Pogem#§l8] werden sie Surfactant-

Proteine- (SP-) A, -B, -C und -D genannt. Diese deream lassen sich je nach ihrer
Wasserloslichkeit in zwei weitere Gruppen einteilBie beiden eher kleinen, hydrophoben
SP-B und SP-C sowie die hthermolekularen, hydreptiP-A und SP-D.

Funktion des Surfactant

Die Funktionen des Surfactant, soweit bisher bekdassen sich in zwei Gruppen unterteilen
[16], namlich in seine biophysikalischen und seimemunologisch/immun-modulierenden
Eigenschaften. Zur ersten Gruppe gehort die Préorertnes Kollapses der Alveolen und der
Lunge wéahrend der Exspiration durch Senkung derf@obenspannung, die Unterstiitzung
der inspiratorischen Lungendffnung sowie die Vedeiming eines Lungentdems durch
Balance der hydrostatischen Filtrationskrafte. bieispielen der Phospholipidanteil und die
hydrophoben Surfactant-Proteine SP-B und SP-C diemusragende Rolle [19, 20].
AulRerdem werden die kleinen Luftwege stabilisiend uoffen gehalten. Der Surfactant
verbessert die mukozilidre Clearance und trangtoZmlchen mit einer Gr63e unter 6 pm in

die Hypophase des ELF, der Abtransport von TeilaehZelltrimmern von den Alveolen in
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die groReren Luftwege wird durch Absenkung der @#erenspannung wahrend der
Endexspirationsphase erleichtert.

Die zweite Gruppe beschreibt die immunologisch/immodulierenden Eigenschaften [21,
22, 23, 24, 25]. So unterdricken die Phospholipiie Proliferation, Immunglobulin-
Produktion und Zytotoxizitdt von Lymphozyten. Au@em inhibieren sie die Endotoxin-
stimulierte Zytokin-Freisetzung (TNF, IL-1, IL6) mo Makrophagen. SP-A und SP-D
modulieren die Phagozytose, Chemotaxis und dgidative burstvon Makrophagen.
Weiterhin opsonieren sie verschiedene Mikroorgaaisraur einfacheren Phagozytose. Der
Surfactant neutralisiert endogene Mediatoren wiglikkde und reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) [26], Bakterien sowie Viren und Pilze werddurch SP-A und SP-D aggregiert,

opsoniert und somit in vermehrtem Umfang phagomytie

1.2 Die Redoxbalance im alveolaren Kompartiment

Die Lunge reprasentiert die erste physikalischen&tache zwischen Umwelt und Korper.
Damit ist sie, neben den endogen produzierten Noxaéndig einer Vielzahl von
Umweltgiften wie Bakterien, Viren, Allergenen undzen sowie Partikeln und Gasen (Ozon,
Stickstoffdioxid usw.) ausgesetzt. Die groRe Oletfe der Lunge und der standige Kontakt
mit der Umwelt bedingen eine schon unter normalerediijungen grol3e
Schadstoffexposition. Wahrend grol3ere Partikel sdno Nasopharynxbereich und in den
oberen Luftwegen abgefangen werden, dringen Kkleidailchen und Molekile bis in den
Alveolarraum vor. Um die Gefahr einer Oxidation denktionellen Bestandteile des
Surfactant und der Zellen zu reduzieren, ist diea@bre Hypophaseepithelial lining fluid:
ELF) mit einer Vielzahl antioxidativ wirksamer Kompenten ausgestattet. Sowohl die
Oxidantien als auch die Antioxidantien in biologiea Systemen sollen im folgenden kurz

vorgestellt werden.

1.2.1 Oxidantien

Aerobe biologische Organismen sind von Sauerstaffiagig. Durch ihn gewinnen sie ihre
Energie. In der mitochondrialen Atmungskette findiete Ubertragung von Elektronen und
Protonen statt. Sauerstoff fungiert hier als teat@nAkzeptor und wird zu Wasser reduziert.
Durch diese Redoxreaktionen wird das energiereiéi® generiert. Im Zuge dieser
Elektronenubertragungen entstehen intrazellular hiteaktive, partiell reduzierte

Sauerstoffformen, die als reaktive Sauerstoffsgezfeactive oxygen speciesROS)

bezeichnet werden. Die Toxizitat dieser Verbindumgard von Organismen sogar genutzt:
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Im sogenanntemnespiratory burstphagozytischer Zellen dienen die ROS der Immunabwe
Weiterhin wird die Lunge mit einer grofR3en Vielfalbn exogenen Oxidantien konfrontiert

[27]. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die Qaallvon Oxidantien in der Alveole.

Quellen von Oxidantien in der Alveole

Zellen des Immunsystems (aktivierte Neutrophilekiahagen)

Umgebung (Atemluft, @ Oz, NO,, Tabak, Staube, Asbest, etc.).

Endogene Oxidantien: Enzyme (Xanthin-Oxidase (X®&anthin-Dehydrogenase (XDH),
Glucose-Oxidase, NADPHxder NADH-Oxidoreduktasen (Cytochrom P450, NO-8gse

sowie Arachidonsaure-metabolisierende Enzyme widddyxygenasen.

Xenobiotika (Bleomycin, Paraquat, Nitrofurantoie.gt

Tabelle 1: Uberblick der oxidativ wirksamen Kompoten in der Alveole

Radikale sind zu einer Vielzahl von Reaktionen imga@ismus fahig. Sie reagieren mit
Proteinen, Lipiden und der DNA. Die Reaktion vondRalen mit Lipiden wird als
Lipidperoxidation bezeichnet. Bei der Reaktion zmhisn Radikalen und ungesattigten
Fettsauren laufen radikalische Kettenreaktionen alls Hauptprodukt entstehen
Hydroperoxylradikale [28]. Diese Lipidperoxidatiane verursachen strukturelle und
funktionelle Veranderungen in den Lipidmembraner®][2ind spielen eine Rolle bei
verschiedenen degenerativen Krankheiten und berusigsprozessen [30].
Radikal-Protein-Interaktionen hingegen sind veramtich fir eine Reihe von
Veranderungen wie zum Beispiel Proteinfragmentigyurrosslinks und Zerstérung der
Tertiarstruktur, damit einhergehend einem Verlust Bunktionalitdt dieser Proteine [31].
Prinzipiell sind alle Aminosauren anfallig gegemeeiradikalische Modifizierung, eine
herausragende Stellung nehmen allerdings die arschah Aminosauren Tyrosin,
Phenylalanin und Tryptophan, die schwefelhaltigemi®osduren Cystein und Methionin
sowie die aliphatischen Aminosauren Arginin, LysProlin und Histidin ein [32]. Als
bedeutende Marker fur Aminosauren-Oxidation weradh Methioninsulfoxide oder 3-
Nitrotyrosine herangezogen [32], ebenso werden eRrcdrbonyle als Mafld flr

Proteinoxidation verwendet [33, 34].
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Oxidativer Stress an der DNA manifestiert sich g@inm Veranderungen der DNA-Basen [35,
36], wobei hier Uber 100 verschiedene Modifikationdekannt sind [37]. Diese
Modifikationen umfassen sowohl Purine als auch ddye, die quantitativ haufigste
Modifikation ist die Umwandlung des Guanins. Hiarbetsteht bevorzugt 7,8-dihydro-8-oxo-
Guanin (8-Hydroxyguanin, [37]). Weiterhin verursaniRadikale Schadigungen an der DNA,
die DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche sowie diduktion von alkalilabilen Stellen, die

zum Verlust der Base fuhren, umfassen [38].

Singulett-Sauerstoff {O5)

Durch eine Anderung der Spinrichtung eines deefreiulReren Elektronen kann Singulett-
Sauerstoff entstehen. Singulett-Sauerstoff ist kdRadikal, die Restriktionen der
Elektronenspins vom molekularen Sauerstoff sinerdihgs aufgehoben. Damit besitzt
Singulett-Sauerstoff ein stark oxidierendes Po#&ii89]. In biologischen Systemen kdnnen
Pigmente Licht absorbieren und danach die Energi€aveitergeben, welcher dadurch den
hoheren Energiestatus des Singulett-Sauerstoffs sordit eine hdhere Reaktivitat mit
anderen Molekilen erreicht. Beim Ruckfall in diemale Elektronenkonfiguration emittiert
O, dann wieder ein Photon, es kommt zur Lumineszenngutt-Sauerstoff spielt
beispielsweise bei Porphyrie eine Rolle: In die Haingelagerte Pigmente kdnnen zur
Singulett-Produktion fithren [27]. Singulett-Sauefstesitzt eine Halbwertszeit von %0
Sekunden und eine Reichweite von 1-2um. Seine Raaktist im Vergleich zum

Hydroxylradikal deutlich geringer [37].

Superoxid-Radikale (&)

Das Superoxid-Radikal O entsteht durch Ein-Elektronen-Transfer auf molaken
Sauerstoff, unter anderem durch Autooxidation vgmrbchinonen, Flavinen, Hamoglobin,
Glutathion und anderen Thiolen sowie den lonen Jdbergangsmetallen [40]. In
neutrophilen Blutzellen wird © von dem Enzym NADPH-Oxidase generiert, welches
ausschliel3lich extrazellular,Ofreisetzt und als Teil der Immunantwort aktiviesitd. Eine
andere Quelle sind physikalische Einflisse (Gammlaen, u.a.). Das Radikal verhalt sich
wie eine schwache Base und kann durch Wassersteffiur konjugaten Saure, dem
Perhydroxyl HQ@, protoniert werden. Durch Disproportionierung kamn folgenden
Wasserstoffperoxid entstehen [41]. Diese Reaktiwd durch die Superoxiddismutase (SOD)
beschleunigt.

Das Superoxid-Radikal kann sowohl| reduzierend wirkeB. fir F&- und Cd*-lonen,

Ferrizytochrome und Chinone, als auch als Oxidainkew. Hierbei kommen Ascorbat und
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andere Molekile, die acidische Wasserstoff-Protottagen, in Frage. Als Perhydroxyl-
Radikal ist es durch Entfernung des bis-allyl-Hypgnos von polyungesattigten Fettsduren in
der Lage, die Lipid-Autooxidation zu initiieren [BIPrinzipiell ist @~ ein mildes Oxidans
und unter physiologischen Bedingungen zum Beispieht in der Lage, direkte DNA-

Schaden zu induzieren [42].

Wasserstoffperoxid (HO,)

Durch Disproportionierung entsteht, wie oben erwalaus Perhydroxyl-Radikalen bzw.
Superoxid Wasserstoffperoxid. Diese Reaktion kamchtnnur spontan, sondern auch
enzymatisch durch die Superoxiddismutase (SOD)ysiat, erfolgen. Obwohl es selbst nur
maldig reaktiv ist, besitzt es fur seine oxidativedl8utung zwei wichtige Eigenschaften [41]:
Erstens ist es frei difftundabel durch biologischenvbranen, zweitens ist es der Pracursor fir
die Bildung von potenteren Oxidantien wie HydroRadikalen und Oxoferryl-Komplexen.
Wasserstoffperoxid ist in Losung in Abwesenheit \iimergangsmetallen relativ stabil und

kann daher in Zellen grol3ere Strecken durch Diffugiurticklegen.

Hydroxyl-Radikale

Durch eine metallkatalysierte Reaktion (z.B. mit'Henen) entsteht aus Wasserstoffperoxid
und Superoxid-Anionen das Hydroxyl-Radikal [41]denannte Haber-Weiss-Reaktion):

02" + H,O, > O, + HO + HO.

Weiterhin entsteht es bei der Fenton-Reaktion:

F&*/ Cu" + H0, > F€" / CU* + HO + HO.

Mit einem Redoxpotential von +2,18 V ist es ein &R reaktives Molekll, besitzt eine

auBerordentlich kurze Halbwertszeit von®18ec und ist daher fiir die Oxidation vieler

Molekule verantwortlich.

Peroxyl-Radikale

Neben den oben erwahnten Superoxid-Radikalen kbéduern Ein-Elektronen-Transfer auch
Kohlenstoffradikale (B gebildet werden. Diese wiederum koénnen durch kubégen
Sauerstoff zu Peroxyl-Radikalen reagieren [41]:

R + 0O, 2> ROO

Durch ihre Fahigkeit, mit ungesattigten Fettsaumn reagieren, sind sie zur Lipid-
Peroxidation fahig:

ROO + RH-> ROOH + R

Die Radikale konnen durch Terminationsreaktion auch stabilen, nicht radikalischen

Molekulen, umgewandelt werden:
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R +R->R-R
ROO + R - ROOR
ROO + ROO > ROOR +Q

Oxoferryl-Komplex

Durch Reaktion von Methamoglobin oder Metmyoglohiit Wasserstoffperoxid kann sich
der Oxoferryl-Komplex FE=0O bilden. Dieser sehr reaktive Komplex spielt dieeleutende
Rolle bei der Initiation der Lipidperoxidation, kanaber auch mit anderen Molekilen

reagieren.

Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid besitzt die Funktion eines Vasatditors und wird daher auch EDRF
(endothel derived relaxing facfogenannt. Es besitzt eine Halbwertszeit von elmerzehn
Sekunden und kann zu verschiedenen weiteren Sifbketbindungen reagieren [41]:

l. Stickstoffdioxid: NO + NO + @2 2 NG,

Il. Peroxynitrit: NO + @~ > ONOO

Stickstoffdioxid und Peroxynitrit wiederum kénneeiter reagieren:

M.  2NO,+H0O>NO; +NO, +2 H

V. ONOO - NOs

V. ONOQO + H" €= ONOOH-> [NO; + HOJcage=> NO, + HO

Einerseits besitzt Stickstoffmonoxid also die Mégkeit, in der Funktion eines Antioxidans
entsprechend Gleichung Il Superoxidradikale zu démdandererseits kénnen mit der
Zwischenstufe des Peroxynitrits Hydroxylradikaléséehen, die schadigende Wirkung haben
(siehe 1.2.1.4) AulRerdem ist Peroxynitrit selbstien Lage, Tyrosinreste zu nitrosylieren und
damit Proteine direkt zu schadigen. Ein Inhibierwvagp exogen appliziertem Surfactant in

hohen Dosen wurde ebenfalls nachgewiesen [182].

Andere Oxidantien

Neben den oben erwdhnten ROS gibt es eine Vielpaiterer oxidativ wirksamer
Substanzen, denen der Organismus in der Umwelteaatg ist. Neben direkter oxidativer
Schadigung kénnen sie zum Teil auch als Promotiaredie Produktion von ROS angesehen
werden.

Von Bedeutung sind vor allem [41]: halogenierte akik und Alkene, Dioxine, Pestizide,
Phorbol-Ester, Paraquat und Diquat, Chinone, Chimal Ubergangsmetalle und Kationen-

Komplexe, Zytostatika (z.B. Bleomycin).



1 Einleitung 15

1.2.2 Antioxidantien

Ascorbinsaure

H,C—OH
HC—OH
O
O
HO OH
Abbildung 2: Ascorbinsaure

Vitamin C oder auch Ascorbinsdure gehort zu denserddslichen Antioxidantien. Mit
Ausnahme der Primaten und Meerschweinchen konném Herspezies Vitamin C
eigenstandig aus Glucose synthetisieren [40]. Biewsn konzentriert kommt es in
verschiedenem Gemiise (z.B. Paprika) und Obst Ziti®nen) vor.

Vitamin C ist an diversen enzymatischen ReaktiongKollagenbiosynthese,
Carnitinbiosynthese, Noradrenalinbiosynthese, wet¢iligt. Fehlt Ascorbinsaure, so kommt
es nach mehrmonatiger Latenzzeit zum Krankheitstekl Skorbuts, einer schweren Stérung
des Bindegewebestoffwechsels [43].

Aul3erdem besitzt es wichtige antioxidative Wirkumg®itamin C ist verantwortlich fir die
Wiederherstellung von Tocopherol und reduzierteiol€h. Es besitzt ein stark reduzierendes
Potential und fungiert daher als effektiver Radiéader flir Hydroxylradikale,
Superoxidionen und Singulett-Sauerstoff [28]. Wite kann es Ferrylmyoglobin (F&0)
reduzieren und mit Triplet-Carbonylen (3[RO]J*) réaxgn [41].

Neben seinen antioxidativen Eigenschaften kann rhgtsdure aber auch prooxidativ wirken:

In Anwesenheit von Fé&lonen kénnen Hydroxylradikale entstehen.

Harnsaure

Harnsaure (Urat) ist bei Primaten, Vogeln und anigReptilien das Endprodukt des
Purinstoffwechsels (Abbildung 3), andere Arten aUeat zu Allantoin ab [184]. Harnsaure
ist in wassrigen Systemen nur maRig léslich. BeeeErhohung des Harnsaurespiegels kann
so durch das Ausfallen von Uratkristallen Gichtségtten. Dies kann sowohl bei primarer
Hyperurikamie, d.h. erblichen Stérungen des Puwiffwechsels, als auch bei sekundarer

Hyperurikamie, d.h. vermehrtem Anfallen von Puringriolge von Zelluntergang und
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Fehlerndhrung oder der Behinderung der Ausscheidurch Niereninsuffizienz, vorkommen
[40].

OH

N

N = \

)\ | >*OH
N
NH
o N
Abbildung 3: Harnsaure

Wahrend man uber einen langen Zeitraum Urat keisieete Rolle zuordnen konnte, weil3
man heute, dass es eine funktionelle Bedeutund\rmti®xidans hat [44, 45]: Es kann mit
einer Vielzahl von Radikalen reagieren und dabliesezum Radikal werden. Ascorbinsaure
ist in der Lage, Urat dann zu ,recyceln”, wahrendrivsaure selber Glutathionyl-Radikale

reparieren kann [41].

Thiole

Thiole, d.h. Moleklle mit einer Sulfthydrylgruppend in der Lage, Radikale unter eigener
Radikalbildung zu eliminieren. Von grof3er Bedeutusighierbei das Glutathion (GSH): Es
besteht aus den drei Aminoséuren Glycin, Cysteth @lutamat, die durch Peptidbindungen

verknupft sind, wobei Glutamat diese Bindung mihsey-Carboxylgruppe eingeht.

H,C—C—N—CH—C— N—CH,-COO

C|:H2 H CH, H
H—C—NHz*  SH
COO

Abbildung 4: Glutathion

Glutathion kann mit Sauerstoff-, Stickstoff- und enstoffradikalen sowie dem Oxoferryl-
Komplex reagieren. Wahrend dieses Oxidationsprezebfdet sich das Glutathion-Dimer
(GSSG), das durch die Glutathion-Reduktase unterbrdach von NADPH wiederum
regeneriert werden kann und somit erneut als Ardams zur Verfligung steht [41, 46].
Glutathion kommt in sehr hohen Konzentrationen atleh und imepithelialen lining fluid

vor, das menschliche Plasma enthélt allerdingsSpuren (< 2uM, [28]).
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Tocopherol
CHs3
HO
CHs3
CHZ{CHZ—CHZ—CH—CHZ}H
HaC © 3
3 CHs
CH3
Abbildung 5:a-Tocopherol

Die ausschlie3lich von Pflanzen synthetisierte @eupder Tocopherole zeichnet sich
chemisch durch einen Chromanring und eine isopdendseitenkette aus [40]. Beim
Menschen spielt dag-Tocopherol (Vitamin E, siehe Abbildung 5) die gi®(Rolle. Eine
Reihe von Krankheitsbildern gehen mit erniedrigdé@msmatocopherolspiegeln einher, so z.B.
bei Frihgeborenen [47], Enteropathien mit Lipidrpsonsstorungen, hamolytischen
Anamien und parenteral erndhrten Patienten. AlspHanktion wird die antioxidative
Wirkung angenommen [40].

Aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften kann Vitargk direkt an Biomembranen und in
Lipoproteinen der Oxidation von Fettsduren durcllikae entgegenwirken [48]. Das dabei
entstehende, wenig reaktive Tocopherylradikal kdarch Ascorbinsaure oder Urat wieder

regeneriert werden [41].

Retinol

Retinol (Vitamin A) ist chemisch gesehen ein Alkbhder aus vier Isopreneinheiten
zusammengesetzt ist (siehe Abbildung 6) [40]. S#&iavitamin ist daf3-Carotin aus der
Gruppe der Carotinoide. Fur den Menschen sind plileme Produkte die Hauptquelle
(Karotten, Spinat, u.a.). Die Funktionen umfassebem der antioxidativen Wirkung die

Photorezeption im Auge und Erhaltung der IntegdgitHaut und Schleimhaut.

CHs CHs

Hs CHg
\ NN \ NN CH>OH

CHg

Abbildung 6: Retinol (Vitamin A)
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Plasmalogene
Bei Plasmalogenen handelt es sich um Alkenyl-Adyb$pholipide, die in verschiedensten
Zelllinien und Geweben, beim Menschen vor allemGehirn und im Herzen, vorkommen.

Auch Makrophagen und Neutrophile besitzen einerehdhlasmalogengehalt [49].

® 'TI(CH3)3
s
i
7
e I|DOZ
T
HZ?_Cl:H_CHZ
P9
RS
CyH
|CH m''n
CrmHn
Abbildung 7: Phosphatidylcholin-Plasmalogen

Bedingt durch ihre reaktive Vinylethergruppe siddgmalogene antioxidativ wirksam und in
der Lage, mit aktivierten Sauerstoffspezies zuiezag [50, 51, 52, 53, 54]. Plasmalogene

zerfallen dabei zu 1-Lyso-Phospholipiden, Ameisarsa@nd langkettigen Aldehyden [55].

Enzymatische Systeme

Neben den oben erwahnten Radikal-Scavengern ekistbeh eine "zweite antioxidative
Verteidigung” [41]. Diese besteht aus einer Gruppm: Enzymen, die Schaden von
Oxidantien und Radikalen abwenden, indem sie besgiggMolekile beseitigen oder diese
reparieren. Einige Enzyme sind auch in der Lagejd@tien direkt zu harmloseren

Verbindungen umzuwandeln. Diese sollen hier kurgestellt werden:

Superoxid-Dismutase (SOD)

SOD kommt beim Menschen in zwei Formen vor: Als eEmSOD in den Mitochondrien
und als Kupfer-Zink-SOD in allen sonstigen Kompadnten [41, 56]. Sie besitzt die
Fahigkeit, in einer Dismutationsreaktion SuperoR@dikale umzuwandeln:

20, +2H > 0+ H0;
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Das entstehende B, wird durch Katalase oder Glutathion-Peroxidasetevetu Wasser

umgewandelt.

Katalase

Katalase ist in den Peroxisomen lokalisiert unddginht einen weiteren Abbau des durch
peroxisomale Oxidasen generierten Wasserstoffpgsa@u Wasser und Sauerstoff:

2H,0,2> 2H0 + G

Selen-abhangige Glutathion-Peroxidase

Die Glutathion-Peroxidasen (GPx) enthalten Seleraktiven Zentrum und sind in der Lage,
die Beseitigung von organischen Peroxiden sowie séfagoffperoxid nach folgender
Reaktion katalytisch zu beschleunigen:

ROOH + 2 GSH> GSSG + ROH + kD

Glutathion-Transferase

Die Enzymgruppe der Glutathion-S-Transferasen (GS{Tinultifunktional und besitzt eine
bedeutende Rolle bei der Detoxikation und Konjugatvon Xenobiotika [41]. Fur den
Schutz vor Oxidantien ist hauptséchlich ihre Peatage-Fahigkeit, mit der die gleiche
Reaktion wie durch die Glutathion-Peroxidase kaialy wird, von Bedeutung:

ROOH + 2 GSH> GSSG + ROH + kD

Tyrosinase

Das kupferhaltige Enzym Tyrosinase ist in der Latje, Umwandlung von L-Tyrosin zu L-
Dopa zu katalysieren, einem StoffwechselschrittMelaninbiosynthese. Superoxid-Radikale
beschleunigen diese Reaktion um ein Vielfacheswangrof3ern somit den Schutz vor durch

UV-Licht erzeugten Radikalen. Dieser Prozess hatitsin der Haut die grof3te Bedeutung.

Antioxidativ wirksame Proteine

Eine bedeutende Quelle von freien Radikalen isemleBildung durch eine Metallionen-
abhangige Reaktion. Diese kann durch die Bindumgaien an Proteine verhindert werden
[41]. Von Bedeutung sind beim Menschen vor allerbukhin mit seiner hohen Affinitat zu
Kupfer, sowie Lactoferrin und Transferrin, das pfolekil zwei Eisenmolekiile binden kann
und das die quantitativ grof3te Bedeutung in ded&ng von Eisen besitzt. Das kupferhaltige
Coeruloplasmin ist in der Lage, mittels seiner &eddase-Aktivitdt Eisen(ll)-lonen zu

Eisen(lll)-lonen zu oxidieren und dessen Aufnahm@poferritin zu fordern.
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1.2.3 Oxidative Abbauprodukte

Malondialdehyd

Bei der Peroxidation von Lipiden in vivo entstehtalbhdialdehyd als eines der
Abbauprodukte [57]. Aufgrund seiner Reaktionsfakigkmit Thiobarbitursdure kann
Malondialdehyd mittels HPLC und Fluoreszenz-Detak$elektiv detektiert und quantifiziert

werden.

c. _C
H ch, CH

Abbildung 8: Malondialdehyd

F.-Isoprostane

Isoprostane gehéren zur Familie der Eicosanoidewsrdien durch die Reaktion von freien
Radikalen mit der Arachidonsaure, einer ungeséatiigtettsaure, die u.a. Bestandteil von
Zellmembranen ist, gebildet [58]. Die einzelnen S&abzen besitzen verschiedene
biologische Aktivitaten wie etwa renale und pulmlenaVasokonstriktion und
Bronchokonstriktion [59, 60]. Obwohl bis zu 64 wehedene Isoprostane gebildet werden
konnen, spielt aufgrund seiner chemischen Stabilitader Analytik vor allem das 8-
Isoprostan (8-epi-PG,&) eine Rolle [61, 62]. Die analytische Referenzmodé zur Messung
der F-Isoprostane ist Gaschromatographie / Massenspe&trie (GC/MS) [62, 63],
weiterhin wurden in den letzten Jahren validiertzyEn-Immunoassays (ELISA) entwickelt
[64]. Aufgrund seiner Spezifitat fur Lipidperoxidat und der relativ einfachen Messtechnik
mittels ELISA spielt das 8-Isoprostan eine zunehingnil3ere Rolle als selektiver und

empfindlicher Marker fur oxidativen Stress in demige und in anderen Geweben [65].

OH

COOH

HO
OH

Abbildung 9: K-Isoprostan
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1.2.4 Normwerte antioxidativer Substanzen im Alve@rraum

Der Alveolarraum wird von einer dinnen Flissigksstscht, demepithelialen lining fluid
(ELF) bedeckt. Die durchschnittliche Dicke diesehiSht wurde bei Sdugetieren auf 50 um
geschatzt [66]. Die absolute Menge an ELF kanrhbige nur geschatzt und nicht berechnet
werden. Versuche, mit exogenen (Methylenblau, 93TPA) und endogenen (Albumin,
Harnstoff) Markern flhrten nur zu unbefriedigendengebnissen [67, 68]. Daher gibt es bis
heute keine absoluten Normwerte fur Konzentratica@ioxidativer Substanzen im ELF. Die
European Respiratory Socieltyat daher empfohlen, Konzentrationsangaben auf/dasnen
der BALF zu beziehen sowie Einzelheiten zur Lavegeik (Anzahl Aliquots, instilliertes
Volumen, Recovery, Phospholipid- oder Proteinkotrzion) anzugeben [69, 70, 68].

Bisher gemessene Daten verschiedener Forschungsgrugrgaben so auch eine grol3e
Bandbreite an Messdaten gleicher Kollektive (si€akelle 2)[70].
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BAL- Erster Autor
Antioxidans Konzentration Einheit
Verfahren [Referenz]
a-Tocopherol |A 0,31 +0,06 nmol mg proteift | Slade [71]
0,87 + 0,45 pumol- [
Ascorbinsaure |A Hatch [72]
(0,15 + 0,08) (Mg ml™h)
A 21,4+28 nmol mg proteii | Slade [71]
B 0,50 + 0,13 umoll™ Kelly [73]
C 0,29 + 0,17 umoll™ Kelly [74]
0,87 + 0,05
Urat A pumol- It (ug- mlY) | Hatch [72]
(0,15 + 0,01)
A 159+25 nmol mg proteiit | Slade [71]
B 0,33 +0,09 pumoll™ Kelly [73]
C 0,46 + 0,11 umoll™ Kelly [74]
GSH D 429 * 4* pmol I Cantin [75]
A 6,7+1,8(2,1+0,5] pmol™*(ug ml) |Hatch [72]
A 20,4 +3,8 nmol mg proteift | Kelly [73]
B 0,5+0,2 pumol It Kelly [73]
C 0,9+0,2 umoll™ Kelly [74]

Tabelle 2: Konzentrationen von Antioxidantien imfanem BAL-Fluid (*: Konzentration im

ELF). Die Mittelwertex Standardabweichung sind angegeben. A: Sechs Ba@iFAliquots

instilliert, die zurtickerhaltene BALF sequentiedsgmmelt und die Fraktionen 2-5 flr

Analyse gepoolt; B: Zwei 20 ml phosphatgepuffertaCNAliquots instilliert und Lavag
verworfen. Anschlieend drei 60 ml-Aliquots inséift, Recoveries gepoolt, filtrier

zentrifugiert (400 x g) und bei -70 °C gelagert; Wer 50 ml NaCl-Aliquots appliziert

Recoveries gepoolt, filtriert, zentrifugiert (300gx und bei -70 °C gelagert; D: Funf 20

NaCl-Aliquots in drei separate Lungen-Segmente illiest,
zentrifugiert (300 x g) und bei -70 °C gelagerD][7

Lavage gepoolt, filtriert

die

[1%)

—F

ml
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Das quantitativ haufigste niedermolekulare Antiaxid in der BALF von gesunden
Erwachsenen ist das reduzierte Glutathion (~1,6pddjolgt von Ascorbinsdure (~0,5uM)
und Urat (~0,7uM). Die Konzentrationen der lipophil Antioxidantien a-Tocopherol

(~26nM) und Retinol (~5nM) liegen vergleichsweisedrnig [76]. Unter Berlicksichtigung der
Verdinnung desgpithelialen lining fluiddm Zuge der BAL um etwa Faktor 100-200 ergeben
sich so im Vergleich zu den Konzentrationen im pBlatma aulRergewohnlich hohe
Antioxidans-Konzentrationen von ca. 300uM fur Gilbian und etwa 100uM fir

Ascorbinsdure im ELF. Tabelle 3 gibt einen Verdieitiir Normwerte ausgewahlter

Antioxidantien im Plasma und im ELF.

