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TABELLENVERZEICHNIS

Gruppe n (Kaninchen)
nicht beatmet 3

Kochsalz (ZEEP) 7

Kochsalz (PEEP 0,3) 6

nat SF (ZEEP) 6

nat SF (PEEP 0,3) 11

rSP-C SF (ZEEP) 7

rSP-C SF (PEEP 0,3) 14

gesamt 54

Tab. 1

Randomisierung der Kaninchenfeten
e nat SF = natiirliches bovines SF-Préiparat:

Alveofact, Boehringer, Ingelheim; 100 mg/kg KG intratracheal
e 1SP-C = rekombinantes SF-Préiparat:

Venticute, Altana, Bad Homburg; 100 mg/kg KG intratracheal
e Kochsalz =NaCl 0,9 % Losung
e PEEP angegeben in kPa; ZEEP = Zero PEEP = 0 kPa



Gruppe n AZV Cayn AP
(Kaninchen) (ml/kg KG) (ml/kg KG) (PIP-PEEP)
Kochsalz (ZEEP) 7 4,57 £3,00 1,55+ 1,11 3,04 £ 0,21
Kochsalz (PEEP 0,3) 6 7,53 +2,05 2,41+ 1,40 2,46 £ 0,44
nat SF (ZEEP) 6 8,00 £ 0,35 4,24 £ 0,80 1,95+ 0,36 **
nat SF (PEEP 0,3) 11 7,29 +2,02 486+ 1,96** 1,49 +0,75**/§/t
rSP-C SF (ZEEP) 7 5,49 £ 2,63 2,58 £ 1,75 2,44+ 0,56
rSP-C SF (PEEP 0,3) 14 8,18+ 1,16 * 4,45 +0,93 ** 1,65+ 0,53 **

Tab. 2

Lungenfunktionsvariablen nach 30 min Beatmung

arithmetisches Mittel £ Standardabweichung

e p <0,02; ** p<0,001 vs. Kochsalz ZEEP

8 p<0,001 vs. Kochsalz PEEP 0,3
e +p<0,001vs. rSP-C PEEP 0,3
e Kochsalz =NaCl 0,9 % Losung

e PEEP angegeben in kPa; ZEEP = Zero PEEP = 0 kPa



Gruppe n SP-B/apikal SP-B/basal SP-Clapikal SP-C/basal
(Kaninchen)

Kontrolle (unbeatmet) 3 1,53 £0,51 0,92 £ 0,40 1,29 £ 0,29 0,76 £ 0,19
Kochsalz (ZEEP) 3 2,28 +0,81 0,95+ 0,36 1,57 0,39 0,66 £ 0,19
Kochsalz (PEEP 0,3) 2 2,45+ 1,29 1,54 + 1,07 2,10+ 0,34 1,21+0,36
nat SF (ZEEP) 3 2,66 + 0,88 1,06 + 0,22 1,51 £0,35 0,61 + 0,08
nat SF (PEEP 0,3) 6 1,58 +0,74 0,87 + 0,45 1,81 0,58 0,97 £ 0,32
rSP-C SF (ZEEP) 2 2,17 +£0,88 1,07 £0,34 1,48 £0,29 0,74 £ 0,06
rSP-C SF (PEEP 0,3) 7 2,67+£1,72 1,22 £ 0,65 1,79 £ 0,65 0,85+ 0,24
Tab. 3

mRNA Expression von pulmonalem Surfactant Protein

PEEP-beatmete Versuchstiere (0,3 kPa; n=15) im Vergleich zu ZEEP-beatmeten Tieren (n=8)

AACt .
277 normalisiert auf das

e arithmetischer Mittelwert + Standardabweichung,
Housekeeping-Gen B-Actin
e Kochsalz =NaCl 0,9 % Losung

e PEEP angegeben in kPa; ZEEP = Zero PEEP = 0 kPa



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AF Atemfrequenz

AZNV Atemzugvolumen

bidest. zweifach destilliert

C Compliance

CPAP Continuous Positive Airway Pressure

dest. destilliert

DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin

FET Fluoreszenz-Energietransfer

FRC funktionelle Residualkapazitét

h Stunde(n)

IPPV Intermittend Positive Pressure Ventilation

KG Korpergewicht

LPS Lipopolysaccharid

min Minute(n)

NaCl Natriumchlorid

NO Stickstoffmonoxyd



PCR Polymerase-Kettenreaktion

PIP Positive Inspiratory Pressure

RNA Ribonucleinsiure

RT reverse Transkription

S. siche

SF Surfactant

SP-A surfactantassoziiertes Protein A

SP-C surfactantassoziiertes Protein C

Tab. Tabelle

VALI Ventilator-associated Lung Injury

VS. VErsus

1
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1. EINLEITUNG

1.1 Das Surfactantsystem der Lunge

Die Surface active agents (SURFace ACTive AgeNT wurde zum Kunstwort Surf-act-a-nt
verkiirzt (SF)) reduzieren in der Lunge die Oberflachenspannung der Alveolen. Sie erleichtern
somit die Ausdehnung der Lunge in der Inspiration und verhindern den Kollaps der Alveolen
vor allem in der Endexspiration. Die Existenz des Surfactant wurde erstmals 1929 von von
Neergaard postuliert [4]. Klaus et al. konnten 1961 seine spannungsreduzierende Funktion
und hier insbesondere die des Phospholipidanteils nachweisen [5]. SF wird von Typ-II-
Pneumozyten und in kleinerer Menge von Clara-Zellen gebildet und in das Lumen der
Alveolen sezerniert [1]. Der SF-Film unterliegt einem gut regulierten Gleichgewicht aus
Neuproduktion und Recycling, das als ,balancierte Clearance”, bzw. ,,SF-Homdoostase*

bezeichnet wird [22; 23; 24; 25; 26, 27; 28].

In den Jahren nach der Entdeckung des SF-Systems wurde die wichtige Rolle der
surfactantassoziierten Proteine (SP) bei der Verminderung der Oberfldchenspannung erkannt
[6]. Hierbei reduzieren vor allem die hydrophoben SP-B und -C die Oberfldchenspannung an
der Luft-Wasser-Interphase der Alveole auf ein Zehntel des Wertes, der sich fiir eine wissrige
Oberfliache ergeben wiirde. SP-B ist, zusammen mit dem hydrophilen SP-A, essentieller
Faktor bei der Ausbildung des tubuldren Myelins [6; 47; 48]. Es assoziiert nach der
Freisetzung aus den Lamellar-Korperchen und Sekretion in das alveoldre Lumen mit dem
Phospholipidfilm der Alveolen. Hier reguliert es, in Interaktion mit SP-A, die Adsorption von
oberfldchenaktiven Peptiden wihrend der Inspiration [34; 35], sowie, in Interaktion mit SP-C,
die selektive Extraktion von nicht-oberflichenaktiven Lipiden aus dem SF-Film in der
Exspiration [36; 37; 38; 39; 40]. SP-B ist dariiber hinaus beteiligt bei der Wiederaufnahme
von SF durch Typ-II-Pneumozyten und bei der Verbindung und Fusion von Membranen. Es
schiitzt den SF-Film vor der Deaktivierung durch Serum-Proteine [30; 41; 42; 43; 44; 45; 46].
SP-B ist fiir die postnatale Anpassung der Lunge von vitaler Bedeutung [50].

SP-C hat zusammen mit SP-B regulierende Funktion in der Surfactanthomdostase (s. o.).
Ebenso wie fiir SP-B konnte auch fiir SP-C eine protektive Potenz gegeniiber der SF-
inaktivierenden Wirkung von Serum-Proteinen gezeigt werden [51]. Weitere Studien lassen

den Schluss zu, dass SP-C iiber eine Interaktion mit CD-14-Rezeptoren von Alveolar- und
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Peritonealmakrophagen die Lipopolysaccharid-induzierte Produktion von TNF-a, sowie von

NO hemmen und somit einen direkten Effekt auf die Inflammationskaskade haben kann [98].

Die Bedeutung der SP ldsst sich an den schweren akuten und chronischen
Lungenerkrankungen von Neu- und Friihgeborenen ablesen, die aus Mutationen oder
Deletionen in den SF-Genen resultieren [130].

Die Bedeutung von SP-B fiir die postnatale Anpassung der Lunge zeigt sich z. B. an den
Konsequenzen des absoluten SP-B Mangels: Durch eine Mutation im SP-B-Gen wird bei der
kongenitalen alveolaren Proteinose das aberrante SP-B-Gen zwar transkribiert, die
entstethende mRNA ist jedoch so instabil, dass sie zu bis zu 92 % vor der effektiven
Translation abgebaut wird [50]. Da die intrazelluldre Prozessierung von Pro-SP-C zu SP-C ein
SP-B-abhingiger Prozess ist, manifestiert sich der totale SP-B Mangel zusétzlich mit einer
verringerten Konzentration von maturem SP-C, sowie in einer Anhdufung von aberranten
Pro-SP-C-Formen im Alveolarraum [52; 53; 117; 118].

Die klinische Folge ist eine auch durch Zugabe von exogenem SF heute noch nicht
therapierbare respiratorische Erkrankung, deren radiologischer Befund dem des

Atemnotsyndrom des Frithgeborenen, dem ,,Respiratory Distress Syndrome* (RDS) dhnelt.

Nogee et al. konnten zeigen, dass eine ,,splice-site-Mutation” im SP-C-Gen zu chronisch
interstitieller Lungenkrankheit fithrt [53], was einen Zusammenhang zwischen SP-C-
Defizienz und eher chronischen als akuten Lungenkrankheiten nahe legt. Beim Menschen
filhren Aberrationen im SP-C-Gen, wie im Mausmodell, zu interstitieller Lungenerkrankung,
bzw. zur Produktion eines abnormen SP-C [52]. Dabei entsprechen die histologischen
Befunde beim Menschen mit interstitieller Fibrose denen im Mausmodell: Verlust von
alveoldrer Oberfliche, vermehrte Rundzellinfiltrate und vaskuldres Remodeling [52; 150;

151].

12



1.2 Das Atemnotsyndrom des Friihgeborenen

Das Atemnotsyndrom des Frithgeborenen ist eine Erkrankung der strukturell und biochemisch
unreifen Lunge, die auf dem Boden eines primdren SF-Mangels auftritt. Jedoch auch beim
Reifgeborenen kann es im Rahmen einer sekundédren Inaktivierung von SF, z. B. auf dem
Boden einer konnatalen Pneumonie oder i. R. einer Mekoniumaspiration, zu einer schweren
respiratorischen Erkrankung kommen, die dem klinischen Bild eines neonatalen RDS dhnelt.
Der SF-Mangel im Rahmen des RDS fiihrt zu verschlechterter pulmonaler Compliance und
konsekutiv erhdhter Atemarbeit. Die klinischen Folgen sind oft direkt postpartal zu erkennen:
Nasenfliigeln, Tachypnoe, Einziehungen der Interkostal- und der supraklavikuldren Réume,
sowie Zyanose. Das Neugeborene muss zur Expansion der ,,versteiften” Lunge eine erhohte
Atemarbeit leisten. Es erzeugt mit dem noch labilen, knorpeligen Thorax groBe negative
intrathorakale Kréfte, die die o. g. Einziehungen hervorrufen. Es kommt zur respiratorischen
Insuffizienz. Um einen Gegendruck zur Kollapsneigung der Lunge aufzubauen, und eine
ausreichende funktionelle Residualkapazitit aufrecht zu erhalten, hilt das Neugeborene die
Stimmbéander im Exspirium enggestellt [S6]. Weil auf diese Weise vom Organismus selbst ein
positiver endexspiratorischer Druck aufrecht erhalten wird, spricht man von ,,Auto-PEEP*.
Bei der Inspektion des Neugeborenen treten hierbei exspiratorisches ,,Stohnen* oder das sog.
»Knorksen* auf. Radiologisch kénnen feingranulér-retikuldre Zeichnungen der Lunge mit
oder ohne Aerobronchogramm imponieren, bis hin zur komplett atelektatischen ,,weilen
Lunge*.

In der praktischen Therapie des RDS gilt die transbronchiale Applikation von natiirlichen
Surfactantpriparaten seit den 90er Jahren als Goldstandard. Sie ermdglicht eine signifikante
Verbesserung des Gasaustausches und der Lungenfunktion und kann die Begleitrisiken einer
Respiratortherapie (Pneumothorax, beatmungsinduzierte Infektionen, hohe Sauerstoft-
Beimischung zur Inspirationsluft etc.) verringern. Sie erlaubt eine weniger invasive Beatmung
(z. B. Reduktion von Beatmungsdruck und inspiratorischer Sauerstofffraktion (FiO;)) oder
kann eine invasive Beatmung iiber die Applikation hinaus sogar vermeiden [131]. Seit der
Einfiihrung der SF-Therapie konnten Mortalitit und Morbiditdt der Patienten mit RDS
deutlich gesenkt werden [72; 73; 74].

