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EINLEITUNG 7

1. EINLEITUNG

1.1 Transiente Tachypnoe des Neugeborenen

Definition und Klinik

Die transiente Tachypnoe des Neugeborenen (transient tachypnea of the
newborn, TTN) ist eine passagere postnatale pulmonale Adaptationsstérung reifer
Neugeborener als Folge einer verzégerten Resorption der fetalen Lungenflissigkeit.
Beschrieben wurde sie erstmals 1966 von Avery et al. [Avery et al., 1966]. Andere
gebrauchliche Bezeichnungen fir die TTN sind wet lung disease und typ Il
respiratory distress. Die TTN wird nach charakteristischen klinischen und
radiologischen Zeichen diagnostiziert [Wesenberg et al., 1971;Morrison et al., 1995].
Das ménnliche Geschlecht ist haufiger betroffen. Betroffene Kinder zeigen eine
innerhalb der ersten Lebensstunden einsetzende respiratorische Insuffizienz mit
Tachypnoe Uber 60 Atemzigen pro Minute, Stéhnen, Nasenfligeln und
Einziehungen, zum Teil mit zusatzlichem Sauerstoffbedarf Gber Raumluft. Diese
klinischen Zeichen sind aus pathophysiologischer Betrachtung aktive
Kompensationsmechanismen bei verminderter Lungencompliance und gesteigerter
Kollapstendenz der Alveolen. Der benigne und selbstlimitierende Verlauf der
Anpassungsstérung mit abnehmendem Sauerstoffbedarf und klinischer Besserung
innerhalb zwei bis funf Tage ist typisch fur die TTN [Miller et al., 1980]. Zur
Diagnosesicherung ist auf jeden Fall eine Réntgen-Aufnahme des Thorax am ersten
Lebenstag notwendig. Radiologische Charakteristika der TTN sind hierbei eine
reduzierte Transparenz mit vermehrt perihilar ausstrahlender interstitieller

Lungenzeichnung, kleinere Pleuraergtisse und FlUssigkeit im Interlobarspalt.

Atiologie und Risikofaktoren

Die transitorische Tachypnoe wird bei rund 1 bis 2 % aller reifer Neugeborener
beobachtet [Dani et al., 1999;Bonafe and Rubaltelli, 1996]. Bis heute ist die Atiologie
und Pathogenese der TTN nicht geklart. In der Literatur konkurrieren verschiedene
Erklarungsmodelle fir die TTN. Die meisten Autoren favorisieren die verzdgerte
Resorption der fetalen Lungenflissigkeit als méglichen &tiologischen Faktor [Avery et
al., 1966;Miller et al., 1980;Taylor, 1971]. Stdérungen im alveolo-interstitiellen
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Natrium-Transport Uber epitheliale Natriumkanale (epithelial natrium channel, EnaC)
und folglich die unzureichende passive Wasserresorption sind bei der TTN und dem
Atemnotsyndrom des Frihgeborenen (respiratory distress syndrome, RDS)
ursachlich postuliert worden [O'Brodovich, 1996;Hummler and Horisberger,
1999;Pitkanen, 2001]. Eine alternative pathophysiologische Erklarung ist eine
asphyxiebedingte Linksherzinsuffizienz mit dem Ergebnis des pulmonalen
interstitiellen Odems [Stastny and Kind, 1998;Halliday et al., 1981]. Fir einige
Autoren gilt ein transienter Surfactantmangel bzw. — dysfunktion als zentraler
Ausléser der TTN [Skelton and Jeffery, 1994;Gross et al., 1983;Hallman et al., 1977].
In anderen Verbéffentlichungen wird postuliert, dass im pathophysiologischen
Mechanismus der TTN moglicherweise eine milde Unreife der Lunge eine zentrale
Bedeutung tragt [Spillman et al., 1988;Gross et al., 1983;James et al., 1984].
Klinische Studien Uber akute respiratorische Stérungen beim Neugeborenen zeigten
einen deutlichen Zusammenhang zwischen TTN und mannlichem Geschlecht,
Gestationsalter und der Geburt per Sectio ceasarea [Rubaltelli et al., 1998a].
Matterliche Erkrankungen wie Diabetes [Miller et al., 1980;Hanson and Persson,
1993] und Asthma [Demissie et al., 1998;Rubaltelli et al., 1998b] erhéhen zusatzlich
das Risiko fur die Entwicklung einer TTN.

Therapie und Prognose

Die Therapie der TTN ist symptomatisch und liegt besonders im
Aufrechterhalten  einer  ausreichenden  Oxygenierung durch  zusatzliche
Sauerstoffzufuhr. In einzelnen Fallen je nach Auspragung der Dyspnoe und
Ateminsuffizienz bedarf es auch einer Atemhilfe mittels CPAP (continuos positiv
airway pressure, d.h. Aufbau eines kontinuierlichen positiven Drucks in den
Atemwegen Uber eine Maske oder nasalen Rachentubus) zur Wiedererdffnung
kollabierter Alveolen oder auch einer Intubation zur maschinellen Beatmung
insbesondere bei Neugeborenen mit schwerer TTN. Nach erfolgter routinemaBiger
Abnahme von Kulturen (Blut, Trachealsekret, Urin) und Abstrichen zur Isolierung
eines Keims als mogliche Infektionsursache der Atemstérung wird prophylaktisch in
der Mehrzahl der Patienten eine antibiotische Behandlung begonnen, welche jedoch
nach Ausschluss der Infektion bei unauffalliger Klinik und Laborwerten in der Regel
nach wenigen Tagen wieder beendet wird. Therapieversuche mit Furosemid zur

Reduzierung des Sauerstoffbedarfs und Besserung der Symptome zeigten in der
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bislang einzigen prospektiven kontrollierten Studie mit 50 TTN-Neugeborenen keinen
signifikanten Effekt [Wiswell et al., 1985]. Die Erkrankung ist wie bereits erwahnt von
vorubergehender Natur. Unter der obigen Therapie zeigt der klinische Zustand des
Kindes eine rasche Besserung. In seltenen Fallen kann die TTN jedoch durch eine
persistierende pulmonale Hypertension und Pneumothorax kompliziert werden
[Bucciarelli et al., 1976;Halliday et al., 1981].

1.2 Differentialdiagnose des akuten Lungenversagens beim reifen
Neugeborenen (neonatales ARDS)

Atemstérungen machen den nennenswerten Anteil der Morbiditdt und
Mortalitat reifer Neugeborenen aus. Die Gesamtinzidenz respiratorischer Morbiditat
beim reifen Neugeborenen (Gestationsalter = 37 Wochen) liegt zwischen 2 und 3 %
[Rubaltelli et al., 1998a]. Die klare Abgrenzung der verschiedenen Krankheitsbilder
des akuten Atemnotsyndroms ist aus klinischer und therapeutischer Sicht wichtig,
wobei wesentliche diagnostische Kriterien bei der Unterscheidung dem Padiater zur
Verfligung stehen (siehe Tabellen 1 und 2). Insbesondere bei Atemstérungen ohne
rasche Besserungstendenz muissen kardiale und infektidse Ursachen mit
entsprechenden Untersuchungen ausgeschlossen werden.

strukturell strukturell extrapulmonale
normale Lunge anomale Lunge Erkrankungen
Transitorische Tachypnoe Lungenhypoplasie Sepsis

(TTN) (Zwerchfellhernie)

Respiratory distress syndrome  alveo-kapillare Dysplasie angeborene Herzfehler
(RDS)

Mekoniumaspirationssyndrom  kongenital-lobares Emphysem Choanalatresie, Trachea-
(MAS) /Bronchusstenosen
kongenitale / neonatale Lungensequester / Zentralnervdse und
Pneumonie Lungenzysten neuromuskulare Erkrankungen
kongenitale Alveolarproteinose angeborener Chylothorax Mediastinaltumoren
(CAP)

kongenitale pulmonale
Lymphangiektasie

Tabelle 1: Differentialdiagnose der Atemnotsyndrome beim reifen Neugeborenen; modifiziert nach
[Méller, 2002]
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Bei reifen Neugeborenen mit Atemstérung wird am haufigsten eine TTN mit 41 %
diagnostiziert, gefolgt von  kongenitaler =~ Pneumonie  bzw. Infektion,
Mekoniumaspirationssyndrom, RDS und Asphyxie [Tudehope and Smyth, 1979].

Diagnose Anamnese Rontgenbild des Sauerstoffbedarf Sonstige
Thorax - initial Kriterien
- im Verlauf
TTN Sectio/rasche diffuse streifige - moderat deutliche klinische
Spontangeburt Verschattung - abnehmend Besserung

innerhalb 6-24h

RDS elektive retikulo-granuldres - moderat oft leichte Unreife
terminnahe Sectio bis weiBBe Lunge, mit - ansteigend des NG
bei fehlender oder ohne
Wehentatigkeit Bronchogramm

MAS mekoniumhaltiges bilaterale fleckige - persistierend Nachweis von
Fruchtwasser, Infiltrate, - ansteigend Mekonium
Ubertragung, Atelektasen, Areale subglottisch
Asphyxie mit Uberblahung

Pneumonie vorzeitiger einseitige/beidseitige - moderat- hoch kultureller
Blasensprung > feinfleckige - persitierend bis Keimnachweis /
24h, Fieber der Verschattungen, ansteigend erhbhte
Mutter, evtl. Pleuraergiisse Infektionswerte
Ammpnionitis

Tabelle 2: Diagnostische Kriterien fir ein akutes Atemnotsyndrom bei reifen Neugeborenen;
modifiziert nach [Méller, 2002]

1.3 Surfactant

1.3.1 Funktion

Surfactant (surface active agent) ist eine stark oberflachenaktive Substanz
und bildet in der Lunge die Grenzflache zwischen Luft und Flissigkeit. Chemisch,
strukturell und funktionell handelt es sich um ein heterogenes Gemisch. Es besitzt
neben biophysikalischen, auch immunologische und lokale reinigende Funktionen.
Ohne die oberflachenspannungs-reduzierende Wirkung von Surfactant wirden die
Alveolen bei der Ausatmung unter dem Druck der auf sie wirkenden
Oberflachenspannungskréafte kollabieren (LaPlace’sches Gesetz, siehe Abbildung
1). Surfactant reduziert die Oberflachenspannung and der Luft-Wasser-Grenze bei
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kleiner werdendem Durchmesser der Alveole, sodass ihrer Kollapsneigung in der
Ausatmung entgegengewirkt und die Bildung von Atelektasen verhindert wird.

Abbildung 1: Gesetz von LaPlace P =4 x T/r
(P = Innendruck, T = Spannung, r = Radius)

Der Innendruck (P) in der Alveole ist umgekehrt
proportional zu ihrem Radius (r)

Ohne Surfactant kommt es zur Volumenver-
schiebung in Richtung gréBere Alveole mit
folglich Kollaps der kleineren Alveole (P1>>P,).

Surfactant senkt die Oberflachenspannung gegen
Null und die Alveolen bleiben stabil unabhangig
von ihrer GroBe.

ohne Surfactant mit Surfactant

modifiziert nach [Floros and Lin, 1999]

Fir die postnatale Adaptation und normale Atmung ist Surfactant
unverzichtbar. Surfactant verhindert den Kollaps der Alveolen, insbesondere im
Endexspirium, und tragt zu deren mechanischen Stabilisierung wesentlich bei,
sodass die wichtige homogene Bellftung der Lunge gewahrleistet ist. Erstmals 1929
postulierte der Physiologe Kurt von Neegaard [von Neegaard, 1929] die Existenz
eines natdrlichen pulmonalen Detergens, das die Oberflachenspannung beeinflusst.
Clements et al. bewiesen 1957, dass die Lunge selbst die Oberflachenspannung
reguliert, indem sie einen ,anti-atelectasis”-Faktor produziert [Clements, 1957]. 1961
konnten Klaus et al. dem Phospholipidanteil und hier in erster Linie dem
Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) die spannungsreduzierende Wirkung des
Surfactant nachweisen [Klaus and Clements, 1961;Clements, 1977]. Weitere Studien
entschlisselten die wichtige Rolle der Surfactant-assoziierten Proteine sowohl bei
der Verminderung der Oberflachenspannung [King et al., 1973] als auch bei der
lokalen Immunitat der Atemwege [van lwaarden et al., 1990;Pison et al., 1994]. In
Rahmen dieser immunologischen Aufgaben kommt es zu einer Aktivitatssteigerung
der Makrophagen, die zur Férderung der Phagozytose eingeatmeter Partikel und
Bakterien fuhrt.
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1.3.2 Zusammensetzung

Surfactant ist ein komplexes Gemisch, das sich zu ca. 85-90% aus Lipiden,
10% aus Proteinen und einem restlichen Anteil aus Kohlenhydraten und lonen
zusammensetzt (siehe Abbildung 2). 80-90% der Lipide sind Phospholipide, von
denen mit ca. 40-60% den Hauptanteil das Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC)
stellt [Creuwels et al., 1997;Haagsman and van Golde, 1991]. Den restlichen ca.
10%tigen Anteil bilden die neutralen Fette, von denen das Cholesterin als grdBte
Fraktion nachweisbar ist. In der Proteinfraktion finden sich die vier Surfactant-
assozierten Proteine: SP-A, SP-B, SP-C und SP-D [Possmayer, 1988]. Die
Surfactantproteine SP-B und SP-C sind hydrophob, wahrend SP-A und SP-D
hydrophile Proteine sind und zur Familie der Collectine gerechnet werden
[Johansson et al., 1994].

Kohlenhydrate, lonen (Ca®*)
~85-90% *
<4 | Surfactant |—» SP-A ~10%
SP-B
~10% SP-C
SP-D
neutrale Fette ~80-90%
Trigyleceride Phospholipide
Cholesterin Dipalmitoylphosphatidylcholin (~40-50%)
Fettsauren Phosphatidylglycerol
Phosphatidylinosital
Phosphatidylserin
Phosphatidylethanalamin
Sphingomyelin

Abbildung 2: Zusammensetzung des pulmonalen Surfactants

1.3.3 Metabolismus

Alle Surfactant-Bestandteile werden in der Lunge im endoplasmatischen
Retikulum der Typ-ll-Pneumozyten gebildet, gespeichert und dann in den
Alveolarraum ausgeschieden. Die Surfactantproteine SP-A und SP-B werden
zusatzlich in anderen pulmonalen Epithelzellen, wie Clara-Zellen, Bronchial- und
Trachealepithelzellen produziert [Nogee, 1998]. SP-B und SP-C werden zunéchst als
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gréBere Prakursorproteine synthetisiert und CUGber das Golgi-Apparat zu den
multivesicular bodies (MVB) weitertransportiert. In mehreren Schritten wird das reife
Surfactantprotein aus dem Prakursorprotein herausgeschnitten. Die MVB fusionieren
zu Lamellarkérperchen (lamellar bodies, LB), in denen SP-B und SP-C mit den
Phospholipiden gespeichert werden [Voorhout et al., 1993]. SP-A und SP-D kdnnen
hingegen an den LB vorbei von der Zelle in den Alveolarraum sezerniert werden. Die
Sekretion des Surfactant beginnt mit der Verschmelzung der LB mit der
Zellmembran, um dann in die Hypophase, dem FlUssigkeitsraum direkt an der
Alveolenoberflache, zu gelangen. Dort entfalten sich die LB und aus den vier
Surfactant-assozierten Proteinen, dem DPPC und dem Phosphatidylglycerol entsteht
in Anwesenheit von zweiwertigem Calcium (Ca®*) das tubuldare Myelin, eine
gitterdhnliche Roéhrchenstruktur, die die Vorstufe des aktiven Surfactant darstellt
(siehe Abbildungen 3a, 3b und 4) [Rooney et al., 1994;Nag et al., 1999]. In in-vitro
Versuchen bildeten sich ohne SP-B multilamilldre Strukturen und ohne die
Anwesenheit des hypophilen Proteins SP-A fanden sich nur diskoide Partikel
[Williams et al., 1991]. In Kulturen von Typ |l Pneumozyten, die nicht in Kontakt mit
Luft, sondern mit einer Flissigkeit standen, fand sich nicht die bekannte Struktur des
tubularen Myelins, ebenso keine Lamellarkdérperchen [Dobbs et al., 1997].

o Sty

bl 1S
k- - _|:.'.‘J"qld i

Abbildungen 3a und 3b: Zwei Lamellarkdrperchen (rechtes Bild, Pfeile) und tubulares Myelin (linkes
Bild) [Korfhagen et al., 1996]
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ARWAY

Direct iransterence borm
fuulor rrryelin

BILAYER DESTABILIZATION
AND TRAMSFEREMNCE

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Sekretion von Surfactant [Perez-Gil and Keough, 1998]

Das tubulare Myelin generiert kontinuierlich den surfactanttypischen Film an der Luft-
Wasser-Grenze. Dieser Film besteht aus einem besonders DPPC-reichen Lipid-
Monolayer, der von einer angrenzenden Bilayer-Struktur standig mit Lipiden und
Proteinen versorgt wird [Veldhuizen et al., 2000].

Verbrauchtes Surfactant wird grdBtenteils wieder von den Pneumozyten Typ Il
aufgenommen und wiederverwertet [Fisher et al., 1987a]. Nur ein kleiner Teil des
Surfactant wird von Alveolarmakrophagen abgebaut oder lber die Atemwege und

das Lymphsystem abtransportiert.

1.3.4 Surfactant-assozierte Proteine (SP)

SP-A
Metabolismus und Struktur des SP-A

Das hydrophile SP-A stellt mit 50% den gréBten gewichtsbezogenen Anteil der
Surfactantproteine [McCormack, 1998]. Zwei Gene SP-A1 und SP-A2 und ein
Pseudogen kodieren auf dem langen Arm von Chromosom 10 als Genprodukt ein
248 Aminosaure langes Propeptid [Fisher et al., 1987b]. Durch Abspaltung einer 20
AS langen Signalsequenz und verschiedene posttranslationale Modifikationen
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entstehen die jeweiligen SP-A1- und SP-A2-Monomere. Das SP-A-Monomer ist ein
Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 28 kDa und gehért zu der Gruppe der
Kollektine. Das vollstandig entwickelte 650 kDa groBe SP-A-Molekil bildet ein
Oligomer aus 18 Einheiten, die sich aus sechs Trimeren als Octadecamer raumlich
ahnlich einem BlumenstrauB anordnen (siehe Abbildung 5) [Voss et al., 1988]. SP-A
wird ausschlieBlich in der Lunge in Pneumozyten Typ Il exprimiert.

