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1 Einleitung

1.1 Die normale Lungenentwicklung

Die physiologische Lungenentwicklung des Menschen umfasst fiinf chronologisch
aufeinander folgende Stadien, welche den Ursprung in der Embryonalentwicklung nehmen und
bis in das postnatale Leben andauern. Dabei tragen unzihlige Faktoren zu einem normalen
Lungenwachstum bei und durch die Storung bereits eines einzelnen Faktors konnen schwere
Abnormititen in der Organentwicklung auftreten.'

Die finf wesentlichen Entwicklungsstadien werden in die embryonale (1. bis 7.
Gestationswoche), die pseudoglandulire (7. bis 16. Gestationswoche), die kanalikulire (16. bis
26.-28. Gestationswoche), die sakkuldre (26.-28. bis 32.-36. Gestationswoche) und die alveolire
Phase (32.-36. Gestationswoche bis iiber das 2. Lebensjahr hinaus) differenziert.”” Dabei sind
die Ubergiinge von einer Phase in die folgende flieBend und die zeitlichen Abstinde kénnen
interindividuell geringgradig differieren.”’ Im embryonalen Stadium entwickeln sich die
Atemwege bis auf das Level von bronchopulmonalen Segmenten mit einem mehrreihigen
Epithel aus Spindelzellen. Durch 16-28fache dichotome Teilung werden die Atemwege bis hin
zum Azinus ausdifferenziert und es erscheinen Zellen des respiratorischen Epithels sowie erste
Knorpelzellen. Die angiogenetische Entwicklung der priaziniren Gefile wird im
pseudoglanduliren Stadium abgeschlossen. Als wesentlicher Schritt der kanalikuliren Phase
sind der Beginn der Differenzierung von Typ II- Pneumozyten mit folglicher Aufnahme der
Surfactantproduktion und die Verminderung des interstitiellen Gewebes zur Ausdinnung der
entstehenden Blut-Gas-Schranke zu nennen. Zudem verwandeln sich die Zellen des distalen
Atemwegsepithels zunehmend in kuboidale Zellen und setzten sich dadurch vom bronchialen
Epithel ab. Die Ausbildung der distalen pulmonalen Zirkulation durch Vaskulogenese ist dabei
ab etwa der 20. Gestationswoche prisent. Das sakkulire Stadium ist durch eine deutliche
Reduktion des interstitiellen Gewebes der sakkuliren Wandstrukturen sowie durch die
Ausbildung von sekundiren Aussprossungen gekennzeichnet. Letztere sind als Vorldufer der
Alveologenese zu betrachten und sind noch mit einem doppelten Kapillarnetz ausgestattet. Die
weitere Ausdifferenzierung und Ausdinnung der sekundiren Septen mit zunehmender azinirer
Komplexitit, sowie Umorganisation und Verschmelzung der beiden Kapillarnetze zu Einem,
kennzeichnet das letzte und damit alveolire Entwicklungsstadium.””” Das Ende des

Alveolarisierungsprozesses im Kindesalter wird zwischen etwa dem 2. Lebensjahr® und dem 8.
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Lebensjahr41 gesehen. Dabei wird davon ausgegangen, dass der Mensch mit ca. 150 Millionen
etwa ein Drittel bis die Hilfte seiner adulten Alveolenzahl bereits zur Termingeburt ausgebildet
hat."” BekanntermaBen stellt das MaB der Lungenreife den wesentlichen determinierenden
Faktor fir die Lebensfihigkeit frithgeborener Kinder dar. Diese tritt grundlegend in der
kanalikuliren Phase jenseits der 24. Gestationswoche mit der Ausbildung der Blut-Gas-
Schranke und der beginnenden Surfactantsynthese ein."

Fir das in der vorliegenden Dissertation verwendete Tiermodell wurde die Maus
gewihlt, deren Lungenentwicklung in den wesentlichen Abldufen der des Menschen entspricht
und dabei die gleichen fiinf Entwicklungsstadien durchliuft. Das zeitliche Ausmal} in der
Lungenentwicklung der Maus ist mit etwa 19 Tagen Gestationsdauer jedoch signifikant kirzer
und zum Zeitpunkt der physiologischen Geburtsreife befindet sich die Mauslunge noch in der
sakkuliren Entwicklungsphase. Die Alveolarisierung beginnt hier im Gegensatz zur
menschlichen Lungenentwicklung erst in der ersten postnatalen Lebenswoche und ist bis zur 3.
Lebenswoche bereits weitestgehend abgeschlossen.”” Die Lungen der Versuchstiere befinden
sich zum Zeitpunkt der physiologischen Geburt also in einer Entwicklungsphase, die der von
sehr oder sogar extrem frihgeborenen Kindern entspricht. Abbildungen 1A und B zeigen
schematisch die menschlichen Lungenentwicklungsphasen im Vergleich zur Organentwicklung

der Maus.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Lungenentwicklungsphasen von Mensch (A) und Maus (B). Die
normale Gestationsdauer betrigt beim Menschen etwa 40 Wochen, bei der Maus nur etwa 19 Tage. Zum
Zeitpunkt der physiolgischen Geburtsreife befinden sich die Lungen der Tiere noch im sakkuliren Stadium. Beim
Menschen beginnt die Alveolarisierung bereits im letzten Trimenon der Schwangerschaft, wihrend sie bei der

Maus einen ausschlieBlich postnatalen Prozess darstellt. (A) modifiziert aus Burri, 19844 ; (B) modifiziert aus

Cardoso, 200042
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1.2 Bronchopulmonale Dysplasie

1.2.1 Historische Entwicklung

Der Terminus bronchopulmonale Dysplasie (BPD) wurde erstmalig im Jahr 1967
geprigt. Northway und Mitarbeiter beschrieben die BPD als ein chronisches pulmonales
Syndrom, welches nach prolongierter mechanischer Beatmung und Sauerstofftherapie aufgrund
eines schwergradigen hyalinen Membranensyndroms (HMD) bei Frithgeborenen beobachtet

wurde.'’

Dabei galten als diagnostische Kiriterien die Anwesenheit und das Fortbestehen von
respiratorischen Zeichen und Symptomen, die Notwendigkeit einer Sauerstoffsupplementation
zur Behandlung der bestehenden Hypoxdmie und der Nachweis eines abnormalen

Réntgenthorax im Alter von 36 Wochen post menstruationem (p.m.)."”'”’

Das post-
menstruelle Alter entspricht dabei dem Gestationsalter plus dem chronologischen Alter. Diese
urspringliche Definition des Krankheitsbildes bleibt teilweise auch heute noch relevant, ist
aufgrund der enormen Fortschritte der neonatologischen Intensivmedizin heute aber bei
weitem nicht mehr als ausreichend anzusehen. Vor allem die Anwendung von prinatalen
Steroiden bei drohender Frithgeburtlichkeit (seit den 70er Jahren), die Einfihrung von neuen
schonenden Beatmungskonzepten, die Entwicklung neuer nicht-invasiver Monitoring-
Moglichkeiten, Fortschritte in Pflege- und Erndhrungsstrategien und vor allem die
Verfugbarkeit der exogenen Surfactanttherapie (seit den 90er Jahren), haben den klinischen
Verlauf und das Outcome Frithgeborener mit Respiratorischem Distress-Syndrom (RDS)
innerhalb der vergangen 40 Jahre erheblich verbessert.”*'*

Diese Faktoren haben tber die Jahrzente zu einem Wandel des urspriinglich von
Northway et al. beschriebenen Krankheitsbildes, welches primir von Volu- und Barotrauma,
Inflammation, sowie der Sauerstofftoxizitit bestimmt war, gefiihrt.18 Im Besonderen seit dem
groBflichigen Einsatz von exogenen Surfactantpriparaten hat sich zunehmend eine chronische
Lungenerkrankung (CLD) nach Frithgeburtlichkeit entwickelt, welche sich in threm klinischen

Verlauf, sowie in der Pathologie von der klassischen Form der BPD unterscheidet.**"*'*!

1.2.2 Bedeutung und Definition
Die bronchopulmonale Dysplasie ist bis auf seltene Ausnahmen eine chronische,
potenziell reversible Erkrankung beatmeter frithgeborener Kinder”, die typischer Weise

aufgrund  eines  akuten  Atemnotsyndroms (ANS) kiinstlich ~ mit  hohen
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Sauerstoffkonzentrationen prolongiert beatmet werden mussten.'””*'"® Hiufig betrifft die BPD
heute aber vor allem auch sehr unreife Neugeborene, die fehlende oder nur wenige Zeichen
einer initialen Lungenerkrankung im Sinne eines ,respiratory distress syndrome® (RDS),
aufweisen.'” Diese Kinder sprechen gut auf die exogene Surfactantgabe an und miissen
vielmehr wegen nicht ausreichender Atemanstrengungen bis hin zur vélligen Apnoe prolongiert
beatmet werden."”™ Seltener tritt die mit der BPD weitestgehend synonym benutzte ,,chronic
lung disease of infancy” (CLDI) bei reifen Neugeborenen auf, die wegen anderer
schwerwiegender Erkrankungen als dem RDS einer prolongierten Beatmungstherapie
unterzogen werden mussten.'” Zu diesen Krankheitsbildern zihlen das Mekonium-
Aspirations-Syndrom (MAS), Pneumonien, Sepsis, persistierende pulmonale Hypertension,
pulmonale Hypoplasie, Apnoe, tracheo6sophageale Fisteln, angeborene Zwerchfellhernien oder
Herzfehlbildungen, sowie kongenitale neuromuskulire Sté')tungen.()&l{’8

Trotz der Fortschritte in der Peri- und Neonatologie bleibt die BPD neben Stérungen
der neurologischen Entwicklung frithgeborener Kinder, auch heute noch ein
Hauptmorbidititsfaktor im Rahmen der Frithgeburtlichkeit und eine der Hauptursachen fir
chronische Komplikationen bei den Uberlebenden.* Short und Mitarbeiter konnten 2003
zeigen, dass sehr frih geborene Kinder, die an einer BPD litten und somit eine
Sauerstoffsupplementierung bendétigten, im Alter von 8 Jahren schlechtere kognitive und
akademische Leistungen erbringen konnten als vergleichbare Frithgeborene, die nicht an einer
BPD erkrankt waren." Die betroffenen Kinder miissen hiufig iiber groBe Zeitriume stationir
behandelt werden. Damit stellt die BPD heute noch immer eine grofle physische und
emotionale Belastung der Patienten und deren Familien dar, zusitzlich sind aber auch die
erforderlichen finanziellen Therapickosten hiufig erheblich.”® Viele der erkrankten Kinder
koénnen nur mit zusitzlicher Sauerstoffgabe nach Hause entlassen werden und sind fur viele
Monate bis hin zu Jahren —selten jedoch tiber Beendigung des 2. Lebensjahres hinaus- stetig
darauf angewiesen.” Innerhalb der ersten beiden Lebensjahre miissen etwa 50% aller an BPD
erkrankten Kinder erneut wegen respiratorischer Insuffizienz stationir behandelt werden.”’
Davon sind die meisten Fille mit einer Infektion durch das respiratory syncitial virus (RSV)
assoziiert. Hiufig sind auch Siuglinge und Kleinkinder, die einer hauslichen Sauerstofftherapie
zugefithrt werden mussten, von erneuter Rehospitalisierung betroffen. Die hohe Rate an
Rehospitalisierungen  fillt erst im dritten Lebensjahr signifikant ab.** Auch ein
Zusammenhang zwischen BPD und dem Syndrom des plétzlichen Kindstodes (SIDS) konnte
von Werthammer et al. gezeigt werden, dabei ist das Risiko an einem SIDS zu versterben bei an

5

BPD erkrankten Sduglingen siebenfach erhoht im Vergleich zur gesunden Vergleichsgruppe.22
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Es gibt ebenfalls klare Hinweise darauf, dass die BPD auch jenseits des 2. Lebensjahres
vermehrt respiratorische Symptome verursacht.”” Auch wenn das weitere Lungenwachstum und
das Remodelling der Lungenarchitektur in vielen Fillen eine konsekutive Verbesserung der
Lungenfunktion zur Folge hat,” bleiben dennoch hiufig Stérungen der Beliftung und des
Flows fortbestehen.” In Studien konnte gezeigt werden, dass Jugendliche, die an einer BPD
erkrankt waren, vermehrt an Atemwegsobstruktion, Uberblihung und einem hyperreagiblen
Bronchialsystem leiden.”™"”" Viele der tiberlebenden Patienten werden in den nichsten Jahren
das junge Erwachsenenalter erreichen und somit kann die BPD nicht mehr als rein
padiatrisches Krankheitsbild gesehen werden. Baraldi und Mitarbeiter sehen in der BPD durch
thre verminderte respiratorische Reserve ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten eines
pathologischen Phinotyps bei diesen jungen Erwachsenen, welcher der bekannten adulten
Form der ,,chronic obstructive pulmonary disease® (COPD) dhnelt.”

Glucklicherweise hat aufgrund der beschriebenen Verbesserungen in der medizinischen
Versorgung Frithgeborener die Inzidenz der schweren klassischen Form der BPD deutlich

11
abgenommen.'"’

Allerdings bleibt aufgrund der immer unreiferen und leichteren Frithchen, die
heute erfolgreich am Leben erhalten werden kénnen, die Gesamtinzidenz der Erkrankung nach
wie vor auf einem gleich hohen Niveau und wird zum Teil sogar als leicht ansteigend
gesehen.”™” Vor allem die Gruppe der Frithgeborenen mit sehr oder sogar extrem niedrigem
Geburtsgewicht -auch als very bzw. extremely low birth weight infants (VLBWI bzw. ELBWI)
bezeichnet- ist immer seltener von der klassischen schweren Form, sondern vielmehr von der
neuen milderen Form der BPD betroffen.'*""""**' Dabei ist es unbestritten, dass sich das
Auftreten der BPD umgekehrt proportional zu dem Gestationsalter und Geburtsgewicht

1, 72;94;162;16
verhalt.””

” Die erheblichen Fortschritte in der neonatologischen Versorgung sind in erster
Linie an der Tatsache abzulesen, dass die BPD bei Kindern mit einem Geburtsgewicht von
tiber 1500g nur noch sehr selten vorkommt.'*

Aus dem Beschriebenen geht hervor, dass die BPD ein sehr komplexes Krankheitsbild
mit sehr unterschiedlichem Verlauf und Schweregrad darstellt. Daher ist es schwierig, aber
umso wichtiger, einheitliche Definitionen zur Klassifizierung der Erkrankung zu erarbeiten.
Dies ist weniger fiir den tdglichen klinisch praktischen Alltag von Relevanz, sondern ist
vielmehr in Hinblick auf die Qualititskontrolle und die Durchfihrung von aussagekriftigen
klinischen Studien mit beispielsweise BPD als einem Endpunkt von grundlegender
Bedeutsamkeit.”’ Aktuell werden zur klinischen Klassifikation der BPD zwei unterschiedliche

Ansitze verwendet. Zum einen die von Jobe und Bancalari 2001 in ihrem Workshop

Summary'"® vorgestellte Einteilung in drei Schweregrade. Dabei wird der Schweregrad der BPD
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in mild, moderat oder schwer in Abhingigkeit von Dauer und Hoéhe des Sauerstoffbedarfs
gegliedert. Die einzelnen Kriterien sind in Abbildung 2 aufgefithrt. An dieser Definition des
National Institute of Child Health an Human Development (NICHD) wird bemingelt, dass sie
keine Angaben dartiber enthilt, welche pulsoximetrisch gemessenen Sauerstoffsittigungswerte
(SpO,) als Indikation fiir Sauerstoffbedarf angesehen werden.” Eine Umfrage des Vermont
Oxford Network im Jahr 2002 ergab, dass als oberer pulsoximetrischer Schwellenwert zur
Sauerstoffsupplementation Werte von weniger als 84% bis hinzu weniger als 96% bei den
befragten Institutionen verwendet wurden. Insgesamt benutzten nur 41% der Antwortenden
das gleiche Kriterium, nimlich SpO, weniger als 90%.” Diese Schwankungen in der praktisch
klinischen Definition der Erkrankung haben verstindlicherweise erheblichen Einfluss auf die

sehr unterschiedlichen Angaben der Inzidenz der BPD.

Gestationsalter
<32 Wochen >32 Wochen
Zeitpunkt der
Bestimmung 36 Wochen PMA oder Entlassung >28d aber <56d PNA oder Entlassung
Sauerstoff-
Supplementation >21% fiir wenigstens 28d >21% fiir wenigstens 28d
BPD
Mild Atmen von Raumluft mit 36 Wo PMA oder bei Atmen von Raumluft mit 56d PNA oder
Entlassung* bei Entlassung*
Moderat Bedarf von <30% O2mit 36 Wo PMA oder Bedarf von <30% O: bis 56d PNA oder
odera Entlassung* Entlassung*
0,
Schwer Bedarf von >30% O und/oder Beatmung/CPAP gzg;;f ‘;10[; (?132\[/: r(;zt ];231/{;13? oder bei
chwe mit 36 Wo PMA oder bei Entlassung* ung %
Entlassung

Abbildung 2: klinische Definition der BPD; *das frihere Ereignis ist entscheidend, PMA= postmenstruelles
Alter, PNA= postnatales Alter, CPAP= continuous positive airway-pressure ventilation; modifiziert nach Jobe

und Bancalari!!8

Um diese Variationen in der Diagnostik der BPD zwischen verschiedenen Kliniken zu
verringern, ist im Jahr 2003 von Walsh und Mitarbeitern eine weitere Definition der BPD mit
einem mehr physiologischen Ansatz verdffentlicht worden.”” Walsh et al. legen einen
pulsoximetrischen Sauerstoffsittigungswert von 88% zu Grunde. Dieser Wert wurde weniger

aus physiologischer Kausalitit gewihlt, sondern vielmehr da dieser Wert einen hohen
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praktischen Konsensus darstellt. Dabei wird durch schrittweise Reduktion der Sauerstoffzufuhr
in 2% Schritten bis auf Raumluftniveau im postmentstruellen Alter von 36 Wochen tberpriift,
ob nach einem Beobachtungszeitraum von einer Stunde eine Sauerstoffsittigung von tber 88%
aufrecht erhalten werden kann. Fallt die Sittigung unter 88% wird die klinische Diagnose der
BPD gestellt. Die Kriterien dieser Methode werden in Abbildung 3 demonstriert. Wie bereits
erwihnt, bedeuten die uneinheitlichen diagnostischen Kriterien teilweise leider eine hohe
Variabilitit der Daten zur Ermittlung der Inzidenz der BPD. So konnten ebenfalls Walsh und
Mitarbeiter 2004 zeigen, dass durch Annahme einer Sauerstoffsittigung >90% bei
Raumluftbedingungen als Kriterium fir eine notwendige Sauerstoffsupplementation die BPD-
Inzidenz von 35% auf 25% kiinstlich gesenkt wurde.”"”

