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1. Vorwort

Ein verdndertes Surfactant-System wurde fir das ,, Acute Respiratory Distress Syndrome®
kurz ARDS genannt, in bislang vier klinischen Studien (HALLMAN 1982 [1], PISON 1989
[2], GREGORY 1991 [3] und GUNTHER 1996 [4]) beschrieben. Zwar herrscht immer noch
eine weitestgehende Ungewissheit Uber die grundlegenden pathomechanischen Abléufe, aber
es konnte in allen Studien der Verlust an oberflachenaktiven Substanzen und eine verénderte
Zusammensetzung des Surfactant-Pools nachgewiesen werden. Ebenfalls wurde beobachtet,
dass die surfactantvermittelte Oberfléchenspannungsreduktion im alveoldren Kompartiment
bei ARDS-Patienten stark eingeschrankt ist.

Aufgrund der komplexen Pathogenese des ARDS sind in der Vergangenheit zahlreiche
Bemulhungen zur Therapieverbesserung (Beatmung, Lagerung, extrakorporale Verfahren und
pharmakol ogische Ansétze) unternommen worden.

Im Rahmen einer Phase-ll-Studie zur Sicherheit der intratrachealen Applikation eines auf
rekombinantem Surfactant-Protein-C- (rSP-C) basierenden Surfactant-Praparates (V enticute®)
erfolgte an der Medizinischen Universitdtsklinik in Giessen die Durchfihrung der
vorliegenden Studie. Ziel der hier vorgelegten Dissertation war es zu prifen, ob bei ARDS-
Patienten Veranderungen und Funktionsstérungen des Surfactant-Systems vorliegen, und ob
sich eine nachgeschaltete Surfactant-Therapie positiv auf diese Eigenschaften auswirkt.
Hierzu wurden bronchoalveolére Lavagen repetitiv durchgefihrt und biochemisch und
biophysikalisch  untersucht.  Kardiopulmonal gesunde Probanden sowie nicht
surfactantbehandelte ARDS-Patienten dienten as Kontrollen.



2. Einleitung

2.1. Das pulmonale Surfactant-System
Bel alen Saugetieren und ebenso auch beim Menschen wird der Alveolarraum der Lungen
von einem feinen Surfactant (surface-active-agent)-Film Uberzogen. Dieser ist unerlasslich fr
die alveol&re Ventilation und den Gasaustauch bei physiologischen transpulmonalen
Druckverhdltnissen. In der endexspiratorischen Stellung der Atmung verhindert der
Surfactant-Film durch Senkung der alveoldren Oberflachenspannung ein Zusammenfallen der
Alveolen und wirkt dadurch einem Verlust an Gasaustauschflache entgegen. Das Surfactant-
System trégt aber nicht nur zur Verbesserung der Atemmechanik bei, sondern spielt auch eine
Rolle bel der alveoléren Infektabwehr.

Folgend werden die fir diese Arbeit relevanten biochemischen und funktionellen

Aspekte des pulmonalen Surfactant-Systems naher erlautert:

2.1.1. Zusammensetzung des pulmonalen Surfactants

Der zentrifugierte (200 x g; 4 °C; 1 h) und zellfreie Uberstand der bronchoalveolaren
Lavage (BAL) stellt das Ausgangsmaterial fir zahlreiche biochemische und biophysikalische
Untersuchungen dar. Die Surfactanttrockenmasse besteht aus zwel Hauptfraktionen, den

Lipiden (ca. 90 %) —im wesentlichen Phospholipiden — und den Proteinen (ca. 10 %).

Lipide

In der Surfactant-Trockenmasse findet sich innerhalb der Lipidfraktion ( insgesamt 85-
90 %) neben den anteilmalig geringen Neutrallipiden (etwa 10 % der Lipidfraktion,
insbesondere Cholesterol) die vorherrschende Klasse der Phospholipide (80-90 % der
Lipidfraktion), die nur in den Typ-ll-Alveolarzellen synthetisiert werden [5]. Die
Phospholipidklassen Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylglycerol (PG) dominieren
quantitativ mit etwa 80 % bzw. 10 % in der Klasse der Phospholipide. Geséttigte Fettsauren,
hier vor allem die Pamitinsdure, reprasentieren etwa 80 % der Fettsduren des PC.
Hochkonserviert innerhalb aller Saugetierspezies erscheint das dipalmitoylierte PC (DPPC)
as vorherrschende molekulare Spezies. Als weitere, quantitativ  untergeordnete
Phospholipidklassen liegen Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinositol (PI),
Phosphatidylserin (PS) und Sphingomyelin (SPH) vor [6, 7, 8, 9, 10].



Proteine

Die restlichen ca 10 % der Surfactanttrockenmasse bilden Proteine, von denen
ungefahr 50 % auf unspezifische Plasmaproteine entfallen. Die andere Hélfte stellen die vier
bislang bekannten, spezifischen Surfactant-Proteine SP-A (35 kDa), SP-B (8 kDa), SP-C (4
kDa) und SP-D (43 kDa) dar [11, 12, 13]. Das bereits erwahnte SP-D scheint keine Rolle bel
der klassischen Surfactant-Funktion der Oberflachenspannungssenkung zu haben, sondern
eher mit der Abwehr von Mikroorganismen und der Regulation des Surfactant-M etabolismus
verknipft zu sein [14, 15]. Die zwei hydrophoben Proteine SP-B und SP-C besitzen eine
Schiusselrolle bei der Verstarkung der oberflachenspannungsreduzierenden Eigenschaften
von Phospholipidfilmen. Dies wurde durch experimentelle Studien belegt [6, 16, 17, 18, 19,
20, 21]. Bel der Kompression des Surfactant-Films wird eine membranstabilisierende
Wirkung durch SP-B vermutet, da sich zwischen positiv geladenen SP-B-Abschnitten und den
negativ geladenen hydrophilen Kopfgruppen einzelner Phospholipiden (PL) elektrostatische
Wechselwirkungen ausbilden [22, 23, 24]. Eine positive Beeinflussung vor alem der
Adsorptionsfahigkeit der PL scheint SP-C in ener caciumabhangigen Art as sog.
»~Ankerprotein“ zu haben [25, 26, 27]. Das hydrophile SP-A reguliert den Surfactant-Pool im
alveolaren Kompartiment und hat einen Effekt auf die Adsorptionskinetik von PL [6, 28, 29].
SP-A bindet DPPC. Es hat einen positiven, rezeptorvermittelten Effekt auf die
Wiederaufnahme der PL in die Typ-ll-Alveolarzelle und einen negativen auf die Surfactant-
Synthese sowie -Sekretion aus diesen Zellen [30, 31].

2.1.2. Surfactant-M etabolismus

Nach Aufnahme der Vorstufen (hauptséchlich Cholin und Fettsduren) aus der
Zirkulation werden im rauen endoplasmatischen Retikulum (raues ER) der Typ-Il-
Alveolarzelle die Phospholipide und Proteine synthetisiert [32]. Vom Golgi-Apparat in Vesikel
(multivesikulére Korperchen, MVK) verpackt, erreichen sie die sog. Lamellar-Kérperchen
(LK; ,lamellar bodies*; zwiebelschaenférmige Phospholipid-Doppel schichten). Hier bzw. in
den MVK findet wahrscheinlich die Vereinigung der Surfactant-PL mit den Proteinen statt
[33]. Als die intrazellulére Speicherform des Surfactants kénnen somit die Lamellar-
Korperchen angesehen werden. Das so genannte tubuldre Myelin (TM; , Tubular Myelin“;
gitterformige Struktur) wird in der aveoldren Hypophase durch das exozytotisch-sezernierte
Material in Gegenwart von Calcium sowie von SP-A und SP-B ausgebildet. Heutzutage wird
diese gitterformige Struktur als Vorlauferstruktur des Oberfl&chenfilms angesehen [12].

Aufgrund der Dichte des aveoldren Surfactant-Pools, der aus bronchoalveolérer



Lavagefl issigkeit gewonnen werden kann, kann eine Unterscheidung in ultraschwere, schwere
und leichte Fraktionen erfolgen. Die volle biophysikalische Aktivitdt erzielen nur die
ultraschweren und schweren Fraktionen (Lamellar-Korperchen und tubuldres Myelin; auch
» grof3e Surfactant-Aggregate” bzw. , Large Surfactant Aggregates® genannt) [34]. Aus diesen
wird der Grenzflachenfilm gespeist. Das Abbauprodukt des Grenzflachenfilms, das vor der
Wiederaufnahme in die Typ-lI-Alveolarzelle steht (UV; ,, unilamellare Vesikel“), scheint die
leichte Fraktion des Surfactant-Materials (, kleine Surfactant-Aggregate®) zu sein. Eine
Konversion von den ,, grofen Surfactant-Aggregaten zu den ,, kleinen Surfactant-Aggregaten”
wird durch periodische Oberflachenanderungen und moglicherweise enzymatisch durch die so
genannte ,, Surfactant-Konvertase” vermittelt. Das extrazelluldre Surfactant-Material besteht
unter normalen Bedingungen zu 80-90 % aus den ,, grof3en Surfactant-Aggregaten” inklusive
einem hohen Gehalt an SP-B und zu 10-20 % aus den ,, kleinen Surfactant-Aggregaten” . In der
Grenzschicht liegen ca. 60-80 % des gesamten Surfactant-Pools der Lunge vor und
ermoglichen elne atemabhdngige Senkung der Oberfléchenspannung. SP-A spielt durch
Bindung an einen spezifischen Rezeptor auf den Alveolarzellen-Typ-11 eine méglicherweise
wichtige Rolle bei der Regulation der Surfactant-Sekretion und -Wiederaufnahme. Eine enge
Regulation des aveoléren Surfactantpools durch Wiederaufnahme des Surfactant-Materials
bzw. Abbau ist zwingend notwendig und zum Tell durch die bereits oben angedeutete SP-A-
vermittelte Wiederaufnahme des Surfactant-Materias (» 70-90 %) in die Typ-lI-Alveolarzelle
gewéhrleistet [7, 9, 35, 36, 37, 38, 39]. Auch Alveolarmakrophagen sind zu etwa 10-15 % an
dem Katabolismus des Surfactant-Materials beteiligt [39]. Der ebenfalls stattfindende zilidre
Abtransport entlang der Atemwege fallt mit » 2-3 % am geringsten aus [40]. Die
Aufrechterhaltung der Homdostase zwischen dem intra- und extrazelluldren Surfactant-Pool ist
in Teillen durch SP-A Uber einen Alveolarzell-Typ-I1 SP-A-Rezeptor vermittelt [41]. Es gibt
Hinweise, dass der Grofdteil des extrazelluldren Surfactant-Materials in das umgebende
Gewebe aufgenommen wird [40]. Die Elimination, die Wiederaufnahme sowie die schnelle,
dehnungsvermittelte Sekretion des Surfactants und rasche Ausbreitung im aveoldren
Kompartiment ermdéglichen den schnellen und stetigen Ablauf des Surfactant-Metabolismus an
der Grenzschicht des adveolaren Kompartiments. Interessanterweise kann sich die
Zusammensetzung der Surfactant-Phospholipide aufgrund unterschiedlicher Faktoren, wie Diét
[42,43], Alter [44] und korperlicher Anstrengung [45,46] verandern.



2.1.3. Funktionen des pulmonalen Surfactants

Reduktion der Oberflachenspannung

In endexspiratorischer Stellung ndhern sich die Werte fur die Oberflachenspannung
durch ein bis heute nicht vollstandig geklartes und komplexes Zusammenspiel zwischen den
Phospholipiden und den hydrophoben Proteinen fast an 0 mN/m an [18, 20, 21, 27, 47, 48, 49].
Die Phospholipide richten sich entsprechend ihrem amphiphilen Charakter unter Hinwendung
ihrer hydrophoben Fettsdureenden zur Gasphase und ihrer hydrophilen Kopfgruppen zur
wassrigen Phase an der Luft-Wasser-Grenzfléche aus. Diese Ausrichtung bleibt wahrend der
alveolaren Kompression und Extension konstant und verringert so die starken Kohésionskréafte
der Alveolen untereinander. Unter statischen Bedingungen erzielen die Phospholipid-
Proteingemische einen Oberfl&chenspannungswert von ca. 25 mN/m und somit nur etwa ein
Drittel des Oberflachenspannungswert von reinem Wasser [50, 51]. In Abhangigkeit der
weiteren Kompression der Grenzflache bewirkt der stabile Oberflachenfilm eine weitere
Senkung der Oberflachenspannung. Am Ende der Kompression (Endexspirationsstellung)
zeigten sich in vitro Oberflachenspannungswerte von anndghernd O mN/m fur natlrliches
Surfactant-Materia as auch fur synthetische, SP-B und/oder SP-C enthatende Phospholipid-
Gemische. In tierexperimentellen Studien gelang es, diese niedrige Oberflachenspannung
tatséchlich in situ am Ende der Exspiration zu beobachten [52, 53, 54]. Aus diesen
grundsétzlichen biophysikalischen Eigenschaften des Surfactants lassen sich folgende
physiol ogische Funktionen des Surfactants ableiten:

Gasaustausch

Generell ist fur die nass ausgekleideten Alveolen das LA-PLACE-Gesetz (Ap =2x v/ 1)
anzuwenden. Aus diesem |&sst sich ableiten, dass die Oberflachenspannung bel rein wéssrigem
Grenzfilm ansteigt, wenn sich der Durchmesser der Alveolen vermindert. Konsekutiv neigen
die Alveolen verstarkt zum endexspiratorischen Kollaps, wodurch sich in der Folge
Atelektasen ausbilden. Die Anwesenheit des Surfactant-Materials in der aveoléaren
Grenzflache wirkt dieser als unphysiologisch zu wertenden Auswirkung durch die Reduktion
der Oberflachenspannung entgegen. Es scheint, dass das Surfactant-Material nicht nur im
alveolaren Kompartiment der Lunge seine Wirkung entfaltet, sondern ebenfals einen Kollaps
der vorgeschalteten Bronchiolen verhindern kann. Infolgedessen ist die Grundvoraussetzung
fir den Gasaustausch durch die konstante Bellftung der Lunge bis in die Alveolen
gewéhrleistet. Eine Kongruenz mit dieser als theoretisch anzusehenden Vorstellung konnte in

mehreren experimentellen Arbeiten (detergentienbedingte Erhdhung der Oberflachenspannung
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in den Alveolen [55] oder durch repetitive BAL an der Ratte [56]) bzw. klinischen
Untersuchungen (Surfactant-Applikation bei Neugeborenen mit fehlender Lungenreife und
primérem Surfactant-Mangel [57, 58]) nachgewiesen werden und somit die elementare
Bedeutung des Surfactant-Materials fir die Aufrechterhaltung des physiologischen
Gasaustausches belegt werden.

Compliance — Steigerung

Des Weiteren leitet sich aus dem LA-PLACE-Gesetz eine weitere wichtige Funktion
des Surfactants in Bezug auf die Druck-Volumen-Beziehung der Lunge ab. Diesem Gesetz
folgend, wéaren zu Beginn der Inspiration bei einer ausschliefdlich wassrigen Hypophase zur
Entfaltung der Lunge extrem hohe Driicke aufzubringen, da die Alveolen sich erst 6ffnen
mussten. Allerdings ist die reale Oberflachenspannung in den Alveolen deutlich geringer, as
bei einer rein wassrigen Auskleidung zu erwarten wéare. Aufgrund der oben genannten Grinde
kommt es unter physiologischen Bedingungen aber nicht zu einem Kollaps der Alveolen und
durch die resultierende Stabilitdt der einzelnen Alveolen zu einer Verbesserung der

Lungencompliance.

Protektive Wirkung gegen Odeme

Die odemprotektive Wirkung des Surfactant-Materials erklart sich geméal dem
STARLING schen Gesetz. Da jede Erhohung der alveoléren Oberfléchenspannung, wie bel
einem Surfactant-Mangel bzw. dessen Inaktivierung, zu einer Reduktion des interstiellen
Druckes fuhrt, kommt es letztlich zu Verénderungen des alveolaren FlUssigkeitshaushaltes
durch Fulssigkeitsverschiebungen vom Interstitium in die Alveolen. Das konsekutiv
entstandene interstitielle und intraalveoldre Odem verursacht eine progrediente Storung der

Lungenfunktion sowie Surfactant-Inaktivierung [34, 55, 59].