Antioxidans Plasma ELF
2 UM [28] 300 uM [76]
Glutathion (GSH)
1 uM [77] 429 uM [75]
67 UM [77]
Ascorbinsaure 100 uM [76]
52 uM [78]
195 uM [78] 100 uM [76]
Urat
387 uM [77] 207 uM [77]
15 - 40 uM [28]
a-Tocopherol 5 uM [76]
16 uM [77]
1,7 uM [79]
Retinol 1uM[76]
1,0 uM [80]

Tabelle 3: Normwerte ausgewéhlter AntioxidantienRlasma und im ELF
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1.2.5 Pathophysiologische Konsequenzen einer ges#éir Redox-Balance im

alveolaren Kompartiment

Bei einer Reihe von Lungenerkrankungen, insbesender solchen mit inflammatorischem
Hintergrund, wird dem auftretenden oxidativem Stresne bedeutende Rolle bei der
Pathogenese zugeordnet. Ein Ungleichgewicht zwiséedantien und Antioxidantien ist
von verschiedenen Autoren fur daeute lung injury(ALI) beschrieben worden [46, 81, 82],
weiterhin belegen Untersuchungen eine Beteiliguog oxidativem Stress bei Asthma [83,
59, 84], zystischer Fibrose [46, 85], idiopathischmilmonaler Fibrose [86, 87] und
Sarkoidose [88].

Unter akut inflammatorischen Bedingungen, z.B. diaem durch unterschiedliche Ausloser
(Pneumonie, Sepsis, Trauma, Schock, Pankreatitid)ziertenacute lung injury (ALI),
kommt es durch Makrophagen und Neutrophile im Rahdes sogenannteaspiratory burst
zur Produktion und Freisetzung von freien Radikg8sh 90]. Der pulmonalen Antwort geht
initial eine systemische Aktivierung voraus [81ig dich in einer Aktivierung des pulmonalen
Endothels und der alveoldren und interstitiellenkMahagen, einer Hochregulation von
Adhasionsmolekilen und einer gesteigerten Prodoktion Cytokinen und Chemokinen
manifestiert. Eine Rolle kdnnen dabei oxidierte $fifmlipide mit biologischer Aktivitat (z.B.
oxidiertes 1-Palmitoyl-2-Arachidonoyl-Phosphatidybtin, [91]) spielen, die unter anderem
als Bestandteile von low density Lipoproteinen (DDorliegen. Als Folge wird eine massive
Transmigration von Neutrophilen durch Endothel tpithel in das alveolare Kompartiment
beobachtet, welche eine Freisetzung einer Vielggtdtoxischer und proinflammatorischer
Komponenten wie proteolytische Enzyme, reaktiveeBstoff- und Stickstoffspezies (ROS
und RNS), Lipidmediatoren und andere proinflammatbre Cytokine verursachen. Dies alles
resultiert in einer Einschrankung der Schrankenifonk des pulmonalen Epithels und
Endothels und der Entwicklung eingsute lung injury

Die Uberlastung der antioxidativen Schutzbarrietecd die anfallenden ROS und RNS,
ausgeldst sowohl durch deaspiratory burstals auch in einem noch ungeklarten Ausmalf
durch die therapeutische Gabe von hohen Sauersitafntrationen [92], konnte unter
anderem bei ARDS-Patienten durch zahlreiche Autemgimand des Nachweises oxidativer
Umwandlungs- und Degradationsprodukte nachgewiesegrden. So fanden sich
beispielsweise in der BALF erhdohte Werte fur Nijrosin [93, 94, 95], konjugierte Diene
[96], Malondialdehyd [96], oxidierteg1-Antitrypsin [97] und oxidiertes Glutathion [98m

Ausatemkondensat konnten Wasserstoffperoxid [9€] lgrisoprostane [100] nachgewiesen
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werden. Ahnliche Befunde ergaben auch die AnalysenBALF und Ausatemkondensat bei
Patienten mit Asthma [59, 83, 84] und bei Patientait chronisch interstitiellen
Lungenerkrankungen [101, 86, 88].

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es bei ARDSemner Erh6hung der globalen
antioxidativen Aktivitat des BALF kommt, was die #wen hauptsachlich auf eine Induktion
antioxidativer Enzyme zurickfuhrten [102]. Krselafes et. al. [103] zeigten erhdhte
Coeruloplasmin- und Transferrin-Spiegel bei BALmWRDS-Patienten. Ebenso kam es bei
Hyperoxie zur Toleranzentwicklung durch Enzymindoikt [104]. Comhair et al. [105]
fanden eine erhdhte Aktivitat der extrazellulardat&hion-Peroxidase bei Asthmapatienten.
Uber Veranderungen der primaren antioxidativen &digung, den niedermolekularen
Antioxidantien im Alveolarraum, ist dagegen wenigekannt. Wahrend friilher angenommen
wurde, dass es unter inflammatorischen Bedingurmyereinem Abfall der Antioxidantien
kommt (z.B. Pacht [106], Buhl [107] und Bowler [I8gibt es nun vermehrt Hinweise
darauf, dass die Konzentrationen der Antioxidantiee oxidativem Stress, z.B. bei
Ozonbelastung, Zigarettenrauch oder Hyperoxie, eayest. Bei Ozonexposition fanden
Kodavanti et al. [109] erhdhte Werte von GSHJocopherol und Harnsdure in der BALF.
Bekannt sind auch veranderte Glutathion-SpiegelEiok von Rauchern: Bei chronischen
Rauchern wurde eine Erh6hung der Glutathionkonagatr gefunden [75, 110], wahrend bei
akuter Zigarettenrauch-Exposition eine Depletios @Gdutathions in der BALF festgestellt
wurde [110]. Eine kurzzeitige Exposition mit Dieslejasen fiihrte zu einer signifikanten
Zunahme des Ascorbinsduregehaltes in BALF bei hemdfontrollen [111]. Vento et al.
[112] beschreiben eine Zunahme der globalen amtativien Kapazitat in Trachealsekreten
von Sauerstoff-beatmeten Frilhgeborenen sowie eictesignifikante Zunahme von Urat.

Die antioxidative Imbalance fuhrt zu oxidativem 8dbn, der sich durch Stérungen der
alveolar-endothelialen Schrankeapillary leakage)[113, 114], verdndertem Surfactant-
Metabolismus [6] und —Homoostase [115] und beethtiter Surfactant-Funktion mit
verringerter Herabsetzung der minimalen Oberflaspannung [116, 117] zeigt. Infolge
dieser Veranderungen kommt es bei ALI- und ARDSdnén haufig zu Alveolar6dem und

Alveolarkollaps. Im Folgenden sollen diese Verandgen naher betrachtet werden:

* Veranderungen der Surfactant-Eigenschaften
Oxidativer Stress verursacht mannigfaltige Veraudgen der Komposition des Surfactants.

Unter anderem wurden erhdhte Mengen an konjugieBEmen und Thiobarbitursaure-
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reaktiven Substanzen (TBARS) naithvitro—Oxidation von Surfactant gefunden, was auf
Oxidation der Lipidkomponenten hinweist. Seegeraket[117] untersuchten den Einfluss
verschiedener Radikal-erzeugender Systeme auf Gamtan vitro und konnten ebenfalls
gestiegene Mengen an TBARS und organischen Hydmgpukn feststellen. Hyperoxie
verursachte eine Erniedrigung des PhosphatidylgWy@thosphatidylinositol-Verhaltnisses
(PG/PI-ratio) [118]. Auch der Proteinanteil des f8atants zeigt sich anfallig gegen
oxidativen Stress. So wurden nach oxidativem Stgessiegene Werte flr nitriertes SP-A
gefunden [119, 120]. Von dieser Nitrierung sind atlem in der Nahe der Kohlenhydrat-
erkennenden Doméane (CRD) gelegene TyrosinresteS&ea betroffen. In der Tat wurde
auch eine Reduzierung der Fahigkeit des SP-A, kigid aggregieren und Kohlenhydrate zu
erkennen, gefunden, was auf reduzierte immunmaeuitke und regulatorische Fahigkeiten
des SP-A nach Oxidantienexposition hinweist [118, 220]. Inkubation von Surfactant mit
Peroxynitrit verursachte eine Schadigung der hyldbbpn Apoproteine des Surfactants [121].
Als Resultat dieser vielfaltigen Anderungen in dé@mposition des Surfactants wurden
Einschrankungen in der biophysikalischen Funkti@s &urfactants bei mehreren Autoren
gefunden [116, 117, 121].

* Veranderungen des Surfactant-Metabolismus

Inkubation von Typ-ll-Zellen mit subletalen Konzettonen an Wasserstoffperoxid

verursachte Einschrankungen in der Aktivitat der krosomalen Fraktionen der

CTP:Phosphorylcholine Cytidylyltransferase und @holin-Phosphotransferase [122], beides
Schlisselenzyme fur die Phospholipid-Biosynthes#em Typ-1I-Zellen.

Hyperoxie (100 % Sauerstoff flir 64 h) bei Kaninclvenursacht eine um 60% verminderte
Phosphatidylcholin-Synthese und eine Inhibition d&ycerol-3-Phosphat-Acyltransferase
[123, 124]. Langanhaltende hyperoxische Exposisoheint dagegen eine Erhdéhung der
Surfactant-Phospholipide zu bewirken [6]. Guthmagtnal. [125] konnten Uberzeugend

demonstrieren, dass eine Depletion von Vitamin Einer Hemmung der Reacylierung von
2-Lyso-Phosphatidylcholin in alveolaren Typ-ll-Zl und damit zu einer Einschrankung der
DPPC-Synthese fihrt.

Minoo et al. [126] fanden im Tiermodell bei frilfen Feten eine Hyperoxie-induzierte

Erhéhung der mRNA des SP-B und SP-C, aber nichtSie#\. Andere Autoren hingegen

fanden Reduktionen aller Apoprotein-mRNA nach Hygpe [6].
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» Gestorte Surfactant-Homoostase

Jain et al. [115] konnten im Tiermodell nachweisgsiss oxidativer Stress die Sekretion der
Lamellarkérperchen beeintrachtigt und die Mitocherd der Typ-li-Zellen schadigt.
Parallel dazu lieR sich eine Reduktion der Phogpylaholin-Synthese feststellen.
Supplementation mit Ascorbinsaure schwachte dibdddeten Effekte signifikant ab. Tdlle
et al. [127] hingegen fanden in kultivierten TypZiéllen nach Hyperoxie (80% Sauerstoff)

keine Veranderungen im Sekretionsverhalten.

1.2.6 Therapie mit Antioxidantien

Systemische oder transpulmonale Supplementationexogenen Antioxidantien konnte in
einer Vielzahl von sowohl tierexperimentellen urelzhysiologischen Versuchsansatzen als
auch in klinischen Studien bei einer grof3en Bantibneon pulmonalen Krankheitsbildern
sowohl das Redox-Gleichgewicht wiederherstellenaaish klinisch-physiologisch positive
Effekte erzielen [128, 129]. Neben einer direktemb& von Antioxidantien gewinnt
zunehmend auch die molekulare Manipulation von @atiantien-Genen an Bedeutung [47].
In tierexperimentellen Modellen zur Lungentransfdéion konnte so von einer grof3en
Anzahl von Autoren ein protektiver Effekt durch Ashstration von Antioxidantien erreicht
werden [130, 131]. Eine hyperoxische Lungenschadjgn Meerschweinchen konnte durch
Gabe von N-Acetylcystein signifikant vermindert wen [132], ebenso die Symptome einer
Bleomycin-induzierten Lungenfibrose in Mausen [13ihe Uberexpression der Superoxid-
Dismutase in Mausen mit einer Virus-induziertentakuLungenschadigung fihrte zu einer
Reduktion der Lungenschadigung und zu einer Senkonginflammatorischen Parametern
[134]. Immunotargetingvon Katalase in pulmonale Epithelzellen bewirkteerdalls eine
Verbesserung der physiologischen  Situation in  einematten-Modell  der
Lungentransplantation [135]. Auch auf Zellebenerken eindeutige Effekte gezeigt werden.
Muller et al. [136] lieferten Hinweise, dass eineministration von N-Acetylcystein bei
einem Typ-ll-Zellmodell mit N@Schéadigung die eingeschrankte Sekretionsfahigtert
Zellen deutlich verbessert. In anderen Schadigundsiten verbesserte auch die Gabe von
Retinol unda-Tocopherol die Syntheseleistung der Typ-II-Zel&€d7, 125].

Erste klinische Studien zur Wirksamkeit von Antintien-Supplementation wurden unter
anderem bei Probanden mit Ozon-induzierter Lundeitigung [138 (randomisierte und
placebokontrollierte Studie)], bei Rauchern und idPé&n mit chronisch-obstruktiven

Lungenerkrankungen [139 (randomisierte, doppellelindd placebokontrollierte Studie), 140
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(randomisierte, doppelblinde und placebokontrakierStudie)] sowie bei chronisch
interstitiellen Lungenerkrankungen, insbesondeiliedbe idiopathischen Lungenfibrose [144,
142 (randomisierte und placebokontrollierte Stydid, 179 (multizentrische, randomisierte,
doppelblinde und placebokontrollierte Studie)], mgrenzten Patientenzahlen durchgefihrt.
Eine Reihe Studien wurde ebenso bei Patienten nkut ainflammatorischen
Lungenerkrankungen wie ARDS und beatmungspflichtiBaeumonie durchgefihrt [145
(multizentrische, randomisierte, doppelblinde undacebokontrollierte Studie), 146
(multizentrische, randomisierte, doppelblinde undacebokontrollierte Studie), 147
(multizentrische, randomisierte, doppelblinde undacebokontrollierte Studie), 148
(multizentrische, randomisierte und placebokonedk Studie), 149 (randomisierte und
doppelblinde Studie]. Unter anderem konnten Nattegred. [148] bei 559 Intensivpatienten
nachweisen, dass eine gemeinsame Supplementatiodsaorbinsaure und Vitamin E die
Wabhrscheinlichkeit eines Organversagens verringentd die Verweildauer auf der
Intensivstation verkurzt. Eine kombinierte Therapig Eicosapentaensdure und antioxidativ
wirksamen Vitaminen konnte in einer anderen StadiicARDS—Patienten die Oxygenierung
(paQ / FiO,) signifikant verbessern.

Einschrankend ist allerdings anzumerken, dass ihmiea grol3erer, randomisierter, Placebo-
kontrollierter ~ Studien mit  Antioxidantiensupplematibn bei  verschiedenen
Lungenkrankheiten zwar in der Regel Verbesserumjerelner biochemischer Marker und
auch einzelner Kklinisch relevanter Parameter fefitstr war, dass aber eine signifikante und
andauernde Verbesserung des Krankheitsverlauf8—anhand der Mortalitatsrate bei ARDS

— nicht erreicht werden konnte.
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2 Fragestellung

Die antioxidative Abwehr der Lunge sorgt unter pblggischen Bedingungen fir ein
Gleichgewicht zwischen Prooxidantien und Antioxita@m Sie schitzt sowohl die
Surfactant-Proteine und -Lipide als auch die deriaStant produzierenden, alveolaren Typ-
[I-Zellen vor Oxidation und gewahrleistet hieriibeginen funktionsfahigen Surfactant und
einen regularen Gasaustausch und eine intakteegplthSchrankenfunktion.
Diese antioxidative Balance des alveoldaren Komppeetits kann unter pathophysiologischen
Bedingungen drastischen Veranderungen unterliegeim: erhohtes Vorkommen von
Radikalen und anderen Oxidantien fuhrt zu vermelB&tastung der antioxidativen Abwehr.
Ursachen dieses oxidativen Stresses kdnnen inflaonisehe Prozesse sein, in deren Folge
vor allem endogene Oxidantien durch Makrophagen aktdsierte Neutrophile freigesetzt
werden. Aber auch Inhalation von erhohten Saudksiofentrationen (z.B. bei
therapeutischer Gabe), Ozon, nitrosen Gasen urdnvenderen Substanzen beeinflussen
dieses Gleichgewicht. Zahlreiche Studien beleganeenthtes Auftreten von Prooxidantien
und oxidativen Zerfallsprodukten bei pulmonalen idtaeitsbildern mit inflammatorischem
Hintergrund. Weit weniger untersucht und bislang der Datenlage noch sehr uneindeutig
ist die Verteilung und Regulation von Antioxidamtien alveolaren Kompartiment.
Ziel dieser Dissertation war eine umfassende Chamglerung des alveolaren antioxidativen
Potentials und des AusmaRes des oxidativen Stressater verschiedenen
pathophysiologischen Bedingungen im Tiermodell imdusgewéhlten Patientenkollektiven.
Untersucht wurden sowohl Veranderungen der primargioxidativen Abwehr (Glutathion,
a-Tocopherol, Retinol, Ascorbinsaure, Harnsduresikogene) als auch der oxidativen
Degradations- und Umwandlungsprodukte (Malondialdeh Isoprostane, oxidiertes
Glutathion). Als diagnostisches Fenster fungietbeonchoalveolare Lavagen (BAL). Diese
Probennahme geht mit einer ausgepragten Verdiinfuandg-aktor 100-200) de=pithelialen
lining fluids (ELF) einher. Voraussetzung war daher die Etalnigr geeigneter
Messmethoden, die in der Lage waren, die aufgruerd\erdiinnung des ELF durch die
Lavage sehr geringen Substanzkonzentrationen assenf.
Im Einzelnen sollten folgende Fragestellungen otent werden:

- Lassen sich Unterschiede im antioxidativen Stabes akut-inflammatorischen

Lungenerkrankungen wie Pneumonie und ARDS im Valleu gesunden Kontrollen
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erkennen? Liegen diese Veranderungen auch bei ishiemterstitiellen Erkrankungen

(Interstitielle pulmonale Fibrose, Sarkoidose, Exogllergische Alveolitis) vor?

- Gibt es statistisch signifikante Zusammenhéangésaven den Konzentrationen der
Oxidationsmarker und Antioxidantien und den klitien Parametern wie pa®iO, oder

Compliance?

- Verandert sich das antioxidative Potentials leit-anflammatorischen Erkrankungen im
Zeitverlauf? Hierzu sollen sequentiell durchgeféhkiavagen untersucht werden. Wann
kommt es zu Erschopfung oder Uberlastung der aidtiven Abwehr des alveoldren

Kompartiments?

- Wie verdndert sich die alveolare antioxidativerte®ligung bei einer Bleomycin-

induzierten pulmonalen Fibrose (Bleomycin-Modell Eaninchen) im zeitlichen Verlauf?
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3 Materialien und M

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

ethoden

Substanz Lieferant Bestell-Nummer
(x)-a-Tocopherol Sigma, Deisenhofen T-3251
1,1,3,3-Tetraethoxypropan Sigma, Deisenhofen 103838
All-trans-Retinol Sigma, Deisenhofen R-7632
All-trans-Retinol Acetat Sigma, Deisenhofen R-4632
Ammoniumheptamolybdat Merck, Darmstadt 1180.0250
Aqua ad iniectabilia Baxter, Unterschleil3heim SNBB

Ascorbinsaure

Merck, Darmstadt

1.00127.0100

BCA-Protein-Assay-Kit Pierce, Bonn 23227

BHT Sigma, Deisenhofen B-1378
Chloroform  (Uvasol, furMerck, Darmstadt 1.02447.2500
HPLC)

Chloroform p.a.

Merck, Darmstadt

1.02445.2500

DTNB Sigma, Deisenhofen D-8130

Dunnschichtplatte (KieselgeMerck, Darmstadt 1.05721.
60, 20 x 20 cm,)

Gase (Chlorwasserstoff 5|Wlesser-Griesheim, Krefeld

Stickstoff 4.0; Synth. Luft 4.6;

Helium 4.6; Wasserstoff 5.0

GC-Saule CP-Sil 88, 50 m|¥arian-Chrompack, Darmstadt CP7488
0,25mm

Glutathion oxidiert (GSSG) | Sigma, Deisenhofen G#450
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Glutathion, reduziert (GSH) | Sigma, Deisenhofen @%5

Glutathion-Reduktase Sigma, Deisenhofen G-3664

HPLC-Sé&ule LiChrosorb RMerck, Darmstadt 1,50333

18,5 um, 250 x 4,6 mm

Isoprostan ELISA-Kit Cayman Chemicals, via Alexs16351
Griunberg

Isotone Kochsalzlésung Baxter, Unterschleil3heim 881504

KH2POy Merck, Darmstadt 1.04873.1000
Metaphosphorsaure Merck, Darmstadt 1.00546.0100
Methanol Riedel-de-Haén 32213
Methanol (fir HPLC) Fluka, Buchs/Schweiz 52762
Mikrotiterplatte PolystyrolNUNC, Wiesbaden

96well

NADPH Sigma, Deisenhofen N 1630

Nax-EDTA x 2 H,0

Merck, Darmstadt

1.08418.0250

NaoHPO, x 12 HO

Merck, Darmstadt

1.06579.0500

N-Ethylmaleimid

Sigma, Deisenhofen

E-1271

n-Hexan Uvasol

Merck, Darmstadt

1.04372.0500

Novesine

Wander Pharma, Nirnberg

Perchlorsaure

Merck, Darmstadt

1.00519.1001

Phenobarbital Ketanest

Parke-Davis, Karlsruhe

Phosphorsaure Merck, Darmstadt 1.00573.1000
Primulin Sigma, Deisenhofen P-7522
Thiobarbitursaure Sigma, Deisenhofen T-5500

Toluol

Merck, Darmstadt

1.08325.2500

Trichloressigsaure

Merck, Darmstadt

810.1000
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Urat Sigma, Deisenhofen U-0881

n-Heptan Uvasol Merck, Darmstadt 1.04366.0500
Vorsédulen Bakerbond SRH. T. Baker, Griesheim 7334-06
Octadecyl 500 mg, 8 ml

Vorsaulen Chromabond C 1Blacherey-Nagel, Diren 730 012

ec 200 mg

B-NADPH Sigma, Deisenhofen N-6505

Wenn nicht anders angegeben, hatten die verwendeté&ubstanzen

mindestens p.a. - Qualitat.

npler

3.1.2 Gerate

Hersteller Geréat / Material

Chrompack Gaschromatograph CP 9000 mit Autosar
910

Eppendorf Tischzentrifuge 5417R

Gynkotek Fluoreszenz- Detektor

Heraeus Zentrifuge Varifuge 3.0R

Hewlett-Packard Agilent

Workstation Kayak 600

Hewlett-Packard Agilent

G1315 A Dioden-Array-Detakt

Hewlett-Packard Agilent

G1316 A Saulenofen

Hewlett-Packard Agilent

G1312 A HPLC-Pumpe

Hewlett-Packard Agilent

1049 A Elektrochemischetdéktor

Kratos Spectroflow 773 Detektor

Mettler Feinwaage AB54

Pharmacia 2249 HPLC-Pumpe

Tecan Spectra-Fluor-Plus Elisa-Photometer
Uni-Equip Vakuum-Zentrifuge Univapo 150 H
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3.2 Methoden

3.2.1 Bronchoalveolare Lavage

Bronchoalveolare Lavage beim Menschen

Ein flexibles, fiberoptisches Bronchoskop (OlympHsmburg) wurde unter Lokalanasthesie
(Novesin®) durch den Mund-Rachenraum oder den Trachealtaimgefuhrt und entweder
eines der beiden Lingulasegmente oder der rechtdteldppen dargestellt. In
Okklusionsstellungwedge positionwurde anschlielend mit zehn 20 ml Portionen Isteri
physiologischer Kochsalzl6sung lavagiert. Nach jddstillation wurde die Flussigkeit durch
schnelle Aspiration wieder entfernt, bei +4 °C gapaind die Recovery bestimmt. Die so
erhaltene Lavageflissigkeit wurde durch sterile é5gefiltert und zur Abtrennung zellularer
Bestandteile bei 300 x g und +4 °C fir 10 min zéurgrert. Der Uberstand wurde unter
sorgfaltigem RuUhren aliquotiert, mittels Flussigkstoff gefroren und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80 °C gelagert. Teile der Lavhgsigkeit wurden mit 0,01 % BHT als
Antioxidans versetzt. Als Kontrollgruppe dientersgede Probanden. Bronchoskopie, Lavage
und Behandlung der Lavageflissigkeit verliefen untgentischen Bedingungen. Die
Durchfuihrung der Lavagen wurde von der zustandiggakkommission genehmigt und im
gegenseitigen Einvernehmen mit den engsten Verwandider nach Erlangung des
Einverstandnisses des Probanden vollzogen. Bis em#elne Ausnahmen wurden alle

Lavagen von ein und demselben Untersucher durchgefi

Bronchoalveolare Lavage beim Kaninchen

Durch fraktionierte, intraventse Applikation vor30y Phenobarbital / Ketan&stin eine
Ohrvene wurden Kaninchen beiderlei GeschlechtegWis Atemstillstand und konsekutivem
Herz-Kreislaufstillstand narkotisiert. Dabei wurdear solche Tiere ausgesucht, bei denen
sich keine Anzeichen einer akuten bzw. chroniscEekrankung zeigten. Uber einen
sofortigen Trachealschnitt wurde ein Tubus in diachea eingelegt. Mit einer Perfusorspritze
wurde sodann die Lunge mit 3 x 50 ml steriler, €&kalter, physiologischer Kochsalzlésung
lavagiert. Nach Filtration der Lavageflissigkeitrciusterile Gaze und Zellsedimentation bei
300 x g und +4 °C fur 10 min wurden die Uberstamfiguotiert und bis zur spateren
Weiterverarbeitung bei -80 °C aufbewahrt. Eineml @er Lavageflissigkeit wurde 0,01 %

BHT als Antioxidans zugegeben.
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3.2.2 Lipidextraktion nach Bligh und Dyer

Die Separation wassrig geloster Lipide, wie siebimnchoalveolaren Lavageflissigkeiten
(BALF) vorliegen, wurde mittels einer Zweiphasemaktion mit Chloroform und Methanol
nach der Methode von Bligh & Dyer [150] durchgetiihr

Die bei -80 °C aufbewahrten bronchoalveolaren Leflagsigkeiten (BALF) wurden bei
Zimmertemperatur aufgetaut. Anschlielend erfolgtée dExtraktion in glasernen
Zentrifugenrohrchen. Zu Beginn der Extraktion wurde8 Volumenanteile BALF mit zwei
Teilen Methanol und einem Teil Chloroform versefgiehe Tabelle 4). Die entstandene
einphasige Losung wurde in einem Zeitraum von 30utéin mehrmals kraftig geschittelt. Im
folgenden zweiten Schritt erzielte man durch digahe von je einem Teil Chloroform und
einem Teil 0,9%iger Kochsalz-Losung nach mehrmgeiti Schitteln die Phasentrennung.
Zum Erreichen einer optimalen Phasengrenze wurd@mgatz bei 200& g fur 10 Minuten
zentrifugiert oder Uber Nacht bei +4 °C stehen ggda. Die Chloroformphase wurde mit

Pasteurpipetten abgetrennt und unter dem Stickstoffii getrocknet.

Probe /0,9 % NaCl Methanol Chloroform
1. Schritt 0,8 2 1
30 min, Schitteln
2. Schritt 1 - 1
2 min Schutteln,
2000% g
Summe Volumina 1,8 2 2

Tabelle 4: Volumenanteile bei der Lipidextrakticach Bligh & Dyer

3.2.3 Colorimetrische Phosphatbestimmung zur quartativen Bestimmung des
Phospholipidgehaltes

Der Phospholipid-(PL)-Gehalt von BALF-Proben wurtech der Methode von Rouser et al.
[151] ermittelt. Eine Modifizierung dieses Verfahse[49] erbrachte eine grofl3ere Sensitivitat,
womit die Detektionsgrenze nun bei ca.pg Phospholipid (entsprechend etwa 100 ng
anorganischem Phosphor) lag. Als Standard wurdewd@ssriger LOsung vorliegendes
Kaliumdihydrogenphosphat (KIRQ;) in funf aufsteigenden Konzentrationen von ig2— 5

pg Phosphor (M= 31) entsprechend 4,ig — 120ug PL (M, = 734, approximiert) verwendet.
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Alle Proben lagen in organischem Medium (ChlorofMethanol 2/1 (v/v)) vor. Proben und
Standards wurden mit 2Q0 70 % Perchlorsdure versetzt und 60 min bei +2D0N°einem
Thermoblock zur Freisetzung der Phosphatgruppeoeétk Nach dem Abkihlen der Proben
erfolgte die Zugabe von 1 ml 4,6 mM Ammoniumheptbfindat und anschlieend die
Reduktion zum Farbkomplex durch Zugabe vonuP650 mM Ascorbinsaure. Vollstandige
Farbentwicklung wurde durch 45 minttige Inkubatlme +60 °C erzielt. Die Messung der
Proben und Standards erfolgte mit einem Spektrédpheter bei einer Wellenlange van=
698 nm. Nach Abzug des Leerwertes konnten die ArGber eine lineare Regression aus den
Werten der ermittelten Standards ausgewertet werd@ur Berechnung des

Phospholipidgehaltes wurde eine gemittelte reldidadekularmasse von M = 734 eingesetzt.