Ein weiterer klinischer Ansatz zur Einschitzung und Klassifikation des Schweregrades
der Erkrankung besteht in der Beurteilung von konventionellen Rontgenthoraces. Dabei
wurden verschiedene Scoring-Systeme entwickelt, die zur prognostischen Einschitzung des

Schweregrades hilfreich sein kénnen. *"*”

Zeitpunkt der Bestimmung 36 Wochen PMA

BPD >30% O, und/oder Beatmung oder CPAP

Oder

SO, <88% bei Raumluft nach schrittweisem Reduktionstest
und nach Beobachtungszeitraum von 1h

Abbildung 3: Kriterien der physiologischen Definition der BPD, modifiziert nach Walsh et al.?®

PMA=postmenstruelles Alter, CPAP= continuous positive airway-pressure ventilation

Allein in den Vereinigten Staaten von Amerika werden jedes Jahr etwa 500.000 Kinder
zu frih geboren. Davon sind etwa 20.000 Kinder mit einem Geburtsgewicht von unter 1000g
extrem Frithgeborene (ELBWI)."”* Ehrenkranz und Mitarbeiter berichten, dass in dieser
Gruppe von ELBWI (<1000g Geburtsgewicht und postmenstruelles Alter <32 Wochen) 77%
67

eine BPD entwickeln.

und Mitarbeitern sehr hoch. Hier wurde fir die gleiche Gruppe der ELBWI eine BPD Inzidenz

Diese Zahl erscheint im Vergleich zu den Ergebnissen von Stevenson

von 30% angesetzt."”® Rojas et al. berichteten 1995 von einem Kollektiv, in dem 85% der
Neonaten mit einem Geburtsgewicht zwischen 500 und 699g eine BPD entwickelten, im

Gegensatz sind es lediglich 5% der tber 1500g wiegenden Frithgeborenen, die davon betroffen
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' Fir Deutschland veroffentlichten Thomas und Speer 2005 Daten aus dem

waren.'®
Geburtsjahrgang 2001. Die Ergebnisse zeigen eine BPD Inzidenz von 29% aller Neonaten,
welche mit einem Gestationsalter von weniger als 32 Wochen zur Welt kamen. Bei den

Frithgeborenen der 26. und 27. Schwangerschaftswoche (SSW) waren es sogar 51%.”"

1.2.3 ,,Klassische* Form der BPD

Die klassische oder auch als ,alte” BPD bezeichnete Form wurde von O’Brodovich
und Mellins im Jahr 1985 vor allem durch das Vorhandensein von inflammatorischen
Prozessen, Fibrose und der Hypertrophie der glatten Muskulatur der Atemwege charakterisiert.
O’Brodovich und Mellins sahen 1985 die Ursache dieser Verinderungen dhnlich wie schon
Northway et al. 1967 in erster Linie in der Kombination aus mechanischer Ventilation und

Sauerstofftoxizitit.'*®

Die histologischen Charakteristika der alten Form der BPD werden vor
allem durch extensive Fibroproliferation, schwere Lisionen des Flimmerepithels mit
Plattenepithelmetaplasien, eine inhomogene Lungenstruktur mit dem Nebeneinander von
atelektatischen und Uberblihten Bereichen, sowie durch eine reduzierte innere
Lungenoberfliche mit geringer Alveolenanzahl beschrieben. Zusitzlich fielen bei
Autopsiepriaparaten  von  verstorbenen  Patienten eine  Hyperplasie der  glatten
Atemwegsmuskulatur und prominente hypertensive Verinderungen der Pulmonalarterien im
Sinne eines ,,Remodelling” auf.’*’ Bonikos et al. beschricben diese pathologischen
Verinderungen des Lungengewebes Mitte der 70er Jahre auch als bronchiolitische Form mit

Fibrose.”

Abbildung 4 zeigt exemplarisch ein histologisches Priparat mit den typischen
histopathologischen Veridnderungen der klassischen, chronisch proliferativen Form der BPD

bei niedriger und stirkerer Vergro3erung.
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Abbildung 4: Histologische Beispiele eciner klassischen BPD mit deutlich verdickten Alveolarsepten und
Fibrosierung, dem Nebeneinander von atelektatischen und hyperinflatierten Arealen bei Ubersicht (A) und

Detailvergroierung (B). Modifiziert nach Kinsella et al. 2006122

Van Lierde und Mitarbeiter konnten spater feststellen, dass neben der bronchiolitischen
Form auch eine interstitelle Variante auftrat, die mehr durch einen Entwicklungsarrest der
terminalen Luftwege gekennzeichnet war. Die distalen Luftwege waren gleichmaissig verdickt,

fibrosiert und nur wenig alveolarisiert.”"?

Es konnte also bereits ein gewisser pathologischer
Progress beobachtet werden, der vor allem durch die Fortschritte in der Beatmungstherapie
erklirbar ist, aber in ihrem Charakter dnderte sich das pathologische Bild grundlegend erst
durch die Einfithrung der exogenen Surfactanttherapie.” Die beschriebene ,,alte” Form der

BPD wird heute nur noch sehr selten beobachtet.
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1.2.4 Priasentation der ,,neuen BPD

Diese mildere Form der BPD betrifft heute in erster Linie die ELBWI. Diese Kinder
zeigen hiufig inital keine oder nur milde Zeichen eines RDS."' Das Ansprechen auf
Surfactantgabe ist gut und die prolongierte Beatmung kann hédufig mit niedrigen Driicken und
Sauerstoffkonzentrationen durchgefiihrt werden.””**'”” Es schlie3t sich oftmals eine Phase an,
in der die Neonaten teilweise sehr wenig bis gar keine Sauerstoffsupplementation bendétigen
und welche daher gelegentlich auch als ,,honeymoon bezeichnet wird. Leider zeigen viele
dieser Fruhgeborenen mit der Zeit eine progressive Verschlechterung in der Lungenfunktion,
welche sich mit steigendem Sauerstoffbedarf, Tachypnoe sowie Einzichungen manifestiert."

Der Terminus ,,neue” BPD wurde 1999 von Alan Jobe geprigt.'"” Dabei bezieht sich
der Autor auf die Beobachtungen aus histopathologischen Untersuchungen an Lungen
verstorbener Kinder, die im Rahmen der neonatologischen Versorgung bereits mit exogenem
Surfactant behandelt worden waren. So konnten Husain und Mitarbeiter 1998 zeigen, dass bei
diesen Frihgeborenen deutlich weniger ausgeprigte Fibrosierungszeichen und Inflammation zu
erkennen waren als von der klassischen BPD zuvor beschriecben wurden. Zusitzlich hatten

" Diese

diese Kinder auch eine geringere Alveolenanzahl mit einem gréfleren Durchmesser.
Observationen dhneln sich sehr mit den Berichten mehrerer Untersuchungen an den Lungen
von ELBWI mit und ohne Vorgeschichte einer HMD, die zwar noch kurz vor Einfithrung der
Surfactanttherapie behandelt worden waren, aber schon mit sehr schonenden Ventilationsmodi

BITEIET Hiethei fielen verplumpte und

und niedrigen Sauerstoffkonzentration beatmet wurden.
variabel geformte Alveolen auf, die den Charakter eines generalisierten Emphysems mit
tiberblihter Alveolarstruktur besitzen."”

Coalson analysierte die Lungenbiopsien von Frithgeborenen mit einem Gestationsalter
zwischen 24 und 28 Wochen, die an einer schweren BPD litten. Dabei fiel auf, dass in allen
untersuchten Proben nur ein geringer Grad an Flimmerepithelverinderungen, sowie eine
deutlich simplifizierte distale azinire Architektur mit weiten sakkuliren und alveoliren
Strukturen zu erkennen war. Die alveolire Komplexitit war nur gering, was sich vor allem in
der reduzierten sekundiren Septierung widerspiegelte.32 Die selbe Autorin konnte 2003 die
gleichen histopathologischen Verinderungen bei autoptischen und bioptischen Priparaten von
Kindern bestitigen, die sowohl prinatale Steroide, als auch postnatale Surfactantgaben erhalten
hatten. Es dominierten die ausgeweiteten distalen Luftwege mit minimaler Alveolarisierung und
eine dysmorphe kapillire Konfiguration mit variablem Grad an alveolo-septaler Fibrosierung.”
In Abbildung 5 sind exemplarisch zwei Priparate mit den typischen Aspekten der ,,neuen

BPD dargestellt. Die Priparate stammen aus autoptischen bzw. bioptischen Proben von
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Kindern, die mit prinatalen Steroiden und postnatalen Surfactantpriparaten behandelt worden

waren.

Abbildung 5: Histologische Beispiele einer ,,neuen” BPD von Patienten, die mit prinatalen Steroiden und
postnatalen Surfactantpriparaten behandelt worden waren. Es dominiert das Bild der groflen simplifizierten
distalen Luftwege mit keiner bis wenig fibrotischer septaler Verdickung.

A modifiziert aus Coalson, 2006,>* B modifiziert aus Husain et al., 1998114

Zusammenfassend lassen sich die histopathologischen Charakteristika der neuen BPD
wie folgt beschreiben: Vorliegen weniger groer Alveolen mit simplifizierter Architektur und
geringer azindrer Komplexitit, geringgradige regionale Heterogenitit, ein schwach
ausgreprigtes und dysmorphes Kapillarbett, variable aber tendenziell schwache interstitielle
Fibroproliferationen und glattmuskulire Hyperplasie, weniger ausgeprigtes vaskuldres
Remodelling als bei der pri-Surfactant BPD, bei insgesamt reduzierter arterieller
Vaskularisierung und zu vernachlissigenden Flimmerepithellisionen.”*'” Die im Vordergrund

53

stehende alveoldre Simplifizierung hat die Begriffe ,,alveolire Hypoplasie®>” oder auch ,,Arrest

<119

der Lungenentwicklung® ™ geprigt. Diese Termini umschreiben gut die Tatsache, dass es sich

bei der ,,neuen BPD um eine Stérung der postnatalen Alveolarisierung einer anatomisch-
strukturell unreifen Lunge zu handeln scheint.”*!"*

Das in den 60er Jahren erstmalig nach seinen Erstbeschreibern benannte Wilson-Mikity
Syndrom (WMS) wurde lange Zeit als eigenstindiges Krankheitsbild gesehen, welches mit
Frithgeburtlichkeit assoziiert ist und eine Differentialdiagnose zur CLD darstellt.'”**
Typischerweise fehlen die Zeichen eines initialen RDS, dabei wird auch eine infektiése Genese

diskutiert.'” Mittlerweile mehren sich die Hinweise darauf, dass es sich beim WMS nicht um ein
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eigenstindiges Syndrom, sondern vielmehr um eine Variante der ,neuen” BPD handeln

.. 10:
konnte.'
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1.2.5 Aktuelles Verstindnis der Pathogenese

Die Entstehung der BPD ist multifaktoriell. In der Vergangenheit konnten einige
Risikofaktoren und Ausloser, die zur Entwicklung einer BPD beitragen, identifiziert werden.
Dabei sind die schon seit der urspriinglichen Beschreibung des Krankheitsbildes bekannten
Faktoren Hyperoxie und Barotrauma immer noch von zentraler Bedeutung. Allerdings sind
mittlerweile deutlich mehr Erkenntnisse iiber die Atiologie gewonnen worden und es konnten
zusitzliche Aul6ser, die in der Pathogenese der BPD eine wichtige Rolle spielen, aufgedeckt
werden. Dabei stellt, wie bereits erwihnt, die Frihgeburtlichkeit mit ihrer anatomisch-
strukturellen Immaturitit und biochemischen Unreife der Lunge natiirlich den wichtigsten
itiologischen Faktor tiberhaupt dar. Abbildung 6 liefert einen schematischen Uberblick iiber

das heutige multifaktorielle pathogenetische Verstindnis.

Fruhgeburlichkeit

Volu-/Barotrauma

l / PDA

-
ER Inflammation/
Infektion

e
- - D
/' \ Abnormes Gefilk- und
Erndhrung

Lungenwachstum
Genetik Intrauterine

E Wachstumsrestriktion

Surfactant Defizienz/
Dysfunktion

Abbildung 6: Schematische Darstellung des heutigen Verstindisses der multifaktoriellen Atiologie der BPD,

PDA= persistierender Ductus arteriosus, modifiziert nach Chess et al. 20064

Es konnte gezeigt werden, dass der Faktor Hyperoxie fur die Entstehung der BPD
nicht obligat ist, aber dennoch eine zentrale Bedeutung besitzt.'***"*"*" Die gesteigerte
Produktion von zytotoxischen freien Sauerstoffradikalen und die dadurch uberlasteten
antioxidativen Enzymsysteme der noch unreifen Lunge, werden fiir die hyperoxische

35;56;57

Lungenschiadigung  verantwortlich ~ gemacht. Frihgeborene verfiigen Uber nur

unzureichende antioxidative Enzymsysteme wie Superoxiddismutase (SOD), Katalase und
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Glutathionperoxidase,182 sowie niedrige Spiegel an Antioxidantien wie Vitamin C und E. %" Es
ist bekannt, dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS) durch Enzymoxidation, Proteaseinhibition,
Storung der DNA-Synthese, eine verminderte Surfactantproduktion und als chemotaktischer

2451

Faktor fiir Entzindungszellen extensive Gewebeschidden verursachen konnen.  In mehreren

Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass die Exposition gegeniiber Hyperoxie bei neonatalen

35;222 45;102;180

Miusen und Ratten , sowie bei frithgeborenen Pavianen™ Lungenverinderungen
hervorruft, die sehr stark der BPD dhneln.

Der Zusammenhang zwischen dem beatmungsbedingten Volutrauma und der BPD
wird durch Beobachtungen von Kraybill und Kollegen gestiitzt. Sie konnten zeigen, dass
niedrige arterielle CO,-Driicke (PaCO,) und das Risiko eine BPD zu entwickeln, umgekehrt
miteinander korrelieren.”” Durch manuelle Beatmung mit Tidalvolumina von nur 8ml/kg
Korpergewicht konnte in experimentellen Studien der Zusammenhang von bereits geringem
kurzzeitigem Volutrauma und Lungenschidingungen gezeigt werden.” AuBerdem wurde in
zahlreichen tierexperimentellen Untersuchungen demonstriert, dass eine mechanische
Beatmung bei unreifen Neonaten durch Uberdehnung eine ZerreiBung von strukturellen
Elementen mit folgender pro-inflaimmatorischer  Antwort und Leukozyteninflux

7;62;166;204;208
hervorruft. =™

Bestimmte Beatmungsstrategien haben dabei aber eine gro3ere
schidigende Potenz als andere. So konnten beispielsweise Muscedere und Kollegen am
Rattenmodell zeigen, dass eine Ventilation mit hohen Tidalvolumina und fehlendem positiven
endexpiratorischem Druck (PEEP) eine signifikant héhere inflaimmatorische Antwort zu Folge

166 T etztere Variante

hatte, als die Beatmung mit moderaten Tidalvolumina und hohem PEEP.
ermoglicht eine hohere Stabilisierung der Alveolen und wird dadurch als schonender
angeschen. Interessanterweise konnten Thome et al. in einer klinischen Studie keinen positiven
Einfluss der Hochfrequenz-Oszillations-Beatmung (HFOV) auf die Entziindungsreaktion im
Vergleich zur konventionellen intermittend positive pressure ventilation (IPPV) zeigen.””
Uberraschend konnte sogar fiir die Anwendung der als sehr schonend angesehenen Methode
des continuous positive airway pressure (CPAP) im Rattenmodell eine Lungenschadigung
nachgewiesen werden.””

Die Assoziation von systemischen bakteriellen ,early onset Infektionen mit der
Entwicklung einer BPD bei VLBWI konnte von Groneck et al. deutlich demonstriert
werden.””” Zusitzlich wurden auch systemische nosokomiale Infektionen als Risikofaktor fiir
die Entstehung der BPD identifiziert.”*" Epidemiologische und experimentelle Daten zeigen
weiterhin einen deutlichen Zusammenhang zwischen intrauteriner Exposition gegeniiber pro-

inflammatorischen Zytokinen, sowie anderen Mediatoren im Rahmen einer Chorioamnionitis
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und der Entstehung einer BPD. In diesem Kontext wurde auch demonstriert, dass erhchte pro-
inflammatorische Zytokinspiegel in Fruchtwasser und fetalem Nabelschnurblut -als Indikatoren
einer fetalen systemischen Entziindungsantwort- unabhingige Risikofaktoren fir die BPD
darstellen.””™**  Die  genauen Pathomechanismen iiber die fetale systemische
Entziindungsreaktionen zur Entstehung einer BPD beitragen, sind leider immer noch nur
unvollstindig verstanden. Weiterhin wird die Bedeutung einer Atemwegsbesiedlung oder sogar
Infektion mit Koagulase-negativen Staphylokokken und Gram-negativen Erregern fir die
Pathogenese der BPD kontrovers diskutiert.” Ahnliche Uneinigkeit herrscht auch fiir den
Einfluss von Ureaplasma urealytikum (Uu).”” Uu ist ein Mikroorganismus, welcher als
Haufigster aus dem Fruchtwasser von Frihgeborenen isoliert und als pathogener Faktor auch
unmittelbar nach der Geburt im Atemwegssekret nachgewiesen werden kann.”** Es existieren
auch Berichte dartber, dass der Nachweis von Uu im Respirationstrakt von Frithgeborenen —
auch ohne die Anwesenheit klinischer oder laborchemischer Entziindungsparameter- mit
erhohten zelluliren und molekularen Inflaimmationsmarkern und mit einem erhéhten BPD-
Risiko assoziiert ist.”*'**'*’

Nach dem heutigen Verstindnis fiihren die oben genannten Faktoren Hyperoxie, Volu-
und Barotrauma, Chorioamnionitis und Infektion in additiver oder synergistischer Weise zur
Induktion einer pulmonalen Inflammationsreaktion. Durch das entstehende Ungleichgewicht
von pro-inflaimmtorischen und anti-inflammatorischen Mechanismen kommt es zur Storung
der alveolo-kapilliren Einheit und damit zur Affektion der Gewebeintegritit mit
Beeintrichtigung der normalen Alveolarisation und GefiBentwicklung mit der méglichen Folge
einer BPD."*'”

Bereits 1979 konnten Brown und Mitarbeiter zeigen, dass Kinder die einen
persistierenden Ductus arteriosus (PDA) aufweisen, einem hoheren Risiko fiir die Entwicklung
einer BPD unterworfen sind.” Diese Beobachtung wurde in den folgenden Jahrzehnten in
zahlreichen Untersuchungen bestitigt und der PDA als Risikofaktor fur die CLDI allgemein

18;153;181;207

akzepiert. Gonzalez et al. publizierten 1996 Daten, die =zusitzlich auf eine

Potenzierung dieses Risikos bei gleichzeitig vorliegender Infektion von Kindern unter 1000g
Geburtsgewicht hinweisen.”* Dabei wird der Zusammenhang zwischen beiden Faktoren vor

allem in einer Flussigkeitsiiberlastung mit konsekutiver Verschlechterung der Lungenfunktion

122

gesehen. ™ Die Bedeutung der strengen Flissigkeitsbilanzierung zur Verminderung des BPD-

Risikos wird auch von den klinischen Studien von Oh et al., sowie von Marshall und Kollegen

153;171

gestiitzt. Dennoch konnte auch in aktuellen Untersuchungen bisher kein kausaler

Zusammenhang zwischen PDA und BPD demonstriert werden, weder auf tierexperimenteller
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158 141
Ebene, ™ noch am Menschen.