Immunregulatorische Funktion

Es gibt bisher vier bekannte Mechanismen, Uber die das Surfactant-Material bei der
pulmonalen Infektabwehr positiv. mitwirkt. Dazu gehdren ene Unterstitzung der
unspezifischen Abwehrmechanismen, ene direkte Wirtsabwehr durch  Surfactant-
Komponenten, eine Immunmodulation der Lymphozyten und eine Verstdrkung bzw.
VergrofRerung der Aktivitdt der Alveolarmakrophagen [60]. Die gleichméliige Auskleidung des
Alveolarraumes mit Surfactant verhindert, dass eingeatmete Partikel, wie z.B. pathogene

Keime und Viren, in direkten Kontakt mit dem Alveolarepithel gelangen. Die fir die



Pathogenitdt dieser inhalierten Partikel wichtige Adhasion und Invasion kann somit
weitestgehend unterbunden werden. Surfactant schiitzt ebenfalls das Epithel der Alveolen vor
toxischen Sauerstoffradikalen. Die dominierende Rolle bei der direkten pulmonalen
Infektabwehr spielt SP-A und teillweise SP-D. Die beiden hydrophilen SP-A und SP-D
regulieren die Phagozytose, Chemotaxis und die oxidative Lyse von Mikroorganismen in den
Makrophagen. Diese beiden Surfactant-Komponenten gelten mittlerweile auch as wichtige
Opsonine verschiedener obligat- und fakultativ-pathogenen Mikroorganismen. Sie erméglichen
dadurch eine schnellere Phagozytose. SP-A und SP-D binden und inaktivieren ferner
bakterielle Toxine [60, 61, 62, 63]. Des Weiteren unterdriicken die Phospholipide die
Proliferation, Immunglobulinproduktion und Zytotoxizitét der Lymphozyten. Verantwortlich
fur diese immunregulatorischen Effekte sind die Surfactant-Phospholipide, PC, PG und PI. Die
Phospholipide inhibieren gleichsam die endotoxinstimulierte Zytokin-Ausschittung der
Alveolarmakrophagen. Dartber hinaus scheint durch die freien Fettsduren des Surfactant-
Gemisches eine direkte Zytolyse einiger Kokken, wie z.B. Staphylococcus aureus, wenigstens

in vitro moglich zu sein [60, 61, 62].

2.2. Pathophysiologie und -biochemie des pulmonalen Surfactant-Systems
am Beispiel des Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS)

Inzidenz, Definition und Atiologie
ASHBAUGH beschrieb 1967 erstmals das akute Lungenversagen des Erwachsenen

(» Acute Respiratory Distress Syndrome*, ARDS) [64]. Dabei handelt es sich um eine akute
Funktionsstérung der pulmonalen Gasaustauschstrecke (Alveole < Interstitium <> Kapillare).
Das ARDS ist gekennzeichnet durch das akute Auftreten einer diffusen, inflammatorischen
Reaktion der Lunge, mit Entwicklung eines nicht kardial bedingten Lungenddems, einer
pulmonalen Hypertension sowie eines hohen intrapuimonalen Rechts-Links-Shunts mit
konsekutiver Hypoxamie [64, 65]. Eine exakte Schétzung der Inzidenz des ARDS war vor der
»Consensus-Conference” von 1994 [65] eine — retrospektiv gesehen — schwierige
Angelegenheit, da es keine enheitlich geltende Definition des ARDS gab. Vor der
»American-European-Consensus-Conference” [65] schwankten die Angaben zur Inzidenz des
ARDS von 1,5/100.000 Uber 13,5/100.000 bis zu 75/100.000 Menschen und Jahr. Da
Fruohformen héaufig nicht als ARDS erkannt werden, ist auch heute noch eine Haufig-
keitsangabe schwierig. Die Inzidenz betrégt offiziell ca. 1-10/100.000. Von 1997 an wurde
vom Acute-Respiratory-Distress-Syndrome-Network drei Jahre lang die Inzidenz beobachtet
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und ermittelt, dass die wahrscheinliche ARDS-Inzidenz doch um 75/100.000 Menschen und
Jahr liege [66]. Definitionsgemald handelt es sich um ein ARDS, wenn folgende klinische
Konstellation vorliegt:

U Akuter Beginn mit respiratorischer Insuffizienz, die sich auf Sauerstoffgabe
nicht entscheidend bessert.

U Diffuse, bilaterale Infiltrate auf dem anterior-posterior Thoraxréntgenbild, so
genannte , White Lung* (und/oder Lungenfibrosierungszeichen , Honey-
combing® im ARDS-Spétstadium).

U Pulmonalarterieller Verschlussdruck < 18 mmHg oder der fehlende klinische
Hinwel's einer linkskardialen Dekompensation.

U Oxygenierungsindex (PaO,/FiO,) < 200 mmHg.

Dabel entspricht der FiO, der inspiratorischen Sauerstofffraktion am Respirator und PaO,
dem arteriellen Sauerstoffpartialdruck in der Blutgasanalyse. Sollten die ersten drei Punkte
der Definition erfillt sein, der PaO,/FiO, hingegen zwischen < 300 und > 200 liegen, spricht
man heutzutage nicht mehr von einem ARDS, sondern von einem ,,Acute Lung Injury* (ALI,
akut-inflammatorische Lungenerkrankung). Das ALI kann in ein ARDS tbergehen und somit
as ,Vorstufe® des ARDS angesehen werden [65]. Es sind unterschiedliche ARDS-Ausl 6ser
bekannt, wobel zu beachten ist, dass es auch bei lungengesunden Menschen ohne spezielle
préadisponierende Faktoren auftreten kann [67]. Ausgehend von ganz unterschiedlichen
Ursachen manifestiert sich das vollausgebildete Krankheitsbild des ARDS mit einheitlichen
histomorphologischen Verdnderungen. Zu den Ursachen zéhlen die in Tabelle 1 aufgefihrten
M echanismen.

Quantitativ gehoren das Krankheitsbild der Sepsis und der Status nach Polytraumatisierung zu
den bedeutenden Ausl6sern eines akuten Lungenversagens. Obwohl keine pradisponierenden
ARDS-Faktoren bekannt sind, weisen Menschen mit einem primdren oder sekundéren
Immundefizit (z.B. immunsuppressive Behandlung, chronische Kortikoidtherapie oder eine
konsumierende Erkrankung) Uber die vermehrte Anfalligkeit gegentiber Infektionen und
septischen Verlaufen, ein indirekt erhdhtes Risiko auf, ein akutes Lungenversagen zu
entwickeln. Klinisch zeigen sich Tachypnoe und Dyspnoe, Entfatungsknistern tber der
ganzen Lunge und eine Zyanose, die sich auf Sauerstoffzufuhr nicht entscheidend bessert. Der
Oxygenierungsindex als Verhdtnis von arteriellem Sauerstoffpartialdruck zu inspiratorischer

Sauerstoffkonzentration falt ab. Es imponiert anfanglich eine deutliche Diskrepanz zwischen



der schlechten klinischen Situation des Patienten und den weniger richtungsweisenden
diagnostischen Befunden. Es entstehen Atelektasen und damit Perfusions-Ventilations-
Stoérungen, die zu einer deutlichen Reduktion des Oxygenierungsindex fuhren. Gleichzeitig
tritt eine pulmonale Hypertension auf, der sowohl mechanische Faktoren, wie z. B.
durch  Odembildung,
Gefal3verschliisse durch vasoaktive Mediatorsubstanzen oder durch die hypoxische pulmonale
Vasokonstriktion (HPV) zugrunde liegen [68]. Das ARDS hat trotz aler Fortschritte der
Intensivmedizin heute noch eine Letalitét von 30-40 % [69, 70]. Bei den meisten Patienten,

Thrombembolien und Kompression as auch funktionelle

die dieses schwere Krankheitshild Gberstehen, kehrt eine anndhernd normale Lungenfunktion
nach sechs bis zwolf Monaten nach der Entw6hnung vom Respirator (,, Weaning*) zurtick
[71]. Patienten mit einem verlangerten , Weaning* bzw. einer schwereren Krankheitsphase
zeigen aber oft ene restriktive Ventilationsstorung bei Durchlaufen einer post-ARDS-
Lungenfibrose, verbunden mit einer resultierenden verminderten Lebensqualitét [71].

Direkte (primare) L ungenschadigung  Indirekte (sekundére) L ungenschadigung

: (meist hamatogen bedingt)

___________________________________________________________ |

Haufige Ursachen | Haufige Ursachen
| Sepsis

ESchwera Trauma inkl. Schock und Massen-

Pneumonie (—,,parapneumonisches ARDS®)
Aspiration von Magensekret/Mageninhalt

|
' transfusion

___________________________________________________________ T |

Weniger haufige Ursachen | Weniger haufige Ursachen

Lungenkontusion I Kardiopulmonaler Bypass

Fettembolie | Drogen-Intoxikation
» Beinahe-Ertrinken” (,, Near-drowning*) | Akute Pankrestitis

Inhal ation toxischer Substanzen l Transfusion von Blutprodukten

Pulmonales Reperfusionsddem nach Lungen-
transplantation oder pulmonaler Embolek-

tomie

| Weitere Ausl 6ser:
i V erbrauchskoagul opathie

: Verbrennungskrankheit

Tab. 1: Atiologie des Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) [66]

Pathogenese des ARDS

Beim akuten Lungenversagen kommt es durch komplexe Mechanismen zu einer

Lungenschadigung. Zum einen ist die Akutphase des ARDS durch eine endotheliale und
epitheliale Schadigung in der Lunge gekennzeichnet. Es stromt proteinreiche Odemfliissigkeit
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in das Interstitium und die Alveolen ein. Eine Permeabilitétssteigerung, die durch eine
K apillarschadigung zustande kommit, ist fur den Ubertritt des Exsudates von den Kapillaren
Uber das Interstitium in den Alveolarraum verantwortlich [72]. Die flachen Alveolarzellen-
Typ-1 bedecken ungeféhr 90 % der aveoldren Gasaustauschflache und sind vulnerabler as
die kuboidalen Alveolarzellen-Typ-1I, die die restlichen 10 % bedecken. Deren Funktion
umfasst zum einen die erwédhnte Surfactant-Produktion (s.0.), zum anderen den
lonenaustausch und des Weliteren eine Proliferation und Differenzierung in Alveolarzellen-
Typ-1 nach Epithel schadigung [66].

Polymorphkernige, neutrophile Granulozyten treten in der Akutphase des ARDS Uber das
kapillare Leck (, Capillary leakage®) in das Interstitium ein, wandern in den Alveolarraum
und tragen dort zur entzindlichen Antwort bei. Die Alveolarmakrophagen sezernieren in
dieser Phase des ARDS Zytokine, Interleukine (IL-1,6,8,10) und den Tumornekrosefaktor a
(TNF-0). IL-1 und TNF-o aktivieren die sich in der Alveole befindlichen neutrophilen
Granulozyten. IL-1 kann dartber hinaus Fibroblasten zur Produktion von extrazelluldrer
Matrix und zu deren Deposition im Interstitium anregen. 1L-8 l&sst die Endothelzellen
anschwellen, schadigt sie dadurch zunehmend, und verstéarkt folgend das ,, Capillary leakage”.
Die aktivierten neutrophilen Granulozyten konnen auch andere proinflammatorische
Moleklle, wie z.B. Leukotriene, Proteasen und den pléttchenaktivierenden Faktor (PAF)
freisetzen. Der makrophageninhibierende Faktor (MIF) steuert der Sekretion der
inflammatorischwirkenden Substanzen aus den Alveolarmakrophagen entgegen. Die
vermehrte Bildung von , Tissue factor® fuhrt zur Ausbildung hyaliner Membranen in der
Alveole, und der Einstrom proteinreicher Odemfliissigkeit in die Alveolen fuhrt zu einer
Inaktivierung des Surfactant-Materials. Wahrend der Akutphase des ARDS spielt nicht nur
die vermehrte Produktion der proinflammatorischen Zytokine eine wichtige Rolle, sondern ist
vielmehr das Gleichgewicht zwischen den proinflammatorischen und antiinflammatorischen
Mediatoren entscheidend [66].

Surfactant-Ver anderungen im Rahmen eines ARDS

Die pulmonale Surfactant-Zusammensetzung bel Patienten mit einem ARDS ist durch
folgende Verénderungen im Gegensatz zu ,, Normal patienten” charakterisiert:
Es findet sich eine dlenfalls geringgradige Verminderung des Gesamtphospholipidgehaltes in
Korrelation mit der Schwere des ARDS, en massiver Anstieg des Gesamtprote ngehaltes,
Veradnderungen des Phospholipid-Profils mit Reduktion des relativen Gehalts an PG und
DPPC bzw. Erhéhung des relativen Pl-, PE- und SPH-Gehalts, Abnahme des Phospholipid-
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Protein-Quotienten, Verminderung der relativen SP-A-, SP-B- und SP-C-Konzentrationen [1,
2,3, 4,73,74, 75, 76, 77, 78, 79] in den , grol3en Surfactant-Aggregaten“ im Vergleich zu
Kontrollen sowie eine drastische Zunahme der minimalen und maximaen
Oberflachenspannung [1, 2, 3]. Das Verhdltnis der , groRen* zu den , kleinen Surfactant-
Aggregaten” kehrt sich bel einem ARDS, verbunden mit einem hohen Verlust an SP-B, um

[4].

Verlauf des ARDS

Nach einer eher unspezifischen Initialphase lassen sich drei charakteristische ARDS-
Stadien unterscheiden. Das erste Stadium wird auch als die exudative Phase beschrieben und
kann innerhalb von Tagen bis Wochen vollreversibel sein. Es geht mit der erwahnten,
gesteigerten Kapillarpermeabilitét und der Ausbildung eines interstitiellen Lungentdems
einher. Hier zeigt sich eine Hypoxamie bei Hyperventilation, was in der Regel eine Intubation
des Patienten und eine Respiratorbehandlung notwendig macht. Im zweiten Stadium kommt
es zum Absterben von Alveolarzellen-Typ-I und -1l mit gestérter Surfactant-Bildung und
konsekutivem alveol aren Odem, Ausbildung von Atelektasen sowie hyalinen Membranen und
intrapulmonalen Shunts. Als physiologisch sinnvoller Mechanismus fuhrt die hypoxische
pulmonale Vasokonstriktion normaerweise zu einer Umvertellung des Blutstroms von
schlecht oder nicht bellfteten zu besser ventilierten Bereichen und verringert Uber eine
Senkung des Rechts-Links-Shunts die Hypoxamie [80]. Dennoch reicht dieser physiologische
Mechanismus beim ARDS nicht aus, um das ,,Matching“ von Perfusion an Ventilation
aufrechtzuhalten, was sich in der progredienten Hypoxdamie widerspiegelt. In der
proliferativen Phase (drittes Stadium) entwickelt sich eine restriktive Ventilationsstérung
durch Aktivierung mesenchymaler Zellen (Fibroblasten) mit entsprechender Proliferation und
vermehrter Deposition extrazelluldrer Matrix im interstitiellen und alveolaren Raum. Diese
Fibrose kann bei Uberleben des ARDS in einem Zeitraum von vielen Monaten reversibel sein
[66].