3.2.4 Quantitative Proteinbestimmung

Das Gesamtprotein wurde mit einem kommerziell ¢ibén Kit (Pierce, Bonn) gemessen,

basierend auf der Reaktion von'Guit Bicinchoninsaure [152].

3.2.5 Gaschromatographische Analyse der Gesamtlipigettsauren und der

Plasmalogene

Als Glycerolester gebundene Phospholipid-Fettsdured Plasmalogene (1-O-Alkenyl-2-
Acyl-Phospholipide) wurden mit 2 N HCI in Methanah Fettsauremethylester bzw.
Dimethylacetale umgewandelt, gaschromatographischepargert und tber

Flammenionisationsdetektion quantifiziert.

Probenvorbereitung bei der Fettsaureanalyse aus Gastlipiden

Nach der Lipidextraktion (siehe Kapitel 3.2.2) weirrur Analyse der Fettsdureverteilung von
Gesamtlipiden der Lipidextrakt direkt in gasdicl@é#asgefalle mit Teflondeckel tberfihrt,
unter einem Stickstoffstrom getrocknet und mit 1Mdthylierungsreagenz (2 N HCI/MeOH)
12 h bei +10C0°C inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml Hexan und kréftigSchutteln erfolgte
die Separierung der entstandenen Fettsauremety(E®ME) und Dimethylacetale (DMA)
mit Hilfe von Pasteurpipetten aus der HexanphasescBlieRend wurde die Hexanphase im
Stickstoffstrom getrocknet und die Fettsauremetitglevon kontaminierenden Neutrallipiden
mittels DUnnschichtchromatographie getrennt. DiebEn und 5Qg eines FAME-Standards
(Marker) wurden zu diesem Zweck auf eine Dunnsaplekte (Kieselgel 60, 20 x 20 cm,
Merck, Darmstadt) aufgetragen und bei“€mit 100 % Toluol als mobile Phase entwickelt.

45 min spater wurde die Platte mit kalter Luft (Jdyetrocknet und die FAME durch
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Besprihen mit Primulin-Lésung bei 254 nm detekti®te entsprechenden Gelabschnitte
wurden von der DC-Platte entfernt und nach Zugate 10 pg 15:0-FAME als interner
Standard in 3 ml Glasséaulen, die mit Teflonfrittesttickt waren, mit 10 x 1 ml Chloroform
(Uvasol, Merck, Darmstadt) extrahiert. Die Probamrden im Stickstoffstrom konzentriert, in
1,1 ml Glasvials Uberfiihrt, im Stickstoffstrom getknet, in 50ul CHCI; gelost und unter
Stickstoff bei -18C bis zur weiteren Analytik dunkel gelagert.

Herstellung des Methylierungsreagenzes (2 N HCI iMethanol)

Eine Gaswaschflasche mit Glassinterfritte wurde 26l ml Methanol (HPLC-Grade) gefullt
und danach gewogen. Eine Gasflasche mit Chlorats$igias (Reinheitsgrad 5.0) wurde mit
einem Edelstahlventil besttckt. Zwischen HCI-Flasamd Gaswaschflasche wurde eine
weitere Gaswaschflasche zwischengeschaltet, umeégiiches Rickschlagen des Methanols
in die HCI-Flasche zu verhindern. Die GefaRe wurdeh saurestabilen Siliconschlauchen
verbunden. Das Einleiten des Gases fand unter eiterug und unter Eiskiihlung statt. Der
eingeleitete Gasfluss musste sorgfaltig kontrdlliererden. Zu starker Fluss hatte ein
Verdampfen des Methanols und tGbermafigen VerlustHGl zur Folge, zu geringer Fluss
verursachte ein Zurticklaufen des Methanols in dimeschaltete Gasflasche. Nach ca. 45
min wurde der Gasfluss unterbrochen und die Gaswlasche erneut gewogen. Durch
Zugabe von Methanol wurde auf eine HCI-Konzentraton 2 N verdidnnt. Anschlie3end
wurde das Methylierungsreagenz auf seine Reinhed sgeine Methylierungsfahigkeit
getestet.

Dazu wurden 13,5Jug DPPC (Dipalmitoylphosphatidylcholin, entsprechet@ pg 16:0-
FAME) sowie 10pg 16:0-FAME mit dem neu hergestellten Reagenz kgiaiiVerfahren
siehe oben). Beide Ansatze wurden mit je g 15:0-FAME versetzt. Mittels
Gaschromatographie wurde dann der Wirkungsgradi@osQuotienten der Integratorflachen
von 16:0-FAME aus DPPC/16:0-FAME berechnet. Der igette Wirkungsgrad des
Reagenzes betrug 97,07 = 4®3Mittelwert + Standardabweichung, n = 5 Reagenatnas.

Das Reagenz ist unter Feuchtigkeitsabschluss b®C+dindestens sechs Monate haltbar.

Gaschromatographische Bedingungen

Die Fettsaureanalytik wurde mit einem Chrompack @0 Gaschromatographen mit
Autosampler Modell 910 (Varian Chrompack, Darmstadirchgefuhrt. Als Tragergas wurde
Wasserstoff verwendet. Der Gaschromatograph waeimgr Kapillarsaule (CP - Sil 88, 50 m

x 0,25 mm Innendurchmesser (ID), Varian Chrompdmgtickt. Die stationdre Phase der
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polaren Sdule bestand aus PBGCyanopropylsilikon (225.000 theoretische Bodemr die
50 m lange Kapillarsaule wurde eine 2,5 m langeolarp desaktivierte Vorséaule installiert.
Der Tragergasfluss betrug 1 ml / min. Die Detekdseghatten einen Flow von 300 ml / min
(synthetische Luft), bzw. 30 ml / min (Wasserstofdje beiden Detektorgase wurden mit
Aktivkohlefilter, das Tragergas mit je einem Feugkeits- und Sauerstofffilter gereinigt
(Varian Chrompack). Die Proben wurden je nach Katragion mit einem Splitverhaltnis von
1:5 - 1:25 aufgegeben. Die Trennung der Fettsauerfolgte mittels eines
Temperaturgradienten und wurde taglich mit Hilfeesi FAME-Mixes, bestehend aus 27
Fettsauremethylestern, kontrolliert (siehe Abbilgud0 und Tabelle 5). Uber einen
Flammenionisationsdetektor (FID) erfolgte die Détwk der zu analysierenden FAME. Die
Signale wurden mit einer Integrationssoftware (k&aiVersion 2.5, Varian Chrompack)
ausgewertet. Die resultierenden Chromatogrammeerief die zeitliche Abfolge von
Detektorsignalen  sowie  Aussagen Uber die qualgativund quantitative

Fettsdurezusammensetzung der jeweiligen Probe.
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Abbildung 10: Plot einer gaschromatographischemfinaeg eines FAME-Mixes unter den
oben beschriebenen Bedingungen mit anschliel3eri@eDé&tektion. Die Trennung erfolgte
nach Kapitel 3.2.5. Der FAME-Mix bestand aus 27 FAMlIe Injektionsmenge betrug 25 ng
| FAME [49].
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Die Auswertung der Fettsaureprofile wurde mit Mgwti EXCEL vorgenommen. Auf jeder
DC-Platte wurde eine Leerkontrolle mituntersuchd, @ sich nicht vermeiden liel3, dass
geringe Mengen an verunreinigenden Fettsduren sshigppt wurden. Die Integratorflache
des internen Standards der Proben wurde mit derKdetrollen korreliert und in den
Kontrollen aufgetretene, eingeschleppte FAME-Peaks denen der Probe subtrahiert. Die
korrigierten Fettsauremethylester-Flachen wurderchddir jede Fettsdure separat ermittelte
Responsefaktoren dividiert.

Die Abbildung 10 zeigt den Plot eines Standard-Gehes, welches gaschromatographisch
analysiert wurde. Mit einem solchen Plot wurde fedag die Probenanalytik begonnen, um
eine ldentifikation der Fettsduremethylester Ubgr Retentionszeiten der Standards zu

ermoglichen. Tabelle 5 gibt aulRerdem die exakteeBbnung aller eingesetzten FAME

wieder.

Peak Nr. |Symbol |w-n |Name Trivialname

1 12:0 Dodecansaure Laurinséure

2 14:0 Tetradecansaure Myristinsaure
3 15:0 Pentadecansaure

4 16:0 Hexadecansaure Palmitinsaure
5 16:1 7 cis-9-Hexadecensaure Palmitoleins@ure
6 17:0 Heptadecansaure

7 18:0 Octadecansaure Stearinsaure
8 18:1 9 cis-9-Octadecensaure Oleinsaure

9 18:2 6 all-cis-9,12-Octadecadienséaure Linoleirsau
10 y-18:3 6 all-cis-6,9,12-Octadecatriensaure y-Linoleinsaure
11 20:0 Eicosansaure Arachinsaure
12 18:3 3 all-cis-9,12,15-Octadecatriensaure Linsdeire

13 20:1 9 cis-11-Eicosensaure

14 20:2 6 all-cis-11,14-Eicosadiensaure

15 20:39) | 9 all-cis-5,8,11-Eicosatriensaure Meadsa

16 20:3(6) | 6 all-cis-8,11,14-Eicosatriensaure

17 22:0 Docosansaure Behensaure
18 20:3(3) | 3 all-cis-11,14,17-Eicosatriensaure

19 20:4 6 all-cis-5,8,11,14-Eicosatetraensaure chidonsaure




3 Materialien und Methoden 40

20 22:1 9 cis-13-Docosensaure Erucinsaure

21 20:5 3 all-cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaensaure| PA E

22 24:0 Tetracosansaure Lignocerinsaure
23 22:3 3 all-cis-13,16,19-Docosatriensaure

24 22:4 6 all-cis-7,10,13,16-Docosatetraensaure

25 24:1 9 cis-15-Tetracosenséure Nervonsaurg
26 22:5 3 all-cis-7,10,13,16,19-Docosapentaenséaure

27 22:6 3 all-cis-4,7,10,13,16,19-DocosahexaensauibHA

Tabelle 5: Komposition des bei der GC-Analytik vendeten FAME-Gemisches

3.2.6 Messung des reduzierten und oxidierten Gluthions

Sowohl das oxidierte Glutathion (GSSG) als auch @asamt-Glutathion (GSX) wurden
simultan mittels eines enzymatischen ,Recyclingadss, der erstmalig von Tietze [153]
beschrieben wurde, bestimmt. Hierzu wurde eine Adaples Testverfahrens nach Baker et
al. [154] angewandt, welches hinsichtlich der GSB&tmmung weiter modifiziert wurde.
Abbildung 11 zeigt den schematischen Ablauf derkitea. Reduziertes Glutathion (GSH)
reduziert DTNB zu TNB (Gleichung 1), das im Tes @hromophor fungiert. Anschliel3end
wird das entstandene oxidierte Glutathion durch@lietathion-Reduktase (unter Oxidation
des NADPH) zuriickreduziert (Gleichung 2) und stéht die erste Reaktion erneut zur
Verfigung (enzymatischer ,Recycling-Assay”). ZursBenmung von oxidiertem Glutathion
wird das GSH mittels N-Ethylmaleimid (NEM) quantitaals stabiles Addukt gebunden
(Gleichung 3) und dieses mittels Festphasenextmakiach Jaeschke et al. [155] abgetrennt.
Die Konzentration von GSH wird nach der GleichurfgHe= GSX — 2GSSG berechnet.
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S — SH GS
1) GSH + e +
O,N NO, O,N NO,
COOH COOH COOH COOH
DTNB TNB
NADPH NADP
2)
GSSG 2 GSH
Glutathion-
Reduktase
3) GSH + N-Ethylmaleimid (NEM) ———» [ GSH - NEM ]
Addukt
Abbildung 11: Reaktionen des Glutathion-Assays

Herstellung der Standards und der Reaktionslésungen
Standards20 mg oxidiertes Glutathion (GSSG) wurden in 10®r8 % NaCl-Losung gelost.
Die erreichte Konzentration von 327 nmol/ml wurdd@0D mit 0,9 % NaCl verdinnt und

ergab Standard 1. Danach konnten die Standardprecit®nd Tabelle 6 seriell verdinnt

werden.

Standard [nmol GSSG / ml | Verdinnung

1 3,27 1000ul Standard 1

2 1,64 1000pl 0,9 % NaCl + 100l Standard 1
3 0,82 1000pl 0,9 % NaCl + 100Ql Standard 2
4 0,41 1000pl 0,9 % NaCl + 100l Standard 3
5 0,205 1000pl 0,9 % NaCl + 100Qul Standard 4
6 0,103 1000pl 0,9 % NaCl + 100 Standard 5
7 0,052 1000pl 0,9 % NaCl + 100l Standard 6
8 0,026 1000pl 0,9 % NaCl + 100Ql Standard 7

Tabelle 6: Serielle Verdiinnung der GSSG-Standards
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Die Standards wurden maximal drei Tage bei +4 °&iihlschrank gelagert.

ReaktionslésungenZuerst erfolgte die Herstellung des Reaktionspsff607 mg KHPO,
1190 mg NagHPO, und 1 mM Ethylendinitriloessigsaure-DinatriumsBlivydrat (EDTA) (1
ml einer Lésung von 372 mg M&DTA in 10 ml HO = 100 mM) wurden in 100 ml J@

geldst. AnschlieRend wurde der Puffer mit 25 %iyaOH-Losung auf einen pH-Wert von
7,5 titriert.

Danach wurde eine 1 mM 5,5’-Dithio-bis-2-Nitrobeegéure (DTNB)-L6sung (3,963 mg in
10 ml des oben angesetzten Puffers) und eine 1 g¥iNicotinamid-Adenin-Dinucleotid-
Phosphat (NADPH)-L6sung (8,334 mg in 10 ml des cdoeyesetzten Puffers) hergestellt. Die
NADPH-LOsung wurde hierbei maximal drei Tage im Kdahrank bei +4 °C gelagert.
Unmittelbar vor Messung der Proben erfolgte diestéiung der Reaktionslosung mit 2,8 ml
1 mM DTNB, 3,75 ml 1 mM NADPH sowie 5,85 ml Puffetusatzlich wurden 19 Units
GSH-Reduktase zugegeben. Es ergaben sich Endkoaizamén von 0,23 mM DTNB, 0,30
mM NADPH und 1,5 Units / ml Glutathion-Reduktase.

Probenvorbereitung fur die GSSG-Bestimmung

Herstellung des Puffers und der GSH-Blockierl6suag35 mg KHPO, und 5950 mg
NaHPO, wurden in 500 ml destilliertem Wasser gelost (Kaorizaion Na-K-P-Puffer: 100
mM, pH = 6,5). Fur die Blockierlésung wurden 18§ N-Ethylmaleimid (NEM) in 30 ml
Puffer gelost (Konzentration NEM: 50 mM).

Probenvorbereitund=ir die Messung des GSSG wurden jeweils 4afer Standards 1 bis 8,
12 Proben sowie 2 Blanks (0,9 % NaCl-Losung), etermer Standard (Kaninchen-BALF mit

bekannter Konzentration) zur Validierung der Megs(siehe Kapitel 4.1.1) und ein GSH-
Standard (6,4 nmol/ml) zur Kontrolle der Effiziether Blockierung in 1,5 ml Eppendorf-Cups
pipettiert. Danach erfolgte die Zugabe von 400 Blockierlésung. Nach einer Minute
Schitteln lie@ man die Cups bei Raumtemperatur6@imMinuten reagieren. Alle 20 min
wurde hierbei erneut geschuittelt. Wahrend der Iakoh wurden die Vorséaulen
(Chromabond 18 ec 200 mg) mit jeweils 6 ml MeOHpgdts danach mit 6 ml des Puffers
aquilibriert. Daraufhin wurden jeweils 4001 der Probe in die Vorsaulen gegeben. Die
restlichen 400ul wurden aufgegeben und in 1,5 ml Eppendorfcupgefahgen. Danach
wurde mit 1 ml des Puffers gespllt, das Eluat wetaknfalls im selben Cup gesammelt.

Die Vorsaulen wurden nach Benutzung mit 6 ml MeGi#dilt und insgesamt flir maximal

funf Messungen verwendet.
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Durchfiihrung der Messung

Die Messungen fir GSX und fur GSSG wurden nacheeamuf einer Mikrotiterplatte
durchgefihrt. Die Standards und Proben wurden tieazh folgendem Schema auf 96-Well-
Mikrotiterplatten verteilt:

In die linke Halfte pipettierte man entsprechentdlke 7 100 pl der vorbereiteten Proben fir
die GSSG-Messung (jeweils Doppelbestimmungen), ie dechte Halfte wurden

spiegelverkehrt jeweils 50 pl der Proben fur dies#&met-Glutathion-(GSX)-Messung

aufgegeben.
A B C D E F G H I J K L
STD | STD | Leer-| Leer- Probe Probe Probe Probe STD | STD
1 GSH | GSH
1 1 wert | wert 12 12 6 6 |8 8
STD | STD | Leer-| Leer-| EXT. | EXT. | Probe Probe Probe Probel STD | STD
’ 2 2 wert | wert | STD | STD | 11 11 5 5 7 7
STD | STD | Probe Probe Probe Probe Probel Probel Probe Probel STD | STD
° 3 3 1 1 7 7 10 10 4 4 6 6
STD | STD | Probe Probe Probe Probe Probe Probel Probe Probel STD | STD
) 4 4 2 2 8 8 9 9 3 3 5 5
STD | STD | Probe Probe Probe Probe Probe Probel Probe Probel STD | STD
° 5 5 3 3 9 9 8 8 2 2 4 4
STD | STD | Probe Probe Probe Probe Probel Probel Probe Probel STD | STD
° 6 6 4 4 10 10 7 7 1 1 3 3
STD | STD | Probe Probe Probe Probel EXT. | EXT. | Leer-| Leer-| STD | STD
! 7 7 5 5 11 11 | STD| STD | wert | wert | 2 2
STD | STD | Probe Probe Probe Probe Leer-| Leer-| STD | STD
8 GSH | GSH
8 8 6 6 12 12 wert | wert | 1 1

Tabelle 7: Anordnung der Standards und Proben exulikrotiterplatte
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Zuerst erfolgte die Messung des GSX auf der rechtidfie: Zu dem Probenvolumen von 50
pl pipettierte man mit einer ELISA-Transferpipett@0 pl Reaktionslésung. Es wurden vier
Messpunkte Uber einen Zeitraum von drei Minuten d&ieer Wellenlange von 405 nm
gemessen.

Danach wurden die Proben fur GSSG auf der linkete Sler Mikrotiterplatte pipettiert (100
pl Probe + 100 pl Reaktionslosung) mit vier Mesgpeim auf sechs Minuten verteilt (dies
war aufgrund der niedrigeren GSSG-Konzentrationseh der somit geringeren Signalstarke
notwendig; die Messdauer konnte bei Bedarf auclh maater erhéht werden).

Abschlie3end erfolgte die Berechnung einer Starkdmve mittels der Standards abzuglich
der Leerwerte, mit deren Hilfe schlief3lich die Kentrationen der Proben berechnet wurden.
Die Berechnung des reduzierten Glutathions wurdtelsifolgender Gleichung durchgefihrt:
GSH = GSX - [2 x GSSG].

3.2.7 Quantifizierung von Retinol unda-Tocopherol

Retinol (Vitamin A) unda-Tocopherol (Vitamin E) wurden simultan mittels HPLund
Dioden-Array-Detektion in Anlehnung an das Verfahreon Catignani und Bieri [156]

bestimmt.

Herstellung der Standards

Es wurden Standardldsungen mit folgenden Konzeotr@t hergestellt (alle Verdinnungen
erfolgten in Methanol):

Retinol-Acetat: 1 mg/ ml, 10 pug/ ml, 1 pg/ ml

Retinol: 500 pg/ ml, 5 pug/ ml, 0,5 pg / ml, 50/ngl, 5 ng / ml

a-Tocopherol: 5mg / ml, 50 pg / ml, 5 pg / ml, &/ ml, 50 ng / ml

Aus diesen Standards wurden zur Erstellung der datdikurven die sechs folgenden
Mischungen (jeweils Doppelbestimmungen) in HPLCH/iazusammenpipettiert, im

Stickstoffstrom getrocknet und in 100 pul Methanaaer gelost.
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Standardmix (je 2x) | Retinol-Acetat [ng] Retinol [nd a—Tocopherol [ng]
1 100 25,0 250
2 100 10,0 100
3 100 5,0 50
4 100 2,5 25
5 100 1,0 10
6 100 0,5 5

Tabelle 8: Substanzmengen von Retinol ar@ocopherol zur Herstellung der Standards

Nach Aufgabe auf die HPLC und Messung erfolgte daitrHilfe der Chemstation-Software
die Berechnung der Standardkurven und die Festtegiam Retinol-Acetat als internem
Standard.

Probenvorbereitung

2 ml Probe wurden erst 100 pl einer 1 pug / ml ralhk$-Retinol-Acetat-Losung in MeOH
(entsprechend 100 ng total) als interner Standamlr ( Kompensation von
Extraktionsverlusten) und anschlieRend 2 ml Hexagegeben (bei konzentrierteren Proben
wurden auch kleinere Ausgangsvolumina eingesddathach wurde die Probe 45 sec kréftig
geschittelt und zur Ausbildung einer optimalen Bhgeenze 10 Minuten bei 3000 rpm
zentrifugiert. Es erfolgte die Isolierung der Heghase mit einer Pasteurpipette und das
Trocknen im Stickstoffstrom. Die getrocknete Praagde in 100 ul Methanol geldst und bis

zur Analyse, die am selben Tag erfolgte, lichtgésdtbei +4 °C im Kihlschrank aufbewahrt.

Chromatographische Bedingungen

Die Analyse erfolgte Uber eine LiChrosorb RP-18 1845 pm, 250 x 4,6 mm, Merck,
Darmstadt) bei einer konstanten Temperatur von*€Qnd einem Flow von 1 ml / min. Die
mobile Phase bestand aus 97 % MeOH und 3. IDie Detektion erfolgte mittels eines
Dioden-Array Detektors bei den Absorptionsmaximadée Analyten von 292 nma¢
Tocopherol) und 324 nm (Retinol). Die Peakreinldeit beiden Analyten wurde anhand der

UV-Spektren Uberpriift.
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3.2.8 Quantifizierung von Ascorbinsdure und Harnsate

Ascorbinsaure (Vitamin C, AA) und Harnséure (Uricidy UA) wurden simultan mittels
HPLC und elektrochemischer Detektion in Anlehnumgdse Verfahren von Iriyama et al.
[157] und Kelly et al [73] bestimmt.

Herstellung der Standards und Erstellen der Standadkurve
10 mg Ascorbinsaure (AA) wurden in 10 ml 2 %igertdhosphorsaure (MPS) und 10 mg
Harnsaure in 0,5 ml 1 M NaOH und 9,5 mi(Hgel6st. Anschliel3end wurden beide Standards
mit 2 %iger MPS zweimal um den Faktor 10 verdummtgprechend einer Endkonzentration
von 10 pug / ml). Je 2 ml dieser beiden Standardslerugemischt (finale Konzentration AA
und UA 5pg/ml) und mit 2 %iger MPS — Losung darfnligende Standards hergestellt:

A 1pg /ml

B 0,5ug/ ml

C 0,1 pg/ ml

D 0,025 ug / ml
Mit diesen Verdinnungen wurde die Standardkurvepeathend Tabelle 9 erstellt (jeweils

zwei Laufe pro Stufe).

Verdinnung Volumen [ul] Absolute Menge AA/UA [ng]
A 50 50

A 25 25

B 25 12,5

C 50 5

C 25 2,5

D 50 1,25

D 25 0,625

D 10 0,25

Tabelle 9: Verdinnungen zur Erstellung der AA/UA48tardkurve

Vorbereitung der Proben
In 1,8 ml HPLC-Vials wurden 450 ul Probe, 50 pl%avPS und 100 pl Heptan gegeben und
45 sec kréftig geschittelt. Danach wurden die Rrddee 4000 rpm 5 min zentrifugiert.

Bis zur Analyse am selben Tag wurden die Prober#éC im Kihlschrank aufbewabhrt.
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HPLC — Bedingungen
Vor Installation der Saule und Beginn der Messungesste das HPLC-System erst gereinigt
und passiviert werden. Der Vorgang betraf alle &sdtieile (inklusive der Kapillaren des
Injektors) aul3er der Detektorzelle und der Sdulerad wurden bei maximaler Flussrate von
5 ml / min folgende Spulungen durchgefuhrt:

1. 20 min HOqest.

2. 15 min Isopropanol

3. 15 min HOqest.

4. 30 min 37,8 %ige (=6 molare) Salpetersaure
Anschliel3end wurde das System so lange m@qk: gespllt, bis ein pH-Wert von 7,0 am
Systemausgang erreicht war. Nach einer Aquilibrigrion 30 min mit der mobilen Phase
(siehe unten) bei maximalem Flow wurden S&ule uattRorzelle wieder installiert und das
komplette System bei einem Fluss von 1 ml / mindiire Stunde mit der mobilen Phase
weiter aquilibriert. Dieser Vorgang wurde nach je@enutzung der HPLC-Anlage durch
andere Messungen wiederholt.
Der elektrochemische Detektor wurde im Amperomd#aaus bei einem Potential von 800
mV (Limits —400 bis 1400 mV) betrieben. Die Polaritvar auf Oxidation eingestellt bei
einer Messbereichsskala von 500 nA. Die Messzella wnit einer Ag / AgCl-
Arbeitselektrode und einer Solid-State-Referenzedele ausgestattet.
Das HPLC-System wurde mit einem 0,2 MA@, / KH,PO, Puffer (pH = 2,0) als mobile
Phase gefahren. Hierzu wurden in ca. 900 p® 127,22 g KHPO, geldst und anschlielend
mit ortho-Phosphorséure auf einen pH-Wert von Releit. Der Puffer wurde anschlief3end
mit H,O auf 1000 ml eingestellt.
Zur Messung der Proben wurde das HPLC-Systemdetat Phase LiChrosorb RP-18, 5um,
250 x 4,6 mm, Merck, Darmstadt) bei einem Flow oml / min und einer konstanten
Temperatur von +40 °C gefahren. Die Detektion deobfn erfolgte mittels eines
elektrochemischen Detektors 1049A (Agilent, Waldioro Zur Aufnahme der Probe wurde
die Hexan-Phase mit einer Hamilton-Spritze durdBeto und 50 pl der unteren Phase
injiziert. Bei zu hoher Konzentration der ProberCEMessbereich Uber 500 nA) wurde

weniger Volumen aufgeben bzw. die Probe verdinnt.

3.2.9 Quantifizierung von Malondialdehyd

Malondialdehyd (MDA) wurde in Anlehnung an das \amfen von Draper und Hadley [158]
bestimmt. MDA wurde hierzu bei +90 °C im sauren Med mit Thiobarbitursdure (TBA)
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umgesetzt. Das entstandene pinkfarbene Addukt (MBA],) wurde bei 532 nm Excitation
und 553 nm Emission mittels HPLC und fluoreszenkspeetrischer Detektion gemessen.
Das geringe Vorkommen von MDA in bronchoalveoldrevageflissigkeit (BALF) sowie
das Auftreten von farbigen Stérkomponenten macktemohl eine Konzentration als auch

eine Reinigung der Proben durch Vorsaulen notwendig

Praparation des MDA-Standards

1 mmol 1,1,3,3 Tetraethoxypropan (Tetraethylacetal Malondialdehyd, 220,3 mg) wurden
zur Freisetzung des Malondialdehyds in 100 ml 1 98® 2 h lang bei Raumtemperatur
geruhrt.

Das so freigesetzte MDA wurde 1:1000 (v / v) mituAqdest. verdinnt (resultierende

Konzentration =1 uM =0,72 mg /1 =720 ng / ml).

Praparation des MDA-TBA-Addukts
Bendtigte ReagenzierEs wurde 10 % Trichloressigsaure (10 g TCA auf dd@®qua dest.)

sowie eine Ldsung von 670 mg TBA in 100 ml Aquatdé®rgestellt (letztere wurde
aufgrund ihrer schweren Ldslichkeit auf +37 °C &thind im Ultraschallbad beschallt).

Probenvorbereitungt000 pl Probe wurden in einer Vakuumzentrifugeapnet und danach
in 100 pl Wasser resuspendiert. 200 pl 10 %ige @A 300 pl 0,67 %ige TBA wurden

hinzugefiigt, anschlieend wurde die Probe in eiras@dfal mit Schraubverschluss

umpipettiert und 10 Minuten bei 90-100 °C reagiegetassen.

Nach dem Abkuhlen folgte eine Zentrifugation deol#®r fur 10 Minuten bei 4000 rpm.
Vorsaulen (Baker Octadecyl 7334-06, 8 ml) wurdenh X8iml MeOH gespilt und mit 15 ml
Aqua dest. aquilibriert. AnschlieRend wurde dielderaufgetragen und mit 4 ml Aqua dest.
gespult. Schliel3lich wurde das MDA-TBA-Addukt mitral MeOH eluiert und in einem
Eppendorf-Cup aufgefangen. Im letzten Schritt tretk man die Probe erneut in einer
Vakuumzentrifuge und l6ste sie dann in 200 pl Adest. zur HPLC-Analytik.

HPLC-Analytik

Die stationdre Phase bestand aus einer LiChros&{18:Saule (10 pum, 250 x 4,6 mm,
Merck, Darmstadt) mit einer mobilen Phase aus 18é@H in Wasser. Der Flow betrug 0,5
ml / min bei einer durch einen Saulenofen konstgtaltenen Temperatur von +40 °C. Die
Detektion erfolgte mit einem Fluoreszenzdetektardieer Anregungswellenlange von 532
nm und einer Emissionswellenlange von 553 nm.