MONOMER TRIMER
SP-A
— CARBOHYDRATE RECOGHITHIN DOMAIN
e WEGHK REGICH
Ix — COLLAGEM-LIKE DORAS 1 .
Gx
- TEFMIMAL DOMAIN

Abbildung 5: Struktur und Aufbau von SP-A [Haagsman and Diemel, 2001]

Immunologische und biophysikalische Bedeutung von SP-A

Das Surfactantprotein SP-A spielt eine wichtige Rolle insbesondere in der
lokalen Immunitat der Lunge. SP-A Molekile kénnen mit ihrer kollagenartigen
Domane wie Komplementfaktor C1q und mannosebindendes Protein durch Bindung
an CD-14-Rezeptoren auf Alveolarmakrophagen und Monozyten das unspezifische
Abwehrsystem aktivieren [Sano et al., 1999;Nepomuceno et al., 1997;Malhotra et al.,
1992]. Die in der globularen Domane lokalisierte Ca®*-abhangige Erkennungsregion
fur Kohlenhydrate (carbohydrate recognition domain, CRD) besitzt die Fahigkeit,
sich an Strukturen von Mikroorganismen zu binden (Opsonierung). Komplexe
Oligosaccharide an der globularen Doméane vermitteln zudem die Bindung an
Mykobakterien und an virale Proteine [Pasula et al., 1999;Benne et al., 1995].

Neben der Abwehrfunktion nimmt SP-A Einfluss auf die Regulation des
Surfactantmetabolismus, auf die Umwandlung der Lamellarkdrperchen in tubulares
Myelin und dessen Stabilisierung. Natives alveolares Surfactant liegt als tubulares
Myelin vor, einer gitterartigen Struktur, die durch die Position von SP-A im Gitter
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stabilisiert wird [Voorhout et al., 1991]. Darlber hinaus beschleunigt SP-A die
Phospholipid-Anreicherung an der Wasser-Luft-Grenze [Creuwels et al., 1997]. Die
Funktion von SP-A konnte an gentechnisch veranderten Mausen, die aufgrund einer
vollstandigen Deletion der kodierenden Gene kein SP-A synthetisieren (SP-A
knockout Maus, SP-A(-/-)), untersucht werden. Das véllige Fehlen von SP-A zeigte
keinen Einfluss auf die Lungenfunktion, jedoch waren die Tiere empfindlicher
gegenlber bakterielle Infektionen. Elektronenoptisch konnte in den Alveolen von
SP-A(-/-) Méausen tubuléares Myelin nicht nachgewiesen werden [lkegami et al.,
1998;lkegami et al., 1997].

SP-B

Bei dem Surfactantprotein B handelt es sich um ein lipophiles Molekul mit
einem Molekulargewicht von 8,7 kDa und einer L&dnge von 79 Aminosduren. Unter
den Surfactantproteinen ist SP-B das einzige, das essentiell flir die postnatale
pulmonale Adaptation und damit das Uberleben ist.

Metabolismus und Struktur von SP-B

Das SP-B ist auf einem Genlokus auf dem kurzen Arm des Chromosoms 2
kodiert [Emrie et al., 1988]. Das komplette Gen wurde als eine relativ kurze Sequenz
von ca. 9,5 kBp entschlisselt [Pilot-Matias et al., 1989]. Das Gen besteht aus 11
Exons, wobei das 11. Exon nicht translatiert wird. Phelps et al. wiesen SP-B mRNA
in Typ-llI-Alveozyten und Clara-Zellen nach, in letztere findet die Synthese nur in
geringem Umfang statt [Phelps and Floros, 1988]. In der Lunge wird SP-B zun&chst
aus einer 2000 Bp langen mRNA als ein 381 Aminosauren groBes Praprotein
synthetisiert. In Folge fahren mehrere proteolytische Abspaltungen und
Modifikationen zum reifen SP-B Protein, das letztendlich von Exon 6 und 7 kodiert
wird (siehe Abbildung 6).
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SP'B TATAMA
F2 ) S

12 34 56 78 g 10 11 CHROMOSOM 2
l Transkription : !

RNA 1 I 200080
l'l'r.‘tn:slaliam

ProSP-B N2 --_—_Y: cOOM 40,000 Da
) 1

signalpeptid

Y
: v
+ Proteolvtische Schrtte CODH 26’000 Da

Y v
Reifes - 8,700 Da

SP-B Y Glykosylierung

Abbildung 6: Syntheseschritte des SP-B [Nogee et al., 1998]

Wie aus Abbildung 6 ersichtlich, setzt sich das ProSP-B Protein aus dem
reifen SP-B Protein flankiert von einem C-terminalem- und N-terminalem Propetid, an
das ein Signalpeptid anschlieBt, zusammen. In diesen Bereichen des SP-B
Vorlaufers werden die Synthese und Sezernierung des reifen SP-B Molekils
modifiziert. Nach der Transkription in die mRNA findet an den Ribosomen des
endoplasmatischen Retikulums der Translationsschritt in das ProSP-B Peptid statt.
Das Signalpeptid vermittelt den Ubertritt dieses Préproteins in das Lumen des
endoplasmatischen Retikulums und wird anschlieBend abgespalten. In Versuchen
mit Hamstern flhrte ein Fehlen des N-Terminus zur Akkumulation des SP-B im
endoplasmatischen Retikulum [Lin et al., 1996;Lin et al., 1996]. Das N-terminale
Propeptid Gbernimmt in Anwesenheit von maturem SP-B eine wichtige Funktion beim
weiteren Weg des SP-B Propeptids Uber das Golgi-Apparat zu den multivesikularen
Kdrperchen (MVB) und deren Formation zu Lamellarkérperchen. Die Einwirkung des
SP-B auf die Vesikelfusion wurde von Poulain et al. in vitro nachgewiesen [Poulain et
al., 1996]. Des weiteren beobachtet man bei SP-B(-/-) Mausen eine Vermehrung von
MVB, wohingegen reife LB véllig fehlen [Clark et al., 1995]. Die Homo&ostase der
Lamellarkérperchen wird durch das C-terminale Proprotein reguliert, was sich in
transgenen Mausmodellen, die das SP-B ohne den C-Propeptid exprimieren, in einer
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deutlichen GréBenzunahme der LB nachweisbar ist [Akinbi et al., 1997]. Die
Prozessierungsvorgdnge des SP-B finden wahrscheinlich in MVB statt. Dies zeigten
Versuche mit polyklonalen Antikérpern [Korimilli et al., 2000;Voorhout et al., 1992].
Weitere Ablaufe in der Synthese des reifen SP-B sind die Glykosylierung am C-
terminalem Ende, deren funktionelle Bedeutung jedoch noch nicht bekannt ist, und
die ebenfalls noch nicht ganz entschllisselte Prozessierung des C-Terminus. Die
funktionelle Bedeutung des C-Terminus wurde im Mausmodell von Akinbi et al.
deutlich, als das isolierte Fehlen des C-terminalen Propeptids die Synthese von SP-
C beeinflusste, sodass neben reifem SP-C auch SP-C-Intermediarprodukte
auftraten. Die gleichen Zwischenprodukte fanden sich auch in den Lungen von
SP-B(-/-) Mausen [Akinbi et al., 1997].

Das mature aus 79 Aminosauren bestehendes SP-B Peptid ist reich an
Cystein [Curstedt et al., 1988]. Das monomere SP-B ist Uber drei intramolekulare
Disulfidbriicken zwischen Cys-8-77, Cys-11-71 und Cys-35-46 zu einer Schleife
verkniipft (siehe Abbildung 7). Uber eine intermolekulare Disulfidbriicke an Position
Cys-48 ensteht das dimere SP-B. Die Sekundarstruktur des SP-B ist hauptséchlich
a-helikal [Vandenbussche et al.,, 1992], zu deren Flexibilitdt und auBergewdhnlich
thermischen Stabilitat die Disulfidbriicken beitragen. Intraalveolar findet man das
SP-B vorwiegend (ca. 90%) in seiner dimeren Form.

Biophysikalische und metabolische Funktionen des SP-B

Die Funktion des SP-B kann man in intra- und extrazellulare Effekte
differenzieren. Zweifellos ist die wichtigste Funktion des SP-B die Optimierung der
biophysikalischen Eigenschaften des Surfactants in seiner Oberflachenspannung
-reduzierenden Wirkung durch die schnelle Anreicherung des Lipid-Monolayers mit
DPPC. Erkenntnisse und hypothetische Modelle Uber die Anreicherung der Wasser-
Luft-Grenzschicht mit Phospholipiden und biophysikalische Eigenschaften von
Surfactantkomponenten wurden mit Hilfe von Experimenten mit dem Surfactometer
gewonnen. Diese Apparatur erzeugt in den Durchmessern standardisierte Blasen.
Durch Messung der Druckdifferenz an der Phasengrenze der Blase wird nach der
Formel AP =2 yr ', dem Laplace’ schen Gesetz, die jeweilige Oberflachenspannung

(y) berechnet.
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Abbildung 7: Monomere Struktur des SP-B (hervorgehoben sind die Disulfidbriicken) [Creuwels et
al., 1997]

Auf dem Boden experimenteller Daten wird postuliert, dass der Lipid-
Monolayer durch selektives Einfiigen von DPPC-reichen Doméanen durch Dehnung
des Films wahrend der Inspiration oder Herausdrangen von nicht-DPPC-Lipiden
durch die Kompression wahrend der Exspiration modifiziert wird (siehe Abbildungen
8a und 8b) [Schurch et al., 1992;Veldhuizen et al., 2000;Veldhuizen and Haagsman,
2000].
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Abbildung 8b:

SP-C ist im Monolayer zu
finden (1). Wahrend der
Exspiration wird die Schicht
deformiert und mit Hilfe von
SP-C werden nicht-DPPC-
Molekile aus der Grenzschicht
herausgedrangt (2-3):

Abbildungen 8a und 8b: In vitro Modelle fir selektive Insertion von DPPC-reichen Lipiddomé&nen

(oben) und Herausdrangen von nicht-DPPC-Lipiden (unten) zur Anreicherung der Phospholipidschicht
[Veldhuizen and Haagsman, 2000]

Zusammen mit SP-A und Calcium ist SP-B an der Bildung des extrazellularen
tubularen Myelins beteiligt [deMello et al., 1994a;Poulain et al., 1992;Williams et al.,
1991]. SP-B besitzt auBerdem eine modifizierende Wirkung auf Lipidmembranen und
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zeigt die Fahigkeit, Membranen miteinander zu verbinden (sieche Abbildung 9).
Durch fusionierende und auftrennende Eigenschaften spielt es bei der Bildung der
Lamellarkdérperchen in den Pneumozyten Typ |l eine wichtige Rolle [Poulain et al.,
1992]. Das Surfactantprotein B ist verantwortlich flr die schnelle Anreicherung des
Lipid-Monolayers mit Phospholipiden. SchlieBlich reguliert es die Wiederaufnahme
und Verwertung verbrauchter Surfactantkomponenten durch die Pneumozyten Typ Il
[Whitsett et al., 1995].

Abbildung 9: Struktur und hypothetische Position von SP-B zwischen zwei Membranstrukturen
[Haagsman and Diemel, 2001]

Immunologische Funktionen von SP-B

In letzten Jahren werden auch dem SP-B immunologische Funktionen in der
Lunge zugeschrieben [van Iwaarden et al., 2001]. Epaud et al. etablierten
genmanipulierte Mausmodelle, in denen die Auswirkung unterschiedlicher SP-B
Genexpressionen auf die Lungenfunktion und inflammatorische Reaktion bei
intratrachealer Applikation von Lipopolysaccharid (LPS) untersucht wurden [Epaud et
al., 2003]. Tiere mit doppelter Anlage des SP-B Gens (SP-B(++/++)) exprimierten im
Vergleich zu SP-B(+/+) Wildtyp und heterozygoten SP-B(+/-) Genotyp 5,6 fach mehr
an SP-B und die SP-B Uberexprimierenden Mause zeigten in Gegensatz zu Wildtyp
und Heterozygoten nach Applikation von LPS eine unveranderte Lungencompliance
und normale Oberflacheneigenschaft des Surfactantsystems. Beim Wildtyp und
heterozygoten SP-B Mangel ergab die histologische Analyse eine ausgepragte
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inflammatorische Reaktion, die hingegen bei SP-B Uberexprimierenden M&usen
vermindert war. Aus den Ergebnissen anderer Studien, die eine Modulation der
systemischen Antigenantwort nach intratrachealer Applikation von Antigen durch SP-
B beschrieben, kann ebenfalls eine immunmodulatorische Funktion von SP-B
abgeleitet werden [van Ilwaarden et al., 2001].

Weitere Funktionen des SP-B

Neben den obigen biophysikalischen, metabolischen und immunologischen
Funktionen des SP-B werden noch weitere wichtige Eigenschaften im Rahmen der
Steuerung der intrauterinen Lungenentwicklung dem SP-B zugeschrieben. Studien
zeigten, dass fir eine adaquate Lungenentwicklung das Zusammenspiel des
leukamie-inhibierenden Faktors mit dem insulinartigem Wachstumsfaktor IGF-1 und
dem SP-B obligat ist [Pichel et al., 2003]. Eine verzdgerte Lungenentwicklung konnte
auch in transgenen Mausen mit gestdrter Aktivierung der humanen SP-B
Promoterregion beobachtet werden [Strayer et al., 2002].

SP-B Mangel

Im Gegensatz zu Mangel an den anderen drei Surfactantproteinen, ist ein
absoluter Mangel an SP-B mit dem Leben nicht zu vereinbaren. Dies wurde unter
anderem an tierexperimentellen Untersuchungen mit genmanipulierten M&usen
gezeigt. Nur die SP-B(-/-) Maus verstarb postnatal an einer respiratorischen
Insuffizienz. Bei heterozygoten SP-B(+/-) Mausen waren Lungencompliance und
Residualvolumen verringert und die Kollapsneigung der Alveolen erhdht. Auch die
Menge an synthetisierten SP-B war geringer. Keine Veranderungen fanden sich
hingegen im Wachstumsverhalten, in der Lungenmorphologie und in der intra- und
extrazellularen Phospholipid-Pool GréBe [Clark et al., 1995;Tokieda et al., 1997]. Lin
et al. konnten zeigen, dass der SP-B Mangel auch nicht durch die SP-B Synthese in
Clara-Zellen kompensiert werden konnte [Lin et al., 1999]. Ein Mangel an SP-A, -C
und —-D auBerte sich in Tierstudien in einem verdnderten oder gestdrten
Surfactantmetabolismus, ohne jedoch die postnatale pulmonale Adaptation zu
beeinflussen [Botas et al., 1998;Weaver and Conkright, 2001;Korfhagen et al., 1996].
Beim Menschen zeigt sich der absolute SP-B Mangel bei Neugeborenen als eine
Form der kongenitalen Alveolarproteinose (congenital alveolar proteinosis, CAP).

1993 konnte Nogee et al. erstmals die 121ins2-Mutation im SP-B Gen als eine
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Ursache dieser seltenen Lungenerkrankung des Neugeborenen beschreiben. Sie ist
zugleich die haufigste Ursache der CAP. Auf Grund der Insertion von zwei
Basenpaaren (GAA statt C) im Kodon 121 des Exon 4 ensteht eine Verschiebung
des Leserahmens mit der Folge, dass die Translation des mutierten SP-B Gens
frihzeitig abgebrochen wird [Nogee et al., 1994] und die entstehende mRNA instabil
ist und schneller abgebaut wird [Beers et al., 2000] und ein vélliges Fehlen des SP-B
resultiert. AuBerdem zeigten Untersuchungen des Lungengewebes eine stark
reduzierte Lamellarkdrperchenzahl und das Fehlen des tubuléren Myelins [deMello et
al., 1994a]. Betroffene Neugeborene kdnnen nur durch die Lungentransplantation
behandelt werden. Endotracheal appliziertes Surfactant mit SP-B flhrt kurzfristig zur
Besserung der Lungenfunktion, sodass die Kinder nur bis zu einer moglichen
anstehenden Lungentransplantation stabilisiert werden kdénnen [Hamvas et al.,
1997;Hamvas et al., 1994]. Die Haufigkeit des 121ins2-Allels schatzt man auf 1
unter 1000-3000 Menschen [Cole et al., 2000]. Heterozygote Erwachsene zeigen
entsprechend bislang publizierter Daten keine Einschrankungen der Lungenfunktion
im Verlauf der ersten 40 Lebensjahre [Yusen et al., 1999].

SP-C
Metabolismus und Struktur von SP-C

SP-C ist eines der am stéarksten hydrophoben Proteine des Organismus und
ist besonders reich an verzweigkettigen Aminosauren. Bei dem reifen SP-C Molekl
handelt es sich um ein sehr kleines aus 35 Aminosduren bestehendes Polypeptid
eines Molekulargewichts von 3,5 - 4 kDa. Als Besonderheit verfligt SP-C Uber ein
Poly-Valin Anteil, der in einer a-Helix Form vorliegt (siehe Abbildung 10). SP-C wird
als einziges Surfactantprotein ausschlieBlich in der Lunge gebildet [Fisher et al.,
1989;Glasser et al., 1987]. Der genetische Code des SP-C befindet sich auf dem
kurzen Arm von Chromosom 8. Das SP-C Protein wird wie SP-B in Typ II-
Pneumozyten als Praprotein synthetisiert, das Uber mehrere Prozessierungsschritte
lauft und dann als reife Form Uber die LB intraalveolar sezerniert wird. Bei der
Prozessierung des reifen SP-C spielt auch SP-B eine wichtige Rolle. Clark et al.
zeigten in genmanipulierten SP-B knockout Mausmodellen eine intraalveolare
Akkumulation eines unvollstandig prozessierten SP-C Peptids und eine starke
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Verminderung des maturen Proteins. Die Expressionsrate, d.h. der Gehalt an SP-C
MRNA, blieb aber unverandert [Clark et al., 1995].

Die Lamellarkérperchen sind somit fir Phospholipide und Surfactantproteine B
und C als intrazellulare Speicher zu sehen. Die Verwertung und Aufnahme von
sverbrauchtem® SP-C aus dem Alveolarraum in die Pneumozyten Typ Il dhnelt dem
von SP-B und kann durch SP-A gesteigert werden [Pinto et al., 1995;Pinto et al.,
1993].