Es gibt verschiedene Applikationsstrategien fiir exogenes SF. Am gingigsten ist die Bolus-
Applikation durch den Endotrachealtubus. Dies ist mdglich durch das Diskonnektieren des
Tubus vom Respirator unter Inkaufnahme einer Unterbrechung der Ventilation und unter
Verlust des PEEP. Hierunter kann es zu einer kritischen Verschlechterung der Oxygenierung

kommen und es entstehen zusdtzliche Scherkrifte bis zur erneuten Etablierung eines
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ausreichenden PEEP. Darum erscheint die Applikation durch spezielle Tubus-Konnektoren
ohne Diskonnektion vom Beatmungssystem (d. h. auch ohne Verlust des PEEP) sinnvoll
[136; 137; 138]. Die rasche Applikation als Bolus wurde mit einer hohen Inzidenz von
Hirnblutungen trotz SF-Therapie in Verbindung gebracht, womdoglich hervorgerufen durch
eine akut verbesserte cerebrale Perfusion und Oxygenierung [139; 140]. Hieraus leitete sich
die Forderung nach einer Applikation mit verzogertem Wirkungseintritt durch endotracheale
SF-Infusion ab. Ein spezieller Tubus-Konnektor mit Seitenloch oder Tuben mit einem bis zur
Tubus-Spitze  ziehenden Medikamentenkanal zur kontinuierlichen endotrachealen
Verabreichung von SF bieten diese Moglichkeit. Im Tierexperiment wurde im Vergleich zur
Bolus-Applikation durch die langsamere Surfactant-Infusion ein Wirksamkeitsverlust infolge
einer inhomogeneren Verteilung beobachtet [141]. Unkontrollierte klinische Untersuchungen
mit kiirzerer Infusionszeit (Gabe innerhalb einer Minute) deuten eine der Bolusgabe klinisch
dhnliche Wirksamkeit an [138]. Mit der Argumentation einer besseren Platzierung des
Priparats an der alveolaren Grenzfliche, sowie einer homogeneren Verteilung und der
Vermeidung einer raschen Anderung der Lungenfunktion und —durchblutung, wurde die
Verneblung und inhalative Verabreichung von exogenem SF versucht. Wegen ungeldster
technischer Probleme bei der Verneblung auf die benoétigte PartikelgroBe und der
Applikationstechnik ist die Effektivitét dieser Systeme bisher ungentigend [143; 144]. Weitere
experimentelle Verfahren sind die Inhalation unter CPAP-Beatmung, die nasopharyngeale
Applikation mittels Katheter unter Maskenbeatmung oder die Surfactantlavage. Fiir diese
Verfahren gibt es bisher keine Quelle, die Vorteile gegeniiber den etablierten Verfahren zeigt.
Kontrollierte Studien priiften eine Strategie, bei der Frithgeborene kurzfristig zur SF-
Applikation intubiert und danach rasch wieder extubiert und mit nasalem CPAP versorgt
wurden (INSURE = INtubate SURfactant Extubate). Bisherige Ergebnisse deuten eine
Senkung der Anzahl beatmungspflichtiger Kinder im Verlauf an [131; 145]. Standard bleibt
bis dato die Bolusgabe durch den Endotrachealtubus. Die friihe Extubation und nichtinvasive
Beatmung mit CPAP erscheint plausibel, muss aber noch in klinischen Studien Uberlegenheit
zeigen [146].

Fiir die evidenzbasierte klinische Routine in der Therapie des RDS liefern die ,,European
consensus guidelines on the management of neonatal respiratory distress syndrome*
Leitlinien [152]:

Die einmalige antenatale Steroidgabe, sowie die medikamentdse Verzogerung des
Geburtsvorganges, um die Steroidwirkung moglichst optimal zu gewihrleisten, haben eine

signifikant glinstige Auswirkung auf die Sauglingsmortalitét. Einigkeit herrscht auch dartiber,
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dass eine Respiratortherapie, in Hinblick auf eine mogliche beatmungsinduzierte
Lungenschiadigung (ventilator-associated lung injury, VALI), wann immer moglich
vermieden werden sollte und stattdessen nichtinvasive Beatmungsformen bevorzugt werden
sollten (s.u.). Uberlebenswichtige TherapiegroBen sind das FErzielen einer normalen
Korpertemperatur, eine gute Fliissigkeitshomdostase, addquate Erndhrung, Aufrechterhaltung
eines physiologischen Blutdruckes, sowie das Management des Ductus arteriosus.

Die giinstige Auswirkung der SF-Therapie auf die Mortalitit und das Risiko fiir das Auftreten
eines Pneumothorax ist schon bei hohem Risiko fiir ein RDS erwiesen, bevor die Krankheit
iiberhaupt manifest ist. Natiirliche Surfactantpriparate werden aufgrund ihrer in Metaanalysen
iiberlegenen Wirkung auf die Mortalitit und das Pneumothorax-Risiko derzeit empfohlen.
Uber die ,,ideale* Zusammensetzung eines SF-Therapeutikums fiir das RDS gibt es aber bis
heute keinen Konsens [75; 76; 77; 152]. Verschiedene organische SF-Extrakte (SF-Priparate
der zweiten Generation) mit den durch Lavage oder aus Homogenat boviner und porciner
Lunge gewonnenen SP-B und -C, sind seit den 90er Jahren Bestandteil klinischer Routine.
Vielversprechende Ergebnisse liefern aber neue synthetische Préaparate.

Lucinactant (Surfaxin) z. B. ist eine Phospholipidmischung mit Zusatz von Sinapultide, einem
auch KL4 genannten Peptid, das mit einer alternierenden Sequenz von hydrophoben und
basischen Aminosduren das periodische Muster von hydrophilen und hydrophoben Anteilen
des N-terminalen Teils des SP-B nachahmen soll. Moya et al. zeigten in einer Datenanalyse
aus dem SELECT- (Safety and Effectiveness of Lucinactant Versus Exosurf in a Clinical
Trial) und STAR- (Surfaxin Therapy Against Respiratory Distress Syndrome) Kollektiv, dass
die Behandlung mit Lucinactant bei Frithgeborenen mit Risiko fiir das Entstehen eines RDS
eine mindestens gleich hohe Ein-Jahres-Uberlebensrate gewihrleistet, wie die Therapie mit
einem tierischen Surfactant (Beractant bzw. Poractant alfa) [153].

Daneben werden Phospholipidmischungen mit Zusatz von rekombinanten SP erprobt.
Klinische Phase-III-Studien mit dem Surfactantpridparat Venticute, das auch Gegenstand
dieser Arbeit ist, zeigten eine Verbesserung der Oxygenierung von adulten Patienten mit
Adult Respiratory Distress Syndrome (ARDS) unter Therapie mit dieser Substanz und

lieferten damit einen vielversprechenden Ansatz [154].
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1.3 Beatmungsstrategien im Rahmen des neonatalen Atemnotsyndroms

Trotz aller Bemiihungen, die physiologischen Eigenschaften der Lunge Frithgeborener zu
verbessern, ist hdufig eine invasive (mit endotrachealer Intubation) oder nichtinvasive (mit
nCPAP) Beatmungstherapie bei Frithgeborenen unumginglich. Verschiedene an die jeweilige
Erkrankungssituation angepasste Beatmungsverfahren stehen zur Verfligung und wurden in
klinischen und experimentellen Studien erprobt [106; 107; 132; 133]. Ziel des Atmungs-
Managements bei RDS ist die Aufrechterhaltung einer adidquaten Ventilation und
Oxygenation unter Minimierung des Risikos eines VALI [127]. Beim VALI werden durch
maschinelle Beatmung pulmonale Entziindungsreaktionen entweder induziert oder verstérkt.
Neben Barotrauma, Volutrauma und der Toxizitit einer hohen inspiratorischen
Sauerstofffraktion werden auch durch beatmungsinduzierte Scherkréifte Endziindungsprozesse
hervorgerufen. Die konsekutive Freisetzung von Entziindungsmediatoren in die systemische
Zirkulation kann ein Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) hervorrufen,
wodurch die Entziindungssituation der Lunge weiter aggraviert wird.

Die besondere Herausforderung bei der Beatmung von Frithgeborenen mit RDS erklért sich
aus der Pathophysiologie: Bei SF-Mangel bleibt die Oberfldchenspannung an der Grenzfldche
zwischen Luftphase und Fliissigkeitsphase (Alveolarwand) hoch und bewirkt das Auftreten
von Atelektasen. Das Neugeborene mit RDS muss nun bei jeder Inspiration den
Eroffnungsdruck fiir die atelektatischen Lungenbereiche durch Thoraxexkursion aufbringen
(s. 0.). Dies fiihrt zur Erschopfung der Atemmuskulatur, wenn keine Atemunterstiitzung

erfolgt.
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Abb. 1

Vereinfachte schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen Lungendehnbarkeit

und funktioneller Residualkapazitit

e FRC = Funktionelle Residualkapazitit = exspiratorisches Reservevolumen (Gasvolumen,
das nach normaler Ausatmung noch abgeatmet werden kann) + Residualvolumen
(Gasvolumen, das nach maximaler Exspiration noch in der Lunge verbleibt)

e C = Compliance = Dehnbarkeit
(AV/AP = Volumenénderung pro appliziertem Fiillungsdruck)

e P;=Inspirationsdruck

In der oberen Boxenreihe sind, stark vereinfacht, drei unterschiedliche Lungenparenchym-
Beispiele in der Atemruhelage dargestellt. Die Blasen stellen Alveolen im Lungengewebe dar,
die in GroBe und Anzahl zwischen den Boxen differieren. Die mittlere Box veranschaulicht
eine normale, reife Lunge mit vielen Alveolen, die gleichméBig verteilt und nahezu gleich
grof} sind. Der Freiraum zwischen den Alveolen gibt Raum fiir Volumenzuwachs in der
Inspiration. Im entsprechenden Druck-Volumen-Diagramm unter dieser Box ist
veranschaulicht, dass aus der Atemruhelage heraus (oberhalb der FRC) mit geringem

Druckanstieg ein steiler Volumenanstieg erreicht werden kann. Der lineare Anteil dieser S-
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formigen Kurve ist der optimale Arbeitsbereich des Thorax-Lungen-Systems. In den
Situationen ,,Atelektase” und ,,Uberdehnung® ist die Dehnbarkeit der Lunge wesentlich
schlechter. Pro ausgeiibtem Druckunterschied (AP) ist die resultierende Volumenédnderung
(AV) wesentlich geringer. Bei der atelektatischen Lunge des RDS mit wenigen und
unterschiedlich gut beliifteten Alveolen ist der Grund fiir den hohen aufzuwendenden
Beatmungsdruck die Kraft, die ausgeiibt werden muss, um die atelektatischen Alveolen zu
eroffnen (Er6ffnungsdruck). Aufgrund der wenigen offenen, bzw. schlecht vorgedehnten
Alveolen ist die FRC gering.

Die rechte Box stellt eine liberblédhte Lunge dar. Wenige, gro3e Alveolen mit geringem Raum
zur Ausdehnung erfordern zur Volumenerhohung eine grofle Druckerh6hung. Die Druck-
Volumen-Kurve befindet sich schon vor der Inspiration im abgeflachten Bereich des S-
formigen Verlaufs. Die Compliance ist niedrig. Diese Situation kann nach Surfactant-
Applikation eintreten, wenn sich die Oberfldchenspannung der Alveolen plotzlich verringert,
die Beatmungsparameter aber nicht entsprechend angepasst werden.

Durch Applikation eines entsprechenden endexspiratorischen Druckes (PEEP) auf die
atelektatische Lunge beim RDS, kann die Atemlage des Lungen-Thorax-Systems in ihren
optimalen Arbeitsbereich in der Mitte der S-formigen Kurve gehoben werden [147]. Dadurch
wird zum einen die Atemarbeit erleichtert. Zum anderen verursacht die Wiederer6ffnung der
endexspiratorisch kollabierten Alveolen bei jeder neuen Inspiration Scherstress, der
Gewebszerstorung mit den o.g. Folgen hervorruft. Dieses bei jedem Atemzug
wiederkehrende Trauma kann unter Beatmung mit PEEP vermindert und so auch die
Surfactant-Homoostase stabilisiert werden [148]. Die Anwendung eines addquaten PEEP in
Kombination mit niedrigen Tidalvolumina unter strikter = Begrenzung des
Beatmungsspitzendruckes sind mit einer verbesserten Prognose assoziiert [134; 142].

Die Surfactantdistribution iiber Endotrachealtubus und anschlieBende Intubationsbeatmung
mit PEEP sind darum klinischer Standard (s. 0.). Experimentell konnte fiir die Therapie mit
exogenem SF gezeigt werden, dass die Beibehaltung von PEEP unter der SF-Instillation zu
einer Verbesserung der SF-Distribution und einer Steigerung der Beatmungseffizienz fiihrt
[123]. Aktuelle klinische Studien erforschen die Beatmung mit binasalem CPAP (nCPAP)
nach frither Extubation post SF-Applikation [131]. Diskutiert wird weiterhin die friihe
nCPAP-Beatmung zur Vermeidung von Intubation und SF-Gabe [135]. Nachteile jeder
Uberdruckbeatmung liegen in einem erhdhten Risiko fiir das Auftreten eines Pneumothorax,
einer Steigerung der rechtsventrikuldren Nachlast und einer Einschrinkung der cerebralen

Hamodynamik [125; 126; 127]. Als weitere Haupt-Risikofaktoren der Lungenschidigung
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unter Respiratortherapie  gelten die alveolire Uberdehnung durch zu hohe
Beatmungsvolumina und/oder -driicke wund der zyklische Alveolarkollaps durch
unzureichenden  endexspiratorischen ~ Druck  (Derecruitment). Lungenprotektive
Ventilationsstrategien versuchen, diese Faktoren durch Anwendung kleiner Tidalvolumina
und hoher PEEP-Niveaus zu minimieren und so das Beatmungstrauma (VALI) so gering wie

moglich zu halten.