Von den Proben wurde ein Volumen von 150 ul in HieLC-Anlage aufgegeben (auf

vollstédndiges Lésen wurde geachtet, in einzelndlerr@vurde die Probe im Ultraschallbad
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behandelt und danach zentrifugiert). Nach etwa @ ®&ben wurde die Saule etwa 1 h mit
100 % MeOH gespuilt.

3.2.10 Quantifizierung von 8-Isoprostanen

8-Isoprostane wurden mittels eines kommerziell ldrtiien ELISA-Kits der Firma Cayman

(via Alexis, Griinberg) gemessen.

Vorbereitung der Reagenzien

Zur Herstellung des EIA-Puffers wurde das Puffenkentrat des Kits in einem Verhéltnis
1:10 mit Aqua dest. verdinnt. Anschlie3end wurderden Waschpuffer 5 ml Konzentrat mit
Aqua dest. 1:400 zu einem Gesamtvolumen von 2 divert und mit 1 ml Tween 20
vermischt. Der 8-Isoprostan-AChE-Tracer und dasdpiostan-Antiserum des Kits wurden

dann jeweils in 6 ml EIA-Puffer gelost.

Herstellung der Standards
Nach der Aquilibrierung einer Pipettenspitze mihdtol wurde diese benutzt, um 100 pl 8-
Isoprostan-Standard in einen Eppendorf-Cup zu figoeh. Danach wurde mit 1800 ul Aqua
dest. verdunnt. Daraus resultierte eine Konzentraton 2,5 ng / ml.
Der Standard wurde nun in folgender serieller Rggreinnt:

Cup 1: 900 pl EIA-Puffer + 100 ul Stock = 250 pgl/ = 12,5 pg / well

Cup 2: 500 pl EIA-Puffer + 500 pl Cup 1 =125 pyl/ = 6,25 pg / well

Cup 3: 500 ul EIA-Puffer + 500 pl Cup 2 =62,5 pgl/ = 3,125 pg / well

usw. bis Cup 8

Probenvorbereitung

Zur Praparation der Proben erfolgte die Herstellemges 1 M Acetat-Puffers (pH = 4,0).
Dafur wurden 38 ml einer 1 M NaAcetat x 3GLOsung (3,18 g in 100 ml Wasser) mit ca.
40 ml 1 M Essigséaure (1 M Essigsaure = 5,775 méd$sig ad 100 ml Wasser) unter pH-
Meter-Kontrolle auf einen pH-Wert von 4,0 titrierk. ml der Proben (BALF) wurde
anschlieBend 1:1 mit dem Acetat-Puffer versetzt.

Die Festphasenextraktion erfolgte mit Macherey-N&jgomabond C18ec-Saulen (3 ml /
200 mg, Cat. Nr. 730 012) in einer VakuumkammereunWasserstrahlvakuum. Zuerst
wurden die Saulen mit 5 ml MeOH (Fluka, HPLC gragegpult, danach mit 5 ml Aqua dest.
aquilibriert. Nach Probenauftrag (2 ml total) wuleerst mit 5 ml Aqua dest., anschlie3end
mit 5 ml Hexan (Merck, Uvasol) gespiilt. Die Elutierfolgte mit 5 ml Essigsaureethylester

(Ethylacetat, Merck, Uvasol) in Reagenzglaser. [Meoben wurden unter Stickstoff
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getrocknet, in einem definierten Volumen (200uIpHuffer gelést und in Eppendorf-Cups
Uberfuhrt. Fir die Messung wurden 50 pl / Well pipet (entspricht 250 pl BALF / Well)
und der resultierende Wert aufgrund der Konzeninigrdurch die Festphasenextraktion durch
einen Faktor von 5 dividiert (= pg / ml).

Die Saulen wurden nach Spulen mit 5 ml MeOH flgesmamt maximal drei Messungen

wiederverwendet.

Messung der Proben

Auf einer 96 Well ELISA-Platte wurden acht Wellg flie Standards sowie jeweils ein Well
zur Messung der TAT(tal Activity), NSB (Non-Specific Binding MB (Maximum Bindiny
und ein Blank-Well reserviert. Die restlichen 84 WWsatanden fur Proben zur Verfigung.

Je 100 ul EIA Puffer wurden in die NSB-Wells, 508IA Puffer in die MB-Wells gegeben.
50 pl der 8-Isoprostanstandards wurden in Einfaxter Doppelbestimmung in die jeweiligen
Wells pipettiert. Ebenso wurden 50 ul jeder Prab&infach— oder Doppelbestimmung auf
die Platte gegeben.

Der 8-Isoprostan-AChE-Tracer wurde bis auf TA- Wldnk-Wells in jedes Well pipettiert
(jeweils 50ul). Danach wurden 50 ul des 8-Isopr#atiserums zu jedem Well gegeben
(ausgenommen TA-, NSB- und Blank-Wells).

Nach Abdeckung der Platte und Inkubation bei Ramperatur fur 18 Stunden wurde
anschlie3end die Platte dekantiert und finfmaldaih Waschpuffer gespiilt.

Jeweils 200 pl Ellman’s Reagenz (Zur Herstellungdeuweines der Vials Ellman’s Reagenz,
ausreichend fir 100 Bestimmungen [100 dtn] des ikit830 ml Aqua dest. geldst) wurden in
jedes Well pipettiert (Mehrkanalpipette) und zubétzin den TA-Well 5 ul Tracer gegeben.
Die Platte wurde dann ca. 2 h unter Schitteln lzinRemperatur inkubiert und schlie3lich

bei einer Wellenlange von 405 nm gemessen.
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3.3 Definition der Patientenkollektive

3.3.1 Patientenpopulation

Die Patienten wurden in der Abteilung fir Innere dizen der Justus-Liebig-Universitét
Giel3en oder der Klinik fur Lungen- und Bronchialkende in Greifenstein-Elgershausen
rekrutiert. Das Projekt wurde von der hiesigen l&bmmission gebilligt und in jedem Fall
lag die Einwilligung der Patienten oder ihrer ndehsVerwandten vor. Es wurden Patienten
zwischen 15 und 75 Jahren untersucht und mit gesyrgpontan atmenden Probanden ohne
Anhalt fur eine kardiale oder pulmonale Schadigy8gichprobenumfang n = 20), die
ebenfalls ihre Zustimmung zur Durchfiihrung der Bdgeben hatten, verglichen.

Jeder Patient wurde in eines der folgenden Kollektingestuft:

1. Pneumonie (n = 27): Patienten mit einer Infektion der Lunge bei Abwésst von akutem
oder chronischem linksseitigen Herzversagen (PCVBP«¥im Hg oder fehlender
echokardiographischer Hinweis auf gestorte LV-Fiomdt Diagnostische Kriterien waren
Fieber, Tachykardie, Dyspnoe, typische Auskultagarausche, charakteristische Thorax-
Rontgenbilder und ein entsprechender Keimnachweisrachealsekret oder der BALF.

2. ARDS (n = 16): (Atemnotsyndrom, englacute respiratory distress syndromdie
Auswahl erfolgte entsprechend den Richtlinien dengensus-Konferenz fir ARDS [159].
Patienten ohne primére Lungeninfektion mussterefudg generelle Kriterien erfillen: A)
Vorangegangenes Kkatastrophales Ereignis (Sepsidytrd@mna, Pankreatitis), B)
rontgenographisch diffuse und bilaterale alveolafdtrationen, C) fehlender Nachweis
eines akuten oder chronischen linksseitigen Hesagems (PCWP<16 mm Hg, keine LV
Funktionsstérung im Echo) und D) paCFiO,-Werte < 200 mm Hg.

3. ldiopathische pulmonale Fibrose (IPF, n = 16): Diese Patienten zeigten eine langsam
progressive Lungenfibrose mit Beginn vor >6 Monatahinspiratorischem Knistern und
Trommelschlegelfingern bei restriktiv eingeschr&nktungenfunktion in Verbindung mit
einem reduzierten CO-Transfer. In Thorax-Rontgeldii oder CT/HRCT musste als
typischer Befund ein bilateral, basal und subplebegontes retikulares Muster zu finden
sein. Rodntgenologische Ausschlusskriterien warentensive Milchglastribungen,
nodulares Muster der Lungen oder asymmetrischeeMamyy, ebenso das Vorliegen einer
hilaren oder mediastinalen Adenopathie. Weiterevaotlige Einschlusskriterien waren
Zunahme von neutrophilen Granulozyten in der broatreolaren Lavage in Kombination

mit normalen oder nur schwach erhéhten relativemplyozytenzahlen sowie typische
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histologische Befundeaugual interstitial pneumonia patterim Falle einer durchgefiihrten

offenen Lungenbiopsie (VATS).

4. Exogen allergische Alveolitis (EAA, n 7). Die Patienten zeigten periodisch
wiederkehrende oder permanente Dyspnoe. Das inmaldntigen wurde durch die
Anamnese und den Nachweis prazipitierender Antédrpidentifiziert. Durch
Rontgenaufnahmen oder CT/HRCT wurden Milchglastngiem und/oder fleckige
interstitielle Infiltrationen in beiden Lungen, mikinem bronchiolozentrischem
Ausbreitungsmuster, nachgewiesen. In der BALF ingroe eine Vermehrung der T8-
Lymphozyten (T8>T4).

5. Sarkoidose (n = 12): Die Patienten wiesen auffallige Rontgenbefundéatgmale hilare
Adenopathie ohne (Sarkoidose I) oder mit (Sarkadfspulmonalen Infiltraten wie grobe
retikulonodulare oder milchglasartige Verschattungsowie Infiltrate ohne hilare
Adenopathie (Sarkoidose Ill)) auf. In der BALF famd sich erhbéhte T4-
Lymphozytenzahlen (T4>T8) und in der Lungenbiogsianten die typischen Granulome
nachgewiesen werden. Einige wenige Patienten zeigiazeichen eines Lofgren-
Syndroms, einer akuten und systemischen Erschesfnng der Sarkoidose.

6. PCP (n=33): Es wurden Patienten mit gesicherter HIV- uRd jirovecidnfektion
eingeschlossen. PCP wurde auf der Basis von KhaiscSymptomen und typischen
Thorax-Rontgen- oder CT-Befunden diagnostiziert uwdrde durch zytologische
Kontrollen im BALF unter Benutzung der Grocott'sdenamin-Silbernitrat-Farbung
bestétigt. Bronchoskopie und BAL wurden fur diagisehe Zwecke innerhalb von zwei
Tagen nach stationdrer Aufnahme beim beatmeten (@8)=oder spontan atmendem
Patienten (n = 20) durchgefihrt.

Zwischen den einzelnen Kollektiven traten keine tdbkeneidungen auf. Ausschlusskriterien
bei allen Kollektiven waren erwiesene oder vernamtktalignome der Lunge, chronische
obstruktive Lungenkrankheiten, Schadeltrauma, Héagkt oder subarachnoidale Blutungen.
Das Geschlecht, Alter oder Korpergewicht der Péadien zeigte innerhalb der

Patientenkollektive keine signifikanten Unterscleiedontrollen waren signifikant jinger im

Vergleich zu den Patientenkollektiven.

Die flexible Bronchoskopie und die Lavage wurdenydi flr diagnostische Zwecke (zum

Beispiel fur mikrobiologische Untersuchungen) dgefiihrt und die Uberschissige
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Lavageflussigkeit fir die Bestimmung der in diefdissertation dargestellten Parameter
verwendet.

3.2.2 Statistische Auswertung

Daten aus dem Bereich der Methodenentwicklung {€afi2. und 4.1) sind als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben (Mean + SD). Alle daigee aus der Analyse
biochemischer Proben (Kapitel 4.2 und 4.3) sindMilselwerte + Standardfehler dargestellt
(Mean + SE). Ebenfalls wurden auch der Median saiee25. und 75. Perzentile berechnet.
Die statistische Analyse auf Unterschiede zwiscden Hauptkollektivgruppen (ARDS,
Pneumonie, exogen allergische Alveolitis, Sarkogdadiopathische pulmonale Fibrose, PCP)
und den Kontrollen (Normalpatienten) erfolgte milfé¢lvon SPSS (SPSS Inc., Vers. 12.0).
Dazu wurden zunachst fur jeden einzelnen Parampeéer Kruskal-Wallis-H-Test die
prinzipiellen Signifikanzunterschiede innerhalb eallKollektive ermittelt (einfaktorielle
Rangvarianzanalyse), gefolgt von der Durchfihrungese non-parametrischen Testes fir
jeweils zwei Kollektive (Mann-Whitney-U-Test). Ditatistische Analyse bei von einander
abhangigen Proben (repetitive Analysen bei ARDS uPwleumonie) wurde mittels
Wilcoxon's Rang-Test flr zwei verbundene Stichproterchgefiihrt. Das Signifikanzniveau
wurde bei p<0,05 festgelegt, entsprechend eindunhigwahrscheinlichkeit von 5 %.
Dargestellt sind die Signifikanzniveaus im Text g mit * (p<0,05), ** (p<0,01) und ***
(p<0,001). Die Korrelationsanalysen zwischen Redoxmetern und klinischen Parametern
wurden mittels Origin (OriginLab Corp., Vers. 7G BR/7.0303) durchgefihrt, die
Korrelationskoeffizienten nach Pearson ,r* und diatischen Signifikanzen ,p“ wurden

jeweils angegeben.

3.4 Beschreibung der Tiermodelle

3.4.1 Bleomycin-Modell am Kaninchen

Die sich nach Gabe einer hohen Bleomycindosis arar Entwickelnde restriktive

Lungenfunktionsstérung gilt als Standardmodell denngenfibrose, fuhrt aber bei

intraperitonealer / systemischer Gabe zur Myeloseggion und bei intratrachealer Instillation
zur pradominant peribronchialen Fibrosierung. In d@liegenden Studie wurde Bleomycin
unter maschineller Beatmung durch Verneblung agptimit dem Ziel, eine gleichférmigere
und distal (also alveolar) betonte Fibroseentwicglerzielen zu kénnen.

Klinisch gesunde, antibiotisch abgedeckte (Gyraseher) New Zealand White Bastard

Kaninchen wurden unter Narkose intratracheal imxibund gewichtsadaptiert maschinell
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beatmet (6,5 ml / kg KG). Uber einen Ultraschalhedsler (MMAD 2,5 um) wurden 1,8 U /
kg KG Bleomycin pulmonal deponiert. Nach 4, 8, 28, 32 und 64 Tagen wurde bei jeweils
sechs Tieren nach erneuter Narkotisierung und &rfag der statischen Lungencompliance
und des pa®/ FiO, unter maschineller Beatmung die Lungen isolietifizell perfundiert
(modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer, 120 ml / miand ventiliert. Hierbei wurden der
kapillare Filtrationskoeffizient (Kfc), der Beatmgsdruck (VP) und der pulmonal-arterielle
Druck erfasst. Eine Lungenhélfte wurde perfusiodeft, die andere mit 3 x 50 ml Aliquots
steriler, eisgekuhlter 0,9 % NaCl lavagiert. Die wganene bronchoalveolare
Lavageflussigkeit (BALF) wurde sofort zentrifugief800 x g, 10 Minuten, +4 °C) um
Zellreste zu entfernen. Danach wurde sie aliquptieit flissigem Stickstoff gefroren und bis

zur Verwendung bei —80 °C gelagert.
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4 Ergebnisse

4.1 Validierung der Methoden

4.1.1 Validierung der Glutathion-Messung

Verlauf der Standardkurven

Da durch die Komplexitat der analytischen Methode absoluten Werte fur die Standards
von Messung zu Messung differieren konnen, wurdemm zAusgleich bei jedem
Messdurchgang mittels GSSG-Standards neue Stangteedk fir die Berechnung der
Probenkonzentrationen sowohl des oxidierten Gligathals auch des Gesamt-Glutathions
erstellt. Zu diesem Zweck enthielt jede Mikrotilape acht verschiedene
Standardkonzentrationen (jeweils Doppelbestimmungonzentrationen siehe Kapitel
3.2.6). Uber die Software des Photometers wurdenlipearer Regression dann nach der
Messung die Standardkurven fir die GSX- (Abbildd2y bzw. GSSG-Messung (Abbildung
13) erstellt. Fur beide Messungen verliefen dien@&tadkurven streng stetig und wiesen eine
sehr hohe Korrelation auf (Pearson-Korrelationskoehten von R = 0,99969 bzw. R =
0,99872).

0,10+
0,08+
c 0,06
£
8 0,04+
b Y = 0,00008 + 0,01503 * X
0,021 R =0,99969
N=8
0.00- P=77771E-11
7 T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8
GSX [uM]
Abbildung 12: Standardkurve der GSX-Messung. GS5&eigenden Konzentrationen (n =
8) wurde gemald des Versuchsprotokolls (Kapitel63.2lemessen (jeweils n = 2). Die
Mittelwerte +  Standardabweichung sind angegeben. R =  Pearsonsche
Korrelationskoeffizient; P = Signifikanzniveau.
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0,04
0,031
=
£ 0,02-
0
Y = 0,00066 + 0,01238 * X
< 0,01- R =0,99872
N=8
0,00 i P= 5,1879 E-9
o 1 2 3 4
GSSG [uM]

Abbildung 13: Standardkurve der GSSG-Messung. GBS&igenden Konzentrationen (n =

8) wurde gemal} des Versuchsprotokolls (Kapitel63.2lemessen (jeweils n = 2). Die

Mittelwerte +  Standardabweichung sind  angegeben. R = Pearsor

Korrelationskoeffizient; P = Signifikanzniveau.
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Uberpriifung der Wiederfindungsrate
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Abbildung 14: Uberprifung der Wiederfindungsrates d@SH-Assays. Kaninchen-BAL
wurde mit steigenden Mengen GSH versetpilker) und die Wiederfindungsrate anhand
Standardkurve Uberpruft. Die erhaltene Spikekuégstldarauf schliel3en, dass das einges
GSH in den Proben quantitativ wiedergefunden wurde. = Pearsonschd

Korrelationskoeffizient; P = Signifikanzniveau.
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Die WiederfindungsrateRecovery des Testverfahrens wurde Uberprift, indem Aliguot
derselben Kaninchen-BALF mit steigenden Mengen @G8H-Standards (insgesamt sechs
Konzentrationen, jeweils Doppelbestimmung) versetaturden §piker) und die
Wiederfindung im Test anhand von Spikekurven vetfolvurde. Die erhaltene Kurve
(Abbildung 14) zeigte ein lineares Verhalten mitezi Steigung von B = 1,123 und einem

Korrelationskoeffizienten von R = 0,99871.

Uberprifung der GSH-Blockierung

Zur Uberpriifung der Blockierung des GSH bei der G3%essung wurde in jedem Test ein
GSH-Standard (c = 6,4 uM) mitgemessen. Dieser éiatd Indikator flr eine quantitative
Blockierung des GSH und zeigte bei korrekter Duibhiing des Testverfahrens und

quantitativer Reaktion der Sulfhydrylgruppen keBignale bei der kinetischen Messung.

Externer Standard

Sowohl bei der GSSG- als auch bei der GSX-Messungen regelmafig Aliquots derselben
Kaninchen-BALF alday-to-dayStandard mitgemessen. Aus den daraus erhalterten Da
= 22) wurden folgende Messwertverteilungen erstalitbildung 15).

e <
2 o
D ] o T
(D) [}
O 8- o
2 2 61 )
[B) [}
p= = |
E 6 W £
c | c 4
(D) [}
Qo Q
o 4 o
a a
@ T 2-
© 2- ©
2 5
: 1L : |
< Q : ' : ! <0 : : : '
0,5 1,0 15 2,0 25 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
GSX [uUM] GSSG [uM]
Abbildung 15: Messwertverteilungen deéay-to-dayStandards (n = 22) bei der GSSG- und
der GSX-Messung.

Fur die GSSG Messung ergab sich ein arithmetisbhelwert von 0,67 uM = 0,09 uM
(Mittelwert + Standardabweichung), fur die GSX-Messung ein Mite von 1,54 pM =+
0,13.
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4.1.2 Validierung dera-Tocopherol- / Retinol-Messung

Zum Ausgleich der variablen Verluste an Analytewaslol wahrend der Hexanextraktion als
auch aufgrund von Pipettierungenauigkeiten wurdenzdi messenden Proben vor dieser
Prozedur mit 100 ng Retinol-Acetat (gelost in 1004ethanol) versetzt. Unter der Annahme,
dass dieser interne Standard durch die Extraktion gieichen Anteilen (von den
urspringlichen 100 ng) gewonnen wird wie die eiljgmn Analyten Retinol und
a—Tocopherol, ermdglicht dieses Verfahren die Beraadgneines Korrekturfaktors zur

Bestimmung der eigentlichen Mengen an Analyteneinudspringlichen Probe.

Verlauf der Standardkurven
Die Messung der Standards ergab lineare Standaselkumit Korrelationskoeffizienten von R

= 0,99947 fur Retinol (Abbildung 16) und R = 0,9990r a-Tocopherol (Abbildung 17).

601
50
40
= ]
<L, 30-
< ]
< 201 Y = 0,72173 + 2,1919 * X
] R =0,99947
10- N=6
] P =4,2152 E-7
O T T T T T T T T T

0 ) 10 15 20 25
Retinol [ng]

Abbildung 16: Standardkurve fur Retinol. Retinol steigenden Konzentrationen (n =|6)

wurde gemald des Versuchsprotokolls (Kapitel 3.8efhessen (jeweils zwei Proben). Die

Mittelwerte +  Standardabweichung sind angegeben. R =  Pearsonsche

Korrelationskoeffizient; P = Signifikanzniveau.
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501
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< Y = -0,96306 + 0,18413 * X
R = 0,99909
101 N=6
P=12516 E-6

°0 50 100 150 200 250 300
a-Tocopherol [ng]
Abbildung 17: Standardkurve firTocopherola-Tocopherol in steigenden Konzentrationen
(n = 6) wurde gemal des Versuchsprotokolls (Kait2l7) gemessen (jeweils zwei Proben).
Die Mittelwerte + Standardabweichung sind angegeben. R = Pearsonsche

Korrelationskoeffizient; P = Signifikanzniveau.

Einsatz von Spektren zur Uberpriifung der Peakreinhé

Die Peakcharakterisierung wurde nicht nur UberRientionszeit, sondern auch mit Hilfe
des mittels Dioden-Array-Detektion gewonnenen Peekisums durchgefuhrt. Retinol zeigte
hierbei ein charakteristisches UV-Spektrum mit ginbsorptionsmaximum bei 324 nm;
Tocopherol ein Maximum bei 292 nm (Abbildung 18)urNoei identischen Peakmaxima

wurden die gemessenen Proben akzeptiert und flissbe statistische Auswertung ein.



4 Ergebnisse 60

a-Tocopherol
SN Retinol

o
I
N
\
S

T T T
~
Ss
Se
—"
-
4—’

N
T

Absorption [AU]

o
T

250 300 350 400
Wellenlange [nm]
Abbildung 18: Gemessene Spektiren von a-Tocopheamidard (250 ng) und Reting

Standard (25 ng) mit den spezifischen Absorptionsma von 292 bzw. 324 nm.

Uberpriifung der Wiederfindungsrate

Die WiederfindungsrateRecovery des Testverfahrens wurde Uberprift, indem Aliguot
derselben Kaninchen-BALF mit steigenden Mengen aifocopherol- bzw. Retinol-
Standards (insgesamt sechs Konzentrationen, je@ejpelbestimmungen) versetzt wurden
(spiken und die Wiederfindung im Test anhand von Spike&ar verfolgt wurde. Die
erhaltenen Kurven Abbildung 19 und Abbildung 20gken fir Retinol ein lineares Verhalten
mit einer Steigung von B = 0,084 und einem Korreflatkoeffizienten von R = 0,99778 und
fur a-Tocopherol ein lineares Verhalten mit einer Steggwon B = 0,955 und einem

Korrelationskoeffizienten von R = 0,99381.
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Lineare Regression fur Retinol:
Y =2,2602 + 0,0841 * X

R =0,99778

N=6

Retinol gefunden [ng]
(op}

P = 0,0000073974

0 —

0O 20 40 60 8 100
Spike [ng]

Abbildung 19: Uberpriifung der Wiederfindungsrate Retinol-Messung. Kaninchen-BALF
wurde mit steigenden Mengen an Standards versgp#tef) und die Wiederfindungsrate
anhand der Standardkurve tberprift. Die erhaltgrieesurve lasst darauf schlie3en, dass die

eingesetzte Menge Retinol in den Proben quantiteitdergefunden wurde.
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Lineare Regression fur Tocopherol:
Y = 13,75719 + 0,9549 * X

R =0,99381
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P = 0,00006
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Abbildung 20: Uberprifung der Wiederfindungsrate a€rocopherol-Messung. Kaninchen-

v

BALF wurde mit steigenden Mengen an Standards tars€spiken) und di¢
Wiederfindungsrate anhand der Standardkurve uUbierpRie erhaltene Spikekurve lagst
darauf schliel3en, dass die eingesetzte Memgeocopherol in den Proben quantitativ

wiedergefunden wurde.
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Uberprifung der Reproduzierbarkeit der Methode

Zur Prufung der Reproduzierbarkeit wurde KanincBé&w+ aliquotiert (n = 5) und die
Probenvorbereitung nach Kapitel 3.2.7 durchgefihmschlieRend wurden die Proben mittels
HPLC gemessen. Es ergaben sich fur die RetentitrszeRetinol 4,41 £ 0,01 min (MW %
SD) und fura-Tocopherol 10,79 = 0,01 min (MW x SD). Die jewegefundenen Mengen
waren bei Retinol 2,25 + 0,12 ng (MW + SD), leilrocopherol 135,26 + 2,06 ng (MW +
SD).

4.1.3 Validierung der Ascorbinsaure- / Harnsaure-Mssung

Verlauf der Standardkurven
Die Messung der Standards ergab lineare Standaseltikumit Korrelationskoeffizienten von R
= 0,999 fur Ascorbinsaure (Abbildung 21) und R €985 fur Harnsaure (Abbildung 22).

1000+
© ]
=
< 100+
4 ]
(40 ]
S’_) Y =-23,22815 + 65,85668 * X

R =0,999
10? N=8
1 P =2,4925 E-9

1 10
Ascorbinsaure [ng]

Abbildung 21: Standardkurve fir Ascorbinsaure (iogdrithmischer Darstellung).
Ascorbinsdure in steigenden Konzentrationen (n w@)de gemal des Versuchsprotokolls
(Kapitel 3.2.8) gemessen (jeweils zwei Proben). Ritgelwerte + Standardabweichung sind

angegeben.
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Abbildung 22: Standardkurve fur Harnséure (in labhanischer Darstellung). Harnséure|i

steigenden Konzentrationen (n = 8) wurde gemal\Wsuchsprotokolls (Kapitel 3.2.

gemessen (jeweils zwei Proben). Die Mittelwerttandardabweichung sind angegeben.

3)

Uberprifung der Wiederfindungsrate

Die WiederfindungsrateRecovery des Testverfahrens wurde Uberpruft, indem Aliguot

derselben Kaninchen-BALF mit steigenden Mengen acofbin- bzw. Harnsdure-Standards

(insgesamt sechs Konzentrationen) versetzt wursigikef) und die Wiederfindung im Test

anhand von Spikekurven verfolgt wurde. Die erhatdfurve (Abbildung 23) zeigte fir

Ascorbinsdure (Harnsaure) ein lineares Verhaltenemer Steigung von B = 0,924 (B
1,046) und einem Korrelationskoeffizienten von R,89541 (R = 0,97122).
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Abbildung 23: Uberprifung der Wiederfindungsrate Alscorbinséaure- / Harnsaure-Messung.
Kaninchen-BALF wurde mit steigenden Mengen beidéostanzen versetzsdikern) und die
Wiederfindungsrate anhand der Standardkurve Ubierpbie erhaltene Spikekurve lasst
darauf schlieRen, dass die eingesetzte Ascorbw: blarnséaure in den Proben quantitativ

wiedergefunden wurde.

Uberprifung der Reproduzierbarkeit der Methode

Zur Prufung der Reproduzierbarkeit wurde KanincB&iF aliquotiert (n = 6) und
nacheinander gemessen. Es ergaben sich fur dietRetzeit bei Ascorbinsaure 4,271 +
0,001 min (MW = SD) und fur Harnsaure 7,170 = 0,08éh (MW = SD). Die jeweils
gefundenen Mengen waren bei Ascorbinsaure 8,62& 1y (MW + SD), bei Harnsaure 3,12
+ 0,11 ng (MW = SD).

In einem zweiten Versuch wurden 13 Human-BALF wtbkredlicher Patienten gemessen.
Die Messung wurde circa drei Monate spater mit eerdeAliquots derselben Lavagen
wiederholt und die Ergebnisse miteinander korre(i&bbildung 24 und Abbildung 25). Eine
Regressionsanalyse ergab eine ausgezeichnete atmmekwischen beiden Messungen. Die
Pearson’schen Korrelationskoeffizienten lagen bei ®995 (Ascorbinsaure) und R = 0,998

(Harnsaure).
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Abbildung 24: Korrelation zweier Messungen von Aboesdure mit einem zeitliche

Abstand von drei Monaten.
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Abbildung 25: Korrelation zweier Messungen von Hsure mit einem zeitlichen Absta

von drei Monaten.
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4.1.4 Validierung der Malondialdehyd-Messung

Verlauf der Standardkurve
Die Messung der Standards ergab eine lineare Stindse mit einem
Korrelationskoeffizienten von R = 0,9995 (Abbildu2@).
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Abbildung 26: Standardkurve MDA-Messung. MDA inigenden Konzentrationen (n = [7)

wurde gemald des Versuchsprotokolls (Kapitel 3.8&nessen (jeweils drei Proben). Die

Mittelwerte+ Standardabweichung sind angegeben.

