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1 Einleitung

1.1 Covid-19 als Beispiel pulmonaler Diffusionsstorungen

Ende 2019 wurde zum ersten Mal eine Infektion mit dem Virus SARS-CoV-2 beim
Menschen entdeckt. In kiirzester Zeit entwickelte sich daraus eine globale Pandemie.
Laut WHO haben sich inzwischen tber 775 Millionen Menschen infiziert, Gber 7
Millionen starben daran (Stand 03.07.2024) (1). Inzwischen hat der Anteil der Falle mit
einer schweren Erkrankung deutlich abgenommen. Die sogenannte Omikron-Variante
hat sich zunehmend verbreitet und die Bevdlkerung ist groR3tenteils durch
Immunisierung geschitzt. Die meisten Patienten haben einen leichten Verlauf und nur
noch Symptome einer leichten Atemwegsinfektion (Husten, Schnupfen,
Halsschmerzen) (2). Bei einem sehr schweren Verlauf hingegen steht in der
Akutphase der Erkrankung besonders die eingeschrankte Lungenfunktion im Sinne
eines ARDS im Vordergrund (3). Dabei kommt es durch diverse Prozesse
(Mikrothromben, Atelektasen, gesteigerte  Totraumventilation, Abnahme
Lungencompliance) zu einem Ventilations-Perfusions-Missmatch, welches wiederum
den Rechts-Links-Shunt erhoht. Dadurch wird die Oxygenierungsfunktion der Lunge
maf3geblich eingeschrankt (4). Physiologisch diffundiert in der Lunge der essenziell
bendtigte Sauerstoff aus den Alveolen durch die Dreischichtung aus Pneumozyten,
Basalmembran und Endothelzellen der Gefal3e in das Blut. Das Kohlendioxid wird in
gegensatzlicher Richtung aus dem Korper eliminiert. Im Erkrankungsfall werden diese
Vorgange durch eine UberschieRende Immunreaktion im Bereich der pulmonalen
Epithelzellen sowie der Endothelzellen der Lungenstrombahn behindert. Hierin wird
ein Hauptfaktor der Mortalitat bei COVID-19 gesehen (5). Fur Patienten mit einem
hohen Risiko fur einen schweren Verlauf der Erkrankung gab es deswegen in der
aktuellen S3-Leitlinie vom Fruhjahr 2024 die Empfehlung zu einer direkt antiviralen
Therapie durch neutralisierende Antikdrper und Virostatika (Remdesivir,
Nirmatrelvir/Ritonavir). Sobald die Applikation von Sauerstoff notig ist, gab es die
Empfehlung auch immunmodulatorische Therapieansatze (Glucocorticoide,
Tocilizumab) einzusetzen (2). Diese Therapie sollte vor allem die pulmonale

Hyperinflammation limitieren (6).



1.2 Grundlegende Bedeutung der Diffusion durch mehrlagige Zellschichten

Im Korper werden unterschiedliche Funktionsbereiche durch Zellschichten
voneinander getrennt. Diese werden Grenzschichten genannt, und der Stofftransport
Uber diese ein- oder mehrlagigen Zellschichten ist im Korper nicht nur in der Lunge
von elementarer Bedeutung (vgl. Tabelle 1, S. 8).

In GefalRen haben diese Zellschichten eine besondere Regulationsfunktion und stellen
folglich auch in diversen Erkrankungsprozessen eine entscheidende Rolle dar. So
behindert eine Uberschieliende Immunreaktion in der Lunge im Rahmen eines ARDS
(z.B. durch Infektion mit SARS-CoV-2) den Austausch von Sauerstoff aus der Luft in
die Blutbahn (5,7). Hier fihrt die zunachst physiologische Immunreaktion des Korpers
zu einer erheblichen Stérung der Permeabilitat fir Sauerstoff und Kohlendioxid in der
Lungenstrombahn. Ahnlich kommt es im Rahmen des septischen Schocks zu einem
massiven Austritt von Flussigkeit (,capillary leak®) aus dem Kapillarstromgebiet in den
extravasalen Raum. Bei entsprechender Ausdehnung fuihrt dies zu einem relativen
Volumenmangelschock (8). Die besondere Bedeutung solcher Blood Brain, Blood
Tissue oder Blood Air Barrier wird in Tabelle 1 mit beispielhaften Krankheitsbildern

verknupft.

Tabelle 1: Beispiele diffundierender Substanzen, zugehoriger Grenzschichten und
anhangender Pathologien

Ort der Grenzschicht Diffusionssubstanzen | Pathologien der Grenzschichten
Blut-Hirn-Schranke Sauerstoff, Glukose etc. | Kernikterus bei Neugeborenen (9)
Darmepithel Fette, Zucker, etc. Spontan-bakterielle Peritonitis (10)
Lunge 0., CO2 ARDS(7), SARS-CoV-2 Infektion (5)




1.3 Historische Entwicklung der Gesetze der pulmonalen Diffusion

Durch den deutschen Physiker und Mediziner Adolph Fick (1829 — 1901) wurde
erstmals Mitte des 19. Jahrhunderts ein Diffusionsgesetz aufgestellt, welches spéater
bewiesen werden konnte und bis heute Fick-Diffusionsgesetz heif3t (11). Demnach ist
die diffundierende Substanzmenge (M) durch eine definierte Flache (F) mit der Dicke
(d) direkt proportional zur wirksamen Konzentrationsdifferenz (AC) unter Einbezug des
Diffusionskoeffizienten (D) (12):

M=D FAC
=Dx —x
d

Im Laufe des 20. Jahrhunderts wurde wiederholt versucht, die Diffusionseigenschaften
von Sauerstoff durch Lungengewebe mit Hilfe von dinnen Gewebeschnitten zu
erheben (13,14) und damit den bendtigten Diffusionskoeffizienten (D) zu erlangen.
Durch die Kombination beider Forschungsleistungen entwickelte die Physiologie
spater Gleichungen, welche die O:2-Diffusionskapazitat der Lunge berechenbar
machten (12). Die isolierte in vitro Betrachtung einer solchen Grenzflache unter
experimentellen Bedingungen, wie zum Beispiel im Rahmen der Beeinflussung durch
Erkrankungen, war damit jedoch nicht mdglich. Dabei waren genau diese Interaktionen
von pathophysiologischen Prozessen mit den einzelnen Gewebeschichten von

besonderem Interesse fir die medizinische Forschung.

1.4 Diethylether und Sevofluran — die Entwicklung volatiler Anasthetika

Uber viele Jahrhunderte war das Ausmaf der Schmerzen wahrend einer Operation
maf3geblich von der Eingriffsdauer und der Vorgehensweise des Chirurgen abhéngig.
Nur in begrenztem Male kamen supportiv bewusstseinsverandernde und
schmerzlindernde Substanzen (z.B. alkoholische Getranke, Pflanzen mit
Tropanalkaloiden, Schlafmohn, Hanf) zur Anwendung. Zu Beginn des 109.
Jahrhunderts erfolgten erste Versuche mit Lachgas und der Operation mittels
Schwefelathernarkose (historische Bezeichnung fir Diethylether) (15). Am 16.
Oktober 1846 erfolgte die erste 6ffentlichen Demonstration einer solchen Narkose.
Dieser Tag wird heute als Weltandsthesietag jahrlich gefeiert und stellt einen
Meilenstein in der modernen Medizin dar. Zu Beginn des Jahres 1847 wurden auch im

deutschsprachigen Raum (Erlangen, Minchen, Leipzig, Bern) durch Chirurgen erste
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Versuche der ,Schmerzunempfindlichmachung® durchgefihrt und in Erlangen von
Johann Ferdinand Heyfelder publiziert (15,16).

Ausgehend von Diethylether kam es unter anderem durch Halogenierung und
Fluorierung zur Entwicklung weiterer inhalativer Anasthetika wie beispielsweise
Isofluran oder Sevofluran. In der nachfolgenden Abbildung 1 kann diese Entwicklung
anhand der verkirzten Strukturformeln der jeweiligen Substanzen nachvollzogen
werden. In der modernen Anasthesie findet vor allem Sevofluran eine Anwendung.
Auch dieses wird trotz seiner Vorteile, wie einer guten Steuerbarkeit und einer hohen
therapeutischen Breite (17), zunehmend kritisch gesehen. Begriindet ist dies im
steigenden Bewusstsein fur die klimaschadlichen Effekte der inhalativen Anasthetika,

welche deutlich potentere Treibhausgase als COz2 sind (18-20).

a) b)

N =N"=0
) o O
| Cl F
F | < /I;j:lz
F O g PN
O F
F_<F " F

Abbildung 1: verkirzte Strukturformeln von a) Lachgas, b) Diethylether, c) Isofluran und d) Sevofluran
(21)
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1.5 Teiletablierung eines Blood Air Barrier Model

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit wird nun begonnen ein in vitro-Modell fiir eine
Blood Air Barrier, wie sie in der Lunge existiert, zu etablieren. Dieses soll auf einem
Mikroskopierslide, ,u-Slide Membrane ibiPore Flow* (im Folgenden als Membranslide
abgekdrzt), mit zwei kleinen Kanalen aufbauen. Der obere Kanal soll gasgeftillt sein
und wird mit Pneumozyten ausgekleidet werden. Der zweite, untere Kanal soll
flussigkeitsgefullt sein und wird mit Endothelzellen ausgekleidet werden. Nur im
Bereich der gelochten Glasplatte (,Membrane®), in welchem sich die beiden Kanéle
Uberkreuzen, stehen die Kompartimente miteinander in Kontakt (vgl. Abbildung 2, S.
11). Als Trennung dient hier neben den beiden Zellschichten nur die porése Glasplatte
(vgl. Abbildung 3, S. 12). Diese hat eine Dicke von 300 nm; 5 % der Flache sind
gelocht. Jedes Loch hat einen Durchmesser von 3,0 um und ist damit um circa Faktor
10 kleiner als eine Endothelzelle (Lange: 25-50 um; Breite: 10-20 pm) (22). Um in
beiden Kandalen unterschiedliche Zellarten (final hier: Endothelzellen und
Pneumozyten) kultivieren zu kénnen ist diese Platte essenziell. Durch die Porositat der
Platte ist diese sowohl fiir Flissigkeiten als auch fur Gase permeabel, auf Grund des

Verhéltnisses zwischen Lochdurchmesser und ZellgroBe jedoch nicht fir die

unterschiedlichen Zellarten.

Abbildung 2: schematischer Aufbau des verwendeten Membranslide (23)
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Abbildung 3: gelochte Glasmembran (Membrane) unter dem Mikroskop, Lochdurchmesser je ~ 3 um

Mit Hilfe dieses Aufbaus soll initial die Diffusion von Tracersubstanzen aus einem
Gefal3 (unterer Kanal) durch eine einschichtige Endothelzellschicht hindurch in eine
Gasphase (oberer Kanal) nachvollziehbar werden. Das physiologische sowie das
pathophysiologische Verhalten dieser Grenzschicht soll dadurch in einem
experimentellen Setting untersuchbar werden. Als Tracersubstanzen kommen
zunachst die Substanzen Ether und Sevofluran auf Grund ihrer Diffusionsfahigkeit und
der Mdoglichkeit zur Quantifizierung zur Anwendung. Im weiteren Verlauf sind
physiologische Diffusionsgase wie CO2 oder Oz von Interesse. Fur die Etablierung
sollen reproduzierbare Zeit-Werte-Paare der Konzentration der Tracer in ppm im
oberen Kanal erhoben werden.