Abbildung 10: Struktur und vermutete Position des SP-C im Bilayer [Haagsman and Diemel, 2001]

Biophysikalische Funktionen

Die Funktionen des SP-C ergénzen sich in vielem mit den des SP-B. Die
Hauptaufgabe des SP-C ist auch die Aufrechterhaltung der biophysikalischen
Eigenschaft des Surfactant, indem es die Adsorptionsrate von Phospholipiden an der
Luft-Wasser-Grenzschicht steigert. Wie SP-B tragt es zur Stabilitat der
Oberflachenaktivitéat des Surfactantfilms bei. Zusétzlich wird die Widerstandsféhigkeit
des Surfactants gegenlber inhibierende Einflisse von Serum-Proteinen erhdht
[Amirkhanian et al., 1993].

Jedoch ist ein absoluter SP-C Mangel im Gegensatz zu SP-B postnatal nicht
letal, denn SP-C knockout Mause zeigen unveranderte Surfactantsynthese und
Lungenmorphologie sowie pulmonale Adaptation. Erst im Alter von mehreren
Monaten kam es zu Langzeitkomplikationen des SP-C Mangels wie interstitielle
Pneumonitis und Emphysembildung [Glasser et al., 2001]. Auch die Expression von
pathologisch verandertem SP-C hat in transgenen Ma&usen schwere pulmonale
Anomalien zur Folge [Bridges et al., 2003]. Genetische Variationen im SP-C Gen
fihren beim Menschen zur Ausbildung einer interstitiellen Lungenerkrankung oder
zur Produktion eines abnormen SP-C [Nogee et al., 2001;Hamvas et al., 2004],
wobei die genauen Einflisse und klinischen Folgen des fehlenden oder aberranten
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SP-C auf den Surfactantmetabolismus oder die Oberflacheneigenschaften in den
Einzelheiten noch unklar sind.

Immunologische Funktionen des SP-C

Tierexperimentelle Untersuchungen Uber die Wechselwirkung von SP-C mit
LPS und CD-14-Rezeptoren auf Makrophagen zeigten, dass an Lipid-Vesikel
gebundenes SP-C im Gegensatz zu SP-B die LPS-Bindung an Makrophagen
dosisabhangig hemmt. SP-C inhibiert die Reduktion der LPS-induzierten Produktion
von TNF-a durch Makrophagen [Augusto et al.,, 2001]. Im Tiermodell der
Mekoniumaspiration unserer Gruppe fanden sich ahnlich interpretierbare Ergebnisse
mit einer deutlichen Inhibition der Expression von Interleukin-1 durch ein intratracheal
appliziertes rekombinantes SP-C-haltiges Surfactantpraparat [Hilgendorff et al.,
2003]. Obige Studien deuten auf eine weitere Funktion von SP-C in der Modulation
der pulmonalen Abwehrreaktion hin.

SP-D
Metabolismus und Struktur des SP-D

Beim SP-D handelt es sich, ebenso wie beim SP-A, um ein hydrophiles
Kollektin, das auf dem langen Arm des Chromosoms 10 kodiert wird. Das
Molekulargewicht des reifen SP-D-Monomers betragt 43 kDa. Die Struktur des SP-D
ahnelt dem SP-A-Molekdl. In der Lunge vorliegendes SP-D setzt sich aus 12
Monomeren zusammen. Da im Gegensatz zu den anderen Surfactantproteinen, die
hauptsachlich an Lipide gebunden sind, sich SP-D zu 70% in geléster Form im
wasserigen Anteil des Surfactant befindet, ist seine Rolle fiir die oberflachenaktiven
Eigenschaft des Surfactants umstritten.
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SP-D

Abbildung 11: Struktur des SP-D [Haagsman and Diemel, 2001]

Funktionen des SP-D

Bei genmanipulierten SP-D(-/-) Mausen zeigten sich keine postnatalen
Adaptationsstérungen, jedoch kam es zur Bildung von Riesenlamellarkérperchen und
einer gesteigerten Phagozytose von Surfactantbestandteilen durch
Alveolarmakrophagen [Kuroki et al., 1991]. AuBerdem zeigten Poulain et al. in vitro
einen SP-D Effekt, der die Bildung einer atypischen hochdifferenzierten und
oberflachenaktiven tubularen Struktur bewirkt [Poulain et al., 1999].

Die Hauptaufgabe des SP-D liegt aber im immunologischen System der Lunge
und tragt mit SP-A zur lokalen pulmonalen Immunkompetenz bei [Gortner and
Hilgendorff, 2004]. SP-D besitzt die Fahigkeit, sich an bakterielle
Lipopolysacchariden oder andere Zelloberflachen zu binden und so Bakterien und
Alveolarmakrophagen zu vernetzen. Alveolarmakrophagen von SP-D defizienten
M&ausen phagozytieren in vitro weniger Streptokokken der Gruppe B, Haemophilus
influenza und Influenza A. Ahnlich wie bei SP-A(-/-) Mausen fiihren pulmonale
Infektionen zu starkeren inflammatorischen Reaktionen in genmanipulierten SP-D(-/-)
Mausen [LeVine et al., 2004;LeVine et al.,, 2001;LeVine et al., 2000].
Epidemiologische Studien zeigten eine Assoziation bestimmter Einzelnukleotid-
Polymorphismen im SP-D Gen mit infektidsen pulmonalen Erkrankungen [Lahti et al.,
2002;Floros et al., 2000]. Eine weitere Assoziation zwischen Polymorphismen im SP-
D Gen und erniedrigten Serumspiegel von SP-D bei gesunden Erwachsenen wurde
kirzlich von Heidinger et al. beschrieben [Heidinger et al., 2005].
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1.4 SP-B Polymorphismen

Zusatzlich zu den bereits zuvor genannten haufigsten 121ins2-Mutation im
SP-B Gen sind weitere genetische Variationen im SP-B Gen in Zusammenhang mit
dem Verlauf respiratorischer Erkrankungen gebracht worden [Wiliams et al.,
1999;Klein et al., 1998;Ballard et al., 1995]. Vor dem Hintergrund der bisher
publizierten Daten macht die 121ins2-Mutation rund 2/3 aller bisher bekannten
mutanten SP-B Allele aus [Whitsett et al., 1995]. Aufschlussreich darliber hinaus war
die Entdeckung der Arbeitsgruppe von Floros et al., dass Langenvariationen im
Intron 4 des SP-B Gens das Risiko fir RDS erhéhen [Floros et al., 1995]. Sie
konnten zeigen, dass Insertion und Deletion von Motiven im Intron 4 zu
Langenvariationen fihren und dass diese zum Risiko bzw. Verlauf der RDS
assoziiert sind. Bereits zuvor war bekannt, dass die erste Halfte des Intron 4 aus
mehreren dhnlichen Motiven besteht, wobei jedes Motiv sich jeweils aus einem 20 bp
langen und einem variablem CA-Wiederholungen bestehendem Element
zusammensetzt [Pilot-Matias et al., 1989]. Floros et al. konnten zeigen, dass die
einzelnen Motive durch Basenunterschiede im 20 Bp-Element charakterisiert sind
und insgesamt 11 Motive im invarianten Intron 4-Allel nachweisbar sind (siehe
Abbildung 12).

Motiv-Nr. Motiv-Sequenz (CA) ,
1 GCACCCCAGCCAGCCAGACA (CA) 13
2 GCACCCAAGCCGGCCAGACACAAA (CA) 5
3 (Wildtyp) GCACCCCAGCCAGCCGGACA (CA) 12
4 ACACCCCAGCTGGCCGGACA (CA) 5
5 GTACCCCAGCTGGCCGGACA (CA) g
6 GCACCCTATCCAGACACATA (CA) s
7 GTACCCCAGCCAGCTGGAAA (CA) 4
8 GCACTCCATCCAGACAGATACC (CA) 3
9 GTACCCCAGCCAGCCAGACA (CA) o9
10 GAG (CA)s
11 GCACCCCAGCTGGCCGCACA (CA) 4

Abbildung 12: Aufbau des invarianten Intron 4-Allels aus den 11 Motiven, bestehend aus dem 20 Bp-
Element und (CA),-Element. Im 20 Bp-Element sind die Basen, die sich von der Motiv-Sequenz des
Wildtyps unterscheiden, fettgedruckt.
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Die Langenvariationen entstehen haufiger durch das Fehlen (Deletion) von
Motiven und seltener durch die Insertion einzelner degenerierter Motive an
bestimmten Bruchstellen (engl. break-points) im (CA),-Element. Die Stelle fir die
Insertionen und Deletionen fand sich in ihrer Studie ausschlieBlich im (CA),-Element
des 9. Motivs. Die Intron 4-Polymorphismen kommen ausschlieBlich heterozygot vor,
d.h. es liegt immer ein Wildtyp-Allel und variantes Allel vor. Die H&ufigkeit des
varianten Intron 4-Allels lag nach Floros et al. bei rund 17%.

Diese Ergebnisse von Floros et al. wurden spater durch unsere Arbeitsgruppe
bestatigt. Makri et al. untersuchten in einem ethnisch homogenen Kollektiv
Friihgeborener eines Gestationsalters von 25 bis 32 Wochen mit bzw. ohne RDS und
einer Kontrollgruppe gesunder reifer Neugeborener die Haufigkeit von SP-B
Polymorphismen im Intron 4 und konnten zeigen, dass der Intron 4-Polymorphismus
nicht nur das Risiko sondern auch den Schweregrad des RDS beeinflussen. Die
Haufigkeit von Surfactantgabe und Sauerstoffabhangigkeit am 28.Lebenstag bei
Frihgeborenen mit Deletion im Intron 4 waren signifikant haufiger als zum
genetischen Wildtyp [Makri et al., 2002]. Die Frequenz der Intron 4-Allele mit rund
17% entsprach der von Floros et al. und unterschied sich nicht in der Haufigkeit

zwischen gesunden reifen Neugeborenen und Frihgeborenen.
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Von den Ergebnissen der vorstehend zitierten Arbeiten Uber SP-B
Genvariationen in Assoziation zu neonatalen Lungenerkrankungen ausgehend, sollte
eine maogliche Assoziation zwischen der 121ins2-Mutation und Intron 4-
Polymorphismen im SP-B Gen als genetischer Risikofaktor mit der transitorischen
Tachypnoe des Neugeborenen untersucht werden, da nach unserem besten Wissen
diesbezlglich bislang keine Arbeiten veréffentlich wurden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, bei reifen Neugeborenen mit einer transienten
Tachypnoe SP-B Genvariationen als pathogenetischer Faktor zu untersuchen.

Folgende Fragestellungen stand dabei im Mittelpunkt der Untersuchung:

1. Uberpriifung der Existenz von Langenvariationen (Polymorphismen) im Intron
4 des SP-B Gens in einem kaukasischen Patientenkollektiv reifer
Neugeborener mit transienter Tachypnoe und gesunder Neugeborener als
Kontrollgruppe

2. Bestimmung der Verteilung der Intron 4-Polymorphismen

3. Bestimmung des Aufbaus der Intron 4-Polymorphismen

4. Haufigkeit einer heterozygoten 121ins2-Mutation auf dem SP-B Gen bei TTN-
Patienten

5. Untersuchung einer mdglichen Assoziation zwischen SP-B Genvariationen
(Intron 4-Polymorphismen und 121ins2-Mutation) und der Inzidenz der TTN

6. Uberpriifung bereits publizierter Risikofaktoren der TTN anhand der eigenen
klinischen Daten
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2.  MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patientenkollektiv

In unserer Arbeit untersuchten wir klinische Daten und genomische DNA von
insgesamt 157 Patienten indogermanischer (engl. caucasian) Abstammung aus
Deutschland, Griechenland und der Tilrkei. Die Patienten waren reife Neugeborene
eines Gestationsalters von gréBer 37 vollendeten Schwangerschaftswochen, die im
Zeitraum zwischen Februar 2000 und August 2002 in den Universitatskliniken der
teilnehmenden Studienzentren geboren wurden. Vollblut bzw. Blutproben auf
Filterkartchen wurden mit Einwilligung der Eltern entnommen und zur DNA-Isolation
verwendet.

Es wurden 74Kinder mit transienter Tachypnoe in die Studie einbezogen. Die
Diagnose ,transiente Tachypnoe“ wurde basierend auf klinischen Zeichen nach
Avery et al. und radiologischen Kriterien nach Wesenberg et al. gestellt [Wesenberg
et al., 1971;Avery et al.,, 1966]. Die Neugeborenen zeigten typischerweise eine
innerhalb  der ersten 24 Lebensstunden auftretende  respiratorische
Anpassungsstérung mit Atemfrequenzen Uber 60 pro Minute und zusatzlichem
Sauerstoffoedarf Uber Raumluft. Ausgeschlossen wurden Neugeborene mit
Gestationsalter weniger als 37 Wochen. Das Gestationsalter wurde nach der
Menstruationsanamnese oder mit Hilfe der pranatalen Ultraschalluntersuchung in der
Frihschwangerschaft (10.-12. Woche) bestimmt.

Patienten mit folgenden Erkrankungen oder Charakteristika wurden aus der Studie
ausgeschlossen:

- angeborene Pneumonie, Sepsis oder klinischen Zeichen einer Sepsis:
basierend auf klinische Symptome mit zu mindestens einem positivem Befund
wie erhdhter CrP-Wert, pathologisches Differentialblutbild und |/T-Ratio
[Manroe et al., 1979] oder bakteriologisch positiver Blutkulturbefund

- pulmonale Fehlbildungen

- Linksherzversagen oder kardiale Erkrankungen nach echokardiographischer
Untersuchung
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- Mekoniumaspiration: basierend auf Nachweis von Mekonium im Fruchtwasser
und Trachealsekret mit typischem klinischen und radiologischen Bild [Wiswell
and Bent, 1993]

- peri- oder postnatale Asphyxie: definiert als Nabelschnurarterien-pH < 7,1
oder Apgar-Score nach 5 Minuten <7

- Kinder von Mittern mit Gestationsdiabetes oder Diabetes mellitus

Zum Vergleich dienten im gleichem Zeitraum geborene gesunde reife Neugeborene
als Kontrollgruppe.

Die erste Rontgen-Aufnahme des Thorax des kranken Neugeborenen sicherte
die Diagnose der TTN (siehe Abbildung 13). Auf den Aufnahmen erkennt man
charakteristischer Weise eine diffuse streifige Transparenzminderung als Zeichen
des interstitiellen Odems, z.T. einen prominenten Interlobarspalt oder auch
geringgradige Pleuraerglsse. Insbesondere bei nur diskreter Pathologie des
Roéntgenbefunds wird die Diagnose TTN retrospektiv nach Ausschluss anderer
Ursachen der Ateminsuffizienz gestellt.

Abbildung 13: Das Rdntgenbild bei transienter Tachypnoe

«Zeichnungsvermehrung: streifenférmig, symmetrisch, betont perihilar
sschleierige Lungeneintriibungen

sLungenlberblahung

+ggf. kleine intraseptale und/oder Pleuraerglsse

*Herz normal groB, bzw. allenfalls m&Big vergréBert
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Die Lungenfunktion der Neugeborenen mit TTN ist wegen der eingeschrankter
Beliiftung und des interstitiellen Odems durch ein reduziertes Atemzugvolumen in
Folge der erhohten Atemfrequenz, einer reduzierten Lungencompliance mit
erhbhtem Atemwegswiderstand und reduzierter funktioneller Residualkapazitat
gekennzeichnet [Sandberg et al., 1987].

2.2 Untersuchungsmethoden

2.2.1 Isolierung von DNA

Die Reinigung der Nucleinsduren aus Vollblut und Blutfilterkartchen erfolgte
auf der Basis des QlAamp DNA Mini Kit Protokolls. Das Prinzip der DNA-Extraktion
lauft in folgenden Schritten ab:

1. Aufbrechen der Blutzellen aus 200 ul EDTA-Blut oder 1cm? Blutfilterkartchen
im Lysispuffer mit Proteinkinase K

2. Adsorption der sich im Lysat befindenden DNA von der QlAamp Membran der
Spin-Saulen

3. Entfernung von Nebenprodukten und Verunreinigungen mittels Pufferlésungen

4. Eluieren der membrangebundenen DNA

AnschlieBend wird die DNA-Konzentration und -Reinheit durch Messung der
optischen Dichte eines Aliquots bei 260 nm und 280 nm im Spektrophotometer
bestimmt. Zur weiteren Bearbeitung wurden die DNA-Proben bei minus 20°C
aufbewabhrt.

2.2.2 Polymerasekettenreaktion

Die Methode der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)
wurde 1987 von Kary B. Mullis et al entwickelt. Bei der PCR wird unter kontrollierten
Laborbedingungen die gewinschte DNA-Sequenz durch eine DNA-Polymerase
(i.d.R. Tag-Polymerase) exponentiell vervielfaltigt (amplifiziert). Das entscheidende
Prinzip der PCR ist die zyklische Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte. Auf

diese Weise ist es moglich, aus einer kleinen Ausgangsmenge durch relativ wenige
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Produktionszyklen eine sehr groBe homogene Population von DNA zu gewinnen,

sodass sie identifiziert und weiter verarbeitet werden kann.

Mechanismus der PCR

Die Vorgange der PCR a&hnelt den Reaktionsschritten der natirlichen
DNA-Replikation. Die PCR benétigt neben der zu amplifizierenden DNA-Sequenz als
Matrix, auch geeignete Startermoleklle (Primer) und eine thermostabile DNA-
Polymerase.

Die PCR-Experimente werden in sogenannten Thermocyclern durchgeflhrt.
Dieser besteht aus einem Reaktionsraum fir die ProbengeféaBe, dessen Temperatur
Uber ein selbst zu bestimmendes Programm zu steuern ist. Die PCR beginnt mit der
Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-Doppelstranges in seine Einzelstrange
durch Erhitzen auf ca. 90°C. Im Anschluss erfolgt in Folge der Abklhlung auf die
sog. Schmelztemperatur die Anlagerung (Hybridisierung) der Primer an die
einzelstrangige DNA. Dadurch ist es nun far die DNA-Polymerase méglich vom 3’-
Ende der Primer ausgehend den Gegenstrang mit freien Desoxy-Nucleotid-
Triphosphaten (dNTPs) zu synthetisieren. Die hierfir erforderliche Temperatur
entspricht dem Temperaturoptimum (ca. 71°C) der gewahlten Polymerase. Daran
anschlieBend wiederholt sich der Zyklus von neuem, sodass mit jedem Zyklus die

gewlinschte DNA-Sequenz exponentiell vervielfaltigt wird.