Neben den geschilderten Strategien gibt es weitere Ansétze in der Beatmungsmedizin, wie die
Hochfrequenz-Beatmung (high-frequency oscillatory ventilation (HFOV); high-frequency jet
ventilation), Inhalation von Stickstoffmonoxyd, permissive Hyperkapnie etc. Diese sollen hier

nicht behandelt werden.
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2. FRAGESTELLUNG

Wie oben erwihnt, sind SF-Préparate der zweiten Generation, gewonnen aus Homogenat
tierischer Lunge oder aus Lungenlavage, Standard in der klinischen Routine der RDS-
Therapie. Diese konnten sich gegeniiber den zundchst entwickelten proteinfreien
Phospholipidgemischen durchsetzen. Thre Uberlegenheit in Bezug auf reduzierte Mortalitit
und das seltenere Auftreten von Pneumothoraces unter Beatmung ist in experimentellen und
klinischen Studien gut belegt [76; 119; 120]. ,Natiirliche* Surfactants haben aufgrund ihres
Herstellungsprozesses und ihrer Herkunft aber einige Nachteile. So werden sowohl die
Phospholipide als auch die SP bei der Produktion verunreinigt und in ihrer Struktur
beeinflusst. Durch ihre natiirliche Herkunft schwanken die Konzentrationen der Inhaltsstoffe
und damit auch die Wirksamkeit der Pridparate zwischen den verschiedenen Chargen
desselben Préparats. Die produzierbare Menge ist durch das Angebot an geeignetem
tierischem Material limitiert. Darliber hinaus kdnnen tierische Eiweille als Allergene wirken.
Entsprechend resistente Krankheitserreger (z. B. Prionen) konnten den Produktionsprozess
iiberdauern, in das fertige Surfactantpridparat gelangen, und bei Anwendung des Préparats
potentiell Infektionen auslosen. Daneben zeigen sich natiirliche Préparate wenig resistent
gegeniiber der Inaktivierung durch (Serum-)Proteine und sind in ihrer Herstellung
kostenintensiv [149]. Darum ist die Produktion von synthetischen SF-Prdparaten mit
vollsynthetischem oder rekombinantem Proteinanteil Gegenstand laufender Untersuchungen.
Randomisierte klinische Multicenter-Studien zeigen Therapieerfolge mit synthetischen SP-B-
Analoga in der Therapie des RDS bei Frithgeborenen So reduzierte eine Prophylaxe mit
Lucinactant (Surfaxin®, synthethisch, Phospholipidmischung + KL4) bei Friihgeborenen mit
hohem Risiko fiir ein RDS vs. einer Gabe von Colfosceril Palmitat (Exosurf”, synthetisch,
Dipalmitoylphosphatidylcholin) die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines manifesten
RDS, sowie die RDS-assoziierte Mortalititsrate und die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten
einer Bronchopulmonalen Dysplasie (BPD) [122]. Lucinactant zeigte vs. Poractant Alfa
(Curosurf®, porciner Lungenextrakt mit SP-B und SP-C) in der prophylaktischen Therapie des
RDS die gleiche Effektivitdt und Sicherheit wie das tierische Prdparat (z. B. Mortalitt,
Pneumothorax, Hirnblutung) [121].

Mit SF-Priparaten mit rekombinantem SP-C (rSP-C) konnte in aktuellen tierexperimentellen
Studien an frithgeborenen Kaninchen eine Verbesserung der Lungenfunktion erzielt werden,
vergleichbar mit den Ergebnissen der etablierten natiirlichen SF-Priaparate [101; 103]. Im

Tiermodell des Surfactantmangels durch Lungenlavage oder bei Mekoniumaspiration,
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konnten mit rSP-C versetzte Phospholipidmischungen v. a. wegen ihrer Resistenz gegeniiber
der Inaktivierung erfolgreich eingesetzt werden [104; 105].

Wie oben beschrieben konnen Beatmungsverfahren mit positiven endexspiratorischen
Driicken in der Therapie des RDS die Lungenfunktion verbessern und sind lungenprotektiv
(Reduktion der pulmonalen Scherkrifte, Verbesserung der SF-Homdostase, selteneres
Auftreten von BPD [155]). Im tierexperimentellen Ansatz konnte gezeigt werden, dass die
Beatmung mit PEEP groBen Einfluss auf den Effekt exogen applizierten Surfactants hat.
Obgleich die Beatmung mit PEEP also groBe Vorteile bietet und Bestandteil der klinischen
Routine der Therapie des RDS ist, hat sie dennoch Nebenwirkungen, wie rechtsventrikuldre
Belastung mit konsekutiv reduziertem Herzminutenvolumen. Insbesondere zu hohe PEEP-
Driicke konnen so das Risiko zerebraler himodynamischer Beeintrdchtigung erhohen [125;
126; 127]. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Wirkung eines klinisch
gangigen Surfactantpriparats der zweiten Generation (,,natiirliches®, bovines SF, Alveofact)
mit einem Préparat der dritten Generation (Phospholipidmischung mit rSP-C, Venticute) bei
verschiedenen PEEP-Niveaus (PEEP 0 kPa vs. PEEP 0,3 kPa) unter folgender Fragestellung

verglichen:

1. Welchen Einfluss hat ein natiirliches/synthetisches SF-Priparat, bzw. die Beatmung mit
oder ohne PEEP auf die endogene SF-Synthese? Dabei soll sowohl auf mRNA- als auch

auf Proteinebene die Expression von SP-B und SP-C untersucht werden.

2. Es soll weiterhin untersucht werden, welchen Einfluss diese SF-Priparation, bzw. die
Beatmung mit und ohne PEEP auf histologische Verdnderungen der Lunge hat. Dabei soll
die Anzahl der er6ffneten, bzw. beliifteten Alveolen, sowie die Dicke der Alveolarsepten

gemessen werden.
3. In wiefern spiegelt sich der Einfluss der SF-Priparation, bzw. der Einfluss des

Beatmungsmodus auf die endogene SF-Synthese und Lungenhistologie in den

Lungenfunktionsparametern unter der Beatmung der Kaninchenfeten wider?
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Tierversuche

Die Tierversuche wurden in der Arbeitsgruppe von Priv. Doz. Dr. Dr. med. Irwin Reiss am
Zentrum fiir Kinderheilkunde und am Zentrum fiir Innere Medizin des Universititsklinikum
GieBen und Marburg GmbH durchgefiihrt und waren Teil eines anderen Promotionsprojektes.
Im Einzelnen sollen zunédchst die Methodik der Tierversuche und die Materialgewinnung zur
weiteren molekularbiologischen Aufarbeitung und Ergebnisevaluation erldutert werden.

Die Versuchsreihe erhielt die Zustimmung des Ethikkomitees des Bundeslandes Hessen und
entsprach den Richtlinien der ,,Care and Use of Laboratory Animals* der ,,National Institutes

of Health*.

3.1.1 Narkose des Muttertieres

Zwolf New Zealand White Rabbits (Bauer, Neuenstein-Lohe) wurden am 27. Gestationstag
(physiologische Gestationszeit 30 Tage) durch Kaiserschnitt entbunden. Das Muttertier wurde
in Riickenlage auf einer Thermolux Wirmematte fixiert. Es erhielt einen periphervendsen
Zugang an einer Ohrvene (22 G 1 (0,9 x 25 mm) Vasocan Brauniile). Anschlieend wurden
die Operationsgebiete iiber Larynx und unterem Abdomen rasiert (Favorita I GT Schergerét),
sowie mit Braunoderm-Losung desinfiziert.

Das Muttertier wurde mit Rompun (Xylazinhydrochlorid) 20 mg/kg KG und Ketavet
(Ketaminhydrochlorid) 10 mg/kg KG narkotisiert. Anschlieend wurde iiber der Trachea eine
Lokalanésthesie mit 10 ml Xylocain i. c. appliziert. Die Haut wurde nun mit Schere und
chirurgischer Pinzette abprdpariert und die Trachea unter Schonung der Gefdlle mit
anatomischer Pinzette und Priparierschere dargestellt. Im Anschluss erfolgten die ventrale
Inzision der Trachea mit einer Préparierschere und die Einfithrung eines Tubus, sowie die
Fixierung mit Hilfe vorbereiteter Ligaturen. AnschlieBend wurde eine weitere Vasocan
Brauniile in das unpunktierte Ohr eingebracht und eine Infusion mit NaCl 0,9 % Lsg. iiber
Perfusor mit 24 ml/h angelegt. Nun erfolgte die Pridparation der Arteria carotis zur
Etablierung einer invasiven arteriellen Blutdruckmessung. In die Arterie wurde eine 20 G 174
(1,1 x 33 mm) Vasocan Brauniile eingefiihrt und mit chirurgischer Ligatur fixiert, sowie die
Brauniile nun an die arterielle Blutdruckmessung angeschlossen.

Die Beatmung erfolgte mit einem Babylog 8000 plus Beatmungsgerit. Es wurden folgende

Beatmungsparameter eingestellt:
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e inspiratorische Sauerstofffraktion (FiO5): 30 %

e Atemfrequenz (AF): 40/min
e Atemzeitvolumen: 320 ml/min kg KG
e Atemzugvolumen (AZV): 8 ml/kg KG
e PEEP: 0,1 kPa
3.1.2  Sectio

Das rasierte und desinfizierte Abdomen des Muttertieres wurde mit einem sterilen Lochtuch
abgedeckt und die Haut iiber der Linea alba mit einem Skalpell inzidiert. AnschlieBend
erfolgten die Durchtrennung der Muskelfaszien und des Peritoneums, sowie die Luxation des
Uterus aus der Bauchhohle und die palpatorische Feststellung der Anzahl der Feten. Nach
Inzision des Uterus mit einer Schere konnte der erste Fetus aus dem Uterus herausgehoben
werden. Mit einer Priparierschere wurden nun die Eihdute durchtrennt und anschlieBend die
Nabelschnur mit einer GefaBBklemme abgeklemmt. Es erfolgte Ligierung proximal und distal
der Klemme mit chirurgischer Ligatur und die Durchtrennung der Nabelschnur.

Auf einer halbierten Mullkompresse (10 x 13 c¢cm), die mit 38 °C warmer 0,9 %iger NaCl-Lsg.
getrankt war, um ein Verkleben zu verhindern, wurde der Fetus zur Waage transportiert.

Die verbleibenden Feten wurden bis zur Entnahme des nédchsten in das Abdomen der Mutter
zuriickverlagert und mit Bauchhaut, korperwarmen, feuchten Kompressen und einem

Lochtuch abgedeckt.

3.1.3 Préparation der Feten

Auf einer Waage (Mettler PJ 800) wurde das Gewicht jedes Fetus ermittelt. Das
durchschnittliche Geburtsgewicht der Feten betrug 27,4 g + 3,6 g (Mittelwert =+
Standardabweichung). AnschlieBend erhielt der Fetus Rompun (Xylazinhydrochlorid) 20
mg/kg KG und Ketavet (Ketaminhydrochlorid) 10 mg/kg KG zur Aufrechterhaltung der
Narkose. Am narkotisierten Fetus wurde nun die Trachea mit Priparierschere und Pinzette
freigelegt: Nach dem Hautschnitt iiber der Trachea erfolgte die Entfernung des Thymus und
die Freilegung der Trachea. Nach der Hinterwanderung der Trachea mit einer Ligatur wurde
die Trachea inzidiert und ein Endotrachealtubus eingefiihrt, sowie dieser mit o. g. Ligatur
befestigt.

Uber das Lumen des Tubus wurde mit Hilfe einer Hamiltonspritze 100 plkg KG

intrapulmonale Fliissigkeit abgezogen und in einem sterilen Behéltnis asserviert.
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AnschlieBend wurden die Tiere in die einzelnen Studiengruppen randomisiert:

ZEEP

n=7

n=6

—

Kochsalz

nat. SF

PEEP 0,3

n=7 —

rSP-C SF

n=6

/\

n=11

«—

Kochsalz

Grafik 1

Randomisierung der Kaninchenfeten

Kochsalz = NaCl 0,9 % Lsg.

v

nat. SF

\

rSP-C SF

nat. SF = natiirliches bovines SF-Préparat: Alveofact, Boehringer, Ingelheim

100 mg/kg KG intratracheal

rSP-C = rekombinantes SF-Préaparat: Venticute, Altana, Bad Homburg;

100 mg/kg KG intratracheal

ZEEP = zero PEEP = PEEP 0 kPa

PEEP 0,3 = PEEP 0,3 kPa

Dariiber hinaus wurden als Kontrollgruppe drei Tiere weder beatmet noch mit einer SF-

Priparation behandelt. Sie wurden nach Sectio mit einer letalen Dosis Ketavet euthanasiert.
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3.1.4 Beatmung der Feten

Die Feten wurden nach Tracheotomie und SF- bzw. NaCl-Applikation als endotrachealen
Bolus einzeln in ein Ventilationsplethysmographie-System mit mikroprozessorkontrollierten
Magnetventilen fiir In- und Exspiration tberfiihrt (Boehringer-Ingelheim, Biberach). Die
Temperatur in den Boxen betrug 37 °C, Luftfeuchte 100 %. FiO, 100 %. Ein konstanter
inspiratorischer Gasfluss wurde iiber einen vor dem Inspirationsventil angebrachten
Luftregulator angepasst.