Auch die Resultate des ,,trial of indomethacin prophylaxis in
preterms® (TIPP) konnten keine Verminderung des BPD-Risikos durch eine prophylaktische
Indomethacingabe bei ELBWI belegen.'™ Die moglichen Griinde dafiir sind vielfiltig und
werden vor allem in den antidiuretischen und lungentoxischen Nebenwirkungen des
Indometacins gesehen.””"” Um diese fiir den klinischen Alltag wichtige Frage zu beantworten,
miissen weitere randomisierte kontrollierte Studien mit Placebogruppen durchgefiihrt werden.”

In der nahen Vergangenheit sind ebenfalls verschiedene Hinweise fiir das Vorliegen von
genetisch determinierten pathogenetischen Faktoren beschrieben worden. So konnten vor
allem Polymorphismen der fiir die Surfactantproteine A, B, C und D (SP-A, B, C und D)
kodierenden Abschnitte, als BPD assoziierte Mutationen identifiziert werden.””""**** Die
genetische Bedeutung fiir die BPD wird auch durch Zwillingsstudien gestiitzt. Dabei konnte die
Diagnose BPD bei einem Kind als hoch signifikanter Pradiktor fir das Auftreten einer BPD
beim Geschwisterkind analysiert werden.”

Der Finfluss der Ernihrung fiir die CLD ist bereits seit den Untersuchungen von
Ehrenkranz et al. 1979 bekannt. Die Arbeitsgruppe konnte den positiven Effekt einer Vitamin
E Supplementation auf die BPD Entstehung zeigen.”*” Die Vitamin E Gabe gehort heute im
Rahmen der intensivmedizinischen Erndhrungspline zur Routine, auch wenn in spiteren
klinischen Studien der positive Effekt einer Vitamin E Gabe auf die BPD Hiufigkeit bzw.
Mortalitit bei Kindern unter 1500g Geburtsgewicht nicht bestitigt werden konnte.””*
Eindeutiger ist die Studienlage beziiglich des Vitamin A, fir welches Tyson et al. sowie Darlow
et al. durch Supplementationsbehandlung eine Verringerung der BPD-Inzidenz bei ELBWI
demonstrieren konnten.””"" Dabei wird angenommen, dass Vitamin A als Stimulator der
Reepithelialisierung des Lungengewebes wirkt und Retinoide auch als Mediatoren der
Alveolarisierung wichtig sind."*""” Die Bedeutung des Phospholipids Inositol als méglicher
Stimulator der Surfactantsekretion konnten Hallman et al. 1992 in einer doppel-blinden
klinischen Studie demonstrieren.”® Zudem scheint Inositol auch einen giinstigen Einfluss auf
weitere neonatale Komplikationen wie die Neugeborenenretinopathie und hohergradige
intraventrikulire Blutungen zu haben."” Aber auch der deutlich negative Effekt von kalorischer
Untererndhrung und Protein-Malnutrition auf die Alveolarisation wurde mehrfach
publiziert.”"

Das gehiufte Auftreten der BPD bei dystrophen Neugeborenen —auch als ,,small for
gestational age® (SGA) bezeichnet- konnten Gortner und Mitarbeiter fir Frithgeborene vor

86

Vollendung der 32. Schwangerschaftswoche nachweisen.” Aber auch populationsbasierte

138;178

Studien konnten den Zusammenhang von SGA und BPD bestitigen. In
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tierexperimentellen  Untersuchungen wurde aullerdem gezeigt, dass die intrauterine
Wachstumsrestriktion zu einer reduzierten Surfactantprotein mRNA-Expression und einer
gesteigerten inflammatorischen Aktivierung fithrt.*’

In den letzten Jahren haben sich die Hinweise, welche die Bedeutung von abnormalen
Wachstumsfaktor-Signalkaskaden  fir die  gestorte  Lungenentwicklung  beleuchten,

135;136

gemehrt. So konnten in den Luftwegen von frithgeborenen Kindern erhohte

Konzentrationen des Wachstumsfaktors TGF-B festgestellt werden.”™'* Es ist bekannt, dass
eine Lungenschidigung und der assoziierte inflammatorische Prozess zu einer Induktion von
TGF- fihrt und dabei eine Schlisselrolle in der Vermittlung von Gewebetreparatur und
Remodelling einnimmt.”” Dennoch kénnen exzessive Reparaturprozesse auch dazu fithren, dass
die physiologische Lungenentwicklung gestort wird. So konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von TGF-B zu einer ausgeprigten pulmonalen Fibrosierung fithren kann."”' Es
wird angenommen, dass das Zusammenspiel aus verminderter Expression des
Gewebewachstumsfaktors CTGF —einem zweiten wichtigen Mediator in der Induktion der
pulmonalen Fibrose- zum BPD typischen Arrest von Lungengewebe und Gefillwachstum
fihren kann."” Auch verminderte Atemwegskonzentrationen des keratinocyte und des
hepatocyte growth factors (KGF und HGF), von denen vermutet wird, dass sie an der
normalen Lungenentwicklung beteiligt sind, wurden mit der BPD in Verbindung gebracht.”"”’
Gleiches gilt auch fir verschiedene Hypoxie-induzierbare Faktoren (HIFs), welche
entscheidend an der Angiogenese beteiligt sind."” Durch Tierversuche konnte auch die wichtige
Bedeutung des vaskuliren endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) und seinem Rezeptor fir
die Mikrovaskularisation und Alveolarisation am Modell der BPD gezeigt werden.'” Im Modell
der Hyperoxie-induzierten BPD bei Ratten wurde die Assoziation von vergrof3erten terminalen
Luftwegen, sowie der Verlust von Lungenkapillaren mit verminderter VEGEF und VEGF-
Rezeptor Expression demonstriert. In diesem Modell konnte durch die postnatale adenoviral
vermittelte VEGF-Gentherapie die Gefi3- und Alveolarentwicklung verbessert werden.”' In
wenigen Untersuchungen am Menschen dieser Art konnten Bhatt et al. sowie die
Arbeitsgruppe von Lassus zeigen, dass auch Frithgeborene mit RDS bzw. manifester BPD eine
verminderte VEGFEF mRNA- und Proteinexpression sowie Expression des zugehorigen VEGE-

28;140 : :
’ Interessanterweise waren diese

Rezeptors  (flt-1) im Lungengewebe aufweisen.
Konzentrationen bei den verstorbenen Kindern signifikant niedriger als bei den
Uberlebenden."” Aus der Lungenentwicklung ist bekannt, dass das vaskulire Wachstum eng

mit der Alveolarisierung synchronisiert, sowie wiahrend der gleichen zeitlichen Phase stattfindet.
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Viele dieser Erkenntnisse unterstreichen die Bedeutung der vaskuliren Entwicklung fir die
Alveolarisation und die Lungenentwicklung insgesamt, sodass die Stimmen, welche fir die
Pathogenese der BPD vor allem diese sogenannte vaskulire Hypothese ursichlich sehen,
immer lauter werden.” Dennoch bleiben bis heute die wesentlichen Mechanismen, die fiir die
Vermittlung zwischen Angiogenese und dem Wachstum der terminalen Luftwege entscheidend

sind, unverstanden.

1.2.6 Aktuelles Verstindnis der Pathophysiologie

Unabhingig von den exakten histopathologischen Befunden fithren die krankhaften
Verinderungen zu einer Beeintrichtigung des Gasaustausches mit resultierender Hypoximie,
Hyperkapnie und pulmonaler Hypertension.* Die typischen chronischen respiratorischen
Zeichen duBlern sich klinisch mit Tachypnoe und flacher Atmung, Einziechungen und
paradoxem Atmungsablauf. Durch das beschriebene Atemmuster wird die Totraumventilation
noch zusitzlich verstirkt.'” Aufgrund von Inhomogenititen der Lungenstruktur kommt es zu
einem verstirkten Ventilations-Perfusions-Missverhdltnis mit konsekutivem Rechts-Links-
Shunt und daraus resultierender Hypoximie mit Sauerstoffbedarf.”*'*

Die Compliance der Lunge ist typischerweise vermindert und scheint gut mit den
morphologischen und radiologischen Verinderungen der Lunge zu korrelieren.” Als Ursachen
der reduzierten Compliance werden die interstitielle Fibrose, Odembildung sowie Atelektasen
angeschen. Der Atemwegswiderstand —auch als Resistance bezeichnet- ist sowohl vor
Diagnosestellung der Erkrankung, als auch im fortgeschrittenen Stadium erhoht
nachweisbar.***”” Zu Beginn ist das funktionelle Lungenvolumen hiufig durch vorhandene
Atelektasen reduziert, kann sich aber im weiteren Verlauf zunehmend zu einer Hyperinflation
bis hin zu in der Literatur beschricbenen extremen AusmafBen wandeln.'?>™”

Die vorhandenen strukturellen Verinderungen der Lungengefile tragen durch
Einengung des Gefildurchmessers und verminderte vaskulire Compliance zum erhéhten
pulmonalarteriellen Widerstand bei.'™ Die pulmonale Zirkulation bei BPD Patienten ist
auflerdem durch ecine abnorme Vasoreaktivitit gekennzeichnet, welche zusitzlich die
pulmonalvaskulire Resistance erhéht.”” Diese abnorme Vasoreaktivitit ist vor allem durch eine

ausgeprigte hypoxische pulmonale Vasokonstriktion bestimmt.'®

Die pulmonale Hypertension
mit konsekutiver Ausbildung eines Cor pulmonale trigt signifikant zur Morbiditit und
Mortalitit der BPD bei.”***" Auch wenn die pulmonale Hypertonie in erster Linie einen Marker

der schwerwiegenden BPD darstellt, so verursacht aber auch eine erhohte pulmonale
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Resistance bereits eine schlechte rechtsventrikuldre Funktion, verringertes kardiales Output,
schlechte Sauerstoffdistribution, verstirkte pulmonale Odembildung sowie moglicherweise ein

erhohtes Risiko fiir das SIDS.'*

1.3 Zur Bedeutung von Stickstoffmonoxid (NO) in der Therapie

Die potentielle Bedeutung von inhalativem Stickstoffmonoxid (iNO) fiir die Pravention
und Therapie der BPD ist seit bereits tber zehn Jahren von hohem wissenschaftlichen
Interesse und somit auch Gegenstand vieler lebhafter Diskussionen gewesen und bleibt es bei
unklarer klinischer und experimenteller Studienlage auch nach wie vor.

Wie den Erlduerterungen in 1.2.6 zu entnehmen ist, fihrt ein zunehmender
Schweregrad der BPD auch zu einem konsekutiven Ventilations-Perfusions-Mismatch in der
Lunge mit resultierendem Rechts-Links-Shunt und somit zur Hypoxdmie. Es ist bekannt, dass
inhaliertes Stickstoffmonoxid (iNO) durch die selektive Vasodilatation von gut beltfteten
Lungenarealen einem solchen Missverhaltnis und damit bestehenden intrapulmonalen Rechts-
Links-Shunts entgegen wirken und somit auch den pulmonalvaskuliren Druck senken kann.
Bereits in den 90er Jahren konnte in diesem Zusammenhang von mehreren Arbeitsgruppen
gezeigt werden, dass durch die Applikation von iNO bei reifen Neugeborenen die Oxygenation
verbessert werden kann.*”"'*’ Skimming et al. demonstrierten 1997 diesen positiven Effekt von
iNO auf die Oxygenation auch an Frithgeborenen mit RDS und zeigten dabei zusitzlich, dass
dabei die Applikation von 5 bzw. 20 parts per million (ppm) iNO keine
konzentrationsabhingigen Effekte auf die verbesserte Oxygenierung aufweist.'”” Bereits 1999
konnten Banks und Mitarbeiter in ihrer klinischen Studie bestitigen, dass iNO auch bei
unreifen Neugeborenen mit BPD zu einer verbesserten Oxygenierung und einer Verringerung
der pulmonalvaskuliren Resistance fiihrt.” Diese viel versprechenden Beobachtungen
erweckten hohe klinische Erwartungen an eine praventive Therapie mit iNO bei frithgeborenen
Kindern, in der Hoffnung durch eine geringere notwendige Sauerstoffsupplementation und
damit potentiell weniger invasiver Beatmung und kiirzerer Beatmungsdauer eine Reduktion in
der BPD Haiufigkeit zu erreichen.

In mehreren spiteren randomisierten klinischen Studien wurde iNO bei verschiedenen
Schweregraden und zu unterschiedlichen Zeitpunkten der neonatalen respiratorischen

Insuffizienz eingesetzt. So wurde iNO sowohl bei Frihgeborenen mit schwerem
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respiratorischem Versagen,lz&l59;213 bei frithgeborenen Kindern mit moderatem RDS,'™ bei
Kindern nach dem 10. Lebenstag mit einer folglich friihen Form der BPD,"” sowie bei
Patienten welche bereits an einer manifesten BPD erkrankt waren,” angewendet. In der 2005
publizierten sehr groBen Studie von Van Meurs und Mitarbeitern konnte kein signifikanter
Effekt von iNO auf die kombinierte Endgréle Tod oder BPD bei erkrankten Frithgeborenen
mit einem Gewicht von unter 1500g im Vergleich zur Plazebokontrolle konstatiert werden.
Allerdings wurde hierbei bei retrospektiver Aufgliederung des Untersuchungskollektives in der
Untergruppe der Kinder mit einem Gewicht von tber 1000g, eine geringe Verbesserung im
Outcome beobachtet.” Auch die Arbeitsgruppe von Kinsella stellte 1999 bei cinem

12 .
% Diese

erkennbaren positiven Trend keinen signifikanten Einfluss auf die BPD-Inzidenz fest.
Resultate stehen im Gegensatz zu den Daten aus der von Schreiber et al. 2003 publizierten
Studie, in welcher durch die iNO-Behandlung Frithgeborener mit moderatem RDS eine
signifikante Reduktion der Kombinationsendpunkte Tod oder BPD erreicht werden konnte.
Dabei schienen vor allem solche Patienten zu profitieren, die an einer weniger schweren Form
der Lungenerkrankung litten.'"™ Auch weitere Studien von Hascoet et al.,'”” Dani et al.”” und die
multizentrische randomisierte INNOVO Studie von Field und Mitarbeitern™ zeigten keinen
signifikanten Effekt von iNO auf die Mortalitit und Morbiditdt Frihgeborener und konnten
damit auch keine ausreichende Datenlage zur Etablierung einer allgemeinen Empfehlung fir

iNO bei frihgeborenen Kindern mit respiratorischer Insuffizienz schaffen.

Die potentiellen Nebenwirkungen des iNO, die vor allem durch die bekannte

80,110 47,80

Verlingerung der Blutungszeit und eine Inhibition der Thrombozytenaggregation™™ in
einem erhohten Risiko fir das Auftreten von intraventrikuliren Himorrhagien (IVH)
befiirchtet wurden, konnte in mehreren der bereits genannten Studien nicht bestitigt
werden.”*"™ In einer der sehr wenigen vorliegenden Untersuchungen zu den Langzeiteffekten
einer iNO-Behandlung konnten Mestan et al. sogar eine Verbesserung des neurologischen
Outcomes bei zweijahrigen ehemaligen Frithgeborenen, die mit iNO behandelt worden waren,
im Vergleich zur Plazebogruppe demonstrieren.’ Erst vor sehr kurzer Zeit wurden die
Ergebnisse der beiden bisher gréfiten durchgefithrten multizentrischen klinischen Studien der
zwel Arbeitsgruppen um Kinsella und Ballard verétfentlicht. Kinsella et al. konnten einen
positiven Effekt von iNO auf die BPD-Inzidenz nur fir Kinder mit einem Geburtsgewicht von
mehr als 1000g belegen, dabei konnte jedoch ein insgesamt vermindertes Risiko fir das
Auftreten von IVH, periventrikulirer Leukomalazie oder Ventrikulomegalie festgestellt

werden.'” Positiver waren die Resultate von Ballard et al., die eine Verringerung der BPD-

Haufigkeit durch iNO im Vergleich zur Plazebogruppe zeigen konnten, wenn die Therapie
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zwischen dem 7. und 21. Lebenstag begonnen wurde. Kurzfristige Nebenwirkungen wurden in
dieser Studie ebenfalls nicht beobachtet.'” Aussagekriftige Langzeitergebnisse werden aus
diesen Studien erst in etwa 2 Jahren zu erwarten sein. Aus dem Beschriebenen geht jedoch
hervor, dass die klinische Studienlage nach wie vor uneindeutig bleibt und somit, auch unter
Berticksichtigung der enorm hohen Therapickosten von iNO, aktuell keine Empfehlung fur
den routinemifligen Einsatz aullerhalb von kontrollierten Studien gegeben werden kann.

Die Erwartungen an die iNO-Therapie bleiben trotz der unbefriedigenden klinischen
Studienlage hoch. Dies ist vor allem dadurch begriindet, dass sich gerade aus der
experimentellen Forschung zusitzlich die Hinweis darauf mehren, dass Stickstoffmonoxid auch
im Rahmen der strukturellen Lungenentwicklung, wie der dichotomen Aufzweigung”’ und der
Alveolarisation”” eine entscheidende Bedeutung einnimmt. FEs existieren zahlreiche
Erkenntnisse, die einen gunstigen Einfluss von iNO auf den frihen pulmonalen Influx von
Neutrophilen'”® und eine mégliche Potenz zur Reduktion des oxidativen Stresses,”™'"
vermuteten lassen. Vor allem die Akkumulation von Neutrophilen nimmt eine wichtige
Position in der zur CLD beitragenden inflaimmatorischen Kaskade ein und somit erscheint eine
antiinflammatorische Potenz von iNO wahrscheinlich.'”** In verschiedenen Tiermodellen der
BPD konnte durch iNO eine signifikante Verbesserung der pathologischen Lungenentwicklung
nachgewiesen werden."””"”” Weitere experimentelle Untersuchungen weisen darauf hin, dass
NO auch eine wichtige Rolle in der Angiogenese und dabei vor allem in den durch VEGF und
HGF vermittelten angiogenetischen Prozessen, zu spielen scheint.”"*” Dennoch bleiben diese
Beobachtungen weitestgehend unverstanden und es liegen bis heute nur sehr vage
Informationen iiber die molekularen Mechanismen, die zelluliren Zusammenhinge und die
Bedeutung des Stickstoffmonoxidsystems fiir die physiologische Lungenentwicklung und
dessen Rolle in der Entstehung der BPD vor. Daher bleibt die Hoffnung, tber eine
Beeinflussung des NO-Systems méglicherweise die Entstehung einer CLD kausal verhindern

zu konnen, von treibender Kraft in der BPD-Forschung.