Im weiteren Verlauf der Etablierung, anschlieBend an diese Forschungsarbeit, muss
die zweite Zellschicht aus Pneumozyten implementiert werden. Diese wird das Modell

einer Blood Air Barrier vervollstandigen.

1.6 Computersimulation von Diffusionsvorgéngen

Kollegen des Department Mathematik an der Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen
haben das Ziel unter der Leitung von Frau Prof. Dr. Neuss-Radu die
Diffusionsvorgange durch Zellschichten als Computersimulationen zu entwickeln. Als
Grundlage werden hierfur experimentell erhobene Daten bendtigt, welche dieses In-
vitro-Modell liefern kdnnte. Auch mit Hilfe dieser Computersimulationen kénnten
Vorgange in GefaBwanden und den einhergehenden Stofftransporten sowohl unter
physiologischen als auch pathophysiologischen Bedingungen simuliert werden. So ist
es denkbar, nach der Etablierung des BAB-Model die einzelnen Zellschichten
vergleichbar mit humanpathologischen Prozessen zu beeinflussen und so den direkten
Effekt auf die Diffusion von Tracern zu erheben.

12



1.7 Entwicklungsprozess des Blood Air Barrier Model

Nachfolgend werden graphisch die einzelnen Abschnitte dieser wissenschaftlichen

Arbeit dargestellt.

@ )

Zieldefinition

Zeit-Werte-Funktion fir
Tracerdiffusion durch
Endothelzellschicht

.

(

Modellentwicklung

« Zellkultivierung auf Glas unter
Perfusion

« Diffusionssetting

.

r

Modelletablierung

+ Diffusion durch unbehandelte
Membran

+ Diffusion durch Membran mit Coating

« Diffusion durch Membran mit Coating
+ Zellen

.

Auswertung

. J

Abbildung 4: Entwicklungsprozess des Blood Air Barrier Model
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1.8 Ablauf einzelner Versuche zur Modelletablierung

In der folgenden Graphik ist der Ablauf jedes einzelnen Diffusionsversuchs visualisiert.

* konfluierender Monolayer aus HUVECs auf
Glasmembran

Voraussetzung
* Freiheit von Flussigkeit des oberen Kanals sicherstellen
* Fluss auf 4 dyn/cm? bei 10 mbar regulieren
Vorbereitung
2 getrennte Versuchsreihen, abwechselnd Ether und
Sevofluran verwenden
* insgesamt je 5 Versuche mit Ether und Sevofluran
* jeweils Uber 40 Minuten alle 3 Minuten Proben erheben
Durchfuhrung

Abbildung 5: Ablauf einzelner Versuche zur Modelletablierung
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2 Material und Methoden

In den nachfolgenden Kapiteln 2.1 bis 2.4 werden die in den einzelnen Bereichen
verwendeten Gerate, Materialien, Losungen und Computerprogramme aufgelistet.
Anschliel3end werden die angewandten Methoden ausgefiihrt.

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.1.1 Zellkultur

Gerat Typenbezeichnung Hersteller
CO2-Inkubator Hera cell 150 Thermo Scientific
Lichtmikroskop Leica DM IRB Leica Microsystems
Lichtmikroskop Leica DMi8 automated Leica Microsystems
Sterilsicherheitswerkbank | Herasafe KS 18 Thermo Electron LED
GmbH

Vakuumpumpe Membran Vakuumpumpe | Vacuubrand GmbH + Co
Warmwasserbad Thermostatic Water Bath — | Fried Electric

WBS
Zahlkammer Neubauer improved Brand GmbH & Co. KG
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus Sepatech
Zentrifuge Biofuge Stratos Heraeus Instruments
Verbrauchsmaterial Hersteller

Cellstar Tubes Zentrifugenréhrchen 50 mL | Greiner bio-one
Endothelial Cell Basal Medium PromoCell GmbH

Falcon® 25 cm? Rectangular Canted Neck | Corning Inc. Life Sciences
Cell Culture Flask with Vented Cap

Falcon® 75 cm? Rectangular Canted Neck | Corning Inc. Life Sciences
Cell Culture Flask with Vented Cap
SupplementPack Endothelial Cell GM PromoCell GmbH
Combi-Stopper blau B. Braun Petzold
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2.1.2 IBIDI-Perfusion
Gerat Typenbezeichnung Hersteller
Digitalkamera EOS 500D Canon
Hebebihne Swiss Boy 116 Rudolf Grauer AG
Heizplatte PZ 35 Harry Gestigkeit GmbH
Inhalations-Narkosegerat | Trajan 808 Drager
Inkubationsschuittler Lab-Therm Kuhner Switzerland
Laptop Dell Vostro 3550 Dell Inc.
Narkosegasmonitor Vamos plus Drager

Narkosegasmonitor

Capnomac Ultima

Datex Engstrom

Perfusionspumpe ibidi Pump System ibidi GmbH
Rollenpumpe Reglo Analog MS-2/8 ISMATEC; Cole-Parmer
GmbH

Verbrauchsmaterial Hersteller

Aluminiumfolie Universal

BD Discardit Il 20mL Spritze Becton Dickinson S.A, Ctra.
Mequinenza

BD Discardit Il 20 mL Spritze Becton Dickinson S.A, Ctra.
Mequinenza

BD Microlance 3 Aufziehkanile Becton Dickinson S.A, Ctra.
Mequinenza

BD R 87 RLS

Becton Dickinson Infusion Therapy AB

ES-Kompressen 10cm x 10cm

Paul Hartmann AG

Omnifix-F Luer Solo 1mL Spritze

B. Braun Melsungen AG

Perfusion Set Yellow-and-Green, 3 St.

ibidi GmbH

Schlauchsystem Rollenpumpe

Saint-Gobain Performance Plastics

tapira Plus Kosmetiktiicher

GVS-Grossverbraucherspezialisten eG

p-Slide  Membrane ibiPore 3.0pum/5%

Flow

ibidi GmbH

p-Slide VI 0.5 Glass Bottom

ibidi GmbH

Infusionssysteme

Becton Dickinson Infusion Therapy AB
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2.1.3 Gasdiffusion

Gerat

Typenbezeichnung

Hersteller

Gaschromatograph 7820A

Agilent Technologies

Spritzenpumpe (Basis)

Orchestra Base A

Fresenius Kabi AG

Spritzenpumpe (Modul) Module DPS

Fresenius Kabi AG

Verbrauchsmaterial

Hersteller

2-Komponentenkleber

Carl Roth GmbH & Co KG

BD Connecta Verlangerungsschlauch

Becton Dickinson GmbH

BD Perfusion 50mL Syringe

Perfusorspritze

Becton Dickinson S.A.

CS-Fused Silica-Kapillarsaule

CS-Chromatographie Service GmbH

DB-624 Columns

Agilent Technologies

Naturstein Silikon

Sievert Baustoffe GmbH & Co. KG

SGE Autosampler Syringe

Merck KGaA

2.2 Zusammensetzung der Losungen fur Zellkultur

Tabelle 2: EC-Medium fur Endothelzellkultivierung

EC-Medium Menge flur 540 mL
Endothelial Cell Basal Medium 500 mL
(Promocell GmbH)

SupplementPack Endothelial Cell GM

(Promocell GmbH)

FCS 40 mL

Tabelle 3: EC-Medium fur Perfusionsversuche

EC-Medium fur Perfusion

Menge fur 30 mL

EC-Medium fur Endothelzellisolation und
-kultivierung

Penicillin/Streptomycin

30 mL

300 pL
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Tabelle 4: Coating-L6sung fur Endothelzellkultivierung

Coating-L6sung

Menge fir 100 mL

Gelatine
in Aqua dest. bei
autoklavieren

Gentamicin 10 mg/mL

0,29
40°C I6sen, 100 mL

10 pL

Tabelle 5: Coating-L6sung | fur HUVEC im ,,u-Slide Membrane ibiPore Flow*

Coating-L6sung

Menge flur 1 mL

HBSS

870 pL

Kollagen Typ IV (C6745; Merck KgaA) 130 pL

Tabelle 6: Coating-L6sung Il fur HUVEC im ,,u-Slide Membrane ibiPore Flow

Coating-L6sung

Menge flur 1 mL

0,05 M HCI

1mL

Kollagen Typ IV (354233; Corning Inc.) 40 pg

Tabelle 7: Trypsin-EDTA fur Zellkultur

Trypsin-EDTA

Menge fir 100 mL

Trypsin-EDTA Solution 40 mL
DPBS 60 mL
2.3 Software
Software Versionsnummer Hersteller
Excel 2008 Microsoft
ibidi Pump Control | 1.5.4 ibidi GmbH
Software
IBM SPSS Statistics 26 26.0.0.0 IBM
Imaris x64 9.0.2 Oxford Instruments plc.
Phoenix 64 8.1.0.3530 Certara L.P.

18




2.4 Chemikalien, Pufferlosungen und Enzyme

Chemikalie Bestellnummer Hersteller

DPBS modified D8537-500ML Sigma-Aldrich

Diethylether 309966-100ML Sigma-Aldrich

Collagenase A 10103578001 Roche

DMSO D5879-500ML Sigma-Aldrich

Fotales Kalberserum F7524 Sigma Aldrich, Merck KGaA

Gelatine aus Rinderhaut | G9391 Sigma Aldrich

Gibco Gentamicin 11500506 Fisher scientific

(10 mg/mL)

Hanks” Balanced Salt | H8264-500ML Sigma Aldrich, Merck KGaA

Solution

HEPES solution H0887-100ML Sigma Aldrich; Merck KGaA

Isopropanol 70 %

Kollagen Typ IV C6745 Sigma Aldrich, Merck KGaA

Kollagen Typ IV 354233 Corning Inc.

Penicillin-Streptomycin P4333 Sigma Aldrich, Merck KGaA

Sevofluran 4456 AbbVie Deutschland GmbH &
Co. KG

Tischreinigungsmittel 230131 Schulke & Mayr GmbH

Trypsin-EDTA Solution SLCC7608 Sigma Life Science
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2.5 Gewinnung und Handhabung der humanen Endothelzellen

Fur die Arbeiten mit Zellkulturen und die Vorbereitung der Perfusionsversuche wurde
eine Sterilsicherheitswerkbank verwendet. Alle bendtigten Flussigkeiten wurden mit
Hilfe eines Warmwasserbads auf 37 °C angewarmt. Fir die Auftrennung einer
Zellsuspension in Zellen und Flussigkeit wurde eine Tischzentrifuge bei 272 ¢
verwendet.