Therapiemdglichkeiten

Aufgrund der vielfédtigen Pathogenese des ARDS wurden in der Vergangenheit grof3e
Anstrengungen unternommen, die Prognose dieser Patienten zu verbessern. Die Fllle der
aternativen Therapieansétze ergibt sich eben aus der komplexen Pathogenese des ARDS und
umfasst Beatmungstherapie [81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90], Lagerungstherapien
(intermittierende Bauchlagerung), die extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO) und
pharmakol ogische Therapieansatze [91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102].
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Unter den Beatmungstherapien versteht man heutzutage im engeren Sinne die
lungenprotektive Beatmung, die Beatmung mit einem positiven endexspiratorischen Druck
(PEEP) und ene Einbindung der Spontanatmung des Patienten unter der
Respiratorbehandlung bzw. eine Kombination daraus. Die respiratorbedingte Schadigung der
Lungen ist eine lang bekannte Ursache fur die Entstehung eines ARDS. In &lteren Studien
waren die potenziell toxischen Effekte einer hohen inspiratorischen Sauerstoffkonzentration
bei der Beatmung hervorgehoben worden [81], aber experimentelle Arbeiten zeigten, dass die
mechanische Ventilation mit hohen Druck- und Volumenparametern die Lunge zu schadigen
vermag [82]. Ursachlich dafiir ist eine Permesabilitatssteigerung und ein konsekutives Odem in
den nicht geschadigten Lungenantellen [83, 84]. Des Weiteren verstarkt diese
Beatmungsstrategie das bestehende Odem in den bereits geschadigten Lungenanteilen [85].
Diese Effekte werden heutzutage durch die daraus resultierende alveolare Uberbldhung und
dem wiederholten Kollabieren und Wiedererdffnen der Alveolen, das ene
proinflammatorische Zytokin-Kaskade in Gang setzt, erklart [86]. Die Misserfolge mit der
traditionellen Ventilation (10-15 ml Tidalvolumen/kg Korpergewicht) fihrte zu mehreren
klinischen Versuchen, die eher eine lungenprotektive Beatmungsstrategie zur Reduktion der
aveoldren Uberblzhung und einer Steigerung des aveoldren , Recruitment” von
atelektatischen Lungenbezirken bevorzugten. Interessanterweise zeigt eine neuere Studie,
dass sich durch die protektive Beatmungsvariante sowohl die pulmonae als auch die
systemische Zytokinausschittung reduzieren lasst [87]. Das NIH-Acute-Respiratory-Distress-
Syndrome-Network belegte im Jahr 2000, dass eine lungenprotektive Ventilation mit ,, Low
tidal volumes* (6 ml Tidalvolumen/kg KG) eine Abnahme der Mortdité um 22 % im
Vergleich zu der traditionellen Ventilationsstrategie bewirkte [88]. Bezlglich einer optimalen
PEEP-Einstellung bel Patienten mit einem ARDS wurde schon frih festgestellt, dass der
Gebrauch eines PEEP die Oxygenierung bei diesen Patienten verbessert, und eine Reduktion
des FiO, erlaubt [89, 90]. Der bestdokumentierte Effekt einer Beatmung mit PEEP auf die
Funktion der Lunge ist die Verbesserung der funktionellen Residualkapazitét wahrscheinlich
aufgrund des stattfindenden ,, Recruitments® der kollabierten Alveolen [90]. In einer jingst
von LEVY et a. vertffentlichten grofen Studie zur Ermittlung der optimalen PEEP-
Einstellung (PEEP > 14 cm H,O bzw. PEEP < 14 cm H,0) be gleichzeitiger ,,Low tidal
volumes*- Beatmungsstrategie [88] konnte jedoch keine signifikante Senkung der Mortalitéat
bzw. Verbesserung des , Outcomes® bei hohen PEEP-Werten (PEEP > 14 cm H,0)
nachgewiesen werden [103].
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Eine Lagerungstherapie im Sinne einer intermittierenden Bauchlagerung sollte schwersten

ARDS-Verlaufen vorbehalten sein, da bel allen anderen Verlaufen keine Verbesserung der

Beatmungssituation erwartet werden kann. Die ECMO, ene Modifikation des

kardiopulmonalen Bypasses aus der Herzchirugie, ist aufgrund der grof3en Invasivitét der

Malinahme und niedrigen Fallzahlen nicht zur routinemaligen Therapie eines ARDS

empfohlen, sondern stellt eher eine Ultima-ratio-Therapie bel schwersten ARDS-Verlaufen

mit drohender Hypoxie dar. Die mdgliche pharmakologische Therapie im Rahmen eines

ARDS beinhatet die Inhaation von Stickstoffmonoxid (iNO), aerosoliertes Prostazyklin

(PGly), partielle Flussigkeitsbeatmung, antiinflammatorische Medikamente und die Therapie

mit Surfactant-Praparaten [91]. Die iINO-Therapie, die zu einer selektiven Vasodilatation von

ventilierten Lungenabschnitten fihrt, ist nach neuesten Empfehlungen nicht fir den

Standardeinsatz geeignet, sondern stellt eine sinnvolle Therapieoption bei schwerer Hypoxie

dar. Eine Anwendung von PGI, folgt dem Prinzip des iNO, ist aber wie die partielle

Fllssigkeitsbeatmung eine noch rein experimentelle Therapieform. Die Gabe fast aler

antiinflammatorischwirkenden Medikamente gilt nach den neuesten Empfehlungen as

kontraindiziert. Lediglich der Einsatz von niedrig dosiertem Kortison in der proliferativen

Phase des ARDS scheint gesichert [91].

Mit Ausnahme des , Low tidal volumes*-Beatmungskonzeptes [88] hat sich aber keine der
gepriften Therapieansdtze as signifikant vorteilhaft bei der Behandlung des ARDS
herausgestelt.
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3. Fragestellung

Fur das akute Atemnotsyndrom des Erwachsenen (,, Acute Respiratory Distress Syndrome® ,
kurz ARDS) wurden ausgepragte Verénderungen des Surfactant-Systems bislang beschrieben.
Diese Veranderungen stellen die Grundlage zur Uberpriifung der Effizienz einer Surfactant-
Substitutionstherapie, wie sie schon seit Jahren bei dem , Infant Respiratory Distress
Syndrome® (IRDS) etabliert ist, dar [104].

Es wurden drei ARDS-Kollektive (Standardtherapiertes Kollektiv, ,, Low-dose” -therapiertes
Kollektiv und ,, High-dose" -therapiertes Kollektiv) untersucht. Diese Kollektive wurden mit
einem Kontroll-Kollektiv, das aus Normalpatienten ohne kardiopulmonale V orerkrankungen
bestand, verglichen.

In der vorliegenden Dissertation sollten daher im Zusammenhang mit einer Phase-l1-Studie
zur Sicherheit der intratrachealen Applikation eines auf rekombinantem Surfactantprotein-C
(rSP-C) basierenden Surfactant-Praparates (Venticute® anhand biochemischer und
biophysikalischer Untersuchungen des Surfactant-Systems sowie klinischer Beobachtung des

Krankheitsverlaufes der ARDS-Patienten folgende Fragen beantwortet werden:

Weist das ARDS-Kollektiv 3h vor Surfactant-Applikation gravierende biochemische
und biophysikalische Veranderungen des Surfactant-Systems im Vergleich zur
Kontrolle auf, wie es anhand der theoretischen Uberlegungen und der bisher

veroffentlichten klinischen Studien zu erwarten ware?

Bewirkt die Surfactant-Therapie der ARDS-Patienten eine Verbesserung des
Gasaustausches, der Anzahl der beatmungsfreien Tage wie auch der Mortalitét?

Lassen sich die Veranderungen des Surfactant-Systems bei den ARDS-Patienten
durch eine Surfactant-Therapie positiv beeinflussen? Zeigen sich dosisabhangige (4 x
1 mg rSP-C /kg Korpergewicht (KG) in der ,, Low-dose* -Gruppe bzw. 4 mg rSP-C /kg
KG (Venticute®) + 2 mg rSP-C /kgKG bis zu dreimal in 24h in der , High-dose" -
Gruppe) Verdnderungen des Surfactantsystems?

Ist eine Korrelation zwischen klinischer Verbesserung (Gasaustausch) und den

biochemischen bzw. biophysikalischen Surfactant-Eigenschaften méglich?
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4. Materialien

4.1. Gerate

Amersham Pharmacia (Freiburg)
Amersham Pharmacia (Freiburg)
Camag (Muttenz, Schweiz)
Camag (Muttenz, Schweiz)
DuPont (Bad Nauheim)

Du Pont de Nemours Int.SA (Genf,
Schweiz)

Electronetics Cooperation, Amherst
(N.Y., USA)

Eppendorf (Frankfurt/ Main)

Fisons (Mainz)

GFL (Burgwedel)

Heraeus (Hanau)

Kontron (M inchen)

Merck (Darmstadt)

Nunc (Wiesbaden)

Olympus Optical GmbH (Hamburg)
Pierce (Rockford, Illinois, USA)
SLT (Overath)

HPL C — Gradientenpumpe 2249
Fraktionensammler RediFrac
Linomat Probenauftragegerat
TLC-Scanner 11

Zentrifuge Sorvall RC5C
Klinische Systeme, ACA 11 & IlI

Pulsating Bubble Surfactometer

Digital Photometer 6115 S

Gaschromatograph Carlo Erba Fractovap 2150
mit FID

Wasserbad

Ultrazentrifuge Omegall 70

Spektral photometer Uvikon 922

Silica 60 DUnnschichtplatten
Mikrotiter-Platten (Maxisorp®; Polysorp®)
Bronchoskop (BF Type P20 D)

BCA Protein Assay Reagent
ELISA-Photometer 400 V. 1.1
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4.2. Substanzen

Anti-SP-A (PE10; monoklonal)
Anti-SP-B (8B5E; monoklonal)

SP-A (human rekombinant)
SP-B (human naturlich)

SP-C (rekombinant, Venticute®)
SP-D

Bovines Serum Albumin (BSA)
Anti-Maus-Antikorper (biotinyliert)

Avidin-Biotin-M eerettich-Peroxidase
(AB-Komplex)
Tween 20

Triton X-100
Oxybuprocainhydrochlorid (Novesine®)

May-Grunwald-L6sung (Eosin-Methyl-
enblau-Ldsung mit > 50 % Methanol)
Giemsa-S-Losung (Azur-Eosin-Lésung)

ABTS (2.2 Azino-bis-[ 3-ethyl-benzthia-
zolinsulfonat(6)])

PBS (phosphate buffered saline; pH: 7,4)
NaCl
Na,HPO, x 12H,0
KCI
KH,PO,

T.Akino (Dept. of Biochemistry, Sapporo Medi-
cal College, Sapporo, Japan; [105])

Y. Suzuki (Chest Disease Research Institute,
Kyoto-University, Japan; [106])
K.P. Schéfer (Altana, Konstanz; 99 % Reinheit)

Aufgereinigt per LH60-Chromatograpie nach
Warr [19] (95 % Reinheit]
K.P. Schifer (Altana, Konstanz)

M. Griese (Kinderklinik Universitét M inchen),
aufgereinigt mittels Mannose-Affinitéatschromato-
graphie nach [107]

Paesel and Lorei GmbH (Frankfurt/Main)

Amersham Biosciences (Freiburg)

Dakopatts GmbH (Hamburg)

Sigma (M linchen)

Serva (Heidelberg)

Wander Pharma GmbH (Nurnberg)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Boehringer GmbH (Mannheim)

89

2949
0,29
0,29

ad 1000 ml Aqua destillata

BSA-Puffer (pH: 7,4)

PBS-Puffer angereicht mit einprozentigem (wt/vol) Rinderalbumin

Waschpuffer (pH: 7,4)

PBS-Puffer angereicht mit 0,5%igem (wt/vol) TWEEN 20

16



Substratpuffer (pH: 4,2)
Na-Acetat-Trihydrat 829
NaHPO,4 X H,O 6,99
ad 1000 ml Aquadestillata

ABTS-Losung
ABTS 20 mg
Substratpuffer 30ml
H20, 0ul

M olybdan-Blau-Farbe-L 6sung
Losung 1: 10,03 MoOz und 250 ml 12,5 M H,SO, werden 15-30 Minuten unter
Ruckfluss, bis eine klargelbe Losung entsteht, gekocht.

Losung 2: Nach Abkihlen der Losung 1 werden 125 ml dieser Lésung mit 0,445
g Molybdat-Pulver 1h unter Rickfluf3 gekocht.

Nach dem Abkuhlen der Lésung 2 wird diese zum verbliebenen Volumen von
Losung 1 hinzugegeben. Daraufhin wird die neue Losung mit dem doppelten
Volumen Aqua destillata (500 ml) versetzt und anschlief3end mit konzentrierter
Essigsdure bis zu einem Volumenverhdltnis von Reagenz : Essigsaurevon 4 : 1

(= 187,5 ml) angereichert.

Alle anderen Chemikalien in p.A.-Qualitdt von der Fa. Merck (Darmstadt).
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5. Methoden

5.1. Patientenkollektiv

Be der dieser Dissertation zugrunde liegenden, europaweiten, multizentrischen,
randomisierten, kontrollierten Phase-1I-Studie an ARDS-Patienten wurde, nach vorheriger
Zustimmung durch das jeweilige Ethik-Kommitee und rechtskraftiger Einwilligung durch den
Patienten bzw. dessen gesetzlichen Vertreter, ein auf gentechnologisch hergestelltes
Surfactant-Protein-C ~ (rSP-C-)-basierendes ~ Surfactant-Praparat  (Venticute® in  einer
Therapiedosis von 0,5 mg rSP-C + 25 mg Phospholipide bis maxima 1mg rSP-C + 50 mg
Phospholipide’lkg Korpergewicht (KG) intratracheal bis zu viermal in 24h ingtilliert. Die
exakten Ein- und Ausschlusskriterien dieser Studie sind in Tabelle 2 dargestellt.

Die ARDS-Patienten wurden prospektiv randomisiert, um entweder mittels der
Standardtherapie (Standard-Gruppe; n=15) behandelt zu werden, oder um mittels der
Standardtherapie plus einer der beiden mdglichen Dosisregime 4 x 1 mg rSP-C (Venticute®)
/kg Korpergewicht (KG) in der ,, Low-dose* -Gruppe (n=18) bzw. 4 mg rSP-C /kg KG + 2 mg
rSP-C /kgKG bis zu dreimal in 24h in der ,, High-dose" -Gruppe (n=13) des hier untersuchten
rSP-C-basierenden Surfactant-Préparates (Venticute® behandelt zu werden. Dieses rSP-C
basierende Surfactant-Praparat (Venticute®) enthalt (wt/wt) 1,8 % rSP-C, 634 %
Dipamitoyl-sn-Phosphatidylcholin ~ (DPPC), 278 %  1-Pamitoyl-2-Oleoyl-3-sn-
Phosphatidylglyceroal, 4,5 % Palmitinséure und 2,5 % Calciumchlorid.

Die Patienten wurden entweder bis Tag 28 der Studie oder bis zu deren Verlegung in eine
andere Klinik beobachtet. Fur den stationdren Aufenthalt erfolgte jeden Tag die korperliche
Untersuchung der Patienten sowie laborchemische Untersuchungen des Blutes. Ebenfalls
wurde taglich gepruft, ob nach den gultigen Richtlinien der Beginn bzw. die Durchfiihrung
der Respirator-Entwohnung indiziert war.
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Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

ARDS-Diagnose: Innerhalb von 12h:
1. Diffuse, bilaterale Infiltrate im Thorax-Roéntgenbild
(innerhalb von 7d nach prédisponierendem Ereignis);
2. PaO,/FiO, < 200 mmHg und 3. PEEP > 5 cmH,0

Pulmonalarterieller Verschlussdruck < 18mmHg
(Swan-Ganz-Katheter) oder der fehlende klinische
Hinweis einer linkskardialen Dekompensation

Lebensater > 18 Jahren und < 70 Jahren

Komplette kérperliche Untersuchung inklusive der
Vitalzeichen

Der Patient muss intubiert und beatmet sein;
Maoglichkeit zur Sedierung und Relaxierung des
Patienten wdahrend  Surfactant-Applikation  muss
gegeben sein

Der Patient muss einen arteriellen Katheter zur
invasiven Blutdruck-Messung (,, Arterie") haben

Die,, Baseline" -Phase muss spéatestens 72h nach
ARDS-Diagnose folgen

Die Zustimmung des jeweiligen Ethik-Kommitees
muss vorliegen

Der Patient bzw. sein gesetzlicher Vertreter muss
vor der , Baselineg® sein Einversténdnis (,, Informed
consent* ) geben

Vorherige ARDS-Episode oder bakterielle
Pneumonie, die eine Beatmung indizierte und wieder

Auftreten nach Besserung wéhrend des
Krankenhausaufenthaltes

Primares pulmonales Malignom oder
pumonale Metastasen oder ein Malignom im
Endstadium

Stadium AIDS nach den CDC-Kriterien

ARDS durch ,,Beinahe-Ertrinken “ (,near
drowning*)

Erwartete Notwendigkeit einer Langzeit-
Respiratorbehandiung aufgrund von nicht

respiratorischen Grinden Uber die Beobachtungsphase
(Tag 28) hinaus

L ebenserwartung von weniger als zwei Tagen
aufgrund von nicht respiratorischen Griinden

Hinweis auf eine Leberinsuffizienz, akutes
L eberversagen bzw. bekannte Leberzirrhose

Oxygenierungsindex < 60 mmHg zum Zeitpunkt
des Einschlussesin die Studie

Arterieller Mitteldruck < 60 mmHg zum Zeitpunkt
des Einschlusses in die Studie (mit oder ohne
Behandlung mit inotropen Medikamenten)

Vorhandensein von diffusen, bilateralen

pulmonalen Infiltraten langer als finf Tage

Neutropenie < 1/nl (1000/pl oder 10%! oder 1G/I)
oder bei einer Gesamtleukozytenzahl < 2/nl (2000/ul
oder 2x10%1 oder 2G/l) binnen 24h vor Beginn der
» Baseline" -Phase

Notwendigkeit der Langzeit-Respiratorbehandlung
besteht aus anderen Griinden als ARDS (z.B. schwere
COPD)

Eine Pneumonie (al's pradisponierendes Ereignis)
wurde weniger als 48h mit antibiotischen Substanzen
behandelt

Teilnahme an einer klinischen Studie mit einer
investigativen Substanz innerhalb der letzten 30 Tage

Einsatz anderer experimenteller Therapieformen
bei ARDS, z.B. NO, ECMO, ..., zwischen ARDS-
Diagnose und Einschlussin die Studie

Lobektomie oder Pneumektomie in der Anamnese

Lungentransplantation in der Anamnese

Dokumentierter Myokardinfarkt in den letzten drei
Monaten vor Studieneintritt oder vorbekannte
chronische Herzinsuffizienz NY HA-Stadium 111-1V

Tab. 2: Ein- und Ausschlusskriterien
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5.2. Bronchoalveolédre Lavage (BAL)

5.2.1. Indikation zur BAL

Die Bronchoalveoldre Lavage findet heutzutage ihren weltweiten Einsatz in der
Diagnostik und der Therapie bestimmter pneumologischer Krankheitsbilder. Mit Hilfe der
BAL, die en bronchoskopisches Untersuchungsverfahren darstellt, lassen sich fir den
Gelibten aufgrund ihrer geringen Invasivitdt auf schnelle und einfache Art flUssige
Bestandteile, Zellen und Krankheitserreger aus dem bronchoalveol&ren Raum gewinnen.
Diese Malnahme erlaubt bel pulmonalen Erkrankungen unklarer Genese eine
differentialdiagnostische Abklarung. So kénnen radiologisch aufféllige Lungenareale im
Rahmen einer Pneumonie auf den ausldsenden bzw. verursachenden Mikroorganismus hin
untersucht werden. Interstitielle Lungenerkrankungen wie z.B. Sarkoidose, exogen allergische
Alveolitis, ldiopathische pulmonale Fibrose, Pneumokoniose und Histiozytosis X stellen
haufig untersuchte Erkrankungen dar. Schliefdlich dient die BAL-Spulung ebenfalls zur
Aspiration von verdachtigen Zellen bel pulmonalen Neubildungen unsicheren Verhaltens aus
peripher gelegenen Lungenabschnitten. Auch bei der Diagnostik opportunistischer
Lungeninfektionen, z.B. bel immunsupprimierten Patienten und Patienten mit HIV, hat die
BAL mittlerweile einen hohen Stellenwert eingenommen. Therapeutisch wird die BAL vor
allem bei den akuten Alveolarproteinosen, mit dem Ziel des ,Herauswaschens® der Proteine,
angewandt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die BAL as Mittel zur Erregerisolierung und zur
Gewinnung von Studienmaterial bei den Kollektivpatienten und zur Erhebung von
» Referenzwerten” bei freiwilligen Probanden, die weder pulmonale noch kardiologische

Vorerkrankungen zum Zeitpunkt ihrer BAL hatten, eingesetzt.