Beatmungsmodus: Intermittend Positive Pressure Ventilation (IPPV), drucklimitiert

o AZV: 7-8 ml/’kg KG

o AF: 30/min

e Drucklimit: initial max. 3,5 kPa, unter Beatmung 3,0 kPa
e Positive Inspiratory Pressure (PIP): variabel

e Inspiration : Exspiration 1:2

e PEEP: je nach Versuchsgruppe 0 oder 0,3 kPa

Die Beatmung erfolgte fiir 30 Minuten (min) nach SF-Applikation, analog zu dem von Davis
et al. publizierten Beatmungsregime [113]. Wihrend der Ventilation wurden im Abstand von
5 min folgende Parameter zur Auswertung erfasst:

e dynamische Compliance (Cgyn) pro Atemzug: Cgqyn = AZV (AP kgKG)™

e AZV

e AP =PIP - PEEP

3.1.5 Entnahme der fetalen Lungen

Nach Beendigung der Beatmung wurde der Fetus aus der Beatmungsbox entnommen und mit
einer letalen Dosis Ketavet euthanasiert. Es folgte die Entfernung beider Lungen nach dem
folgenden Schema:

Offnung des Abdomens durch einen Querschnitt mit einer Priparierschere und einer
anatomischen Pinzette. Nach der stumpfen Offnung des Diaphragmas mit zwei anatomischen
Pinzetten unter Schonung der Lunge wurde der Thorax entlang des Sternums und des
Rippenbogens mit Hilfe von anatomischer Pinzette und Préparierschere erdffnet. Die
Thoraxwéinde wurden auf der Unterlage fixiert. Anschlieend erfolgte die Entnahme der
einzelnen Lungenlappen der rechten Lunge (rechts oben, rechts mitte, rechts unten, rechts

infrakardial). Hierbei galt als Einschlusskriterium das Nicht-Vorhandensein eines
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Pneumothorax. Die anschlieBende Konservierung des Lungengewebes erfolgte in zwei
Gruppen. Fiir die anschlieBende Lungenhistologie wurde das Gewebe sofort in Paraffin

eingebettet. Fiir die molekulare Analyse erfolgte Kryokonservierung bei -80 °C.

3.2 Probenaufarbeitung

3.2.1 Lungenhistologie

Die oben beschriebenen Lungenprdparate wurden zur histologischen Auswertung mit
Hématoxylin—Eosin geféarbt (Schichtdicke 0,5 um). Die histologische Auswertung erfolgte
geblindet durch den Pathologen Dr. med. Michael Ebsen (Leiter des Instituts fiir Pathologie
des Stadtischen Krankenhauses Kiel) bei 400-facher VergroBerung.

Die Beurteilung der Lungenhistologie erfolgte unter Verwendung eines von Lotze et al. [91]
beschriebenen histologischen Scoring-Systems, das die Auspragungen verschiedener
pathologischer Merkmale summiert:

o Atelektase

e Emphysem

e alveoldre und interstitielle Inflammation

e alveolire und interstitielle Himorrhagie

e alveolires und interstitielles Odem

e Nekrosebildung

Die Ausprigung dieser Merkmale wurde unter 400-facher Vergroflerung bestimmt und auf
einer 5-Punkte-Skala beschrieben. 0 Punkte entsprachen dem Bild einer Lunge ohne
pathologische Verdanderungen, 4 Punkte der maximalen Auspriagung der jeweiligen Variablen.
Die Anzahl der Alveoli und terminalen Luftwege wurde in flinf reprdsentativen Ausschnitten
bestimmt. Die Alveolarsepten-Dicke wurde nach Photodokumentation des Gewebes mit der
Software Axiovision 3.0 fiir AxioCam MRc (Zeiss, Wetzlar) gemessen. Die Septen wurden an
threm geringsten Durchmesser gemessen und der Mittelwert aus zehn Messungen ermittelt.

Nicht orthograd getroffene Septen wurden von der Messung ausgeschlossen.
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3.2.2 Semiquantitative RNA-Analyse

3.2.2.1 RNA-Extraktion

Zur Isolation wurde eine modifizierte Guanidin-Thiozyanat-Phenol-Chloroform-Methode
nach Chomczynski et al. [92] angewendet.

Die zuvor bei -80 °C gelagerten Lungen wurden unter stetiger Zugabe von fliissigem
Stickstoff (-196 °C) mit einem Pistill mechanisch homogenisiert. Die Zellen des gewonnen
Homogenats wurden mit einer Lésung aus 1000 pl Phenol und Guanidin-Isothiocyanat lysiert
(Trizol, Gibco). Die Extraktion der RNA erfolgte nach Zugabe von Chloroform zur Fallung
im Verhiéltnis 1:10 und anschlieBender Inkubation auf Eis fiir 5 min. Im Anschluss an die
Inkubation erfolgte die Abzentrifugation des gefillten Materials fiir 15 min (12.000 U/min,
4 °C). Wihrend der Zentrifugation bildete sich eine obere wissrige, farblose und eine untere
organische, rotliche Phase. Die RNA-haltige obere Phase wurde entnommen. Dieser wurde
entsprechend der Probenmenge die gleiche Menge an Isopropanol hinzugegeben. Durch eine
weitere Inkubationszeit von 15 min auf Eis und anschlieBender Zentrifugation fiir 12 min
(12.000 U/min, 4 °C) wurde eine vollstindige Ausfillung der RNA erreicht. Das entstandene
Pellet wurde nun mit 70 %igem Ethanol (500 pl) und einem weiteren Zentrifugationsschritt
von 8 min (7.500 U/min, 4 °C) gewaschen. Nach diesem Schritt wurde das Ethanol mit einer
Pipette abgezogen und das Pellet 15 min bei Raumluft getrocknet. Das trockene RNA-Pellet
wurde nun in 50 pl Hochleistungsfliissigkeitschromatografie(HPLC)-gereinigtem Wasser

geldst und bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert.

3.2.2.2 Photometrische Quantifizierung der RNA-Menge

Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde spektralphotometrisch durch Messung der
optischen Dichte bei 260 nm Lichtwellenldnge bestimmt, da Nukleinsduren bei dieser
Wellenlénge ein Absorptionsmaximum besitzen. Der Quotient der Extinktionen bei 260 nm
(DNA/RNA) und 280 nm (Proteine) gibt einen indirekten Hinweis auf den Reinheitsgrad der
DNA [93]. Der Referenzbereich liegt zwischen 1,6 und 1,8. Niedrigere Quotienten weisen auf

eine starke Verunreinigung der Probe hin.

3.2.2.3 Reverse Transkription (RT)

Um eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit mRNA durchzufiihren, miissen die bei der

RNA-Extraktion gewonnenen RNA-Fragmente enzymatisch in komplementdre DNA-Stringe
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(copy-DNA = cDNA) transkribiert werden. Dies geschieht mit Hilfe einer RNA-abhingigen
DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase) in Random-Priming-Technik unter Zugabe einer

Hexanukleotidmischung.

RT-Reaktionsansatz:

1. Primermix
e Sul  random primer (200 ng/ul)
e 5ul  dNTPs (10 mM)

2. Enzymmix
e 20ul 5-fach konzentrierter Puffer
e 10ul DTT (0,1 M)
e Sul  RNAse OUT (40 U/ul)
e 5ul  Superscript II (200 U/ul)

0,5 pg der zuvor extrahierten RNA (s. 0.) wurden mit Aqua bidest. auf ein Endvolumen von
50 pl erginzt. Diese Mischung wurde zusammen mit dem Primermix, um intra- und
intermolekulare Sekundarstrukturen des Primers zu vermeiden, 5 min bei 65 °C inkubiert und
im Anschluss fiir 1 min auf 4 °C abgekiihlt. Danach wurde der Enzymmix hinzugegeben und

der RT-Ansatz in den Thermocycler iiberfiihrt.

Folgendes Cycler-Protokoll wurde gewihlt:

e 25°C 10 min
e 42°C 50 min
e 70°C 15 min

Im Anschluss an die RT-Reaktion wurde das Reaktionsprodukt auf 4 °C abgekiihlt, in
kleinere Alliquots aufgeteilt und bei -20 °C eingefroren.

3.2.3 Real-time-PCR

Die real-time-PCR (rt-PCR) ist ein PCR-Verfahren, bei dem wéhrend der PCR die Menge der

entstandenen Produkte mittels Laser-Technik in Echtzeit gemessen wird.
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Mit der TagMan real-time-PCR-Methode wurde die mRNA Expression von SP-B, SP-C,
sowie der Housekeeping-Gene 18S, und B-Actin untersucht. Zu den Nukleotidsequenzen von

Primern und Sonden vgl. Materialliste.

3.2.3.1 Prinzip der relativen Quantifizierung mittels AACt —Methode

Die rt-PCR nutzt die 5" Exonuklease Aktivitdt der Tag-Polymerase und vereint Amplifikation
und PCR-Produktnachweis simultan in einem Reaktionsgefdl3. Sie ist sensitiver, préziser und
effizienter als die kompetitive PCR. Bei der rt-PCR wird die Mengenverdnderung des
Amplifikats durch die Erfassung der Fluoreszenzlichtemission im Reaktionsansatz, welche in
Abhingigkeit von der Produktmenge erzeugt wird, in Echtzeit ermittelt. Durch die Messung
wird der Amplifikationsvorgang nicht gestort [85; 87].

Neben den genspezifischen Primern werden in der rt-PCR spezielle fluorogene
Hydrolysesonden eingesetzt, die aus einer fiir den zu amplifizierenden Abschnitt (z. B. ein
Gen) spezifischen Oligonukleotidsequenz bestehen. Die Sonde ist am 5° Ende mit einem
fluoreszenten Farbstoff (Fluoreszinderivat), dem sog. Reporter, und am 3" Ende mit einem
weiteren Farbstoff, dem sog. Quencher (Rhodaminderivat), markiert.

Die intakte Sonde wird durch die spezifische Wellenldnge von 488 nm zur Fluoreszenz
angeregt. Durch die rdumliche Nidhe des Reporter-Farbstoffs zum Quencher-Farbstoff
innerhalb der Sonde wird die Energie der beiden Farbstoffe strahlungsfrei zwischen den
Molekiilen iibertragen (Fluoreszenz-Energietransfer = FET) [86].

Im Rahmen der PCR hybridisiert die Sonde zundchst mit den Primern am Matrizenstrang.
Wihrend der Verldngerung des komplementiren Strangs (Extensionsphase) trifft die Tag-
Polymerase auf die hybridisierte Sonde und beginnt diese vom Matrizenstrang zu verdriangen.
Durch diesen Vorgang kommt es zur Ausbildung einer Y-formigen Sekundarstruktur, die die
5’-3" Exonuklease-Aktivitit der Taq-Polymerase aktiviert. Diese beginnt, die Sonde
Nukleotid fiir Nukleotid vom Strang zu hydrolysieren. Dabei wird der Reporter aus der
rdumlichen intramolekularen Ndhe zum Quencher befreit, der FET unterbrochen und die
charakteristische Fluoreszenzenergie emittiert [85; 87; 88]. Freie nicht hybridisierte Sonden
werden somit nicht hydrolysiert.

Aufgrund der Akkumulation der PCR-Produkte steigt die spezifische Fluoreszenzenergie des
Reporters wihrend erfolgreicher PCR proportional zur Menge der anfallenden Genprodukte
an. Die emittierte Fluoreszenzenergie wird ermittelt und zur spiteren Analyse der Daten

gespeichert.
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Fiir das Reporter-Signal wéihrend einer rt-PCR in der exponentiellen Phase der Reaktion gilt:

Re =K-Ng-(+EY

Rc= Reporter-Signal eines Amplikons am Ende des C-ten Zyklus
K= Konstante fiir das Reportersignal

No= Anzahl der Kopien eines Amplikons zu Beginn der PCR

E = Effizienz der PCR des Amplikons

Die Konstante K fiir die Fluoreszenzintensitit eines Reporterfarbstoffes wird von vielen
Faktoren beeinflusst: Sie ist unterschiedlich fiir verschiedene Farbstoffe, dndert sich wahrend
der Lagerung des Farbstoffs und wird schlieBlich auch durch die Konfigurationen
verschiedener 1t-PCR-Gerdte bzw. desselben Gerdts zu verschiedenen Zeitpunkten
beeinflusst. Daraus folgt, dass K nur flir diejenigen Reaktionen konstant ist, die auf

demselben Plate mit demselben Mastermix zeitgleich durchgefiihrt werden.

Zur Umsetzung dieser Lichtemissionswerte in quantitative Aussagen, bezogen auf die Anzahl
der Startkopien des untersuchten Gens, muss zunéchst ein Vergleichsparameter fiir die Proben
ermittelt werden. Dieser Parameter ist die Anzahl der PCR-Zyklen, die ein Amplikon
bendtigt, um eine vorher festgelegte Grenze, den sog. Threshold, zu liberschreiten. Weiterhin
muss ein mathematischer Glattungsfaktor, die Baseline, festgelegt werden. Dieser Faktor
minimiert Storsignale, die vor allem in den Anfangszyklen auftreten und die Baseline-
Floureszenz liberdecken. In dieser Studie wurde der Startpunkt der Baseline als 3. Zyklus der
Amplifikation festgelegt. Als Stoppunkt wurde der letzte Zyklus gewahlt, an dem noch kein
Anstieg der Kurven zu sehen war.

Der Vergleichsparameter ist derjenige PCR-Zyklus, wihrend dessen der Graph, der die
Fluoreszenz des beobachteten Gens beschreibt, den Threshold (bei festgelegter Baseline)
iiberschreitet. Dieser Punkt heifit vereinbarungsgeméfl Cr-Wert (von threshold cycle = Cy),
wird als Dezimalbruch angegeben und hat keine Einheit. Sind Baseline und Threshold
festgelegt, lassen sich nun Cp-Werte von Proben miteinander vergleichen, fiir die Baseline
und Threshold konstant sind, also fiir Proben, die gemeinsam auf einer Reaktionsplatte mit
demselben Mastermix amplifiziert wurden.