Uberpriifung der Wiederfindungsrate

Die WiederfindungsrateRecovery des Testverfahrens wurde Uberprift, indem Aliguot
derselben Kaninchen-BALF mit steigenden Mengen abDAMstandard (insgesamt vier
Konzentrationen bei jeweils n = 1 sowie BALF ohn@ar@ard (n = 3)) versetzt wurden
(spiken und die Wiederfindung im Test anhand von Spike&ar verfolgt wurde. Die
erhaltene Kurve (Abbildung 27) zeigte fur MDA eindares Verhalten mit einer Steigung
von B = 27,1041 und einem Korrelationskoeffizientem R = 0,89097.
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Abbildung 27: Uberpriifung der Wiederfindungsrate MDA-Messung. Kaninchen-BALF
wurde mit steigenden Mengen der Substanz verssfken) und die Wiederfindungsrate
anhand der Standardkurve tberprift. Die erhaltgieesurve lasst darauf schlie3en, dass die

eingesetzte MDA-Menge in den Proben quantitativdetgefunden wurde.

4.1.5 Validierung 8-Isoprostan-Messung

Verlauf der Standardkurve

Die Messung der Standards ergab lineare Standaseltkumit Korrelationskoeffizienten von R
=-0,991 fir E-Isoprostan (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Standardkurve flr,#soprostan (mit logarithmischer Darstellung der | X-
Achse). BE-Isoprostan in steigenden Konzentrationen (n = 8Jrd@ gemal des
Versuchsprotokolls (Kapitel 3.2.10) gemessen (j&veivei Proben). Die Mittelwerte:

Standardabweichung sind angegeben.

Uberprifung der Wiederfindungsrate

Die WiederfindungsrateRecovery des ELISA wurde mittels Zugabe von endogenem F
Isoprostan $piken zu BALF Uberprift. Dazu wurden jeweils 400 ul BAlvon gesunden
Kontrollen (Normal) und von ARDS-Patienten (jeweails= 3) mit steigenden Mengen-F
Isoprostan (0, 20, 50, 100 und 200 pg / ml) vetsetd die Proben entweder direkt im ELISA
eingesetzt (- SPE) oder vor dem ELISA eine Festgi@mdraktion nach Kapitel 3.2.10
durchgefuhrt (+ SPE). Die erhaltenen Spikekurveor(&ation zwischen zugegebener F
Isoprostan-Menge und im ELISA gefundenerlsoprostan-Menge nach Abzug des in der
Probe vorhandenenfsoprostan) waren sowohl zwischen ARDS-Patienteth Kiontrollen
als auch zwischen Proben, die direkt eingesetzt&uund Proben mit Festphasenextraktion

nahezu deckungsgleich.
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Abbildung 29: Spikekurve Hsoprostane. BALF von gesunden Kontrollen (Normatd

ARDS-Patienten (jeweils n = 3) wurden mit steigandéengen b-Isoprostan versetzt ur

die Proben

Festphasenextraktion unterworfen (+SPE). Angegslmehjeweils der Mittelwert und die

F,-Isoprostan zugegeben [pg/ml]

entweder

direkt im ELISA gemessen

Standardabweichung aus drei Experimenten.

(-SP&ger vorher eing

Probe A B R

Normal —SPE 9,3 0,96 0,996
Normal +SPE 6,2 1,27 0,994
ARDS -SPE 5,7 1,21 0,987
ARDS +SPE 14,9 1,06 0,985

d

Tabelle 10: Regressionsanalyse der in Abbildungl@2@estellten Messwerte (y = A + B

Angegeben sind jeweils der y-Achsenschnittpunkt, (@ Geradensteigung (B) und ¢

Pearson'sche Regressionskoeffizient R.

er

Uberprifung der Reproduzierbarkeit der Methode

Die Reproduzierbarkeit des analytischen Verfahrensde durch Mitfihren identischer

interner BALF-Standards bei jedem Versuchsansatrpibft. Hierbei ergab sich bei vier

unabhangigen Experimenten ein Mittelwert von 218,30 pg / ml (Mittelwerte

Standardfehler).

+
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4.2 Messergebnisse Tiermodelle

4.2.1 Bleomycin-Modell

Aus den Lavagen der mit Bleomycin behandelten Kamen sowie der Kontrolltiere (siehe
Kapitel 3.4.1) wurden die Parameter Glutathion dcedtes und reduziertes), Malondialdehyd,
F.-Isoprostane, Retinoti-Tocopherol, Plasmalogene, Harnsaure und Asconbiad@estimmt
(siehe Tabelle 11)
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Kontrollen | bleo (d4)| bleo (d8) | bleo (d16)bleo (d24) bleo (d32) bleo (d64
n 9 7 7 6 6 7 6
1,06+ 0,25 | 0,66 £0,26{ 0,73+0,28 | 0,30 +0,12| 0,85 +0,31| 1,33 + 0,34 1,45 + 0,39
GSH (0,52/0,79 /| (0,02/0,67| (0,00/061/ (0,39/0,62| (0,74 11,22 (0,65 /1,88
[UM] 1,88) 10,74) 1,33) | (0,03/0,21] /1,40) /1,59) /2,04)
1 0,60)
0,43+0,08| 2,32 +0,50| 2,83+1,25 | 1,60 +0,44| 0,48 +0,09| 0,61 + 0,19( 0,35 + 0,0
Harnsaure | ©026/035/] ™ ** ** (0,28 /0,41| (0,30/0,46| (0,27 /0,35
[UM] 0,49) | (1,34/1,61] (0,86/1,90/| (0,94/1,41| /0,68) 10,62) 1 0,44)
/3,62) 4,18) /2,15)
2,34+ 0,59 | 3,24 +0,92| 3,64+0,89 | 4,61 +1,80| 6,59 +0,59| 5,71 + 0,61[12,36 + 4,14
Ascorbinsaure| (0,70/1,93/ (1,34/2,13| (1,86/3,35/| (1,52/3,29] ** o
[UM] 3,42) / 6,39) 5,33) 16,91) | (5,06/86,72| (5,20/5,33| (7,36 /8,70
17,63) 16,77) | 121,03)
101,1 + 17,0{282,0 + 68,9 374,5 + 49,7|241,6 + 69,4385,2+ 57,1 5547+ | 2882+
*% *%* *%* 111 0 *k%k 76 5 **
(M] /1342) | (170,87 |(234,3/409,2 180,8/ | (2448/ | (389,3/ | (167,7/
218,8 / / 480,0) 384,2) 3926/ | 4894/ | 2486/
323,5) 535,0) 678,7) 448,3)
6,05 + 4,80 | 33,30 + 7,0938,28 + 10,23 48,77+ |22,26 +5,0521,31 + 5,39 2,24 + 1,66
) * * 17,43 *% * *%
Retinol (0,00/0,52 / (0,00/0,98
[M] 4,70) 19,23/ | (19,34/ | (1335/ | (7.58/ (8.34/ /5,75)
39,40/ ...)|42,65/55,03) 36,06/ 24,66/ | 19,13/
94,13) 33,37) 37,45)
7,23+0,55|7,73+0,99 9,08+1,62|7,40+1,02| 11,39+ | 14,98+ |8,71+1,58
Plasmalogene] (6.37/7.14/ (512/800/ (4,50/8,76/ (5,76 /6,37 048™ | 208 | (581 /7,89
(g/mi] 8,44) 10,35) 12,86) /9,32) | (10,65/ | (10,80/ | /12,02)
HY 10,99/ | 1560/
12,32) 17,87)
0,57 + 0,08 | 0,79 £0,27| 2,50 1,04 | 2,13 +1,19| 1,24 + 0,58 1,28 + 0,29 2,23 + 0,45
GSSG (0,42 10,54 /| (0,08/0,78| (0,14 /0,94 /| (0,72 /0,98 (0,28 / 0,54 ¥ o
[UM] 0,81) /0,86) 4,55) /3,21) 12,67) |(0,66/1,19| (1,32/2,18
/1,63) /3,18)
Fo. 69,4 + 22,7 173,8 +66,1 93,3+ 23,5 [131,3+46,1 73,9 20,5/ 85,5 + 21,5 50,7 + 9,9
lsoprostane | (19.0/668/1 (7117 | (s42/849/| (482/ |(351/58,0(33,2/87,7|(315/51,3
b M 121,2) 112,6 / 140,7) 1195/ | /134,0) | /1175 | 169,4)
[PM] 307,2) 220,2)
47,8+10,8(101,3+ 158 80,3+13,2 | 62,3+13,4/132,6 +47,4 268,2+ |124,1+ 64,3
MDA (183/463/ (51,7/87,4/ (335/69,8 378/ | 0L1™ 1(39,9/66,1
(M] 76,7) | (66,8/97,7] 111,4) / 85,0) 1418/ | (130,37 | /237,2)
/138,5) 218,1) 200,0 /
474,4)

BALF durchgefihrt. Kaninchen wurde 1,8 U / kg KGeBimycin via Aerosol appliziert.
Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler isolw Klammern die 25., 50. und 75.

Perzentile; * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,00derglichen mit den Kontrollen.

Tabelle 11: Messergebnisse der Bleomycin-Studile Mlessungen wurden in zelldepletienter
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Marker flr oxidativen Stress

Als Marker fiur alveolaren oxidativen Stress wurdemidiertes Glutathion (GSSG),
Malondialdehyd (MDA) sowie JIsoprostane herangezogen. Nach Bleomycin-Expositio
fand sich wahrend des gesamten Beobachtungszedgsui@-64 Tage) in der
bronchoalveolaren Lavageflissigkeit (BALF) eine @ginie Konzentration von GSSG.
Insbesondere wahrend der initialen, durch eine eakkwingenschadigung charakterisierten
Phase, wurde ein mehrfach erhohter Wert fir GSS@den . Uberraschenderweise war die
GSSG-Konzentration auch wahrend der spéten, fdmoéin Phase noch signifikant erhéht
(Abbildung 30).

Malondialdehyd als Endprodukt der Lipidperoxidatibeigte sich initial signifikant erhoht
gegenuber Kontrollen und blieb auch wahrend desngesh Zeitraumes oberhalb der
Kontrollwerte. Nach 32 Tagen erreichte die MDA-Ken#ration ihr Maximum und zeigte
einen um etwa Faktor funf Gber den der Kontrollegenden Wert (Abbildung 31).

Die Isoprostane waren vor allem in der Akutphasé emem Maximum an Tag 4 erhoht
(Abbildung 32). Ab Tag 24 folgte ein Abfall der Mmgerte in den Bereich der Kontrolltiere.

w
1
*%

GSSG [uM]
|
I-I-l\*
—a—

| = Kontrolle

0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 0 20 30 40 30 60 70

Zeitnach Exposition [Tage]
Abbildung 30: Oxidiertes Glutathion (GSSG) in BAMe&n Kaninchen nach Aerosolierung

von Bleomycin. Abgebildet ist der Mittelwett Standardfehler. * = p<0,05; ** = p<0,J1

verglichen mit den Kontrollen.
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Abbildung 31: Malondialdehyd (MDA) in BALF von Kamthen nach Aerosolierung v
Bleomycin. Abgebildet ist der Mittelwert Standardfehler. * = p<0,05; * = p<0,(

verglichen mit den Kontrollen.
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Abbildung 32: E-Isoprostane in BALF von Kaninchen nach Aerosolgywon Bleomycin
Abgebildet ist der Mittelwert Standardfehler.
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Antioxidantien

Die Konzentration fir reduziertes Glutathion (GSk8igte sich in der initialen, ARDS-
ahnlichen Phase gegenlber den Kontrollen erniednigihesondere 16 Tage nach Exposition
fand sich nur etwa ein Drittel der physiologischdfonzentration. Die spétere,
fibroproliferative Phase zeigte eine weitgehenderniNdisierung der GSH-Konzentration
(Abbildung 33).

Das quantitativ gesehen haufigste Antioxidans nB#LF von jungen gesunden Kaninchen,
das Plasmalogen (7,23 pg/ml, ~2,5 % der gesamtaspBblipide), zeigte nach initial
unauffalligem Verlauf zu Beginn der akuten Phasemisignifikanten Anstieg bei Tag 24 und
erreichte den Maximalwert bei Tag 32 nach Expasitter Kaninchen. Gegen Ende der
Studie (Tag 64) glichen sich die Plasmalogenwerée blehandelten Tiere denen der
Kontrollkaninchen wieder an (Abbildung 34).

Ein weiterhin untersuchter Parameter war die HamesdUric acid, UA). Sie zeigte
charakteristischerweise einen sehr frihen Konzeorsanstieg mit dem Maximum an Tag 8
(p<0,01 gegenuber Kontrollen), um anschliel3endivetasch wieder auf gleiche Werte wie
die der Kontrolltiere abzufallen und in der gesamiierotischen Spatphase (Tag 24-64) auf
diesem Level zu bleiben (Abbildung 35). Demgegeniegt AscorbinsaureAscorbic acid
AA) als weiteres untersuchtes, wasserloslichesokitans einen gegenséatzlichen Verlauf:
Initial nur gering erhéht, kam es erst an Tag 24emem signifikanten Anstieg (p<0,01
gegenuber Kontrollen). Interessanterweise erreidigeAscorbinsdure ihr Maximum erst an
Tag 64 (p<0,01 gegenuber Kontrollen; Abbildung 36).

Das lipophile Antioxidansa-Tocopherol (Vitamin E) zeigte wiederum einen aeder
zeitlichen Verlauf mit einer durchgehend signifikem Erhéhung gegentber den Kontrollen
(lediglich Tag 16 nicht signifikant erhoht). Der éfstwert wurde hierbei an Tag 32 erreicht
(Abbildung 37).

Letzter untersuchter Parameter war das ebenfpighile Retinol (Vitamin A). Anfangs kam
es zu einem stetigen Anstieg dieses Parametergimgm Maximum an Tag 16 (p<0,01
gegenuber Kontrollen), um anschlieRend in der spdtBhase wieder abzufallen und am Tag

64 wieder auf Werte in Hohe der Kontrollgruppe elaggen (Abbildung 38).
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Abbildung 33: Reduziertes Glutathion (GSH) in BAkBn Kaninchen nach Aerosolieru
von Bleomycin. Abgebildet ist der Mittelwett Standardfehler. * = p<0,05 verglichen r

den Kontrollen.
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Abbildung 34: Plasmalogene des PhosphatidylcholmsBALF von Kaninchen nac
Aerosolierung von Bleomycin. Abgebildet ist der tditvert £ Standardfehler. ** = p<0,0

verglichen mit den Kontrollen.
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Abbildung 35: Harnséure in BALF von Kaninchen naghrosolierung von Bleomycin.

Abgebildet ist der Mittelwert Standardfehler. ** = p<0,01; *** = p <0,001 verdhien mit

den Kontrollen.
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Abbildung 36: Ascorbinsaure in BALF von Kanincheach Aerosolierung von Bleomyci

Abgebildet ist der Mittelwert Standardfehler. ** = p<0,01 verglichen mit den Kwaitien.
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Abbildung 37:a-Tocopherol in BALF von Kaninchen nach Aerosoliggwon Bleomycin

Abgebildet ist der Mittelwert= Standardfehler. ** = p<0,01; *** = p<0,001 verglieh mit

den Kontrollen.
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Abbildung 38: Retinol in BALF von Kaninchen nach rAsolierung von Bleomycin.

Abgebildet ist der Mittelwert Standardfehler. * = p<0,05 verglichen mit den Kofén.
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4.3 Messergebnisse Humanlavagen

Aus Grinden der Ubersichtlichkeit wurden die betidPden mit akut-inflammatorischen

Lungenerkrankungen (ARDS und schwere Pneumonig)berfen Daten in zwei Bereiche
unterteilt. Der erste Bereich repréasentiert Datgs @er initialen Lavage, die innerhalb eines
sehr kurzen Zeitraumes nach der Intubation deref@&in durchgefiihrt wurde. Der zweite
Bereich stellt die Entwicklung der beobachteteraRuater im Zeitverlauf dar. Hierzu wurden

Patienten repetitiv in festen Zeitabstanden (W@ 11 Tage) lavagiert.

4.3.1 Akut-inflammatorische Lungenerkrankungen

4.3.2 ARDS und Pneumonie: Initiale Lavage

Demographische und klinische Basisdaten sind irell@li2 angegeben. Die Patienten mit
ARDS und Pneumonie waren signifikant alter alskbatrollen, aul3erdem war der Anteil an

Mannern héher bei den Patienten im Vergleich zuKiamtrollen.

Kontrollen ARDS PNEU
Anzahl [n] 20 16 27
Alter [Jahre] 29,3+ 19 46,9+ 2,9 58,8+ 2,9
Geschlecht f/m 10/10 6/10 10/ 17
paO,/FiO; n.b. 124,0+ 9,9 222,3+ 35,9
BALF Recovery [%] 70,7+ 2,2 59,2+ 3,7 59,0+ 2,8
Neutrophile [%)] 1,8+ 0,6 61,4t 6,8 48,0t 5,9
Lymphozyten [%] 5,0+£0,6 4,615 8,4+ 3,3
Makrophagen [%] 93,0+ 0,8 34,1+ 5,7 43,6t 5,6
PL [ug / ml] 32,1+34 24,0+45 33,7+ 5,1
Protein [mg / ml] 0,07+ 0,00 1,01+ 0,21 0,94t 0,17
PPQ 0,445+ 0,030 0,043 0,017 0,073 0,014

Daten ist der Mittelwert + Standardfehler angegeldan = nicht bekannt.

Tabelle 12: Studienpopulation: Demographische jddime und Routine-Labordaten. Bei al
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Kontrollen ARDS PNEU
1,63+ 0,22 2,25+ 0,84 1,37+ 0,18
GSX [uM]
(1,10/1,43/1,72) | (0,67/1,42/2,13) | (0,67/1,13/2,88)
0,05+ 0,01 0,18+ 0,10 0,06+ 0,02
GSX / PL [M/M]
(0,02/0,03/0,05) | (0,02/0,06/0,15) | (0,01/0,04/0,08)
1,56+ 0,20 2,00+ 0,82 1,05+ 0,17 *
GSH [uM]
(1,10/1,40/1,69) | (0,56/1,18/1,93) | (0,58/0,85/1,36)
0,05+ 0,01 0,16+ 0,10 0,05+ 0,02
GSH / PL [M/M]
(0,02/0,03/0,05) | (0,01/0,05/0,12) | (0,01/0,02/0,05)
0,03+ 0,02 0,12+ 0,03 ** 0,16+ 0,05 **
GSSG [uM]
(0,00/0,00/0,03) | (0,00/0,11/0,22) | (0,00/0,07/0,18)
0,001+ 0,001 0,007+ 0,002 ** 0,007+ 0,003 **
GSSG/PL[M/M]
(0,000 / 0,000 / 0,000) (0,000 / 0,005 / 0,013)(0,000 / 0,001 / 0,005
Ascorbinsaure 0,54+ 0,06 1,44+ 0,36 1,95+ 0,82
[UM] (0,38/0,52/0,69) | (0,24/0,93/2,43) | (0,28/0,56/0,87)
Ascorbinsaure / PL 0,015+ 0,002 0,070+ 0,022 0,073+ 0,039
M/ M] (0,009 /0,012 / 0,017) (0,008 / 0,037 / 0,079) (0,006 / 0,016 / 0,039
) 0,69+ 0,04 12,58+ 3,69 *** 9,06+ 2,10 ***
Harnsaure [uM]
(0,57/0,69/0,82) | (3,77/9,98/15,83)| (1,69/3,56/12,06)
Harnsaure / PL 0,020+ 0,002 0,475+ 0,104 *** 0,236+ 0,080 ***

M/ M]

(0,013/0,019/0,023

(0,187 /0,346 /0,901

)(0,058 /0,116 / 0,226

)

Tabelle 13: Konzentrationen der hydrophilen Antd@aatien und hydrophilen Marker f

oxidativen Stress in humaner BALF. Angegeben sibsblute und relative (verglichen mit

der PL-Konzentration) Konzentrationen des gesami@®8X), des oxidierten und des

reduzierten Glutathion (GSSG resp. GSH), der Asoedure, und der Harnsaure. Der

Mittelwert + Standardfehler sowie in Klammern di,250. und 75. Perzentile sind gezeig

= p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 verglichen mgesunden Kontrollen.

t. *
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Kontrollen ARDS PNEU

26,95+ 3,21 37,29+ 10,37 130,39+ 33,8 **

a-Tocopherol [nM]
(13,33/28,31/33,37) (12,84 /20,44 /41,78) (27,50 /44,93 / 176,54)

a-Tocopher0| |/ PL O,67i 0,06 1,121‘ 0,16 * 2,4Zi 0,37 *rk
[M/M]*10° (0,44/0,65/0,80) | (0,61/0,95/1,65) | (1,34/1,86/3,67)
_ 3,97+ 0,66 10,57+ 3,06 * 66,18+ 28,01 ***
Retinol [nM]
(1,78/3,39/6,00) | (2,34/7,68/14,66) | (4,77/9,63/52,44)
Retinol / PL 0,10+ 0,02 0,39+ 0,12 *** 0,89+ 0,25 ***
[M/M]*10° (0,04/0,07/0,13) | (0,15/0,23/0,43) | (0,15/0,48/0,86)
367,90+ 50,34 208,02+ 51,80 281,53+ 44,21
Plasmalogene
Ing / mi] (193,36 / 328,44 | (63,76 / 208,96 / (123,09 / 223,54 /
470,27) 345,64) 402,59)
P|asma|ogene /| PL 1,07+ 0,04 0,70+ 0,04 *** 0,81+ 0,06 **
M/ M] (0,99/1,05/1,16) | (0,60/0,67/0,80) | (0,60/0,73/1,06)
2,38+ 0,28 5,20+ 1,34 7,83+ 1,81 **
PUFA [ug / ml]
(1,51/2,19/3,31) | (1,57/4,05/9,34) | (2,24/5,11/10,50)
PUFA / FA total 7,19+ 0,29 17,89+ 1,39 *** 19,12+ 1,53 ***
[%0] (6,39/6,79/8,28) | (15,59/17,48/20,42) (13,50 /16,36 / 25,12
F2_|Soprostane 26,29+ 5,24 93,50+ 18,22 ** 59,01+ 7,55 **
[pM] (4,70 / 15,87 / 46,00)| (33,70 / 80,73 / 133,72) (24,70 / 55,40 / 83,99
F2_|Soprostane !/ PL 0,79+ 0,18 447+ 1,13 *** 2,69+1,18 *
M/ M] (0,15/0,47/1,34) | (0,94/3,80/6,21) | (0,51/1,11/1,88)

Tabelle 14: Konzentrationen der lipophilen Anticidien und der lipophilen Marker fur
oxidativen Stress in humaner BALF. Angegeben sinsblute und relative (in Relation zur
PL-Konzentration) Konzentrationen desTocopherol, des Retinol, der Plasmalogene |aus
Gesamt-Phospholipiden, der mehrfach ungesattigtetisduren (PUFA) und der »-H
Isoprostane. Der Mittelwert + Standardfehler sowieKlammern die 25., 50. und 7b.
Perzentile sind gezeigt. * = p<0,05; ** = p<0,01***= p<0,001 verglichen mit den
Kontrollen.

Die Phospholipid-Konzentration (PL) bei den Pneuimonund ARDS-Kollektiven
unterschied sich nicht signifikant. Die Zellanalylsx BALF zeigte einen Anstieg des Anteils

an Neutrophilen in Verbindung mit einem Abfall dedativen Makrophagenanteils. Das
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Gesamtprotein bei Pneumonie- und ARDS-Patientensteak erhéht, was zu einem Abfall

des Phospholipid-Protein-Verhaltnisses (PPQ) una &aktor 10 flhrte.

Marker flr oxidativen Stress

Patienten mit ARDS und Pneumonie zeigten signitikpr0,01) erhéhte Konzentrationen an
oxidiertem Glutathion (GSSG) verglichen mit den Kohlen (Abbildung 39). In gleicher
Weise waren fIsoprostane als Indikator fir Lipidperoxidatiomrsfikant erhéht, was auf
oxidativen Stress hinweist (Abbildung 40).

Es war sowohl bei Patienten als auch bei den gesui@ntrollen nicht moéglich, mit der
momentan im Labor etablierten Messmethodik (HPLCd uRluoreszenz-Detektion)
Malondialdehyd (MDA) als Abbauprodukt der Lipidpgidation zu messen. Dies deutete auf
sehr niedrige MDA-Spiegel in BALF hin.

*%*
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Abbildung 39: Graphische Darstellung des absoluBshaltes an oxidiertem Glutathipn
(GSSG) in BALF bei Patienten mit ARDS (n = 16) dPigeumonie (n = 27) im Vergleich zu
Kontrollen (n = 20). Gezeigt sind die MittelwerteStandardfehler sowie die 25., 50. und [75.

Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise). ** = p<0,01 inergleich zu Kontrollen.
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Abbildung 40: Graphische Darstellung des absol@ehaltes an Fsoprostanen in BALF

bei Patienten mit ARDS (n = 16) und Pneumonie @7¥im Vergleich zu Kontrollen (n
20). Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardfehdemwie die 25., 50. und 75. Perzentile

(Dreiecke bzw. Kreise). ** = p<0,01 im Vergleich Kontrollen.

Antioxidantien

In BALF von gesunden Kontrollen ist reduziertes t@thion quantitativ das haufigste
Antioxidans (~1,6 uM), gefolgt von Ascorbinsduréd,& uM) und Harnsaure (~0,7 uM).
Haufigste lipophile Antioxidantien waren die Plasoggne (368 ng/ml, entsprechend etwa
0,5 UM bei einer approximierten relativen Molekatasse von 734), gefolgt voao-
Tocopherol (~27 nM) und Retinol (~4 nM) (Tabelled& Tabelle 14).

Die Konzentrationen an reduziertem Glutathion (G8ldjen bei Pneumonie gegentber den
Kontrollen signifikant reduziert (Abbildung 41). ®iAnalyse der Ascorbinsdure mittels
HPLC zeigte zwar deutliche Anstiege bei beiden &dlven, aufgrund der Streubreite der
Daten kam es jedoch zu keinen Signifikanzen (Ahinitgl 42). Harnsaure war bei beiden
Patienten-Kollektiven hochsignifikant erhéht (Alshihg 43).

Die Messung voro-Tocopherol ergab einen leichten, aber nicht sikguiten Anstieg bei
ARDS (Abbildung 44). Bei Korrektur durch die BALFeGamtphospholipidkonzentration
zeigte sich jedoch eine signifikante Erhdhung (PSR, Die a-Tocopherol-Spiegel der
Pneumonie-Patienten waren ungeféhr finffach (p3@8deniber den Kontrollen erhoht. Die
Konzentrationen von Retinol waren circa dreifactwbzsechzehnfach erhéht bei ARDS
(p<0,05) und Pneumonie (p<0,001; Abbildung 45).
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Aufgrund des Mangels an BHT-behandeltem BALF-Malesvurden Plasmalogene und
mehrfach ungesattigte Fettsduren (PUFA) nur in @4tidllen, 8 ARDS- und 24 Pneumonie-
Patienten gemessen. Die Konzentrationen der PUkASsIdh unter oxidativem Stress als
sacrificial agentsrerhalten kénnten, waren bei den ARDS-Kollektivemas doppelt und den
Pneumonie-Kollektiven etwa dreifach (p<0,01) sotwede bei den Kontrollen. Hingegen
fand sich eine erniedrigte Konzentration der Pldsgeme innerhalb der Patientengruppen im

Vergleich zu gesunden Kontrollen. Der Abfall istii signifikant.

3,01
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Abbildung 41: Absoluter Gehalt an reduziertem Ghitan in BALF bei Patienten mit ARD

o U

(n = 16) und Pneumonie (n = 27) im Vergleich zu #olten (n = 20). Gezeigt sind d
Mittelwerte + Standardfehler sowie die 25., 50. uad Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise). T =

p<0,05 im Vergleich zu Kontrollen.
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Abbildung 42: Absoluter Gehalt an Ascorbinsdur®ALF bei Patienten mit ARDS (n = 16

und Pneumonie (n = 27) im Vergleich zu Kontrollen=20). Gezeigt sind die Mittelwerte
Standardfehler sowie die 25., 50. und 75. Perze(iiiteiecke bzw. Kreise).
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Abbildung 43: Absoluter Gehalt an Harnsaure in BAldt Patienten mit ARDS (n = 16) u
Pneumonie (n = 27) im Vergleich zu Kontrollen (n28). Gezeigt sind die Mittelwerte
Standardfehler sowie die 25., 50. und 75. Perzefteiecke bzw. Kreise). *** = p<0,00

im Vergleich zu Kontrollen.
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Abbildung 44: Absoluter Gehalt anTocopherol in BALF bei Patienten mit ARDS (n =1
und Pneumonie (n = 27) im Vergleich zu Kontrollen=20). Gezeigt sind die Mittelwerte
Standardfehler sowie die 25., 50. und 75. Perze(iiteiecke bzw. Kreise). ** = p<0,01 i

Vergleich zu Kontrollen.
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Abbildung 45: Absoluter Gehalt an Retinol in BALEilPatienten mit ARDS (n = 16) und

Pneumonie (n = 27) im Vergleich zu Kontrollen (n28). Gezeigt sind die Mittelwerte
Standardfehler sowie die 25., 50. und 75. Perze(iteiecke bzw. Kreise). * = p<0,05; *

= p<0,001 im Vergleich zu Kontrollen.
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Abbildung 46: Absoluter Gehalt an PlasmalogeneBALF bei Patienten mit ARDS (n=&
und Pneumonie (n=24) im Vergleich zu Kontroller14). Gezeigt sind die Mittelwerte
Standardfehler sowie die 25., 50. und 75. Perze(iliteiecke bzw. Kreise).
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Abbildung 47: Absoluter Gehalt an mehrfach ungéegatt Fettsauren (PUFA) in BALF b

Patienten mit ARDS (n=8) und Pneumonie (n=24) inrgiech zu Kontrollen (n=14).
Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardfehler sodie 25., 50. und 75. Perzentile (Dreie¢

bzw. Kreise). ** = p<0,01.
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Korrelationen zwischen den Redox-Parametern und de©xygenierung der Patienten

Zur Eruierung statistisch signifikanter Zusammermggzwischen einzelnen in der BALF
gemessenen Redoxparametern und der Patientenosggeni (pa@FiOy) wurden
Korrelationsanalysen durchgefuhrt. Die Korrelatiayesfizienten nach Pearson, r, und die
statistische Signifikanz, p, wurden jeweils angegel_ediglich fir die Plasmalogene fand

sich eine signifikante Korrelation.