1.4 Der NO-sGC-cGMP Signaltransduktionsweg

Bei Stickstoffmonoxid (NO) handelt es sich um ein einfaches, gasférmiges freies
Radikal. Im Rahmen der endogenen NO-Synthese sind verschiedene komplex aufgebaute

groBe Enzymkomplexe, die NO-Synthasen (NOS), von zentraler Funktion. Es werden im
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Wesentlichen drei Isoformen (NOS-1, -2 und -3), welche zwar alle die gleiche Reaktion
katalysieren, aber sich vor allem in ihrer Lokalisation und Expression voneinander abgrenzen,
unterschieden. Das Substrat, welches alle NOS in NADPH-Abhingigkeit zur Synthese von NO
heranziehen, ist die Aminosiaure L—Arginin.152

Endogenes und exogen zugefilhrtes NO kann sowohl in Abhingigkeit eines
intrazelluliren second messenger Signalmolekils, dem zyklischen Guanosin-3"-5"-
monophosphat (cGMP), oder unabhingig davon zellulire Effekte bewirken. Als Beispiele fur
diese cGMP unabhingigen NO-Effekte sind vor allem Interaktionen mit Metallkomplexen,
Hyperoxiden und Sauerstoff zu nennen. Die ¢cGMP abhingigen NO-Effekte werden tber
Guanylatzyklasen (GC) vermittelt, die daher auch als NO-Rezeptor bezeichnet werden. Dabei
existieren zwei Gruppen der GC, die beide cGMP aus intrazellulirem Guanosintriphosphat
(GTP) generieren: die membrangebundenen GC und die zytosolisch gelosten GC (sGC). Als
NO-Rezeptor scheinen in erster Linie die sGC wesentlich zu sein. Die sGC kénnen tber die
Generierung aus GTP und damit dem zytosolischen Konzentrationsanstieg von cGMP,
verschiedene ¢GMP-abhingige Effektorsysteme wie Ionenkanile, Phosphodiesterasen und
Proteinkinasen regulieren.” Diese Effektorsysteme wiederum bewirken vielfiltige und nur zum
kleinen Teil verstandene physiologische Prozesse. Zu den am meisten untersuchten cGMP-
vermittelten zelluldren Effekten, zdhlen unter anderem die Relaxation von glatten Muskelzellen
und somit vasodilatative und antihypertensive Elemente, sowie
thrombozytenaggregationshemmende, Zellwachstum und Differenzierung beeinflussende,

. . . . 7016;
antiinflammatorische und angiogenetische Prozesse.” ™

Die Spaltung von cGMP zu
Guanosinmonophosphat (GMP) und damit die Limitation der beschrieben zelluliren Effekte,
geschieht durch eine weitere Enzymfamilie, den cGMP-spezifischen Phosphodiesterasen
(PDE). Es sind zahlreiche wunterschiedliche Isoformen der cGMP-spezifischen
Phosphodiesterasen bekannt, darunter ist die PDE5 mit ihrer sehr hohen Spezifitit fir cGMP
und starken Expression im Lungengewebe in ihrer Bedeutung hervorzuheben.'*

Fir die Enzymgruppe der Phosphodiesterasen ist mittlerweile eine Reihe an
pharmakologischen Inhibitoren entwickelt worden, die zum Teil mit groem klinischem Erfolg
unter anderem in der Therapie der erektilen Dysfunktion sowie der pulmonalen Hypertonie
eingesetzt werden. Auch fir die sGC existieren bereits mehrere Substanzen, die NO-
unabhingig eine Stimulation bzw. Aktivation dieses Enzymkomplexes bewirken und damit eine

Verstirkung der cGMP-vermittelten Prozesse erreichen koénnen. Abbildung 7 gibt einen

vereinfachten schematischen Uberblick tiber das aktuelle Verstindis des NO-cGMP
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Signaltransduktionsweges und dessen pharmakologische Angriffspunkte, welche auch in den

Versuchen der vorliegenden Dissertation als therapeutische Ansitze verwendet wurden.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des NO-sGC-cGMP Signaltransduktionsweges mit cinigen auch
fir diese Arbeit entscheidenden zelluldren Effekten und therapeutischen Interventionsméglichkeiten. Die NO-
Synthasen (NOS) bilden mit dem Substrat L-Arginin in NADPH-Abhingigkeit Stickstoffmonoxid, welches durch
Bindung an seinen Rezeptor, die 16sliche Guanylatzyklase (sGC), aus intrazellulirem Guanosintriphosphat (GTP)
das second messenger Signalmolekiil zyklisches Guanosin-3'-5"-monophosphat (cGMP) generiert. Uber
verschiedene cGMP-abhingige Effektorsysteme (Ionenkanile, Proteinkinasen, Phosphodiesterasen) werden die
zelluldren und physiologischen Effekte vermittelt. Der zytosolische cGMP-Spiegel wird durch die Spaltung von
c¢GMP durch Phosphodiesterasen (PDE) 2zum Guanosinmonophosphat (GMP) gesenkt. Mdogliche
pharmakologische Targets sind neben der exogenen NO-Substitution, eine Aktivierung der sGC, sowie die

Inhibition der Phosphodiesterasen (PDE).



1 Einleitung 25

1.5 Diethylenetetraamine-NONOate (Deta-NONOate)

Bei Diethylenetetraamine-NONOate (Deta-NONOate) handelt es sich um einen NO-
Donator aus der Substanzklasse der NONOates. Die Gruppe der NONOates sind synthetisch
hergestellte Addukte aus Stickstoffmonoxid und einem nukleophilen Riickgrat, welche spontan
und ohne enzymatisch vermittelte Prozesse eine abschitzbare Menge an NO nach Kinetik
erster Ordung freisetzen.'” Mittlerweile ist eine groBe Zahl an unterschiedlichen Substanzen
kommerziell erhiltlich, die vor allem durch ihre verschiedenen Halbwertszeiten und die daraus
resultierende NO-Freisetzungsrate charakterisiert sind. Dabei hingen die Eigenschaften der
NO-Liberation der unterschiedlichen Verbindungen von der Struktur des nukleophilen
Rickgrats, dem pH-Wert und der Temperatur ab. Pro Mol der NONOate-Substanz werden
theoretisch etwa zwei Mol NO freigesetzt, unter physiologischen pH-Verhiltnissen wird eine
etwas geringere Rate angenommen.”

Fir die Versuche in der vorliegenden Dissertation wurde die Substanz Deta-NONOate
gewahlt, da sie von allen kommerziell erhiltlichen NONOates die lingste Halbwertszeit besitzt.
Diese liegt bei 22°C und 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4) im Bereich von 56h, bei
physiologischen Bedingungen von 37°C verkiirzt sich diese auf etwa 20h.'”> Abbildung 8 zeigt
die chemische Strukturformel von Diethylenetetraamine-NONOate (Deta-NONOate).

M e
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Abbildung 8: Chemische Strukturformel von Diethylenetetraamine-NONOate (Deta-NONOate)

1.6 Sildenafil

Bei Sildenafil (Viagra®) handelt es sich um einen cGMP-spezifischen PDE5-Inhibitor.
Das urspriinglich als Therapeutikum fiir kardiovaskulire Erkrankungen, vor allem der Angina
pectoris im Rahmen der koronaren Herzkrankheit entwickelte Sildenafil, wurde aber aufgrund

seiner relativ kurzen Halbwertszeit fur diese Indikation zu Beginn der 90er Jahre weitestgehend
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verworfen. Seit Ende der 90er Jahre findet die Substanz mit groem Erfolg weitreichenden
Einsatz in der Therapie der ercktilen Dysfunktion. Dabei ist die Wirkung durch die
Verstirkung der NO-sGC-cGMP vermittelten Relaxation der glatten Muskelzellen der Corpora
cavernosa und dem damit verbesserten Bluteinstrom begriindet. Seit wenigen Jahren wird
Sildenafil auBlerdem erfolgreich in der Therapie der pulmonalen Hypertension eingesetzt.
Aufgrund der starken Expression der PDE5 im Lungengewebe steht mit Sildenafil ein hoch
potentes Pharmakon in der Behandlung pulmonalvaskulirer Erkrankungen zu Verfiigung.” Fiir
weiterfithrende Informationen zu Sildenafil sei hiermit auf die hier zitierte hervorragende
Ubersichtsarbeit von Ghofrani et al. verwiesen. In Abbildung 9 ist die chemische

Strukturformel von Sildenafil abgebildet.
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Abbildung 9: Chemische Struktutformel des PDE5-Inhibitors Sildenafil (Viagra®)

1.7 HMR-1766

Bei der Substanz HMR-1766 handelt es sich um einen NO-unabhingigen Aktivator der
l6slichen Guanylatzyklase (sGC) aus der Obergruppe der NO-unabhingigen Stimulatoren und
Aktivatoren der sGC. Die sGC weist eine Him-Bindungsdomine auf, welche in Kombination
mit ihrem Him-Gerlst mit Eisen als Zentralatom als NO-Rezeptor fungiert. Dieser NO-
Sensor wird fiir die NO-abhingige Aktivierung des Enzyms verantwortlich gemacht. Die noch
sehr neue Gruppe der Him-unabhingigen Aktivatoren der sGC ist in der Lage das Enzym auf
einem neuen und bisher nicht vollstindig verstandenen Weg zu aktivieren, als tiber den zuvor
beschriebenen NO-Sensor. In ihrer Grundlagenarbeit konnten Schindler et al. zeigen, dass
HMR-1766 eine Substanz mit diesen Charakteristika darstellt. Dabei scheint HMR-1766 in der
Lage zu sein, sowohl die Ham-oxidierte sGC, als auch die Him-defiziente Enzymform

aktivieren zu konnen.'™
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Fir tiefergehende Informationen zu dieser Substanz und zur Klasse der NO-
unabhingigen sGC Aktivatoren und Stimulatoren sei auch auf die hervorragende
Ubersichtsarbeit von Evgenov et al. verwiesen.” Abbildung 10 zeigt die chemische

Strukturformel von HMR-1766.
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Abbildung 10: Chemische Strukturformel des NO- und Him-unabhingigen Aktivators der l6slichen
Guanylatzyklase (sGC) HMR-1766, modifiziert aus Schindler et al. 2006184
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1.8 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte der Einfluss von NO und von sGC-
cGMP-Achsen stimulierenden Pharmaka auf verschiedene Parameter der durch chronische
Hyperoxie induzierten postnatalen Lungenschidigung an der neonatalen Maus evaluiert
werden. Das Ziel war es hierdurch mégliche neue Erkenntnisse iiber die nach wie vor unklare
Bedeutung der NO-Achse fir die Entstehung der bronchopulmonalen Dysplasie (BPD) zu
gewinnen und mogliche therapeutische Ansitze auf Thre Wirksamkeit hin zu iiberpriifen.

In einem ersten Schritt wurde dazu ein stabiles Modell der Hyperoxie-induzierten
postnatalen Lungenreifungsstorung etabliert und der Einfluss der prolongierten neonatalen
Hyperoxie auf das korperliche Gedeihen und die Sterblichkeit hin iberpriift, sowie die
histopathologischen pulmonalen Verinderungen durch histomorphometrische Analyse des
Fibrosierungs- und Alveolarisierungsgrades quantifiziert.

In weiteren Schritten wurde zusitzlich der Einfluss des NO-Donors Diethylenetetraamine-
NONOate (Deta-NONOate), des Him-unabhingigen Aktivators der 16slichen Guanylatzyklase
(sGC) HMR-7766 und des Inhibitors der Phosphodiesterase 5 (PDES) Sidenafil auf die oben

genannten Parameter untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Alle durchgefiihrten Versuche wurden von der zustindigen Tierschutzkommission
beim Regierungsprisidium Hessen in GieBlen genehmigt (Az: GI 20/10 Nr. 41/2003).

Fur die in dieser Dissertation beschriebenen Versuche wurden adulte, zeitlich
angepaarte sowie neonatale Miuse vom Typ C57BI6/N verwendet. Die adulten trichtigen
Tiere wurden von der Firma Charles River Laboratories GmbH (Sulzfeld, Deutschland)
bezogen. Alle graviden Muttertiere wurden im embryonalen Stadium E15, entsprechend dem
15. Tag post conceptionem, geliefert und unter kontrollierten Standardbedingungen bei 27°C
Raumtemperatur, 55% Luftfeuchtigkeit und einem kunstlichen Tag-/Nachtthythmus (12:12 h)
in Makrolon-Kifigen Typ 3 gehalten. Pro Versuchsreihe wurden 4 trichtige Miuse (n=4)
eingesetzt. Die Tiere wurden tUber den gesamten Versuchszeitraum mit der Standarddidt
Altromin 1324 (Altromin, Deutschland) und Wasser ad libitum versorgt. Den internationalen
Richtlinien fiir den Umgang mit Versuchstieren wurde durchweg Folge geleistet.'”

Die in dieser Arbeit beschriebenen FEuthanasierungen der Versuchstiere, die
Priparationen und Organentnahmen, sowie die Verabreichungen der eingesetzten
Medikamente wurden von Tierdrztin Frau Silke Kobrich im Rahmen der Zusammenarbeit in

der klinischen Forschergruppe 118 (Teilprojekt I1I, DFG) durchgefthrt.

2.2 Verwendetes Tiermodell

Im embryonalen Stadium E17 erfolgte die Separation der Muttertiere in Einzelkafige in
Erwartung der spontanen Geburten unter ansonsten gleichen Bedingungen wie in 2.1.
beschrieben. Die Geburten der einzelnen Wiirfe konnten regelhaft im embryonalen Stadium
E19 innerhalb eciner Zeitspanne von maximal zwolf Stunden zwischen frihestem und
spatestem Ereignis beobachtet werden. Unmittelbar nach der zeitlich zuletzt stattgefundenen
Geburt erfolgten zur Angleichung der maternalen und neonatalen Bedingungen das Pooling
und die Randomisierung aller Neonaten in quantitativ balancierte Gruppen. Diese wurden
jeweils einem der Muttertiere in Finzelkifigen zugeordnet. Pro Versuchsreihe wurde eine

Hilfte der Wirfe mit den Muttertieren unter normoxischen Raumluftbedingungen (21% O,)



2 Material und Methoden 30

und die andere Hilfte bei hyperoxischen Verhaltnissen (85% O,) gehalten. Zur
Kontrollierbarkeit und Aufrechterhaltung der norm- sowie hyperoxischen Konditionen wurden
die Tiere in ihren Kifigen in zwei 90 x 42 x 38cm messenden luftdicht versiegelten
Plexiglaskammern mit einem kontinuietlichen Frischgasfluss von 3,51/min positioniert. Wie
von Alejandre-Alcazar et al. 2006 bereits publiziert,” wurden die Sauerstoffkonzentrationen
(21% bzw. 85% O,) innerhalb der Kammern, mit Hilfe eines Minimox II Systems (Catalyst
Research, Owing Mills, MD) reguliert. Die Kumulation von CO, wurde durch den Einsatz von
Absorptionskalk  (Drager Medizintechnik, Liibeck) verhindert wund zusidtzlich die
Luftfeuchtigkeit mit einer Kondensationseinheit kontrolliert. Wie zuvor von Warner et al. 1998
beschrieben,” wurden die Muttertiere zur Elimination der maternalen Effekte zwischen den
Wiirfen, in 24h Abstinden zwischen den neonatalen Gruppen sowie zwischen normoxischen
bzw. hyperoxischen Verhiltnissen randomisiert. Zu diesem Zweck und zur eventuellen
Applikation von Medikamenten, wurden die Kammern tiglich fiir 15min ge6ffnet.'” Durch die
tagliche Randomisierung der Miitter konnte fiir alle Sduger ein gleiches Ernidhrungsangebot
geschaffen werden. Zusitzlich lieB sich so zur Minimierung des toxischen Einflusses der
Hyperoxie auf die adulten Tiere ein jeweils 24-stindiges ,freies Intervall bei

Raumluftbedingungen gewihrleisten. Das Ubetleben wurde taglich protokolliert.

2.3 Versuchsdesign

In der ersten Versuchsreihe (Versuch 1) wurde der erwartete pathologische Effekt der
neonatalen Hyperoxie (85% O,) auf die postnatale Lungenreifung und das korperliche
Gedeithen der Versuchstiere im Vergleich zur physiologischen Entwicklung unter
Raumluftbedingungen untersucht. In den weiteren hier beschriebenen Untersuchungen wurde
Uberpruft, ob eine medikamentose Behandlung der unter hyperoxischen Bedingungen
aufwachsenden Neonaten mit den im Folgenden genannten Substanzen einen messbaren
Effekt auf die Hyperoxie-induzierte Lungenschidigung bewirkt. Hierzu wurden der NO-Donor
Diethylenetetraamine-NONOate (Versuch 2), der selektive PDE5-Inhibitor Sildenafil (Versuche 3
und 4) sowie der Him-unabhingige Aktivator der l6slichen Guanylatzyklase (sGC) HMR-1766
(Versuch 5) eingesetzt.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Entnahmen der Neonaten zur Organpriparation

erfolgten in den postnatalen Stadien P7, P14, P21 und P28, sodass die Versuchstiere ein
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Lebensalter zwischen minimal einer und maximal vier Wochen erreichten. Das Korpergewicht
wurde bei allen Versuchsreithen jeweils an P7, P14, P21 und P28 bestimmt. Die T6tung von
Versuchstieren zur Organentnahme geschah in Abhingigkeit von der jeweiligen Untersuchung
entweder an P7, P14, P21 und P28 (Versuch 1) oder ausschlieBlich an P28 (Versuche 2, 3, 4
und 5). Die Zielvariablen der lungenhistomorphometrischen Auswertung waren die mittlere
interalveoldre Distanz (I, [um]), die mittlere Septendicke (S, [um]) und der mittlere prozentuale

Luftanteil (A, [%]).

2.3.1. Versuch 1:  Einfluss der chronischen neonatalen Hyperoxie (85% O,) auf die postnatale
Lungenreifung und das korperliche Gedeiben

Fir diese grundlegende Fragestellung wurde das Tiermodell wie in 2.2 beschrieben
verwendet. Die Neonaten wurden binnen 12h postnatal in zwei Gruppen randomisiert: Gruppe

A (Normoxie; Fi0,=0,21; n=27) und Gruppe B (Hyperoxie; Fi0,=0,85; n=24).

Gruppe A: (Normoxie, FiO,=0,21)

» P7 (n=8)
» P14 (n=6)
» P21 (n=5) n=27
» P28 (n=8)
Geburt
Gruppe B: (Hyperoxie, FiO,=0,85)
» P7 (n=6)
» P14 (n=6)
» P21 (n=5) n=24
» P28 (n=7)

Geburt

Abbildung 2.1: Schematische Ubersicht des Ablaufs von Versuch 1, oben im Bild Darstellung der
Organentnahmen von Gruppe A (Normoxie, Fi0»=0,21, n=27) und unten im Bild von Gruppe B (Hyperoxie,
FiO,=0,85; n=24)
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2.3.2 Versuch 2: Einfluss des NO-Donors Diethylenetetraamine-INONOate (Deta-INONOQate) auf die

Hyperoxie-induzierte postnatale Lungenreifungsstorung und das beeintrachtigte korperliche Gedeihen

Zur Bearbeitung dieser Fragestellung wurde auf Basis des Versuchsablaufs von Versuch
1 angekniipft. Nach der postnatalen Randomisierung der Neonaten wurde eine Gruppe von
unter hyperoxischen Bedingungen aufwachsenden Jungtieren gebildet, die zusitzlich einer 28-
tigigen Behandlung mit Deta-NONOate zugefiihrt wurde: Gruppe C (Hyperoxie + Deta-
NONOate; Fi0,=0,85; n=6). Als Kontrollgruppe dienten in diesem Fall die unbehandelten
Jungtiere im Stadium P28 der hyperoxischen Gruppe B. Das Korpergewicht wurde
wochentlich  erhoben, Organentnahmen fir die Histologie und Bestimmung der
morphometrischen Zielvariablen erfolgten an P28.