5.2.2. Durchfiuhrung und Technik der BAL

Dem Studienprotokoll folgend wurden die Bronchoalveolaren Lavagen, beginnend
wahrend der , Basdine’ -Phase 3h vor Surfactantapplikation (t = -3h), dann 48h nach
Applikation (t = 48h) sowie letztlich 120h nach der Surfactant-Gabe (t = 120h) am Tag 5,
durchgefihrt. Bei den intubierten und beatmeten Patienten wurde ein flexibles, fiberoptisches
Bronchoskop Uber den endotracheal gelegenen Beatmungstubus in die unteren Luftwege
eingebracht und nach primérer Bronchoskopie aler Lungensegmente zumeist der rechte
Mittellappen oder die Lingula zur BAL ausgewahlt. Nach atraumatischer Positionierung der
Bronchoskopspitze in dem zu lavagierenden Segment wurde in 10 x 20 ml Schritten bis zu
einem BAL-Volumen von 200 ml sterile, isotone Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) Uber das

Bronchoskop instilliert und unter milder Aspiration (,Recovery” jewells 55-70 % der
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Ausgangsmenge) wiedergewonnen. Unmittelbar danach wurde das so gewonnene
Lavagematerial unter sterilen Bedingungen zur Entfernung von Mukus in ein Probengefal3
filtriert und sofort der weiteren Probenverarbeitung zugefihrt. Die unmittelbar an die Lavage
gekoppelte zehnmindtige Zentrifugation (200 x g und 4 °C) diente der Sedimentation der
zelluldren Lavageanteile. Der Uberstand jeder einzelnen Lavage wurde dann gepoolt, unter
kontinuierlichem Ruhren aliquotiert, mittels fliissigem Stickstoff gefroren und bei — 80 °C bis
zur weiteren Analyse aserviert. Das Sediment (,, Pellet”) wurde erneut resuspendiert und eine
definierte Zellzahl wurde einem Zytospin unterworfen sowie standardméafdig gefarbt (Farbung

nach Papenheim) und ausgezahit.

5.3. Schematischer Ablauf der Probenverarbeitung

BAL Recovery (in%) — — — 1. Zentrifugation (10 min, 200 x g, 4 °C)

(NaCl 0,9%, 200ml) |1 l l
BAL-Uberstand
-Surfactant- BALPdlet
Proteine

(SP-A,-B,-C,-D) -Z€llzahl
-Gesamt- _ _
Phospholipidgehalt -Differenzierung der Zellen
-Gesamt-
Proteingehalt

2. Zentrifugation (Ultrazentrifuge, 1h,
48000 x g, 4 °C)

l !

Uber stand Pellet

(- im Rahmen -Phospholipid-Profil

dieser Dissertation -Fraktionder , large

nicht verwendet) ~ Surfactant aggregates®
-biophysikaliche
Untersuchungen

Abb. 1: Schematische Darstellung der Probengewinnung durch die BAL und zweimaliger
Zentrifugation sowie der Weiterverarbeitung der Zwischenstufen

5.4. Biochemische Char akterisierung des Surfactants

Soweit nicht anders erwahnt, wurden ale Proben bei den Messungen seriell verdinnt und
zwei- bzw. dreifach eingesetzt. Zur Messung wurden jeweils die Verdinnungen ausgewahit,

deren Konzentrationen sich im linearen Bereich der jewelligen Messmethode befanden. Des
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Weiteren wurden mit Ausnahme der Fettsdure- und molekulare Spezies-Messungen stets
Doppel bestimmungen durchgefihrt.

5.4.1. Bestimmung des Phospholipidgehaltes

Die Lipide wurden aus den aliquotierten BAL-Uberstanden nach der ersten
Zentrifugation (s. 5.3., Abb. 1) mittels Bligh&Dyer-Extraktion [108] gewonnen. Hierzu
wurde das zu untersuchende Material mit Methanol (MeOH) und Chloroform (CHCl3) in
einem Volumenverhdtnis von 0,8 (Probe) : 2 (MeOH) : 1 (CHCI3) gemischt und 30 Minuten
lang intermittierend geschittelt. Diesem Ansatz wurde im Anschluss je ein weiterer
Volumenanteil Kochsalz (NaCl) und Chloroform zu einem Endverhdtnis von 1,8 (wéassrig) :
2 (MeOH) : 2 (CHCI3) zugesetzt. Es erfolgte nun eine Phasentrennung, die durch eine
Zentrifugation (2000 x @) Uber einen Zeitraum von zehn Minuten forciert wurde. Folgend
wurde die entstandene untere Phase (Chloroformphase), die quantitativ die Phospholipide und
den Grofdteil des SP-B und SP-C enthielt, mit Pasteurpipetten isoliert und mittels Stickstoff
(N2) einer Trocknung unterzogen. Im weiteren Verlauf wurde der Phospholipid-Gehalt
entsprechend der Methode nach Rouser [109] bestimmt. Hierbei wurde die getrocknete
Chloroformphase nach ihrer Wiederaufnahme in 220 ul CHCI 3 in ein Reagenzglas (Schott,
Mainz) zu zwei 100 pul -Proben pipettiert und nach einer Beimengung von 200 ul 70%iger
Perchlorsaure bei 180 °C Uber einen Zeitraum von vier Stunden erhitzt. In parallelen Ansétzen
wurde Phosphatstandard (KH,PO,4 zu 0,2 — 10 pg Phosphor/Ansatz) mitbestimmt. Nach dem
Abkuhlen wurden die verkochten Proben und die verkochten Standards mit je einem Milliliter
Ammoniummolybdatldsung (4,6mM Ammoniumheptamolybdat) versetzt und die Reduktion
zum Farbkomplex durch eine Zugabe von je 20 pl 650 mM Ascorbins aure eingeleitet. Die
Messung der optischen Dichte (OD) der Proben und Standards erfolgte nach einer Inkubation
von 1h bei 60 °C bei 698 nm am Spektral photometer. Im weiteren Arbeitsablauf wurden die
Leerwerte abgezogen, mittels Computerunterstiitzung eine Eichgerade angefertigt und die
Bestimmung des Phosphatgehaltes der einzelnen Proben durchgefiihrt.  Unter
Berlicksichtigung der molaren Verhaltnisse und der effektiven Verdiinnung der Proben konnte
der Phospholipidgehalt der einzelnen Proben unter Zuhilfenahme des Umrechnungsfaktors
23,45 (von ng Phosphat auf pg Phospholipid) errechnet werden. Als mittlere Molekularasse
fur Phospholipide wurde die relative Masse des DPPC (M, = 734) verwendet.

5.4.2. Bestimmung des Proteingehaltes

Die Bestimmung der Proteine wurde nach der Lowry-Methode [110] mittels eines
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kommerziellen Analysenkits fur Proteinbestimmungen [BCA protein quantifikation Kkit,
Pierce, Bonn] durchgefuhrt.

5.4.3. Berechnung des Phospholipid-Protein-Quotienten (PPQ)

Der Phospholipid-Protein-Quotient (PPQ) lief3 sich nach vorausgehender Bestimmung
der beiden Einzel parameter aus dem BAL -Uberstand fiir jede einzelne Lavage nach folgender
Formel berechnen:

PPQ = Phospholipid/Protein.

5.4.4. Analyse der Phospholipidklassen (PL-Profil)

Die Anayse des Phospholipidprofils ~ wurde mit Hilfe der
Dunnschichtchromatographie, der so genannten ,High Performance Thin Layer
Chromatography”“ (HPTLC), durchgefihrt. Hierbel wurden Aliquots (30 pg Phospholipide)
der durch den zweiten Zentrifugationsschritt der BAL-Ldsung (5.3., Abb. 1) gewonnenen
.Large Surfactant Aggregates’ der bereits erwdhnten Bligh&Dyer-Extraktion [108]
unterzogen, um nach ihrer Wiederaufnahme in 50 ul CHCIl3 / MeOH 2/1 (vol/vol) unter
Zuhilfenahme eines Applikators (Linomat IV, Camag®) auf Silica 60 Diinnschichtplatten
(Merck®) aufgetragen zu werden. Eine aus acht unterschiedlichen Phospholipidklassen
bestehende Losung stellte bel dieser Analyse den Standard dar, der in sieben
unterschiedlichen Konzentrationen (Konz.) auf dieselbe Dinnschichtplatte gegeben wurde.
Diefolgende Tabelle 3 gibt die Komposition dieses Standardmixes wieder:

Konz. ul Mixtur ug PC ue anderer Phospholipide

(beinhaltet LPC, PG, SPH, PI, PE, PS
sowie Cardiolipin)

1 5 2,08 0,417
2 10 4,166 0,833
3 20 8,333 1,666
4 30 12,5 2,5

5 50 20,833 4,166
6 100 41,666 8,333
7 150 62,5 12,5

PC = Phosphatidylcholin, LPC = Lyso-Phosphatidylcholin, PG = Phosphatidylglycerol, SPH =
Sphingomyelin, PI = Phosphatidylinositol, PE = Phosphatidylethanolamin, PS = Phosphatidylserin

Tab. 3
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Jede Laufkammer wurde 30 Minuten lang mit dem Laufmittel (Chloroform : MeOH :
Eisessig: Aqua dest. = 50 : 37,5 : 3,5 : 2 vol/ vol/ vol/ vol) aquilibriert. Nachdem die
Dunnschichtplatte in die Kammer eingebracht wurde, folgte die Trennung der Phospholipide
Uber eine Dauer von 20 Minuten. Die auf der Dunnschichtplatte separierten Phospholipide
liefen sich gemdl3 der Gustavsson-Methode [111] selektiv mit Molybdan-blau-Farbstoff
anférben. Dafur war im Anschluss an die Trocknung ein zehn-sekundenlanges, vertikales
Eintauchen der Dunnschichtplatte in eine mit Molybdan-blau-Reagenz gefillte Kammer
erforderlich. Zur Anférbung der einzelnen Phospholipide war eine 15-minttige Lagerung der
mit Férbereagenz bearbeiteten Dunnschichtplatte an einem dunklen Ort notwendig. Hiernach
wurde ein eventueller Uberschuss des Farbereagenzes durch ein 30 Sekunden dauerndes
Schwenken der Dunnschichtplatte in Aqua destillata entfernt und bis zum endgultigen
Eindringen der Feuchtigkeit erneut fir 15-20 Minuten an einem dunklen Ort gelagert. Mittels
eines Kaltluftféns konnte die Dunnschichtplatte nun getrocknet werden und unter Benutzung
eines TLC-1I-Scanners [Camag®] bei 700 nm fiir die Phospholipid-Analyse densitometriert
werden. Unter Beriicksichtigung der in sieben Konzentrationen aufgetragenen Standards
erfolgte dann computergestiitzt die Quantifizierung der einzelnen Phospholipide. In
Abhangigkeit der untersuchten Phospholipide zeigte sich eine unterschiedliche Varianz fir
diese Methode. Diese lag zwischen 0,745 % fur PC, 1,16 % fur PG und 7,34 % fur LPC.

5.4.5. Analyse des Fettsaur eprofils

Die Anayse des Fettsdureprofils des Phosphatidylcholins wurde mit enem
Gaschromatographie-Verfahren durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden die Lipide mit den
bereits erwahnten Methoden nach Bligh&Dyer [108] aus der BAL-Fllssigkeit extrahiert und
entsprechend 5.4.4. getrennt. Das Phosphatidylcholin wurde dann mittels Primulinreagenz
[Sigma, Minchen; nach Wright [112]] nicht-destruktiv visualisiert, und die zugehdrigen
Gelabschnitte sowie die Leerabschnitte des Gels wurden nach Zugabe von 10 pg Pentadecan -
Saure as internen Standard mit 10 ml CHCly/MeOH (2/1; v/v) €uiert. Die
Fettsduremethylester wurden durch eine saure-katalysierte Transmethylierung mittels 2N
Salzsdure (HCI) bei 100 °C (12h) erzeugt. Die derart generierten Fettsduremethylester wurden
mittels Hexan extrahiert und unter einem Stickstoffstrahl getrocknet. Das entstandene
getrocknete Produkt konnte zur weiteren Analyse mit jeweils 10ul CHCI 3 gel0st werden. Die
gaschromatographische Trennung zur Ermittlung des Fettsaureprofils, unter Verwendung
eines Carlo Erba Fractovap 2150° Gaschromatographen, wurde isokratisch bei 198 °C mit
Helium als Trégergas (Flussrate: 1 mi/min.) und einer Kapillarséaule (CP-Sil 88, 50mm x
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25mm, Chrompack, Frankfurt/Main) erreicht. Die einzelnen Fettsduremethylester-Peaks
konnten durch Vergleich der Ergebnisse mit den Retentionszeiten und Peakflachen bzw.
Responsefaktoren kommerzieller Standards [Sigma, MUnchen] identifiziert und quantifiziert

werden.

5.4.6. Analyse der molekularen Spezies des Phosphatidylcholins

Die Phospholipide wurden mittels Choroform/M ethanol -Extraktion nach Bligh&Dyer
[108] isoliert. Anschlief?end wurde das Phosphatidylcholin (PC) mittels HPTLC (High-
Performance Thin Layer Chromatography, mobile Phase:
Chloroform/Methanol/Essigsaure/Wasser 50/37,5/3,5/2 (v/v), stationére Phase Kieselgel 60
(Merck, Darmstadt)) von anderen Phospholipiden separiert, mit Primulin (Sigma, Minchen)
[112] identifiziert und mit 10 ml Chloroform/Methanol 2/1 (v/v) vom Gel isoliert. Das PC
wurde darauf in Anlehnung an bei Ristow et a. [113, 114] beschriebene Verfahren mit
Phospholipase C (Bacillus Cereus, grade 1, Boehringer Mannheim, 100 U/mmol PC, 37 °C,
12h), in seine Diradylglycerole (DRG) gespalten und diese mit 1-Naphthylisocyanat (NIC)
und DABCO (Diazobicyclooktan, Katalysator) in die jewelligen Naphthylurethane
umgewandelt (Bedingungen: 80 °C fur 30 min, molare Ratios. NIC/DRG 200/1;
NIC/DABCO 250/1). Nach Abtrennung von Reaktionsnebenprodukten tber RP-18-HPLC
(Bedingungen: Stationére Phase LiChrosorb 5 mm, 125x4.6 mm i.d. (Merck), mobile Phase:
Solvent A: Methanol, Solvent B: 80 % Methanol; 0-25 min. 60 % Solvent A, 25-45 min. 100
% Solvent A; T=60 °C, Flow = 1 ml/min., Detektion be 279 nm) wurden die
Naphthylurethane zwischen 28 - 40 min. gesammelt und mittels DC (Silica 60, mobile Phase
Benzol:Hexan:Diethylether 52/48/3; vol/vol) in Phospholipidsubklassen (Diacyl, Alkyl-Acyl,
Alkenyl-Acyl) separiert. Nach Identifikation unter UV-Licht Gber Autofluoreszenz wurden
die molekularen Spezies mittels 10 ml Chloroform isoliert und durch RP-18-HPLC und
Gradientenelution separiert (Bedingungen: Stationdre Phase: Superspher 4 mm, 250x4.6 mm
(Merck), Solvent A: Methanol, Solvent B: 80 % Methanol, linearer Gradient 40-20 % Solvent
B in 120 min,, T = 60 °C, 1 ml/min) und bei 279 nm photometrisch identifiziert und
quantifiziert. Dieses System erlaubte die Separierung und Quantifizierung von Uber 20

individuellen molekularen Spezies.