Mit dem Prinzip der relativen Quantifizierung mittels AACr-Methode wird die Expression
einer Zielsequenz zu einer zweiten, nicht verwandten Gensequenz, dem sogenannten

Housekeeping-Gen in Beziehung gesetzt. Als Housekeeping-Gen wird ein durch seine
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konstante Exprimierung in einem bestimmten Organ gekennzeichnetes Gen gewihlt. Diese
Methode bietet den Vorteil {iber eine absolute Quantifizierung eines Standards eine Aussage
tiber das Verhdltnis der Konzentrationen von Zielgen zu Housekeeping-Gen im
Reaktionsansatz treffen zu konnen. Um diese Methode anwenden zu konnen, miissen die
Housekeeping-Gene in allen Proben konstant exprimiert sein und fiir jede Probe amplifiziert
werden. In der vorliegenden Studie wurden als Housekeeping-Gene beta-Actin (B-Act) und
18S ausgewdhlt, da sie in allen Zellen ausreichend und konstant exprimiert werden. Die Ziel-
und Housekeeping-Gene wurden in Vorversuchen etabliert.

Da Zielgen und Housekeeping-Gen mit verschiedenen Primer- und Sondenmixes amplifiziert
werden, unterscheiden sich folglich die Konstanten K fiir Housekeeping-Gen und Zielgen

(KZ * Ky, ) und es werden verschiedene Thresholds festgelegt (TZ #T

H). Um einen diese
beiden PCR-Ansitze verbindenden Bezugspunkt einzufiihren, wird fiir jeden Mastermix, d. h.
fiir jedes Gen auf jedem neuen Plate, eine Kalibrator-cDNA eingefiihrt, die stets aus
demselben DNA-Pool entnommen wird. Die Kalibratorprobe wurde zuvor auf die gleiche
Weise wie die Probe (s. 0.) aus dem Material mehrerer zufdllig ausgewihlter Lungen von
Versuchstieren der Vorversuche gewonnen. Sie wurde in Vorversuchen etabliert und enthielt
alle untersuchten Gene in gleicher Expression wie im Probenmaterial. Sie wurde neben den zu
untersuchenden Proben fiir jedes Gen, d. h. fiir jeden Mastermix auf jedem Plate in getrennter
Reaktion als 3fach-Wert in die PCR eingebracht. Das Verhdltnis der im Kalibrator
exprimierten cDNA-Menge der Startkopienzahl von Ziel- zu Housekeeping-Gen wird
mathematisch gleich eins gesetzt. Unter der Voraussetzung konstant gleicher PCR-
Effizienzen von Ziel- und Housekeeping-Gen in allen durchgefiihrten PCR-Ansétzen, kann
nun das Verhéltnis der Startkopienzahlen von Ziel- und Housekeeping-Gen in den Proben
zueinander berechnet werden.

Um die mathematischen Anforderungen der AACr-Methode zu erfiillen, die eine PCR-
Effizienz fiir Zielgen und Kalibrator von idealerweise 100 % fordert, wurden von den Ziel-
und Housekeeping-Genen = PCR-Standardkurven  bestimmt, indem jeweils eine
Verdiinnungsreihe (sieben Verdiinnungsstufen mit einer Verdiinnung von jeweils 1:10)
angefertigt wurde. Als cDNA diente der Kalibrator.

Unter der Voraussetzung, dass die PCR-Effizienzen fiir Ziel-Gene und Housekeeping-Gene
100 % betragen, kann der Mengenunterschied der Startkopienzahl eines Gens in zwei
verschiedenen Proben durch die Normalisierung auf das Housekeeping-Gen als

Verhiltniszahl wiedergegeben werden.
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3.2.3.2 Real-time-PCR-Durchfiihrung

Die PCR ist sensitiv fiir die Kontamination mit probendhnlicher DNA und somit anfillig fiir
falsch positive Amplifikationen. Insbesondere beim Arbeiten mit gleichen Primersystemen
iiber einen ldngeren Zeitraum tritt dieses Problem auf, da jedes amplifizierte Produkt wieder
ein optimales Template fiir weitere Amplifikationen darstellt. Daher wurden

Vorsichtsmaflnahmen getroffen, um eine Kontamination zu vermeiden:

e Autoklavierung der Reaktionsgefiaf3e (90 min; 120 °C)

e RNAse-freie Pipettenspitzen

e getrennte Pipettensitze zur Herstellung des PCR-Reaktionsansatzes (PCR-Mastermix) und
der spéateren cDNA-Analyse

e ridumliche Trennung zwischen Herstellung des Mastermix, der Pipettierung der cDNA in
die TagMan-Reaktionsplatte (Reaction Plate) und der eigentlichen Detektion bzw.
Quantifizierung der PCR-Produkte

e Bei jedem rt-PCR-Durchgang wurde eine Negativprobe (Non Template Control = NTC)
bestehend aus Amplifikationsansatz und HPLC-reinem Aqua dest. zur Kontrolle der

Kontaminationsfreiheit des Reaktionsansatzes mit amplifiziert

Zunichst wurde ein Ansatz bestehend aus qPCR-Mastermix (Puffer, MgCl,, Stabilisator,
Fluoreszenzfarbstoft), fiir das jeweilige Gen spezifischem Forward Primer (FP) und Reverse
Primer (RP), sowie einer genspezifischen Fluoreszenzsonde und HPLC-reinem Aqua dest.
hergestellt. Die Primer-Endkonzentration des Ansatzes betrug jeweils fiir FP und RP 300 nM,
die Sondenkonzentration 150 nM. Die Konzentrationen wurden in Vorversuchen optimiert.
Primer und Sonden wurden mit Hilfe der Software Primer Express (Applied Biosystems,
Carlsbad, USA) unter Bezugnahme auf Hardt et al. [90] designed.

In die Reaktionsplatte wurden pro Well 24 pl Amplifikationsansatz und 1 pl cDNA pipettiert
und die Wells anschlieBend mit lichtdurchlidssigen Kunststoffverschliissen (Optical Caps)
verschlossen.

Die cDNA der zu analysierenden Proben wurden als 3fach-Werte, sowie pro Platte eine NTC-
Probe und eine Kalibrator-cDNA als 3fach-Wert pipettiert. Die Genexpressionsanalyse
erfolgte mit dem Abi Prism 7700 Sequenz Detector (Applied Biosystems, Carlsbad, USA).

Es wurde das folgende standardisierte PCR-Profil nach sorgfiltiger Optimierung gewahlt:

¢ Initiale Denaturierung bei 50 °C fiir 2 min und 95 °C fiir 10 min

e 45 Zyklen der Denaturierung bei 95 °C fiir jeweils 15 sec
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e .primer annealing® bei 60 °C fiir 1 min
e primer extension® bei 60 °C fiir 1 min

Die Quantifizierung erfolgte wie oben beschrieben mittels der AACt-Methode.

3.2.4 Quantifizierung von SP aus Lungenhomogenat

Die hydrophoben Apoproteine SP-B und SP-C wurden mit Hilfe eines modifizierten Enzyme-
Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) nach Kramer et al. [94] bestimmt. Die SP-
Konzentrationen wurden aus Homogenat der linken oberen und unteren Lungenlappen
bestimmt. Dieses Homogenat wurde, wie bei der RNA-Isolierung beschrieben, durch
Homogenisierung der Lungen unter Zuhilfenahme von fliissigem Stickstoff hergestellt. Als
Tragermaterial fiir den ELISA wurden 96 Well Mikrotiterplatten (Polysorp F96 mit Zertifikat,
Nunc, Wiesbaden) verwendet.

Diese Untersuchungen wurden durchgefiihrt im Labor Prof. Dr. med. Andreas Giinther,
Zentrum fiir Innere Medizin, Medizinische Klinik II, Universititsklinikum Gieflen und

Marburg GmbH, Giefen.

3.2.4.1 SP-B-ELISA

Die fiir die SP-B Quantifizierung zu messenden Proben wurden in einem Verhéltnis von
1:1000 mit PBS/1-Propanol (1:1, pH 7,4) verdiinnt und anschlieBend in die Wells der
Mikrotiterplatte pipettiert. Die Standards wurden ebenfalls mit PBS/1-Propanol (1:1, pH 7,4)
seriell in abnehmender Konzentration (40 ng/Well bis 312,5 pg/Well) verdiinnt und
anschlieBend auf die Mikrotiterplatten aufgetragen. Als SP-B Standard diente isoliertes
humanes SP-B.

Die Mikrotiterplatten wurden anschlieBend bei 37 °C fiir 6 h getrocknet. Durch die Zugabe
von 100 pl Trifluorethanol wurde das variable Bindungsverhalten der Proben an der
Plattenoberfliche minimiert. Als néchstes erfolgte, durch zwei Waschschritte mit jeweils
200 pl Diisopropylether/1-Butanol (3:2), die selektive Entfernung der Phospholipide von den
an der Platte gebundenen SP-B. Der erste Waschschritt beinhaltete eine Inkubationszeit von
20 min unter Schiitteln bei Zimmertemperatur.

Nach Entfernung des Waschiiberstandes wurden die Proben mit 200 ul PBS/0,5 Tween 20
dreimal hintereinander gewaschen. Nun wurde den Proben zur Blockierung iiberschiissiger
Bindungsstellen PBS/1% Rinderserumalbumin (bovines Serumalbumin = BSA) zugegeben

fur 2 h inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS/0.5 Tween 20 wurden die
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Proben mit dem priméren Antikdrper 12 h bei Raumtemperatur mit dem monoklonalen anti-
SP-B: 8BSE-Antikorper gegen rabbit SP-B inkubiert.

Die Konzentration der SP-B Antikorper betrug 5 pg/ml in PBS/1% BSA.

Nach einem weiteren Waschschritt erfolgten die Auftragung der sekundédren Antikdrper und
eine anschlieBende Inkubation von 3 h bei Zimmertemperatur. Nach der Inkubationszeit
erfolgte wiederum ein dreimaliges Waschen. Die sekundidren Antikdrper bestanden aus
biotinyliertem SP-B Anti-Maus-IgG Antikorper (Amersham Biosciences, Freiburg)

Diese Antikdrper lagen in einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS/1% BSA vor.

Zur Verstirkung der Empfindlichkeit des Tests wurde die Avidin/Biotin-Peroxidase-Technik
(AB-Komplex) angewendet. Durch die Zugabe von 2,2-Azino-di-[3-ethylbenziazolinsulfonat
(6)] (ABTS) als Substrat wurde die anschlieBende enzymatische Farbentwicklung eingeleitet.
30 min nach der Farbentwicklung erfolgte die spektralphotometrische Auswertung bei 450 nm
mit einem ELISA-Photometer (Tecan, Crailsheim). Die SP-Standardkurven wurden durch

rechnergestiitzte Cubic-Spline-Interpolation gewonnen.

3.2.5 Statistische Datenanalyse

Die statistische Analyse wurde am Institut fiir Medizinische Informatik der Justus—Liebig—
Universitit GieBen durch W. Pabst unter Verwendung von SPSS fiir Windows, Version 11.5
durchgefiihrt.

Eine Normalverteilung der Lungenfunktionsdaten konnte angenommen werden.

Der Effekt einer SF-Applikation auf die Variablen der Lungenfunktion widhrend des
Beobachtungszeitraumes wurde mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse getestet.

Der histologische Score ist als geometrischer Mittelwert und Standardabweichung mit einem
95 %-Konfidenzintervall dargestellt.

Die Ergebnisse der rt-PCR-Analyse und der Proteinkonzentrationsbestimmung sind als
Median und Interquartilbereich (25 %-75 %) in boxplots dargestellt.

Fiir diese Daten lag keine Normalverteilung vor. Die rt-PCR Daten wurden auf zwei
Housekeeping-Gene mittels AACt-Methode normalisiert. Fiir weitere Analysen und zum
besseren Vergleich der Gruppen untereinander wurden die Daten logarithmiert und eine
einfaktorielle Varianzanalyse mit einem posthoc-Test nach Scheffé durchgefiihrt.