Die Behandlung wurde tiglich via Ultraschallverneblung von 20mg Deta-NONOate
(Cayman Chemical, Michigan, USA) gel6st in 2ml Phosphatpuffer (PBS; 0,1 M; pH 8.5)
durchgefithrt. Zur Verneblung diente ein Areoneb® Professional Nebulizer System (Nektar
Therapeutics, USA), mit dessen Hilfe die Testsubstanz von oben in einen angewirmten
Erlmeyerglaskolben mit einem Volumen von 1L vernebelt wurde. Der Vernebelungsvorgang
der 2ml an Testsubstanz beanspruchte 5min, danach wurden die Versuchstiere fir weitere

10min im Erlymeyerkolben belassen.

Gruppe C: (Hyperoxie + Deta-NONOate, FiO,=0,85)

| » P28 (n=6)
Geburt

Gruppe B: (Hyperoxie, FiO,=0,85) Kontrolle

| > P28 (n:7)

| |
Geburt

Abbildung 2.2: Schematische Ubersicht des Ablaufs von Versuch 2, oben im Bild Darstellung der
Organentnahmen von Gruppe C (Hyperoxie + Deta-NONOate, FiO,=0,85, n=06) und unten von Kontrollgruppe
B (Hyperoxie, Fi0,=0,85; n=7)



2 Material und Methoden 33

2.3.3 Versuch 3: Einfluss von niedrig dosiertem Sildenafil (5mg/ kg KG) anf die Hyperoxie-induzierte

postnatale Lungenreifungsstorung und das beeitnrichtigte korperliche Gedeiben

Der Ablauf dieses Versuches war wie bei Versuch 2, nur dass eine randomisierte Gruppe unter
hyperoxischen Bedingungen nicht mit Deta-NONOate sondern mit 5mg/kg KG Sildenfil
(Ptizer Pharma GmbH, Karlsruhe) fir 28 Tage behandelt wurde: Gruppe D (Hyperoxie +
Sildenafil (5mg/kg KG; FiO,=0,85, n=5). Als Kontrollgtuppe dienten die unbehandelten
Jungtiere im Stadium P28 der hyperoxischen Gruppe B. Das Koérpergewicht wurde
wochentlich  erhoben, Organentnahmen fir die Histologie und Bestimmung der
morphometrischen Zielvariablen erfolgten an P28. Die Applikation der Testsubstanz erfolgte
taglich durch subkutane Injektion der gewichtsadaptierten Menge gel6st in NaCl 0,9%. Zur
Errechnung der erforderlichen Dosis wurde tiglich vor der Injektion das Koérpergewicht der

jeweiligen Versuchstiere ermittelt.

Gruppe D: (Hyperoxie + Sildenafil (5mg/kg KG), Fi0,=0,85)

| » P28 (n=5)
Geburt

Gruppe B: (Hyperoxie, FiO,=0,85) Kontrolle

| » P28 (n=7)

Geburt

Abbildung 2.3: Schematische Ubersicht des Ablaufs von Versuch 3, oben im Bild Darstellung der
Otganentnahmen von Gruppe D (Hypetoxie + Sildenafil (5mg/kg KG), FiO,=0,85, n=5) und unten von
Kontrollgruppe B (Hyperoxie, Fi0,=0,85; n=7)



2 Material und Methoden 34

2.3.4 Versuch 4: Einfluss von hoch dosiertems Sildenafil (20mg/ kg KG) auf die Hyperoxie-induzierte

postnatale Lungenreifungsstorung und das beeintrichtigte korperliche Gedeiben

Der Ablauf war identisch mit Versuch 3, der zu untersuchenden Gruppe wurde jedoch
Sildenafil in einer Dosierung von 20mg/kg KG verabreicht: Gruppe E (Hyperoxie + Sildenafil
(20mg/kg KG; FiO,=0,85, n=5). Als Kontrollgruppe diente ebenfalls die unbehandelte
hyperoxische Gruppe B.

Gruppe E: (Hyperoxie + Sildenafil (20mg/kg KG), Fi0O,=0,85)

; » P28 (n=5)

Geburt

Gruppe B: (Hyperoxie, FiO,=0,85) Kontrolle

I » P28 (n=7)

| |
Geburt

Abbildung 2.4: Schematische Ubersicht des Ablaufs von Versuch 4, oben im Bild Darstellung der
Organentnahmen von Gruppe E (Hyperoxie + Sildenafil (20mg/kg KG), Fi0,=0,85, n=5) und unten von
Kontrollgruppe B (Hyperoxie, Fi0,=0,85; n=7)

2.3.5 Versuch 5: Einfluss des sGC-Aktivators HMR-1766 anf die Hyperoxie-induzierte postnatale

Liungenreifungsstorung und das beeintrichtigte korperliche Gedeiben

Der Versuchsablauf wurde wie bei den Versuchen 3 und 4 durchgefiihrt, der zu
untersuchenden Gruppe wurde jedoch tiglich 30mg/kg KG des Him-unabhingigen sGC-
Aktivators HMR-1766 (Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt) iber 28 Tage
verabreicht: Gruppe F (Hyperoxie + HMR-1766, FiO,=0,85, n=4). Die Applikation der

Testsubstanz erfolgte tiglich durch subkutane Injektion der gewichtsadaptierten Menge gelOst
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in Polyethylengylykol (PEG). Zur Errechnung der erforderlichen Dosis wurde taglich vor der
Injektion das Korpergewicht der einzelnen Jungtiere ermittelt. Als Kontrolle diente eine
zusitzliche randomisierte Gruppe unter hyperoxischen Bedingungen, der tiglich die gleiche
Menge des benutzten Losungsmittels fiir die Testsubstanz HMR-1766 (30mg/kg KG) wie bei
Gruppe F verabreicht wurde: Gruppe G (Hyperoxie + PEG, FiO,=0,85, n=3).

Gruppe F: (Hyperoxie + HMR-1766, FiO,=0,85)

I » P28 (n=4)
Geburt

Gruppe G: (Hyperoxie + PEG, FiO,=0,85) Kontrolle

l » P28 (n=3)

Geburt

Abbildung 2.5: Schematische Ubersicht des Ablaufs von Versuch 5, oben im Bild Darstellung  der
Organentnahmen von Gruppe F (Hyperoxie + HMR-1766, FiO,=0,85, n=4) und unten von Kontrollgruppe G
(Hyperoxie + Polyethylenglykol [PEG], Fi0,=0,85; n=3).
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2.4 Praparation, Organentnahme und Fixierung

Zur Priparation und Organentnahme wurden die Tiere duch die intraperitoneale
Injektion von 50mg Pentobarbital-Natrium (Narcoren®, Merial, Deutschland) pro kg
Korpergewicht getotet. Nach vorsichtiger medianer Sternotomie mit medianer Laparotomie,
erfolgte die Transektion der Aorta thoracalis und damit die Exsanguination der Versuchstiere.
Nach Priparation der Trachea wurde eine mediane Tracheotomie zur anschlieBenden
Intubation mit einem 24-Gauge Teflon-Katheter (B. Braun AG, Melsungen, Deutschland)
durchgefiihrt. Zur Fixierung des Gewebes wurden die Lungen in situ durch den platzierten
Katheter mit 4%iger Phosphat-gepufferter Paraformaldehydlésung (PBS; 20mM Tris-Cl,
137mM NaCl, pH 7,4) bei 20cm Wassersidule, gemessen ab der Trachealbifurkation, fiir 5min
transtracheal gebldht. Durch vorsichtiges Absetzen der Vv. cavae sup. et. inf. und nach
Durchtrennung der Trachea im kranialen Abschnitt wurde das Herz-und Lungenpriparat
freipripariert und anschlieBend entnommen. Nach der en bloc Resektion des Herz-Lungen-
Konvolutes wurde das Priparat fiir weitere 24h in 4%iger Paraformaldehydlésung (pH 7,4)

nachfixiert.

2.5 Herstellung der Schnittpriparate fiir die Morphometrie

2.5.1 Gewebeentwisserung und Paraffineinbettung

Nach Blihung der Lungen und 24-stindiger Nachfixierung des Gewebes durch
Vollstindiges druckfreies Untertauchen in 4%ige Paraformaldehydlosung (pH 7,4), wurden die
Priparate in Phosphatpuffer (PBS, pH 7,4) tberfihrt und mit Hilfe eines Automaten (Leica-
ASP200S, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Deutschland) durch eine aufsteigende
Alkoholreihe entwidssert und paraffiniert. Zum Einbetten in Blocke stand ein
Paraffineinbettgerit (Leica-EG1140H) mit Kihlplatte (Leica-EG  1150C, beide Leica
Microsystems Nussloch GmbH) zur Verfiigung. Bei der Fixierung des Lungengewebes wurde
bewusst die en bloc Variante gewihlt. Aufgrund der extrem geringen Gro3e der neonatalen
Organe wire durch die notwendige schwierige Priparation der sehr kleinen Organe bei einer
Fixierung der Lungenlappen im Einzelnen, die Traumatisierung des Gewebes kaum vermeidbar

gewesen. Da fir die Vergleichbarkeit der in der Morphometrie ethobenen Daten ein méglichst
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optimaler Erhalt der Organe angestrebt werden muss, entschieden wir uns fir die Fixierung der

gesamten Organe in toto.

2.5.2 Anfertigung der Schnittpriparate

Die Herz-Lungen-Konvolute wurden in derartiger Weise in die Paraffinblocke
eingegossen, dass bei der Anfertigung der Schnittpriparate am Mikrotom transversale Schnitte
auf Hohe des kaudalen Lungendrittels angefertigt werden konnten. So wurden regelhaft
groBflichige Anschnitte beider Unterlappen und des Herzlappens im gesamten Querschnitt

erreicht. Das Herstellen der Schnittpraparate erfolgte am Rotationsmikrotom Leica-RM 2165

(Leica Microsystems Nussloch GmbH, Deutschland) in einer Stirke von 3um. Mit Hilfe des
Wasserbades Leica HI-1210 und der Wirmeplatte Leica HI-1220 (beide Leica Microsystems
Nussloch GmbH) wurden die Paraffinschnitte auf Objekttriger (SuperFrostPlus, Gerhard

Menzel, Braunschweig) aufgezogen.

2.5.3 Himatoxilin-Eosin (H&E)-Firbung

Die Entparaffinierung der Priparate erfolgte durch Inkubation mit einer Rotihistol-
Reihe fiir 3 x 5min (Roti®-Histol, Carl Roth GmbH & Co., Katlsruhe), danach wurde eine
absteigende Alkoholreihe (100%, 99,6%, 96%, 70%) mit jeweils 5-minttiger Verweildauer der
Priparate angeschlossen. Nach grundlichem Spitlen in Aqua dest. wurden die Schnitte 20min
mit frischem sauren Hdmalaun nach Mayer (Waldeck GmbH & Co. KG, Minster) inkubiert,
danach 5-minitiges Spiilen mit flieBendem Wasser. Nun Inkubation mit frischem
alkoholischem Eosin Y (Thermo Shandon, PA, USA) fur 4min und im Anschluss erneutes
Spilen mit Aqua dest. und Dehydratation der Priparate mit einer ansteigenden Alkoholreihe
(96%, 96%, 99,6%, 99,8%) fir 3min pro Losung. Das Findecken der Priparate erfolgte nach
Vorbereitung durch 5-miniitige Bider in Roti®~-Histol und Xylol (Merck KG, Darmstadt), mit
dem Medium Pertex® (medite GmbH, Burgdorf) und iiblichen Deckglisern (Gerhard Menzel,

Braunschweig).
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2.6 Histomorphometrische Analyse

Die histomorphometrische Analyse der Priaparate diente der Objektivierung und
Quantifizierung der histologisch zu beobachtenden Lungenverinderungen. Die Messungen
wurden mit einer semi-automatischen, computer-assistierten Methode durchgefihrt. Zu
diesem Zweck stand ein Labormikroskop Leica DM LA (Leica Microsystems GmbH,
Bensheim) mit Trockenobjektiven in 5-, 10-, 20- und 40-facher Vergréflerung sowie einem
Olimmersionsobjektiv in 100-facher VergroBerung zur Verfiigung. An das Mikroskop war eine
hochauflésende LEICA DC 300f Color Video Kameraeinrichtung (Leica Microsystems
GmbH, Bensheim) angeschlossen und verfugte zusitzlich tber einen Prizisions-Motortisch,
der volle manuelle als auch Software-gesteuerte Kontrolle tiber die Position des Priparates
ermoglichte. Das System wurde an einem Personal Computer installiert, sodass Aufnahmen mit
folgender Software erzeugt und morphometrisch analysiert werden konnten: Leica QWin (Leica
Microsystems GmbH, Bensheim). Die Kalibration des Systems erfolgte durch die Firma Leica,
sodass fir jedes Objektiv eine definierte Anzahl an Pixel einem pm entsprach. Mit Hilfe dieses
Systems war es moglich beliebige Strecken und Flichen von Strukturen in Gewebeproben exakt

zu vermessen.

Abbildung 2.6: Morphometrie-Arbeitsplatz mit automatisiertem Labormikroskop DM LA (mit freundlicher
Genehmigung von Leica Microsystems GmbH Wetzlar, Deutschland)
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Die Zielvariablen der Analyse waren die mittlere interalveolire Distanz (mean linear
intercept, L [um]), die mittlere Septendicke (mean septal thickness, S [um]) und der mittlere
prozentuale Luftanteil (mean air-percentage A, [%]). Erhéhte mittlere interalveolire Distanzen
wurden als Hinweis fiir eine alveolire Simplifizierung gewertet”?, dabei korreliert der L.,
umgekehrt proportional mit der inneren Lungenoberfliche.”** Alle Priparate wurden codiert
und in geblindeter Weise vom Untersucher analysiert. Zuerst erfolgte das vollstindige
Abscannen des Schnittes mit dem 5-fach Objektiv mit anschlieBender Zufallsauswahl von 870
X 690um messenden, sich nicht Gberlappenden Analysefeldern durch die Software, die
meanderformig  angesteuert und mit dem 10-fach Objektiv fiir die Analyse abfotografiert
wurden. Die Anzahl der Analysefelder pro Priparat variierte aufgrund der erheblichen
altersbedingten Organgrof3endifferenzen und der Zufallsauswahl zwischen minimal 19 und 37
(Median=29) im Stadium P7 und maximal 41 und 49 (Median=45) an P28. Pro Versuchstier
wurde ein transversaler Lungenschnitt analysiert. Abbildung 2.7 zeigt eine exemplarische

Darstellung eines Praparates mit den beschriebenen Anaylsefeldern.
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Abbildung 2.7: Exemplarische Darstellung eines transversalen Schnittpriparates mit in griin eingezeichneten sich

nicht iiberlappenden Analysefeldern (870 X 690pm). H=Herz, L=Lunge, O=Osophagus, A=Analysefelder

Zur Vermessung der einzelnen Gesichtsfelder wurde ein Bindrbild zur Differenzierung
von Gewebestrukturen und der ,,Luft” entsprechenden Arealen erzeugt. Durch den manuellen
Ausschluss aller unerwiinschten Aspekte, wie angrenzende nicht pulmonale Strukturen sowie
Artefakte, Gefille und Bronchien (>50pum im Durchmesser), erfolgte die Detektion des

Analysebereichs.
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Abbildung 2.8: Exemplarische Darstellung eines Bindrbildes (A), mit dem blau hinterlegten detektierten
Luftanteil und ein Beispiel des manuellen Ausschlusses nicht in die Messung eingehender Strukturen (B), dabei

geht nur die gelb hinterlegte Fliche in die Analyse mit ein.

Die erhobenen Messdaten der einzelnen Analysefelder wurden nach Excel® (Microsoft,
USA) exportiert und von den Daten aller Felder pro Versuchstier der Mittelwert bestimmt. Bei
allen durchgefiihrten Messungen lag der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) konstant unter
den angestrebten 2,5% des Mittelwertes.”” Abbildung 2.8 zeigt exemplarisch die Darstellung
eines Binirbildes und den manuellen Ausschluss von nicht in die Messung eingehenden

Strukturen.

2.7 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden als Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (Mittelwert +
SEM) angegeben. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Students t-Test fur zwei
unverbundene Stichproben. Das 95% Konfidenzintervall (p<0,05) wurde als statistisch
signifikant erachtet. Der Gruppenvergleich von mehr als zwei Gruppen erfolgte mittels
Varianzanalyse (one way ANOVA). Ergab sich ein signifikanter Unterschied wurde der
interindividuelle Gruppenvergleich mit dem post hoc Neuman-Keuls Test analysiert. Auch hier

wurde ein p<0,05 als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Versuch 1: Einfluss der chronischen neonatalen Hyperoxie (85% O,) auf die postnatale
Lungenreifung und das korperliche Gedeiben

In diesem Versuch wurde zunichst ein stabiles Modell der prolongierten neonatalen
Hyperoxie (FiO,=0,85) etabliert. Dazu wurde, wie in ,,Material und Methoden® ausfihtlich
beschrieben, methodisch vorgegangen und die Sterblichkeit, die Gewichtsentwicklung und die
Lungenhistologie  untersucht, sowie die histopathologische Quantifizierung mittels
Histomorphometrie durchgefiihrt.

In dieser Versuchsreihe konnte sowohl fir Gruppe A (Normoxie; FiO,=0,21; n=27),
als auch fur Gruppe B (Hyperoxie; FiO,=0,85; n=24) keine Sterblichkeit festgestellt werden. In
Bezug auf die Gewichtsentwicklung ergaben sich tber den zeitlichen Beobachtungszeitraum
von vier Wochen folgende Durchschnittswerte fiir Gruppe A (Normoxie; Fi0,=0,21): 3,6g im
postnatalen Stadium P7 (n=27), 7,0g an P14 (n=19), 9,2¢ an P21 (n=13) und 14,4g an P28
(n=8). Im Vergleich dazu zeigten sich im gleichen Zeitraum bei den Tieren der Gruppe B
(Hyperoxie; FiO,=0,85) die Durchschnittswerte wie folgt: 3,3g im postnatalen Stadium P7
(n=24), 6,1g an P14 (n=18), 6,8¢ an P21 (n=12) und 11,3g an P28 (n=7). In beiden Gruppen
stellte sich die Gewichtsentwicklung annihernd linear dar, wobei die Gewichtsverteilung der
einzelnen Miuse sehr homogen war. Es ergab sich somit an P7 eine mittlere Gewichtsdifferenz
von 0,3g, fir P14 von 0,9¢g, fur P21 von 2,4g, sowie im Alter von vier Wochen von 3,1g. In der
statistischen Auswertung mittels Students t-Test fir zwel unverbundene Stichproben stellten
sich die Unterschiede zwischen der schwereren Kontrollgruppe A und der leichteren
hyperoxischen Gruppe B in allen vier untersuchten Entwicklungsstadien als signifikant dar (P7:
p=0,04, P14: p<0,001, P21: p<0,001, P28: p<0,001). Die Gewichtsentwicklung der beiden
Gruppen ist graphisch in Abbildung 3.1 veranschaulicht.