5.4.7. Surfactant-Protein (SP)-A Enzyme-Linked |mmunosor bent Assay (ELISA)
Das generelle ELISA-Prinzip stellt die Detektion einer Substanz mittels eines
enzymgekoppelten Antikorpers dar. Dazu wird eine Probe (z.B. BAL-Uberstand) mit einem

spezifischen, an die gesuchte Substanz (z.B. SP-A) bindenden Antikérper inkubiert. Dieser
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primare Antikorper wird anschlief3end von einem sekundéren erkannt und gebunden, der mit
einem Enzym (z. B. Meerettichperoxidase) gekoppelt ist. Nach Zugabe eines Farbreagenzes
(z.B. ABTS) wird diese durch das indirekt an die gesuchte Substanz gekoppelte Enzym
verdndert. Die Intensitét der Farbreaktion ist somit von der Konzentration der gesuchten
Substanz im Stoffgemisch abhangig. Zur Bestimmung von SP-A wurde ein kompetitiver
ELISA entwickelt. Hierzu wurde eine Maxisorp® Mikrotiterplatte tiber Nacht mit 100 pl der
monoklonalen Antihuman-SP-A-Antikérpern in einer Konzentration von 1 pg/ml in
Carbonatpuffer (15 mM NaCOs, 35 mM NaHCO;, pH 9,6) beschichtet und anschlief3end
Uber eine Stunde mit 200 pl Blockpuffer (1 % BSA in PBS) bei 37 °C geblockt, danach
dreimal mit Waschpuffer (PBS-Puffermit 0,5 % Tween 20, pH 7,4) gewaschen. Alle Proben
wurden mit 10 mM EDTA in PBS vier zu eins verdinnt und im Ultraschallbad eine Minute
lang homogenisiert. Jeweils 100ul dieser BAL-Verdinnung wurde mit Triton X-100 bis zu
einer Endkonzentration von 14 % (25ul einer 20%igen Losung in PBS) versetzt und 125ul
PBS-Puffer sowie 250ul einer 1:15000 Verdinnung des Primérantikérpers (s.0.) zugegeben
(Gesamtvolumen 500ul) und anschliefRend 60 min. bei 37 °C inkubiert. Standards definierter
K onzentrationen wurden identisch behandelt. Anschlief3end wurden jeweils 200ul der Proben
und Standards auf die Antikorper-beschichtete Microtiterplaite gegeben, 1h bel
Raumtemperatur inkubiert und dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Die Mikrotiterplatte
wurde danach eine Stunde bel Raumtemperatur mit 200 pl einer 1:1000 Verdinnung des
Zweitantikorpers (biotinyierter Rabbit-Anti-Maus-Antikorper) in Blockpuffer inkubiert und
dreima mit Waschpuffer gewaschen. Anschlief3end erfolgte die Reaktion mit AB-Komplex
(200 pl einer Losung von sechs Tropfen AB-Komplex Stockldsung in 40ml Blockpuffer). Die
Farbreaktion wurde nach erneutem dreimaligem Waschen (Waschpuffer) mit 100 ul ABTS-
Losung (20 mg ABTS und 10 pl H20; (30 %) in 30 ml H,O) erzeugt, und die Extinktion bel

A= 450 nm nach einer Stunde mittels ELIS A-Photometer gemessen.

5.4.8. Surfactant-Protein (SP)-B ELISA

Als Tragermaterial fir den ELISA wurden Mikrotiterplatten mit 96 N&pfchen aus
Polystyrol (Polysorp& F96 mit Zertifikat, Nunc, Wiesbaden) verwendet. Der Standard
(humanes, dimeres SP-B) wurde Uber eine LH60-Chromatographie isoliert und die
Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt. Die Reinheit der Prgparation wurde Uber
Gelelektrophorese und Western-Blot untersucht und betrug >95 %. Die fur SP-B beschriebene
reduzierte Anfarbbarkeit mit hydrophoben Farbstoffen bedingte bei dem Bradford-Test zu
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niedrige Werte und wurde durch Division mit einem empirischen Faktor von 0,66
ausgeglichen.

Die zu messenden Proben (bronchoal veolére Lavagen, BAL) wurden mit 1-Propanol und PBS
auf ein Mischungsverhdtnis 1-Propanol/PBS von 50/50 (v/v) eingestellt. Ublicherweise
wurden 20 ml BAL in einem Gesamtvolumen von 100 ml in die Napfchen pipettiert.
Angereichertes Surfactant-Material (z. B. Uber eine 48000 x g-Zentrifugation) wurde mit 1-
Propanol/PBS (50/50 (v/v)) auf eine Phospholipidkonzentration von 1 mg PL/N&pfchen
verdunnt. SP-B-Standards wurden ebenfalls mit 1-Propanol/PBS 50/50 (v/v) seridl in
Konzentrationen von 40 ng/Napfchen bis 312,5 pg/Napfchen verdinnt. Auf jeder Platte
wurde en interner Standard (BAL mit definierter SP-B-Konzentration) mitgeftihrt. Alle
Proben und Standards wurden als Doppelbestimmung eingesetzt. Alle Verdinnungen
erfolgten in 2 ml Reaktionsgefalien aus Polypropylen (Eppendorf, Hamburg).

Nach dem Pipettieren der Proben und Standards wurden die Mikrotiterplatten im
Trockenschrank bel 37 °C 6h bis zur Trocknung inkubiert. Die durch Inhomogenitdten der
biologischen Proben bedingte variable Adsorption des SP-B an die Plattenoberflache wurde
durch Wiederaufnehmen in 100 ml Trifluorethanol minimiert. Nach einem weiteren
Trocknungsschritt (37°C, 6 h) wurden die in ca. 50-fachem Uberschuss zu SP-B vorliegenden
Phospholipide durch zwei aufeinander folgende Waschschritte selektiv entfernt. Im ersten
Schritt erfolgte Zugabe von 200 ml Diisopropylether/1-Butanol 3/2 (v/v) und Inkubation unter
Schitteln (15 min.) bei Raumtemperatur. Nach dem Dekantieren der Solventien wurde
nochmals mit 200 ml Diisopropylether/1-Butanol 3/2 (v/v) gewaschen und sofort dekantiert.
Darauf wurden die Platten mit 200 ml 50mM Trig/Cl pH 7,6/0,5 % Tween 20 dreimal
gewaschen.

Zum Blockieren Uberschiissiger Bindungsstellen wurde 2h mit 50 mM Tris/Cl pH 7,6/1 %
Rinderserumalbumin (BSA) inkubiert. Nach dreimaligem Spilen mit 50 mM Tris/Cl pH
7,6/0,5% Tween 20 efolgte der Auftrag des SP-B-Antikorpers (8A5E, monoklonaler
Antikorper (Maus) gegen porcines SP-B). Dazu wurde eine Antikorper-Stammldsung (1
mg/ml) in 50 mM Tris/Cl pH 7,6/1 % BSA mit 50 mM Tris/Cl pH 7,6/1 % BSA 1/200 (v/v)
verdunnt, 200 ml dieser Losung pro Napfchen pipettiert und 12h bel Zimmertemperatur
inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit 50 mM Tris/Cl pH 7,6 /0,5 % Tween (200 ml) wurden 200 ml
einer 1:1000-Verdinnung von biotinyliertem Anti-Maus-Antikorper (Schaf) (Amersham-
Buchler, Braunschweig) in 50 mM Tris/Cl pH 7,6 /1 % BSA aufgetragen und 120 min. bei
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Raumtemperatur inkubiert. Zur Entfernung von Uberschissigem Antikdrper wurde dreimal
gewaschen.

Anschliefend erfolgte eine Verstarkung der Empfindlichkeit des Tests mit der Avidin/Biotin-
Peroxidase-Technik  (AB-Komplex, Dako, Hamburg). Dazu wurden en Tropfen
Avidinlosung und ein Tropfen biotinylierte Meerettich-Peroxidaselosung in 5 ml PBS
gegeben und 30 min lang &quilibriert. 200 ml einer Verdinnung aus einem Tropfen dieser
Stammlosung mit 5 ml 50 mM Tris/Cl pH 7,6 /1 % BSA wurden 120 min auf den Platten
inkubiert, anschlief3end wurde wieder dreimal gewaschen.

Die enzymatische Farbentwicklung wurde durch Zugabe von 2,2'-Azino-di-[3-ethyl-
benzthiazolinsulfonat(6)] als Substrat eingeleitet. Dazu wurden 20 mg ABTS und 10 ml 30 %
HO, in 30 ml Substratpuffer (60 mM  Natriumacetat-Trihydrat, 50 mM
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat pH 4,2) gelést und 200 ml dieser Loésung in die
Né&pfchen pipettiert. Nach der Farbentwicklung (60 min. RT oder Uber Nacht bei +4 °C)
erfolgte die spektralphotometrische Auswertung bel 405 oder 450 nm in einem ELISA-
Photometer (Reader 400 V. 1.1, SLT, Crailsheim). Die Standardkurven wurden durch
rechnergestiitzte Cubic-Spline-Interpol ation gewonnen.

5.4.9. Surfactant-Protein (SP)-C ELISA

Die Proben wurden 1.5 (v/v), der SP-C-Standard (humanes SP-C) seriell bis 3,125
ng/ml in Lésungsmischung (2-Propanol : H20 = 80:20 (v/v), pH 3,5) verdinnt. Davon
wurden jewells 100 ul in die Microtiterplatten pipettiert und bei 37 °C Uber Nacht getrocknet.
Hiernach wurden 100 pl Trifluorethanol pro N&pfchen hinzugegeben und, um das SP-C
optimal an die Oberflache der Platte zu binden, bel 37 °C lber drei Stunden getrocknet.
Daraufhin wurden die Phospholipide selektiv mit Methanol ausgewaschen. 200 pl Methanol
wurde pro Népfchen hinzugegeben und die Platte 20 min. lang vorsichtig bei Raumtemperatur
geschuttelt. Das Ldsungsmittel wurde entfernt und die Platte nochmals kurz mit Methanol,
und dann dreima mit Waschpuffer (50 mM TrigHCI, 0,05 % Tween 20, pH 7,46)
gewaschen. Anschlief3end wurde mit 200 ul Blockpuffer (50 mM Tris/HCI, 1 % BSA (w/v),
pH 7,6) pro Ndpfchen bei Raumtemperatur fur zwei Stunden geblockt und dann wiederum
dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Der polykonale SP-C-Antikorper (Kaninchen anti
Mensch), der 1:2000 in Blockpuffer verdiinnt worden war, wurde dann in einer Menge von
jewells 200 pl zugesetzt und konnte Uber 12 bis 15 Stunden mit dem SP-C auf der Platte
reagieren. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurden 200 pl einer 1:1000-L6sung

eines Anti-Kaninchen-Antikorpers (biotin) in Blockpuffer zwel Stunden lang inkubiert.
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Wiederum folgte das bereits erwahnte dreimalige Waschen. Hiernach wurden 200 pl des AB-
Komplexes, der 1:200 in Blockpuffer verdiinnt worden war, fir zwel Stunden hinzugegeben.
Auf dreimaliges Waschen folgte dann die Farbreaktion mit 200 pl ABTS-Losung (20 mg
ABTS und 10ul H,0; (30 %) in 30 ml Substratpuffer (s.0.)), die nach einer Nacht bei 4 °C bel
A= 450 nm am n&chsten Tag abgelesen wurde [77].

5.4.10. Surfactant-Protein (SP)-D ELISA

Das SP-D wurde mittels eines Sandwich-ELISAs mit zwei monoklonalen Antikdrpern
(IE11, V1 F11-Biotin, BMA, Heidelberg) quantifiziert. Die verwendeten Maxisorp® Platten
wurden bel 4 °C Uber Nacht mit 1 pg/ml des IE11 Antikorpers beschichtet, der eine
Kreuzreaktion mit humanem SP-D aufweist (gelost in 15 mM Na,COgz, 35 mM NaHCOs, pH
9,6). Die Platten wurden mit Waschpuffer gewaschen und mit 200 pl Blockpuffer pro
Né&pfchen bei 37 °C fur eine Stunde geblockt. Nach drel Waschvorgangen mit Waschpuffer
(Tris-NaCl-Losung, 5 mM CaCl,, 0,1 % Triton X-100, pH 7,4) wurden die Proben eins zu
funf in Blockpuffer verdinnt und 100 pl davon bei 37 °C eine Stunde lang inkubiert, dann
nochmals mit Waschpuffer dreimal gewaschen. Die Detektion des gebundenen SP-D erfolgte
bei 37 °C Uber 30 Minuten mit einem weiteren monoklonalen, mit humanem SP-D
kreuzreagierenden SP-D-Antikorper (VI11-Biotin, 100 ul Ldsung pro Né&pfchen, 1 pg/ml).
Erneut folgten drei Waschvorgange mit Waschpuffer. Anschlief3end erfolgte die Umsetzung
mit AB-Komplex (100 ul/N&pfchen, 1h bel 37 °C, siehe SP-A-ELISA). Die Farbreaktion
wurde mit 200 pl ABTS-L6sung (siehe SP-A-ELISA) erzeugt und bei A= 405 nm nach einer
Stunde im ELISA-Reader gemessen.

5.5. Biophysikalische Char akterisierung des Surfactants

Der biophysikalischen Analyse des Surfactants ging eine Isolierung der Prékursorfraktion des
alveolaren Oberflachenfilms, der sogenannten ,, Large Surfactant Aggregates® (LSA) voraus.
Hierzu wurde die BAL-FlUssigkeit einer Ultrazentrifugation (1h, 48000 x g, 4 °C)
unterworfen und das resultierende LSA-Pellet durch erneute Phospholipid-Bestimmung auf
einen Phospholipidgehat von 2 mg/ml eingestellt. Hierdurch konnte auch der prozentuale
Antell der LSA-Fraktion an den Gesamt-Phospholipiden in der BAL ermittelt werden.

Die Oberflachenspannungsmessungen der solcherart isolierten LSA erfolgte mit dem
von Enhorning 1977 erstmals beschriebenen , Pulsating Bubble Surfactometer” [115].

Hierbei steht eine Surfactant-Probe in einer Messzelle Uber eine Kapillare mit der Raumluft in
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Verbindung. Es wird eine Luftblase Uber diese Kapillare angesogen und auf enen
vorgegebenen Radius mittels Okular justiert. Nach dem Laplace schen Gesetz kann die
bestehende Oberfl&chenspannung (y , [mN/m]) an der Grenzfl &che zwischen der wéssrigen
Losung und der luftgefullten Blase aus dem gemessenen Druck in Wassersaule und unter
Berlicksichtigung der vorgegebenen Blasenradien berechnet werden. Wichtige V oraussetzung
fur eine korrekte Messung ist die kontinuierliche, visuelle Kontrolle des Luftblasenradius in
dieser modellhaften Alveole und eine Anpassung des Blasenradius. Es wurden zwei
Parameter erfasst: Nach schlagartigem Anstellen der Blase auf den minimalen Blasenradius
wurde nach 12 sec. der Equilibirium-Oberflachenspannungswert nach Adsorption (y ads)

gemessen. Weiterhin wurde nach Pulsation der Blase fur 5 min mit einer Frequenz von

20x/min der minimal e Oberflachenspannungswert (y min) ermittelt.