Primersequenzen

Entscheidend fur die PCR ist die Konstruktion der Primer. Diese dienen fur die
Polymerase als Startermolekile und bestimmen durch Bindung an die Matrizen-DNA
die zu kopierende Sequenz. Die Primer sind spezifisch durch ihre Sequenz und
Lénge, sodass sie im Genom nur die Ziel-DNA eingrenzen und deren Vervielfaltigung
einleiten.

Alle DNA-Oligomere (Primer) wurden von Carl Roth GmbH&Co. in Karlsruhe
in Liefermengen von jeweils ca. 150 pg synthetisiert. Tabelle 3 zeigt alle
verwendeten Primer mit zugehdrigen Sequenzen. Diese DNA-Oligomere haben
meist eine Lange von etwa 20 bis 24 Nucleotiden mit einem Guanosin/Cytosin-
Gehalt von 40% bis 55%. Sie hybridisieren mit der DNA bei Unterschreitung ihrer
sogenannten Schmelztemperatur (Ty,). Tm berechnet sich nach T, (Primer) =
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(A+T)x2°C + (G+C)x4°C und wurde zwischen 60°C und 65°C gewahlt mit weniger

als 2°C-Differenz zwischen Tn(forward-Primer) und T (reverse-Primer).

Primer

Sequenz

Position

Intron 4-RV Hind 1l mit
Restriktionsstelle Hind Ill (1)

5-GCA CAT GGC TGA AGG GCA CGTAGTTTCC -3

antisense: 3090-3114

Intron 4-FW XHO | mit
Restriktionsstelle XHO | (1)

5- GCA|C1TC GAG| TGG TCA TCG ACT ACT TCC AGA ACC -3’

sense: 2592-2615

Intron 4-FW
(markiert mit 5"-FAM)

5-TGG TCA TCG ACT ACT TCC AGAACC -3

sense: 2592-2615

Intron 4-RV 5'- CAT GGC TGA AGG GCACGT AGTTTICC -3’ antisense: 3090-3114
121ins2-FW 5-GGC CTT GTG TCC AGG GAC - 3’ sense: 2422-2439
121ins2-RV 5-TGT GTG TGA GAG TGA GGG TGT AAG - 3’ antisense: 3174-3197
GPllla-FW 5-ATT GCT GGACTTCTCTTT GGG -3 sense: 136-156
GPllla-RV 5- GAT AAT TTA AGC AGA CAC GTT CAT - & antisense: 746-769

Tabelle 3: Oligonukleotide mit zugehdriger Sequenz und Position

2.2.3 PCR-Produkte

Alle PCR-Ansatze setzten sich aus den selben Lésungen und Konzentrationen

zusammen, die in folgender Tabelle 4 aufgefihrt sind.

Lésung Konzentration Menge
(10x)-reaction buffer incomplete 2,5l
dNTP-Mix aus 10 mM je Nukleotid 0,64
dATP,dCTP,dGTP, dTTP

Pwo/Tag-Polymerase 2.5 Units/pl 0,4pl
MgCl, 25 nmol/pl 1,8ul
forward-Primer 10 pmol/ul 1ul
reverse-Primer 10 pmol/ul 1ul

Tabelle 4: PCR-Ansatz
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Entsprechend wurden die einzelnen Ansatze fir die PCR mit 120 ng DNA-Probe und
Aqua bidestillata zu einer Gesamtmenge von jeweils 25 ul vorbereitet. Die hierbei
verwendeten Primersequenzen werden aus Tabelle 5 ersichtlich.

Die jeweiligen Ansatze wurden mit Hilfe des Peltier Thermal Cyclers

automatisch nach folgendem Programm bearbeitet:

Reaktionsschritt Temperatur Dauer
initiale Denaturierung 94 °C 120 Sekunden
Denaturierung 94 °C 30 Sekunden
30 Zyklen Hybridisierung 58 °C 30 Sekunden
Extension 68 °C 60 Sekunden

finale Extension 68 °C 20 Minuten

Tabelle 5: PCR-Programm

Als Produkte aus den PCR-Versuchen amplifizierten wir mit:

1. Intron 4-Primern: Intron 4-Sequenz fir die Fragmentlangenanalyse (FAM-
markiert) und fir die Sequenzierung (unmarkiert)

2. 121ins2-Primerpaar: Exon 4-Intron 4-Sequenz fir die Detektion der 121ins2-
Mutation

3. GPllla-Primerpaar: Glycoprotein Illagson 1-Sequenz als Restriktionskontrolle in
der 121ins2-Detektion

4. Intron 4-RV Hind lll- und Intron 4-FW XHO | Primerpaar: Intron 4-Sequenz mit
Schnittstellen als Klonierungssubstrat (Insert)

2.2.4 Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Gelelektrophorese wurden die PCR-DNA aufgetrennt und
visualisiert. Die Elektrophorese trennt die DNA-Fragmente aufgrund ihrer GréBe
durch Wanderung in der Gelsubstanz in einem elektrischen Feld auf. Entsprechend
unserem Protokoll wurden 2% Agarose-Gele (aus 1g Agarose und 50ml 1xTAE-
Puffer) mit 5 pl Ethidium-Bromid vorbereitet. Die Geltaschen wurden jeweils mit
Aliquots aus 5ul amplifiziete DNA und 1,20 pl BlueRun beladen. Als Laufpuffer
diente 1XTAE-L6sung. Die PCR-Produkte wurden bei einer Spannung von 90 Volt
fir etwa 50 min aufgetrennt. Als GréBenstandard wurden 5 pl der Mischung
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bestehend aus 20 pl Standardkonzentrat, 50 pl 5x BlueRun und 180ul aqua
bidestillata verwendet. Im Anschluss an die Gelelekirophorese erfolgte das
Sichtbarmachen der angefarbten DNA-Banden unter der Ultraviolettstrahlung und die
Dokumentation der Ergebnisse auf Fotopapier (siehe Abbildung 15). Als Produkt
der Elektrophorese konnten mutante und der Wildtyp der Intron 4-Allele detektiert
und durch ihre Position zum verwendeten GrdBenstandard auch ihre GréBe grob
bestimmt werden.

2.2.5 Detektion der 121ins2-Mutation (DNA-Restriktion)

Zum Nachweis der 121ins2-Mutation verwendeten wir die Methode der DNA-
Restriktion, da das mutante DNA-Fragment eine geeignete Schnittstelle flr das
Restriktionsenzym BsiBI bietet (siehe Abbildung 14).

Wildtyp 5..CTACTTCCCC... 3
v
121ins2-Mutation 5..CTAC[TTTCGAA CCC... 3

Abbildung 14: Erkennungssequenz mit Schnittstelle (|I|) der BstBl-Endonuclease

Vor der Verarbeitung wurden die PCR-Amplifikate mit QIAquick PCR-
Purification Kit nach Herstellerprotokoll aufgereinigt. Uber Nacht inkubierten wir die
Aliquots aus 30 pl gereinigter DNA, 5 ul aqua bidest., 4 ul 10x NE Buffer 4 und 20
Units BsiBI-Restriktionsenzym. Zur Kontrolle der Restriktionsreaktion diente eine
PCR-amplifizierte Glycoprotein lllagwon 1-Sequenz (siehe Tabelle 3), die eine
geeignete Schnittstelle aufwies. Kontrollaliquots bzw. mutante 121ins2-Fragmente
waren danach durch elektrophoretische Auftrennung im 2% Agarosegel unter UV-
Belichtung als Doppelbanden zu erkennen (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Beispiel einer Gelelektrophorese
nach DNA-Restriktion

Fach 1: Standard XIV

Fach 2 - 4: untersuchte Proben

Fach 5: geschnittenes Kontrollaliquot

Fach 6: unbehandeltes natives Kontrollaliquot

2.2.6 Fragmentlangenanalyse

Mit der Fragmentldngenanalyse (FLA) besteht eine Méglichkeit, die Lange der
zuvor in der Gelelektrophorese detektierten varianten Intron 4-Allele, d.h. PCR-
Produkte mit einer GréBe ungleich 523 bp, exakt zu bestimmen.

Der Analyzer besteht aus einer speziellen Kammer fir die Proben, einem

Laserscanner und einem Rechner mit Steuerungs- und Auswertungssoftware. Wie
bei der Elektrophorese wandern aufbereitete DNA-Proben mit einer von ihrer Lange
abhangigen Laufgeschwindigkeit im Gel und erreichen bei verschiedenen
Zeitpunkten die Scan-Zone eines Lasers. Auch bei der FLA Iauft parallel zur
untersuchten Probe ein Standard mit bekannten DNA-GréBen, der jedoch zur
Unterscheidung mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert ist.
Der Laserscanner detektiert und differenziert die Lichtsignale der farbstoffmarkierten
DNA-Segmente der Probe und des Standards. Abhangig von der Intensitat der
Lichtsignale und durch Vergleich der Probe mit dem Standard berechnet der
Rechner mit Hilfe der Software als Endprodukt das sogenannte Elektropherogramm
(siehe Abbildung 16). Die einzelnen Fragmente des Standards und der Probe sind
als Gipfel zu erkennen, deren Hbéhen den gemessenen Signalintensitaten
entsprechen. Aus der Position der Peaks auf der x-Achse Iasst sich so die genaue
Lange der Fragmente bestimmen. Heterozygote Allele mit verschiedenen DNA-
Fragmentlangen zeigen entsprechend zwei Peaks, die mit den Doppelbanden der
Gelelektrophorese vergleichbar sind.
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Abbildung 16: Elektropherogramm: DNA-Probe mit einer Lange von 520 bp (blau); DNA-
Langenstandard (rot)

Der von uns verwendete Genescan-2500 ROX Standard-DNA erlaubte den
Vergleich mit DNA-Fragmenten bis zu einer maximalen Lange von 536 bp, sodass

langere Allele durch eine Sequenzierung bestimmt werden mussten.

Far die FLA bereiteten wir Aliquots wie folgt vor:
1 ul 1:10 verdiinntes PCR-Produkt
+ 0,5 pyl Genescan-2500 ROX Standard
+ 12 pl Formamid (zur Verhinderung der Bildung von Sekundarstrukturen)

Nach Denaturierung durch Erhitzen auf 90°C und Eisbehandlung flr jeweils 2 min
fihrten wir die Analyse in einem Perkin Elmer ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer
durch. Die Daten wurden mit der Sequencing Analysis 3.4.1 Software auf einem
Power Macintosh (7200/120) analysiert.

2.2.7 DNA-Klonierung

Zur genauen Bestimmung der Sequenz eines DNA-Fragments bendtigt man
dessen Kopie in hoher Zahl und reiner Form. Hierzu bedient man sich der
Klonierung, da die DNA-Fragmente aus der PCR mit Fehlern behaftet sein kénnen.

Ein Klonierungsexperiment besteht i.d.R. aus folgenden grundlegenden Schritten:

1. Konstruktion eines rekombinierten DNA-Molekils durch Einfiihren des DNA-

Fragments (Insert) in ein ringférmiges DNA-Molekul (Vektor)
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2. Einschleusen (Transformation) des rekombinanten DNA-Moleklls in die
bakterielle Wirtszelle

3. Vermehrung der Wirtszelle und mit ihr das rekombinante DNA-Molekul zu
Kolonien (Klone)

Ergebnis: jede Kolonie enthélt ein einzelnes rekombiniertes DNA-Molekdl in

vielen Kopien.

Aus genomischer DNA reamplifizierten wir nach bereits beschriebenem Protokoll
die varianten Intron 4-Allele mit den Primern Intron 4-FW XHO | und Intron 4-RV Hind
[ll, sodass die PCR-Produkte die Restriktionsstellen XHO | und Hind Il enthielten
(siehe Tabelle 3). Im Anschluss erfolgt die Auftrennung und Darstellung des Allels im
2% Agarosegel. Die Bande wurde aus dem Gel herausgeschnitten und dann mit dem
QIlAquick Gel Extraction Kit die darin enthaltene DNA isoliert.

Dieses DNA-Fragment (Insert) flgten wir mit dem pBluescript-Vektor zum
rekombinanten DNA-Molekil zusammen. Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen
wurde hierzu der Vektor ge6ffnet und an den Enden der amplifizierten Gensequenz
komplementére Schnittstellen geschaffen, die eine Ligation von Vektor und Insert zu

einem Ringkomplex ermdglichen.

Zur Transformation mit dem rekombinanten Plasmid verwendeten wir Escherichia
coli-Zellen des Stammes JM 101. Sie waren durch Vorbehandlung auf Eis mit CaCl,
in ,kompetente Zellen®, d.h. Fahigkeit zur Aufnahme von rekombinanter DNA,
verwandelt worden. Eine unkontrollierte Ausbreitung der gentechnisch veranderten
apathogenen Zellen auBerhalb definierter Nahrmedien wurde durch einen
Selektionsmarker (Thymidin-Zufuhr abhangige DNA-Replikation) unterbunden.
Weiterhin wurden die Arbeiten in einem Genlabor der Sicherheitstufe 1 durchgeflhrt.
Far die Klonierung langerer Allele setzten wir das Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit
von Invitrogen ein. Der Vorteil dieser Methode liegt in der direkten Insertion von
‘blunt-end™ PCR-Produkten in einen Plasmid-Vektor, ohne dass vorher eine
Restriktion der Inserts erfolgen muss. 4 ul PCR-Produkt wurde zu 10 ng TOPO-
Vektor ligiert, die in TOP 10 One Shot Chemically Escherichia coli-Zellen kloniert

wurden.
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Die Selektion der rekombinanten Escherichia coli-Klone basiert auf der
Untersuchung ihrer Ampicillinresistenz und fehlender a-Komplementation (d.h.
Fehlen des a-Peptidanteils der B-Galaktosidase). Der Einbau des Plasmids verleiht
den transformierten Bakterien eine Ampicillinresistenz. Um die Klone zu
identifizieren, die auch das Insert tragen, untersucht man deren B-Galaktosidase-
Aktivitéat. Die B-Galaktosidase wird anteilig vom Bakteriengen und vom Plasmidgen
kodiert. Wird das Plasmidgen jedoch durch den (gewlnschten) Einbau des Inserts
verandert, sind Bakterien mit diesem rekombinantem Plasmid nicht fahig pB-
Galaktosidase zu bilden und X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactosid) in ein
blaugriines Indoxylderivat abzubauen. Setzt man Agar X-Gal und als Induktor
wirksames IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) sowie Ampicillin zu, so bilden
Bakterien mit dem normalem Plasmid blaue und Zellen mit dem rekombinantem

Plasmid hingegen weiBe Kolonien aus.

Insertion amplifizierter DNA in den Vektor

50 pl des gereinigten Klonierungssubstrats (Intron 4 des SP-B Gens) wurden
mit je 10 pug p-Bluescript, 35 ul H2O, 10 pl NE Buffer 2 (Restriktionspuffer), 50 Units
XHO | und 50 Units Hind Il fiir 6 Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurden Insert
und Vektor mittels QlAquick PCR Purification Kit gereinigt und anschlieBend mit 30 pl
H>O eluiert. Bei der Dephosphorylierung wurde ein Aliquot aus 30 pl gereinigtem
Vektor, 5 ul Dephosphorylationspuffer, 1 Unit alkalische Phosphatase und 14 pl H>O
fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Es folgte die erneute Reinigung des
dephosphorylierten Vektors mittels QIAquick PCR Purification Kit und Eluieren mit 30
ul H2O. Etwa 100 ng dephosphoryliertes p-Bluescriptvektor und 180 ng Insert wurden
gemischt und mit 5 Units T4-DNA-Ligase, 0,1 umol ATP und 2 pul Ligationspuffer tber
Nacht bei 16°C inkubiert.

Transformation mit Plasmid-Insert-Komplex

Zur Anzucht der Escherichia coli-Kulturen stellten wir zunachst eine Vorkultur
aus 20 ml Luria-Bertani Medium (LB Medium) und 20 ul Escherichia coli her, die bei
37°C Uber Nacht im Schattler mit 250 rpm inkubiert wurden. Die Hauptkultur setzte
sich aus einer Mischung aus 100 pl Vorkultur und 20 ml LB Medium, die ebenfalls im
Schittler bei 250 rpm und 37°C fir zwei Stunden inkubiert wurde. Die Hauptkultur
wurde bei 4°C und 2500 rpm fir 20 min zentrifugiert und das Zellpellet in 10 ml
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CaCl, geldst und erneut bei 4°C und 1500 rpm far 20 min abzentrifugiert. SchlieBlich
wurde das Pellet in 2 ml CaCl, gelést und fur 24 Stunden auf Eis aufbewahrt. Am
nachsten Tag wurden 100 pl der hergestellten kompetenten Wirtszellkultur 30 min
auf Eis mit 20 pl Ligaseansatz sanft suspendiert. Zur Aufnahme der angelagerten
Plasmide wurden die Zellen 90 sec bei 42°C inkubiert und einige Minuten auf Eis
gestellt. Zur Expression der Antibiotikaresistenzgene wurden sie in 200 ul LB
Medium 45 min bei 37 °C inkubiert.

Anzucht und Selektion

LB Agar wurde autoklaviert und nach Zugabe von 60 pg/ml Ampicillin auf
Petrischalen mit je 20 ml verteilt. Die abgekuhlten Agarplatten wurden mit einem
Gemisch aus 4,4 mg X-Gal und 0,4 mg IPTG gleichmaBig ausgestrichen. Nach 30
min konnte jeweils 100 pl der transformierten Zellkultur auf den Agarboden
verstrichen werden. Nach Inkubation bei 37°C Uber Nacht wurden einzelne weiBe
Klone selektiert und in 5 ml LB Medium mit 6 pl Ampicillin Gber Nacht mit 250 rpm bei
37 °C geschiuittelt.

Zur Isolation der rekombinanten Plasmid-DNA verwendeten wir das QlAprep
Spin Miniprep Kit nach Herstellerprotokoll. Durch Restriktion mit XHO | und Hind Il
oder durch Fragmentlangenanalyse nach PCR-Amplifikation mit dem Primerpaar
Intron 4-FW (markiert mit 5-FAM) und Intron 4-RV wurden die Klone auf das

Vorhandensein des Inserts hin durchsucht.