Die Organentnahmen zur histologischen Aufbereitung erfolgten wie in 2.5 ausfiihrlich
erlautert. Die histologischen Eindriicke der Priparate von Gruppe A und Gruppe B in den
postnatalen Stadien P7, P14, P21 und P28, sind in Abbildung 3.2 dargestellt.



3 Ergebnisse 42

16

ONormoxie
W Hyperoxie

= = =
o N ~
Il Il Il

Korpergewicht (g)

P7 P14 P21 P28

Abbildung 3.1: Gewichtsentwicklung der gesunden Tiere (Normoxie, Gruppe A) und der hyperoxischen Tietre
(Hyperoxie, Gruppe B) im 28-tdgigen postnatalen Beobachtungszeitraum. Dargestellt ist das mittlere
Korpergewicht = SEM im postnatalen Alter von 7, 14, 21 und 28 Tagen (*p<0,05 im Students t-Test fiir
unverbundene Stichproben zwischen Gruppe A und Gruppe B).
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Abbildung 3.2: Dargestellt sind lungenhistologische Beispiele aus den verschiedenen Entwicklungsstadien der
normoxischen Gruppe A (A-D) und der hyperoxischen Gruppe B (E-H). Dabei stammen die Priparate A und E
aus dem Stadium P7, Priparate B und I aus P14, C und G aus P21 und Priparate D und H entsprechend aus dem
postnatalen Stadium P28. Die Schnittdicke aller Priparate war 3um, gefirbt wurde mit Himatoxilin und Eosin
(H&E). Der in der rechten oberen Ecke der Einzelbilder abgebildete MaBstab entspricht jeweils 100pum, alle

Aufnahmen sind im Original mit dem 10-fach Trockenobjektiv angefertigt.
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Die wie in 2.6 ausfihrlich erliuterte histomorphometrische Analyse der gewonnenen
Lungenpraparate aus Gruppe A und Gruppe B ergab im Stadium P7 einen mittleren
prozentualen Luftanteil (A, [%]) von 68,0% bei der normoxischen Gruppe A (n=8) im
Vergleich zu 75,0% bei Gruppe B (n=0). Der Vergleich beider Gruppen im Alter von 14 Tagen
ergab einen A von 66,8% fiir Gruppe A (n=6) und von 76,6% bei Gruppe B (n=6). Ahnliche
Ergebnisse wurden im postnatalen Alter von drei Wochen gewonnen, hier wies Gruppe A
(n=5) im Durchschnitt einen mittleren prozentualen Luftanteil von 70,3% und Gruppe B von
77,2% (n=5) auf. Im Stadium P28 waren es 69,7% fir Gruppe A (n=38) im Vergleich zu 76,9%
bei Gruppe B (n=7). Diese Unterschiede ergaben in der statistischen Auswertung mittels
Students t-Test fiir unverbundene Stichproben bei allen vier postnatalen Entwicklungsstadien
einen signifikant héheren mittleren prozentualen Luftanteil bei Gruppe B (P7: p=0,004; P14:
p=0,003; P21: p<0,001; P28: p<0,001). Die Resultate der Bestimmung des A, [%] von Gruppe
A und Gruppe B sind in Abbildung 3.3 graphisch aufgetragen.
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Abbildung 3.3: Mittlerer prozentualer Luftanteil (Ajc [%]) von Gruppe A (Normoxie) und Gruppe B
(Hyperoxie) vergleichend gegeniibergestellt im postnatalen Alter von 7, 14, 21 und 28 Tagen. Aufgetragen ist der
Ape in Prozent als Mittelwerte = SEM (*p<0,05 im Students t-Test fiir unverbundene Stichproben zwischen

Gruppe A und Gruppe B).
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Die Bestimmung der mittleren Septendicke (S,[um]) von Gruppe A und B ergab fur die
unter normoxisch gehaltene Gruppe A an P7 im Mittel 6,8um (n=8), bei Gruppe B waren es
5,9um (n=06). Im Stadium P14 war kein Unterschied in der Septendicke bei beiden Gruppen
teststellbar (Gruppe A: 5,4um; Gruppe B: 54um; beide mit n=06). Eine Woche spiter (P21)
wurden bei Gruppe A 4,3um (n=5) im Gegensatz zu 5,3um bei Gruppe B (n=5) registriert. Im
postnatalen Stadium P28 zeigte sich im Mittel eine Septendicke von 4,4um bei Gruppe A (n=8)

im Vergleich zu 5,3um bei Gruppe B (n=7). Der Unterschied zwischen beiden Gruppen an P7
erreichte mit p=0,007 statistischen Signifikanz, der Gruppenvergleich an P14 zeigte bei
gleichen Durchschnittswerten keine statistisch signifikante Differenz (p>0,05). Die
Unterschiede des Gruppenvergleichs an P21 (p=0,008) und P28 (p<0,001) erreichten im
Students t-Test fur unverbundene Stichproben jeweils ein hohes Signifikanzniveau. Die
Resultate der morphometrischen Bestimmung der mittleren Septendicke von Gruppe A und B

sind in Abbildung 3.4 graphisch dargestellt.

O Normoxie B Hyperoxie

Mittlere Septendicke (S ¢ [um])
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Abbildung 3.4: Mittlere Septendicke (S:[pm]) von Gruppe A (Normoxie) und Gruppe B (Hyperoxie)
vergleichend gegeniibergestellt im postnatalen Alter von 7, 14, 21 und 28 Tagen. Aufgetragen ist der S, in um als

Mittelwerte £ SEM (*p<0,05 im Students t-Test fir unverbundene Stichproben zwischen Gruppe A und B).
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Die Messungen des mean linear intercept (L, [um]) im vierwochigen postnatalen Verlauf der
Gruppen A und B lieferten die folgenden Ergebnisse: Gruppe A zeigte an P7 eine mittlere
interalveolare Distanz von 28,8um (n=8) im Vergleich zu 32,8um bei Gruppe B (n=06). Gruppe
A wies im weiteren Verlauf eine deutlich abnehmende Entwicklung des L auf, sodass bei der
normoxischen Gruppe A an P14 noch 22,8um gemessen wurden (n=6), bei Gruppe B waren
es im gleichen Stadium im Durchschnitt dagegen 34,4pum (n=06). Noch deutlicher war der
Unterschied an P21 mit 20,5um bei Gruppe A (n=5) und 35,0um bei Gruppe B (n=5)
erkennbar. Eine Woche spiter (P28) kam es im Vergleich mit den Resultaten von P21 zu
keinen wesentlichen Verinderungen der Messwerte mehr. Die Analyse ergab hier bei Gruppe A
im Mittel 20,4um (n=8) im Gegensatz zu 35,2um bei der hyperoxischen Gruppe B (n=7). Die
statistische Auswertung der Messwerte ergab fir den Vergleich der Gruppen A und B fir alle
vier untersuchte Stadien (P7, P14, P21 und P28) signifikante Unterschiede (P7: p=0,01; P14:
p<0,001; P21: p<0,001; P28: p<0,001). In Abbildung 3.5 sind die hier beschriebenen Resultate

graphisch gegeneinander aufgetragen.
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Abbildung 3.5: Mean linear intercept (L. [um]) von Gruppe A (Normoxie) und Gruppe B (Hyperoxie)
vergleichend gegentibergestellt im postnatalen Alter von 7, 14, 21 und 28 Tagen. Aufgetragen ist der Ly, in pum als

Mittelwerte £ SEM (*p<0,05 im Students t-Test fur unverbundene Stichproben zwischen Gruppe A und B).
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3.2 Versuch 2: Einfluss des NO-Donors Diethylenetetraamine-NONOate (Deta-NONOate) anf die

Hyperoxie-induzierte postnatale Lungenreifungsstorung und das beeintrachtigte korperliche Gedeihen

In dieser zweiten Versuchsreihe wurde auf der Basis des Versuchsablaufs von Versuch
1 angekntpft und zusitzlich wie in 2.3.2 beschrieben eine hyperoxische Gruppe tber 28 Tage
der tiglichen Verneblung von Deta-NONOate zugefihrt (Gruppe C mit n=6). Als
Kontrollgruppe diente hier die unbehandelte hyperoxische Gruppe B (n=7).

In dieser Behandlungsserie konnte ebenfalls keine Sterblichkeit der in Gruppe C
randomisierten Tiere festgestellt werden. In Bezug auf die Gewichtsentwicklung ergaben sich
tber den zeitlichen Beobachtungszeitraum von vier Wochen folgende Durchschnittswerte fur
Gruppe B (Hyperoxie; Fi0O,=0,85; Kontrolle): 3,3g im postnatalen Stadium P7 (n=24), 6,1g an
P14 (n=18), 6,8g an P21 (n=12) und 11,3g an P28 (n=7). Im Vergleich dazu zeigten sich im
gleichen Zeitraum bei den Tieren der mit Deta-NONOate behandelten Gruppe C (Hyperoxie;
Fi0,=0,85) die Durchschnittswerte wie folgt: 3,4¢ im postnatalen Stadium P7, 5,4g an P14,
6,5¢ an P21 und 7,8g an P28 (alle mit n=06). In beiden Gruppen stellte sich die
Gewichtsentwicklung ebenfalls annihernd linear dar, wobei die Kérpergewichte der einzelnen
Maiuse sehr homogen verteilt waren. Es ergab sich somit an P7 eine mittlere Gewichtsdifferenz
von 0,1g, fir P14 von 0,7g, fur P21 von 0,3g, sowie im Alter von vier Wochen von 3,5¢g. In der
statistischen Auswertung mittels Students t-Test fir zwel unverbundene Stichproben stellten
sich die Unterschiede zwischen Gruppe B und C nach 14 und 28 Tagen als statistisch
signifikant dar, die Unterschiede an P7 und P21 erreichten keine signifikanten Ausmalle (P7:
p=0,77; P14: p=0,02; P21: p=0,26; P28: p<0,001). Die Gewichtsentwicklung der beiden
Gruppen ist graphisch in Abbildung 3.6 veranschaulicht. Histologische exemplarische
Schnittpriparate von Gruppe B und C sind in Abbildung 3.7 zu erkennen.
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Abbildung 3.6: Gewichtsentwicklung der unbehandelten hyperoxischen Kontrollgruppe B und der mit Deta-
NONOate behandelten hyperoxischen Tiere (Gruppe C) im 28-tigigen postnatalen Beobachtungszeitraum.
Dargestellt ist das mittlere Kérpergewicht £ SEM im postnatalen Alter von 7, 14, 21 und 28 Tagen (*p<0,05 im

Students t-Test fiir unverbundene Stichproben zwischen Gruppe B und C).

Abbildung 3.7: Dargestellt sind lungenhistologische Beispiele der hyperoxischen unbehandelten Gruppe B (Bild
A) und der mit Deta-NONOate behandelten hyperoxischen Gruppe C (Bild B). Beide Priparate A und B
entsprechen dem postnatalen Stadium P28. Die Schnittdicke aller Priparate war 3um, gefirbt wurde mit
Himatoxilin und Eosin (H&E). Der in der rechten oberen Ecke der Einzelbilder abgebildete MafB3stab entspricht

jeweils 100pum, alle Aufnahmen sind im Original mit dem 10-fach Trockenobjektiv angefertigt.
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Die histomorphometrische Bestimmung des mittleren prozentualen Luftanteils (A [%0])
der unbehandelten Gruppe B und der mit Deta-NONOate behandelten Gruppe C ergab
keinen nennenswerten Unterschied. Im Durchschnitt verfiigten die Schnittpraparate der
unbehandelten Tiere tber 76,9% Luftanteil im Vergleich zu 76,2% bei der mit Deta-NONOate
behandelten Gruppe C. Bei fast identischer Standardabweichung errechneten sich in der
statistischen Auswertung somit logischerweise keine Signifikanz (p=0,58). Abbildung 3.8 gibt
die beschriebenen Resultate graphisch wieder.

Auch die Analyse der mittleren Septendicke (S[um])  ergab keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen Gruppe B und C. Allerdings war hier —auch wenn
statistisch mit p=0,17 nicht signifikant- tendenziell eine geringgradige Septenverdickung der
behandelten Gruppe C zu beobachten (Gruppe B: 53um vs. Gruppe C: 5,6pum), siche auch
Abbildung 3.9.

Bei der Ermittlung des mean linear intercept (L [um]) der vier Wochen alten
Versuchstiere konnte ebenso kein signifikanter Unterschied der interalveoliren Distanz beider

Gruppen festgestellt werden. Im Mittel waren es bei Gruppe B 35,2um im Vergleich zu 35,0um
bei den behandelten Tieren der Gruppe C (p=0,90), siche auch Abbildung 3.10.
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Abbildung 3.8: Mittlerer prozentualer Luftanteil (Ayc [%0]) von Gruppe B (unbehandelte Hyperoxie Kontrolle)
und Gruppe C (Deta-NONOate behandelte Gruppe) vergleichend gegeniibergestellt im postnatalen Alter von 28
Tagen. Aufgetragen ist der Ape in Prozent als Mittelwerte £ SEM (p=0,58 im Students t-Test fir unverbundene

Stichproben zwischen Gruppe B und Gruppe C).
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Abbildung 3.9: Mittlere Septendicke (S;[um]) von Gruppe B (unbehandelte Hyperoxie Kontrolle) und Gruppe
C (Deta-NONOate behandelte hyperoxische Gruppe) vergleichend gegentibergestellt im postnatalen Alter von 28
Tagen. Aufgetragen ist der S, in um als Mittelwerte =+ SEM (p=0,17 im Students t-Test fiir unverbundene

Stichproben zwischen Gruppe B und Gruppe C).

45

40 -

354

30 -

254

20 O Hyperoxie Kontrolle
W Hyperoxie + NONOate

15 ~

10 4

Mittlere interalveolare Distanz (L, [mm])

P28

Abbildung 3.10: Mean linear intercept (L [m]) von Gruppe B (Hyperoxie Kontrolle) und Gruppe C (Deta-
NONOate behandelte hyperoxische Gruppe) vergleichend gegentibergestellt im postnatalen Alter von 28 Tagen.
Aufgetragen ist der Ly, in pm als Mittelwerte = SEM (p=0,90 im Students t-Test fiir unverbundene Stichproben

zwischen Gruppe B und C).
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3.3 Versuche 3 und 4: Einfluss von niedrig (5mg/kg KG) und hoch (20mg/ kg KG) dosiertem

Sildenafil auf die Hyperoxie-induzierte postnatale Lungenreifungsstirung und das beeintrichtigte kirperliche
Gedeihen

In den Versuchen 3 und 4 wurde ebenfalls auf der Basis von Versuch 1 aufbauend
vorgegangen. Dazu wurden zusitzlich zwei weitere randomisierte Gruppen gebildet und wie in
2.3.3 und 2.3.4 beschrieben, Giber den postnatalen Zeitraum von 28 Tagen taglich mit Sildenafil
behandelt.

Gruppe D (5mg/kg KG) und Gruppe E (20mg/kg KG) zeigten im vierw6chigen
postnatalen Untersuchungszeitraum keine Sterblichkeit. Im Vergleich mit der unbehandelten
Kontrollgruppe B wurde bei beiden Sildenafil-Gruppen tber die Zeit eine geringere Zunahme
des Korpergewichtes festgestellt. Die Durchschnittswerte fir Gruppe B (Hyperoxie; Fi0,=0,85;
Kontrolle) sind im Kapitel 3.1 und 3.2 bereits beschrieben worden. Im Vergleich dazu zeigten
sich im gleichen Zeitraum bei den Tieren der mit 5mg Sildenafil/kg KG behandelten Gruppe
D (n=5) das mittlere Korpergewicht wie folgt: 3,3g im postnatalen Stadium P7, 5,8g an P14,
6,3g an P21 und 8,7g an P28. Geringgradig leichter, aber dennoch sehr dhnlich stellte sich der
Gewichtsverlauf der mit 20mg Sildenafil/kg KG behandelten Gruppe E (n=5) dar: 3,2¢ im
postnatalen Stadium P7, 5,3g an P14, 6,0g an P21 und 8,6g an P28. In beiden mit Sildenafil
therapierten Gruppen stellte sich die Gewichtsentwicklung ebenfalls annihernd linear dar,
wobei die Korpergewichte der einzelnen Mause sehr homogen verteilt waren. Die statistische
Auswertung der mittleren Korpergewichte mittels one way ANOVA und dem post hoc
Neuman-Keuls Test ergab signifikante Unterschiede fir die postnatalen Stadien P14, P21 und
P28 fur Gruppe E im Vergleich zur Kontrolle (P7: p=0,63; P14: p<0,05; P21: p<0,05; P28:
p<0,01). Statistische Signifkanz erreichten die Ergebnisse von Gruppe D nur im postnatalen
Alter von 28 Tagen im Vergleich zur Kontrollgruppe E (P7: p=0,63; P14: p>0,05; P21: p>0,05;
P28: p<0,01). Der Vergleich zwischen der niedrig dosierten und der hoch dosierten Sildenafil-
Gruppe erreichte keine statistisch signifikanten Unterschiede. Abbildung 3.11 liefert den
graphischen Uberblick iiber die Gewichtsverliufe. Der histologische Eindruck der beiden
therapierten Gruppen und der Kontrollgruppe im direkten Vergleich, kann in Abbildung 3.12

gewonnen werden.
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Abbildung 3.11: Gewichtsentwicklung der unbehandelten hyperoxischen Kontrollgruppe B, der mit 5mg

Sildenafil/kg KG per dies behandelten Gruppe D und der mit 20mg Sildenafil/kg KG per dies behandelten

Gruppe E im 28-tdgigen postnatalen Beobachtungszeitraum. Dargestellt ist das mittlere Korpergewicht £ SEM im

postnatalen Alter von 7, 14, 21 und 28 Tagen (*p<0,05 mittels one way ANOVA und post hoc Neuman-Keuls

Test im Vergleich mit Kontrollgruppe B).

1

Abbildung 3.12: Dargestellt sind lungenhistologische Beispiele der hyperoxischen unbehandelten Gruppe B (A),

der mit 5mg Sildenafil/kg KG behandelten hyperoxischen Gruppe D (B) und der mit 20mg Sildenafil/kg KG

behandelten hyperoxischen Gruppe E (C). Alle drei Proben entsprechen dem postnatalen Stadium P28. Die

Schnittdicke aller Priparate war 3um, gefirbt wurde mit Himatoxilin und Eosin (H&E). Der in der rechten

oberen Ecke der Einzelbilder abgebildete MaBstab entspricht jeweils 100pum, alle Aufnahmen sind im Original mit

dem 10-fach Trockenobjektiv angefertigt.
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In der histomorphometrischen Analyse wurden nur marginale Unterschiede bei der
Bestimmung des mittleren prozentualen Luftanteils festgestellt. So zeigten sich hierbei 75,7%
bei Gruppe D im Vergleich zu 77,3% bei Gruppe E, im Kontrollkollektiv waren es wie oben
bereits erwiahnt 76,9%. Im one way ANOVA errechnete sich hierfiir keine Signifikanz
(Abbildung 3.13).