5.6. Statistik

Alle klinischen Daten sind fur jedes Kollektiv as Mittelwerte + Standardabweichung
der Mittelwerte angegeben. Alle Ergebnisse der biochemischen Untersuchungen sind als
Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Sofern ein signifikanter Unterschied bestimmt werden
konnte, ist dies angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit einem nonparametrischen
Test fur verbundene Proben (Wilcoxon-Test). Das Signifikanzniveau (p) wurde in den
graphischen Darstellungen wie folgt gekennzeichnet: * (= p < 0,05), ** (=p<0,01), *** (=p
< 0,001). Bel Korrelationen zwischen klinischen Parametern und den Resultaten aus der

biochemischen Analytik wurde der Pearson”sche K orrel ationskoeffizient r angegeben.
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6. Ergebnisse

6.1. Basisdaten des Studienkollektives: Oxygenierungsindex, Proteingehalt

In die Studie wurden 46 Patienten (34 mannlich/12 weiblich) mit einem mittleren Lebensalter
von 48 + 16 Jahren, einer mittleren KorpergrofRe von 175 + 8 cm und einem mittlerem
Korpergewicht von 81,7 + 15 kg eingeschlossen. Der Apache-lI-Score betrug 3h vor
Applikation fur alle Patienten 14,8 + 5,8 Punkte. Fir die Therapiearme ergab sich ein Apache-
[1-Mittelwert in der Gruppe , Sandard“ von 16,5 + 7,4 Punkten, in der ,, Low-dose" -Gruppe
von 13,3 + 5,2 Punkten und in der Gruppe ,High-dose” von 14,7 + 4,9 Punkten. Die Zeit
zwischen Diagnosestellung und Randomisierung betrug im Mittel 42,5 + 36,8 Stunden. Fur
die beatmungsfreien Tage ergab sich bis zum Tag 28 unter der Standard-Therapie ein
Mittelwert von 3,4 + 6,9 Tagen, fur den Low-dose-Therapiearm ein Mittelwert von 11,0 + 10,3
Tagen und fur den High-dose-Therapiearm ein Mittelwert von 3,1 + 6,7 Tagen. Am Tag 28
des Beobachtungszeitraumes lebten 29 der 46 Patienten. Es verstarben in der Standard-
Therapiegruppe 38 % der Patienten im Beobachtungszeitraum und im Low-dose-Therapiearm
28,6 %, wahrend im High-dose-Therapiearm 60 % der Patienten am Tag 28 nicht mehr
lebten.

Die Mittelwerte des Oxygenierungsindexes (PaO,/FiO,) zeigten sich im Verlauf beziiglich der
drei Therapiearme sehr different (Abb. 2). Die drei beobachteten Kollektive wiesen bel
Diagnosestellung kaum unterschiedliche PaO,/FiO,-Quotienten (Standard-Therapiearm 123
+ 34 mmHg, Low-dose-Therapiearm 122 + 29 mmHg, High-dose-Therapiearm 120 + 48
mmHg) auf. Fur die High-dose-Patienten zeigte sich in der ersten Stunde eine Erhéhung des
Oxygenierungsindexes von 11,8 %, wobei in den nachsten drei Stunden niedrigere
Mittelwerte mit einem Minimum von 119 mmHg bei ,,4h* bestimmt wurde. Im Low-dose-
Therapiearm konnte eine Verbesserung der Mittelwerte innerhalb der ersten vier Stunden
(hauptsachlich 2h nach Gabe beginnend) von fast 43 % festgestellt werden. Wahrend diese
Mittelwerte fir den Low-dose-Therapiearm zwischen dem dritten und vierten Tag nach
Applikation Werte von > 200 mmHg einnahmen und diese beibehielt, stieg der PaO,/Fi O, flr
die Sandard-Behandlung erst am zehnten Tag auf einen Mittelwert von 200 mmHg und
zeigte sich nach einer erneuten Depression am elften Tag, ab dem zwdélften Tag ebenfalls mit
Mittelwerten von > 200 mmHg. Fir die High-dose-Therapie wurde in den ersten vierzehn
Tagen nach Surfactant-Applikation kein Mittelwert > 200 mmHg beobachtet. E s zeigte sich
ab dem achten Tag, dass ein deutlicher Einbruch der Mittelwertr des Oxygenierungsindexes
im Therapiearm , High-dose” beobachtet werden konnte, wobel sich vom achten bis zum
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vierzehnten Tag nach Applikation nur Mittelwerte von 135-165 mmHg messen lief3en.

260 -
240
220 -
200
180
160 +
140 +
120

[mmH(g]

Oxygenierungsindex

Low-dose

Standard

100 \

Zeitpunkt nach Surfactant-A pplikation

dargestellt.

Abb. 2: Oxygenierungsindex in den ersten vierzehn Tagen. Es sind die Mittelwerte der Therapiearme

Im Vergleich zur Kontrollgruppe, die an 15 gesunden Probanden erhoben wurde, zeigte sich

bei bestehendem ARDS eine erwartete Erhdhung des Gesamtproteingehaltes in der BAL um
etwa das 20-Fache der Kontrolle (73 + 14 pg/ml). Wahrend sich bei der Sandard-Therapie
nach 120h eine signifikante Senkung des Proteingehaltes fand, konnte bei der Low-dose-

Therapie eine hochsignifikante (p < 0,01) Reduktion des Gesamtproteinwertes in der BAL-

Flissigkeit im Vergleich zum Ausgangswert (t = -3h) festgestellt werden (Tab. 4).

+

MW + SE Standard Low High
Gesamt- 3 hvor Gabe |1439,5 + 679,82 [1109,6 + 235,7 1176,8 + 424,9
Protein BAL |7 15 18 13
Kontrolle (n=15) nach 48 h 838,9 +211,6 980,1 + 270,2 684,1 + 199,8
nach120h 15347 + 141,4* |458,5+107,0%* |427,2+ 97,43
[Hg/ml] n 10 14 7
Tab. 4: Gesamtproteingehalt der bronchoalveoldaren Lavagen. Alle Werte sind als Mittelwert
Standardfehler dargestellt. Das Signifikanzniveau p findet sich in der Tabelle wie folgt wieder: * (p <
0,05) oder ** (p < 0,01)

32




6.2. Ergebnisse der biochemischen Unter suchungen

6.2.1. Phospholipid-Gehalt in der BAL

Der Vergleich der drei Therapiearme spiegelte eine unterschiedliche Beeinflussung des
Gesamtphospholipidgehaltes wider. Die Gesamtphospholipide verringerten sich bei der
Sandard-Therapie stetig. Unter der High-dose-Therapie kam es zu einen hochsignifikanten
Anstieg dieses Parameters nach 48h im Vergleich zu Ausgangswert (t = -3h). Eine drastische
(p<0,001) Steigerung des Gesamtphospholipidgehaltes konnte bei der Low-dose-Therapie 48h
nach Administration gemessen werden, wobel diese Steigerung als weiterhin signifikant nach
120h (Tab. 5) bestand.

MW + SE Standard |Low High
Gesamt- 3hvor Gabe [38,0+13,9 [37,7+7,6 23,4+6,5
Phospholipide | 15 18 13
Kontrolle(n=17)  |nach 48h 348+80 |168,2+39,5%** |109,4 +30,7%*
30+ 5,0 n 12 16 12
nach 120h 21,3+5,0 106.6 + 48.4* 43,1 £ 15,5
[ng/mi] n 10 14 7

Tab. 5: Gesamtphospholipidgehalt der bronchoalveoldren Lavagen. Alle Werte sind dargestellt als
Mittelwert + Standardfehler. Signifikanzniveau p: * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001)
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6.2.3. Phospholipid-Profil

Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe konnten 3h vor Surfactant-Gabe leicht reduzierte
Werte des prozentualen Antells des Phosphatidylcholins an den Gesamt-Phospholipiden
sowie eine sehr deutliche Verminderung der Werte fur Phosphatidylglycerol gemessen
werden. Die prozentualen Werte der Phosphatidylinositol-, Phosphatidylethanolamin-,
Phosphatidylserin- und Sphingomyelin-Subfraktion wiesen bel manifestem ARDS eine
deutliche Erhdéhung des prozentualen Anteils im Gegensatz zu den Normalpatienten auf.
Innerhalb der Phospholipid-Klassen fand sich ein leichter Anstieg an Phosphatidylcholin im
Vergleich zum Ausgangswert (3h vor Gabe) bel alen drei Therapiearmen (Tab. 6) und ein
hochsignifikanter Anstieg an Phosphatidylglycerol nach 48h in den beiden Surfactant-
Therapiegruppen (Abb. 4). Die nach 120h festgestellte Erhhung des prozentualen Anteils des
Phosphatidylglycerols blieb in der High-dose-Therapiegruppe weiterhin als hochsignifikant
bestehen, wahrend sich dieser Parameter in der Low-dose-Therapiegruppe as signifikant
erwies. Der relative Anteil der anderen Phospholipid-Subklassen verringerte sich, verglichen

mit dem 3h-Ausgangswert, gleichzeitig in allen Therapiearmen leicht (Tab. 6).
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[%] / MW+£SE Standard Low High
PC 3hvor Gabe [75,42+5,71 73,35+ 4,49 69,35+ 4,18
n 8 9 8
Kontrolle (n=17) [nach 48h 78,04+363  |78,90+256  |77,05+2,90
831+09 [N > 8 ’
nach 120h 84,39 +2,14 76,38 + 2,86 80,41 + 5,45
n 4 6 2
P| 3h vor Gabe 5,22 +1,02 4,61 +£0,45 5,16 £ 0,99
n 8 9 8
Kontrolle (n=17) nach 48h 498 +1,16 1,91 +0,33 1,35+ 0,37
32+02 [N > 8 ’
nach 120h 3,26 £ 0,83 3,71 £ 0,57 1,99 + 1,99
n 4 6 2
PE 3hvor Gabe |[5,16 + 1,67 6,03 + 1,39 6,15+ 1,51
n 8 9 8
Kontrolle (n=17) [nach 48h 2,86 + 0,87 1,47 £0,36 1,06 + 0,51
1,7+02 |N > 8 ’
nach 120h 3,57 +£0,93 2,59 +0,95 2,10 £ 0,99
n 4 6 2
PS 3h vor Gabe 6,83 +4,21 7,96 + 2,99 9,81 +2,04
n 8 9 8
Kontrolle (n=17) nach 48h 547 +£2,71 2,00 £ 0,66 1,00 £ 0,55
12+03 [N > 8 ’
nach 120h 2,63+1,09 3,67 +1,82 1,77 £1,77
n 4 6 2
SPH 3hvor Gabe [4,14 +0,67 4,49 + 0,84 5,83+ 1,06
n 8 9 8
Kontrolle (n=17) [nach 48h 3,83+1,32 2,22+0,72 1,70+ 0,27
08+02 [N > 8 ’
nach 120h 2,93+0,76 3,20+0,83 3,72+2,76
n 4 6 2
Tab. 6: Phospholipidprofil. Die Phospholipid-Klassen sind als prozentualer Anteil der

Gesamtphospholipide (%PL) dargestellt. Alle Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardfehler.
Signifikanzniveau p: * (p <0,05), ** (p < 0,01) im Vergleich zum Ausgangswert (t = -3h)
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Abb. 4: Relativer Gehalt des Phosphatidylglycerols an den Gesamt-Phospholipiden in der BAL.
Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler. **=p<0,01 im Vergleich zum Ausgangswert (t = -
3h). Liniertes Rechteck: Normwerte
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6.2.4. Surfactant-Protein-Gehalt in der BAL

Der Proteingehalt in der BAL war zum Zeitpunkt t= -3h, verglichen mit den gesunden
Kontrollen, fur alle vier Surfactant-Proteine (SP-A, SP-B, SP-C und SP-C) erniedrigt.
Wahrend sich die Konzentrationen der Surfactant-Proteine SP-A, SP-B und SP-D (Tab. 7,
Abb. 5) in der BAL nur wenig verénderten, war ein hochsignifikanter Anstieg an SP-C 48h
nach Applikation sowohl in der Low- as auch in der High-dose-Therapiegruppe feststellbar
(Abb. 6). 120h nach Gabe konnte in diesen beiden Therapiearmen noch der doppelte

Ausgangswert gemessen werden. Unter der Standard-Behandlung zeigte sich lediglich eine

ungefahr 20%ige Steigerung des Ausgangswertes nach 120h.

MW=+SE Standard Low High
SP-A 3hvor Gabe [526,1+173,2 |663,5+268,7 |254,0+43,7
n 7 7 8
Kontrolle (n=20) |nach 48h 809,6 +243,9 |730,5+259,1 |519,2 + 165,5
1533+ 175 |n 6 5 8
] nach 120h 769,3+226,1 |593,9+179,0 [2952 + 168,6
ng/ml] [n 5 6 3
SP-D 3hvor Gabe 3,48 +2,02 6,46 + 11 3,04 £2,79
n 13 12 13
Kontrolle (n=20) | nach 48h 5,28 * 6,35 4,33+ 4,11 2,32 +2,85
6,19+2,14 [n 10 11 12
nach 120h 3,68 £2,12 1,89 + 1,37 1,61+ 1,45
[ng/ml] |n 8 10 7

dargestellt

Tab. 7: Konzentrationen der hydrophilen Surfactant-Proteine SP-A und D in der bronchoalveoldren
Lavage. Alle Werte sind als Mittelwert + Standardfehler im Vergleich zum Ausgangswert (t = -3h)
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Abb. 5: SP-B-Gehalt in den Lavagen. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler
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Abb. 6: SP-C-Gehalt in den Lavagen. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler. ** = p < 0,01.
Liniertes Rechteck: Normwerte
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6.2.5. ,Large Surfactant Aggregates* (L SA)

Wie bereits erwéahnt, stellen die LSA, die durch 48.000 x g Ultrazentrifugation im Pellet
gewonnen wurden, die Surfactant-Anteile mit der hochsten Oberflachenaktivitét dar. Im
Vergleich zur gesunden Kontrolle waren die LSA-Werte bei den ARDS-Patienten zum
Zeitpunkt t= -3h deutlich vermindert. In Bezug auf den relativen Anteil der LSA an den
Gesamtphospholipiden [% PL] konnte in der Low-dose-Therapiegruppe eine hochsignifikante
Anhebung dieses Parameters auf anndhernd physiol ogische Werte gemessen werden (Abb. 7).
Eine statistische Analyse dieses Parameters in der High-dose-Therapie ist aufgrund niedriger
Fallzahlen as nicht aussagekréftig zu werten. Bei der graphischen Darstellung findet dieser
Umstand as ungefillte Markierung der High-dose-Therapiewerte seine Beachtung (siehe
Abb. 7).

LSA

100 +
90 +

80 + |

70 T Low-dose
60 +

50 +

40 +
30 + Sandard

[% PL]

20
10 +

3h vor Gabe nach 48h nach 120h

Abb. 7: Relativer Anteil der ,Large Surfactant Aggregates* (LSA) an den Gesamtphospholipiden [% PL]
der Therapiearme. Alle Werte sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Signifikanzniveau: **
entspricht p < 0,01. Liniertes Rechteck: Normwerte
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6.2.6. Verteillung der molekularen Spezies des Phosphatidylcholins

Eine aussagekréftige statistische Analyse der Vertellung der Phosphatidylcholin-
Fettséuren sowie der Vertellung der molekularen Spezies aus Phosphatidylcholin konnte
aufgrund der kleinen Fallzahlen bedingt durch die Limitiertheit des Probenmaterials nicht
vorgenommen werden. Von der Tendenz her liefd sich fur die 16:0-Fettsdure (Palmitinsiure)
unter der Standard-Therapie keine wesentliche Verénderung im Vergleich zum Ausgangswert
(t = -3h) feststellen, wobei sich in den beiden Surfactant-Therapiegruppen jeweils eine
prozentuale Erhdhung dieser Fettsaure abzeichnete (Tab. 8). Ein tendenziell leichter Anstieg
hinsichtlich der 18:1-Fettsaure zeigte sich fur den Standard-Therapiearm, wahrend sich
sowohl in der Low- als auch in der High-dose-Therapiegruppe as Trend eine Reduktion der
18:1-Fettsaure (Olsaure) feststellen lieR (Tab. 8). Tendenziell lieR sich eine Senkung des
relativen Wertes der 18:2-Fettsaure (Linolsdure) fur alle drei Therapiearme beobachten
(Tab.8). Fur die Verteilung der molekularen Spezies aus Phosphatidylcholin liefd sich en
dhnlicher Trend bezlglich der Sandard-Therapiegruppe und den beiden anderen
Therapiegruppen fur die 16:0/16:0-Spezies, die 16:0/18:1-Spezies und die 16:0/18:2-Spezies
erkennen (Tab. 9). Unter der Sandard-Therapie fand sich tendenziell keine wesentliche
Veranderung der 16:0/16:0-Spezies, wobei hingegen in den beiden anderen Therapiearmen
eine prozentuale Erhdhungstendenz dieser fur die Senkung der aveoldren
Oberflachenspannung eminent wichtigen Spezies (Tab. 9) zum Vorschein kam. Bei nahezu
konstanten prozentualen Werten des Standar d-Therapiearmes fUr die 16:0/18:1-Spezies zeigte
sich im Low- und High-dose-Therapiearm eine Tendenz zur Verkleinerung dieser Werte (Tab.
9). Letztlich konnte eine Reduktionstendenz der prozentualen Werte der 16:0/18:2-Spezies fur
die beiden Surfactant-Therapiearme und eine Tendenz zur Steigerung dieser Spezies aus

Phosphatidylcholin unter der Sandar d-Therapiegruppe verzeichnet werden (Tab. 9).
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MW=+SE Standard Low High
16:0 3h vor Gabe 52,66 + 5,01 55,28 + 4,99 52,65
n 4 4 1
Kontrolle (n=12) | nach 48h 55,96 + 3,53 84,07 + 4,58 91,25 + 6,32
72,31 1,35 |n 3 5 2
nach 120h 54,85 83,09 + 2,42
[%] n 1 3 0
18:1 3h vor Gabe 16,42 + 1,34 17,99 + 2,09 16,81
n 4 4 1
Kontrolle (n=12) | nach 48h 18,72+ 1,41 6,48 + 2,09 4,53 + 3,37
9,66 + 0,43 n 3 5 2
nach 120h 19,45 532+211
[%] n 1 3 0
18:2 3h vor Gabe 12,26 + 3,04 9,57 + 1,03 11,63
n 4 4 1
Kontrolle (n=12) | nach 48h 932+1,73 3,49 + 0,82 1,98+ 1,39
3,95+ 0,29 n 3 5 2
nach 120h 5,10 4,88 + 0,51
[%] n 1 3 0

Tab. 8: Verteilung der Phosphatidylcholin-Fettsduren als prozentualer Anteil der einzelnen Fettsduren

an den Phosphatidylcholin-Gesamtfettsauren. Alle Werte sind dargestellt als Mittelwert

Standardfehler. Aufgrund kleiner Fallzahlen konnte keine Statistik durchgefiihrt werden.