2.2.8 DNA-Sequenzierung

Als letzte Untersuchung fuhrten wir zur genauen Entschlisselung des DNA-
Codes der klonierten Intron 4-Allele die Sequenzierung nach der herkémmlichen
Kettenabbruchmethode nach Sanger-Coulson (1977) durch. Die Technik ist eine
spezielle PCR-Amplifikation mit anschlieBender elektrophoretischer Auftrennung. Die
Unterschiede zur normalen PCR sind, dass man erstens nur einen Primer
verwendet, um nur einen Strang der DNA-Matrize zu kopieren, und zweitens
zusatzlich zu den Ublichen Desoxynukleotiden (dNTPs) chemisch modifizierte und
fluoreszenzmarkierte Nucleotide (DidesoxyNTPs = ddNTPs) einsetzt, die einen
gewtinschten Abbruch der Kette bewirken. Die Strangsynthese wird in Gang gesetzt,
indem man die DNA-Polymerase und die vier dNTPs zusetzt. AuBerdem fligt man
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dem Ansatz das abgewandelte ddNTP hinzu. Da dem ddNTP in der 3’-Position der
Zuckergruppe die Hydroxylgruppe fehlt, kann die Polymerase an diese kein weiteres
Nukleotid anfiigen und die Strangsynthese bricht ab. Das Ergebnis ist eine
Sammlung von DNA-Strangen unterschiedlicher Lange, die aber alle mit einem
ddNTP enden. Dabei sind die vier verschiedenen ddNTPs (ddATP; ddCTP; ddGTP;
ddTTP) mit 4 verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert.

Die elektrophoretische Auftrennung des Reaktionsproduktis erfolgt mit einem
Kapillar-Elektrophoresesystem unter einem Fluoreszenzdetektor. Der Detektor
indentifiziert die von den einzelnen Banden ausgehenden Fluoreszenzsignale und
Ubermittelt die Daten an den Rechner, der dann die Informationen in die DNA-
Sequenz Ubersetzt und als Chromatogramm (Abbildung 17) darstellt.

TTREMNEFGEACTARE CTOA CTOCT GITEONTONT CECAGGC O TETENCRCCATGEEG AGOCACACACACRGCAT COCAGE CAG OCAG ACAE AL AC FCAC AC AC ACRE MCACACAC NG CAC CCH
10 2 20 40 100 110 120 130

f AN/ i,.i.J..u_u._ ﬂ.“.u} il l il hl“ i HLm A

r . v
\AG CCGECCAG ACACAR ACAC ACAGCACCCCAS CCAGC Qe ACACACACACAS M IEACAC ACAACARCC CCAGC TGGC CGE AT AC IC ACACACACAGT ACC CCRGCTEECCG
140 150 180 170 180 180 200 210 220 230 240

g O

Abbildung 17: Beispiel eines Chromatogramms als Produkt der Sequenzierungsanalyse

Fir die Sequenzierung wurde ein 10 pl Reaktionsansatz aus 1000 ng
Plasmid-Insert-Komplex, 15 pmol unmarkiertes Intron 4-FW oder -RV (Tabelle 3) und
2,0 pyl Premix Big Dye vorbereitet. Die Sequenzierreaktion wurde in einem Peltier
Thermal Cycler nach folgendem Programm durchgefihrt:

Reaktionsschritt Temperatur Dauer
initiale Denaturierung 96 °C 15 Sekunden
Denaturierung 96 °C 10 Sekunden
25 Zyklen Hybridisierung 50 °C 5 Sekunden
Extension 60 °C 240 Sekunden

Tabelle 6: PCR-Programm bei der Sequenzierung
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Im Anschluss wurden die Sequenzierungs-Proben mit einer Ethanolfallung
gereinigt. Die Proben wurden dann abzentrifugiert und das gewonnene Pellet in
einer Vakuum-Zentrifuge 5 min getrocknet. Vollstandig aufgel6st in 12 ul TSR-Puffer
folgte die Denaturierung nach bekanntem Protokoll. Mit einem ABI Prism 310
Genetic Analyzer von Perkin Elmer (Weiterstadt) und Sequencing Analysis 3.4.1

Software fuhrten wir die Sequenzierung zu Ende.

2.3 Labortechnische Gerate, Chemikalien, Puffer und Losungen

Labortechnische Gerate

Drucker Deskjet 1600 CM, Hewlett-Packard Development Company,
USA

Elektrophoresekammer Owi Separation Systems, Portsmouth, Niederlande

Elektrophoresenetzgerat Stabilisiertes Netzgerat 500V 0,5A,Firma Bachhofer,

Deutschland

Inkubator-Schiitteltruhe Certomat® U, B. Braun Biotech International GmbH, Sartorius

Laborwaage

Mikrowellengerat

PCR-Thermocycler

pH-Meter
Rechner
Sequenzierautomat

Software

Thermocycler
Vakuumzentrifuge
Videokamerasystem
Vortex

Wasserbad

Zentrifuge

AG, Gottingen, Deutschland
Kern 824, Gottl. Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland

HMT 702 C, Bosch Hausgerate GmbH, Minchen,
Deutschland

MJ Research PTC-200, Biozym Diagnostik GmbH, Hess.
Oldendorf, Deutschland

CG 840, Schott Geréte, Hofheim a.Ts, Deutschland
Power Macintosh 7200/120, Apple, San Jose, USA
ABI Prism 310, Perkin Elmer, Weiterstadt, Deutschland

Sequencing Analysis 3.4.1 und Gene Scan Analysis
3.1.2, Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland

Trio Thermoblock, Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland
Firma von Keutz Labortechnik, Reiskirchen, Deutschland
Gel Print 2000i, BioPhotonics Corporation, Ann Arbor, USA
VF2, Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland

Julabo U3, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach,
Deutschland

30 RF, Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland
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Chemikalien

Agarose SeaKem LE Agarose®, BioProducts, Rockland, Maine, USA

Ampicillin sodium salt (50 mg/ml) Sigma Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

ATP, lithium salt (100 mM)
Bacto®-tryptone
Bacto®-yeast-extract

Bacto® TM-agar
Bakterienstamm E.coli JM 101
Calciumchlorid (CaCly)

Dephosphorylation Buffer
(10x conc.)

5xDNA BlueRun™
PCR Nukleotid-Mix (dNTP’s)
EDTA-Na**

Essigsaure 99%

Ethanol

Ethidium Bromid
(aqueous sol. 1% w/v)

Formamid (CHsNO SigmaUltra®)

Hind IlI - Restriktionsenzym
(20.000 U/ml)

Klonierungs- und Expressionvektor:

pBluescript Il AmpR
lacZ mit MCS

Ligation Buffer (10x conc.)

Magnesiumchlorid (MgCly)
(25mM)

Methanol (Chromasolv ®)

Natriumchlorid 0,9%
Natrium-Acetat
NE Buffer 2 (10x conc.)

NE Buffer 4 (10x conc.)

Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland
Difco Laroratories, Detroit, USA

Difco Laboratories, Detroit, USA

Difco Laboratories, Detroit, USA
Stratagene, Heidelberg, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland

Hybaid-AGS Heidelberg, Deutschland
Finnzymes QY, Espoo, Finland
Titriplex®, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Riedel-de Haen Laborchemikalien GmbH, Seelze,
Deutschland

Riedel-de Haen Laborchemikalien GmbH, Seelze,
Deutschland

Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland

New England Biolabs inc., Beverly, USA

Stratagene, Heidelberg, Deutschland

Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland
Hybaid-AGS Heidelberg, Deutschland

Riedel-de Haen Laborchemikalien GmbH, Seelze,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

New England Biolabs inc., Beverly, USA

New England Biolabs inc., Beverly, USA



(Fortsetzung Chemikalien)
Phosphatase alkaline (1 U/ul)

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
(IPTG)

Polymerase:
Tag/Pwo Mix (2,5 units/pl)

Premix:
Big Dye™ Terminator RRMix

QlAamp® DNA Mini Kit (250)
QIAprep® Spin Miniprep Kit
QlAquick® Gel Extraction Kit
QlAquick® PCR Purification Kit

Reaction Buffer incomplete
(10x)

Restriktionsenzym BstBI

DNA Molecular Weight Marker
(0,25 pg/ul) XIV: 0,1-2,6 kbp
VI: 0,15-2,1 kbp

Standard: Genescan® 2500 ROX
Size Standard (8 nM)

T4 DNA Ligase (5 U/pl)
Trisbase (Trizma® Base)
Template Suppression Reagent
(TSR)

UV-Safe-TAE® (50x)

X-gal (50 mg/ml)

XHO | - Restriktionsenzym
(20.000 U/ml)

MATERIAL UND METHODEN 45

Boehringer Mannheim GmbH, Deutschalnd

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Hybaid-AGS Heidelberg, Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Hybaid-AGS Heidelberg, Deutschland

New England Biolabs inc., Beverly, USA
Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland

MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland
Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

New England Biolabs inc., Beverly, USA



Lésungen und Puffer
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TAE-Puffer (50x)
(Tris-Acetat-EDTA-Puffer)

TAE-Puffer (5x)
TAE-Puffer (1x)
UV-Safe-TAE (1x)

Bluerun

Agarosegel 2%

LB-Medium (Luria Bertani)

Agar

2.4 Statistische Auswertung

242 g Trisbase + 57,1 ml Essigsaure (99%) + 100 ml
EDTA-Na** 0,5 M ad 1000 ml aqua dest. (pH : 7,6-7,8)

10 pl TAE (50x) ad 300 pl aqua dest.
20 ml TAE (50x) ad 1000 ml aqua dest.
20 ml UV-Safe-TAE (50x) ad 1000 ml aqua dest.

100 pl Glycerin 50% + 100 pl Brohmphenolblau 0,4%
+ 300 pl TAE-Lésung (5x)

1 g Agarose + 50ml TAE (1x)

10,0 g Bacto-tryptone + 5,0 g Bacto-yeast-extract + 10,0 g
NaCl 0,9% ad 1000 ml aqua dest. (pH : 7,0. Einstellen mit ca.
3 ml NaOH 1M)

500 ml LB-Medium + 7,5 g Bacto-agar

Die statistische Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte fur kontinuierliche

Variablen anhand des Wilcoxon-Tests. Kategorische Variablen wurden mittels x*-

Test verglichen. Als statistisch signifikant wurden Unterschiede mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 angesehen.



3. ERGEBNISSE

3.1 Klinische Daten der Neugeborenen
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Die klinischen Daten der untersuchten Neugeborenen wurden prospektiv

erfasst und in Tabelle 7 aufgefuhrt.

Kontrollen TTN-Gruppe P
Anzahl; n 83 74
Gestationsalter (Median, Min-Max) 39 (37-41) Wo 38 (37-41) Wo 0,085
Geburtsgewicht (Mittelwert +SD) 3325 (+ 541) g 3091 (+ 435) g 0,006
hypotroph (< 10.Perzentile); n (%) 7 (8,4%) 10 (13,5%) 0,441
hypertroph (> 90.Perzentile); n (%) 6 (7,2%) 3 (4,1%) 0,624
Geschlechtsverteilung ¢ : & 46 : 37 24 : 51 0,004~
Geburtsmodus Sectio ceasarea; n (%) 25 (30,1%) 52 (70,3%) <0,001*
Apgar-Scores min< 7; n 0 0
Arterieller Nabelschnur pH < 7,10; n 0 0

Tabelle 7 : klinische Daten der Neugeborenen; * signifikant

Kontroll- und TTN-Gruppe zeigten keinen statistischen Unterschied in der
Verteilung des Gestationsalters. Apgar-Score <7 nach 5 Minuten und arterieller
Nabelschnur pH < 7,10 wurden entsprechend der Ausschlusskriterien nicht
registriert. In der TTN-Gruppe fanden sich im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
mehr mannliche Neugeborene (68,9% vs 44,6%, p=0,004) und mit Sectio ceasarea
entwickelte Neugeborene (70,3% vs 30,1%, p<0,001). Mit ihrem Geburtsgewicht
lagen die TTN-Patienten signifikant niedriger als ihre Kontrollen (3091g vs 3325¢,
p=0,006). Der  Anteil
Wachstumsretardierung (d.h. ein Geburtsgewicht unter der 10. Perzentile der Norm
fir das Gestationsalter, IUGR) oder hypertropher Kinder (Uber der 90. Perzentile)

hypotropher ~ Neugeborener  mit  intrauteriner

wies keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen auf.



ERGEBNISSE 48

Wir analysierten die Anteil der Patienten mit transienter Tachypnoe bezlglich
Sauerstofftherapie (CPAP und Sauerstoffzufuhr Gber Maske) und Beatmung,
antibiotische Prophylaxe und Komplikationen (Pneumothorax). Die Auswertung
ergab, dass bei 54,1% der untersuchten TTN-Kinder (40/74) eine antibiotische
Therapie durchgefihrt wurde. Fast alle Patienten (73/74; 98,7%) zeigten einen
Sauerstoffbedarf Gber Raumluft mit einer durchschnittlichen Dauer von 42,2(+)38,1
Stunden (Mittelwert(z)Standardabweichung). 24,3% der Neugeborenen (18/74)
erhielten zudem eine CPAP-Atemhilfe. Eine Intubation und Beatmung war bei 9 von
74 Patienten (12,1%) erforderlich. Bei 2 Patienten komplizierte ein Pneumothorax
den klinischen Verlauf. Hierbei zeigten Wildtypen und Tréager eines varianten Intron
4-Allels keinen statistischen Unterschied in der Verteilung der untersuchten
Variablen. Die Daten sind zur Ubersicht differenziert in Tabelle 8 aufgefiihrt. Die
Kontrollen erhielten entsprechend der Einschlusskriterien als gesunde reife
Neugeborenen keine Therapie.

Intron 4 -

insgesamt  Wildtyp . P
(n=74) (n=67) Polymorphismus
(n=7)
Antibiotische Therapie
- Anzahl, n (%) 40 (54,1%) 36 (53,7 %) 4 (57,1 %) 0,821
Sauerstoffbedarf iber Raumluft
- Anzahl, n (%) 73 (98,7 %) 66 (98,5 %) 7 (100 %) 0,165
CPAP
- Anzahl, n (%) 18 (24,3 %) 16 (23,8 %) 2 (28,6 %) 0,856
Beatmung
- Anzahl, n (%) 9(121%) 7 (10,4 %) 2 (28,6 %) 0,426
Pneumothorax
- Anzahl, n (%) 2 (2,7 %) 2(3%) 0 0,449

Tabelle 8: Therapie- und Verlaufsiibersicht aller TTN-Kinder differenziert nach Trager des Wildtyp-
Allels und Intron 4-Polymorphismus; angegeben sind jeweils Anzahl n und prozentualer Anteil der
Patienten.
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3.2 Analyse der Intron 4-Sequenzen des SP-B Gens

Es wurde eine PCR zur Isolation und Amplifikation des SP-B Intron 4 Gens
etabliert. Die Auftrennung dieser Intron 4-Produkte in der Gelelektrophorese
detektierte 14 Neugeborene als heterozygot fur ein variantes Intron 4-Allel. 11 dieser
14 Heterozygoten hatten ein kirzeres Allel und drei ein langeres Allel. Die restlichen
143 Kinder der Gesamtgruppe waren homozygot fiir den Wildtyp des SP-B Intron 4
Gens, dessen Lange 523 bp betragt. Somit lag die Haufigkeit des Intron 4-
Polymorphismus im gesamten Patientenkollektiv bei 8,7%.

Anhand der Fragmentldngenanalyse bestimmten wir die exakte Lange der
varianten Allele. AuBerdem konnten auch solche Allele identifiziert werden, die
wegen ihres kleinen Langenunterschieds in der Gelelektrophorese nicht
aufzutrennen waren. Es wurden insgesamt drei verschiedene variante Allele isoliert,

deren Verteilung aus Tabelle 9 zu ersehen ist.

Lange der varianten Allele Anzahl der Neugeborenen
523 bp (Wildtyp) 143
523 bp + 245 bp 3
523 bp + 358 bp 8
523 bp + 570 bp 3

Tabelle 9: Verteilung der Intron 4-Allele in der untersuchten Gesamtpopulation

Vergleicht man die Haufigkeit der Intron 4-Variation zwischen der
Kontrollgruppe (n=83) und TTN-Gruppe (n=74), so unterscheiden sie sich statistisch
nicht (siehe Tabelle 10). 91,6% (76/83) der gesunden Kinder und 90,5% (67/74) der
kranken Neugeborenen waren homozygote Trager fur das Intron 4-Wildtyp-Gen. Ein
signifikanter Unterschied konnte auch bei der Verteilung der Pravalenzen der
varianten Allele zwischen den beiden Gruppen nicht nachgewiesen werden. Ferner
zeigten beide Gruppen keine signifikante Abweichung vom Hardy-Weinberg
Gleichgewicht (x*-Test: p=0,70 fiir die Kontrollen, p=0,64 fiir die TTN-Gruppe).
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Intron 4-Allel Kontrollen (n=83) TTN-Gruppe (n=74) P

523 bp (Wildtyp) 76 (91,6%) 67 (90,5%) 0,969
245 bp 2 1 0,899
358 bp 3 5 0,622
570 bp 2 1 0,969

Tabelle 10: Verteilung der Intron 4-Allele innerhalb der Gruppen

Durch die Gensequenzierung wurde schlieBlich der genaue Aufbau des Intron

4-Polymorphismus bestimmt. Die Ergebnisse der Analyse von Insertion oder Deletion

von Motiven bei den varianten Allelen ist in der folgenden Tabelle 11
zusammengefasst.
Allele Anordnung der Motive Anzahl der Motive

523 bp (Wildtyp)

1;2;3;4;5;6;7:;8;9;10;11

11

245 bp 1;10;11 3
358 bp 1;2;3;4;10;11 6
570 bp 1;1:,2;3;4;5;6;7:8;9;10;11 12

Tabelle 11: Verteilung der Motive und Aufbau des identifizierten Polymorphismus

3.3 121ins2-Mutation

Bei keinem der Neugeborenen detektierten wir eine heterozygote 121ins2-
Mutation im SP-B Exon 4-Gen. Ohne die Mutation lag fir die Restriktion mit BstBI

keine geeignete Schnittsequenz vor, sodass keine der von uns untersuchten PCR-

Produkte in der Restriktionsreaktion geschnitten wurde.
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4. DISKUSSION

4.1  Allgemeiner Teil

Die transiente Tachypnoe ist die haufigste Form der postnatalen Atemstérung
reifer Neugeborener. Sie wurde erstmals vor fast 40 Jahren von Avery et al.
beschrieben [Avery et al., 1966]. Bis heute ist die Pathogenese nicht eindeutig
geklart, sodass verschiedene Erklarungsmodelle existieren. Im Folgenden soll
zunachst ein Uberblick Giber die Vorgénge wahrend der pulmonalen Adaptation mit
ihrer Umstellung von der plazentaren auf die postnatale pulmonale
Sauerstoffversorgung diskutiert und der Zusammenhang zwischen einer gestérten
Adaptation und der Entstehung der TTN des Neugeborenen herausgearbeitet
werden. Spater wird dann auf die besondere Rolle von Surfactantprotein B in diesem
Rahmen eingegangen.