Die Messung der mittleren Septendicke ergab im Durchschnitt 6,3um bei Gruppe D

und 59um bei Gruppe E im Gegensatz zu den 53um der Kontrollgruppe. Diese
Septenverdickung der behandelten Gruppen erreichte im Vergleich zur Kontrollgruppe B in
der statistischen Auswertung ein signifikantes Niveau (Gruppe D: p<0,001; Gruppe E:
p<0,01). Die geringe Differenz in der mittleren Septendicke zwischen der niedrig und der hoch
dosierten Sildenafil-Gruppe zeigte bei leicht differierenden Standardabweichungen keinen
statistisch signifikanten Unterschied (p>0,05). Siche auch Abbildung 3.14.

Bei der Analyse des mean linear intercept (L, [um]) fand sich sowohl fir Gruppe D, als
auch fir Gruppe E eine deutliche Erh6hung der mittleren interalveolidren Distanz im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Diese lag bei Gruppe D mit 39,4um und 40,1um signifikant iber dem
Durchschnittswert der unbehandelten hyperoxischen Gruppe B (Gruppe D: p<0,05; Gruppe
E: p<0,05). Die statistische Auswertung ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Werten von Gruppe D und Gruppe E. Die Ergebnisse fiir die Bestimmung des L, sind in
Abbildung 3.15 graphisch aufgetragen.



3 Ergebnisse 54

100 -
§ 90 -
< 80 -
T 70
C
<
£ 60 .
O OHyperoxie Kontrolle
E, 50 - O Hyperoxie + Sildenafil 5mg/kg KG
s 40 W Hyperoxie + Sildenafil 20mg/kg KG
5
S
< 30~
a
[
2 20 A
K]
=]
s 10

0

P28

Abbildung 3.13: Mittlerer prozentualer Luftanteil (Ay,c [%]) von Gruppe B (unbehandelte Hyperoxie
Kontrolle), Gruppe D (Sildenafil 5mg/kg KG) und Gruppe E (Sildenafil 20mg/kg KG) vergleichend
gegentbergestellt im postnatalen Alter von 28 Tagen. Aufgetragen ist der Apc in Prozent als Mittelwerte = SEM
(p=0,43 mittels one way ANOVA fiir die Gruppe B [n=7], D [n=5] und E [n=5]).
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Abbildung 3.14: Mittlere Septendicke (S:[pm]) von Gruppe B (unbehandelte Hyperoxie Kontrolle), Gruppe D
(Sildenafil 5mg/kg KG) und Gruppe E (Sildenafil 20mg/kg KG) vergleichend gegenubergestellt im postnatalen
Alter von 28 Tagen. Aufgetragen ist die S; in pm als Mittelwerte = SEM (*p<0,05 mittels one way ANOVA und
post hoc Neuman-Keuls Test fiir die Gruppen D [n=5] und E [n=5] versus Kontrollgruppe B [n=7])



3 Ergebnisse 55

5
o
I

H

w
(3]
L

w
o
I

N
(8,
L

O Hyperoxie Kontrolle
O Hyperoxie + Sildenafil 5mg/kg KG
W Hyperoxie + Sildenafil 20mg/kg KG

N
o
I

-
(S}
I

Mittlere interalveolare Distanz (L, [um])
[
o

(%]
I

o

P28

Abbildung 3.15: Mean linear intercept (L, [pm]) von Gruppe B (unbehandelte Hyperoxie Kontrolle), Gruppe
D (Sildenafil 5mg/kg KG) und Gruppe E (Sildenafil 20mg/kg KG) vergleichend gegentibergestellt im postnatalen
Alter von 28 Tagen. Aufgetragen ist der Ly, in pum als Mittelwerte = SEM (*p<0,05 mittels one way ANOVA und
post hoc Neuman-Keuls Test fiir die Gruppen D [n=5] und E [n=5] versus Kontrollgruppe B [n=7]).

3.4 Versuch 5: Einfluss des sGC-Aktivators HMR-1766 auf die Hyperoxie-induzierte postnatale

Liungenreifungsstorung und das beeintrichtigte korperliche Gedeiben

In dieser Versuchsreihe wurde wie bei den Versuchen 3 und 4 vorgegangen, allerdings
erfolgte hierbei, wie in 2.3.5 erlautert, die 28-tdgige tagliche Injektion der Testsubstanz HMR-
1766 (Gruppe F). Als Kontrolle diente in diesem Fall eine zusitzliche randomisierte
hyperoxische Gruppe, der tiglich die Trigersubstanz Polyethylenglykol (PEG) verabreicht
wurde (Gruppe G).

Sowohl Gruppe F (n=4), als auch Gruppe G (n=3) zeigten keine Sterblichkeit im
beobachteten Versuchszeitraum. In Bezug auf die Gewichtsentwicklung ergaben sich iiber den
zeitlichen Beobachtungszeitraum von vier Wochen folgende Durchschnittswerte fiir Gruppe F
(Hyperoxie + HMR-1760): 2,4¢ im postnatalen Stadium P7, 4,4¢ an P14, 6,5¢g an P21 und 10,8g

an P28. Im Vergleich dazu zeigten sich im gleichen Zeitraum bei den Tieren der ausschlieBlich
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mit der Trigersubstanz behandelten Gruppe G (Hyperoxie + PEG) die Durchschnittswerte
wie folgt: 3,9¢ im postnatalen Stadium P7, 6,1g an P14, 7,4g an P21 und 12,0g an P28. In
beiden Gruppen stellte sich die Gewichtsentwicklung annihernd linear dar, wobei die
Korpergewichte der einzelnen Miuse sehr homogen verteilt waren. Es ergab sich somit an P7
cine mittlere Gewichtsdifferenz von 1,5¢g, fur P14 von 1,7g, fur P21 von 0,9¢g, sowie im Alter
von vier Wochen von 1,2g. In der statistischen Auswertung mittels Students t-Test fur zwei
unverbundene Stichproben stellten sich die Unterschiede zwischen Gruppe G und F in den
ersten drei untersuchten Entwicklungsstadien als statistisch signifikant dar, an P28 erreichte die
Differenz kein signifikantes Niveau (P7: p<0,001, P14: p=0,01, P21: p=0,04, P28: p=0,11). Die
Gewichtsentwicklung der beiden Gruppen ist graphisch in Abbildung 3.16 veranschaulicht.
Exemplarische histologische Lungenpraparate sind in Abbildung 3.17 gegentibergestellt.
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Abbildung 3.16: Gewichtsentwicklung der mit dem Lodsungsmittel Polyethylenglykol therapierten
Kontrollgruppe G und der mit HMR-1766 behandelten hyperoxischen Tiere (Gruppe F) im 28-tigigen postnatalen
Beobachtungszeitraum. Dargestellt ist das mittlere Kérpergewicht + SEM im postnatalen Alter von 7, 14, 21 und

28 Tagen (*p<0,05 im Students t-Test fur unverbundene Stichproben zwischen Gruppe G und F).
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Abbildung 3.17: Dargestellt sind lungenhistologische Beispiele der hyperoxischen mit HMR-1766 behandelten
Gruppe F (A) und der mit der Trigersubstanz PEG behandelten hyperoxischen Gruppe G (B). Beide Proben
stammen aus dem postnatalen Stadium P28. Die Schnittdicke aller Priparate war 3um, gefirbt wurde mit
Himatoxilin und Eosin (H&E). Der in der rechten oberen Ecke der Einzelbilder abgebildete Maf3stab entspricht

jeweils 100pum, alle Aufnahmen sind im Original mit dem 10-fach Trockenobjektiv angefertigt.

Bei der morphometrischen Analyse des mittleren prozentualen Luftanteils (A, [%])
ergaben sich minimale Unterschiede im Durchschnitt zwischen Gruppe F (75,5%) und Gruppe
G (74,6%). In der statistischen Auswertung mittels Students t-Test fir unverbundene
Stichproben ergab sich somit auch keine Signifikanz (p=0,60). Fur die graphische Darstellung
sieche auch Abbildung 3.18.

Die Bestimmung der mittleren Septendicke (S [um]) zeigte mit 6,2um bei Gruppe F eine
leichte durchschnittliche Verdickung im Gegensatz zu 5,8um bei Gruppe G. Dieser
Unterschied erreichte in der statistischen Auswertung mit p=0,39 jedoch kein signifikantes
Niveau. Die Graphik ist in Abbildung 3.19 zu erkennen.

Tendenziell konnte auch eine leichte Erh6hung des mean linear intercept (L, [um]) bei
der mit HMR-1766 behandelten Gruppe festgestellt werden. Bei Gruppe F waren es 37,0um
mittlere interalveolire Distanz im Gegensatz zu durchschnittlichen 34,1um bei den
Kontrolltieren der Gruppe G. Auch diese Differenz erreichte in der statistischen Analyse kein
signifikantes Ausmal3 (p=0,19). Siehe auch Abbildung 3.20 fiir die optische Gegeniiberstellung

dieser Ergebnisse.
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Abbildung 3.18: Mittlerer prozentualer Luftanteil (A,c [%]) von Gruppe F (HMR-1766 behandelte
hyperoxische Gruppe) und Gruppe G (nur mit Trigersubstanz PEG behandelte Gruppe) vergleichend
gegeniibergestellt im postnatalen Alter von 28 Tagen. Aufgetragen ist der Apc in Prozent als Mittelwerte £ SEM

(p=0,60 im Students t-Test fir unverbundene Stichproben zwischen Gruppe I [n=4] und Gruppe G [n=3]).
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Abbildung 3.19: Mittlere Septendicke (S[um]) von Gruppe F (HMR-1766 behandelte hyperoxische Gruppe)
und Gruppe G (nur mit Tragersubstanz PEG behandelte Gruppe) vergleichend gegeniibergestellt im postnatalen
Alter von 28 Tagen. Aufgetragen ist der S; in um als Mittelwerte = SEM (p=0,39 im Students t-Test fur
unverbundene Stichproben zwischen Gruppe F [n=4] und Gruppe G [n=3]).
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Abbildung 3.20: Mean linear intercept (Ln [pm]) von Gruppe F (HMR-1766 behandelte hyperoxische
Gruppe) und Gruppe G (nur mit Trigersubstanz PEG behandelte Gruppe) vergleichend gegentbergestellt im
postnatalen Alter von 28 Tagen. Aufgetragen ist der Ly, in pm als Mittelwerte = SEM (p=0,19 im Students t-Test

fir unverbundene Stichproben zwischen Gruppe F [n=4] und Gruppe G [n=3]).
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4 Diskussion

4.1 Modell der chronischen neonatalen Hyperoxie

Trotz der enormen Fortschritte in der neonatologischen Intensivmedizin bleibt die
BPD eciner der wesentlichen Morbidititsfaktoren frithgeborener Kinder mit einem
Geburtsgewicht unterhalb von 1000g.”'*’ Innerhalb dieses Kollektives entwickeln etwa 30% der
Patienten eine BPD.*” Diese Kinder unterliegen einem hohen Risiko fiir langfristige
pulmologische und neurologische Komplikationen, die tber die Kindheit hinaus reichen
konnen.”” Damit stellt die BPD eine erhebliche physische und emotionale Belastung der
Patienten und ihrer Familien dar und fihrt zusitzlich zu enormen Kosten innerhalb des
Gesundheitssystems.'*

Wie in 1.2 ausfihrlich dargestellt, kann die multifaktorielle perinatale
Lungenschidigung von Kindern, die in einer spiten kanalikuldren bis frihen sakkuldren Phase
der Lungenentwicklung geboren werden, zu den fir die neue Form der BPD typischen
strukturellen Abnormalititen fihren. Dabei steht das histologische Bild der alveoliren
Simplifikation mit wenigen und vergréflerten terminalen Luftwegen im Vordergrund, welches
auch den Begriff ,,Arrest der Lungenentwicklung® geprigt hat.'” Diese charakteristischen
Verinderungen konnten in der Vergangenheit in einer Vielzahl an Tierversuchen reproduziert
werden. So berichteten die Arbeitsgruppen um Bland und Pierce von strukturellen
Verinderungen in den Lungen von neugeborenen Limmern, welche post natum 3 bis 4
Wochen mit erhShten inspiratorischen Sauerstoffkonzentrationen kunstlich beatmet wurden
und in der Pathologie der humanen BPD schr stark dhnelten.”’ Dieses GroBtiermodell
beispielsweise erscheint dem Autor neben dem enormen experimentellen Aufwand und dem
von der normalen menschlichen Lungenreifung abweichenden Alveolarisierungszeitpunkt des
Lammes, zur Gewinnung neuer pathophysiologischer Erkenntnisse iiber die BPD als weniger
geeignet. Limmer weisen zum Zeitpunkt der reifen Geburt eine bereits abgeschlossene
Alveolarisation auf und besitzen damit einen deutlich héheren Reifegrad der Lungenarchitektur
als extrem frihgeborene Kinder beim Erreichen von rechnerischen 60-65% der normalen
Schwangerschaftsdauer.”* So wird es erforderlich mit induzierter Frithgeburtlichkeit zu arbeiten,
um den kritischen Bereich der Lungenentwicklung zu untersuchen.

Im Gegensatz dazu findet bei Mdusen und Ratten die Alveolarisierung, wie bereits unter

1.1. erldutert, in etwa der 2. und 3. postnatalen Lebenswoche statt und zum Zeitpunkt der
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physiologischen Geburt befindet sich die Lunge somit noch in einer sakkuliren
Entwicklungsphase (siehe Abb. 1).” Diese Tatsache war entscheidend bei der Auswahl der
Maus vom Typ C57BI6/N fur das in der vorliegenden Arbeit verwendete Tiermodell, da so mit
Neonaten gearbeitet werden konnte, die zum einen vom Grade der Lungenreife und dem
relativen zeitlichen Entwicklungsablauf der fur die BPD relevanten menschlichen Sequenz
qualitativ entsprechen und somit zum anderen ohne artifiziell herbeigefithrte Frithgeburtlichkeit
mit Kleintieren gearbeitet werden konnte. So kann beim vorliegenden Modell der
Spontanpartus abgewartet werden, was fiir den experimentellen Aufwand und die Stabilitit des
Modells von grofler Bedeutung ist. Zusitzlich bestehen die bei Kleintiermodellen bekannten
klaren Vorteile durch die Enstehung geringerer finanzieller Kosten, leichterer
Durchfithrbarkeit, der Moglichkeit zur genetischen Manipulation durch den Einsatz von
Knock-out Tieren, sowie die potentiell hohere realisierbare Zahl an Versuchstieren innerhalb
einer Versuchsreihe.

Wie zuvor in 1.2.5 erwihnt, wird in der multifaktoriellen Pathogenese der BPD die
Hyperoxie als nicht obligater, aber dennoch wesentlicher ursichlicher Faktor gesehen.'®*!"™!*!
So konnte bereits in mehreren experimentellen Arbeiten der schidigende Einfluss von
chronischer neonataler Hyperoxie auf die postnatale Lungenreifung bei Nagern gezeigt
werden.” 1717222 Dabei unterscheiden sich die Berichte iiber die Sterblichkeit der Hyperoxie-
exponierten Neonaten zum Teil erheblich. So beschreiben Warner et al. eine Sterblichkeit von
bis zu 40% innerhalb eines 4-wochigen Beobachtungszeitraumes von neonatalen FVB/N
Miusen unter 85% Sauerstoff, wobei eine Haufung der Mortalitit in der ersten Lebenswoche
festgestellt wurde.” Hingegen stellten Jouvencel und Mitarbeiter in einem 15-tigigen
Beobachtungszeitraum von neonatalen Ratten unter 50% Sauerstoff keinerlei Sterblichkeit

: 120
unter den Versuchstieren fest.

Die Arbeitsgruppe um Pappas konstatierte fiir neonatale
C57BL. Miuse in einem 4-wochigen Hyperoxie-Intervall von 80% O, eine leicht erhéhte
Sterblichkeit von 18% im Gegensatz zu 15% bei der normoxischen Kontrollgruppe.'” Bei dem
in der vorliegenden Dissertation verwendeten Tiermodell konnte erfreulicherweise keine
erhohte Mortalitit festgestellt werden. Worauf diese Tatsache zuriickzufithren ist, ldsst sich
nicht mit Gewissheit beantworten, so konnten Unterschiede in der Versuchsspezies bzw. dem
Miusestamm, dem Versuchsablauf, den durch die tdgliche Rotation und Pflege der Tiere
verursachten Stresslevel der Mutter- und Jungtiere, sowie Differenzen der verwendeten
Sauerstoftkonzentration fiir diese unterschiedlichen Beobachtungen verantwortlich sein.

Im vorliegenden Modell zeigte sich bei der Gruppe der neonatalen Hyperoxie eine

statistisch signifikante Beeintrichtigung der Gewichtsentwicklung der Versuchstiere. So waren
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die hyperoxischen Tiere bereits im postnatalen Alter von einer Woche durchschnittlich 8,3%
und im Alter von 4 Wochen bereits 21,5% im Mittel leichter als die gesunde Kontrollgruppe
(siche Abb. 3.1). Diese Beobachtung bestitigt die Ergebnisse anderer Versuchsreihen mit

: : 173;222
experimenteller neonataler Hyperoxie

und zeigt damit die weitreichenden systemischen
Auswirkungen der chronischen neonatalen Hyperoxie im Sinne eines beeintrichtigten
korperlichen Gedethens. Es ist anzunehmen, dass die vermehrte Atemarbeit der hyperoxischen
Tiere  durch  betrichtlichen  zusitzlichen  Energieverbrauch  die  unzureichende
Gewichtszunahme mit bedingen koénnte. So konnte beispielsweise von De Meer et al. gezeigt
werden, dass an BPD erkrankte Siuglinge gegentiber anderen Frihgeborenen einen um 20%
erhéhten Energieverbrauch haben, dabei korreliert das Ausmall der Erhohung des
Energieverbrauches gut mit der Atemfrequenz.®'

In der lungenhistologischen Aufarbeitung der normoxischen und hyperoxischen Tiere
aus der ersten Versuchsreihe zeigt sich bereits nach einer Woche ein sichtbarer pathologischer
Befund, der im Verlauf der folgenden drei untersuchten Zeitpunkte in zunehmender Weise
imponiert: Hierbei ist bei den hyperoxischen Versuchstieren eine sehr homogene deutliche
Rarefizierung der alveoliren Komplexitit zu beobachten, die im Vergleich zum Hohepunkt der
physiologischen Alveolarisierung durch Ausbildung von sekundiren Septen vor allem in der
zweiten Lebenswoche deutlich wird. Bei der Betrachtung der histologischen Befunde in
Abbildung 3.2 wird ersichtlich, dass die physiologische Alveolarisierung der Maus, mit dem
Zenit ihrer Aktivitit in der zweiten Lebenswoche, zum Ende der dritten Lebenswoche bereits
weitestgehend abgschlossen ist. Diese Beobachtungen decken sich mit den Berichten von
Cardoso (siche auch Abb. 1).” In der histomorphometrischen Quantifizierung der
histologischen Eindricke spiegelt sich dieser Prozess durch eine konsekutive Ausdiinnung der
mittleren Septendicke wider, die im Mittel von 6,8um im Stadium P7 um 37% auf ein ab dem
21. Tag konstant bleibendes Niveau von 4,3um abfillt (siche Abb. 3.4). Die in der vorliegenden
Arbeit bestimmten Werte der S, zeigen eine hohe Ubereinstimmung mit den von Warner et al.
publizierten Daten der Kontrollgruppe aus ihrer Studie, die ebenfalls den Einfluss der
chronischen Hyperoxie an neonatalen Miusen untersuchte.””” Der Prozess der Alveolarisierung
wurde in der vorliegenden Arbeit durch die Bestimmung des L, quantifiziert, sodass sich hier
bei der normoxischen Gruppe der erwartete konsekutive Abfall dieses Wertes feststellen lief3.
So kommt es zwischen dem 7. und 21. Lebenstag zu einer Reduktion der mittleren
interalveoliren Distanz um 29%, um dann nach weiteren siecben Tagen auf einem stabilen

Niveau zu verbleiben (siche Abb. 3.5). Dieses Ergebnis belegt die Tatsache, dass bei Miusen
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der Alveolarisationsprozess durch Aussprossung sekundirer Septen ein vollstindig postnatales
Ereignis darstellt, welches mit Vollendung der dritten Lebenswoche praktisch abgeschlossen ist.