+

MW+SE Standard Low High
16 0/16 O 3h vor Gabe 34,35+ 2,53 36,77 £ 2,21 40,07
] ] n 3 4 1
Kontrolle (n=12) | nach 48h 36,04 + 1,85 80,34 + 5,51 91,54 + 4,83
522+14 n 3 3 3
0 nach 120h 73,16 + 12,68
[%0] n 0 2 0
16:0/18: 1 |3hvor Gabe |16,57+198 15,36 + 1,01 13,42
] ] n 3 4 1
Kontrolle (n=12) | nach 48h 16,64 + 2,39 552+ 154 3,14+ 1,15
96+04 n 3 3 3
nach 120h 7,46+ 152
[%0] n 0 2 0
16 0/18 2 3h vor Gabe 954+ 1,02 10,79 + 0,81 10,86
] ] n 3 4 1
Kontrolle (n=12) |nach 48h 11,36 £ 1,42 3,49+ 0,86 0,88 + 0,60
57+03 n 3 3 3
nach 120h 529+ 211
[%] n 0 2 0

Tab. 9: Verteilung der molekularen Spezies des Phosphatidylcholins, dargestellt als Prozent aller
molekularen Spezies. Alle Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Aufgrund kleiner
Fallzahlen konnte keine Statistik durchgefiihrt werden.
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6.3. Ergebnisse der biophysikalischen Untersuchungen

Oberflachenaktivitat in Abwesenheit von BAL -Protein

Im Vergleich zur gesunden Kontrolle waren sowohl der Oberflachenspannungswert nach 12
sec. Filmadsorption (g ads) wie auch nach 5 min. Filmoszillation (g min) zum Zeitpunkt (t=-
3h) in dlen drel Gruppen deutlich erhoht. Im zeitlichen Verlauf konnte vor allem in der
Gruppe , Low-dose* eine signifikante und anhaltende Besserung beider Parameter erzielt
werden, ohne dass physiologische Werte erreicht wurden (Abb. 8, Abb. 9). Im Einzelnen fand
sich eine hochsignifikante Verbesserung der minimalen Oberflachenspannung bei der Low-
dose-Therapiegruppe 48h nach der Surfactantapplikation im Vergleich zum Ausgangswert (t
= -3h), die sich 120h nach Gabe noch als signifikant herausstellte (Abb. 8). Bezlglich der
Oberflachenspannung nach 12 sec. Adsorptionszeit (g ads; Abb. 9) zeigte sich in der ersten
Kontrolle nach Applikation (,nach 48h*) ebenfalls fir den Therapiearm , Low-dose® eine
signifikante Senkung im Vergleich zum Ausgangswert (3h vor Gabe). Fur die beiden anderen
Therapiearme lieflen sich keine signifikanten Veranderungen im  Vergleich zum

Ausgangswert (3h vor Gabe) nachweisen.
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6.4. Korrelationen des Oxygenierungsindexes (PaO,/FiO;) mit biophysikalischen und
biochemischen Parametern

Die nachfolgenden Korrelationen wurden fur alle surfactanttherapierten Patienten (Low-dose-
und High-dose-Therapiearm) durchgefuhrt, um den Zusammenhang der Auswirkung des
applizierten  Surfactants zwischen  Oxygenierungsindex  (PaO,/FiO,), minimaler
Oberflachenspannung (y min), Adsorption (y ads), relativem Gehalt an Palmitinsdure (16:0) in
Phosphatidylcholin, ,Large Surfactant Aggregates’ und Phosphatidylglycerol an den
Gesamt-Phospholipiden zu verdeutlichen. Der Zeitraum der Korrelationen erstreckt sich nur
von der ,,Baselineg* (t= -3h) bis zur ersten Kontroll-BAL (t= 48h), da sich keine fassbaren
Korrelationen fir den Zeitraum bis zur zweiten Kontroll-BAL (t= -3h bis t= 120h) fur diese
Parameter feststellen lief3en:



6.4.1. Korrelation zwischen minimaler Oberflachenspannung (y min) und PaO,/FiO,

Die beiden Gruppen der surfactanttherapierten Patienten weisen ene |

eicht negative

Korrelation zwischen der minimalen Oberflachenspannung und dem Oxygenierungsindex auf

(Pearson’scher Korrelationskoeffizient r=-0,45; Abb. 10).
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mit den Ergebnissen des Oxygenierungsindexes dieser Patienten korreliert.
Korrelationskoeffizient r ist in die Graphik eingefiigt.

Abb. 10: Die minimale Oberflachenspannung (y min) bei Patienten der Surfactant -Therapiearme wurde

Der Pearson’sche
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6.4.2. Korrelation zwischen der Oberflachenspannung nach Adsorption (y ads) und
PaOleiOz

Das Adsorptionsverhaten wurde mit den Ergebnissen des Oxygenierungsindexes verglichen,
und es zeigte sich hier entsprechend der Werte der minimalen Oberflachenspannung eine
ebenfalls schwach negative Korrelation (r=-0,45; Abb. 11).
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Abb. 11: Die Oberflachenspannung nach Filmadsorption (y ads) bei Patienten der Surfactant -
Therapiearme wurde mit den Ergebnissen des Oxygenierungsindexes dieser Patienten korreliert. Der
Pearson’sche Korrelationskoeffizient r ist in die Graphik eingefgt.
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6.4.3. Korrelation zwischen der 16:0 PC-Fettsaure und PaO,/FiO,

Die Korrelation der 16:0 PC-Fettsaure und dem Oxygenierungsindex konnte nur fir den Low-
dose-Therapiearm durchgefiihrt werden. Es zeigte sich eine schwach positive Korrelation
(r=0,33; Abb. 12).
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Abb. 12: Der relative Anteil der Pamitinsdure an den PC-Gesamtfettsduren bei Patienten des Low-
dose-Therapiearmes wurde mit den Ergebnissen des Oxygenierungsindexes dieser Patienten korreliert.
Der Pearson’sche Korrelationskoeffizient ist in die Graphik eingefiigt.




6.4.4. Korrelation zwischen LSA (% PL) und PaO,/FiO,

Es ergab sich fur den relativen Anteill der ,Large Surfactant Aggregates® an den
Gesamtphospholipiden (% PL) fur Patienten beider Surfactant-Therapiearme und dem
Oxygenierungsindex eine schwach positive Korrelation (r=0,36; Abb. 13).
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Abb. 13: Der relative Anteil der , Large Surfactant Aggregates’ an den Gesamtphospholipiden (% PL)
bei den Patienten der Surfactant-Therapiearme wurde mit den Ergebnissen des Oxygenierungsindexes
dieser Patienten korreliert. Der Pearson”sche Korrelationskoeffizient rist in die Graphik eingeflgt.
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6.4.5. Korrelation zwischen Phosphatidylglycerol (% PL) und PaO,/FiO,

Es trat bel der Korrelation des relativen Antells des PG an den Gesamtphospholipiden,
welches wie oben erwédhnt im Rahmen eines ARDS einer Reduktion unterliegt, und des
Oxygenierungsindexes eine schwach positiv-korrelierte Beziehung (r=0,41; Abb. 14) fur die
Low-dose- und High-dose-Patienten in Erscheinung.
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Abb. 14: Der relative Gehalt des Phosphatidylglycerols an den Gesamtphospholipiden (%PL) bel
Patienten der Surfactant-Therapiearme wurde mit den Ergebnissen des Oxygenierungsindexes dieser
Patienten korreliert. Der Pearson’sche Korrelationskoeffizient rist in die Graphik eingefugt.
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7. Diskussion

In der vorliegenden Dissertation sollte an einem Kollektiv von ARDS-Patienten
zun&chst die Fragestellung untersucht werden, ob eine intratracheale Applikation eines auf
rekombinant hergestellten SP-C basierendem Surfactant-Préparates (rSP-C), in Form einer
Low-dose- (4 x 1 mg rSP-C /kg Kdrpergewicht (KG)) bzw. High-dose-Therapie (4 mg rSP-C
/kg KG + 2 mg rSP-C /kgKG bis zu dreimal in 24h), einen Vorteil hinsichtlich der Mortalitét
nach 28 Tagen und Ventilator-freie Tage erbringen kann. Eine deutliche Verbesserung der
Oxygenierung konnte in den ersten 24h nach rSP-C-Applikation fir surfactanttherapierte
Patienten in der Tat beobachtet werden. Fir die ,Area under the curve® des
Oxygenierungsindexes der Surfactant-Therapiegruppen fand sich eine Verbesserung von 21-
29 % im Vergleich mit der Standardbehandlung (Kontrolle) nach 120h. Die Entw6hnungsrate
vom Respirator war in der Low-dose-Therapiegruppe mit 55 %, verglichen mit der
Standardbehandlung (33 %), am Tag 28 ebenfalls erhoht. Auch die Letalitdt konnte in der
Low-dose-Therapiegruppe mit 29 % im Gegensatz zur Kontrollgruppe mit 33 % tendenziell
herabgesetzt werden. Im Gegensatz hierzu war in der High-dose-Gruppe keine positive
Beeinflussung der Mortalitét und der Ventilator-freien Tage zu beobachten.

Vorrangiges Ziel der hier vorgelegten Arbeit war allerdings im Lichte dieser klinischen
Beobachtungen die Frage, ob das ARDS-Kollektiv 3h vor Surfactant-Therapie gravierende
Veranderungen des Surfactant-Systems aufwies, und ob diese Veranderungen durch die
nachgeschaltete Surfactant-Therapie positiv beeinflusst werden konnten. Die zum Zeitpunkt
t= -3h gewonnenen biochemischen und biophysikalischen Daten bel den drei
Patientenkollektiven  (Standardtherapie-Gruppe, Low-dose-Gruppe, High-dose-Gruppe)
bestétigen einige frihere Beobachtungen beim ARDS. So wurde von Hallman et a. [1]
erstmals im Jahre 1982 eine deutliche Erhéhung der minimalen Oberflachenspannung bel
ARDS-Patienten im Vergleich zu freiwilligen Probanden veréffentlicht. Dieses wurde spéter
von anderen Autoren fur Patienten mit ARDS bestétigt (Pison et al. [2] 1989, Gregory et al.
[3] 1991, Gunther et a. [4] 1996). Weiterhin wurde von Glnther et a. [4] eine Umkehrung
des Verhdltnisses der , grofRen* zu den , kleinen Surfactant-Aggregaten” im Rahmen eines
ARDS beschrieben; eine Beobachtung, die auch in der vorliegenden Arbeit gemacht wurde.
Bei den untersuchten ARDS-Patienten fand sich ebenfalls im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe eine drastische Erhdhung des Gesamtproteingehaltes in der BAL, ein Faktum,
welches aufgrund der vorherigen Studien zu erwarten war. Ferner konnte im Vergleich zur

gesunden Kontrollgruppe ein verminderter Surfactant-Protein-A-Gehalt im Rahmen eines
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ARDS, der schon 1992 von Pison [67] flr polytraumatisierte Patienten mit ARDS
beschrieben worden war, detektiert werden. Der jeweilige Gehalt an den hydrophoben
Surfactant-Proteinen (SP-B und -C) lag 3h vor Surfactant-Substitution deutlich unter dem der
gesunden Kontrolle. Weiterhin konnten eindrucksvoll die Beobachtungen der bislang
veroffentlichten Studien bezlglich des Phospholipid-Profils bei ARDS-Patienten, verglichen
mit gesunden Probanden, bestétigt werden. Im Einzelnen fand sich bei den untersuchten
ARDS-Patienten eine leichte Reduktion des prozentualen Anteils des Phosphatidylcholins
sowie ein sehr deutlicher Abfall des prozentuaen Anteils des Phosphatidylglycerols.
Gleichzeitig zeigte sich fur die anderen Surfactant-Lipidsubfraktionen (Phosphatidylinositol,
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylserin und Sphingomyelin) ein deutlicher Anstieg der
prozentualen Verteilung sowie fir die dipamitoylierten molekularen Spezies des
Phosphatidylcholins (DPPC) eine massive Reduktion bel manifesstem ARDS. Die
biophysikalische Charakterisierung des Surfactants bel den untersuchten ARDS-Patienten
zeigte fur den minimalen Oberflachenspannungswert (y min) und den Equilibirium -
Oberflachenspannungswert nach Adsorption (y ads), verglichen mit gesunden Probanden,
eine erwartete drastische Erhdhung dieser beiden Parameter, wie es schon in den vorherigen
klinischen Studien beschrieben worden war.

Nach transbronchialer Surfactant-Therapie konnte eine bemerkenswerte , Normalisierung” der
Surfactant-Zusammensetzung des lavagierbaren Surfactantpools festgestellt werden.
Erwartungsgemald zeigte sich nach Durchfihrung der Verabreichung des rSP-C-Surfactants
eine deutliche Anhebung der SP-C-Werte in der BAL, eine Wiederherstellung eines
physiologischen Phospholipid-Pools und ein Anstieg des Pamitoylierungsgrades des
Phosphatidylcholins. Weniger ausgepragt waren diese Anderungen hinsichtlich der nicht
verabreichten Komponenten SP-A und SP-B, fir die keine signifikante Besserung zu
beobachten war. Auch der Phospholipid-Protein-Quotient, als Ausdruck der inhibitorischen
Last von Plasmaproteinen auf die Surfactant-Funktion, konnte durch die Therapie positiv
beeinflusst werden und der relative Gehalt an ,, Large Surfactant Aggregates® war in beiden
Therapiearmen erhoht. Dieser deutliche, im Fall der Low-dose-Therapiegruppe auch
signifikante Anstieg des LSA-Gehaltesist erstaunlich, scheint doch die Bildung von ,, Tubular
myelin® SP-A und SP-B abhéngig zu sein [12]. Eine mdgliche Erklarung fur diese
Beobachtung mag sein, dass eine Art von ,Rekombination“ aus endogenem SP-B und
Phospholipiden stattgefunden haben konnte. Eine alternative Erklarung mag in dem
moglichen Auftreten anderer, dichter bzw. grof3erer Surfactant-Aggregate liegen, die in der

Gegenwart hoher Mengen an SP-C  entstehen konnen und von den nattrlichen
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Erscheinungsformen divergieren (grof3e, uni-multilamelldre Vesikel) [12]. Hervorzuheben i,
dass in der vorliegenden Studie lediglich das Sedimentationsverhalten, nicht jedoch die
ultrastrukturellen Eigenschaften analysiert wurden. Als Ausdruck dieser vielschichtigen
Verbesserungen der Surfactant-Zusammensetzung konnte auch eine entsprechende Besserung
der Oberflachenspannungssenkenden Funktion der Surfactantisolate nach Durchfiihrung einer
transbronchialen Surfactant-Therapie in der Low-dose-Gruppe beobachtet werden. Diese
Verbesserung der Oberflachenaktivitdt war aber inkomplett — so betrugen die minimalen
Oberflachenspannungswerte der ,, Large Surfactant Aggregates® dieser Patientengruppe etwa
10 mN/m im Vergleich zu ~ 0 mN/m in den Kontrollen und ~ 24 mN/m vor Therapiebeginn.
Die Gruinde fur diese inkomplette ,, Normalisierung* der Oberflachenspannung sind komplex.
Sie umfassen zunédchst Inhibitionsphdnomene auch in dem zur Ultrazentrifugation
genommenem LSA-Pellet. So ist nicht auszuschlief3en, dass inhibitorisch wirksame
hochmolekulare  Plasmaproteine  (Fibrinmonomere und  -oligomere), Proteasen,
Phospholipasen mit den LSA komplettieren und inhibitorisch wirksam werden. Weiterhin
wurde von unserer Arbeitsgruppe jingst die Beobachtung gemacht, dass in der LSA-Fraktion
von ARDS-Patienten der relative Antell der Neutrallipide deutlich erhdht ist, und dann diese
Erhohung der Neutrallpide auch nach Durchfihrung einer transbronchialen Surfactant-
Therapie weiterhin in unverandertem Umfang vorlag. Rekonstitution von therapeutischen
Surfactants wie auch natirlichem Surfactant mit steigenden Mengen an Neutrallipiden
bewirkte eine dosisabhangige Beeintréchtigung der minimalen Oberfl&chenspannung, nicht
jedoch der Adsorptionseigenschaften. Die hierfr kritische Schwellendosis lag bei etwa 10 %
Neutrallipiden (bezogen auf die Phospholipide), aso eine Menge, die bei ARDS-Patienten
auch nach Surfactant-Therapie regelmaldig tberschritten wurde.