Auf Basis des positiven Ethikvotums (21-2206-101; Forschungsvorhaben ,Exchange
of gases between Air and Blood Flow controlled by Epithelial-Endothelial Layers —
Modeling, Simulation and in vitro Experiments®) der Ethikkommission der Universitéat
Regensburg wurden Endothelzellen (HUVEC) durch die routinierten technischen
Mitarbeiter des Labors gemalf interner SOP gewonnen und fir diese Forschungsarbeit
zur Verfigung gestellt. Die Lagerung der Zellen erfolgte im Stickstofftank. Die Anzucht
der ,Human Umbilical Vein Endothelial Cells* (HUVEC) wurden in mit Gelatine
beschichteten Zellkulturflaschen durchgefiuihrt. Diese Gelatinelosung war mit
Gentamicin versetzt (vgl. Tabelle 4, S. 18), um das Risiko einer Infektion mit Bakterien
wahrend der Kultivierung zu minimieren. Das weitere Verfahren folgte der
laborinternen SOP. Jedes Mal, wenn die Zellen mittels Trypsins gel6st und transferiert
wurden, erhodhte sich ihre Passagezahl um 1. Fir die Erhebung von Daten zur
Tracerdiffusion wurden aus Qualitatsgriinden nur Zellchargen mit einer Passagezahl
zwischen 2 und 5 verwendet. Fir die bendtigten Vorversuche wurden auch hdhere
Passagezahlen toleriert, solange die Zellen sich Uber die Zeit vital und keine
lichtmikroskopischen Auffalligkeiten zeigten. Vor allem fur die Arbeit mit Endothelzellen
in den Perfusionsversuchen im Membranslide (vgl. Kapitel 2.8, S. 31) war ein streng
aseptisches Vorgehen sehr wichtig, auf Grund der hohen Gefahr einer Kontamination

mit Bakterien.
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2.6 Untersuchung des Endothelzellverhaltens unter Flussbedingungen

2.6.1 Versuchsansatz

Hierfir wurde das ,u-Slide VI 0.5 Glass Bottom“ (ibidi GmbH) verwendet. Der
Versuchsansatz orientierte sich dabei an den Herstellerinformationen seitens der ibidi
GmbH. Zunéchst wurden alle bendétigten Schlduche und das Slide in einem
Brutschrank (5 % COz2, 37 °C) fur 24 h akklimatisiert. Danach wurden die Kanéle des
,M-Slide VI 0.5 Glass Bottom“ gemalRR Gebrauchsanweisungen mit einer Coating-
Lésung auf der Basis von Gelatine (vgl. Tabelle 2, S. 17) beschichtet. Nach 30 Minuten
wurde die Uberstehende Lésung abgesaugt und 40 pL der Zellsuspension eingebracht.
Die Konzentration der Zellen wurde mit einer Zahlkammer bestimmt. Angesetzt
wurden die Versuche als Vergleich zwischen der initial eingebrachten
Zellkonzentration von 0,8 und 1,5 Millionen Zellen pro pL. Um das Absetzen der Zellen
und Anhaften auf der Gelatineschicht gewéhrleisten zu kénnen, wurde das Slide in
einer verschlossenen Zellkulturschale fir 2 h in den Brutschrank gegeben. Zur
Aufrechterhaltung des feuchten Milieus in der Zellkulturschale wurde ein feuchtes
Zellstofftuch dazugelegt. Die Verwendung und Perfusion des Slides erfolgte als ,serial
connection“ gemald Application Note 31 der ibidi GmbH, wobei mit Hilfe von
medizinischen Infusionssystemen das Schlauchsystem um circa 70 cm verlangert
wurde. Als Antrieb fungierte eine Rollenpumpe. Diese zog aus einem sterilen
verschlossenen Glasbehélter das Perfusionsmedium an (vgl. Tabelle 3, S. 17) und
pumpte dieses unidirektional an den Zellen vorbei. Auf Grund der Mechanik der
Rollenpumpe erfolgte dies mit leicht oszillierendem Fluss. Nach Durchlaufen des
Versuchsaufbaus wurde das Medium in das ca. 50 mL fassende Reservoir
zurtckgegeben. Die Atmosphare tber dem Endothelzellmedium wurde mit Hilfe eines
Narkosegerates auf 5-6 % CO: angereichert. Uberwacht wurde dies mit Hilfe eines
Kapnometers (beide Gerate vgl. Kapitel 2.1.2, S. 16). Vor der Zuleitung in das
Reservoir wurde die Luft mit Hilfe einer Wasserfalle mit Feuchtigkeit angereichert. Um
die Temperatur des Mediums tber den ganzen Versuch konstant zu halten, wurde der
Versuchsaufbau auf der Heizplatte (37 °C) realisiert. Das Slide selbst befand sich dort
in einer geschlossenen Klimakammer. Diese wurde mit Styropor und Alufolie (vgl.
Abbildung 6, S. 22) umgebaut, um den Einbau als ,serial connection® (vgl. Abbildung

7, S. 22) realisieren zu kdénnen.
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Abbildung 7: schematischer Aufbau Experiment mit p-Slide VI 0.5 Glass Bottom als ,serial connection”
(24)

1: Zuleitung Perfusionslésung zu Kanal 1; Schlauchverbindung 2 - 3; 4->5; fortlaufend; 12: Ableitung
Perfusionslésung aus Kanal 6; 13: Kanéle 1-6

In diesen Versuchen wurde aus Ressourcengrinden nicht fur jeden Ansatz ein steriles
Schlauchsystem verwendet werden. Um eine ausreichende Keimreduzierung
gewahrleisten zu kénnen, wurden diese zunachst fir 1 h mit 70 %-Isopropanol
durchspilt. AnschlieRend wurden sie fir je 15 min mit sterilem, destilliertem Wasser
sowie DPBS perfundiert, bevor das eigentliche Perfusionsmedium verwendet wurde.
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Beim Anschluss des Schlauchsystems wurde der Einschluss von Luftblasen minimiert.
Eine ganzliche Vermeidung von Luftblasen war nicht méglich, da durch die
Temperaturunterschiede im Verlauf des Schlauchsystems kontinuierlich neue
Luftblasen entstanden. Nach Start der Rollenpumpe wurde die in den Kanalen
vorherrschende Scherkraft gemaR Herstellerempfehlungen (25) auf 10 dyn/cm?

reguliert. Im Versuchsverlauf wurde das Perfusionsmedium alle zwei Tage gewechselt.

2.6.2 Auswertung der Zellausrichtung

RegelmaRig wurde wahrend laufender Perfusion der Zustand der Zellen mittels
Mikroskops beobachtet und mit einer Digitalkamera dokumentiert. Auf Basis der
Fotoaufnahmen wurde mit der Software ,Imaris” die horizontale Ausrichtung der Zellen
analysiert. Jede Zelle wurde hierbei durch ein Ellipsoid dargestellt, dessen Ausmalde
durch Vektoren beschrieben wurden. Dieser Vorgang wurde durch den Anwender
verifiziert. Der Vektor C (vgl. Abbildung 8, S. 24) bezeichnete die lange und Vektor A
die kurze Achse des Ellipsoids. Beide wurden jeweils durch einen X- als auch Y-Wert
(jeweils dimensionslose Einheit von 0 bis 1) definiert und zuséatzlich durch ihre Lange
charakterisiert. Die Parameter wurden fir jede einzelne Zelle erhoben und
anschlieBend ein Median gebildet. Eine Verdnderung des Vektors C wuirde eine
Ausrichtung der Mehrzahl an Zellen bedeuten. So wirde zum Beispiel eine
Annaherung an einen X-Wert von 1 gemalf Abbildung 8 auf Seite 24 eine Ausrichtung
in Flussrichtung bedeuten. Das Experiment wurde fir die statistische Analyse zeitlich
in eine frihe (0 h — 53 h) und eine spéate (54 h — 93 h) Phase eingeteilt. Die Daten
wurden in eine Excel-Tabelle transferiert und in SPSS mittels Mann-Whitney-U-Test
analysiert. Damit konnten die beiden initialen Zellkonzentrationen und die beiden
Zeitfenster untereinander verglichen werden. Ziel war hierbei, die Zusammenhéange
zwischen initialer Zellkonzentration und Ausrichtung der Endothelzellen im Fluss

beurteilen zu kénnen.
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Flussrichtung >

C(X/Y)

A(X/Y)
A(X/Y)

C(X/Y)

Abbildung 8: Analyse der Zellausrichtung durch "IMARIS" mittels durch Vektoren definiertem Ellipsoid

2.7 Entwicklungsbeschreibung des Blood Air Barrier Model

2.7.1 Coating der Membran

Die direkte Ubertragung der Methode der HUVEC-Kultivierung von dem verwendeten
,M-Slide VI 0.5 Glass Bottom“ zum Membranslide war nicht méglich. Die Anzucht der
Zellen auf Gelatine scheiterte im Membranslide wiederholt. Eine testweise
Verlangerung der Zeit zum Anwachsen der Zellen (von 2h auf 6h) ermdglichte zwar
visuell das vitale Anwachsen der HUVEC (vgl. Abbildung 9, S. 25), verhinderte jedoch
nicht deren Verlust bei Start der Perfusion. Erst die Verwendung von Kollagen IV
ermoglichte die Anhaftung der Zellen. Dabei wurden zwei unterschiedliche Produkte
getestet und die Anzucht orientierte sich an den inzwischen erneuerten Anweisungen
des Herstellers (27). Das Produkt von Sigma-Aldrich (C6745) stammte aus humaner
Zellkultur, das Produkt von Corning (354233) stammte von Mausen. Nur bei
Verwendung des Kollagen IV aus humaner Zellkultur konnte eine suffiziente Anhaftung
der HUVEC an der Glasplatte erreicht werden. Diese hatte auch bei Perfusion

Bestand.
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Abbildung 9: Mikroskopaufnahme von HUVEC auf Membran nach 6h Inkubation, 10fach vergrofRert

2.7.2 Entwicklung von Anschliissen an den Luftkanal

Der obere Kanal fasste laut Herstellerangaben circa 55 pL Volumen und endete in
zwei wurfelférmigen Reservoirs (26). Um die Tracerdiffusion aus der flissigen Phase
durch die Zellschicht hindurch in den Luftkanal zu messen, war es elementar, dort
gasdicht Proben entnehmen zu kdnnen. Daflr wurde eine Glaskapillare (,capillary
tubing®, vgl. Tabelle 8, S. 29), welche auch im Gaschromatographen zur Anwendung
kam, verwendet. Die Glaskapillare wurde auf eine L&dnge von 60 cm (abflihrende Seite)
bzw. 20 cm (zufihrende Seite) zugeschnitten. Zur Fixierung der Kapillare in der
Offnung des Luftkanals wurden zunachst Pipettenspitzen eingedreht. Diese waren
spitz (nicht die vom Hersteller empfohlenen ,bevelled tips®) und wurden zuvor in ihrer
Lange halbiert. AnschlieRend wurde die Kapillarsaule in die Pipettenspitze
eingeschoben. Durch einen 2-Komponentenkleber auf Epoxidharzbasis wurde die
Kapillare in der Pipettenspitze und die Pipettenspitze im Reservoir des Membranslides
verankert. Nach circa 30 Minuten war der Kleber ausreichend ausgehartet (vgl.
Abbildung 10, S.26). Die Luftproben (je Probe 50 pL) wurden immer mit 100 pL-
Gasspritzen entnommen und in den on-column-Injektor des Gaschromatographen

injiziert.
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v 4

Abbildung 10: Membranslide; verschlossene Druckausgleichskanéle; vgl. Abbildung 2; S. 11

1: verschlossener Druckausgleichskanal; 2: Anschluss unterer Kanal; 3: Verankerung Pipettenspitze in

Anschluss oberer Kanal; 4: Verankerung Glaskapillare in Pipettenspitze

2.7.3 Druckausgleichskanale

Bei Durchfihrung der ersten Versuche mit dem Membranslide fielen zusatzlich zu den
zwei Hauptkanalen zwei weitere schmale Kanéle auf. Diese verliefen jeweils zwischen
dem oberen und dem unteren Kanal. In der Mitte des Kanalverlaufs befand sich jeweils
ein Zugang zu diesen kleinen Kanéalen (vgl. Nr. 2 in Abbildung 11, S. 27). Dieser wird
wahrend des vom Hersteller empfohlenen Aufbaus dauerhaft mit einem Stopfen
verschlossen. In der Produktbeschreibung wurden diese Kanale als
Druckausgleichskanéle charakterisiert (26). Gleichzeitig wurde jedoch betont, dass die
beiden Hauptkanéle nur Gber die gelochte Glasmembran in Verbindung stehen; die
Integration dieser Druckausgleichkanale in den tbrigen Aufbau war nicht naher
dokumentiert. Um die Funktion dieser beiden Druckausgleichskanédle genauer zu
evaluieren, wurde das Membranslide mit einer blau gefarbten Wasserlésung
perfundiert. Hierbei zeigte sich, dass die Flissigkeit sofort vom unteren Kanal aus auch
die beiden Druckausgleichskanéle perfundiert (vgl. Abbildung 11, S.27). Ebenso wurde
deutlich, dass die Stopfen der Zugange der Druckausgleichskanale diese nur nach
extern verschliel3en. Eine Unterbrechung der Druckausgleichskanéale fand durch das
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Einbringen der Stopfen nicht statt. In der Ricksprache mit dem Hersteller ibidi GmbH
bestétigten sich diese Erkenntnisse. Folglich lag sowohl ein Kontakt der beiden Kanéle
Uber die Glasmembran als auch zusatzlich Uber die beiden Druckausgleichskanéale
vor. Die Integration dieser zusétzlichen Druckausgleichskanéle erfolgte durch den
Hersteller auf Grund der starken Anfalligkeit der Glasmembran fir

Druckschwankungen und daraus resultierenden Briichen der Glasmembran.