Das Signifikanzniveau ist im Ergebnisteil angegeben [156].
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3.3 Material

3.3.1 Chemikalien

TRIzol Reagent Invitrogen, Karlsruhe
Art.-Nr.: 15596-018

RNAse OUT Invitrogen, Karlsruhe
Art.-Nr.: 10777-019

0,1 MDTT Invitrogen, Karlsruhe
Art.-Nr.: s. Superscript 11

Alveofact Boehringer, Ingelheim
Zusammensetzung:

SP-B und SP-C (insg. 1 %)

90 % Phospholipidanteil

3 % Cholesterol

0,5 % freie Fettsduren

andere Bestandteile

Venticute Altana, Bad Homburg
Zusammensetzung:

2 % rSP-C

63 % Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC)

28 % Palmitoyloleoylphosphatidyl-Glycerol

4,5 % Palmitinsaure

2,5 % CaCl,

LiChrosolv HPLC Wasser MERCK, Darmstadt
Art.-Nr.: 1.15333.2500

Ethanol absolut Riedel-de-Haen, Seelze
Art.-Nr.: 32205
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Trichlormethan/Chloroform ROTIPURAN
Art. 3313.4

2-Propanol a) Riedel-de-Haen, Seelze
Art.-Nr.: 59304
b) JT-Baker, Phillipsburg, NJ, USA
Art.-Nr.: 8067

3.3.2  Enzyme und Kits

Random Primer p(dN)s F. Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz
1034731
Art.-Nr.: 85732224-74

Superscript I Invitrogen, Karlsruhe

Art.-Nr.: 18064-014

dNTP mix 10M Invitrogen, Karlsruhe
Art.-Nr.: 18109-017

Ist. Strand Buffer Invitrogen, Karlsruhe

Art.-Nr.: 18064-71

PCR Mastermix for TaQman Assays Eurogentec, Seraing, Belgien
(5 mM final MgCl,) Art.-Nr.: RT-QP2X-03
Lot. No. 11/1



3.3.3 GQGerite

Mettler PJ800 Waage

Perfusor VI

Polystat

Thermolux Wérmeunterlage

Eppendorf Referenz Pipette, variable 0,5-10
ul

Eppendorf Referenz Pipette,
variable 10-100 pl

Eppendorf Referenz Pipette,
variable 100-1000 pl

Eppendorf Easypet mit Ladegerét und

Wandhalter

ABI PRISM Cap Installing Tool

Zentrifuge Hettich Universal 30 RF

Zentrifuge Hettich EREBA 12

Mettler Toledo, Giellen

Braun Melsungen, Melsungen

Fisher Bioblock Scientific
Illkirch Cedex, Frankreich

Witte + Sutor, Murrhardt

Eppendorf, Hamburg
Art.-Nr.: 4910 000.018

Eppendorf, Hamburg
Art.-Nr.: 4910 000.024

Eppendorf, Hamburg
Art.-Nr.: 4910 000.069

Eppendorf, Hamburg
Art.-Nr.: 4860 000.011

Applied Biosystems, Foster City, USA
Art.-Nr.: 4330015

Andreas Hettich, Tuttlingen
Art.-Nr.: nicht mehr im Handel

Andreas Hettich, Tuttlingen
Art.-Nr.: nicht mehr im Handel
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Vortex Genie 2

Thermal Cycler PTC-200

Tomy Digital Biology PMC-060
Capsulefuge

ABI PRISM 770 Sequence

Detection System

Medizinische Pinzette, blau,

unsteril 12,5 cm lang

Babylog 8000 plus

Favorita II GT 104 Schergerit

3.3.4 Arbeitsmaterial

Disposable Scalpel Sterile No21

Latexhandschuhe, puderfrei

Parafilm 10 cm

Scientific Industries, Bohemie, USA
Art.-Nr.: G 560

MJ Research Inc., Waltham, USA
Art.-Nr.: PTC-0200

Tomy Digital Biology, Tokyo, Japan
Art.-Nr.: PMC-060 Capsulefuge

Applied Biosystems, Foster City, USA
Art.-Nr.: 770-01-220/240

Tushaus, Medical Produkte, Velen-Ramsdorf

Art.-Nr.: 01.900.00.473

Driger, Liibeck

Aesculap, B. Braun Vet Care, Tuttlingen

FEATHER Safety Razor, Osaka, Japan
Art.-Nr.: 31602740

Ansell, Miinchen
Art.-Nr.: 31404862

Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA
Art.-Nr.: 32436000
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Tubes 0,2 ml

Safe-Lock-Tubes 0,5 ml

Microtubes 1,5 ml, 39 x 10,8 mm O

farblos/neutral

Safe Lock Tube 2,0 ml

Chirurgische Ligatur

Pipettenspitzen natur; 0,5 - 10 pl mit
PE-Filter; RNAse, DNA-,
& pyrogenfrei, 96 im Rack, steril

Pipettenspitzen natur; 1-100 pl mit
PE-Filter; RNAse, DNA-,
& pyrogenfrei, 96 im Rack, steril

Pipettenspitzen natur 1-200 pl mit
PE-Filter; RNAse, DNA-,
& pyrogenfrei, 96 im Rack, steril

Pipettenspitzen natur 100-1000 pl mit
PE-Filter; RNAse-, DNA-,
& pyrogenfrei, 96 im Rack, steril

Pure Pak Molecular BioProducts, San Diego,

USA
Art.-Nr.: 3414

Eppendorf, Hamburg
Art.-Nr.: 0030 121.023

Sarstedt, Niirnberg
Art.-Nr.: 72.690

Eppendorf, Hamburg
Art.-Nr.: 0030 120.094

Ethilon monofil
Ethicon Products, Norderstedt
Art.-Nr.: EH6740G

Nerbe Plus, Winsen a. d. Luhe
Art.-Nr.: 07.722.5360

Nerbe Plus, Winsen a. d. Luhe
Art.-Nr.: 07.742.5360

Nerbe Plus, Winsen a. d. Luhe
Art.-Nr.: 07.752.5360

Nerbe Plus, Winsen a. d. Luhe
Art.-Nr.: 07.792.5360
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Micro Amp Optical 96-Well

Reaction Plate

ABI PRISM Optical Caps,
(8 Caps/Strip)

Braunoderm

Discofix Dreiwegehahn

Ecoject Plus Perfusion 50 ml Spritze

Hamilton Microliter Syringe

710 NR, 100 pl

Microflo Perfusionsbesteck mit Fliigel

25 GA, 0,5 x 20 mm

Mullkompressen, 12-fach, 10 x 13 c¢m,
Ref. 1038

Perfusor-Leitung, 150 cm, mit Luer-Lock

Vasocan Brauniile, 20 G 1%’

(1,1s33 mm), 22 G 17 (0,9 x 25 mm)

Tubus mit Cuff

Applied Biosystems, Foster City, USA
Art.-Nr.: N801-0560

Applied Biosystems, Foster City, USA
Art.-Nr.: 4323032

Braun Melsungen, Melsungen

Braun Melsungen, Melsungen

Dispomed, Gelnhausen

Hamilton Bonaduz, Bonaduz, Schweiz

LDKS Oversan, Ind. Biomedica SpA

Gemonio, Spanien

Beese, Barsbiittel

Braun Melsungen, Melsungen

Braun Melsungen, Melsungen

Riisch, Kernen-Rommelshausen
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3.3.5 Primer

Rab-b-actin forward Primer

Rab-b-actin reverse Primer

Rab-SP-C forward Primer

Rab-SP-C reverse Primer

Rab-SP-B forward Primer

Rab-SP-B reverse Primer

Rab-18S forward Primer

Rab-18S reverse Primer

3.3.6 Sonden

Rab-b-actin

Rab-SP-B

Rab-SP-C

Rab-18S

ROTH, Karlsruhe

5’-CCG-AGG-CGC-TGT-TCC-A-3’

5’-CGC-ACT-TCA-TGA-TCG-AGT-TGA-3’

5’-GGC-TCC-ACC-GGC-ATT-GT-3’

5’-TCT-TCA-TGA-GGT-AGC-AGC-AGG-TT-3’

5’-CAT-CGT-CAA-CAT-CCT-AAC-CAA-GAT-3’

5’-GTC-GCA-CTC-ATG-CTC-CAG-AA-3°

5’-GCC-GCT-AGA-GGT-GAA-ATT-CTT-G-3’

5’-CAT-TCT-TGG-CAA-ATG-CTT-TCG-3’

OliGold, Eurogentec, Seraing, Belgien

5’-TCC-TTC-CTG-GGC-ATG-GAG-TCC-TGC-3’

5’-AGG-CCA-TTT-TCC-AGG-ACA-CCA-TAC-GG-3’

5’-ACT-ACC-AGC-GGC-TCC-TGA-TCG-CCT-3’

5’-CCG-GCG-CAA-GAC-GGA-CCA-GA-3°
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4. ERGEBNISSE

4.1 Effekt eines natlirlichen und eines rekombinanten SF-Prdparates auf die endogene

Surfactantproduktion unter Beatmung mit verschiedenen PEEP-Niveaus

Die mRNA Expression fiir SP-B und SP-C im Lungenober- und -unterlappen unterschied sich
nicht signifikant im Vergleich der beiden SF-Prédparate untereinander, oder beim Vergleich
zwischen beatmeten und unbeatmeten Kontrolltieren nach Kochsalzapplikation (Tab. 3).

Fiir die Beatmung mit PEEP hingegen konnte eine signifikant hohere mRNA Expression von
SP-C im Vergleich zu ZEEP-beatmeten Kontrolltieren (fiir Ober- und Unterlappen) gezeigt
werden (p <0,02, Abb. 4, Abb. 5). Dieser Effekt konnte unabhingig vom applizierten SF-
Priparat gezeigt werden, d. h. statistisch bestand keine signifikante Interaktion der Variablen
(Zwei-Weg-ANOVA p =0,5), obwohl der Effekt bei den mit NaCl 0,9 % Lsg.-instillierten

Gruppen am deutlichsten ausfiel.
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Abb. 4

SP-C mRNA Expression aller Surfactant-Behandlungsgruppen, oberer Lungenlappen.
Vergleich zwischen Beatmung mit PEEP (n = 15) und ZEEP (n = 8). Die relative Zunahme
der SP-C mRNA Expression im Oberlappen (Abb. 4) und Unterlappen (Abb. 5) ist
normalisiert auf das Housekeeping-Gen [3-Actin angegeben.

*p <0,02 vs. ZEEP

PEEP angegeben in kPa
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Abb. 5

SP-C mRNA Expression aller Surfactant-Behandlungsgruppen, unterer Lungenlappen.
Vergleich zwischen Beatmung mit PEEP (n = 15) und ZEEP (n = 8). Die relative Zunahme in
der SP-C mRNA Expression im Oberlappen (Abb. 4) und Unterlappen (Abb. 5) ist
normalisiert auf das Housekeeping-Gen [-Actin angegeben.

*p <0,02 vs. ZEEP

PEEP angegeben in kPa

Ein signifikanter Einfluss auf die SP-B-Konzentrationen im Lungenhomogenat konnte mittels
ELISA weder fiir die wunterschiedlichen Surfactantpriparationen (1,22 =+ 0,09
(NaCl1 0,9 % Lsg; PEEP 0,3); 2,72 + 2,23 (nat. SF; PEEP 0,3); 1,07 £ 0,60 (rSP-C SF;
PEEP 0,3)), noch fiir unterschiedliche Ventilationsstrategien (1,25 + 0,96 (NaCl 0,9 % Lsg;
ZEEP); 1,22 £ 0,09 (NaCl 0,9 % Lsg; PEEP 0,3)) gezeigt werden.
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4.2  Effekt eines natiirlichen und eines rekombinanten SF-Préparates auf die Lungenstruktur

unter Beatmung mit verschiedenen PEEP-Niveaus

Die Behandlung mit Surfactant alleine bewirkte keinen statistisch signifikanten Unterschied
der Alveolenzahl zwischen den Gruppen.

Unter Beatmung mit PEEP zeigte sich eine statistisch signifikante Erhohung der Zahl
beliifteter Alveolen und Bronchioli terminales (Median 43,8 £+ 7,4/Gesichtsfeld) im Vergleich
zu ZEEP (36,6 £ 5,3/Gesichtsfeld; p <0,02). Dieser Effekt trat in vergleichbarer Weise bei
allen Surfactant-behandelten Gruppen und Kontrollen auf, was eine statistisch signifikante
Interaktion ausschliet (Zwei-Weg ANOVA p =0,2).

Die Alveolarsepten-Dicke unterschied sich weder im Vergleich zwischen den

Ventilationsstrategien, noch zwischen den verschiedenen Surfactant-Gruppen.
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4.3 Effekt eines natiirlichen und eines rekombinanten SF-Priparates auf die

Lungenfunktion unter Beatmung mit verschiedenen PEEP-Niveaus

Nach 30miniitiger Beatmung mit ZEEP (ZEEP = zero PEEP) zeigte sich fiir Versuchstiere
unter bovinem SF eine deutliche Tendenz zu verbesserter dynamischer Compliance (Cayn )
und erhohtem AZV gegeniiber der Kontrollgruppe (Kochsalz). AP konnte signifikant gesenkt
werden (=Differenz aus maximalem Beatmungsdruck (PIP) - PEEP) gegeniiber der
Kontrollgruppe signifikant (p < 0,001).

Im Gegensatz dazu zeigten mit rSP-C behandelte Tiere unter ZEEP &hnliche, aber weniger
ausgepragte Effekte, insbesondere in Bezug auf das AZV (s. Tab. 2, Abb. 2, Abb. 3).
Vergleicht man die Werte ZEEP-beatmeter Tiere unter SF-Applikation mit denen PEEP-
beatmeter Kaninchenfeten nach Kochsalz-Applikation, so zeigte sich ein Trend zu erhdhter
dynamischer Compliance und gesunkenem AP nur in der Gruppe der Alveofact-behandelten
Tiere, wahrend fiir rSP-C-behandelte Tiere kein Effekt gezeigt werden konnte (s. Tab. 2,
Abb. 2, Abb. 3)).

PEEP-beatmete  Versuchstiere unter SF-Applikation zeigten im Vergleich zur
kochsalzbehandelten Kontrollgruppe bei dhnlichem AZV, sowohl unter Alveofact- als auch
unter rSP-C-Applikation signifikant erhéhte dynamische Compliance und gesunkenes AP
(p<0,001; s. Tab. 2, Abb. 2, Abb. 3). Auffillig war eine deutliche Tendenz zu erhéhtem
AZV unter PEEP in der Gruppe ohne SF-Instillation im Vergleich zu ZEEP-beatmeten
Kontrolltieren.