4.1.1 Resorption der fetalen Lungenfliissigkeit

Die Geburt stellt fir das Neugeborene einen komplexen Anpassungsvorgang
insbesondere des Herz-Kreislauf- und Lungensystems an das extrauterine Leben
dar. Stérungen dieser Adaptationsprozesse kdnnen Uber die Entstehung eines
interstitiellen Lungenédems als erster Schritt an der Pathogenese der TTN beteiligt
sein.

Zum Zeitpunkt der termingerechten Geburt ist die Lunge morphologisch reif
und zum suffizienten Gasaustausch fahig. Die Lunge ist intrauterin ein
flussigkeitsgefillter Organ, in der kein Gasaustausch stattfindet. Nach Durchtrennung
der Nabelschnur erfordert die Umstellung vom plazentarem auf den pulmonalen
Gasaustausch eine rasche Resorption der alveolaren fetalen Lungenflissigkeit und
der Ersatz durch Atemgas. Die fetale alveolare Flussigkeit wird kontinuierlich vom
Lungengewebe sezerniert. Analysen und Studien Ober die chemische
Zusammensetzung von Amnion- und Alveolarflissigkeit, Plasma und Lungenlymphe
und elektrochemische Untersuchungen des Alveolarepithels flhrten zu den
entscheidenden Kenntnisse lber die Membraneigenschaft [Adamson et al., 1969].

Das gesunde Alveolarepithel stellt trotz seiner extremen Dinnwandigkeit far
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Plasmabestandteile eine undurchlassige Barriere dar. Hingegen sind Kapillarwénde
gut durchgéangig fur Proteine und geldste Substanzen. Auf diese Weise wird die fur
die Homoostase der Lungenflissigkeit wichtige kolloidosmotische Druckdifferenz
zwischen den beiden Kompartimenten (Alveole und Interstitium) aufrecht gehalten
[Normand et al., 1971].

Die von Olver et al. 1974 erstmals nachgewiesene aktive Sekretion von
Chlorid-lonen in das Alveolarlumen stellt die treibende Kraft der Sekretion der fetalen
Lungenflissigkeit dar [Olver and Strang, 1974]. Die an der basolateralen Membran
des Alveolarepithels gelegene Natrium-Kalium-ATPase baut den entscheidenden
Gradienten far Natrium auf, der einen passiven gekoppelten Chlorid/Natrium-
Einstrom und konsekutivem Wassereinstrom aus dem Interstitium in die Zelle zur
Folge hat. Die intraluminale aktive Chlorid-Sekretion zieht das Wasser dem
elektrochemischen Gradienten entsprechend weiter in die Alveolen [Ingbar et al.,
1996;0lver et al., 1986].

Im Vordergrund des pulmonalen Adaptationsvorgangs steht die Umkehr der
Flissigkeitsdynamik der fetalen Lunge von der obigen FlUssigkeitsproduktion zu
deren Resorption. Die fetale Lunge beginnt zwei bis drei Tage vor der Spontangeburt
zunachst mit der Reduktion der FlUssigkeitssekretion und unmittelbar vor der Geburt
mit der Resorption der fetalen Lungenflissigkeit. Die Regulation und Mechanismen
dieser komplexen Umstellung vom intrauterinen sekretorischen zum resorptiven
Alveolarepithel vor und nach der Geburt ist nicht eindeutig geklart. Jedoch scheinen
sie an die hormonellen Anderungen gebunden zu sein, die in den letzten Tagen vor
der Geburt und unter Wehentétigkeit auftreten. Mit Annahen des natlrlichen
Geburtstermins und unter spontanen Wehen beobachtet man im fetalem Kreislauf
einen deutlichen Konzentrationsanstieg der Katecholamine, dem eine entscheidende
Rolle bei der Elimination der Alveolarflissigkeit zugesprochen wird [Brown et al.,
1983]. Walters und Olver et al. konnten zeigen, dass die Applikation von B-
Adrenergika an fetalen Lammern nicht nur zu einer Hemmung der Sekretion,
sondern auch zu einer Resorption von fetaler Lungenflissigkeit fihrte, wobei die
unter konstanter Adrenalin-Gabe gemessene Resorptionsrate desto gréBer ausfiel, je
naher die Feten dem Geburtstermin kamen. Dieser Effekt der Katecholamine auf die
Flussigkeitsverschiebung wird Uber B-Rezeptoren vermittelt, der durch die Gabe
eines B-Rezeptorblockers (Propranolol) antagonisiert werden konnte [Walters and
Olver, 1978].
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Unter der Wirkung der Katecholamine kommt es zu einer Anderung der
elektrochemischen Eigenschaften des Alveolarepithels. Die Eréffnung von groBen
Natrium-Kanalen (epithelial natrium channel, ENaC) auf der luminalen Seite des
Alveolarepithels fiihrt zu einer Natrium-Aufnahme in die Zelle. Uber die Natrium-
Kalium-ATPase wird das Natrium aktiv weiter ins Interstitium transportiert. Der
Einstrom von Natrium aus dem Lumen in die Zelle verringert den Gradienten far
Natrium CUber die Zellmembran und damit den Antrieb fir den gekoppelten
Chlorid/Natrium-Einstrom aus dem Interstitium in die Zelle. Das Resultat ist ein Netto-
Fluss von Natrium-lonen gegen den elektrochemischen Gradienten und die
konsekutive passive Diffusion von Wasser aus dem Lumen in Richtung Interstitium
bzw. Plasma - also eine Resorption von fetaler Alveolarflissigkeit. Gestitzt wird
diese These durch die Beobachtung, dass die intraalveolare Applikation von
Amilorid, einem Natrium-Kanalblocker, den Effekt von Adrenalin auf den Natrium-
Fluss und die Resorption von fetaler Lungenflissigkeit aufhebt [Finley et al.,
1998;Matalon et al.,, 1996;Matthay et al., 1996;0'Brodovich et al., 1990].
Untersuchungen an Schweinen zeigten, dass sowohl die Expression von aENaC-
MRNA, als auch der hemmende Effekt von Amilorid und B-Rezeptorblockern auf die
Resorption der fetalen Lungenflissigkeit am starksten in der Zeit kurz nach der
Geburt ist und dass sie dann im Verlauf entsprechend der Katecholamin-
Plasmakonzentration abfallt [Finley et al., 1998]. Die Rolle der epithelialen Natrium-
Kanale und des Natrium-Transports im Rahmen der perinatalen
Flussigkeitsresorption wurde in Tierexperimenten mit ENaC-genmanipulierten
Mausen (ENaC-knockout) weiter bestatigt. Das Fehlen der a-Untereinheit flhrte im
Gegensatz zum Fehlen der B- und y-Untereinheit in genmanipulierten Mausen zu
einer letalen postnatalen Resorptionsstérung der alveoldren Flissigkeit. In den
betroffenen aENaC-knockout Tieren konnte kein amilorid-sensitiver Natrium-
Transport mehr festgestellt werden [Hummler et al., 1996]. Eine einfache Methode,
die indirekt eine Aussage Uber die lonen-Transportfahigkeit der Natrium-Kanéle des
Lungenepithels zulasst, ist die Potentialdifferenzmessung am respiratorischem
Epithel der oberen Atemwege in der Nase. So zeigten Neugeborene, die vor
Eintreten der Wehen per Sectio ceasarea entbunden wurden, und Neugeborene mit
TTN eine hohere Potentialdifferenz  mit reduzierter Amiloridantwort als
spontangeborene Kinder [Gowen et al., 1988]. Die hochsten Werte wurden jedoch

bei Friihgeborenen mit einem Atemnotsyndrom als Zeichen eines unzureichenden



DISKUSSION 54

und gestdrten transepithelialen Natrium-Transports gemessen [Barker et al., 1997].
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an reifen Neugeborenen, konnte als Ursache
der transitorischen Tachypnoe keine genetischen Veranderungen im Exon 12 und 13
Bereich kodierend flur das Protein der ,second transmembrane spanning domain®
des epithelialen Natrium-Kanals, dem aus proteinchemischer Sicht eine
SchlUsselfunktion in der lonenleitfahigkeit des Kanals zukommt, nachweisen
[Landmann et al., 2005].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fur die Umstellung des
Alveolarepithels von der Sekretion in die Resorption von fetaler Flissigkeit vor und
nach der Geburt die Verminderung des Chlorid-Transports bei gleichzeitiger
Etablierung eines aktiven Natrium-Transports mit der damit verbundenen
Richtungsanderung des Flissigkeitsstroms aus dem Lumen in das Interstitium von
entscheidender Bedeutung ist und hierbei die Katecholaminreizung der B-
Rezeptoren mit  Aktivierung der Natrium-Kanale einen wichtigen
Regulationsmechanismus darstellt.

Daruber hinaus férdern Katecholamine die Bildung und Freisetzung von
funktionellem Surfactant [McDonald et al., 1986;Rooney et al., 1977]. Die
Wehentatigkeit wirkt sich auf diesen Vorgang begtinstigend aus [Callen et al., 1979].
Die postnatale resorptive Eigenschaft des Alveolarepithels wird aber durch weitere
Hormone und Faktoren mitreguliert und aufrecht gehalten. Tierexperimentelle
Untersuchungen von Barker et al. demonstrierten, dass Schaffeten, deren
Schilddriise entfernt wurde, auf die Applikation von Katecholaminen nur bei
gleichzeitiger Substitution mit Trijodthyronin und Glukokortikoiden die gewohnte
Umstellung des Alveolarepithels auf die FlUssigkeitsresorption aufwiesen. Die
getrennte Gabe der Hormone flhrte nicht zum oben genannten Effekt [Barker et al.,
1988;Barker et al., 1990;Barker et al., 1991]. Mit Glukokortikoiden behandelte
Alveolarzellkulturen zeigten eine gesteigerte Expression von aENaC-mRNA und
Aktivitdt der Natrium-Kalium-ATPase. Dieser Effekt konnte durch zusatzliches
Trijodthyronin verstarkt werden [Norlin and Folkesson, 2001;Otulakowski et al.,
1999;Champigny et al., 1994]. Des weiteren spielt Sauerstoff eine wichtige Funktion
bei der Aufrechthaltung der resorptiven Membraneigenschaft nach der Geburt. Mit
der postnatal einsetzenden Atmung steigt der alveolare Sauerstoffpartialdruck. In

Tierexperimenten von Barker et al. hemmte eine Erhéhung des
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Sauerstoffpartialdrucks die Flissigkeitssekretion in den explantierten Lungen von
reifen oder in der Spatschwangerschaft entbundenen Mausen. Hingegen zeigte eine
in der Frihschwangerschaft entnommene unreife Lunge nur bei anschlieBender
simultaner Behandlung mit Schilddrisenhormonen und Steroiden eine &hnliche
Sauerstoffwirkung [Barker and Gatzy, 1993]. Kulturen aus Alveolarzellen inkubiert mit
einer der intrauterinen entsprechenden Sauerstoffkonzentration zeigten einen
deutlich geringeren Natrium-Transportkapazitdt und aENaC-mRNA Expression als
Kulturen unter Raumluftinkubation. Diese Beobachtungen machen nochmals
deutlich, dass die Wirkung der Katecholamine und von Sauerstoff auf die peri- und
postnatale resorptive Umstellung des Alveolarepithels entscheidend an die
Anwesenheit von Glukokortikoiden und Schilddriisenhormonen gebunden ist.

Die zwischen Alveolen, Interstitium, pulmonalen GefaBen und Lymphsystem
vorliegenden Druckverhéltnisse und elektrochemischen Gradienten steuern postnatal
den Flissigkeitsstrom in der Lunge, um eine interstitielle oder alveolare
Wasserakkumulation zu verhindern. Treibende Krafte fir den Flissigkeitsausstrom
aus dem Lumen sind die Negativierung des hydrostatischen interstitiellen Druckes im
Verhaltnis zum intraalveolaren Druck und die onkotische Druckdifferenz zwischen
interstitieller Flussigkeit und Alveolarflissigkeit [Adamson et al., 1969;Howell et al.,
1961]. Die Erhaltung dieser physiologischen Druckverhaltnisse der einzelnen
Lungenkompartimente ist zudem eng an das Vorhandensein einer ausreichenden
Konzentration von funktionellem Surfactant an der alveoldren Grenzschicht
gebunden. Die Oberflachenspannung baut an den Alveolen einen Unterdruck auf,
der FlUssigkeit aus den Blutkapillaren in das Interstitium zieht. Die antibdematdse
Wirkung von Surfactant beruht auf der Reduktion der Oberflachenspannung und
somit des Druckgradienten.

Unter der Wirkung von Surfactant entfalten sich bereits in utero die Alveolen
und die wahrend des ersten Atemzugs mit hohem transpulmonalem Druck
eindringende Atemluft drangt die Fllssigkeit aus dem Lumen der Alveolen in das
Interstitium. Die Bellftung der Lunge senkt den hydrostatischen Druck in den
Blutkapillaren und erhéht die Lungendurchblutung, wodurch die effektive
Resorptionsflache steigt. Erst 30 bis 60 Minuten postnatal nimmt der Wassergehalt
ab. Nur ein kleiner Teil der fetalen Lungenflissigkeit wird wahrend des Durchtritts
durch den Geburtskanal Uber die Atemwege ausgepresst, wahrend der restliche

Anteil aus den Luftwegen in das Lungeninterstitium um die groBen GefaBe und
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Bronchien abgeleitet und von dort Uber LymphgeféaBe und gréBtenteils Gber die
Kapillaren drainiert wird. Bis alle Alveolen bellftet und fetale Lungenflissigkeit aus
ihnen resorbiert ist, vergehen 1 bis 3 Stunden und erst nach 6 Stunden postnatal ist
das Wasser aus dem Lungeninterstitium CUber die genannten Drainagewege
vollstdndig abtransportiert [Brown et al., 1983;Bland et al., 1982].

Diese pathogenetischen Mechanismen, die zu einer verzdgerten fetalen
Flussigkeitsresorption und damit zu einer TTN flhren, kénnen durch Stérungen der
Kreislaufumstellung im Rahmen der postnatalen Adaptation verstarkt werden. So
kann ein persistierender Ductus arteriosus (PDA) Uber den bestehenden Links-
Rechts-Shunt zu einer erhdéhten Lungendurchblutung und zusétzlichen
Flussigkeitsiberladung des Lungengewebes flhren [Jacob et al., 1980]. Auch ein
persistierender fetaler Kreislauf mit einem groBen Rechts-Links-Shunt Gber den PDA
und Foramen ovale und postnatal bestehender pulmonaler Hypertension fihrt zu
einer vermehrten Flissigkeitsbelastung und Odembildung im Interstitium und Alveole
[Raj and Bland, 1986].

4.1.2 Rolle des SP-B im Rahmen der postnatalen pulmonalen Adaptation
Einige Autoren machen einen Mangel an Surfactant oder ein unreifes
Surfactantsystem als Ursache der TTN verantwortlich [Skelton and Jeffery,
1994;James et al., 1984;Callen et al., 1979]. Eine Lungenunreife, gemessen am
reduziertem Lecithin-Sphingomyelin-Verhéltnis und Phosphatidylglycerolmenge im
Trachealsekretaspirat von reifen Neugeborenen im Vergleich zu gesunden
Kontrollen, wurde auch in anderen Studien als &tiologischer Faktor der TTN
postuliert [Gross et al., 1983;James et al., 1984]. Surfactant setzt sich vorwiegend
aus Proteinen und Lipiden zusammen. Die Phospholipide machen den gréBten Anteil
des Surfactants aus und sind fir die oberflachenaktive Eigenschaft verantwortlich. Es
stabilisiert die Alveolen vor dem endexspiratorischem Kollaps durch Reduktion ihrer
Oberflachenspannung nach dem LaPlace’schen Gesetz. Besonders in der kritischen
Zeitspanne unmittelbar nach der Geburt wird eine rasche und vollstandige Bellftung
der Alveolen mit den ersten Atemzigen durch die Wirkung von Surfactant und
schnelle Phospholipidanreicherung der Grenzschicht gewahrleistet. Die Surfactant-
assozierten Proteine spielen bei der Formierung und Erhaltung dieser Wasser-Luft-

Phasengrenze eine dominierende Rolle. Zahlreiche Untersuchungen an
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Tiermodellen sowie klinische Beobachtungen zur Funktion des SP-B zeigen seine
wichtige Rolle im Prozess der neonatalen pulmonalen Adaptation. Unter den
Surfactant-assoziierten Proteinen gilt das SP-B als einziges fir die postnatale
Lungenfunktion und das weitere Uberleben des Neugeborenen als unentbehrlich.

Akute und chronische Lungenleiden werden mit einer Reihe von Mutationen
im SP-B kodierenden Gen assoziiert, wobei die Mehrzahl dieser Genveranderungen
nur sporadisch in einigen Familien mit akuten Lungenversagen der homozygoten
Neugeborenen nachgewiesen werden konnten [Tredano et al., 2003]. Bislang sind
etwa 75 solcher Kinder mit akutem Lungenversagen bei einer angeborenen SP-B
Mangel berichtet worden [Nogee, 2004]. Ein kompletter Mangel an SP-B durch
homozygote Deletion im SP-B Gen demonstriert in experimentellen Studien mit
genmanipulierten SP-B(-/-) Mausen und Neugeborenen mit kongenitaler
Alveolarproteinose infolge SP-B Mangel seinen wichtigen Einfluss auf die
Lungenfunktion und die fundamentale Rolle fir die pulmonale Adaptation.