Abbildung 11: Membranslide; Draufsicht; Kanéle blau gefarbt

1: Druckausgleichskandle; 2: Zugang zu Druckausgleichskanal (mit Stopfen verschlossen); 3: oberer
Kanal; 4: unterer Kanal; 5: Membran (von schwarzer Fassung umrandet); 6: Zugang zu oberem Kanal;

7: Zugang zu unterem Kanal

Die Trennung der beiden gro3en Kanale war jedoch essenziell fir die Messung der
Diffusion eines Tracers aus dem unteren in den oberen Kanal durch die Zellschicht.
Somit galt es, die Druckausgleichskanéle im Experimentverlauf zu verschlie3en. Als
praktikabel erwies sich hierbei die Verwendung von handelsiblichem Baustoffsilikon
(vgl. Kapitel 2.1.3, S. 17 und Abbildung 10, S. 26). Am Tag des Diffusionsversuchs,
ublicherweise dem 1. oder 2. Tag nach Aussaat der Zellen, wurde die Pumpe gestoppt.
Anschliel3end wurden die Perfusionsschlauche mit einer Plastikklemme abgeklemmt,
die Pumpe diskonnektiert und beides unter die Sterilsicherheitswerkbank transferiert.
Die Stopfen der Zugange der Druckausgleichskanale wurden entfernt. Eine spezielle,
an der Spitze abgerundete Pipettenspitze, sog. ,bevelled tip“ gemal der Empfehlung
der Herstellerfirma ibidi GmbH, wurde an der groRen Offnung um circa 1 cm in der
Lange gekdrzt und mit Silikon befillt. Dann wurde eine 1 mL Spritze mit Luft befullt
und auf die Pipettenspitze aufgesetzt. Durch Druck auf den Kolben konnte das Silikon
bis zur spitzen Offnung gedriickt werden. Nun wurde die Pipettenspitze auf den
Zugang der Druckausgleichskanéle aufgesetzt. Durch fortgesetzten Kolbendruck
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wurde das Silikon gleichmaRig in beide Richtungen der Kanéle gedruckt. Mit Erreichen
der ersten Kurve wurde dies beendet. Nach Abschluss wurden die Stopfen der
Druckausgleichskanéle wieder aufgesetzt. Unter dem Mikroskop wurde kontrolliert,
dass das Silikon den Kanal in voller Breite ausfillt. Wahrend der Perfusionsversuche

konnte keine Veranderung des Silikonfullstandes beobachtet werden.

2.7.4 Etablierung der Gaschromatographie

Mittels Gaschromatographie kdnnen durch einen Flammenionisationsdetektor (FID)
gasformige Substanzen nachgewiesen werden. Detektiert wird hierbei zunéchst der
Stromfluss [pA], welcher die Hohe eines Peaks definiert. Unter Einbezug der Zeit ergibt
sich die Peakflache [pAs], welche als priméres Messergebnis verwendet wurde. Die
automatisierte Auswertung der Peaks wurde visuell vor allem im Hinblick auf die
Abgrenzung zu den nachstgelegenen Peaks uUberprift. Bei Bedarf wurde manuell
korrigiert.

Um die einzelnen Messungen in den Versuchsaufbau integrieren zu kbnnen, mussten
mehrere Aspekte gleichzeitig beachtet werden. Erstens sollte die Tracersubstanz
einen gut identifizierbaren Peak in der Messung mittels Gaschromatographie
produzieren. Dies trifft auf Substanzen zu, welche einen geringen Gasdruck haben und
brennbar sind. Fur den Ubergang eines Tracers aus der fliissigen in die gasformige
Phase, wie es in dem entwickelten Aufbau nétig war, ist ein niedriger Dampfdruck
erforderlich. Sowohl Diethylether (859 hPa Dampfdruck bei 30 °C) als auch das
anasthesiologisch relevantere Sevofluran (422,6 hPa Dampfdruck bei 36 °C) waren
geeignet. Gleichzeitig waren die jeweils erzeugten Peaks in der Gaschromatographie
ausreichend voneinander entfernt und klar von weiteren, in jeder Messung
vorkommenden Peaks abzugrenzen. Diese weiteren Peaks resultierten beispielsweise
aus dem Perfusionsmedium oder dem verwendeten 2-Komponenten-Epoxidharz. Die
Dauer einer Einzelmessung sollte einen mdglichst hochfrequenten Messzyklus
durchfihrbar machen, welcher logistisch zu realisieren war. Unter diesen Bedingungen

wurde die nachfolgende Methode erstellt (vgl. Tabelle 8, S. 29).
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Tabelle 8: Ubersicht GC-Messmethode

Run Time [min] 2

Inlet Temperature [°C] 130

Back Detector Heater [°C] 250

N2 Makeup Flow [mL/min] 25

H2 Flow [mL/min] 30

Air Flow [mL/min] 400

Data Rate [Hz] 20

Column J&W Scientific 125-1334; DB 624
Length [m] 30

Inner Diameter [mm] 0.53
Capillary Tubing Fused Silica
Film Thickness [um] 3

Pressure [kPa] 32.26

Flow [mL/min] 4.3551
Average Velocity [cm/s] 39.017
Holdup Time [min] 1.2815

2.7.5 Kalibration zur Umrechnung von pAs in ppm

Mittels externer Kalibrierung wurde eine Quantifizierung des Gehaltes an Ether und
Sevofluran in den gasférmigen Proben aus dem Raum Uber der Glasmembran im
Membranslide erstellt. Dabei wurde mittels dreier Messreihen ein Mittelwert flr den
Regressionskoeffizienten zur Umrechnung zwischen pAs und ppm gebildet. Darauf

basierend erfolgte die Umrechnung der Messergebnisse mit der nachfolgend

genannten Regressionsgleichung.

Regressionsgleichung: ¢ [ppm] = b x Signal [pAs]

Regressionskoeffizienten: b (Ether) = 4,09; b (Sevofluran) = 3,51

In der folgenden Abbildung 12 auf Seite 30 sind die Messreihen der Kalibrierung

dargestellt. Zusatzlich ist zur Visualisierung des linearen Zusammenhangs zwischen

pAs und ppm fur die beiden Tracer die jeweilige Trendlinie eingezeichnet.
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Abbildung 12: Zusammenhang zwischen Signal des Flammenionisationsdetektors (FID) [pAs] und
Gaskonzentration [ppm]
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2.8 Entwickelte Methode

2.8.1 Vorbereitung des Membranslides

Auf Basis der Methodenentwicklung (vgl. Kapitel 2.7, S.24ff) wurde folgender
Versuchsaufbau konstruiert: Das Membranslide wurde mit dem Schlauchsystem flr
12 h in den Inkubator gestellt. Vor Verwendung erfolgte eine mikroskopische Kontrolle
der Glasmembran. Dann wurde das Membranslide unter der Sicherheitswerkbank in
eine sterile Zellkulturschale transferiert. Es wurde kontinuierlich auf ein méglichst
hohes Mal3 an Sterilitat geachtet. Gemald Herstellervorgaben (26,27) wurden beide
Kanale mit Kollagen IV (Artikel 354233 von Corning Inc., vgl. Tabelle 6, S. 18))
beschichtet. Nach 30 min bei Raumtemperatur wurden beide Kanale mit
Zellkulturmedium (vgl. Tabelle 3, S. 17,) gespult. Darauf wurden HUVEC mit einer
Konzentration von 2 Millionen Zellen pro Milliliter im unteren Kanal ausgesat.
AnschlieBend wurde das Slide im invertierten Zustand fur 2 h in den Brutschrank
(37 °C; 5 % CO2) gestellt. Bevor der Anschluss an das Pumpsystem erfolgte, wurden
die Zellen im Slide mikroskopisch kontrolliert. Es wurde auf ausreichend dichtes
Anwachsen der Zellen geachtet.

Das Membranslide wurde in einem Inkubator (5 % CO2; 37 °C) an die Pumpe
angeschlossen und die Atmosphéare mittels Narkosegerat und Kapnometer kontrolliert
(vgl. Kapitel 2.1.2, S. 16). Die Perfusion wurde schrittweise gesteigert (vgl. Tabelle 9,
S. 32). Ab diesem Zeitpunkt erfolgte circa alle 12 h ein Wechsel des
Perfusionsmediums. Es wurde eine Zellkonfluenz von 100% abgewartet, definiert als
der Zeitpunkt, an dem eine Flache zu 100% von Zellen bedeckt ist und keine Licken
zwischen den Zellen bestehen. Dann wurde der weitere Aufbau des Experiments
gestartet. Dafuir wurde die Perfusion kurzzeitig gestoppt und zunéchst die
Gasanschlisse eingebaut (vgl. Kapitel 2.7.2, S. 25). Anschlie3end erfolgte der
Verschluss der Druckausgleichskanale mit Silikon (vgl. Kapitel 2.7.3, S. 26). Das
Membranslide mit Zellkulturschale wurde auf einer Hebebilihne platziert, sodass es
sich 7,7 cm Uber dem Fullstand in den beiden Reservoirs der Pumpe befand (vgl.
Abbildung 13, S. 32). In jedem Reservoir befand sich circa 7 mL Zellkulturmedium.