Die Ratonade fir eine Surfactant-Therapievariante des ARDS ist leicht
nachzuvollziehen. Zunéchst sind hier die Erfahrungen der Surfactantbehandlung des ,, Infant
Respiratory Distress Syndrome”* (IRDS) [104] zu nennen. In mehreren Studien konnte ein
deutlicher Uberlebensvorteil durch Verabreichung natiirlicher Surfactant-Préparate beobachtet
werden [57, 104]. Nun liegt dem IRDS primér ein Mangel an Surfactant zu Grunde und nicht
— wie beim ARDS - ein komplexes und vielschichtiges Zusammenspiel von gestorter
Zusammensetzung, verdndertem Metabolismus und Inhibition durch  Proteasen,
Phospholipasen, Sauerstoffradikalen und Plasmaproteinen. Ein erster wegweisender Befund
fur eine mogliche Wirksamkeit einer exogenen Surfactant-Therapie war die Beobachtung,
dass in vitro die Hemmung der Surfactant-Fraktion durch z.B. Plasmaproteine durch Zugabe

weiterer Mengen eines exogenen Surfactant-Préparates prinzipiell , Uberspilbar war.
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Desgleichen konnte in tierexperimentellen Modellen, bel denen die ARDS-spezifischen
Veradnderungen mittels Aspiration von Salzsdure [97, 98], viral- und bakteriell induzierten
Pneumonien [99, 100] und durch wiederholte Olsiure-Injektionen [101] hervorgerufen
wurden, eine Verbesserung des Gasaustausches in der exsudativen Phase des ARDS durch
eine Surfactant-Therapie nachgewiesen werden. Die hier regelmal3ig beobachtete Besserung
des Gasaustausches konnte in wenigen Studien durch Anwendung der MIGET-Technik
tatséchlich auf eine Wiedereroffnung atelektatischer Lungenbezirke und somit einer
Reduktion des pulmonalen Shuntflusses zuriickgef iihrt werden.

Nun sind in der Vergangenheit beim ARDS bereits mehrere Studien mit natiirlichen
(porcines Curosurf®, bovines Alveofact®, bovines Survanta® oder synthetischen
(vollsynthetisches Exosurf® ohne hydrophobe Surfactant-Proteine, rSP-C-haltiges Venticute®)
Préparaten durchgefihrt worden. Hinsichtlich der natlrlichen Prdparate existieren
grundsdtzliche Probleme bzgl. der Reproduzierbarkeit der  pharmakologischen
Zusammensetzung des Wirkstoffes von Charge zu Charge, obgleich die Oberflachenaktivitat
vergleichbar gut ist. Diese Prdparate werden durch Lavage oder Homogenisierung aus
tierischen Lungengeweben gewonnen. Aul3erdem wurde immer die Frage Uber eine mdgliche
Kontamination mit pathogenen Prionen gedul3ert, auch wenn dies sicherlich eher
unwahrscheinlich ist. Es wurden verschiedene Applikationsformen, wie die bronchoskopisch-
gesteuerte Applikation (Curosurf®, Alveofact®), die Applikation als Aerosol (Exosurf®) bzw.
die intratracheale Instillation (Survanta®, Venticute®) entwickelt und angewendet, um die
signifikante Storung der Surfactant-Homdoostase im Verlauf eines ARDS zu behandeln [92,
93, 94, 95, 96, 102]. In Ubereinstimmung mit den tierexperimentellen Daten, die eine deutlich
hohere Konzentration von Surfactant fir die Behandlung des ARDS im Vergleich zum IRDS
nahe legt, betrug die Dosierung dieser Praparate 50 mg/kg K 6rpergewicht (KG) (Curosurf®),
5 mg/kgk G/h (Exosurf®, inhalative Therapie bis zu 5d), 300-500 mg/kgK G (Alveofact®), 8 x
50, 4 x 100 bzw. 8 x 100 mg/kgK G (Survanta®) bzw. wie bereits mehrfach erwahnt 4 x 1 mg
rSP-C/kgK G (Venticute®) bzw. 4 mg rSP-C/kgK G (Venticute®) + 2 mg rSP-C/kgK G bis zu
dreimal in 24h.

In der von Anzueto et a. 1996 [93] mit aerosoliertem Exosurf® durchgefiihrten
randomisierten, placebo-kontrollierten Studie wurden 725 Patienten, die ein sekundares
ARDS be Sepsis aufwiesen, behandelt. Es konnte kein Nutzen des vollsynthetischen
Préparates fur ARDS-Patienten nachgewiesen werden. Die Grunde hierfir lagen wohl erstens
in einer unzureichend niedrigen pulmonaen Deposition des Surfactant (nur 4,5% der
5mg/kgKG/h) und zweitens in der ausgesprochen hohen Inkompatibilitét dieses SP-B- und
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SP-C-freien Praparates, das entsprechend leicht durch Plasma-Proteine inhibiert werden kann.
Die bereits mehrfach zitierte prospektive, multizentrische, unkontrollierte Pilotstudie zur
Sicherheit und Wirksamkeit von bronchoskopisch appliziertem Alveofact® (Walmrath et al.
1996, [92)]), die an zehn ARDS-Patienten infolge Sepsis durchgefihrt wurde, konnte eine
weitreichende, aber inkomplette Rekonstitution physiologischer Surfactant-Eigenschaften und
— in der Folge — eine drastische Verbesserung des Oxygenierungsindex, einen drastisch
verminderten Shuntfluss und eine deutliche Besserung des gestérten Ventilations-
Perfusionsverhdltnisses darlegen. Unter Verwendung des ebenfalls bovinen Surfactant-
Praparates Survanta® konnte nach intratrachealer Instillation bei 43 ARDS-Patienten eine
tendenziell reduzierte Mortalitét der Patienten (auf3er bel der Dosis von 8x 50 mg/kgk G) und
ein signifikant gebesserter Gasaustausch sowie eine teilweise Verbesserung der Surfactant-
Funktion festgestellt werden. In einer weiteren kirzlich verdffentlichten Studie beschreiben
Soragg et a. [102], dass es bei einer heterogenen Gruppe von 448 Patienten mit ARDS — also
eine Population mit priméren und sekundaren ARDS-Ursachen — keinen Uberlebensvorteil
durch den rSP-C-basierenden Surfactant bei den damit behandelten Patienten gab. Es konnte
aber gezeigt werden, dass in den ersten 24h der Behandlung eine deutliche Verbesserung der
Oxygenierung bel den mit rSP-C-basierendem surfactantbehandelten Patienten verglichen mit
den mittels standardtherapiebehandelten Patienten zu beobachten war; diese Beobachtung
konnte auch in der vorliegenden Studie gemacht werden.

In der dieser Dissertation zugrundeliegenden prospektiven, kontrollierten,
randomisierten, multizentrischen, einfachblinden Phase-11-Studie zur Sicherheit intratracheal
verabreichten Venticute® wurden ebenfalls Patienten mit den unterschiedlichsten ARDS-
Ursachen eingeschlossen. Es konnte gezeigt werden (s.0.), dass intratracheal instilliertes
Venticute® in der Low-dose-Therapie geeignet ist, den Oxygenierungsindex in den ersten 4h
nach Applikation um mehr as 40 % und dauerhaft anzuheben. Zugleich wurde in dieser
Dosierung eine Erhohung der Anzahl beatmungsfreier Tage wie auch ene reduzierte
Mortalitdt beobachtet. Interessanterweise, und gegenwaértig nicht weiter erkléarbar, waren in
der High-dose-Gruppe solche klinischen Verbesserungen nicht zu beobachten und parallel
hierzu konnte in den BAL-Anaysen auch eine nur geringgradige Beeinflussung der
Surfactant-Eigenschaften festgestellt werden.

In der Folge stellen sich natiirlich noch eine Menge unbeantworteter Fragen, wie z.B.
die der effektivsten Applikationsform (intratracheal, bronchoskopisch, per inhalationem), die
der effektivsten Therapiedosis (Einzelgabe versus repetitiven Gaben) und die, ob ene
exogene Surfactant-Therapie im Rahmen eines fortgeschrittenen ARDS in der Lage ist, auf
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die hierbei stattfindende fibroproliferative Reorganisation positiv einzuwirken. Die Frage, ob
das Kollektiv der Patienten mit einem priméaen ARDS durch eine rSP-C-basierende
Surfactant-Therapie einen eindeutigen Benefit bzgl. des Krankheitsverlaufes erhaten, ist z.Zt.

in Form einer weiteren grof3en Studie Gegenstand der klinischen Forschung.
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8. Zusammenfassung

Das ,, Acute Respiratory Distress Syndrome* (ARDS) stellt eine haufige und aufgrund der
noch immer hohen Mortalitét (30-40 %) geflrchtete intensivmedizinische Erkrankung dar.
Storungen des pulmonaen Surfactant-Systems, mit einer Erhdéhung der aveoléren
Oberflachenspannung und einer konsekutiv verschlechterten Gasaustauschfunktion, wurden
fur das ARDS in der Vergangenheit mehrfach diskutiert.

In der vorliegenden Dissertation wurde im Rahmen einer Phase-11-Studie bei Patienten mit
ARDS eine umfassende Charakterisierung der Surfactant-Eigenschaften in Abhangigkeit
einer intratrachealen Applikation eines auf rekombinantem Surfactant-Protein-C basierenden
Surfactant durchgefhrt. Die Untersuchungen wurden in den Gruppen a) nur Standardtherapie
(n=15), b) Standardtherapie plus High-dose-Therapie (n=13; 4 mg rSP-C + 2 mg rSP-C/kgK G
bis zu dreimal in 24h), ¢) Standardtherapie plus Low-dose-Therapie (n=18; 4 x 1 mg rSP-C
/kgKG) und d) gesunde Probanden (n=20) Uber das diagnostische Fenster der
bronchoaveol &ren Lavage vorgenommen.

Das hier verwendete Methodenspektrum beinhaltete proteinchemische (Proteingehalt,
Konzentration der Surfactant-Proteine (SP)-A, -B, -C und -D), lipidchemische
(Phospholipidgehalt, Phospholipidklassen, Fettsdure-Profil, molekulare Spezies des
Phosphatidylcholins) und biophysikalische (minimaler Oberflachenspannungswert (y min),
Equilibirium-Oberflachenspannungswert nach Adsorption (y ads)) Verfahren.

Bel den untersuchten ARDS-Patienten fand sich vor Surfactant-Therapie im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe eine drastische Erhéhung der minimae Oberflachenspannung
(p < 0,001; y min 24-29 mN/m in den ARDS-Gruppen versus 0-1 mN/m in den Kontrollen).
Dieser erheblichen Verschlechterung der Surfactant-Funktion konnten folgende biochemische
Veranderungen gegenuiber gestellt werden: signifikant erhohter Gesamtproteingehalt der
BAL), signifikant verminderter Gehat an den Surfactant-Proteinen (SP)-A, -B und -C,
signifikanter Abfall der as Prékursorfraktion geltenden ,grof3en Surfactant-Aggregate”,
Veranderungen des Phospholipidprofils mit einer leichten Reduktion des prozentualen Anteils
des Phosphatidylcholins (p < 0,05) sowie einem deutlichen Abfall des prozentualen Anteils
des Phosphatidylglycerol (p < 0,01) bel gleichzeitigem Anstieg des relativen Anteils an
Phosphatidylinositol (p < 0,05), Phosphatidylethanolamin (p < 0,05), Phosphatidylserin (p <
0,05) und Sphingomyelin (p < 0,05) sowie einem massiven Abfal der dipalmitoylierten
molekularen Spezies des Phosphatidylcholins (DPPC; p < 0,001). Nach der Durchfiihrung der
Surfactant-Therapie wurde in der Low-dose-Gruppe eine signifikante (p < 0,05) Verbesserung

des Oxygenierungsindex (AUC 808+£1397) in den ersten 4h nach Applikation im Vergleich
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zur Standard-Therapiegruppe (AUC 419+980) und zur High-dose-Gruppe (AUC 369+900)
beobachtet. In Ubereinstimmung mit diesen klinischen Daten wurde bei der biochemischen
und biophysikalischen Anaytik des Surfactant-Systems bei der Low-dose-Gruppe im
Vergleich zur Standardgruppe eine weitreichende Verbesserung der biochemischen
Surfactant-Eigenschaften, verbunden mit einer Verbesserung der Oberflachenaktivitét (y ads,
Low-dose: 34,3+6,1 mN/m; Standard: 37,7+£5,7 mN/m; p < 0,05; und fir y min, Low-dose:
15,943 mN/m; Sandard: 24,1+2,7 mN/m; p < 0,01), beobachtet. Zugleich wurde nach
Verabreichung dieser Surfactant-Dosis eine Erhéhung der Anzahl beatmungsfreier Tage (p <
0,05) wie auch eine reduzierte Mortalitdt beobachtet.

Summary

The acute respiratory distress syndrome (ARDS) is known as a frequently observed and
because of its still high mortality (30-40 %) feared disease in the intensive care medicine.
Interferences of the pulmonale surfactant system including an increase of the alveolar surface
tension and following a decrease of the function of gas exchange were multiple discussed in
the past.

In this dissertation an extensive characterisation of the surfactant characteristics depending
from an intratracheal application of a recombinant surfactant protein C based surfactant in
patients with ARDS is shown. The investigations are carried out for the groups i) only
standard therapy (n=15), ii) standard therapy and high-dose therapy (n=13; 4 mg rSP-C + 2
mg rSP-C/kg bw up to threetimes in 24 hours), iii) standard therapy and low-dose therapy
(n=18; 4 x 1 mg rSP-C/kg bw) and iv) healthy volunteers by means of bronchoaveolar lavage
(BAL).

The used methodic spectrum included proteinchemical (concentration of protein,
concentration of surfactant proteins A, B, C and D), lipidchemica (concentration of
phospholipids, subtypes of phospholipids, fatty acid profile, molecular species of
phosphatidyl choline) and biophysical (minimal surface tension (y min), surface tension after
adsorption (y ads)) procedures.

For the studied patients it was found a drastic increase of the minimal surface tension (y min:
24-29 mN/m for patients with ARDS versus 0-1 mN/m for the controls; p < 0,001) before
surfactant application compared with healthy volunteers. This considerable decline could be
opposed to following biochemical changes: significantly decreased concentration of all
proteinsin the BAL fluid, significantly decreased concentration of surfactant protein A, B and

C, significant decrease of the as precusor fraction known large surfactant aggregates, changes
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of the phospholipid profile with a slight reduction of the percentage of phosphatidyl glycerol
(p < 0,05) coherent with an increase of the percentage of phosphatidyl inositol (p < 0,05),
phosphatidyl ethanolamine (p < 0,05), phosphatidyl serine (p < 0,05) and sphingomyeline as
well as a massive loss of dipalmitolized molecular specie of phosphatidyl choline (DPPC; p <
0,001).

After surfactant therapy it was found an significant (p < 0,05) improvement for PaO,/FiO, in
the low-dose treated group (AUC 808+1397) in the first four hours after application in
comparison with the standard treated group (AUC 419+980)and the high-dose treated group
(AUC 369£900). In correspondence with this clinical data it was observed a nearly complete
correction of the biochemical surfactant characteristics attached with an increase of the
surface tension lowering activity (y ads, low-dose: 34,3+6,1 mN/m; standard: 37,7+5,7
mN/m; p < 0,05; and y min, low-dose: 15,9+3 mN/m; standard: 24,1+2,7 mN/m; p < 0,01) for
the surfactant system for the low-dose treated group compared with the standard treated
group. An increase in ventilator-free days (p < 0,05) as well as a reduced mortality for this

surfactant dose was also observed.
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