Nogee et al. identifizierten erstmals bei drei reifen Neugeborenen einer
Familie eine Mutation im SP-B Gen, die als homozygote Trager der Mutation
postnatal trotz Surfactant-Substitutionstherapie an einem schweren Lungenversagen
verstarben [Nogee et al., 1993;Nogee et al., 1994]. In der aktuellen Literatur werden
mehr als 25 autosomal-rezessive Mutationen oder Einzelnukleotid-Polymorphismen
im SP-B Gen berichtet, die bei homozygoten Neugeborenen klinisch mit einem
akuten Lungenversagen oder einer chronischen interstitiellen Lungenerkrankung
imponieren kdnnen [Nogee et al., 2000;Cole et al., 2001]. Die meisten dieser Kinder
manifestieren ein fortschreitendes Lungenversagen innerhalb der ersten 48
Lebensstunden und versterben unter maximaler Therapie mit Gabe von exogenem
Surfactant innerhalo  von 3 Monaten [Hamvas et al, 1995]. Die
Untersuchungsergebnisse der Lungenfunktion und radiologische Befunde
entsprachen denen eines Surfactant-Mangels. Die am héaufigsten beschriebene
Mutation im SP-B Gen ist die Insertion von zwei Basenpaaren im Kodon 121 mit
konsekutiver Verschiebung des Leserasters (121ins2) als SP-B Synthesestérung.
Die Haufigkeit des Allels wird bislang zwischen 0,3 bis 1 unter 1000 Individuen
geschatzt [Cole et al., 2000]. Homozygote Trager dieser Mutation leiden an einer
Form der neonatalen alveoldren Proteinose. Hingegen zeigen heterozygote
Genotypen eine physiologische postnatale pulmonale Adaptation. Schwere

neonatale Lungenerkrankungen in reifen Neugeborenen entwickelten sich bei
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Missense-, Nonsense-, Punkt- und Splice-Mutation sowie bei Insertion oder Deletion
von Basen im SP-B Gen [Nogee et al., 2000;Weaver and Conkright, 2001]. Einige
Genvariationen  fihren zur Bildung eines abnormalen SP-B, das mit
immunhistologischen Methoden im Lungengewebe nachzuweisen ist, andere
wiederum zum absoluten SP-B Mangel, d.h. weder im Lungengewebe noch im
Lavagematerial betroffener Kinder konnte SP-B detektiert werden. Charakteristisch
fir diese Mutationen ist die Prozessierung und Nachweis eines aberranten SP-C
Prakursorproteins, das die Diagnose des hereditdren absoluten SP-B Mangels
erleichtert [Vorbroker et al.,, 1995]. Andere seltenere Mutationen stehen in
Assoziation zu milden akuten oder chronischen interstitiellen Lungenerkrankung in
der Kindheit als Folge eines partiellen SP-B Mangels, dass nur kleine Mengen oder
nur unzureichendes funktionelles SP-B produziert wird. Klinisch benétigen die
betroffenen Kinder intermittierend zusatzlichen Sauerstoffzufuhr. Es ist jedoch unklar,
ob die hier zu beobachtenden lungenhistologischen Verdnderungen mit
intrazellularer Akkumulation von aberranten Surfactantproteinen, atypischen
Makrophagen, Epithelzelldysplasien und Lungenfibrose das Resultat der chronisch
veranderten Oberflachenspannung und Atelektasen sind oder durch die Wirkung des
abnormen SP-B und anderer Proteine induziert sind [Dunbar et al., 2000;Klein et al.,
1998;Ballard et al., 1995;Whitsett and Weaver, 2002]. Auch ein vortbergehender SP-
B Mangel mit klinischer Manifestation eines akuten Atemnotsyndroms wird in der
Literatur berichtet. Die respiratorische Situation eines Neugeborenen verbesserte
sich bei gleichzeitig vermehrt nachweisbarem SP-B in der alveolaren Lavage. Die
molekulargenetische Untersuchung zeigte eine Heterozygotie mit einem normalem
Allel im SP-B Gen und einem variantem Allel, das fir die transiente SP-B
Synthesestdrung verantwortlich war [Klein et al., 1998]. Diese Beobachtungen und
weitere genetische und biochemische Analysen an Neugeborenen, die auf einem
Allel Trager der 121ins2-Mutation und auf dem anderen einer anderen SP-B Mutation
waren, heterozygoten Erwachsenen und genmanipulierten Mausmodellen lassen
vermuten, dass fir die ungestdrte pulmonale Adaptation eine unklare kritische
Menge an funktionellem SP-B notwendig ist. Man schétzt, dass eine ca. 25-50%
normale SP-B Produktion fir die normale postnatale Lungenfunktion bendtigt wird
[Melton et al., 2003;Clark et al., 1995;Akinbi et al., 1997;Clark et al., 1997]. Inwieweit
dies unter anderen Stressbedingungen wie z.B. ARDS gilt, ist nicht geklart. In
Mausmodellen zeigte sich jedoch, dass unter Belastungssituation wie Hyperoxie die
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121ins2-Heterozygotie durch die reduzierte SP-B Synthese zur chronischen
Lungenveranderung fuhrt [Tokieda et al., 1999]. Entsprechend bei heterozygoten
Individuen sind jedoch keine Erkrankungen oder Stérungen bis heute festgestellt
worden [Yusen et al, 1999]. Im Rahmen der neonatalen pulmonalen
Anpassungsvorgangs spielen die biophysikalischen Eigenschaften des SP-B eine
wichtige Funktion. Mischungen aus SP-B und Phospholipiden haben vergleichbare
biophysikalische Eigenschaften wie das komplette Surfactant. Vor allem durch seine
Fahigkeit, die Adsorptionsrate um einen Faktor gréBer 150 zu erhéhen, beschleunigt
das mature SP-B die Bildung einer an der Wasser-Luft-Grenzflache liegenden und
aus Phospholipiden bestehenden oberflachenaktiven Schicht [Griese, 1999]. Die
extrazellulare Form von Surfactant ist das tubulare Myelin, an deren Bildung SP-B
ebenfalls unverzichtbar beteiligt ist [deMello et al., 1994b;Williams et al., 1991]. Das
tubulare Mpyelin qilt als Préakursorfraktion des oberflachenaktiven Surfactant
[Hawgood, 1989].

Der komplette SP-B Mangel durch homozygote Mutationen im SP-B Gen mit
dem schweren postnatalen respiratorischen Versagen ist eine sehr seltene
Erkrankung der Neugeborenenperiode. Viel haufiger ist das Auftreten eines
Atemnotsyndroms Frihgeborener (RDS) als Ausdruck des Surfactant-Mangels und
die transiente Tachypnoe Reifgeborener bedingt durch die verzdgerte fetale
Flussigkeitsresorption. Zahlreiche Studien in amerikanischen und finnischen
Kollektiven konnten eine Modifikation fUr das Entstehungsrisiko eines RDS in
Abhangigkeit von Polymorphismen im SP-B Gen bzw. in Kombination zum SP-A Gen
darstellen [Hallman and Haataja, 2003;Floros and Fan, 2001;Makri et al. 2002].

4.2 Spezieller Teil

4.2.1 Methodik

Durch die Auswahl unseres Patientenkollektivs sollten akute neonatale
Atemnotsyndrome und andere diskutierte Ausléser der Atemstérung klar
ausgeschlossen werden. Die untersuchten Neugeborenen zeigten bis auf die
erforderlichen klinischen und radiologischen Kriterien der TTN keine weiteren
kardiopulmonalen Erkrankungen oder Fehlbildungen, keine Infektion und Asphyxie.

Neugeborene von diabetischen Mutter wurden ebenfalls nicht in die Studie
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aufgenommen. Da die Verteilung der varianten SP-B Intron 4-Allelen sich innerhalb
verschiedener ethnischer Gruppen unterscheidet [Veletza et al., 1996], rekrutierten
wir unsere Patienten ausschlieBlich aus einer homogenen kaukasischen Population.
Die fir die Untersuchung benétigte genomische DNA isolierten wir aus
Vollblut, welches entweder als EDTA-Blut in gewdhnlichen Réhrchen gesammelt
oder als Trockenblut auf Filterpapier abgenommen wurde. In der Padiatrie wird die
Entnahme von Blut auf Filterpapier in Rahmen des Neugborenenscreenings auf
Stoffwechseldefekte standardmaBig durchgefiihrt. Zu Beginn der 60er verwendete
Dr. Robert Guthrie als erster Filterpapierblut zur Detektion von Phenylalanin bei
Neugeborenen im Rahmen des Neugeborenenscreenings auf die Phenylketonurie
[Guthrie and Susi, 1963]. Die Proben kénnen fir das Neugeborene weniger invasiv
kapillar auf Filterpapier entnommen, sicher und kostenglnstig zur weiteren
Bearbeitung versendet werden. Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass sich
Trockenblut fir Genanalysen ohne jegliche Beeintrachtigung eignet. Erst seit
ungefahr 15 Jahren wird die Filterkartenmethode in Rahmen von epidemiologischen
Studien angewandt [Mei et al., 2001;McCabe, 1991]. Die Durchfiihrung der DNA-
Isolierung und erhaltene Menge und Qualitdt an DNA aus Filterpapier unterschied
sich in unserer Arbeit kaum von der aus EDTA-Blut und war vollkommen
ausreichend fir die weiteren molekularbiologischen Messungen. Ein anderer und
wichtiger Vorteil des Filterpapiers gegentber den Ro&hrchen ist die sehr
platzsparende Lagerungsmoglichkeit bei Raumluft. EDTA-Réhrchen muissen
aufwendig in Gefrierschranken bei minus 80°C gelagert werden. Dem Padiater steht
mit den Filterkarten eine komfortable und leicht zugéngliche DNA-Quelle zur
Verfigung, denn die notwendige Blutentnahme kann mit der routinemaBigen
Blutabnahme im Rahmen der Screeninguntersuchung kombiniert werden.

Nach molekularbiologischen Standardmethoden und mit kommerziellen Kits
fuhrten wir die anschlieBenden Messungen durch. Im weiteren amplifizierten wir aus
der isolierten DNA die gewlinschten Abschnitte im SP-B Gen. Die verwendeten
Primer, PCR-Ansadtze und -Programme far die Fragmentldngenanalyse,
Restriktionsverdau, Klonierung und Sequenzierung waren bereits in unserem Labor

etabliert und wurden nach Standardmethoden durchgefihrt (vgl. Makri et al. 2002).
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4.2.2 Bewertung der Ergebnisse

121ins2-Mutation

Die am haufigsten gefundene Ursache fur den hereditaren kompletten
Surfactantprotein B Mangel ist wie zuvor erwédhnt die homozygote 121ins2-Mutation.
Mit unserer Untersuchung bezlglich einer heterozygoten 121ins2-Mutation bei den
Neugeborenen, die eine postnatale Atemstérung hatten, konnten wir keine
Assoziation mit der Inzidenz der transienten Tachypnoe zeigen. Keines der

untersuchten Kinder war Trager dieser Mutation.

Intron 4-Ldangenpolymorphismen

Die Bedeutung verschiedener Intron 4-Variationen auf die Lungenfunktion und
insbesondere auf die postnatale Adaptation kénnte auf eine mégliche regulatorische
Wirkung des Polymorphismus auf die Transkriptions- und Translationsrate des SP-B
Gens zuriickzuflihren sein, sodass zum Zeitpunkt der postnatalen Adaptation, wo die
oberflachenaktive Funktion des SP-B besonders beansprucht wird, SP-B in
unzureichender Menge vorliegt. Da der Intron 4-Polymorphismus im Gegensatz zur
121ins2-Mutation nur einen nicht kodierenden Abschnitt im SP-B Gen betrifft, ist
eventuell ein quantitativer und nicht qualitativer Unterschied in der SP-B Expression
als eines der moglichen Mechanismen anzunehmen. Verschiedene
Langenvariationen und Dinukleotid-Wiederholungen innerhalb von Introns vermégen
die Transkriptionsaktivitdt des zugehdrigen Gens in unterschiedlicher Weise zu
beeinflussen [Akai et al., 1999;Gebhardt et al., 1999;Pravica et al., 1999]. Eine
weitere Méglichkeit kdnnte eine verminderte Proteinsynthese und verminderter SP-B
Speicher in den Typ ll-Alveolarzellen oder auch eine veranderte Raumstruktur des
SP-B Molekils mit Beeintrachtigung seiner Funktion in Folge von durch diese
Genvariationen entstandenen Splice-Varianten sein. Lin et al. zeigten, dass eine
neue SP-B mRNA Splice-Variante sich in geringen Mengen in gesunden Menschen,
bei Patienten mit Lungenerkrankungen aber vermehrt zu finden ist [Lin et al., 1999].

Die Auswertung der eigenen Daten von insgesamt 157 Neugeborenen zeigte
keinen signifikanten Unterschied in der Verteilung der Haufigkeit der Intron 4-
Polymorphismen zwischen Kontrollen und TTN-Gruppe. Ca. 90% der Individuen
beider Gruppen waren homozygote Trager des Wildtyp-Allels. Im Gegensatz zu den

Daten von Makri et al. 2002 aus unserer Arbeitsgruppe und Floros et al. 1995, die bei
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17,2% und 16,8% der gesunden Neugeborenen eine Intron 4-Langenvariante
feststellten, waren nur ca. 10% der von uns untersuchten Neugeborene beider
Gruppen heterozygote Trager fir den SP-B Intron 4-Polymorphismus. Die Haufigkeit
fur den Intron 4-Wildtyp lag bei Haataja et al. unter 475 gesunden Reifgeborenen
ebenfalls bei 90% [Haataja et al., 2000]. Jedoch Uberwogen auch bei uns die
kirzeren Allele, wobei wir nicht alle Intron 4-Allele, die von Makri et al. beschrieben
wurde, in unserem Kollektiv nachweisen konnten. Die Pravalenz der Intron 4-Allele
unterschieden sich nicht in den untersuchten Gruppen. Die
Sequenzierungsergebnisse der bei uns festgestellten Intron 4-Varianten bestétigen
die Daten von Makri et al. und Haataja et al. dahingehend, dass das 10. Motiv nur
aus einem einzelnen Nukleotid Guanin (im Gegensatz zu den Daten von Floros et al.
aus GAG) besteht und dass kirzere Allele auch aus der Deletion und Insertion von
Motiven und langere Varianten durch Wiederholung von einer Anzahl von Motiven
und nicht, wie 1995 von Floros beschrieben, nur aus Insertion degenerierter Motive
entstehen.

Risikofaktoren der TTN und eigene Daten

Wie bereits zuvor erwahnt, beeinflusst die Katecholaminausschittung bei der
Geburt und unter Wehen entscheidend die perinatale Flissigkeitsresorption und die
Inzidenz der TTN. Je ausgepragter und langer die Wehen sind, desto hdhere
Katecholaminspiegel werden im Plasma beobachtet [Faxelius et al., 1983].
Untersuchungen an Tieren zeigten, dass die frihe Geburt per Sectio ceasarea,
insbesondere wenn dies vor Einsetzen der Wehen geschieht (primare Sectio), die
postnatale FlUssigkeitsresorption verzogert. Es ist bekannt, dass Neugeborene nach
primarer Sectio eine hdhere Inzidenz fir pulmonale Stérungen zeigen als solche
nach Spontangeburt oder sekundarer Sectio, d.h. nach Einsetzen der Wehen [Bland
et al.,, 1982;Faxelius et al., 1982;Bland, 1983;Bland et al., 1979;Patel et al.,
1983;Bland et al., 1989;Morrison et al., 1995;Sundell et al., 1980]. Auch finden sich
bei TTN-Kindern niedrigere Noradrenalinwerte im Plasma als Neugeborene nach
einer Spontangeburt [Greenough and Lagercrantz, 1992]. Unsere Ergebnisse mit
einer signifikant héheren Sectiohaufigkeit bei den Neugeborenen mit TTN als bei der
gesunden Kontrollgruppe bestétigen diese Beobachtungen.

Neben der Geburtsform, -zeitpunkt und Gestationsalter begtinstigen auch
mannliches Geschlecht, Geburtsgewicht, perinatale Faktoren wie Asphyxie und
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mutterliche Erkrankungen wie Diabetes und Asthma die Entstehung des
Krankheitsbildes der TTN [Dani et al., 1999]. Diese Faktoren beeinflussen Uber
verschiedene Mechanismen die fetale FlUssigkeitsresorption. Mit  der
Frihgeburtlichkeit geht eine Unreife aller Systeme der Lunge einher, sodass die
postnatale respiratorische Adaptation durch verschiedene Faktoren und
insbesondere durch Surfactantmangel beeintrachtigt wird. Auch fanden sich in
unreifen Neugeborenen nach primarer Sectio aus wehenfreiem Uterus reduzierte
Noradrenalinspiegel [Greenough and Lagercrantz, 1992]. Wir definierten durch
unsere Studienkriterien nur reife Neugeborene mit einem Gestationsalter gréBer 37
Wochen als Untersuchungskollektiv, um die Rolle der Frahgeburtlichkeit als
potentiellen Einflussfaktor flr die TTN in den vorliegenden Untersuchungen
auszuschlieBen. Sowohl TTN- als auch die Kontrollgruppe unterschieden sich nicht
in ihrem mittleren Gestationsalter von 38 Wochen. Die
Lungenparenchymentwicklung zeigt auch eine Abhangigkeit vom intrauterinem
fetalem Wachstum, dass das Geburtsgewicht ein Risikofaktor flr postnatale
respiratorische Stérungen darstellt. In Ubereinstimmung mit den Daten von Dani et
al. hatten die von uns untersuchten TTN-Neugeborene ein signifikant niedrigeres
Geburtsgewicht im Vergleich zu ihren Kontrollen, wobei der Anteil intrauterin
wachstumsretardierter Neugeborener sich in beiden Gruppen statistisch nicht
unterschied. Ebenfalls konnten wir mit unseren Daten nicht bestatigen, dass
Makrosomie die Entwicklung der TTN férdert, wie zuvor von Rawlings et al.
publiziert. Die Gruppen zeigten keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des
Anteils hypertropher Neugeborener.