Nun wurde die Perfusion fortgesetzt.
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Abbildung 13: Schema fur Hohenverhaltnis zwischen Fillstand in Reservoirs und Membranslide

1. Membranslide; 2: Hebebihne (héhenverstellbar); 3: Zuleitung Perfusionsmedium; 4: Ableitung

Perfusionsmedium; 5: Pumpe; 6: Reservoire mit Perfusionsmedium gefillt (lila); 7: Hohendifferenz

zwischen Fullniveau Reservoirs und Membranslide

Tabelle 9: Ubersicht tiber Pumpenkonfiguration

Dauer [min] Scherkraft [dyn/cm?] Druck [mbar]
60 2 6
60 5 12
unbegrenzt 10 25

2.8.2 Ablauf eines Diffusionsversuches

Zunachst wurde der

Pumpendruck auf 10mbar

herabreguliert, was laut

Herstellerangaben einer Scherkraft von 4 dyn/cm? entspricht. Diese Kraft entsteht

durch den Fluss des Perfusionsmediums im Kanal. Danach wurde die Freiheit von

Flissigkeit des oberen Kanals sichergestellt. Nun wurde eine Vorverdinnung des

Tracers erstellt, um dann das gesamte zirkulierende Zellkulturmedium auf eine

Konzentration von 0,1 pL Tracer pro mL zu bringen. Auf Grund des Experimentaufbaus

konnte die Zugabe des Tracers jedoch nur zur Perfusionsflissigkeit in den beiden

Reservoirs erfolgen. Die Ubrige Flussigkeit in den Schlauchen wurde bei Start der

Pumpe schrittweise in das Reservoir gepumpt, bis eine vollstdndige Vermischung

erreicht wurde. Als Tracer kamen Sevofluran und Diethylether zum Einsatz. Die
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Zeitmessung wurde mit anschlieBendem Start der Perfusion begonnen. Die
Probenabnahme von 50 pL Luft erfolgte zunachst bei Minute 1, dann alle 3 Minuten
bis Minute 40, jeweils mittels gasdichter Spritze Uber die abfihrende 60 cm
Glaskapillare. Vor einem erneuten Diffusionsversuch wurde jeweils eine
Leerwertprobe bestimmt, um sicherzugehen, dass die Ergebnisse nicht durch noch
vorhandene Tracer beeinflusst werden. Pro Membranslide wurden 6-8

Versuchsdurchlaufe, verteilt auf 3-4 Tage, durchgefihrt.

2.8.3 Auswertung der Diffusionsversuche

Als primarer Outcome wurde die Entwicklung der Tracerkonzentration in der Gasphase
Uber die Zeit beobachtet. Das Experiment wurde auch mit unbeschichteten oder nur
beschichteten, aber immer zellfreien Membranslides durchgefuhrt (,Leerwerte®).
Zusatzlich wurde der Wert Tmax [min] eingefuhrt (vgl. Abbildung 14, S. 33). Dieser
wurde definiert als Zeitpunkt, an welchem die Konzentration des Tracers den héchsten
Wert im Experiment erreichte. Zur Berechnung wurde jeder Versuchsdurchlauf einzeln
als Annaherung durch eine Funktion 2. Ordnung (f(x) = a x? + c¢) abgebildet und die
erste Ableitung (f"(x)) davon erstellt. Deren Nullstelle (f* (0)) ergab dann den Tmax -Wert

in Minuten.

Tracerkonzentration [ppm]

L 3

Abfall Tracerkonzentration

Zeit T [min]

Tmax

Abbildung 14: Definition der Tmax [min] in Bezug auf die Tracerkonzentration [ppm] und Darstellung des
Abfalls der Tracerkonzentration
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Mittels eines Versuches, bei dem zu Minute O der Tracer Ether und bei Minute 40 der
Tracer Sevofluran dem Experiment hinzugefligt wurde, wurde die Interaktion der

beiden Tracer miteinander genauer untersucht.

Alle relevanten Daten zu den Versuchsdurchlaufen wurden in einer Exceldatei
zusammengefasst und anschlieBend mittels SPPS und Phoenix analysiert. Mittels
Kolmogorow-Smirnow-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. Anschliel3end

wurden die Ergebnisse im Rahmen einer einfaktoriellen Varianzanalyse untersucht.

2.9 Pharmakokinetisches Modell und Simulation

In Zusammenarbeit mit Dr. Michael Gruber (Leiter Forschungslabor, Klinik for
Anasthesiologie, Universitatsklinik Regensburg) wurde in Phoenix auf Basis der
experimentell gewonnenen Daten der Tracerdiffusion ein 2-Kompartimenten-Modell
entwickelt (vgl. Abbildung 15, S. 35). Dabei wurde die Diffusion eines Tracers
dargestellt, welcher mit einer gewissen Verzdgerung (Tlag) in den unteren, flissigen
Kanal (C_L) kommt und aus diesem in den oberen, gasformigen Kanal (C_G)
diffundiert. Wie bereits beschrieben (vgl. Kapitel 2.8, S. 31) erfolgte im oberen Kanal
eine Konzentrationsmessung (CObs). Zusatzlich bestand ein Austausch mit der
Atmosphéare (A_Atmos), da der obere Kanal wahrend des Experiments dauerhaft offen
war. Zusatzlich sind zwei Parameter dargestellt, welche den bidirektionalen Austausch
zwischen den beiden verbundenen Kompartimenten (Q_L_G) bzw. der Elimination in
die Umwelt (CL_G_A) darstellen. Die Bedingungen Gel + Zellen, nur Gel und keine

Beschichtung wurden als Cofaktoren definiert.

34



Tracer

Einfluss I:Q
Cofaktoren S

{ A_Atmos \

Abbildung 15: Grafische Darstellung 2-Kompartimentemodell

Es wurde eine Kurvenannaherung (Iteration) an die experimentell erhobenen
Diffusionswerte durchgefuhrt auf Basis der nachfolgenden Startbedingungen (vgl.
Tabelle 10, S. 35):

Tabelle 10: Startbedingungen fir Iteration

Bezeichnung Startwert
Start Time [min] 0
Duration [min] 100
tvW_L [L] 0.016
tvTlag [min] 8
twW_G [L] 0.4
tvQ_L_G [L/min] 1
tvCL_G_A [L/min] 0.01

Auf den Ergebnissen der Iteration basierend wurde eine Simulation der
Tracerkonzentration mit 1000 Durchlaufen fir jeden der 3 Cofaktoren bei beiden
Tracern (Ether bzw. Sevofluran) durchgefuhrt. Es wurde festgelegt, dass die
Cofaktoren in der Simulation nur den Austausch zwischen fliissiger und gasférmiger
Phase (Q_L_G), nicht aber die Zeitverzogerung des Tracers (Tlag), den Austausch
zwischen Gasphase und Atmosphére (CL_G_A) und das Gas-/ Flussigkeitsvolumen

beeinflussen diirfen.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswertung der Zellformen unter Perfusion

In der nachfolgenden Abbildung 16 werden die Ergebnisse aus den Versuchen zur
Zellausrichtung unter Perfusion dargestellt (vgl. Kapitel 2.6, S. 21). Hier wurde der
Median fur den Betrag der X-Komponente der langen Halbachse des Ellipsoids (Vektor
C) beziehungsweise der Zellen (vgl. Abbildung 8, S.24) gebildet. Anschliel3end wurde
dieser gegen die Versuchsdauer aufgetragen. Eine Konzentration von 1,5 Mio. und
eine von 0,8 Mio. Zellen pro Milliliter wurde hier gemeinsam visualisiert. In der frihen
Phase (0h-53h) befand sich der Median der X-Komponente der langen Halbachse
(Vektor C) beider Zellkonzentrationen im gleichen Bereich von circa 0,9. Hier bestand
kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (p > 0,05). In der
spaten Phase (54h-93h) gab es einen Unterschied zwischen den beiden Gruppen,
welcher grenzwertig zur Signifikanz (p = 0,057) war. Der Median der Gruppe mit 1,5
Mio. Zellen pro mL lag konstant nahe einem Wert von 1 fur die X-Komponente der
langen Halbachse (Vektor C).

1,00 @08 Mic. Zellen pro mbL
. ¢ o L @15 Mio. Zellen pro mL
a0 L] -

J=in}

40

20

Betrag X-Wert Ellipsoid-Achse C (Median)

0o
0 10 20 30 40 50 &0 70 a0 a0 100

Versuchsdauer [h]

Abbildung 16: Entwicklung der Zellausrichtung wéhrend Perfusion bei unterschiedlicher initialer
Zellkonzentration
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3.2 Auswertung der Tracerdiffusion in einem Membranslide

In Abbildung 17 ist eine Aufnahme der porésen Glasmembran im Ganzen zu sehen.
Hierbei wird deutlich, dass der gesamte Bereich homogen von einer Schicht aus
Endothelzellen Gberzogen ist. Beim nachfolgenden Bild (vgl. Abbildung 18, S.38)
handelt es sich um eine VergroRerung aus der Abbildung 17. Dabei sind besonders
die Zellen gleichzeitig mit den in der Glasplatte vorhandenen Loéchern sichtbar (vgl.
auch Abbildung 28, S. 48). Dies ist beweisend dafir, dass die Zellen sich an der
richtigen Stelle in adaquater Konzentration befanden und damit die Vorbedingung fur

einen Perfusionsversuch erfillt waren (vgl. Kapitel 1.8, S. 14).

Abbildung 17: Mikroskopaufnahme der Membran mit konfluenter HUVEC-Schicht; in der Mitte Artefakt
(Streifen)
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Abbildung 18: VergroéRerung aus Abbildung 17; Zellen (Rechteck) und Locher (Punkte) je exemplarisch
markiert; auf Membran gleichzeitig sichtbar

Auf Basis der entwickelten Methode (vgl. 2.8, S. 31) wurden die folgenden Ergebnisse
der Tracerdiffusion erhoben:

In Abbildung 19 (vgl. S. 39) sind die Absolutwerte der Diffusion der beiden Tracer
dargestellt, hinter jeder Kurve stehen 3-4 einzelne Versuchsreihen. Hierbei ist zu
erkennen, dass bei beiden Tracern erst ab Minute 7 ein Wert gemessen werden kann.
Alle Kurven steigen anschlie3end zu ihrem Maximum an und fallen anschlieRend ab.

Dieser absolute Maximalwert ist bei Ether um Faktor 4-5 gréf3er als bei Sevofluran.
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Abbildung 19: Absolutwerte der Tracerdiffusion bei verschiedenen Membranzustanden

Bei den Versuchen konnten vereinzelt deutlich abweichende Ergebnisse der
Tracerkonzentration gemessen werden (vgl. Abbildung 20, S. 39). Diese traten
hauptséachlich bei Sevofluran auf und unterschieden sich um circa Faktor 3. Wie zu
erkennen ist, war der relative Verlauf der Tracerdiffusion im Vergleich zu den Ubrigen

Durchlaufen nicht beeinflusst.

Versuch
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Abbildung 20: Zeitabh&ngige Entwicklung der absoluten Sevofluran Konzentration in den Versuchen mit
Zellen



In Abbildung 21 (vgl. S. 40) ist eine zeitlich enge Abfolge eines Durchlaufs mit Ether
gefolgt von einem Durchlauf mit Sevofluran dargestellt. Hier wurde bei Minute O Ether
und bei Minute 40 Sevofluran hinzugegeben. Zunachst steigt ab Minute 7 die
Konzentration des Ethers im oberen Kanal bis zu seinem Maximum an und fallt
anschlieBend ab. Bei Minute 46 ist ein weiterer Anstieg bei der Etherdiffusion zu
erkennen. Anschlie3end steigt ab Minute 49 auch der gemessene Wert des Sevofluran
an. Es ist zu erkennen, dass beide Tracer ihr Maximum sowohl zu der Ublichen

Abnahmezeit als auch in der Ublichen absoluten Hohe erreichen.