Unter Beatmung mit PEEP zeigten sich im Vergleich der beiden SF-Préparate untereinander
beziiglich der Lungenfunktion gleiche Trends: Mit Ausnahme des signifikant niedrigeren AP
fiir PEEP-beatmete Tiere unter Alveofact-Applikation im Vergleich zur rSP-C-behandelten
Tieren, konnte kein statistisch signifikanter Unterschied gezeigt werden (p < 0,001, s. Tab. 2,
Abb. 2, Abb. 3).

Die Beatmung mit PEEP erhdhte signifikant das AZV (p <0,01, Tab. 2). Die Stirke dieses
Effektes variierte zwischen den Gruppen und war in der Gruppe der Kochsalz-Kontrollgruppe

am starksten.
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AP in den verschiedenen Versuchsgruppen nach Beatmung fiir 30 min.
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5. DISKUSSION

5.1 Effekt eines natiirlichen und eines rekombinanten SF-Priparates auf die endogene

Surfactantproduktion unter Beatmung mit verschiedenen PEEP-Niveaus

Das SF wird von Typ-II-Pneumozyten in das Lumen der Alveolen sezerniert. Vom
Entstehungsort, dem endoplasmatischen Retikulum, wird es iiber den Golgi-Apparat in die

multivesikuldren Korperchen (multivesicular bodies), transportiert [14] und schlieBlich in

Form von Lamellar-Korperchen (lamellar bodies), zwiebelschalenférmig angeordneten

Phospholipid-Bilayern, gespeichert [15] (Abb. 6.).

Lamellar bodies: Die langen Pfeile markieren die Doppelschichtstrukturen der lamellar

bodies, die als intrazelluldre Speicherform des SF (kurzer Pfeil) vor der Sekretion dienen

Nachdem das SF durch Exozytose in die Hypophase, den Fliissigkeitsraum an der zum
Luftraum gewandten Seite der Alveole, sezerniert wurde, wandelt es sich in seine erste
extrazellulire Form, das tubuldre Myelin (,,tubular myelin®“) um [16]. Schon das tubuldre
Myelin ist biophysikalisch hoch aktiv und gilt als Prikursor- und Speicherfraktion des
Grenzflichenfilms der Lunge [17], s. Abb. 7.
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Schematische Darstellung des SF-Metabolismus

70-90 % des SF wird von Typ-II-Pneumozyten endozytotisch aufgenommen und
wiederverwertet. Weiterhin wird SF durch Alveolarmakrophagen eliminiert (= 10-15 %) [28],
ein geringer Teil wird entlang der Atemwege abtransportiert (= 2-3 %) [29].
Das Gleichgewicht zwischen Neuproduktion von SF und Recycling nach Wiederaufnahme
wird als ,,balancierte Clearance® bezeichnet [22; 23; 24; 25; 26, 27; 28].
Der liberwiegende Anteil des SF-Gemischs besteht aus Lipiden (85-90 %), die sich wiederum
in Phospholipide (80-90 %) und Neutrale Lipide (10-20 %) aufteilen [2]. Unter den
Phospholipiden dominiert Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) vor Phosphatidylglycerol.
Die Phospholipide sind hauptséchlich fiir die oberflichenspannungsreduzierende Wirkung des
SF-Monolayers verantwortlich.
10-15 % der Surfactanttrockenmasse besteht aus Proteinen. Bei 50 % der Proteine handelt es
sich um surfactantassoziierte Proteine (SP), die in der Klassifikation nach Possmayer in vier
Klassen eingeteilt werden: SP-A (35 kDa), SP-B (7 kDa), SP-C (5 kDa), SP-D (43 kDa) [10].
In der Aufgliederung der Gesamtsurfactanttrockenmasse befinden sich anteilig 3-4 % SP-A,
jeweils 2 % SP-B und SP-C und 0,1-0,3 % SP-D. SP-A und SP-D sind hydrophile Molekiile,
SP-B und SP-C haben, wie oben beschrieben, stark hydrophoben Charakter [11].
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Das hydrophile SP-A kann als ein Faktor der lokalen Immunitét der Lunge angesehen werden.
Es ist beteiligt bei der Adsorption von Phospholipiden an der Luft-Wasser-Interphase und hat
eine regulatorische Rolle bei den oberflichenaktiven Eigenschaften des SF und moduliert die
sekretorische Aktivitit von Typ-II-Pneumozyten. SP-D ist ein hydrophiles Protein, dessen
Funktion im Organismus derzeit noch Gegenstand kontroverser Diskussion ist. Eine
wesentliche Rolle in Bezug auf die oberflichenaktive Wirkung des SF-Films wird derzeit

verneint.

Demgegeniiber haben die hydrophoben SF-Proteine B und C in erster Linie entscheidenden
Einfluss auf die biophysikalischen Eigenschaften des Surfactant. SP-B wird von Typ-II-
Pneumozyten und Clara-Zellen, aber auch von Zellen des Gastrointestinaltrakts und der Tuba
auditiva im endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und im Golgi-Apparat glykolysiert.
Nach proteolytischer Spaltung zum maturen Protein wird SP-B in Lamellar-Korperchen
gespeichert und assoziiert nach seiner Freisetzung mit dem Phospholipidfilm, sowie SP-C.
DPPC ist der Lipidanteil des SF-Films der hauptsdchlich fiir die oberflaichenspannungs-
reduzierende Wirkung des SF-Monolayers verantwortlich gemacht wird. Es werden zwei SP-
B-abhingige Mechanismen diskutiert, die an der Anreicherung der Luft-Wasser-Interphase
mit DPPC beteiligt zu sein scheinen:

a) Die selektive Adsorption von DPPC-reichen Doménen in der Inspirationsphase durch

Interaktion mit SP-A und SP-B [34; 35].
b) Die selektive Extraktion von nicht-DPPC-Lipiden aus dem SF-Layer durch SP-B und
SP-C in der Exspirationsphase [36; 37; 38; 39; 40].

SP-B ist beteiligt bei der Wiederaufnahme von SF durch Typ-II-Pneumozyten und bei der
Verbindung und Fusion von Membranen. Es schiitzt den SF-Film vor der Deaktivierung durch
Serum-Proteine [30; 41; 42; 43; 44; 45; 46].
SP-B ist mit SP-A essentieller Faktor bei der Ausbildung von tubuldirem Myelin [6; 47; 48].
Es ist das einzige SF-assoziierte Protein, das fiir die postnatale Anpassung der Lunge von
vitaler Bedeutung ist. Dies zeigt sich an den Konsequenzen des absoluten SP-B Mangels:
Durch eine Mutation im SP-Gen wird bei der ,kongenitalen alveolaren Proteinose® das
aberrante SP-B-Gen zwar transkribiert, die entstehende mRNA ist jedoch so instabil, dass sie
zu bis zu 92 % vor der effektiven Translation abgebaut wird [50]. Die klinische Folge ist eine

auch durch Zugabe von exogenem SF nicht beherrschbare respiratorische Insuffizienz, deren
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radiologischer Befund dem RDS é#hnelt. Fehlt endogenes SP-B vollig, kommt es zu einer

gestorten Prozessierung des SP-C Préakursorproteins [97].

Laut Johansson et al. ist SP-C das einzige Surfactantprotein, das bisher ausschlieBlich im
Lungengewebe nachgewiesen werden konnte, wiahrend die anderen SP auch in anderen
Organen anzutreffen sind [11]. Die intrazelluldre Prozessierung von Pro-SP-C zu SP-C ist ein
SP-B-abhéngiger Prozess. SP-C reguliert zusammen mit SP-B den Einbau von DPPC in die
Luft-Wasser-Interphase (s. 0.). Ebenso wie fiir SP-B konnte man auch bei SP-C eine
protektive Potenz gegeniiber der SF-inaktivierenden Wirkung von Serum-Proteinen zeigen
[51].

Nogee et al. konnten zeigen, dass eine ,,splice-site-Mutation im SP-C-Gen zu chronisch
interstitieller Lungenkrankheit fiihrt [53], was einen Zusammenhang zwischen SP-C-
Defizienz und eher chronischen als akuten Lungenkrankheiten nahe legt.

Beim Menschen fiihren Aberrationen im SP-C-Gen wie im Mausmodell zu interstitieller
Lungenerkrankung bzw. zur Produktion eines abnormen SP-C [52]. Dabei entsprechen die
histologischen Befunde beim Menschen mit interstitieller Fibrose, dem Verlust von alveoldrer
Oberflache, vermehrten Rundzellinfiltraten und vaskulirem Remodeling denen im

Mausmodell [52].

Ausgehend davon, dass exogen applizierte Surfactantpridparate die biophysikalischen
Eigenschaften der Lunge nachhaltig und damit die Integritit der SF-produzierenden Systeme
(v. a. Typ-II-Pneumozyt) beeinflussen, vermuteten wir eine Wirkung auf den endogenen SF-
Metabolismus. Darum wurde die mRNA Expression von SP-B und SP-C in
Lungenhomogenat nach 30 min Beatmungszeit bestimmt. Im vorliegenden Modell kam es
aber weder nach der Applikation des rSP-C basierten Surfactantpriparats noch nach der
Anwendung des natiirlichen, bovinen Pridparats zu einer statistisch signifikanten
Beeinflussung der SP-B oder -C Expression. Amato et al. hatten in einem in vitro Modell mit
radioaktiv markierten Stoffwechselmetaboliten gezeigt, dass ein natiirliches bovines SF-
Priparat und eine synthetische, proteinfreie SF-Mischung die Aufnahme der markierten
Metaboliten und damit die Leistungsfdhigkeit der pulmonalen SF-Synthese im Modell
beeinflussen konnen. Trotzdem blieb auch in diesem Modell die SF mRNA-Synthese
unbeeinflusst (hier fiir SP-A, SP-B und SP-C) [109]. Ein Grund fiir die ausbleibende
Expressionsdnderung kann in der Beatmungszeit von 30 Minuten liegen, die als Reiz fiir eine

Steigerung der SF-Produktion zu kurz gewesen sein konnte. Alternativ wére denkbar, dass die
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metabolische Schiadigung, v. a. der Typ-II-Pneumozyten so ausgedehnt war, dass eine
Hochregulation der endogenen SF-Produktion nicht mehr erfolgen konnte.

Weitere Studien mit ldngerer Beatmungszeit konnten hier weiterfithrende Ergebnisse bringen.

Beziiglich der mRNA Expression von hydrophoben SF-assoziierten Proteinen ist die
vorliegende Arbeit nach unserer Kenntnis die erste, die eine Verdnderung der mRNA
Expression von SP-C infolge einer Beatmung mit PEEP (0,3 kPa) unabhéngig vom gewihlten
SF-Regime zeigen konnte. Die gesteigerte SP-C mRNA Expression konnte eine verbesserte
Integritit der Typ-II-Pneumozyten (einer der wesentlichen Syntheseorte fiir SP-C) unter
PEEP-gestiitzter Beatmung widerspiegeln. In Ubereinstimmung mit unserer Beobachtung
zeigten vorangegangene Studien unter Beatmung mit PEEP eine Senkung des Verlusts an
groBen SF-Aggregaten und Gesamt-Alveolar-Surfactant [109]. Weiterhin kann die
Stabilisation der Alveoli durch PEEP das beatmungsbedingte Lungentrauma reduzieren,
welches sowohl die Oberflachenaktivitit des SF-Films, als auch dessen Oberfldachenstruktur
beeinflusst [111; 112].

Die Tatsache, dass die Steigerung der mRNA Expression von SP-C (deren Einschriankung mit
schweren akuten und chronischen Lungenkrankheiten assoziiert ist) bei der Beatmung mit
PEEP gegeniiber ZEEP in der Gruppe der kochsalzbehandelten Tiere am grofiten war, konnte
den protektiven Effekt der Beatmung mit PEEP auf die pulmonale alveoldre Struktur

widerspiegeln.

Da fiir verschiedene SF-Regimes schon auf mRNA-Ebene fiir SP-B keine signifikanten
Verdnderungen in der Transkriptionsrate gezeigt werden konnten, war hier, zumindest auf
Basis einer de novo-Synthese, ein signifikanter Einfluss auf Proteinebene nicht zu erwarten.

Fir die unter der Beatmung mit positivem endexspiratorischem Druck nachgewiesene,
signifikant erhohte Transkriptionsrate fir SP-C-mRNA gegeniiber Beatmung mit ZEEP
konnte auf Proteinebene kein Korrelat gezeigt werden, da nur die Konzentration von SP-B im
Lungenhomogenat untersucht wurde. Weitere Studien mit ldngeren Beatmungszeitriumen
und Untersuchung des SF-Metabolismus auf mRNA- und Proteinebene fiir SP-B und SP-C

erscheinen sinnvoll.
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5.2  Effekt eines natiirlichen und eines rekombinanten SF-Priparates auf die Lungenstruktur

unter Beatmung mit verschiedenen PEEP-Niveaus

Trotz der signifikanten Verbesserung der Lungenfunktionsparameter in der vorliegenden
Studie, konnten wir nach 30 min Beatmung kein statistisch signifikantes histologisches
Korrelat zeigen: Alveolar count und Alveolarsepten-Dicke unterschieden sich zwischen den
Surfactant-Gruppen nicht signifikant. Unter Beriicksichtigung der relativ kurzen
Beatmungszeit kann angenommen werden, dass, insbesondere angesichts der erzielten
Lungenfunktionswerte, nach einer lidngeren Beatmungszeit histologische Effekte hétten
gezeigt werden konnen. Hieraus hidtte moglicherweise ein protektiver Einfluss der SF-
Therapie auf das Lungengewebe gegeniiber einem moglichen Ventilationstrauma abgeleitet
werden konnen.