Eine Asphyxie fuhrt infolge der  metabolischen Azidose zum einem
Kapillarleck mit Austritt von Plasmaproteinen in die Alveolen und zum anderen zu
einer Erh6hung des LungengefaBwiderstands mit einem Linksherzversagen und
verzdgerten Fliissigkeitsresorption mit interstitiellem/alveolarem Odem. Zudem ist die
Freisetzung sowie Wirkung der Katecholamine bei asphyktischen Neugeborenen
reduziert [Tudehope and Smyth, 1979]. Keines der von uns untersuchten
Neugeborene war entsprechend der Ausschlusskriterien asphyktisch.

In einer Studie zwischen 1978 und 1984 bei ca. 600 asthmatischen und
gesunden Mdttern trat bei Vorliegen von Asthma signifikant haufiger eine TTN bei
den Neugeborenen auf als bei Neugeborenen der gesunden Kontrollmutter [Schatz
et al., 1991]. Auch andere Studien bestatigen diese Assoziation zwischen erhdhter
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TTN-Inzidenz und maternalem Asthma [Schatz, 1999;Demissie et al., 1998]. Man
vermutet, dass Mutter mit Asthmaleiden und deren Neugeborene eine genetische
Pradisposition fur eine reduzierte Antwort ihrer B-Rezeptoren auf Katecholamine
haben [Barnes, 1986]. Diese Hypothese wird unterstitzt von den Ergebnissen der
Studie, dass solche Kinder, bei denen in der Neugeborenenperiode eine TTN
diagnostiziert wurde, im Alter von 4 bis 5 Jahren auch vermehrt zu obstruktiven und
asthmadhnlichen Atemproblemen neigen [Shohat et al., 1989]. In dem von uns
untersuchten Studienkollektiv fand sich nur eine Mutter mit einem bekannten
Asthmaleiden, sodass wir diesen mdglichen Risikofaktor anhand unserer Ergebnisse
nicht diskutieren kénnen.

Ein weiterer Faktor, der die intrauterine Lungenentwicklung und folglich die
postnatale pulmonale Adaptation mitbestimmt, ist das Geschlecht. Tiermodelle
demonstrierten eine geschlechtspezifische fetale Lungenentwicklung mit einer
verzégerten Reifung der Lunge und Surfactantsynthese bei méannlichen Tieren
[Adamson and King, 1984a;Adamson and King, 1984b]. Andere Untersuchungen
zeigten, dass das Androgen Uber die Beeinflussung von Wachstumsfaktoren die
Reifung des Surfactantsystems verzégert und so das Risiko fir eine postnatale
Atemstérung erhéht [Dammann et al., 2000;Torday et al., 1981;Nielsen, 1992;Miller
and Futrakul, 1968]. Zudem konnte in Mausmodellen demonstriert werden, dass
weibliche Geschlechtshormone ahnlich wie Glukokortikoide tber die Regulation der
Genexpression und Funktion von ENaC die fetale Flussigkeitsresorption férdern. In
den Lungen von ausgewachsenen weiblichen Tieren fanden sich héhere aENaC-
mRNA-Werte als in mannlichen Mausen. Eine simultane Applikation von Progesteron
und 17B-Estradiol steigerte die mRNA-Expression fir a und yENaC. Auch die
Inkubation der Zellkulturen mit obigen Hormonen flhrte zu einer dosisabhangigen
amilorid-sensitiven gesteigerten ENaC-Aktivitat [Sweezey et al., 1998]. Unsere TTN-
Gruppe weist wie bei Rawlings et al. einen signifikant héheren Anteil mannlicher
Neugeborene als im Vergleich zu ihren gesunden Kontrollen [Rawlings and Smith,
1984].

Ein Diabetes mellitus Typ | oder |l wahrend der Schwangerschaft bzw.
Gestationsdiabetes fuhrt ebenfalls zu einer Unreife der Lunge und des
Surfactantsystems mit folglich erhéhtem TTN-Risiko [Hanson and Persson, 1993].
Diese TTN-Inzidenz wird durch die erhéhte Sectiohdufigkeit und Frihgeburtlichkeit

bei diabetischen Mittern mitbeeinflusst und muss bei der Risikoanalyse letztendlich
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bertcksichtigen werden [Morrison et al.,, 1995]. In der Amnionflissigkeit von
diabetischen Muttern sind die Konzentration der Surfactant-assozierten Proteine
vermindert und das Phospholipidprofil verandert [Nogee et al., 1988]. In
Tiermodellen lieB sich demonstrieren, dass Insulin die kortisoninduzierte
Phosphatidylcholinsynthese in den Pneumozyten Typ Il durch mdglicherweise
Inhibierung der Wachstumsfaktorproduktion hemmt [Carlson et al., 1984]. Hohe
Glukosespiegel beeintrachtigen zudem die Phosphatidylcholinbildung (Lecithin)
[Gewolb et al., 1993]. In unserer vorliegenden Arbeit wurden alle Mitter mit Diabetes
mellitus oder Gestationsdiabetes ausgeschlossen, damit die TTN-Inzidenz in der
Summe der strengen Ausschlusskriterien weitgehend auf die noch nicht geklarte SF-
B Mutationen hin untersucht und assoziiert werden kénnen.

Die TTN ist charakterisiert durch ihren benignen Verlauf. Meistens bendtigen
die betroffenen Kinder den Sauerstoffbedarf Gber Raumluft innerhalb der ersten 2 bis
3 Lebenstage. In der Arbeit von Tudehope et al. klangen bei 74% der Neugeborene
die Symptome innerhalb der ersten 48 Stunden ab [Tudehope and Smyth, 1979].
Aber auch prolongierte Verlaufsformen mit einem Sauerstoffbedarf von bis zu 8
Tagen sind bekannt [Brice and Walker, 1977;Stahlman, 1977]. Diese TTN-Kinder
waren oft mannlich, ihr Geburtstermin lag knapp Uber der Grenze der von
Frihgeborenen, waren per Sectio ceasarea geboren und zeigten milde
Asphyxiezeichen. Meine Daten entsprechen mit obigen Ergebnissen dahingehend,
dass die durchschnittliche Krankheitsdauer mit zusatzlichen Sauerstoffbedarf bei
ungefahr 42 Stunden mit einer Streubreite von 38 Stunden liegt. Ca. 18% der TTN-
Neugeborene bendtigten aufgrund ihrer ausgepragten Atemstérung mehr als 3 Tage
(héchstens 5 Tage) eine Sauerstofftherapie, wobei verhédltnismaBig viele dieser
Kinder mit dem prolongiertem Verlauf beatmet waren (4 von insgesamt 9 beatmeten
Neugeborenen). Eine Assoziation des Krankheitsverlaufs mit den untersuchten
Genmutationen, Geschlecht, Geburtsgewicht, Sectio ceasarea, Apgar-Score und
Nabelschnur-pH oder mutterlichen Daten konnten wir hingegen nicht feststellen.

Zusammenfassend decken sich unsere Resultate der klinischen Daten der
Neugeborenen mit den Beobachtungen bereits vorher publizierter Risikofaktoren wie
mannliches Geschlecht, niedriges Geburtsgewicht und Sectio ceasarea. Auch
konnten wir zeigen, dass die TTN durch eine benigne Verlaufsform gekennzeichnet

ist. Es lasst sich feststellen, dass nach den Ergebnissen unserer Studie keine
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Assoziation zwischen SP-B Intron 4-Polymorphismen und der transienten Tachypnoe
vorliegt. Auch eine heterozygote 121ins2-Mutation im Exon 4 des SP-B Gens konnte
bei keinem der untersuchten Neugeborenen gefunden werden. Die Atiologie der
transienten Tachypnoe bleibt weiterhin noch zu kldren. Ahnliche Studien (iber andere
seltenere  Mutationen im SP-B  Gen, im ENaC-System oder im B-
Adrenorezeptorensystem sollten als mdgliche genetische Pradispositionsfaktoren

weiter untersucht werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die transiente Tachypnoe ist in der Regel eine selbstlimitierende Stérung der
pulmonalen Adaptation in der unmittelbaren neonatalen Periode des reifen
Neugeborenen als Folge einer verzdgerten Resorption der fetalen Lungenflissigkeit.
Unter den vier Surfactant-assoziierten Proteinen ist das lipophile SP-B das wichtigste
Element des Surfactantsystems fiir die postnatale pulmonale Adaptation.
Homozygote Trager der héaufigsten Genvariation des SP-B Gens, der 121ins2-
Mutation, versterben aufgrund des SP-B Mangels als Neugeborene an einer Form
der kongenitalen alveolaren Proteinose. Studien konnten zeigen, dass
Polymorphismen im Intron 4 des SP-B zum Risiko und Verlauf des Atemnotsyndroms
des Friihgeborenen assoziiert sind.

Ziel unserer Arbeit war es, einen mdglichen Zusammenhang zwischen
genetischen Variationen des SP-B (heterozygote 121ins2-Mutation oder
Polymorphismen im Intron 4) und der TTN zu untersuchen. Desweiteren sollte die
Verteilung und der Aufbau der gefundenen Intron 4-Polymorphismen bestimmt
werden und schlieBlich bereits publizierte Risikofaktoren der TTN anhand der
eigenen klinischen Daten kritisch Gberprift werden.

Unser Patientenkollektiv erfasste 74 reife Neugeborene mit TTN und 83
gesunde als Kontrollgruppe. Neugeborene mit Infektionen, angeborenen kardialen
oder pulmonalen Fehlbildungen, Asphyxie und Kinder diabetischer Mitter wurden
ausgeschlossen. Zur Identifizierung der Intron 4-Polymorphismen und der
heterozygoten 121ins2-Mutation aus EDTA-Blut oder Blutfilterkartchen wurden PCR,
Fragmentlangenanalysen und Gensequenzierungen durchgeflhrt.

Beide Gruppen zeigten keinen statistischen Unterschied in der Verteilung des
Gestationsalters (38 SSW vs. 39 SSW), Apgar-Score <7 nach 5 Minuten (beide 0%)
und Nabelschnur pH < 7,10 (beide 0%). In der TTN-Gruppe war der Anteil an
mannlichen Neugeborenen (68,9% vs. 44,6%, p=0,004) und mit Sectio ceasarea
entwickelten Neugeborenen (70,3% vs. 30,1%, p<0,001) signifikant héher. Das
Geburtsgewicht der Neugeborenen mit TTN war im Vergleich zu ihren Kontrollen
signifikant niedriger (3091g vs. 3325g, p=0,006). Der Anteil intrauterin
wachstumsretardierter oder makrosomer Neugeborener zeigten keinen signifikanten
Unterschied. Bei keinem der untersuchten Patienten fand sich die 121ins2-Mutation.
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Die Haufigkeit der Intron 4-Polymorphismen unterschied sich nicht zwischen
erkrankten Kindern und der Kontrollgruppe (9,5% vs. 8,4%).

Wir konnten bereits etablierte Risikofaktoren der TTN, wie maéannliches
Geschlecht, niedriges Geburtsgewicht und Entwicklung per Sectio ceasarea,
bestatigen. Intron 4-Polymorphismen und 121ins2-Mutation in den untersuchten
Genabschnitten erklaren nicht das Krankheitsbild der TTN. Weitere Untersuchungen

sind zur Klarung der Atiologie der transitorischen Tachypnoe notwendig.

Summary: Transient tachypnea of the newborn (TTN): A role for
polymorphisms of surfactant protein B (SP-B) encoding gene?

TTN is usually a benign self-limiting respiratory disorder in the immediate
neonatal period. The lipophilic surfactant-associated protein B (SP-B) was
demonstrated to be the most relevant structural component of the surfactant system
for immediate postnatal pulmonary adaptation. Homozygous 121ins2 mutation of the
SP-B encoding gene results in SP-B deficiency and fatal neonatal respiratory failure.
Furthermore polymorphisms within the intron 4 of the SP-B gene were shown to be
related to the risk and course of respiratory distress syndrome.

We therefore aimed at investigating whether genetic variations of SP-B
(heterozygous 121ins2 mutation or intron 4 polymorphisms) may be associated with
TTN. An other goal of our research was to determine the distribution and structure of
identified intron 4 polymorphisms. At least own clinical data will be discussed with
previous published risk factors of the TTN.

In order to identify SP-B heterozygous 121ins2 mutation and intron 4
polymorphisms, we analyzed genomic DNA by means of PCR amplification, fragment
length and sequence analysis in 74 term neonates presenting with TTN and 83
healthy term infants as controls. Newborns with any infection, pulmonary or cardiac
congenital malformations, postnatal asphyxia and infants born to diabetic mothers
were excluded.

Both groups showed no statistical difference in gestational age (39 weeks vs.
38 weeks), Apgar-score at 5 minutes < 7 (0% each) and umbilical artery pH < 7.10
(0% each). The frequency of male infants (68.9% vs. 44.6%, p=0.004) and neonates
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born via caesarean section (70.3% vs. 30.1%, p<0.001) were significantly higher in
TTN group. The TTN newborns showed a significantly lower birth weight than their
controls (3091g vs. 33259, p=0.006). There was no statistical difference in the
frequency of newborns with IUGR or makrosomia between both groups. None of the
neonates were heterozygous for the 121ins2 SP-B mutation. The frequency of intron
4 variations did not differ between TTN newborns and healthy controls (9.5% vs.
8.4%).

Our data suggest male gender, low birth weight and caesarean section to be
risk factors for TTN which is in accordance with previous studies. We conclude
polymorphisms of intron 4 and heterozygous 121ins2 mutation not to associated with
TTN. Further investigation is needed to understand underlying mechanisms of TTN .
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7. ANHANG

7.1  Haufig verwendete Abkiirzungen

ARDS akutes Lungenversagen

bp Basenpaar

CAP kongenitale Alveolarproteinose

Da Dalton

DNA Desoxyribonukleinsaure

ddNTPs Didesoxy-Nukleotid-Triphosphat
dNTP Desoxy-Nukleotid-Triphosphat

dATP Desoxy-Adenosin-Triphosphat

dCTP Desoxy-Cytosin-Triphosphat

dGTP Desoxy-Guanin-Triphosphat

dTTP Desoxy-Thyrosin-Triphosphat

DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin

ENaC epitheliale Natriumkanale

FG Frihgeborenes

FLA Fragmentlangenanalyse

IUGR intrauterine Wachstumsretardierung
LB Lamellarkérperchen

LPS Lipopolysaccharid

MVB multivesicular bodies

NG Neugeborenes

PCR Polymerasekettenreaktion

RNA Ribonukleinsaure

RDS Atemnotsyndrom des Friihgeborenen
SD Standardabweichung

SP Surfactant-assoziertes Protein

SP-A, -B, -C, -D Surfactant-assoziertes Protein A, B, C, D
SSW Schwangerschaftswoche

TTN transiente Tachypnoe des Neugeborenen

uv Ultraviolett
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7.3 Datenerhebungsbogen

Zur Erhebung der mdatterlichen und neonatalen Daten in der Arbeit wurde der

folgende Bogen verwendet.

Transient tachypnea of the newborn and SP- B and ENaC study

- Cooperative Project of the Children’s University Hospital Giessen -

samples

blood samples (in EDTA or heparin} or cell pellets

1-2 ml

stored at —20°C

patients

term newborn: GA = 37 weeks

transient tachypnea 2)

please mark where applicable

exclusion criterias

= infections:i.e. pneumonia, sepsism_ clinical sepsis Desrevansrsmnnens no
= structural pulmonary or cardiac anomalies ... no
= underlying cardiac disEases ... et e e no
=  myckardial dysfunction e imsesenstse et ot A manths e et e e A e no
= onset of respiratory symptoms = 24h postnatal ... no
s postnatal asphyxia® e no
= jnfant of digbetic mother .. s no
=  meconium aspiration syndrom U somsmssmmerirassseinnns no

maternal diseases

= asthma: no yes
= diabetes: no yes
= preeclampsia ol no yes
= smoking during pregnancy no yes

=  thyroid dysfunction no yes = hyperthyroidism hypothyroidism



antenatal data

glucocorticoid therapy no yes
tokolytics (B-mimetics) no yes
preterm rupture of membranes iy no yes

peripartal data

mode of delivery vaginal cesarean section

neonatal data

ANHANG

()

=  name of the Newbormn: e
= gestational age e weeks
= date of birth:
= sex: male female
=  bithweight: gram
= bith length: cm
= APGAR at 1 minute ........... at 5 minutes ...
= umbilical artery pH:
= consanguinity: no WES 5 VI e e e s
=  siblings with same/similar neonatal history no WES S0 oot e et e aea e e s
= multiple gestation: no twins triplets
which of the newborns 7 1. 2.
clinical diagnosis
= intracranial hemorrhagej:' no yes ( grading
= notes about additional diagnosis and therapy :
medication
= catecholamines no yes
= stercids postnatal no yes  (duration of therapy: ...
= antibiotics no yes  (drugio duration:

-2
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(%)

clinical course

= mechanical ventilation no yes (durabion: ..o )
= CPAP no yes (duration: ......cccccceevivinean s )
= oxygen supplement no yes (durabion: .........ccoociivenianian )
=  pulmonary interstitial emphysema no yes
=  pneumothorax no yes
= death £ 28days postnatal no yes

thank you very much for your cooperation

(date and place) (name and sign of physician)

for any question please don‘t hesitate to contact us:

Prof. GORTHMER (Chief of Department)
Erol TUTDIBI (physician): eroltutdibii@paediat. med.uni-giessen.de
Dr. Eva LANDMARNM (physician)
Children's University Hospital Giessen. Feulgenstr.12, 35392 Giessen, Germany
Tel: 0049-641-9943473 Fax: 0049-641-9943479

definitions:

a) tachypnea= 60breaths/'min, FiQz= 0.21, diagnosis is based on radiologic criterias

by based on clinical signs, positive culture, blood count and differential, increased CrP <24h postnatal

c) based on clinical signs without increased CrP and positive culture

dy echocardiographic diagnosis. absence of hean defects

g) apgarscore < 6 at 5 minutes or umbilical artery pH < 7.10

fl typical chest x-ray findings, severe respiratory distress, presence of meconium in amniotic fluid and in airvays
a)  proteinuria and hypertension during pregnancy

hy  spontaneous rupture of membranes = 12h antepartal

il based on maternal menstrual history or early prenatal ultrasound

i) ultrasound. Papile's et al. classification
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