Klassifizierung

2.000 Ether chne Gel ohne Zellen

Sevofluran ohne Gel ohne
Zellen

1.200

1.000

Konzentration [ppm]

500

0 10 20 30 40 S0 60 70 g0 a0

Abnahmezeit [min]

Abbildung 21: enge zeitliche Abfolge zwischen der Diffusion von Ether und Sevofluran

Als Reaktion auf diese Erkenntnisse wurde folglich der Verlauf der Tracerkonzentration
relativ zum Maximalwert des jeweiligen Versuchdurchlaufs analysiert. In der Abbildung
22 und Abbildung 23 (vgl. S. 41) ist fur die beiden Tracersubstanzen Ether und
Sevofluran jeweils unter den verschiedenen Membranbedingungen (vgl. Cofaktoren)
die Entwicklung der Tracerkonzentration in der Gasphase des oberen Kanals relativ
zum Maximalwert der Tracerkonzentration des jeweiligen Versuchdurchlaufs tber den

gesamten Versuchszeitraum von 40 Minuten aufgetragen.
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Abbildung 22: Entwicklung der Etherkonzentration relativ zum Maximalwert bei unterschiedlichen
Membranzustanden
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Abbildung 23: Entwicklung der Sevoflurankonzentration relativ zum Maximalwert bei unterschiedlichen
Membranzustanden

Bei Betrachtung der Graphen erkennt man, dass bei beiden Substanzen kein Wert im

Zeitraum zwischen Minute 0 und 4 messbar war. Bei beiden Tracern folgt nach

Erreichen des Maximums ein Abfall der Konzentration bis zum Ende des Experiments

bei Minute 40. Hier konnte kein statistisch signifikanter Unterschied (p > 0,05)

hinsichtlich der beiden Tracer und der unterschiedlichen Membranzustande (leere
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Membran; mit Coating; mit Zellen) festgestellt werden. Die Mittelwerte der maximalen
Tracerkonzentration (Tmax) befanden sich in dem Bereich zwischen 17,7 und 19,5
Minuten fur Ether und 14,5 und 18,4 Minuten fur Sevofluran (n = 4 - 5). Es zeigte sich
zwischen den verschiedenen Membranzustdnden wie auch in Bezug auf die
unterschiedlichen Diffusionssubstanzen kein statistisch signifikanter Unterschied (p >
0,05) (vgl. Abbildung 24, S.42).

25

IR S

Tmax [min]

Ether chne Gel Ethermit Gel  Ether mit Gel Sevofluran Sevofluran mit  Sevofluran mit
ohne Zellen ohne Zellen mit Zellen ohne Gel ohne Gel ohne Zellen  Gel mit Zellen
Zellen

Klassifizierung

Abbildung 24: Vergleich der Tmax (Mittelwerte inkl. Streuungsbereich) untereinander zwischen den

verschiedenen Versuchsbedingungen

3.3 Ergebnisse von pharmakokinetischen Modell und Simulation

Nachfolgend ist zun&chst die Iteration der Konzentrationskurven an die in dieser Arbeit
gemessenen Konzentrationen beispielhaft dargestellt (vgl. Abbildung 25, S. 43). Fur
die Iteration musste mit der Konzentrationseinheit [nmol/L] im Gegensatz zur sonst
verwendeten Einheit [ppm] gearbeitet werden, weswegen diese hier auf der y-Achse
aufgefuihrt ist. AnschlieRend folgen die tabellarisch dargestellten Ergebnisse der
Iteration (vgl. Tabelle 11, S. 44). Die genannten Parameter beziehen sich hierbei auf
die Abbildung 15 auf Seite 35. Ein vorgestelltes ,tv* steht hierbei fur ,typical value®, ein
,d“ fur den Einfluss des Cofaktors auf den jeweiligen Parameter. Bei den beiden
Einflussfaktoren ,Q L G*“ und ,CL_G_A" meint der ,tv“-Wert jeweils den Standard

42



ohne Gel ohne Zellen. Der Parameter dQ_L_G (Austausch zwischen flissigem und
gasférmigem Kompartiment) zeigt den jeweiligen Einfluss der Cofaktoren (z.B. Ether
mit Gel mit Zellen) auf den Austausch zwischen den Kompartimenten an. Die
Berechnung basiert auf folgender Funktion:

A = tvA X exp (dA(Klassifizierung)

A = analysierter Parameter, z.B. Elimination in die Umwelt; tvA = typischer Wert fur A,
dA = Abweichungstendenz von A

Es wird deutlich, dass wenn der Parameter dA (Cofaktor) - 0; dann entspricht A den
typischen Werten (tvA). Der untersuchte Cofaktor (Gel/Gas/Zellen) hat also nur einen
geringen Einfluss auf den Parameter. Wenn hingegen dA (Cofaktor) # 0; zeigt dies mit
steigendem Wert einen zunehmenden Einfluss des entsprechenden Cofaktors an.

Die Simulation wurde basierend auf den Ergebnissen der Iteration getrennt fur Ether

und Sevofluran durchgefihrt, nachfolgend sind die Ergebnisse tabellarisch dargestellt.

8E+04
6E+04 4
rot: Rohdaten
404 blau: Iteration
2E+044
0 - - - - ' Zeit [min]
0 20 40 60 80 100

Abbildung 25: beispielhafte Iteration bei Ether
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Tabelle 11: Ergebnisse der Iteration

Parameter Ether Sevofluran
tvW_L [L] 0.016 0.016
tvTlag [min] 8 8

tvW_G [L] 0.18 0.74
tvQ_L_G [L/min] (ohne Gel ohne Zellen) 1.00 1.02
dQ_L_G (mit Gel ohne Zellen) 0.004 -0.014
dQ_L_G (mit Gel mit Zellen) -0.002 0.043
tvCL_G_A [L/min] (ohne Gel ohne Zellen) | 0.006 0.03

Im Nachfolgenden (vgl. Abbildung 26f, S. 44f) sind nun die Mediane der simulierten

Konzentrationswerte der beiden Tracer Ether und Sevofluran dargestellt. Die Kurven

steigen auf ihren Maximalwert an, nachdem sie die ersten Minuten bei null sind und

fallen anschlieRend dauerhaft ab.

2000 —
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800 —

Mediane Konzentration [ppm)

400 —
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-—---- Ether mit Gel ohne Zellen

—— Ether mit Gel mit Zellen
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Abbildung 26: Mediane Konzentrationen der Simulation mit Ether
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Abbildung 27: Mediane Konzentrationen der Simulation mit Sevofluran

In der Simulation befanden sich die Tmax- Werte im Bereich 15 - 16 Minuten fir Ether

und 13 - 14 Minuten fir Sevofluran.
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4 Diskussion

4.1 Endothelzellkultivierung

Um den Prozess der Kultivierung von Endothelzellen unter Flussbedingungen zu
etablieren (vgl. 2.6, S. 21), wurde das ,u-Slide VI 0.5 Glass Bottom* (ibidi GmbH)
verwendet, um einen ahnlichen Untergrund (Glass) fur die Zellkultivierung zu
verwenden wie im spateren Membranslide. Hier war es Ziel eine Ausrichtung der
Zellen linear zum Fluss sowie eine Elongation beobachten zu kodnnen. Diese
Veranderungen entsprechen einerseits physiologischen Verhaltnissen, andererseits
werden dadurch Zellstoffwechsel und Permeabilitat beeinflusst (28).

Wie beschrieben (vgl. 2.7.1, S. 24) scheiterte die direkte Ubertragung der Methode der
HUVEC-Kultivierung von dem verwendeten ,u-Slide VI 0.5 Glass Bottom®* zum
Membranslide. Unerwartet, da allein der Aspekt der Porositat das Membranslide vom
,M-Slide VI 0.5 Glass Bottom“ unterscheidet. Dies wurde auch nicht durch eine
verlangerte Zeit zum Anwachsen der Zellen ermdglicht, sondern erst durch den
Wechsel auf ein humanes Kollagen IV als Coating-L6sung erreicht. Vermutlich waren
also die Locher als einziger unterscheidender Parameter verantwortlich fir das Nicht-
Anwachsen der Zellen auf dem Gelatine-Coating. Zuséatzlich erwies sich auch die
Herkunft des Kollagen IV als relevant. Scheinbar fuhrte die unterschiedliche Herkunft
des Kollagens zu unterschiedlicher Reaktion der Endothelzellen und verhinderte oder
unterstitzte (wie bei Kollagen IV aus humaner Quelle) deren Anwachsen auf der

Glasmembran.

4.2 Zellausrichtung unter Perfusion

Die Auswertung der Zellausrichtung unter Perfusion (vgl. Abbildung 16, S. 36) erfolgte
mit Hilfe des Parameters C X. Ein Wert von 0,5 (gemittelt Gber alle Zellen) wirde einer
zufalligen Ausrichtung der Zellen entsprechen. Nahert sich der Wert 1 an, erfolgt eine
Ausrichtung parallel zum Fluss. Mit den erhobenen Ergebnissen im Bereich von 0,9
konnte also eine deutliche Ausrichtung der Zellen parallel zum Fluss des Zellmediums
gezeigt werden. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

beiden initial ausgebrachten Zellkonzentrationen nachgewiesen werden. In der Serie
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mit 0,8 Mio. Zellen pro mL existiert ein Wert bei 67 h, welcher aus dem eigentlich zu
erwartenden Ergebnisbereich fallt. Hierbei gilt es zu bedenken, dass der
softwarebasierten Auswertung manuell angefertigte Digitalaufnahmen zugrunde
liegen. Diese wurden durch eine an ein Lichtmikroskop angeschlossene Digitalkamera
aufgenommen. Es war hierbei auf Grund des experimentellen Settings nicht mdglich
sicherzustellen, dass immer der exakt gleiche Ausschnitt der Zellschicht fotografiert
wurde. Vor allem im Bereich der Ein- und Ausleitung des Perfusionsmediums in den
Perfusionskanal gibt es bauartbedingt verstarkt Turbulenzen und dadurch vermutlich
auch eine verminderte Ausrichtung der Zellen. Grundsatzlich lasst sich jedoch
festhalten, dass bei beiden Zellkonzentrationen von Beginn eine Ausrichtung parallel
zum Fluss gegeben war.

In den durchgefuhrten Perfusionsversuchen zeigte sich optisch, dass es nach einer
initialen Ausrichtung und Elongation der Endothelzellen wieder zu einem Rickgang
dieses Prozesses kommt. Dieser subjektive Eindruck liel3 sich beim Blick in die
Literatur bestatigen. So haben auch die Kollegen Fey et al. an HUVEC unter
kontinuierlicher Perfusion zeigen konnen, dass es bereits nach 24 h zu einem
Ruckgang der Zellelongation bei fortgesetzter Scherkraft durch Perfusion kommen
kann (29). Die erzeugten Scherkrafte waren hierbei vergleichbar mit denen, welche fir
das entwickelte BAB-Model angewendet wurden. Eine mogliche Erklarung fir den
Ruckgang der Zellelongation kénnte sein, dass mit der Zeit die Zell-Zell-Kontakte
zunehmend starker ausgebaut werden. Dadurch koénnte moglicherweise die
Anfalligkeit der einzelnen Zelle fur den Fluss von Zellkulturmedium reduziert sein und
dadurch die Notwendigkeit sich parallel zum Fluss auszurichten nicht mehr gegeben
sein. Hiermit wird auch nochmal der enge Zusammenhang zwischen auf die Zelle

wirkender Scherkraft und Zellphysiologie, bzw. -morphologie deutlich.