Zur Interpretation der Ergebnisse muss generell die vorher definierte Beatmungsdauer von nur
30 min berilicksichtigt werden. Sie bot einerseits die Moglichkeit klinisch wichtige
Fritheffekte der SF-Therapie abzuleiten, macht aber andererseits zur Beurteilung von
Langzeiteffekten, insbesondere in Bezug auf histologische Verdnderungen und den SF-
Metabolismus, weitere Studien erforderlich. Auf diese Weise konnten in vitro erzielte
Studienergebnisse, die 24 h nach SF-Gabe keine verstirkte mRNA Expression zeigen

konnten, weiter beleuchtet und hinterfragt werden [108].

Als Standardverfahren in der klinischen Behandlung Frithgeborener untersuchten wir die
Beatmung mit PEEP in Bezug auf ihren Einfluss auf die Lungenstruktur: Die Ergebnisse des
Alveolar count unter PEEP zeigten ein signifikant verbessertes alveoldres Recruitment durch
diese Ventilationsstrategie (Median 43,8 + 7,4/Feld im Vergleich zu ZEEP 36,6 + 5,3/Feld;
p <0,02). Trotzdem konnte in der vorliegenden Studie innerhalb des Beobachtungszeitraumes
unter PEEP keine weitere Verbesserung der histologischen Parameter unter zuséatzlicher SF-
Applikation gezeigt werden, obwohl der o.g. positive Einfluss auf die
Lungenfunktionsparameter erzielt werden konnte. Die Alveolarsepten-Dicke unterschied sich
weder zwischen den Beatmungsregimes (Alveolarsepten-Dicke unter PEEP im Median 7,4 +
2,6/Feld vs. 6,4 £ 1,1/Feld ohne PEEP), noch zwischen den SF- oder Kontrollgruppen
signifikant. Trotzdem besteht Grund zu der Annahme, dass histologische Langzeiteffekte
durch die verbesserten Beatmungsparameter, wie signifikant reduziertes AP oder erhohte
Lungen-Compliance, bei lingerem Beobachtungszeitraum die Folge wéren. Weitere Studien

mit ldngerer Beatmungszeit erscheinen auch aus diesem Gesichtspunkt sinnvoll.
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5.3 Effekt eines natiirlichen und eines rekombinanten SF-Priparates auf die

Lungenfunktion unter Beatmung mit verschiedenen PEEP-Niveaus

Seit den Untersuchungen von Avery und Mead ist bekannt, dass die Ursache des RDS in
einem Mangel an oberflichenaktiven Substanzen besteht [55]. Heute weill man, dass die
Auskleidung der Alveolen mit SF die Grundlage fiir den physiologischen Atemvorgang ist.
Fehlt SF, so sind alveoldre Atelektasen, eine Abnahme der pulmonalen Compliance und eine
verminderte funktionelle Residualkapazitit die Folge. Die resultierenden Gasaustausch-
Storungen filhren zu einem erhdhten intrapulmonalen Shuntfluss mit konsekutiver
Verschlechterung der Oxygenierung des Blutes. Als Folge der hypoxischen Stoffwechsellage
findet eine Vasokonstriktion der Lungenstrombahn statt, die den pulmonalen
Stromungswiderstand erhoht, die Perfusion der Lunge stért und zu einer Erhohung der
rechtsventrikuldren Nachlast fiihrt. Die durch pathophysiologische Lungenmechanik, Hypoxie
und Hypoperfusion geschéddigte alveolokapillire Membran wird durchlissig fiir
plasmaproteinreiche Fliissigkeit (,,protein-leakage®, v. a. Fibrinogen und Fibrin) zunichst in
das Interstitium. Der Einstrom von Plasmaproteinen in den Alveolarraum im fortgeschrittenen
Stadium der Erkrankung fiihrt zur Inaktivierung des im Rahmen des RDS vorgeschéadigten
SF-Films. Auf diese Weise erhoht sich die Oberflichenspannung der Alveole weiterhin, ein
circulus vitiosus ist in Gang gekommen. Die ,hyalinen Membranen®, die sich auf der
Innenseite der Alveolen aus dem proteinreichen Exsudat bilden, gaben der Erkrankung in den
60er und 70er Jahren den Namen ,Hyaline Membranen Krankheit“ [56]. Die negative
Beeinflussung der Lungenmechanik im Rahmen des RDS (Abnahme von Compliance,
funktioneller Residualkapazitit und Vitalkapazitit) resultiert beim beatmeten Patienten in
einer Zunahme der Beatmungsinvasivitit: Im Rahmen der IPPV-Beatmung sinkt das
erzielbare AZV, bzw. der aufzuwendende Beatmungsdruck steigt.

Zur Behandlung des RDS liegt mit der intratrachealen Applikation eines exogenen SF ein
etablierter Standard zur Therapie des RDS vor [76; 108]. Wie einleitend erwihnt, herrscht in
Hinsicht auf das ideale SF noch Uneinigkeit [75; 76; 77]. Die Vorteile rekombinanter
Praparate liegen in unbegrenzter industrieller Verfiigbarkeit, gleich bleibender
Wirkstoftkonzentration, hoherer Sicherheit in Bezug auf Allergene und Krankheitserreger und
der groBeren Toleranz gegeniiber Inaktivierung. Bekannte Nachteile liegen in der noch
geringeren Datendichte und im derzeit noch hohen Preis. Ein experimenteller Vergleich der
Wirksamkeit unter verschiedenen Anwendungsbedingungen ist also zu fordern. Friihere

Studien am Tiermodell fiir das Lungenversagen des Frithgeborenen haben die Wirksamkeit
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rSP-C-basierter Surfactantpriaparate im Vergleich zu natiirlichem Schaf-Surfactant untersucht,
das sich allerdings nicht in der klinischen Anwendung befindet [113]. In dieser Arbeit
verglichen wir ein rSP-C-basierendes Priparat (Venticute) mit einem bovinen Priparat aus der

klinischen Routine bei RDS (Alveofact).

Durch eine Beatmung mit positivem endexspiratorischem Druck (PEEP) kann den negativen
biomechanischen Auswirkungen des RDS entgegengewirkt werden: Der erhohte
Atemwegsdruck in der Endexspiration verhindert, dass sich das System Lunge unterhalb des
unteren ,,Inflection-Point™ der pulmonalen Compliance-Kurve retrahieren kann. Somit sinkt
der aufzuwendende Beatmungsdruck vor allem am Beginn der Inspiration. Dies bedeutet
weniger Scherkrifte, sowie eine Stabilisierung der Atemwege in der Exspiration. Des
weiteren kann auf diese Weise der Kollaps der surfactantdefizienten Alveole vermieden
werden, bzw. kollabierte Alveolen werden wiedereroffnet (verstirktes alveoléres
Recruitment). Der positive Effekt der Beatmung mit PEEP auf die Beatmungsparameter
konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden (s. Tab. 2). Wie oben erwidhnt kann die
Beatmung mit PEEP aber insbesondere beim extrem Friihgeborenen schwere
Nebenwirkungen haben. Ein ideales SF-Priparat wire also auch bei Beatmung mit geringem

PEEP in der Lage, die volle unterstiitzende Wirkung auf die Lungenfunktion zu entfalten.

Mit dem auf rSP-C basierenden SF-Praparat konnten dynamische Compliance (Cgyn), AP und
AZV deutlich verbessert werden. Unter Beatmung mit PEEP war das rSP-C Préparat einem
bovinen Préparat aus Lungenlavage in Hinsicht auf die Lungenfunktionsparameter
leistungsdquivalent und konnte im Vergleich zu ZEEP-beatmeten Kontrolltieren die Cayn
signifikant erhohen, sowie AP signifikant senken (p < 0,001). In Hinsicht auf das benétigte AP
war natiirliches SF unter PEEP dem rekombinanten Prédparat signifikant iiberlegen
(p <0,001).

Bei der Beatmung ohne positiven endexspiratorischen Druck konnte das bovine Préparat AZV
und Cgyn steigern, sowie AP signifikant gegeniiber ZEEP beatmeten Kontrolltieren senken
(p<0,001). Das rekombinante Priparat zeigte diese Effekte nur in geringerer, nicht
signifikanter Auspragung.

Hieraus kann geschlossen werden, dass im vorliegenden Modell des akuten Lungenversagens
die Wirksamkeit eines auf rSP-C basierenden SF-Préparats durch die Beatmung mit PEEP
gesteigert, bzw. stabilisiert wird. Im Rahmen des Modells kann rSP-C-basiertes Surfactant die

Lungenfunktion verbessern, wenn eine Beatmung unter PEEP erfolgt. In Hinblick auf die
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positiven und negativen Eigenschaften einer Beatmung mit PEEP, die fiir die Therapie mit
rSP-C-Priparaten unerlésslich scheint, sollten weitere Vergleichsstudien zwischen Zweit- und
Drittgenerationsprédparaten unter verschiedenen PEEP-Niveaus erfolgen, um die Strategien in

der Therapie des RDS weiter zu optimieren.
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6. AUSBLICK

Es wurde gezeigt, dass ein synthetisches SF-Praparat im Modell fiir RDS unter Beatmung mit
PEEP in Bezug auf die untersuchten Variablen einen vergleichbaren therapeutischen Effekt
hatte wie ein natlirliches SF-Prédparat der zweiten Generation. Weitere Studien, v. a. mit Focus
auf die Anwendung verschiedener positiver endexspiratorischer Driicke werden nétig sein,
unsere Ergebnisse nun zu untermauern. Dariliber hinaus bieten neue Darreichungsformen
(ENSURE, SF-Inhalation) Chancen fiir eine noch effektivere und schonendere Anwendung
von SF-Préparaten.

Die erfolgreiche Anwendung eines quasi unbeschrinkt synthetisch produzierbaren Priparates,
das sich sicher an der Luft-Wasser-Interphase der Lunge anreichert, macht dariiber hinaus
weitere Anwendungen des untersuchten Préparates, z. B. als Carrier fiir andere Medikamente
denkbar. Taut et al. konnten zeigen, dass ein rekombinantes SF-Préparat bei Patienten mit
Atemnotsyndrom des Erwachsenen (ARDS), die als Ausloser eine Aspiration oder primére
Pneumonie hatten, sowohl beziiglich der Mortalitit, als auch der Oxygenierung wirksam war
[82]. Wiirde man das SF-Préiparat z. B. zusitzlich mit einem lokal wirksamen Antibiotikum

beladen, konnten sich gute synergistische Effekte erzielen lassen.
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/. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss eines rekombinanten SP-C-Prdparates auf
Lungenfunktion, endogene Surfactantproduktion auf mRNA- und Proteinebene, sowie auf die
Lungenhistologie in einem Tierversuch fiir das neonatale RDS bei Beatmung mit und ohne
PEEP untersucht. Frithgeborene Kaninchen wurden in Gruppen fiir Applikation eines bovinen
Priaparats (Alveofact, beinhaltet SP-B und SP-C), eines rekombinanten SP-C-Priparats
(Venticute) und von isotoner Kochsalzlosung randomisiert. Es erfolgte 30miniitige Beatmung
entweder mit oder ohne PEEP (0,3 kPa).

Die Lungenfunktion konnte sowohl unter Anwendung des rekombinanten Praparats als auch
unter bovinem SF verbessert werden. Hierbei waren die Effekte, die unter rSP-C erzielt
werden konnten, abhidngig von der Beatmung mit PEEP.

Die Beatmung mit PEEP fiihrte zu einer signifikanten Erhéhung der Expression von
endogenem SP-C. Weiterhin steigerte PEEP-Beatmung histologisch die Anzahl offener
Alveolen.

Fir die Konzentration maturen SP-B in Lungenhomogenat konnte weder unter den
verschiedenen Beatmungsbedingungen, noch fiir die verschiedenen SF-Priparate ein
signifikanter Einfluss gezeigt werden.

Das rekombinante SP-C war im vorliegenden Tiermodell zuverldssig effektiv, wenn mit
PEEP beatmet wurde.

Die gesteigerte Anzahl offener Alveolen und der erhéhte Metabolismus fiir SP-C auf mRNA-
Ebene unter der Beatmung mit PEEP kann als Hinweis fiir den lungenprotektiven Effekt

dieser Beatmungsform im Rahmen des neonatalen RDS gesehen werden.
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8. SUMMARY

The impact of administration of a recombinant SP-C preparation on lung function,
endogenous sufactant-metabolism (on mRNA and protein level) as well as on histological
patterns of the lung was investigated in an animal experiment for neonatal RDS applying
different levels of positive end-expiratory pressure.

Preterm rabbits were randomised in three different groups for intra-tracheal application of
either Alveofact (bovine SF-preparation, containing both, SP-B and SP-C), Venticute
(recombinant SP-C preparation) or sterile saline (controls). Animals were ventilated for a 30
minute period with either 0.3 kPa or without PEEP.

Lung function improved after treatment with rSP-C and natural surfactant with the effect of
rSP-C being dependent on the presence of PEEP. Ventilation with PEEP resulted in a
significant elevation of the expression of endogenous SP-C mRNA. In addition PEEP led to a
significant enhancement of alveolar count in lung histology.

In lung homogenate no elevation of mature SP-B could be shown, neither for different

ventilation strategies, nor for one of the SF preparations (ELISA).
In an animal model of primary surfactant deficiency intra-tracheal administration of rSP-C

was effective, when PEEP was applied. The impact of PEEP ventilation on histological

variables and SP mRNA expression may reflect its lung-protective effects.
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