Substanz Korrelationskoeffizient r Signifikanzniuga
GSSG -0,18829 0,2644
Isoprostane -0,27408 0,10068
Ascorbinsaure -0,20872 0,22184

GSH -0,13943 0,41047
Harnsaure -0,15818 0,35684
a-Tocopherol 0,09654 0,58703

Retinol 0,10841 0,54169
Plasmalogene 0,39369 0,04217

Tabelle 15: Korrelation zwischen dem Gehalt deetsuchten Parameter in der BALF und
der Patientenoxygenierung (pBiO,) bei Patienten mit ARDS und schwerer Pneumonie.| De

Pearson’sche Korrelationskoeffizient r und dieististhe Signifikanz p ist gegeben.

4.3.3 Repetitive Lavagen ARDS und Pneumonie

Bei jeweils sechs Patienten des ARDS- und des PomienkKollektives wurden
bronchoalveolare Lavagen direkt nach (T 0) sowe @lage (T 1) und sieben Tage (T 2) nach
der Intubation durchgefuhrt. Die 20 gesunden Prdbardienten erneut als Kontrollen. Die
Lavagen wurden nach dem in Kapitel 3.2.1.1 gesehieh standardisierten Protokoll
durchgefihrt. Demographische und klinische Basesdaind in Tabelle 16 und Tabelle 19
angegeben. Es wurden an Markern fUr oxidativensStiend Antioxidantien die gleichen
Parameter wie in Kapitel 4.3.2 gemessen.

Die Zeitpunkte T1 (drei Tage nach Intubation) urzl (¥ Tage nach Intubation) wurden in
Bezug auf den Ausgangswert TO (direkt nach Infobatauf Signifikanzen untersucht.
Aufgrund der eher kleinen Kollektive und der teilgee doch hohen Streubreite der

Messergebnisse fanden sich lediglich fir das owli€lutathion und die Ascorbinséure des
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ARDS-Kollektives zum Zeitpunkt T1 signifikant erht@éh Werte (p<0,05) sowie einen

signifikanten Abfall der Harnsé&ure zum Zeitpunktdé&! beiden Kollektiven (p<0,05).

Aus Grunden der Ubersichtlichkeit wurde auf einedbelung des Medianes und der 25. und

75. Perzentile in den Grafiken verzichtet.

Kontrollen PNEUTO PNEUT1 PNEUT 2
Anzahl [n] 20 6 6 6
Alter [Jahre] 29,3+1,9 59,7+ 6,1 59,7+ 6,1 59,7+ 6,1
Geschlecht f/m 10/10 2/4 2/4 214
paO./FiO, n. b. 209,0+£ 90,0 | 138,217,4 | 230,%# 108,6
BALF Recovery [%] 70,7+ 2,2 63,8+ 4,3 59,7+ 6,3 68,6+ 4,6
Neutrophile [%] 1,8+ 0,6 452+ 11,0 31,2+ 11,7 18,8 12,6
Lymphozyten [%] 50+0,6 13,8+ 11,9 13,6 9,3 7,354
Makrophagen [%] 93,0+ 0,8 41,0£ 9,5 55,8+ 12,2 73,8 12,1
PL [pug / ml] 321+34 | 36,8+7,1 22,3t 7,8 24,1+ 9,2
Protein [mg / ml] 0,07+ 0,00 1,00t 0,36 0,95+ 0,30 0,36t 0,08
PPQ 0,445+ 0,030| 0,063+ 0,024| 0,029+ 0,007| 0,083+ 0,041

Tabelle 16: Studienpopulation der Patienten mit uPmenie der repetitiven Lavage

Demographische, klinische und Routine-Labordatesi. &len Daten ist der Mittelwert

Standardfehler angegeben. n.b. = nicht bekannt.

+
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Kontrollen PNEU TO PNEU T1 PNEU T2
1,63+ 0,22 0,92+ 0,26 1,84+ 0,65 2,83+ 1,39
GSX [uM]
(1,10/1,43/1,72) (0,53/0,80/1,35) (0,65 /1,47 /2,79) (0,53 /1,77 / 4,53
GSX / PL 0,05+ 0,01 0,03+ 0,02 0,12+ 0,05 0,21+ 0,13
[MM] | (0,02/0,03/0,05 (0’0880’62’)016/ (0,01/0,08/0,24] (0,01/0,09/0,39
1,56+ 0,20 0,79+ 0,23 1,68+ 0,64 2,64+ 1,30
GSH [uM]
(1,10/1,40/1,69) (0,44 /0,75/1,13) (0,59 /1,20 / 2,72) (0,45 /1,64 / 4,32
GSH / PL 0,05+ 0,01 0,03 0,01 0,11+ 0,05 0,20+ 0,12
[MM] | (0,02/0,03/0,05 (0’0860’52’)015/ (0,01/0,06/0,23] (0,01/0,09/0,37
0,03+ 0,02 0,06+ 0,02 0,08+ 0,04 0,10+ 0,05
GSSG [uM]
(0,00/0,00/0,03) (0,01/0,07/0,11) (0,00/0,04/0,17) (0,03/0,07 /0,15
0,001+ 0,001 0,002+ 0,001 0,004+ 0,002 0,006+ 0,004
GSSG/PL[M
I M] (0,000/0,000/ | (0,0001/0,001/| (0,000/0,002/ | (0,001/0,003/
0,000) 0,005) 0,006) 0,010)
Ascorbinsaure 0,54+ 0,06 2,96+ 2,46 1,66+ 0,57 1,32+ 0,47
[uM] (0,38/0,52/0,69) (0,33/0,54/4,42) (0,81/1,18/2,56) (0,67 /0,89 / 2,07
Ascorbinsaure|  roLoE 0:002 0.048£0.033 | 4104+ 0,064 | 0,087+ 0,044
/PLIM/M (0,009/0,012/ | (0,006 /0,012 /
[ ] 0.017 0,081) (0,02/0,04/0,16) (0,02/0,06/0,13
Harnsaure 0,69+ 0,04 11,49+ 5,07 6,61+ 2,07 2,76% 0,94*
[uM] (0,57/0,69/0,82) (2,22 15,34/ 25,34) (2,59 / 5,83/ 9,68) (1,35/2,13 /3,70
Harnsaure / 0,020+ 0,002 0,22+ 0,08 0,26+ 0,07 0,13+ 0,03
PL[M/M] (0’0330’22’)019/ (0,05/0,16 / 0,43) (0,14 / 0,18/ 0,47) (0,05/ 0,16 / 0,20

Tabelle 17: Konzentrationen der hydrophilen Antd@aatien und hydrophilen Marker f(r
oxidativen Stress in humaner BALF bei Patienten Rmeumonie in Abh&ngigkeit der
Zeitdauer der Beatmung. TO: Die Lavage wurde dirgdh der Intubation durchgefihrt; T1
und T2 = 3 resp. 7 Tage nach Intubation. Angegedieth absolute und relative (verglichen
mit der PL-Konzentation) Konzentrationen des gesam(iGSX), des oxidierten und dE
reduzierten Glutathion (GSSG resp. GSH), Ascorhirssdund Harnséure. Der Mittelwert| +

Standardfehler sowie in Klammern die 25., 50. ubd Herzentile sind gezeigt. * = p<0,05

verglichen mit TO.

S
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Kontrollen PNEU TO PNEU T1 PNEU T2
a-Tocophero| 26,95¢3,21 185,3+ 94,8 33,8+ 3,6 28,8+ 8,1
[M] (13’22 ’3%3'31/ (14,7 /73,11 412,0) (28,1 / 33,5/ 39,9) (13,0 /29,6 / 44,2
“'Tocgﬁhero' I 067+006 3,03+ 1,16 1,80+ 0,51 1,50+ 0,69
(M /M] * 10° | (0:44/065/0,80) (0,67 /2,63/557) (0,68/1,54/3,07) (0,16 /1,41/2,90
Retinol [V 3,97+ 0,66 853+ 67,5 13,9+ 3.6 91+23
etinol |n
(1,7813,39/6,00) (5,8/8,2/203,4)| (7,3/12,5/19,7)| (5,7/6,7/13,6)
Retinol / PL 0,10+ 0,02 1,30+ 0,91 0,76+ 0,29 0,57+ 0,25
[M/M]*10° | (0,04/0,07 /0,13 (0,15/0,49 / 2,80} (0,21 /0,43 /1,59) (0,19 /0,41 / 1,02
o | 367,90+ 50,34 325,8+ 70,9 200,1+ 93,1 222 6+ 1125
asmalogene
(ng / mi] (193,36 /328,44 /| (165,2/363,9/ | (60,15/98,81/ | (51,95/170,13/
470,27) 467,6) 390,85) 419,44)
P'asmpall_oge”e 1,07+ 0,04 0,88+ 0,13 0,73+ 0,08 0,71+ 0,11
M/ M] (0,99 /1,05/1,16) (0,61/0,80/1,16) (0,57 / 0,74/ 0,89) (0,48 /0,78 / 0,91
PUFA [ug / 2,38+ 0,28 7,44+ 2,00 5,05+ 1,73 5,39+ 1,97
mi] (1,51/2,19/3,31)(2,55 /7,48 /12,07) (2,38 / 3,20 / 8,65) (1,59 /5,34 /9,23
SURA | A 7194 0.29 19,19+ 2,82 21,93+ 1,25 19,66+ 1,57
total [0 (13,82/18,30/ | (19,34/21,83/ | (16,34/20,14/
[%0] (6,39/6,79 /8,28 26,60) 24,57) 22.75)
- : 26.29+ 5 24 62.03+ 13,85 105,39+ 51,46 7653+ 7.84
-ISOoprostane
? [ppM] (4,70/15,87/ | (34,58/57,48/ | (34,43/70,09/ | (63,41/70,19/
46,00) 89,69) 211,64) 92,83)
FZ"S?FgESta”e 0,79+ 0,18 1,80+ 0,74 3,54+ 0,62 3,40+ 0,95
(M/M]*10° | (0.15/047/1,34) (0,69/1,21/2,75) (2,61/3,19/4,82) (1,61/2,82/548

Tabelle 18: Konzentrationen der lipophilen Anticidien und der lipophilen Marker f

oxidativen Stress in humaner BALF bei Patienten Rrteumonie in Abhangigkeit d

Zeitdauer der Beatmung. TO: Die Lavage wurde dirgdh der Intubation durchgefihrt; T1

und T2 = 3 resp. 7 Tage nach Intubation. Angegedash absolute und relative (in Relati

zur PL-Konzentration) Konzentrationen aeg ocopherol, des Retinol, der Plasmalogene

Gesamt-Phospholipiden,

der vielfach ungeséttigtestts&uren (PUFA) und der »-F

Isoprostane. Der Mittelwert + Standardfehler sowieKlammern die 25., 50. und 7

Perzentile sind gezeigt.
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Kontrollen ARDSTO ARDST1 ARDS T 2
Anzahl [n] 20 6 6 6
Alter [Jahre] 29,3+1,9 47,3 5,9 47,3 5,9 47,3+ 5,9
Geschlecht f/m 10/10 3/3 3/3 3/3
paO,/FiO, n. b. 145,5+ 17,3 | 143,4 15,2 | 174,6 26,6
BALF Recovery [%] 70,7+ 2,2 65,6+ 4,4 56,3+ 7,2 67,5+ 6,7
Neutrophile [%] 1,8+£0,6 76,0+ 5,9 67,8 10,2 33,22 11,1
Lymphozyten [%] 50+0,6 2,8+ 0,8 3,0 0,7 8,0+ 5,6
Makrophagen [%] 93,0+ 0,8 21,5+ 5,7 29,2+ 9,6 58,8+ 10,3
PL [pug / ml] 321+34 | 276+7,3 23,1+ 5,3 35,5t 7,4
Protein [mg / ml] 0,07+ 0,00 1,3¢ 0,35 1,12+ 0,23 0,56+ 0,17
PPQ 0,445+ 0,030| 0,022+ 0,003| 0,022+ 0,003| 0,077+ 0,015

Tabelle 19: Studienpopulation der

Patienten mit ARDler

Demographische, klinische und Routine-Labordatesi. &len Daten ist der Mittelwert

Standardfehler angegeben. n.b. = nicht bekannt.

repetitiven Lavagen:

+
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Kontrollen ARDS TO ARDS T1 ARDS T2
1,63+ 0,22 3,07+ 2,30 3,02+ 1,19 1,15+ 0,32
GSX [uM]
(1,10/1,43/1,72) (0,33/0,77 /5,02) (0,91/1,84/5,50} (0,52 /1,03 /1,73
GSX / PL 0,05+ 0,01 0,30+ 0,27 0,14+ 0,05 0,03+ 0,02
[M/M] (0,02/0,03/0,05) (0,01/0,03/0,47) (0,05/0,10/0,26) (0,01/0,02 /0,05
1,56+ 0,20 2,93+ 2,23 2,44+ 0,97 1,10+ 0,30
GSH [uM]
(1,10/1,40/1,69) (0,33/0,71/4,72) (0,49/1,65/ 4,51} (0,52 /1,01 /1,62
GSH / PL 0,05+ 0,01 0,29+ 0,26 0,10+ 0,04 0,03+ 0,01
[M/M] (0,02/0,03/0,05) (0,01/0,30/0,45) (0,02/0,07/0,21) (0,01/0,02 /0,05
0,03+ 0,02 0,07+ 0,04 0,29+ 0,12* 0,02+ 0,01
GSSG [uM]
(0,00/0,00/0,03) (0,00/0,03/0,15) (0,10/0,20/ 0,50} (0,00 /0,00 /0,07
0,001+ 0,001 0,005+ 0,004 0,011+ 0,005 0,001+ 0,001
GSSG / PL
M / M] (0,000/0,000/ | (0,000/0,001/ | (0,002/0,007/ | (0,000/0,000 /
0,000) 0,011) 0,025) 0,001)
Ascorbinsaure 0,54+ 0,06 1,44+ 0,63 3,25+ 1,43* 1,83+ 0,66
[uM] (0,38/0,52/0,69) (0,21/1,11/2,48) (0,73/2,30/5,47) (0,48 /1,24 /3,55
o 0,015+ 0,002 0,064+ 0,033 0,085+ 0,021 0,036+ 0,009
Ascorbinsaure
/PLM/M] (0,009/0,012/ | (0,006/0,036/ | (0,049/0,085/ | (0,016/0,036/
0,017 0,115) 0,129) 0,057)
Harnsaure 0,69+ 0,04 18,94+ 9,15 16,32+ 8,14 4,42+ 0,96*
[uM] (0,57 /0,69 /0,82 (6’9217’5142)’10 "'1@711916/12624) (2,351 4,62 16,75
} 0,020+ 0,002 0,515+ 0,163 0,430+ 0,109 0,092+ 0,014*
Harnsaure /
PL M / M] (0,013/0,019/ | (0,189/0,397/ | (0,236/0,397/ | (0,059/0,094 /
0,023) 1,001) 0,644) 0,127)

Tabelle 20: Konzentrationen der hydrophilen Antdaatien und hydrophilen Marker f

oxidativen Stress in humaner BALF bei Patienten ARDS in Abhangigkeit der Zeitdau

der Beatmung. TO: Die Lavage wurde direkt nachlakebation durchgefuhrt; T1 und T2 5

resp. 7 Tage nach Intubation. Angegeben sind atesald relative (verglichen mit der P

Konzentation) Konzentrationen des gesamten (GSX3, akidierten und des reduziert
Glutathion (GSSG

resp. GSH),

Ascorbinsaure,

und nsture.

Der

Mittelwert

Standardfehler sowie in Klammern die 25., 50. ubd Ferzentile sind gezeigt. * = p<0,

verglichen mit TO.
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Kontrollen ARDS TO ARDS T1 ARDS T2
oconperg | 2695%3:21 39,81+ 19,18 15,98+ 7.70 27.72+ 7,29
a-locopnero ,JOX [,
M (13,33/28,31/ | (7,08/16,81/ 1. (10,85/30,64/
[NM] 33.37) 84,04) (0,00/9,71/ 37,15) 44.93)
“'Tocgﬁhero' I 067+006 0,81+ 0,26 0,50+ 0,26 0,57+ 0,15
(M /M] *10° | (0.44/0,65/0,80) (0,32/0,82/1,29) (0,00/0,28/1,08) (0,27/0,59 /0,87
il 3,97+ 0,66 15,36+ 8.21 29 22+ 10,46 20,42+ 7.20
etinol [n (11,31/17,26/ | (3,32/21,80/
(1,78 13,39/ 6,00) (2,67 / 8,66 / 31,41) 57.16) 26.65)
Retinol / PL 0,10+ 0,02 0,59+ 0,33 0,08+ 0,32 0,36+ 0,09
[M/M]*10° | (0,04 /0,07 /0,13} (0,12 /0,15 / 1,29} (0,33 /0,65 / 1,92 (0,15 /0,33 /0,58
o | 367,90+ 50,34 | 247,46+ 76,81 106,30+ 7,70 229,12+50,86
asmalogene
g / mﬁ (193,36 /328,44 /| (94,25/314,36/| (87,93/114,89/| (124,42 /216,77
470,27) 333,76) 120,38) 356,17)
P'asmpall_oge”e 1,07+ 0,04 0,64+ 0,03 0,47+ 0,06 0,65+ 0,06
M/ M] (0,99 /1,05/1,16) (0,58 /0,66 / 0,68 (0,34 /0,50 /0,58 (0,51 /0,66 /0,79
PUFA [ug / 2,38+ 0,28 7,30+ 1,99 6,21+ 1,34 6,91+ 1,28
mi] (1,51/2,19/3,31) (3,32/9,19/9,39) (4,32/5,01/8,69) (3,49/7,52 /9,87
SURA | FA 719+ 0.29 19,65+ 0,74 24 74+ 2.09 20,76+ 2.84
total [0 (18,18/20,32/ | (21,40/23,90/ | (15,82/18,31/
[%0] (6,39/6,79 /8,28 20,45) 28,50) 25,60)
S— e B R e
M 1 b b 1 b 1
[PM] 46,00) 182,7) 162,4) (38,5/81,1/121,6
FZ"S?FgESta”e 0,79+ 0,18 5,85+ 2.50 5,60+ 0,43 1,49+ 0,58
(M/M]*10° | (0.15/047/1,34) (093/4,70/9,12) (4,87 /5,45/6,48) (0,52/1,26/ 2,69

Tabelle 21: Konzentrationen der lipophilen Anticidien und der lipophilen Marker f
oxidativen Stress in humaner BALF bei Patienten ARDS in Abhangigkeit der Zeitdau
der Beatmung. TO: Die Lavage wurde direkt nachlakebation durchgefuhrt; T1 und T2 5
resp. 7 Tage nach Intubation. Angegeben sind ateseind relative (in Relation zur P
Konzentration) Konzentrationen des-Tocopherol, des Retinol, der Plasmalogene
Gesamt-Phospholipiden,

Isoprostane. Der Mittelwert + Standardfehler sowieKlammern die 25., 50. und 7b.

Perzentile sind gezeigt.

der vielfach ungeséttigtestts&uren (PUFA) und der »-F
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Abbildung 48: Verlauf der Konzentration des oxitker Glutathions (GSSG) in BALF zu d
Zeitpunkten 0, 3 und 7 Tage nach Intubation beieRtn mit ARDS sowie schwere
beatmungspflichtiger Pneumonie (jeweils n = 6). ZM®@rgleich ist die Kontrollgrupp
dargestellt (gesunde Kontrollen; schraffierter Balk Gezeigt sind die Mittelwerte

Standardfehler. * = p<0,05 verglichen mit TO.
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Abbildung 49: Verlauf der Konzentration vop-Boprostanen in BALF zu den Zeitpunkten
3 und 7 Tage nach Intubation bei Patienten mit ARD®ie schwerer, beatmungspflichtig
Pneumonie (jeweils n = 6). Zum Vergleich ist die nollgruppe dargestellt (gesun

Kontrollen; schraffierter Balken). Gezeigt sind tételwerte + Standardfehler.
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Abbildung 50: Verlauf der Konzentration des reduze Glutathions (GSH) in BALF zu den

Zeitpunkten 0, 3 und 7 Tage nach Intubation beieRt&n mit ARDS sowie schwerer,

beatmungspflichtiger Pneumonie (jeweils n = 6). ZM®@rgleich ist die Kontrollgrupp

(%)

dargestellt (gesunde Kontrollen; schraffierter RBalk Gezeigt sind die Mittelwerte |+
Standardfehler.
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Abbildung 51: Verlauf der Konzentration der Ascoidiiure in BALF zu den Zeitpunkten 0} 3

und 7 Tage nach Intubation bei Patienten mit ARD®is schwerer, beatmungspflichtiger
Pneumonie (jeweils n = 6). Zum Vergleich ist die nifollgruppe dargestellt (gesungde

Kontrollen; schraffierter Balken). Gezeigt sind tételwerte + Standardfehler.
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Abbildung 52: Verlauf der Konzentration der Harngin BALF zu den Zeitpunkten 0, 3 u
7 Tage nach Intubation bei Patienten mit ARDS sowsgbwerer, beatmungspflichtig
Pneumonie (jeweils n = 6). Zum Vergleich ist die niollgruppe dargestellt (gesun
Kontrollen; schraffierter Balken). Gezeigt sind dikttelwerte + Standardfehler. * = p<0,(

im Vergleich zur initialen Lavage.
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Abbildung 53: Verlauf der Konzentration vanTocopherol (Vitamin E) in BALF zu den

Zeitpunkten 0, 3 und 7 Tage nach Intubation beieRtn mit ARDS sowie schwerer,

beatmungspflichtiger Pneumonie (jeweils n = 6). ZM®@rgleich ist die Kontrollgrupp
dargestellt (gesunde Kontrollen; schraffierter Balk Gezeigt sind die Mittelwerte
Standardfehler.
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Abbildung 54: Verlauf der Konzentration von RetinPfitamin A) in BALF zu den
Zeitpunkten 0, 3 und 7 Tage nach Intubation beieRtn mit ARDS sowie schwere
beatmungspflichtiger Pneumonie (jeweils n = 6). ZM®@rgleich ist die Kontrollgrupp
dargestellt (gesunde Kontrollen; schraffierter k8al). Gezeigt sind die Mittelwerte
Standardfehler.
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Abbildung 55: Verlauf der Konzentration von Plasaganen in BALF zu den Zeitpunkten
3 und 7 Tage nach Intubation bei Patienten mit ARD®ie schwerer, beatmungspflichtig
Pneumonie (jeweils n = 6). Zum Vergleich ist die nollgruppe dargestellt (gesun

Kontrollen; schraffierter Balken). Gezeigt sind té@telwerte + Standardfehler.
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Abbildung 56: Verlauf der Konzentration von mehHamgesattigten Fettsauren (PUFA; aus
Gesamtphospholipiden) in BALF zu den ZeitpunkterBQynd 7 Tage nach Intubation beli
Patienten mit ARDS sowie schwerer, beatmungspiiehtPneumonie (jeweils n = 6). Zum
Vergleich ist die Kontrollgruppe dargestellt (gedeanKontrollen; schraffierter Balken).

Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardfehler.

4.3.4 Pneumocystis Jirovecii Pneumonie (PCP)

Demographische und klinische Basisdaten sind inell@b22 angegeben. Die an PCP
erkrankten Patienten wurden in nicht beatmete @k PCP 1) und beatmete (Kollektiv
PCP 2) unterteilt. In den Tabellen wurden zusdtzlidie Durchschnittswerte des
Gesamtkollektives der PCP-Patienten angegeberP&lienten waren signifikant alter als die
Kontrollen, auRerdem war das Geschlechterverhaleis den Patienten zu Gunsten der
Manner verschoben. Die Lavage-Recovery war vornalleei den beatmeten Patienten
deutlich erniedrigt. In der Zellanalyse waren bendPatienten ein relativer Anstieg der
Neutrophilen und ein relativer Abfall der Makroplkagzu verzeichnen. Auffallig war

weiterhin analog zu den ARDS- und Pneumonie-Parenteine stark erhohte

Proteinkonzentration (bei den beatmeten PCP-Patienin den Faktor 15). Die absoluten

Phospholipid-Konzentrationen unterschieden sichtregnifikant.
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Kontrollen PCP gesamt Pt?e Ztrr]ril(;rt]t PCP beatmet
Anzahl [n] 20 33 20 13
Alter [Jahre] 29,3+1,9 42,8+ 2,0 43,7+ 3,0 41,5+ 2,3
Geschlecht w/m 10/10 4129 2/18 2/11
paO,/FiO, n.b. n. b. n. b. 172,1+ 11,8
BALF Recovery [%)] 70,7£ 2,2 62,9 2,2 69,6t 1,9 53,0t 3,3
Neutrophile [%] 1,8+ 0,6 25,5+ 4,9 12,4+ 3,9 45,2+ 8,0
Lymphozyten [%] 5,0+0,6 10,5+ 2,1 15,0+ 3,0 3,8t1,1
Makrophagen [%0] 93,0+ 0,8 64,0t 4,6 72,6t 4,7 51,1+ 7,9
PL [ug / ml] 32,1+3,4 28,9+ 3,2 31,2+ 4,5 25,1+ 4,0
Protein [mg / ml] 0,07+ 0,00 0,61+ 0,17 0,33t 0,06 1,04 0,41
PPQ 0,445+ 0,030 | 0,11& 0,023 | 0,161+ 0,032 | 0, 047+ 0,013
Tabelle 22: Studienpopulation der Patienten mit uRrecystis jirovecii Pneumonis

Demographische, klinische und Routine-Labordatesi. &len Daten ist der Mittelwert

Standardfehler angegeben. n.b. = nicht bekannt.

A\1”J
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Kontrollen PCP gesamt PCP nicht PCP beatmet
beatmet
1,63+ 0,22 1,66+ 0,27 1,75+ 0,29 1,51+ 0,54
GSX [uM]
(1,10/1,43/1,72Y0,70 / 1,19/ 2,15Y0,74 / 1,63 / 2,40X0,45 / 0,97 / 1,52
S5 PL MM 0,05+ 0,01 0,066+ 0,019 | 0,055+ 0,010 | 0,086+ 0,050
(0,021/0,035/| (0,022/0,046/| (0,019/0,034 /
[=
(0,0270,03/0,09) 0,075) 0,077) 0,064)
1,56+ 0,20 1,55+ 0,24 1,70+ 0,27 1,31+ 0,43*
GSH [uM]
(1,10/ 1,40/ 1,69)0,68 / 1,18 / 2,12Y0,74 / 1,57 / 2,39X0,45 / 0,93 / 1,45
s /L VM 0,05+ 0,01 0,060+ 0,015 | 0,053+0,010 | 0,072+0,039
(0,019/0,034/| (0,021/0,043/| (0,019/0,028/
[=
(0,0270,03/0,09) 0,075) 0,077) 0,064)
5556 [t 0,03+ 0,02 0,054+ 0,026 | 0,023+0,014 | 0,102+ 0,063
M (0,000/0,000/| (0,000/0,000/| (0,000/0,030/
Q 1 b 1 b 1 b
(0,0070,00/0,03) 0,040) 0,028) 0,095
0,001+ 0,001 | 0,003+0,002 | 0,001+0,000 | 0,006+ 0,005
GSSG/PL[M/M]| (0,000/0,000/| (0,000/0,000/| (0,000/0,000/| (0,000/0,001/
0,000) 0,002) 0,001) 0,003)
Ascorbinsaure 0,54+ 0,06 0,64+ 0,13 0,72+ 0,18 054£0.18
M (0,098 /0,29 /
[uM] (0,38 /0,52 /0,690,15 / 0,35 / 0,94)0,15 / 0,50 / 0,87) 0.86)
o 0,015+ 0,002 | 0,029+ 0,009 | 0,029+0,012 | 0,027+ 0,014
Ascorbinséure / PL
(M / M] (0,009 /0,012 /| (0,005/0,013/| (0,005/0,015/| (0,003/0,008 /
0,017) 0,029) 0,025) 0,037)
) 0,69+ 0,04 4,55+ 1,094 | 293+ 0,55 | 6,02+ 247
Harnsaure [uM]
(0,57 /0,69 /0,891,337 / 2,83/ 5,85Y0,99 / 1,84 / 4,43)1,76 / 3,45 / 6,85
5 0,020+ 0,002 | 0,155+ 0,035 *** | 0,126+ 0,043 *** | 0,205+ 0,058 ***
Harnsaure / PL
M/ M] (0,013/0,019/| (0,040/0,098/| (0,023/0,074/| (0,074/0,126/
0,023) 0,159) 0,130) 0,429)

Tabelle 23: Konzentrationen der hydrophilen Antd@aatien und hydrophilen Marker f
oxidativen Stress in humaner BALF bei Patienten Bneumocystis jirovecii Pneumon

Angegeben sind absolute und relative (verglichetnder PL-Konzentration) Konzentration

e.

en

des gesamten (GSX), des oxidierten und des redezigtlutathion (GSSG resp. GSH),

Ascorbinsdure, und Harnsaure. Der Mittelwert + 8&mdfehler sowie in Klammern die 25

50. und 75. Perzentile sind gezeigt. * = p<0,057p<0,01, *** = p<0,001 verglichen m

gesunden Kontrollen.