4.3 Umgang mit Glasmembran

Wie bereits zuvor dargestellt erwies sich die porése Glasmembran als Schwachstelle
im entwickelten Experimentaufbau (vgl. Kapitel 2.7.3, S. 26). Fur deren Schutz wurden
in der verwendeten Version des Membranslides Druckausgleichskanale eingebaut,
welche verschlossen werden mussten (vgl. Kapitel 2.7.3, S. 26). Dadurch wurde die
Anfalligkeit der Membran zu brechen noch einmal erhéht. Kritische Zeitpunkte fir

einen Bruch waren vor allem das erneute Befiillen des unteren Kanals mit
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Perfusionsmedium, wenn dieser leer geworden war. Grinde hierfir waren
beispielsweise eine Undichtigkeit des Systems, zu niedrige Perfusionsdriicke oder ein
falsches Hohenverhaltnis zwischen Fillstand im Perfusionsreservoir und der Offnung
des Gaskanals (oberer Kanal) zur Umwelt (vgl. Abbildung 13, S. 32). Ein zweiter
kritischer Zeitpunkt fur die Membran war das Leeren des Gaskanals von Flissigkeit.
Hierbei musste teilweise mit positivem Druck im Gaskanal gearbeitet werden. Dies
fuhrte in Einzelfallen (dreimal von ca. 20 Versuchen insgesamt; jeweils Verlust von ca.
2-4 Tagen Arbeit) zum Bruch der Membran.

Um die Intaktheit der Glasmembran sicherzustellen, wurde zu Beginn bei jedem
Membranslide eine optische Kontrolle mittels Durchlichtmikroskopie durchgefihrt.
Wenn im spéateren Verlauf eines Experiments ein Bruch entstand, war es nicht mehr
moglich den oberen Kanal von Flussigkeit zu befreien. Somit war sichergestellt, dass
nur Daten erhoben werden konnten, wenn die Membran intakt war. In Abbildung 28 ist
eine intakte Membran dargestellt, welche zentral Gber den gelochten Bereich verfugt.
In der Abbildung 29f ist dann zum Vergleich dargestellt, auf welch unterschiedliche
Weisen sich der Bruch der Membran optisch prasentierte.

Abbildung 28: intakte Glasmembran in der Fassung (schwarz), 10-fach vergréert
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Abbildung 29: porése Membran im Bild intakt, jedoch aus Fassung herausgebrochen und rotiert, 10-
fach vergroRRert

Abbildung 30: Membran mit quer verlaufender Bruchlinie inklusive scharfkantigem Bruchstiick, 10-fach
vergroRert
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4.4 Entwicklung eines geeigneten Messzyklus

Fur die Analyse der Gasproben durch die Gaschromatographie war es essenziell, den
oberen luftgeflllten Kanal des Membranslide tiber die gesamte Lange eines Versuchs
frei von Flussigkeit zu halten. Die Idee, einen Luftstrom in diesem Kanal anzulegen,
musste verworfen werden. Grund war, dass die verwendeten Perfusoren in
luftgefllltem Zustand einen leicht oszillierenden Druck auszuiben schienen. Zwar
ermoglichte dies, Wassertropfen aus dem oberen Kanal leichter herauszudriicken,
beides zusammen fuhrte jedoch zu stark schwankenden Luftflissen und somit zu
unplausiblen Messergebnissen. Schlussendlich lie3 sich ohne Gasfluss und allein
durch die Hohenverstellung des Membranslides im Vergleich zur Pumpe, inklusive der
Fullstande der Reservoirs, eine ausreichend konstante Flissigkeitsfreiheit des oberen
Kanals erreichen (vgl. Abbildung 13, S. 32). Ebenso zeigte sich, dass ein konstanter
Zeitabstand zwischen den Einzelmessungen des jeweiligen Experiments wichtig ist.

Nur so wurden die Ergebnisse vergleichbar.

4.5 Interaktion zwischen Tracern, Membranslide und Schlauchsystem

4.5.1 Diffusion der Tracer neben der Glasmembran

Grundlage fiir die Entwicklung eines Blood Air Barrier Model war es, dass die Diffusion
der verwendeten Tracer primér durch die porose Glasmembran inklusive der
aufliegenden Coating- bzw. Zellschicht erfolgt. Es war jedoch zu erwarten, dass auch
daneben Diffusion durch die Wande der Kanéle im Membranslide stattfindet. Zunéchst
konnte hierdurch ein Verlust von Ether bzw. Sevofluran an die Umwelt stattfinden.
Andererseits konnte auch eine Diffusion in den oberen luftgefillten Kanal direkt
erfolgen. Hierdurch kdme es zu falsch positiven Messergebnissen. Vor allem bei
Sevofluran ist eine Diffusion in das umgebende Plastik naheliegend auf Grund der
Lipophilie.

Im Verlauf der Methodenentwicklung wurde diese Problematik frih identifiziert. Es
wurde nach Madglichkeiten gesucht, die porose Glasmembran als Ort der
Tracerdiffusion auszuschalten. Somit kdnnte der Umfang der Diffusion Uber andere
Wege genauer erhoben werden. Aktuell ist jedoch kein &hnliches Produkt eines Slides

mit zwei kreuzenden Kanalen und einer durchgéangigen Glasmembran (ohne Ldcher)
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auf dem Markt verflgbar. Eine direkte mechanische Beeinflussung der Glasmembran
schied auf Grund der Empfindlichkeit aus. Es wére mit einem sofortigen Bruch
derselben bei Manipulation zu rechnen. Daher wurde dieser Ansatz als nicht
zielbringend angesehen und unterlassen. Dennoch erfolgt ein Hinweis auf die
Moglichkeit einer Diffusion neben der Membran, wenngleich der potenzielle Fehler

dadurch als gering einzuschatzen ist.

4.5.2 Tracerdiffusion in Membranslide und Schlauchsystem

Die Problematik der lipophilen Eigenschaften vor allem des Sevoflurans, aber auch
des Diethylethers wurden bereits im vorhergehenden Kapitel angesprochen. Eine
weitere Folge dessen ist, dass es vermutlich zu einer dauerhaften Diffusion in
unterschiedlicher Starke und wechselnder Richtung zwischen den Kompartimenten
Perfusionsmedium, Plastik (Membranslide bzw. Schlauche) und Umgebung kam, wie
in Abbildung 31 dargestellt.

Umgebung: Plastik: Perfusionsmedium:
Volumen unbegrenzt Volumen limitiert zirkuliert; Volumen
limitiert

Abbildung 31: schematische Darstellung der Diffusionsvorgange zwischen den Kompartimenten im
Modell

Besonders zu bedenken ist hierbei, dass die Tracer, welche in die Umgebung
diffundieren, unendlich verdinnt wurden. Es handelte sich hierbei also um ein offenes
System. Dadurch wurde die Rickdiffusion in das Medium reduziert. Ein weiterer Faktor
war, dass die Konzentration von Sevofluran oder Diethylether im Perfusionsmedium
Schwankungen unterworfen war. Zu Beginn eines jeden Experiments war sie bei null
und hatte danach zunachst einen wellenformigen Verlauf. Auf Grund des
Experimentaufbaus konnte namlich nur die Perfusionsflissigkeit in den beiden
Reservoirs mit Tracer vermischt werden (vgl. Kapitel 2.8.2, S. 32). Die ubrige

Flissigkeit in den Schlauchen wurde bei Start der Pumpe schrittweise in das Reservoir
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gepumpt (= Verdinnung der Konzentration). Das zunehmend verdiinnte
Perfusionsmedium in den Reservoirs wurde fortlaufend dem Schlauchsystem
zugefuhrt, bis eine vollstandige Vermischung erreicht wurde.

Schlussendlich konnte es bei Abnahme der Tracerkonzentration in der
Perfusionslésung zu einer Rediffusion von Tracer aus dem Plastik in die Flussigkeit
und dann in die Gasphase gekommen sein, wodurch die Messergebnisse eine

zeitliche Streckung erfahren hétten.

4.6 Ursachendiskussion des fehlenden Einflusses der Zellen auf die
Tracerdiffusion

In den durchgefihrten Versuchen konnte wie in Kapitel 3.2 auf Seite 37 dargelegt kein
signifikanter Unterschied bezlglich der Diffusion der beiden Tracer unter den drei
Cofaktoren (ohne Gel + ohne Zellen, mit Gel + ohne Zellen, mit Gel + mit Zellen)
nachgewiesen werden. Im nachfolgenden sollen nun moégliche Ursachen dieses

Ergebnis eruiert werden.

4.6.1 Monolayer aus Endothelzellen nicht ausreichend

Moglich ware, dass die Zellschicht einen nicht ausreichenden Diffusionswiderstand
darstellte. Unter physiologischen Bedingungen sind Endothelzellen in Kapillaren
,=aullerhalb der Kernregion nur 0,2 — 0,4 pym dick® (22). In der durchgefihrten Methode
war es nicht moglich die wirkliche Dicke der Zellschicht genauer zu erheben. Eine
Abweichung von physiologischen ZellausmalRen kann daher nicht ausgeschlossen
werden. Es ist aber auch denkbar, dass physiologische Zellverhaltnisse keine
detektierbare Verzogerung der Diffusion bewirken (vgl. Kapitel 4.6.2, S. 52).

Im néachsten Entwicklungsschritt zu einem BAB-Model werden Pneumozyten oder
Lungenfibroblasten hinzugeftigt werden (vgl. Kapitel 4.10.1, S. 56). Vielleicht wird dann

eine Verzogerung der Diffusion detektierbar sein.

4.6.2 Einfluss der chemischen Eigenschaften der Tracer

Bei den beiden verwendeten Substanzen Ether und Sevofluran kdnnen auf Grund ihrer
chemischen Eigenschaften leicht in und durch Materialien diffundieren. Es ist daher
denkbar, dass Tracer, die im Vergleich eine gesteigerte Polaritat haben (z.B.
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Sauerstoff, Kohlenstoffdioxid), nur verzdgert durch Zellen diffundieren wirden. Ebenso
konnte ein geringerer Gasdruck Unterschiede in der Diffusion leichter nachweisen
lassen und so die Methode verbessern. Das Anfluten im Gaskanal wirde langsamer
geschehen. Problematisch ist jedoch, dass die verwendete Gaschromatographie nur
mit brennbaren, gasférmigen Substanzen arbeiten kann. Daher bleibt vorerst nur die
Verwendung von Ether, Sevofluran oder Substanzen mit &hnlichen Eigenschaften (vgl.
Kapitel 2.7.4, S. 28). Einziger Ausweg ware hier das Wechseln der Messmethode
(Wechsel auf eine Messung aus der flissigen Phase mittels HPLC, vgl. Kapitel 4.10,
S. 56).

Noch deutlich schwieriger wirde sich dieses Unterfangen bei Tracern wie CO2 und Oz
gestalten. Besonders wegen des ubiquitaren Vorkommens im Experiment (der
Brutkasten ist standardmaf3ig mit circa 5 % CO:2 gesattigt). Fur die klinische Bedeutung
des Modells ware die Untersuchung der Atemgase wichtig, deren Austausch die

originare Funktion der Lunge darstellt.

4.6.3 Einfluss des Messverfahrens auf Ergebnis

Grundsatzlich ist bei der verwendeten Messmethode (Gaschromatographie) von einer
sehr hohen Genauigkeit auszugehen. Ebenso gibt es eine starke Ubereinstimmung
zwischen den ex ante erwarteten Diffusionsverlaufen und den schlussendlichen
Ergebnissen. Beispielsweise gibt es in der Diffusion der Tracer einen initialen
Zeitverzug von circa 4 Minuten. Dieser dirfte dadurch zustande kommen, dass die
Substanzen erst durch die Pumpe aus den beiden Reservoiren durch das
Schlauchsystem bis zum Membranslide transportiert werden. Eine deutlich friihere
Messbarkeit wirde deswegen irritieren und an der Messmethodik zweifeln lassen.
Durch die Methode bedingt entstehen jedoch einige potenzielle Fehlerquellen.
Beispielweise ist der Gaskanal in den 2 Minuten zwischen zwei Messungen uber die
beiden 60 bzw. 20 cm langen Kapillaren offen zur Umluft. Ebenso erfolgte die
Probenziehung manuell mittels gasdichter Spritze. Geschwindigkeit und Kontinuitat
des Abziehens kdnnten hier einen Einfluss auf das Ergebnis haben und zu einem
untersucherabhangigen Einfluss fuhren.