P,

It
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Kontrollen PCP gesamt PCP nicht PCP beatmet
beatmet
26,95+ 3,21 43,04+ 6,73 38,16+ 5,55 52,78+ 17,10
a-Tocopherol
[M] (13,33/28,31/| (25,32/32,22/| (25,73/33,11/| (21,18/29,71/
33,37) 58,73) 38,90) 74,80)
a-Tocopherol / PL 0,67+ 0,06 1,38+ 0,23* 1,33+ 0,27* 1,47+ 0,47*
[M/M]*10° | (0,44 /0,62 /0,80)(0,65 /0,98 / 1,85)(0,64 / 0,95 / 1,76)(0,70 / 1,19 / 1,54
etinol (o 307+ 0.66 12,13+ 2,0%* 9,15+ 1,55* | 18,09+ 4,77 ***
etinol [n (4,86 /8,00 / (3,43/7,89/ | (7,92/12,63/
(1.78/33976,000 " 39) 11,96) 23,12)
Retinol / PL 0,10+ 0,02 0,37+ 0,06 * 0,26+ 0,05 0,57+ 0,14 **
[M/M]*10° |{(0,04/0,07/0,13)(0,15/ 0,28 / 0,49)(0,09 / 0,20 / 0,34)(0,27 / 0,43 / 0,84
367,90+ 50,34 | 222,2+195* 256,3+ 24,5 | 160,7+ 22,6 **
Plasmalogene [n¢
/ mi] (193,36 /328,43 (126,6/195,7/| (172,7/253,2/| (116,1/136,4/
470,27) 311,3) 349,1) 202,3)
Plasmalogene / PL 1,07+ 0,04 0,74% 0,05 *** 0,82+ 0,06 ** 0,62% 0,07 ***
M/ M] (0,99 /1,05 /1,16)(0,55 / 0,74 / 0,97)(0,61 / 0,84 / 1,03)(0,48 / 0,58 / 0,86
2,38+ 0,28 4,92+ 0,66 * 4,06+ 0,70 6,48+ 1,27 **
PUFA [ug / ml]
(1,51/2,19/3,31)(2,02 /3,77 / 7,71)(1,92 / 2,91 / 5,30)(3,30 / 5,81 / 8,67

PUFA / FA total

7,19+ 0,29

15,50+ 1,35 ***

11,37+ 0,85 ***

22,24+ 2,04 ***

o (9,99/13,47/ | (8,12/10,42/ | (17,35/21,18/
[%0] (6,39/6,79/8,28 20,57) 13.64) 27.45)
26,29+ 5,24 48,18+ 8,72 34,59+ 7,26 69,09+ 18,07**
F,-Isoprostane
[OM] (4,70/15,87/ | (19,07/30,92/| (13,58/25,97/| (27,39/39,58 /
46,00) 52,55) 41,38) 85,98)
F,-Isoprostane / 0,79+ 0,18 2,09% 0,53 1,59+ 0,47 3,01+ 1,20*

PL [M/M]*10°

(0,15/ 0,47 / 1,34

(0,34/0,69/2,29

(0,28/0,52/ 2,16

(0,64 /1,38 /4,33

Tabelle 24: Konzentrationen der lipophilen Anticxndien und der lipophilen Marker f
oxidativen Stress in humaner BALF bei Patienten Bnieumocystis jirovecii Pneumon
Angegeben sind absolute und relative (in Relation RL-Konzentration) Konzentrationen
desa-Tocopherol, des Retinol, der Plasmalogene ausr@eBhospholipiden, der mehrfa
ungesattigten Fettsauren (PUFA) und defisbprostane. Der Mittelwert = Standardfeh
sowie in Klammern die 25., 50. und 75. Perzentild gezeigt. * = p<0,05; ** = p<0,01, **t

= p<0,001 verglichen mit gesunden Kontrollen.

r

e.

(%)
>

ler

Marker fur oxidativen Stress

Die nicht beatmeten Patienten unterschieden siztigheh der Isoprostane und des oxidierten

Glutathions nicht signifikant von den KontrolleneiBden beatmeten waren hingegen die
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Isoprostane um fast den Faktor 3 (p<0,01) als Awddeines gesteigerten oxidativen Stresses
signifikant erhoht (Abbildung 57 und Abbildung 58).

GSSG [uM]
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Abbildung 57: Absoluter Gehalt an oxidiertem Glhtah (GSSG) in BALF von spontan
atmenden Patienten mit PCP (PCP 1; n = 20) undrie@ah Patienten mit PCP (PCP 2;

=)
1

I+

13) im Vergleich zu gesunden Kontrollen (n = 20)ez€igt sind die Mittelwerte

Standardfehler sowie die 25., 50. und 75. Perze(iliteiecke bzw. Kreise).
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Abbildung 58: Absoluter Gehalt an-Fsoprostanen in BALF von spontan atmenden Patignte
mit PCP (PCP 1; n = 20) und beatmeten PatienteP@R (PCP 2; n = 13) im Vergleich
gesunden Kontrollen (n = 20). Gezeigt sind die déhiterte + Standardfehler sowie die 25.,

N

u

50. und 75. Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise). <0,01 im Vergleich zu Kontrollen.
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Antioxidantien

Von den gemessenen hydrophilen Antioxidantien eeigas reduzierte Glutathion im
Gegensatz zu den oxidierten Anteilen eine signifigaErniedrigung bei den beatmeten
Patienten (p<0,05; Abbildung 59). Im Gegensatz Ascorbinsdure, bei der sich keine
relevante Anderung fand, wies die Harnsaure beiddrei Patientenkollektiven eine
hochsignifikante Zunahme auf (Abbildung 61; p<0,@@1Vergleich zu den Kontrollen).

Unter den lipophilen Parametern kam es dodiocopherol nur zu Signifikanzen, wenn die
Konzentrationen auf die Phospholipide bezogen wur@ge0,05).Retinol stieg dagegen in
beiden Kollektiven an (bei den beatmeten starkgmiskant mit p<0,001 gegeniber p<0,01,
Abbildung 63). Aufgrund des Mangels an BHT-behatetel BALF-Material wurden
Plasmalogene und mehrfach ungesattigte FettsaBt@RA) nur in 14 Kontrollen gemessen.
Die Plasmalogene fielen bei den beatmeten PCPrRattiesignifikant im Vergleich zu den
Kontrollpatienten ab (p<0,01; Abbildung 64). Detzte untersuchte Parameter, die mehrfach
ungesattigten Fettsauren, zeigte bei den beatnfe@-Patienten einen hochsignifikanten
Anstiege (p<0,01; Abbildung 65).

2,51

2,04

Kontrolle "PCP1 PCP2

Abbildung 59: Absoluter Gehalt an reduziertem Ghitasn (GSH) in BALF von spontan
atmenden Patienten mit PCP (PCP 1; n = 20) undrisan Patienten mit PCP (PCP 2; n

13) im Vergleich zu gesunden Kontrollen (n = 20)ez€igt sind die Mittelwerte |+

Standardfehler sowie die 25., 50. und 75. Perze(iliteiecke bzw. Kreise).
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Abbildung 60: Absoluter Gehalt an Ascorbinsaur&/&LF von spontan atmenden Patienten
mit PCP (PCP 1; n = 20)) und beatmeten PatienteP@® (PCP 2; n = 13) im Vergleich zu
gesunden Kontrollen (n = 20). Gezeigt sind die &literte = Standardfehler sowie die 25.,

50. und 75. Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise).
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Abbildung 61: Absoluter Gehalt an Harnsaure in BALdh spontan atmenden Patienten mit
PCP (PCP 1; n = 20) und beatmeten Patienten mit (PCP 2; n = 13) im Vergleich zu
gesunden Kontrollen (n = 20). Gezeigt sind die déhiterte £ Standardfehler sowie die 25.,

50. und 75. Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise). #p<0,001 im Vergleich zu Kontrollen.
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PCP 2

PCP (PCP 1; n = 20) und beatmeten Patienten mit (PCP 2; n = 13) im Vergleich Zu
gesunden Kontrollen (n = 20). Gezeigt sind die &literte = Standardfehler sowie die 25.,

50. und 75. Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise). *p<0,01, *** = p<0,001 im Vergleich z

Abbildung 62: Absoluter Gehalt amTocopherol in BALF von spontan atmenden Patienten
mit PCP (PCP 1; n = 20) und beatmeten PatienteP@R (PCP 2; n = 13) im Vergleich zu
gesunden Kontrollen (n = 20). Gezeigt sind die &literte = Standardfehler sowie die 25.,

50. und 75. Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise).

Abbildung 63: Absoluter Gehalt an Retinol in BALBrv spontan atmenden Patienten mit

|
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Abbildung 64: Absoluter Gehalt an PlasmalogeneBAbLF von spontan atmenden Patien
mit PCP (PCP 1; n = 20) und beatmeten PatienteP@R (PCP 2; n = 13) im Vergleich
gesunden Kontrollen (n = 20). Gezeigt sind die &literte = Standardfehler sowie die 2

50. und 75. Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise). <0,01 im Vergleich zu Kontrollen.
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Abbildung 65: Absoluter Gehalt an mehrfach ungéegén Fettsauren (PUFA) in BALF vG
spontan atmenden Patienten mit PCP (PCP 1; n arDpeatmeten Patienten mit PCP (F
2; n = 13) im Vergleich zu gesunden Kontrollen (r2@). Gezeigt sind die Mittelwerte
Standardfehler sowie die 25., 50. und 75. Perze(iiteiecke bzw. Kreise). ** = p<0,01 i

Vergleich zu Kontrollen.
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4.3.5 Chronisch-interstitielle Lungenerkrankungen

Demographische und klinische Basisdaten sind irell@l25 angegeben. Die Phospholipid-
Konzentration unterschied sich bei den IPF-, Saldse und EAA-Kollektiven im Vergleich

zu den Kontrollen nicht signifikant. Die Zellanadysler BALF zeigte einen Anstieg des

Anteils an Neutrophilen und Lymphozyten (vor allem EAA-Kollektiv) in Verbindung mit

einem Abfall des relativen Makrophagenanteils. Basamtprotein bei IPF-, Sarkoidose und

EAA-Patienten war erhoht, was zu einem Abfall desgpholipid-Protein-Verhaltnisses um

etwa Faktor 2 fihrte.

Kontrollen IPF Sarkoidose EAA
Anzahl [n] 20 16 12 7
Alter [Jahre] 29,3+ 1,9 59,3+ 2,3 40,6t 3,3 54,9+ 6,3
Geschlecht f/m 10/10 5/11 3/9 3/4
Raucher NS/ES/CS 20/0/0 10/5/1 6/5/1 4/3/0
BALF Recovery [%] 70,7+ 2,2 68,6+ 3,3 69,6+ 3,5 71,1+ 4,2
FVC [% predicted] 101,5+ 2,1 62,3t 12,2 77,5 9,2 68,5+ 7,9
BAL-fluid
Zelldifferenzierung
Makrophagen [%)] 93,0+ 0,8 73,2+ 6,1 73,4+ 8,1 57,4+ 7,5
Neutrophile [%] 1,8+ 0,6 16,5+ 4,3 47+2,6 11,3+ 4,1
Lymphozyten [%] 5,0+ 0,6 6,8+ 3,2 21,3+ 5,5 29,7+ 8,0
Eosinophile [%)] 0,2+0,2 3,5+1,3 0,6+0,4 1,6+0,5
PL [ug/mi] 328+34 33,6 +4.3 373+75 35,5 + 3,3
Protein [mg/mil] 0.07+£ 0.00 0.19 +0.02 0.25+0.06| 0.21+0,05
PPQ 0.460+ 0.028 | 0.235+0.042| 0.188 +£0.03Y 0.211+ 0,051

Tabelle 25: Studienpopulation: Demographische jddime und Routine-Labordaten. Bei al

Daten ist der MittelwertzStandardfehler angegelbdé&h =Nichtraucher; ES = Exraucher; C9

Raucher. n.b. = nicht bekannt.

en

U7
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Kontrollen IPF Sarkoidose EAA
1,63+ 0,22 2,15+ 0,27 * 2,31+ 0,39 * 1,78+ 0,58
GSX [uM]
(1,10/1,43/1,72)(1,32/ 1,97/ 2,57) (1,41 / 2,03/ 3,02) (0,62 / 1,42 / 2,84
0,05+ 0,01 0,05+ 0,01 0,20+ 0,12 0,05+ 0,02
GSX / PL [M/M]
(0,02 /0,03 /0,05) (0,03 / 0,05 / 0,08) (0,02 / 0,04 / 0,20) (0,01 / 0,05 / 0,08
1,56+ 0,20 1,88+ 0,28 1,78+ 0,31 1,32+ 0,48
GSH [uM]
(1,10/1,40/1,69) (1,28 / 1,72/ 2,25) (1,07 / 1,70 / 2,14) (0,15 / 1,18 / 2,27
GSH / PL 0,05+ 0,01 0,05+ 0,01 0,13+ 0,06 0,04+ 0,01
[M/M] (0,02 /0,03/0,05) (0,03 /0,05 / 0,06) (0,02 / 0,04 / 0,17) (0,01 / 0,04 / 0,06
0,03+ 0,02 0,14+ 0,07 * 0,26+ 0,10 * 0,23+ 0,08 *
GSSG [uM]
(0,00/0,00/0,03) (0,01 /0,05 / 0,10) (0,00 / 0,15 / 0,48) (0,00 / 0,26 / 0,43
0,001+ 0,001 | 0,002+ 0,001* | 0,035+ 0,029 0,004+ 0,002
GSSG/ PL
IM/M] (0,000/ 0,000/ | (0,000/0,002/| (0,000/0,002/| (0,000/0,005/
0,000) 0,002) 0,017) 0,008)
Ascorbinsaure 0,54+ 0,06 0,87+ 0,14 0,96+ 0,19 0,59+ 0,25
[uM] (0,38/0,52/0,69) (0,50 /0,66 / 1,05) (0,47 / 0,81 / 1,43) (0,10 / 0,49 / 0,90
o 0,015+ 0,002 | 0,022+ 0,003* | 0,023+ 0,006 0,015+ 0,007
Ascorbinsaure /
PL [M/M] (0,009/0,012/| (0,012/0,020/| (0,007/0,018/| (0,003/0,012/
0,017) 0,028) 0,035) 0,031)
Harnsaure 0,69+ 0,04 1,87+ 0,24 *** 1,66+ 0,44 ** 2,43+ 0,99 **
[uM] (0,57/0,69/0,82) (1,07 /1,73 /2,59)(0,76 / 1,29/ 2,25) (0,71 /1,31 / 2,84
} 0,020+ 0,002 | 0,055+ 0,011 * | 0,048+ 0,014 0,047+ 0,026
Harnsaure/ PL
[M/M] (0,013/0,019/| (0,025/0,043/| (0,015/0,039/| (0,016/0,027/
0,023) 0,071) 0,058) 0,100)

Tabelle 26: Konzentrationen der hydrophilen Antdaatien und hydrophilen Marker f
oxidativen Stress in der BALF. Angegeben sind aldsalind relative (verglichen mit den P

Konzentrationen des gesamten (GSX), des oxidienehdes reduzierten Glutathion (GS

resp. GSH), Ascorbinsaure, und Harnsaure. Der Mitte + Standardfehler sowie die 25., |

und 75. Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise) sind ggzé = p<0,05; ** = p<0,01, *** =

p<0,001 verglichen mit den Kontrollen.

L)

92)
@

0.




4 Ergebnisse

109

Kontrollen IPF Sarkoidose EAA
26,95+ 3,21 | 53,68+7,02** | 47,45+ 10,51
a-Tocopherol b
[M] (13,33/28,31/| (37,89/43,46/| (21,52/42,97/ n. b.
33,37) 72,64) 70,81)
a-Tocopher0| / O,67i 0,06 1,671‘ 0,26 *xk O,?Si 0,14 b
n. n.
PL [M/M] * 10 ® | (0,44 / 0,65 / 0,80) (0,83 / 1,40 / 2,64) (0,30 / 0,89 / 1,13
ol V1 3.97+ 0,66 11,58+ 2,83 ** 9,52+ 2,16 * b
etinol [n (4,36 /7,35 / (5,44 /7,70 n.b.
(1,78/3,39/6,00 14.66) 9.62))
Retinol/PL 0,10+ 0,02 0,31+ 0,08 0,26+ 0,08 ]
n. n.
[M/M]*10° | (0,04/0,07/0,13)(0,11 / 0,23/ 0,37) (0,08 / 0,20 / 0,37
367,90+ 50,34 | 338,78+57,00 | 444,99+69,31 | 336,83+ 37,73
Plasmalogene
ing/mi[ (193,36 / 328,43 | (228,68 /379,27 | (281,10 / 426,83 [ (258,77 / 352,64
470,27) 459,48) 653,43) 399,09)
P|a5ma|ogene / 1,07+ 0,04 0,8#0,08 0,97+ 0,11 0,88+ 0,15
PL [M/M] (0,99 /1,05/1,16) (0,66 / 0,98 / 1,06) (0,66 / 1,00 / 1,20) (0,57 / 0,90 / 1,16
2,38+ 0,28 3,39+ 0,50 4,61+ 1,24 * 3,77+ 0,58 *
PUFA [ug/mi]
(1,51/2,19/3,31) (2,27 / 3,26 / 3,67) (2,62 / 3,68 / 4,41) (2,91 / 3,41 / 5,00
10,71+ 1,51 * 9,34+ 0,97 9,29+ 0,76 *
PUFA/FAtotal| 71192 0:29 (7,.96/954/ | (688/862/ | (7,89/9,19/
0/ ) ) 1 1 ) )
[%0] (6,39/6,79 /8,28 11.10) 12.33) 10.79)
26,29+ 5,24 37,21+ 4,41 | 108,11+ 28,10 ** | 110,96+ 20,65 ***
Fz-lsoprostane
[OM] (4,70/15,87/ | (23,95/37,83/| (21,99/73,65/| (46,26/128,52/
46,00) 48,80) 189,69) 151,88)
F2_|Soprostane / 0,79+ 0,18 1,17+ 0,19 11,51+ 8,86 * 1,53+ 0,55

PL [M/M]

(0,15/0,47 / 1,34

)(0,64 /1,24 /1,57

(0,59 /1,59 / 4,43

0,68/ 1,23/2,69P

Tabelle 27: Konzentrationen der lipophilen Anticidien und der lipophilen Marker f
oxidativen Stress in der BALF. Angegeben sind alisolnd relative (verglichen mit P
Konzentrationen desa-Tocopherol,
ungesattigten Fettsauren (PUFA) und defisbprostane. Der Mittelwert = Standardfeh
sowie die 25., 50. und 75. Perzentile (Dreiecke.lkeise) sind gezeigt. * = p<0,05; ** =

des Retinal,

der

<0,01, *** = p<0,001 verglichen mit gesunden Kortiea.

Plasmalogene,

der rfaeh

r

)
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Marker flr oxidativen Stress

Das oxidierte Glutathion als Marker flr erh6htendaxiven Stress ergab signifikant erhohte
Werte (p<0,05) in allen drei Patientenkollektiverie DR-Isoprostane waren bei den
Sarkoidose- und EAA-Patienten signifikant erh6ht\Mergleich zu gesunden Kontrollen. Die
hochste Signifikanz wurde bei Patienten mit EAAemit (p<0,001), wo ein etwa 4-fach
hoherer Wert im Vergleich zu gesunden Kontrollefugden wurde (Abbildung 67).

Kontrolle IPF Sark EAA

Abbildung 66: Graphische Darstellung des absoluBshaltes an oxidiertem Glutathion
(GSSG) in BALF bei Patienten mit IPF (n = 16), Sadiose (n = 12) und EAA (n = 7) im
Vergleich zu Kontrollen (n = 20). Gezeigt sind tételwerte + Standardfehler sowie die 25.,

50. und 75. Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise).pg<8,05 im Vergleich zu Kontrollen.
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*k*k

F,-Isoprostane [pM]

Kontrolle IPF Sark EAA

Abbildung 67: Graphische Darstellung des absol@ehaltes an Fsoprostanen in BALF
bei Patienten mit IPF (n = 16), Sarkoidose (n = @83 EAA (n = 7) im Vergleich zu
Kontrollen (n = 20). Gezeigt sind die MittelwerteStandardfehler sowie die 25., 50. und [75.

Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise). ** = p<0,01; ***p<0,001 im Vergleich zu Kontrollen.

Antioxidantien

Gemessen wurden die antioxidativ wirksamen Substanzeduziertes Glutathion,
Ascorbinsaure, Harnsaure;Tocopherol und Retinol. Die beiden letzteren kenraufgrund
von Probenmaterialmangel im Kollektiv EAA nicht gessen werden. Aul3erdem wurden die
ebenfalls antioxidativ wirksame Lipidkomponente dph@mlogene (aus Gesamt-
Phospholipiden) und die mehrfach ungeséttigte &atén (PUFA) aus der BALF gemessen.
Gegenuber nur geringen, nicht signifikanten Verémagen bei der Messung des reduzierten
Glutathions und der hydrophilen Ascorbinsdure =gigtsich Signifikanzen in allen
Kollektiven bei den Werten der Harnséure: IPF- uBdrkoidose-Patienten wiesen
durchschnittlich eine circa 2,5fache, EAA-Patienteogar eine fast 3,5fache Erhdhung
gegeniber den Kontrollen auf (Abbildung 70).

Im Rahmen der Messung der lipophilen Antioxidanfemden sich bex-Tocopherol im IPF-
Kollektiv Signifikanzen (p<0,001) gegeniuber den Kohen (Abbildung 71). Die Retinol-
Spiegel waren in beiden Gruppen signifikant erh@gt0,05 bzw. 0,01; Abbildung 72).
Aufgrund des Mangels an BHT-behandeltem BALF-Malesvurden Plasmalogene und

mehrfach ungesattigte Fettsauren (PUFA) nur in datkdllen gemessen. Die Absolutwerte
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der Plasmalogene aus Gesamt-Phospholipiden ergkéiee signifikanten Unterschiede
zwischen den Patientengruppen und den Kontrolldsbi{dung 73). Der absolute Anteil an
mehrfach ungesattigten Fettsduren (PUFA) war beidBdose- und EAA-Patienten bezogen
auf gesunde Kontrollen signifikant erhoht (Abbildurd).

Kontrolle IPF Sark EAA

Abbildung 68: Absoluter Gehalt an reduziertem Ghitan (GSH) in BALF bei Patienten mit
IPF (n = 16), Sarkoidose (n = 12) und EAA (n = im) Vergleich zu Kontrollen (n = 20).
Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardfehler sodie 25., 50. und 75. Perzentile (Dreiecke
bzw. Kreise).
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Abbildung 69: Absoluter Gehalt an AscorbinsaureBlLF bei Patienten mit IPF (n = 16),
Sarkoidose (n = 12) und EAA (n = 7) im Vergleich kantrollen (n = 20). Gezeigt sind die

Mittelwerte + Standardfehler sowie die 25., 50. Uhd Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise).
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Abbildung 70: Absoluter Gehalt an Harnsaure in BAb& Patienten mit IPF (n = 16),
Sarkoidose (n = 12) und EAA (n = 7) im Vergleich kantrollen (n = 20). Gezeigt sind die
Mittelwerte + Standardfehler sowie die 25., 50. utad Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise). [**

= p<0,01; *** = p<0,001 im Vergleich zu Kontrollen.
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Abbildung 71: Absoluter Gehalt anTocopherol in BALF bei Patienten mit IPF (n = 16)d
Sarkoidose (n = 12) im Vergleich zu Kontrollen (n28). Gezeigt sind die Mittelwerte
Standardfehler sowie die 25., 50. und 75. Perze(iteiecke bzw. Kreise). *** = p<0,0Q

im Vergleich zu Kontrollen.
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Abbildung 72: Absoluter Gehalt an Retinol in BALREibPatienten mit IPF (n = 16) ur
Sarkoidose (n = 12) im Vergleich zu Kontrollen (n28). Gezeigt sind die Mittelwerte
Standardfehler sowie die 25., 50. und 75. Perze(iiifeiecke bzw. Kreise). * = p<0,05; **

p<0,01 im Vergleich zu Kontrollen.
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Abbildung 73: Absoluter Gehalt an Plasmalogen inLBAbei Patienten mit IPF (n = 16),
Sarkoidose (n = 12) und EAA (n = 7) im Vergleichkantrollen (n = 14). Gezeigt sind die

Mittelwerte = Standardfehler sowie die 25., 50. udd Perzentile (Dreiecke bzw. Kreise).

*%
6‘ T
E
(@)]
=
=
o
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Abbildung 74: Absoluter Gehalt an mehrfach ungegét Fettsduren (PUFA) in BALF bei
Patienten mit IPF (n = 16), Sarkoidose (n = 12) BAd\ (n = 7) im Vergleich zu Kontrollep
(n = 14). Gezeigt sind die Mittelwerte + Standahiiée sowie die 25., 50. und 75. Perzentile
(Dreiecke bzw. Kreise). * = p<0,05; ** = p<0,01 Mergleich zu Kontrollen.
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5 Diskussion

Im Folgenden soll zuerst auf die Validitat der Masthoden, anschlielBend kurz auf die
einzelnen untersuchten Studien bzw. Modelle undtdieRend auf allgemeine Mechanismen
des oxidativen Stresses und der antioxidativen Albwsowie auf die aus dieser Arbeit

maoglicherweise resultierenden Schlussfolgerungegegiangen werden.

5.1 Messmethodik

Generell wurde bei allen Proben streng darauf gegalfass die Lagerung bei —80°C erfolgte
und die Proben erstmalig direkt vor der Messungyetaiut wurden. In der Literatur finden
sich zahlreiche Hinweise, dass ansonsten die Kdrste&men der einzelnen Antioxidantien
durch Zerfall oder Umwandlung falsch niedrig gereesserden kénnen [70].

Es war sowohl bei Patienten als auch bei den gesui@ntrollen nicht moéglich, mit der
momentan im Labor etablierten Messmethodik (HPL@ Hluoreszenz-Detektion) auch nach
einer Konzentrierung der Proben Malondialdehyd (MDAls Abbauprodukt der
Lipidperoxidation zu messen. Dies wies auf sehdnge MDA-Spiegel in BALF hin. Diese
Beobachtung ist in der Literatur bereits beschnet®rden [70, 73]. Hingegen existieren
Untersuchungen, in denen von den Autoren in der BMDA als Thiobarbitursdure-reaktive
Substanz (TBARS) mittels simpler Spektralphotoneegemessen wurde [160, 161]. In der
Regel liegen die so erhaltenen Ergebnisse um einrfsighes héher als die mittels HPLC
gewonnenen Daten, was durch die Reaktion unspeazdis Chromophore, insbesondere
anderer Aldehyde oder in den Proben bereits vodrardSubstanzen wie Pigmente oder
Glycoproteine, mit der Thiobarbitursaure erzeugdwWv0, 162]. Dies mag als weiteres Indiz
daflr gelten, dass die Bestimmung von MDA mittgiel8ralphotometer keine spezifischen
Ergebnisse liefert.

In den Kaninchen-BALF (Bleomycin-Modell) war die 8mmung hingegen mdglich. Dies
mag daran liegen, dass Kaninchen-Lavagen um eilfiaeies hoher konzentriert sind. So ist
die Phospholipidkonzentration im Vergleich zu huerahavagen circa zehnfach erhoht.

Als weitere Parameter zur Bestimmung des oxidatiseasses in der BALF wurden in dieser
Dissertation das oxidierte Glutathion (GSSG) und HBi-Isoprostane herangezogen. Das
GSSG wurde mittels des seit langem etablierten reaggchen Recyclingassays gemessen,
der aufgrund der besonderen Gegebenheiten in défFBieiter optimiert wurde. Die F
Isoprostane wurden mittels eines ELISA-Verfahreesgssen, welches bereits von anderen

Autoren durch Vergleich mit der Referenzmethode/NBE; validiert wurde. Beide Assays
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wurden (wie auch alle anderen hier verwendetena¥ieeih zur Messung von Antioxidantien
und oxidativen Zerfallsprodukten), im Zuge dieser isdertation hinsichtlich
Reproduzierbarkeit und Linearitat validiert.

Bei der weiteren Analytik der alveolaren Antioxitien stellte sich die Lavage-bedingte,
starke Verdunnung derepithelial lining fluid (ELF) ebenfalls als messtechnische
Herausforderung dar. Die Etablierung sehr sensifitessmethoden war hierzu notwendig.
Die Validitat konnte hierbei bei allen nachgewieserSubstanzen obligatorisch durch den
linearen Verlauf der Standardkurven als auch ddedhsogenanntgikenbewiesen werden.
Hier wurde einzelnen Aliquots einer BALF-Probe jdw/esteigende Mengen von Standards
zugefugt, ein streng linearer und proportionalerlaeé der Messkurven wies auf ein valides
Messverfahren hin. Dies war bei allen hier verw¢a@lethoden der Fall.

Fur die einzelnen Messverfahren wurden weiterhirthngpezielle Validitatsprifungen
etabliert. So wurde bei jeder GSSG-Messung didgdhe Blockade von GSH durch das
jeweilige Mitmessen eines GSH-Standards gezeigtitéWén wurde die Tagesvariabilitat
anhand eines Aliquots einer bestimmten KaninchehfBAdie ebenfalls fur alle Messungen
verwendet wurde) im Sinne eingay-to-dayStandards kontrolliert.