Daruiber hinaus kam es bei der Diffusion vereinzelt zu teilweise stark abweichenden
Kurven. Diese sind mit jetzigem Wissen nicht sinnvoll zu erklaren (vgl. Kapitel 4.6.4,
S.54). Es wird darauf hingewiesen, dass mit den bisherigen Experimenten nur die

Machbarkeit demonstriert werden sollte; eine Fallzahlberechnung wurde deswegen
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nicht durchgeftihrt. Um mit realisierbaren Fallzahlen Ergebnisse zu erzielen, missten

die Quellen der teils hohen Streuung noch identifiziert und moéglichst reduziert werden.

4.6.4 Erklarung fur stark abweichende Diffusionsmessungen

Unter den Versuchsdurchlaufen gab es vereinzelt den Fall, dass die Ergebnisse eines
Durchgangs eine deutliche Abweichung (circa Faktor 3) nach oben zeigten. Der
Verlauf der Werte innerhalb der 40 Minuten war relativ zum Maximalwert jedoch sehr
ahnlich den dblichen Durchlaufen. Initial fiel dies bei einem Durchgang auf, welcher
zeitlich sehr eng auf den vorherigen durchgefuhrt wurde. Es wurde daher die
Hypothese aufgestellt, dass es zu einer gegenseitigen Beeinflussung der Tracer
kommt. Hierzu wurde versucht, die Beobachtung unter besonders enger zeitlicher
Abfolge zweier Durchlaufe zu reproduzieren (vgl. Abbildung 21, S. 40), was jedoch
nicht gelang. Diese abweichenden Versuchsdurchlaufe wurden bei beiden Tracern

beobachtet.

4.7 Pharmakokinetische Simulation

Bei den Ergebnissen der Simulation fallt auf, dass die Cofaktoren nur einen geringen
Einfluss auf den Austausch zwischen fliissiger und gasformiger Phase haben. Dies ist
kongruent mit den Erkenntnissen aus der statistischen Auswertung der Rohdaten, wo
sich ebenfalls kein Unterschied durch die Cofaktoren nachweisen lies (vgl. Kapitel 3.2,
S. 37, Kapitel 4.6, S. 52).

Beim Vergleich der Ergebnisse aus der pharmakokinetischen Simulation mit den
Ergebnissen aus dem durchgefihrten Experiment (vgl. Kapitel 3.2, S. 37 und 3.3, S.
42) erkennt man, dass sich die absoluten Konzentrationswerte im gleichen
Maximalbereich bewegen. Gleichzeitig fallt auf, dass der Abfall der Konzentration in
der Simulation deutlich schneller geschieht. Mdglicherweise liegt dies darin begrindet,
dass das von uns entwickelte pharmakokinetische Modell nicht die in Kapitel 4.5.2 auf
S. 51 erlauterten Interaktionen der Tracer mit dem Schlauchsystem bericksichtigt. Die
Elimination in die Umwelt (CL_G_A) kénnte dadurch verzdgert geschehen, was den
real langsameren Konzentrationsabfall in den durchgefiihrten Messungen erklaren
wurde. Der Parameter Tmax befindet sich ebenso sowohl in Simulation als auch in den

durchgefuhrten Diffusionsversuchen in vergleichbaren Bereichen.
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4.8 Abgrenzung zu einem Lungenmodell

Mit dieser Arbeit wurde ein Modell einer Alveole und ihrer Blood Air Barrier entwickelt,
kein  Lungenmodell. Die im Koérper vorherrschenden  physiologischen
Druckschwankungen durch Veranderung des Thoraxdurchmessers und Absenken des
Diaphragmas fehlen. Diese konnten in das entwickelte Modell auf Grund methodischer
Limitationen nicht implementiert werden. Beim Blick in die Literatur fallt auf, dass es
bis dato kaum experimentelle Lungenmodelle gibt. Die Arbeit von Huh et. al. (30) stellt
dabei eine Ausnahme dar. Dort wurde ein Lungenmodell im Sinne eines ,,organ-on-a-
chip® entwickelt, welches auf zwei Kanéalen basierte, welche durch eine flexible und mit
Kollagen beschichteten Membran getrennt wurden. Nach Konfluenz der Zellschicht
wurde begonnen mittels Druckveranderungen die menschliche Atmung zu simulieren.
Dann wurden uber den ,Blutkanal® inflammatorische Prozesse in der Zellschicht
getriggert und beispielsweise die Bildung von ROS untersucht. Die Diffusion von

Tracern wurde dabei nicht experimentell untersucht.

4.9 Mogliche Anpassungen des Versuchsaufbaus

4.9.1 Verbesserung der Uberwachung der Zellschicht

In dieser Arbeit erfolgte die Kontrolle der Endothelzellen insbesondere auch im
Hinblick auf die nétige Konfluenz fir die Diffusionsversuche mit Durchlichtmikroskopie.
In der aktuellen Methode war es auf Grund des luftgefullten oberen Kanals nicht
moglich die Zellen wahrend der Diffusionsversuche genauer zu beobachten. Um die
Konfluenz und den Zustand der Zellen beurteilen zu kdnnen, wére dies vor allem in
diesem Kernzeitraum erstrebenswert. Eine Mdglichkeit wére, die Zellen einzufarben.
Dadurch wéaren die Zellgrenzen besser zu erkennen. Die Konfluenz kénnte leichter
Uberpruft werden. Die Beobachtung wahrend der Diffusionsversuche bei luftgefilltem
oberem Kanal wére wahrscheinlich leichter. In der laborinternen Diskussion wurde
sehr friih jedoch angesprochen, dass es aus Erfahrung bei Zellfarbungen einerseits zu
einer veranderten Stoffwechsellage und andererseits zu einer reduzierten

Widerstandsfahigkeit der Zellen kommen kdnnte. In der weiteren Entwicklung des
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BAB-Model kdonnte dieser Ansatz jedoch getestet werden. Bei Erfolg kdnnte dies zu

einer verbesserten Qualitatskontrolle beitragen.

4.9.2 Erhebung von Diffusionsdaten bei unterschiedlicher Zellkonfluenz

Bei den beiden durchgefiihrten Diffusionsversuchen mit Endothelzellen lag nicht das
exakt gleiche Mal3 an Konfluenz zugrunde. Auf Grund der Dauer einzelner Versuche
und der unterschiedlichen Entwicklung der Zellschicht wéahrend einer mehrtagigen
Versuchsserie wird dies auch in Zukunft nur schwer sicherzustellen sein. Eine
maogliche Loésung wére es, das jeweilige Ausmald an Konfluenz mit in die Betrachtung
der Tracerdiffusion einzubeziehen. Nach der Erhebung von Zeit-Werten-Paare bei
beispielsweise 25; 50; 75 und 100 % Konfluenz kdonnte analysiert werden, inwieweit
die Ergebnisse von einer konfluenten Endothelzellschicht abhangen. Eine Konfluenz
von 50% wirde im Gegensatz zu 100% bedeuten, dass nur die Halft der beobachteten
Flache luckenlos mit Zellen bedeckt ist. Eine starke Abhangigkeit wirde hierbei fur
eine hohe Sensitivitat der etablierten Methode sprechen.

4.10 Ausblick

4.10.1 Erweiterung auf ein zweischichtiges BAB-Model

Wie bereits erlautert ist das Ziel eines Modells der Blut-Luft-Schranke in der Lunge mit
nur einer Zellschicht noch nicht erreicht. Deswegen ist es das Ziel zukinftig eine
weitere Zellschicht hinzuzufigen. Die Tracer mussten dann durch die Barriere von 2
Zellen und dazugehotriger extrazellularer Matrix diffundieren. Damit wirde eine
Annadherung an physiologische Bedingungen erreicht. Durch den verlangerten
Diffusionsweg durfte es zu einer langsameren Diffusion der Tracer kommen, welche
die Detektion von Unterschieden in der Diffusion erleichtern durfte. Erschwerend durfte
jedoch hinzukommen, dass die Versorgung der 2. Zellebene mit Nahrstoffen nur tber

Diffusion durch die bestehende Zellschicht erfolgen kann.

4.10.2 Inversion der etablierten Methode
In der etablierten Methode wird die Diffusion von Tracern aus einem flissigen Medium
in eine Gasphase durch eine Zellschicht beobachtet. Unter Vernachlassigung gewisser

Aspekte (vgl. 4.8, S.55) kann man hier Parallelen zur Lunge sehen. Ahnlich wie am
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Ende einer Gasnarkose kommt es hier zur Abgabe von beispielsweise Sevofluran an
die Atemluft. Interessant ware dann jedoch auch die Aufnahme der Substanzen.
Hierzu musste man die Methode umkehren. Die Tracer wurden in den Gaskanal
eingeleitet, die Messung der Diffusion wirde dann aus der Flussigkeit geschehen.
Nebenbei hatte dies den Vorteil, dass von einer Gaschromatographie auf eine
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) gewechselt werden misste. Damit
lieRe sich der Umfang an potenziellen Tracern auf Grund der veréanderten

Anforderungen deutlich erweitern.
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5 Zusammenfassung

Grenzschichten spielen im Kérper an diversen Orten eine herausragende Rolle.
Besonders auch die Blut-Gas-Grenzschicht in der Lunge beeinflusst ma3geblich die
Diffusion von uberlebenswichtigen Molekilen wie Oz und CO2. Dies wird besonders
bei pathophysiologischen Prozessen wie einem ARDS deutlich. Methoden zur
experimentellen Untersuchung der Gasdiffusion an diesen Grenzschichten fehlen
bisher.

Das Ziel dieser Arbeit war eine Teiletablierung eines Blood Air Barrier Model und die
Identifikation erster geeigneter Tracersubstanzen.

Im Rahmen einer Methodenentwicklung wurde basierend auf einem Membranslide,
Endothelzellen und einem Pumpensystem ein experimentelles Modell fir den
endothelseitigen Anteil der pulmonalen Diffusionsstrecke entwickelt. Mittels
Gaschromatographie wurden Zeit-Werte-Paare fur die Diffusion der Substanzen Ether
und Sevofluran erhoben. Die Komplexitat aus einer Zellkultur unter Perfusion in
Kombination mit einem Membranslide stellte sich dabei als sehr herausfordernd dar.
Uber einen Zeitraum von 40 Minuten wurde die Tracerdiffusion durch einen Monolayer
aus Endothelzellen gemessen. Dabei war ein An- und Abfluten entsprechend einem
2-Kompartimente-Modell zu beobachten.

Mit den erhobenen Daten konnte kein statistisch signifikanter Einfluss der
Endothelzellschicht auf die Diffusion der Substanzen nachgewiesen werden. Es ist
erstmals gelungen diese komplexe Methode zu etablieren.

Zur weiteren Vervollstandigung des Modells bedarf es einer zweiten Zellschicht. Es
besteht Grund zur Annahme, dass mit weiterer Standardisierung der Methode auch
eine erhohte Sensitivitat fir Anderungen der Diffusion durch die Endothelzellschicht

erreicht werden kann.
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