Ein Problem der Tocopherol/Retinol-Messung warutiterschiedliche Probenbehandlung im
Rahmen der Hexanextraktion. Hier wurde die dadwetielte Messvariabilitdt durch das
obligatorische Mitmessen eines internen StandaRistir(ol-Acetat) kompensiert. Nach
Etablierung dieses ,Sicherheitsfaktors” konnte Wiiditat der Messmethode durch eine
Uberprifung der Reproduzierbarkeit an Aliquots eimd derselben Probe demonstriert

werden.

5.2 Bleomycin-Modell

Bleomycin induziert oxidativen Stress in der Lungelcher unter anderem Uber reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) zur Apoptose von alveolgmetinelzellen flhrt [163]. Der zeitliche
Verlauf im Bleomycin-Modell lasst sich in zwei Alisdtte unterteilen: Zuerst (Tag 4-16)
kommt es zu einer ARDS-ahnlichen Lungenschadigumng, erhohter mikrovaskularer
Permeabilitdt, konsekutiver Exsudation von Plaswi@omen in den Alveolarraum und
Lungendédembildung [164]. Die Oxygenierung ist ireshr Phase am schlechtesten, die
biophysikalischen Eigenschaften des Surfactant malxireduziert. Im weiteren Verlauf
entwickelt sich die fibroproliferative Phase mihéhter extrazellularer Matrixdeposition und
Fibroblasteninvasion und einer typischen, im HRCa&utlich erkennbaren, retikularen

Fibrose.
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Zwei Ergebnisse der Messungen kristallisieren aichden Daten heraus: Erstens finden sich
deutlich erhdhte Spiegel an Markern des oxidati®tresses (GSSG, MDA, Isoprostane)
wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums (0-¢®). Tder Peak des GSSG und dgr F
Isoprostane liegt hierbei in der Akutphase, wahidixA sein Maximum am 32. Tag erreicht.
Zweitens zeigen die Antioxidantien durchweg erhdpéegel, was auf eine Hochregulation
im Sinne einer adaptiven Antwort des Metabolismufsden erhdhten Stress schliel3en lasst.
Einzig reduziertes Glutathion zeigt anfangs im V&l zu den Kontrollen leicht erniedrigte
Spiegel. Hervorzuheben ist hierbei, dass vor allener akuten inflammatorischen Phase ein
erhohter Verbrauch der Antioxidantien aufgrund B&S zu postulieren ist und letztlich trotz
der adaptiven Fahigkeiten der Lunge die antiox@a®hbwehr tberfordert ist. Ware diese
Abwehr suffizient, waren normwertige Marker desdativen Stresses zu erwarten gewesen.
Im weiteren Verlauf sinken die einzelnen Markedar fibroproliferativen Phase tendenziell
wieder in Richtung Kontrollen ab, lediglich Ascamnbéure erreicht den Peak erst am 64. Tag
nach Bleomycin-Verneblung. Da Vitamin C fur Kanieahnicht essentiell ist, sondern von
ihnen selbststandig produziert werden kann, liegr moglicherweise eine durch den
oxidativen Stress getriggerte und persistierendeggste Produktion vor, die letztlich auf
genetischer Ebene reguliert werden muss. Bereitfrlineren Studien konnte ja gezeigt
werden, dass alveolare Typ-lI-Zellen die lipophikemtioxidantien Plasmalogene, Retinol und
a-Tocopherol als integrale Bestandteile des pulmamaburfactant synthetisieren bzw.

sezernieren kbnnen [165, 48].

5.3 Humane Studien

5.3.1 Akut-Inflammatorische Lungenerkrankungen

Ein primares Ziel der vorliegenden Arbeit war dienteftsuchung der Regulation von
niedermolekularen Antioxidantien bei den akut-inflaatorischen Lungenerkrankungen
ARDS und schwerer Pneumonie, innerhalb der letat€euppe zudem auch separat fir
spontan atmende oder maschinell beatmete, immumip&tente Patienten mit Pneumocystis
jirovecii Pneumonie (PCP). Bei einem Teil der Rata wurde auch der zeitliche Verlauf
anhand repetitiv durchgefiihrter Lavagen untersucht.

Im Unterschied zu anderen Erkrankungen mit zugriegknden entzindlichen Ereignissen,
wie zum Beispiel Asthma [83] oder Bronchiolitis itans bei Lungentransplantierten [170],
ist in diesen Entitaten bislang wenig bekannt beefigder Regulation und Verteilung der

alveolaren niedermolekularen antioxidativen MolekiBisherige Untersuchungen bei ARDS
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und Pneumonie waren auf Glutathion-Spiegel und BKoRzentrationen einiger Enzyme
und antioxidativ wirksamer Proteine fokussiertdir vorliegenden Studie wurden GSH, die
hydrophilen Antioxidantien Ascorbinsdure und Harsasowie die membranassoziierten
Antioxidantien Plasmalogene, Vitamin A und E alsidominierende niedermolekulare
Antioxidantien in der BALF gesunder Individuen idiémiert. Vergleichsweise geringe
Mengen an Oxidationsprodukten wie GSSG ugdsBprostane wurden detektiert.

Unter den Bedingungen von ARDS und Pneumonie wdrerMarker flr oxidativen Stress
(GSSG und Flsoprostane) um ein Mehrfaches erhoht, wie bereiis friiheren
Untersuchungen festgestellt wurde [98, 100]. Weiterwurde die Hochregulation der
Mehrzahl der untersuchten Antioxidantien konsistémt allen beteiligten Kollektiven
beobachtet. Tendenziell gab es zwischen den Kolkinur eine Unterscheidung, namlich
der fehlende Anstieg desTocopherol in der ARDS-Gruppe. Ansonsten fielesigich die
Signifikanzen unterschiedlich aus. Das alveolar zahlreichsten vorhandene Antioxidans
GSH zeigte hierbei jedoch keine signifikante Vegmadg im Vergleich mit den Kontrollen.
Die Hochregulation der hydrophilen AntioxidantieAA( und UA) war ausgepragter in
Relation zu den lipophilen Antioxidantien (VitamiA und E). Mehrfach ungeséttigte
Fettsauren (PUFA), die alsagcrificial antioxidants fungieren kdnnten, waren ebenfalls in
den aktuellen Patientenkollektiven deutlich erhoht.

Im Kontrast zu allen anderen hier bestimmten Antlartien waren die Plasmalogene, die als
integrale Komponenten des pulmonalen Surfactan®][lind kraftvolle Antioxidantien
angesehen werden, in allen Patientengruppen sdvedliiglich ihres absoluten als auch ihres
relativen Gehaltes (verglichen mit den Gesamtphalggten) erniedrigt. Einerseits konnte
dies auf gesteigerte Degradation und/oder andéerself gestorte Synthese/Sekretion
hinweisen. Interessanterweise differiert diese Bebhung deutlich von den ebenfalls von den
alveolaren Epithelzellen Typ Il sezernierten undeu diesen Pramissen als hochreguliert
identifizierten Vitamine A und E [127]. Als Begriwmdg liegt moglicherweise eine
unterschiedliche Regulation auf zellularer Ebeneoder das Plasmalogen wird von der Zelle
nicht als eigenstandig wirksames Antioxidans erkasandern nur als ,Surfactant-Schutz*
co-synthetisiert und daher an Surfactant gekoppelt.

Bei einigen ARDS- bzw. Pneumonie Patienten wurdeghaler zeitliche Verlauf beobachtet.
Hier zeigte sich bei beiden Kollektiven tendenzith Absinken der Konzentrationen der
Antioxidantien. Die antioxidative Abwehr ist hierb@cht nur durch die akute Entztindung

kompromittiert; auch die mechanische Uberdruckbeagm  mit hohen
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Sauerstoffkonzentrationen fuhrt als zweiter Faktor zusatzlichen Schadigung der Lunge
(dies war bei den PCP-Vergleichslavagen beatmét/bieatmet nachzuweisen). Klinisch sind
die Folgen langerfristiger Beatmung unter anderanForm von Barotraumen, Dys- und
Atelektasen und Schadigung durch erhéhten, Fd&kannt. Diese treten auch beim zuvor
Lungengesunden auf, so dass beim bereits initimigdngeschadigten ARDS- oder
Pneumonie-Patienten der (oxidative) Stress umsBegr@vird. Das hauptsachliche Absinken
der niedermolekularen antioxidativen Marker konatenit durchaus als Erschdpfung des
Organismus trotz adaptiver Antwort im Rahmen dieg@oppelbelastung” interpretiert
werden. Interessanterweise sinken beim Bleomycinldlaam Kaninchen, das in der friihen
Phase ja eine akut-entziindliche Lungenerkrankumglirt, die antioxidativen Marker erst
nach Beendigung dieser Phase ab, eine Belastunigoim langerfristiger maschineller
Beatmung fehlte bei diesen Tieren.

Als Hinweis fur sehr frihe fibroproliferative Verd@rungen bei ARDS liel3 sich bei ALI
bereits 24 Stunden nach Intubation Prokollagen Mypachweisen [180], ebenfalls fanden
sich bei Bleomycin-induziertem ALI erhdhte TGF-b&piegel bereits nach zwei Tagen
[181]. Es somit davon auszugehen, dass durch detdaehr friih beginnende Fibrosierung
bei ARDS der oxidative Stress (wie auch bei Patientmit interstitiellen

Lungenerkrankungen) noch verstarkt wird.

5.3.2 Chronisch-interstitielle Lungenerkrankungen

Bezlglich der hier untersuchten Kollektive (Ididpathe pulmonale Fibrose (IPF),
Sarkoidose (SARK) und exogen allergische Alveol{#AA)) liegen bislang nur wenige
Untersuchungen hinsichtlich der antioxidativen Ahwedes ELF und oxidativer
Degradationsprodukte vor [101, 86, 88]. Aus Materangel konnten die fettléslichen
Vitamine A und E bei der EAA leider nicht bestimwtrden.

Drei untersuchte Parameter fallen bei diesen Kramgéntitdten vor allem ins Auge: Wie bei
den BALF von Patienten mit akut-entziindlichen puliaden Erkrankungen weisen die hier
untersuchten Kollektive deutlich erhdhte GSSG-Sgli@m Vergleich zu den Kontrollen auf.
Der bei diesen Krankheiten vorhandene, persistikrepxidative Stress manifestiert sich
ebenfalls in hochsignifikant erhdhten Spiegeln adsBprostanen, was vor allem bei der
SARK und der EAA ins Auge fallt (etwa 10-fach ert®Werte fir GSSG und etwa 4-fach
erhohte Werte fur Flsoprostane). In Analogie zu den Resultaten audBAon akut-
inflammatorischen Lungenerkrankungen waren hiemfelle die GSH-Spiegel nur wenig

verandert. Weiterhin war vor allem eine Substane, Harnsaure, ca. dreifach und damit
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deutlich hochreguliert. Ob dies wirklich eine adeptAntwort der Lunge zur Starkung der
antioxidativen Barriere ist, oder die Harnséure labgrweise auch im Rahmen eines
chronischen Zellunterganges oder -schadens erhgiht bieibt unklar. Die weiteren
Antioxidantien Vitamin C, A und E waren z. T. nantlenziell, z. T. aber auch signifikant
erhoht. Wie auch bei den akut-entziindlichen BALRd&n sich tendenziell erniedrigte
Plasmalogenspiegel. Interpretiert man die deuttiefaufregulierte antioxidative Barriere bei
den ARDS- und Pneumonie-Patienten als adaptive émfwo misste man fur ILD Patienten
schlussfolgern, dass bei diesen chronischen Eruragén keine weitere und damit adaquate
Hochregulation mehr stattfinden kann und die inketapte antioxidative Abwehr fir den
Krankheitsprozess mitverantwortlich ist [46, 17Dje Atiologie der Krankheiten der hier
untersuchten Proben ist ja bisher nur teilweiseyeldéirt. Gezeigt werden konnte jedoch
bereits zuvor, dass bei IPF ein erhthter oxidati8&ess vorliegt [86, 87], der durch
hochdosierte Gabe von Acetylcystein (im Rahmen redermalisierung der Glutathion-
Spiegel) korrigierbar ist. Im Rahmen der IFIGENIAi@ie konnte dann bewiesen werden,
dass der klinische Verlauf durch Acetylcystein-Gdee IPF in Form einer Verbesserung der
Vitalkapazitdt und der Diffusionskapazitat fir Kehmonoxid im Vergleich zur

Placebogruppe verlangsamt werden kann [180].

5.4 Allgemeine Diskussion

In den fur die vorliegende Dissertation durchgetiéinr Studien konnte zuvor dargelegt
werden, dass einerseits die Lunge durch oxidat8teess kompromittiert wird (nachgewiesen
in Form der erhohten Spiegel an Degradationspreskandererseits im ELF deutlich erhdht
Mengen an Antioxidantien zur Protektion der Lungéiegen. Generell lasst sich sagen, dass
die relativ niedrigen Konzentrationen voglBoprostanen in BALF darauf hindeuten, dass die
Generation dieser oxidierten Lipide unter diesermiBgungen limitiert ist oder dass sie
schnell aus dem Alveolarraum entfernt werden, edéwe Uber metabolische
Stoffwechselwege oder Uber den Transfer in dasBlumpartiment.

Das alveolar dominierende Antioxidans GSH zeigtefés allen untersuchten Proben keine
signifikante Veranderung im Vergleich mit den Katien (Lediglich in der Akutphase der
Bleomycinstudie erniedrigte Spiegel). Dies stehtKontrast zu friheren Studien, in denen
eine signifikante Reduktion der GSH-Spiegel bei ARDBefunden wurde [98, 106]. Der
Hauptgrund fir diese Diskrepanz kdnnte dabei dieuBring eines Harnstoff-Koeffizienten
zur Korrektur der BALF-Variabilitdt in diesen Stedi gewesen sein. Es wurde bereits

wiederholt diskutiert, dass der BALF/Blut-Harnstqftiotient aufgrund der schnellen
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Nachdiffusion des Harnstoffes unter der BAL fasthtifehlerfrei durchfuhrbar ist. Dies gilt
naturlich besonders fur Zustdnde, in denen aapillary leak im Rahmen entzindlicher
Lungenerkrankungen vorliegt. AuRerdem konnte distiexende Odemflussigkeit, reich an
Harnstoff, zu falsch niedrigen Werten und zu groR@miationen zwischen den Patienten
fuhren [67]. In der vorliegenden Studie wurden ¢k diese Harnstoff-korrigierten Werte
bei Patienten mit ARDS und gesunden Kontrollen dfaret, die Resultate sind hier nicht im
Detail dargestellt. Tendenziell ergab sich einer dedhe Variabilitat im Vergleich zu den
urspringlichen Daten. Als einziges Antioxidans wdas GSH nach dieser Korrektur
signifikant erniedrigt, bei allen weiteren Parametergaben sich leichte Erhéhungen der
Konzentrationen der Antioxidantien im Vergleich Kontrollen, die aber im Wesentlichen
nun unsignifikant waren.

Aufgrund der hier beobachteten stark erhohten Yditét der Daten, aber auch als
Konsequenz auf eine grol3e Anzahl Vertffentlichungia von der Ungenauigkeit dieser
Harnstoffkorrektur berichten, wurden in den vorékaden Studien die Richtlinien der
Europaischen Respiratorischen Gesellschaft (ER&icksichtigt [70, 69, 68] und alle Werte
als Konzentrationen pro mL der BALF dargestellts&zlich, wie von der ERS Taskforce
vorgeschlagen, wurde die Recovery der instilliet@wage-Flissigkeit dargestellt und die
BALF Phospholipid-Konzentration wurde zusétzlick Blenominator benutzt.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde ein pgesseder oxidativer Stress der
pulmonalen Endstrecke sowohl bei akut entzindlichemd fibroproliferativen
Lungenerkrankungen des Menschen wie auch des Kamscbeobachtet. Bezuglich der
untersuchten Parameter sind Kaninchen im Vergleich Menschen allerdings in der Lage,
Ascorbinsdure zu synthetisieren. Noch weitgehergekiért ist hierbei, in welchem Ausmal}
dies in der Lunge geschieht. Vergleicht man einersie Ergebnisse der Bleomycinstudie
mit der humanen Verlaufsstudie bei ARDS- und PneueiPatienten, so stellt der
hochsignifikante Anstieg der Ascorbinsdure bei d€aninchen moglicherweise eine
Ausnutzung dieser Fahigkeit zur Anpassung an dadatxen Stress dar. Als weiterer
metabolischer Unterschied zwischen Menschen undinkben gilt, dass Harnséure von
Kaninchen in das wasserl6sliche Allantoin versteffiselt werden kann [184]. Harnsaure
mit seiner antioxidativen Fahigkeit fallt als Pratldes Purinstoffwechsel unter anderem bei
Zelluntergang und —schadigung an. Einen Untersatiéedlrendenzen gab es hier in der akut-
inflammatorischen Phase zwischen Mensch und Kaematicht, bei beiden fanden sich

signifikant erhdhte Harnsaurespiegel. Vergleichihna#lerdings die spate, fibroproliferative
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Phase der Bleomycinstudie mit den gemessen Profehuwmnanen chronisch-interstitiellen
Lungenerkrankungen, so findet sich interessantseMeei ersteren eine Wertenormalisierung,
wahrend letztere hochsignifikant erhoht sind. Nebaten Unterschieden im
Pathomechanismus zwischen den durch Bleomycin s&chten Verdnderungen und den hier
untersuchten ILD kdnnten diese unterschiedlichefuigke die metabolisch unterschiedlichen
Fahigkeiten von Mensch und Tier wiederspiegeln.

Trotz der Tatsache, dass bei vielen Messungen laheedntioxidantien vermehrt gefunden
wurden, persistiert ein Uberschuss an oxidativenaftén, welcher letztlich zum
Ungleichgewicht der Oxidantien/Antioxidantien fahttm Ergebnis kommt es durch die
Bildung von ROS und RNS zu molekularen Veranderangmter anderem in Form von
Lipidperoxidation, DNA- und Proteinschaden. Diesinkten zu folgenden Konsequenzen
fuhren:

1. Parenchym-, Epithel- und Endothelialzellen wardeirch ROS geschadigt, was zu
erhohter vaskularer Permeabilitat fuhren kdnnte.

2. Schéadigung der Surfactant-Proteine und chemiddoeifikation durch reaktive
Radikale kdnnte eine gestorte Surfactant-Aktivi@tvorrufen. Dies wurde tatsachlich
in mehreren Studien beobachtet [94].

3. Moglicherweise wichtiger als direkter Surfact&thaden konnte die durch
Oxidantien induzierte Stérung der Surfactant-Sysgheund des Surfactant-
Metabolismus der Alveolarepithel II-Zellen fur dkei ARDS beobachtete starke
Stoérung der Surfactant-Funktion verantwortlich &3, 122, 125].

4. Induktion fibroproliferativer Prozesse

Trotz der zahlreichen Untersuchungen bleiben dieagen Wege der Aktionen von
niedermolekularen Antioxidantien in biologischenigdigkeiten und Geweben, die relative
Wichtigkeit der individuellen Oxidantien und dediwiduelle Einfluss auf die antioxidative
Gesamtkapazitat im Alveolarraum unklar. Sogar digeli@n der Antioxidantien und ihr
Metabolismus sind relativ unbekannt.

Das auffalligste Ergebnis der fur diese Dissertatdurchgefihrten Studien, der Anstieg
zahlreicher Antioxidantien im Alveolarraum, konn&pekulationen hervorrufen, dass der
antioxidative Metabolismus in Alveolarepithelzelland oxidativem Stress bei ALI (und in
etwas geringerem Mal3e auch bei chronisch inteiiti Erkrankungen) beschleunigt ist. Es
sollte hierbei jedoch beachtet werden, dass die he@utzten Studiendesigns eine solche

Hypothese nicht starken kdnnen, vor allem da did.BApiegel der Antioxidantien nur
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Nettoeffekte verschiedener Prozesse widerspiegaeitere Untersuchungen zum
Metabolismus der Antioxidantien in Lungenepithetarnoxidativem Stress sind notwendig.
Bisherige Arbeiten waren hauptsachlich auf die Regn von Glutathion fokussiert. Zum
Beispiel zeigten Rahman et al. [172], dass sowolutaBion als auch gamma-
Glutamylcystein-Synthetase-Spiegel in Alveolaregitbllen Typ Il nach Behandlung mit
Oxidantien anstiegen. Dies konnte durch Aktivieruedox-sensitiver Transkriptionsfaktoren
wie zum Beispiel nuklearer Faktor kappa-B und Aktor-Protein-1 hervorgerufen werden,
die in die Regulation antioxidativer Gene involvismd. Eine Studie von Bloomberg et al.
[111] zeigte, dass einzelne alveolare Antioxidargmegel nach Verlust durch Dieselabgase
rasch wieder aufgefullt wurden, was auf schnelleff&echselpfade in der Lunge hinweist.
Wahrend der Exposition von Tabakrauch [75] und Radienten mit Asthma [173] wurden
erhohte GSH-Spiegel der BALF gefunden. Weiterhingtea Tiere, die subletalem
oxidativem Stress (unter anderem Ozon, Hypoxie ldpgeroxie) ausgesetzt waren, erhéhte
Antioxidantienspiegel [174, 175] und eine gestdmeroleranz gegentber nachfolgender
Hyperoxie [175]. Zusammengenommen kénnten dieseb&ddungen auf die adaptiven
Fahigkeiten der Lunge im Laufe von Oxidantien-induzn Lungenschéden hinweisen.

Ein weiterer Aspekt, der beachtet werden sollté, dass die Art und Weise einer
maschinellen Beatmung ebenfalls die Genexpressien Antioxidantien und deren
Freisetzung beeinflussen kann. Copland et al. [tlé&onstrierten Uberzeugend den Einfluss
der Beatmungsart auf die Genexpression der Lumge/drgleich zur nichtbeatmeten Lunge
fanden sie erhdhte Spiegel von proinflammatorisctiamen (z.B. Interleukin-1 beta) in
bronchialen Epithelzellen unter Benutzung des ,gdking“, in situ Hybridisation und
Microarray-Techniken  nach  Hochfrequenz-Beatmung. gniilkante  Hoch-  und
Herunterregulation verschiedener Gene wurde 30 tdimwnach Hochfrequenz-Beatmung
beobachtet. Die Autoren stellten die Hypothese dass die mechanische Dehnung wahrend
der Hochfrequenz-Beatmung das Lungen-Gen-Profiliskgnt beeinflusst und diese Gen-
Anderungen der Lungenschadigung vorausgehen. ObwighlAutoren keine Daten von
antioxidativen Genen présentierten, demonstrieden die Bereitschaft der Lunge, auf
mechanische Ventilation mit einem profunden Wechdet Genexpressionsmuster zu
antworten. Diese Wechsel kdnnten auch antioxid&keae beinhalten.
Zusammengenommen deuten die Ergebnisse darauf daiss die alveolare oxidative
Belastung mit einem Netto-Anstieg der niedermolaker Antioxidantien einhergeht. Weitere

Studien mussen herausfinden, ob dieser Anstiechdakale Produktion oder durch Wechsel
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aus dem Blut-Kompartiment bedingt ist. Letzten Endescheint die globale antioxidative
Kapazitat des epithelialen lining fluids trotz deéfnstieges einzelner antioxidativer
Komponenten nicht in der Lage zu sein, die erhdxidative Last komplett auszugleichen.
Weitere Studien konnten helfen, die relative Wigkeit einzelner Antioxidantien fir den

Schutz der Lunge vor oxidativen Angriffen herauszén.
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6 Zusammenfassung

Vor dem Hintergrund der nach wie vor erschreckermhen Mortalitat beim akuten
Atemnotssyndrom (ARDS) und auch bei der Idiopatiesc Pulmonalen Fibrose (IPF), fur
deren Verlauf auch eine tberschiel3ende Aktiviereagtiver Sauerstoffspezies und somit ein
oxidativer Stress mitverantwortlich gemacht wursiad in der vorliegenden Arbeit einzelne
Bestandteile der antioxidativen Abwehr und Abbadpite des oxidativen Stoffwechsels in
bronchoalveolaren Lavageflissigkeiten (BALF) analtsworden. Nach Etablierung und
Validierung der Messverfahren wurden hierin Phos$iplie, Proteine, Fettsduren, oxidiertes
und reduziertes Glutathion, Retinol,a-Tocopherol, Ascorbinsdure, Harnsaure,
Malondialdehyd und Isoprostane bestimmt, und zwaézhst von gesunden Probanden und
Patienten mit ARDS oder Pneumonien (mit der Untggge PCP) sowie mit interstitiellen
Lungenerkrankungen (IPF, Exogen Allergische Alvplund Sarkoidose), spater auch von
Kaninchen mit Bleomycin-induzierter Lungenfibrosees wurden hierbei sowohl
Einzelpunktmessungen (z.B. bei chronisch inteediiin Lungenerkrankungen) wie auch
Verlaufsmessungen (z.B. bei akut-inflammatorischl®RDS- und Pneumonie-Patienten;
Bleomycinmodell) durchgefihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass unter verschiedgatmologischen Bedingungen der
antioxidative Status der Lunge zahlreichen Veramigen unterliegt. Hervorzuheben ist
hierbei vor allem, dass es unter erhfhtem oxidativ&tress erwartungsgemal zu einem
vermehrten Anfall von Abbauprodukten des oxidati&nffwechsels (GSSG, Isoprostane,
Malondialdehyd) kommt. AuRerdem konnte gezeigt werddass die Spiegel der einzelnen
Antioxidantien in den meisten Fallen im Vergleich den gesunden Kontrollen unter
vermehrtem Stress erstaunlicherweise erhoht sifiohe odass hierdurch eine effektive
Neutralisierung des oxidativen Stresses erzieltdemrkann. So sind beispielsweise bei
Pneumoniepatienten die Konzentrationen varTocopherol, Retinol und Harnsaure
hochsignifikant gesteigert. Ob dies eine adaptivewdrt des Organismus mit erhohter
lokaler Produktion von Antioxidantien oder vermelnnt Einstrom aus dem Blutkompartiment

ist, bleibt jedoch noch unklar und bedarf weitégatersuchung.



7 Summary 127

7 Summary

In view of the still alarmingly high mortality raten acute respiratory distress syndrome
(ARDS) and in idiopathic pulmonary fibrosis (IPFr which course a overflowing activation
of reactive oxygene species and thus oxidativesstnas been considered jointly responsible,
in the present thesis individual components ofdhgoxidative defense and by-products of
oxidative metabolism in bronchoalveolar lavage dluvere examined. After measurement
methods had been set up and validated, phosphslipmbteins, fatty acids, oxidised and
reduced glutathione, retinofy-tocopherol, ascorbic acid, uric acid, malondiaidkh and
isoprostanes were measured. First, we analysedddiiad from healthy volunteers as well as
patients with ARDS or pneumonia (with the subgr&®@P) and interstitial lung diseases (IPF,
exogene allergic alveolitis and sarcoidosis), lateranalysed rabbits with bleomycin-induced
fibrosis. Isolated measurements (e.g. of chrontieratitial diseases) were carried out as well
as measurements over the course of several daysf@e.acute-inflammatoric ARDS-, and
pneumonia patients; bleomycin-treated rabbits).

It could be demonstrated that under different patjio circumstances the antioxidative state
of the lung changes in many ways. In this contertust be especially emphasized that — as
expected - the amount of by-products (GSSG, masdelnyde, isoprostanes) is higher, too.
Furthermore, it could be shown that in most cakedeavels of individual antioxidants under
oxidative stress were surprisingly increased aspawed to healthy controls without reaching
an effective neutralisation of oxidative stress. pmeumonia patients for example
concentrations obti-tocopherol, retinol and uric acid are highly sfgiaintly elevated. The
question whether this is due to an adaptive ansvfethe organism with higher local
production of antioxidants or an increased floanirfrthe blood-compartiment hasn’'t been

solved yet and requires further research.
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8 Abkilrzungen

A

AA
ALl
ARDS
Area
AU
BAL
BALF
BCA
DNA
DPPC
DTT
EAA
EDRF
ELISA
ELF
FiO;,
FS

Y

GC
GSH
GSSG
HPLC
IL

ILD
IPF
MDA
MeOH
MS
NAD(P)H
PC

Absorption
Ascorbinséaure
Acute Lung Injury
Acute Respiratory Distress Syndrome
Integratorflache
Absorptionseinheiten
Bronchoalveolare Lavage
Bronchoalveoléares Lining Fluid
Bicinchoninsaure
Desoxyribonukleinsaure
1,2-Dipalmitoyl-sn-Phosphatidylcholin
Dithiothreitol
Exogen-allergische Alveolitis
Endothel Derived Relaxing Factor
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Epithelial Lining Fluid
Inspiratorische Sauerstoffkonzentration
Fettsaure
Oberflachenspannung
Gaschromatographie
Reduziertes Glutathion

Oxidiertes Glutathion

High Performance Liquid Chromatography

Interleukin

Interstitielle Lungenerkrankung
Idiopathische pulmonale Fibrose
Malondialdehyd

Methanol

Massenspektrometrie

Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat)

Phosphatidylcholin
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PCP Pneumocystis Jirovecii Pneumonie
PE Phosphatidylethanolamin

PG Phosphatidylglycerol

Pl Phosphatidylinositol

PL Phospholipide

po;, Sauerstoffpartialdruck

PUFA Mehrfach ungesattigte Fettsduren
RNA Ribonukleinsaure

ROS Reaktive Sauerstoffspezies

RT Raumtemperatur

SP-A Surfactantprotein A

SP-B Surfactantprotein B

SP-C Surfactantprotein C

SP-D Surfactantprotein D

TBARS Thiobarbitursaure-reaktive Substanzen
TNF Tumornekrosefaktor

UA Harnsaure
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