Die Aussagekraft des prozentualen Luftanteils (A,) ist in Bezug auf die physiologische
normoxische Lungenentwicklung nur gering, da die gemessenen Werte durch eine Abnahme
der interalveoliren Distanz mit zeitgleicher septaler Verdinnung im 4-wdchigen
Beobachtungszeitraum auf einem annihernd gleichen Niveau verbleiben (siche Abb. 3.3). Im
Gegensatz dazu konnte bei der hyperoxischen Gruppe B ein signifikant hoherer A in allen vier
untersuchten Stadien festgestellt werden. Diese Ergebnisse konnen als emphysematischer
Aspekt des geschidigten Lungengewebes interpretiert werden und quantifizieren somit den
nativen histologischen Eindruck.

Der FEinfluss der neonatalen Hyperoxie fihrt in vorliegender Studie in sehr
eindrucksvoller Weise zu einem vollstindigen Arrest der Alveolarisierung durch das Ausbleiben
der Einsprossung von sekundiren Septen mit der Ausbildung von groflen irregulir geformten
terminalen Luftwegen mit sakkulirem Charakter, sodass folglich ein inaddquater Zuwachs an
differenzierter, distaler Gasaustauschfliche im Vordergrund steht. Dieser Befund zeigt sich in
der histomorphometrischen Analyse in einer, im Vergleich zu den altersentsprechenden
Kontrollgruppen, signifikant erhohten interalveoliren Distanz. Der L liegt im Stadium P7
etwa um 14% hoher als in der normoxischen Kontrollgruppe und konnte im Alter von vier
Wochen sogar um etwa den Faktor 1,75 im Mittel erhoht gemessen werden (siche Abb. 3.5).
Dabei kann aulerdem ab dem Stadium P21 eine signifikante Verdickung der Septen der
Hyperoxie-exponierten Lungen im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden, die somit
als interstitielle Fibrosierung zu werten ist (siche Abb. 3.4). Auffallend dabei ist jedoch, dass es
unter hyperoxischen Bedingungen nicht zu einer echten Zunahme der Septendicke zu kommen
scheint, sondern vielmehr eine ausbleibende Ausdiinnung stattfindet und somit erst nach drei
Wochen eine signifikante Differenz zum Kontrollkollektiv prisent wird.

Interessant ist die Tatsache, dass im Stadium P7 die mittlere Septendicke in der
Kontrollgruppe signifikant hoher liegt als bei den hyperoxischen Neonaten. Dieses Ergebnis
tberrascht hinsichtlich der erwarteten Befunde zunichst, da aus den im Vorfeld getitigten
Uberlegungen eine Fibrosierung unter Hyperoxie erwartet wurde. Bei niherer Betrachtung
findet sich jedoch eine logische Erklirung fiir diese Beobachtung. Wie zuvor erliutert, findet
die physiologische Alveolarisationsphase in ihrer maximalen Ausprigung um den 10. Lebenstag
herum statt.” Warner und Mitarbeiter konnten in ihrer Arbeit demonstrieren, dass in der ersten
Lebenswoche eine der sekundiren Septierung vorausgehende sehr hohe pulmonal-zellulire

Proliferationsrate vorherrscht, die bei den Hyperoxie-exponierten Tieren signifikant vermindert
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war.””* Aus dieser Observation lisst sich schlussfolgern, dass im hier untersuchten Stadium P7
die normoxische Lungenentwicklung im Rahmen der hochaktiven Alveolarisation durch eine
hohe Zellproliferationsrate des Lungengewebes, eine transient signifikant gro3ere Septendicke
gemessen wurde. In der gleichen Studie konstatierten auch Warner et al. eine in der ersten
Lebenswoche zunichst geringere Septendicke bei den hyperoxischen Versuchstieren. Mit
fortschreitender sekundirer Septierung und konsekutiver Ausdinnung der Septen bei den
gesunden Tieren und Ausbleiben dieses Prozesses unter hyperoxischen Konditionen, erreichten
die Ergebnisse auch dort erst im Stadium P21 statistische Signifikanz.** Diese Obeservation
untermauert die These, dass chronische neonatale Hyperoxie zu einer Stérung der
physiologischen Lungenreifung im Sinne einer Arrestierung der normalen Entwicklungsabldufe
fithrt. Damit zeigt sich ein hohes Ma3 an Ubereinstimmung der in dem vorliegenden Modell
festgestellten Lungenpathologie mit Berichten tber die beim Menschen zu beobachtende neue
Form der BPD.” %'

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass das in der vorliegenden Dissertation
verwendete Tiermodell der chronischen neonatalen Hyperoxie zu einer Lungenreifungsstérung
fihrt, die in vielen Aspekten den charakteristischen histologischen Verinderungen der BPD
sehr oder extrem frithgeborener Kinder entspricht. Natiirlich muss von einer Ubertragbarkeit
der Ergebnisse aus dieser Studie auf den Menschen mit Zurtckhaltung vorgegangen werden,
jedoch werden Tiermodelle mit chronischer neonataler Hyperoxie fiir die weitere Beleuchtung
der noch unverstandenen Mechanismen der BPD von Experten als relevant und erforderlich
angeschen.”*” Damit bietet das in der vorliegenden Arbeit prisentierte Modell Gelegenheit, die
groBtenteils noch unverstandenen molekularen Pathomechanismen, sowie die Regulation der
Lungenreifungsstérungen bei der BPD zu untersuchen und therapeutische Strategien zu
entwickeln. Zu diesem Zwecke sollten sich lungenfunktionelle Untersuchungen im Sinne einer
Bodyplethysmographie anschlieBen, um zusitzliche Aussagen uber intensivmedizinisch
hochrelevante lungenfunktionelle Parameter zu gewinnen. Einer der Vorteile dieses Modells
liegt in der Lungenentwicklung der Maus, welche in der Sequenz der Ablidufe ein hohes Mal3 an
Ubereinstirnmung mit der menschlichen Situation aufweist, aber in einer deutlich kiirzeren
Zeitspanne verlduft. Zusitzlich bietet das Modell die Moglichkeit zur genetischen Manipulation

durch den Einsatz von Knock-out Tieren.
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4.2 Einfluss von NO und NO-Achsen stimulierenden Pharmaka auf die

Hyperoxie-induzierte Lungenreifungsstérung

4.2.1 Rationale fiir den Therapieansatz

Wie in 1.3 ausfihrlich dargelegt, ist die Bedeutung von inhalativem Stickstoffmonoxid
(iNO) fir die Pravention und Therapie der BPD seit tiber einer Dekade Gegenstand lebhafter
Diskussionen und intensiver Forschungsbemithungen. In den letzten Jahren wurde in mehreren
teilweise sehr groflen klinischen Studien der frithe Einsatz von iNO zur Pravention der BPD

2,17;74;103;121;128;188,213
untersucht.

Dabei konnte trotz teilweise vielversprechender Ergebnisse
cinzelner Studien, oder in Subkollektiven derselben auch nach Verbffentlichung der beiden
bisher gréBten multizentrischen klinischen Studien um Kinsella'” und Ballard'” im Jahr 2006,
bei nach wie vor uneindeutiger Studienlage, keine generelle Empfehlung fir den
routinemifligen Einsatz von iNO aullerhalb von kontrollierten Studien gegeben werden. Die
Autoren der genannten Studien betonen, dass die genauen Mechanismen, durch welche iNO
das pulmonale Outcome der Patienten verbessert, nach wie vor unklar bleiben. Es existieren
viele Untersuchungen, die demonstrieren, dass iNO durch selektive pulmonale Vasodilatation
gut ventilierter Lungenareale das sogenannte Ventilations-/Perfusions-Mismatch reduzieren
und somit die Oxygenierung verbessern kann.*'”'” Auf experimenteller Ebene konnte eine
Senkung der pulmonal-vaskuliren Resistance und eine Verbesserung des Gasaustausches durch
iNO gezeigt werden."”* AuBerdem scheinen die antiinflammatorischen Rigenschaften von
iNO der Enstehung einer CLD entgegenwirken zu kénnen.” Die Effekte von iNO auf die
frihe Akkumulation von neutrophilen Granulozyten in der Lunge scheinen von hoher
klinischer Relevanz zu sein, da der Influx von Neutrophilen eine wichtige Rolle in der
inflammatorischen Kaskade spielt, die verdichtigt wird, zur Entstehung der BPD
beizutragen.'**"%*%

Neben diesen zum Teil nur kurzfristigen Effekten von Stickstoffmonoxid auf
pulmonale und pulmonal-vaskulire Prozesse hiufen sich die Hinweise darauf, dass eine
beeintrichtigte endogene NO-Produktion zur Pathogenese der BPD beitrigt. So konnte in
tierexperimentellen Modellen der BPD an Schafen' und Primaten® eine verminderte
Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS oder NOS3) demonstriert werden. Des
Weiteren konnten Balasubramaniam et al.'® und die Arbeitsgruppe um Han'"' in ihren

Untersuchungen an genetisch manipulierten eNOS-defizienten Midusen zeigen, dass es bei

diesen Knock-out Tieren zu einer gestorten distalen Lungenarchitektur im Sinne einer
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beeintrachtigen Alveolarisierung kommt. Diese Observationen gaben Anlass zu der Annahme,
dass moglicherweise via exogener Zufuhr von NO durch Kompensation der beschriebenen
verminderten endogenen Expression im unreifen Lungengewebe, eine Stimulation der
gestorten Alveolarisierung erreicht werden kann. So konnten beispielsweise Lin et al. feststellen,
dass in ithrem BPD-Modell das pulmonal-vaskulire Wachstum und die Alveolarisierung bei
neonatalen Ratten durch Hyperoxie gestort wird, aber durch die Behandlung dieser Tiere mit
inhalativem NO nach Beenden der hyperoxischen Exposition das Lungenwachstum und die
Alveolarisation verbessert werden konnten.'** Dabei bleibt es nach wie vor unverstanden tiber
welche exakten Mechanismen NO diese positive Beeinflussung der distalen Lungenentwicklung
bewirkt. Wie in 1.4 ausfiithrlich dargestellt kann NO sowohl in Abhingigkeit des intrazelluliren
second messenger Signalmolekils cGMP, als auch in Unabhingigkeit davon zellulire Effekte
bewirken."* Die cGMP abhingigen NO-Effekte werden dabei iiber den in 1.4 dargestellten
NO-sGC-cGMP-Signaltransduktionsweg vermittelt (siche auch Abb. 7).

In der vorliegenden Arbeit sollte tberpriift werden, ob durch exogene NO-Zufuhr
sowie durch medikamentése Stimulation der NO-sGC-cGMP Achse an verschiedenen
Ansatzpunkten im in dieser Dissertation verwendeten Modell der chronischen neonatalen
Hyperoxie, ein therapeutischer Effekt auf die Hyperoxie-induzierte Lungenreifungsstorung und

das korperliche Gedeihen erzielt werden kann.

4.2.2 Zum Einfluss von inhalativem Deta-NONOate im vorliegenden Modell

Durch die tdgliche Ultraschallverneblung von Deta-NONOate konnte bei der
histomorphometrischen =~ Auswertung  der  Prdparate  nach  dem  vierwdOchigen
Behandlungszeitraum kein Effekt auf die gestérte Lungenentwicklung festgestellt werden. Es
kam im Vergleich zur altersentsprechenden Kontrollgruppe weder zu einer messbaren
Abweichung der Septendicke, noch zu einer positiven Beeinflussung des distalen
Lungenwachstums im Sinne einer verbesserten postnatalen Alveolarisierung. Auffallend zeigte
sich bei ebenfalls ausbleibender Mortalitit in dieser Versuchsreihe hingegen die
Gewichtsentwicklung der mit Deta-NONOate behandelten Tiere. Nach einer Woche konnte
noch keine Differenz zwischen beiden Gruppen konstatiert werden. Ab dem postnatalen
Stadium P14 kam es wider Erwarten zu einem beeintrichtigten korpetlichen Gedeihen der
behandelten Tiere im Vergleich zur altersentsprechenden Kontrollgruppe. So wogen die
behandelten Tiere an P14 im Mittel 12% weniger, an P21 ca. 4,5% weniger und im Alter von
vier Wochen durchschnittlich 31% weniger als die entsprechende Kontrollgruppe. Statistische

Signifikanz erreichten aber nur die Daten der Stadien P14 und P28 (siche auch Abb. 3.6).
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Diese Resultate erscheinen vor dem Hintergrund der kurativen Absicht dieses
Therapieversuchs zunichst enttduschend. Bei der Auswertung der international publizierten
Literatur zu dieser Thematik wird deutlich, dass nach bestem Wissen des Autors dieser Arbeit
bislang keine weiteren Studien an neonatalen Tiermodellen mit chronischer Hyperoxie
durchgefiihrt und publiziert wurden, die eine inhalative Verabreichung von Deta-NONOate
beschreiben. Diese Therapieform erscheint vielversprechend, da sie durch simple
Ultraschallverneblung eine inhalative Applikation von NO ermdglicht, ohne dass der enorme
technische Aufwand einer echten iNO-Gabe erforderlich wird. Die mit einer iNO-Therapie
verbundene Problematik beztglich erhohter NO-Umgebungskonzentrationen und der
Exposition von in diesem Bereich titigem Personal wurde bereits an verschiedener Stelle
international diskutiert.”™” Als Nachteil der hier benutzten NONOate-Gabe muss allerdings
die im Gegensatz zur iNO-Therapie nicht direkt quantifizierbare deponierte NO-Menge
genannt werden. Dies ist vor allem im experimentellen Setting als Nachteil zu werten. In einem
anderen thematischen Kontext wurde von Dukelow et al. ebenfalls inhalatives Deta-NONOate
bei C57B1/6 Miusen eingesetzt und bei gleicher vernebelter Substratmenge wie in votliegender
Arbeit eine Deta-NONOate Konzentration in der Verneblungskammer berechnet, die mit

% Bei diesem im klinischen

iNO-Konzentrationen von etwa 400ppm gleichzusetzen ist.
Vergleich hoch erscheinenden Wert gilt es zu bedenken, dass diese maximalen
Konzentrationen lediglich zum Zeitpunkt der nur einige Minuten andauernden Verneblung
erreicht werden, also nicht wie bei einer echten iNO-Therapie tiber 24h konstant vorherrschen.
Aufgrund der langen Halbwertszeit von Deta-NONOate von etwa 20h bei Korpertemperatur
ist dennoch von einer lingerfristigen Wirkung auszugehen. Dukelow konnte so in seiner Studie
an Miusen zeigen, dass nach der Deta-NONOate Verabreichung auch noch 24h nach
Verneblung signifikant erhohte expiratorische NO-Konzentrationen gemessen werden
konnten.” Da im vorliegenden Modell der Verneblungsprozess in einem signifikant kleineren
Volumen durchgefiihrt wurde, ist tendenziell sogar von hoheren erreichten NO-
Konzentrationen auszugehen.

2006 publizierten Lopez et al. die Ergebnisse ihrer Studie an neonatalen Ratten, die
unter 95% O, Gber 10 Tage mit tdglichen intraperitonealen (i.p.) Injektionen von Deta-
NONOate behandelt wurden.'” Die in dieser Arbeit verwendete systemische Applikation des
NO-Donors erscheint vor dem Hintergrund der neonatologischen klinischen Praxis als weniger
geeignetes Modell. Die Resultate aus der genannten Studie von Lopez et al. konnen ebenfalls
keinen Effekt von i.p. Deta-NONOate auf die durch Hyperoxie arrestierte strukturelle distale

Lungenentwicklung belegen. Die Entwicklung des Koérpergewichtes zeigte sich in Lopez’
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Arbeit unter Deta-NONOate Gabe im Vergleich zur hyperoxischen Kontrollgruppe nicht
beeintrichtigt. Die Vergleichbarkeit der dort ermittelten Ergebnisse mit den in der hier
vorliegenden Dissertation prisentierten Daten, kann natiirlich nur mit Zurtickhaltung erfolgen.
Zum einen handelt es sich um unterschiedliche Spezies, abweichende hyperoxische
Konditionen und Applikationsformen der Testsubstanz, sowie deutlich differente
Untersuchungszeitpunkte und Beobachtungszeitriume. So bleibt die Frage unbeantwortet, wie
sich eine mogliche weitere Gewichtsentwicklung der neonatalen Ratten aus Lopez” Arbeit bei
vierwochiger Therapiedauer darstellen wiirde. Dazu miisste wahrscheinlich ein Modell mit
niedrigeren O,-Fraktionen eingesetzt werden, um die dort beschriebene hohe Mortalitit der
Tiere zu senken und somit einen vergleichbaren Untersuchungszeitraum realisieren zu kénnen.
Andere Forschungsgruppen, die den Ansatz einer iNO-Therapie, wie sie im klinischen
Setting eingesetzt wird, an verschiedenen Tiermodellen verfolgten, kamen zu unterschiedlichen
und teilweise widerspriichlichen Ergebnissen beztiglich des Effektes auf die Alveolarisation. So
demonstrierten ter Horst et al. durch den Einsatz von iNO an neonatalen Ratten, die unter
100% O, gehalten wurden, eine Abschwichung der pulmonalen Inflaimmationsreaktion und
Fibrinablagerung, sowie ein gesteigertes Uberleben, aber eine verbesserte Alveolarisierung
konnte bei ausbleibendem signifikantem Effekt auf den L ebenfalls nicht konstatiert

2
werden.”"

Auten und Mitarbeiter beobachteten an ithrem Modell (95% O,) an neonatalen
Ratten durch Applikation von iNO duber die ersten 8 Lebenstage ebensowenig eine
Abschwichung der Hyperoxie-induzierten Alveolarisationsstorung. Interessanterweise war die
Gewichtszunahme auch in Autens Studie unter iNO schlechter als in der unbehandelten
Kontrollgruppe.” Autens Resultate entsprechen weitestgehend den in dieser Dissertation
vorgestellten Daten und stehen damit im Gegensatz zu den publizierten vorteilhaften
Auswirkungen von iNO aus anderen Modellen der BPD.

So demonstrierten Lin et al. eine signifikante Verbesserung der distalen Lungenreifung
bei neonatalen Ratten, die nach Beendigung der unbehandelten hyperoxischen Exposition
(100% O,) von 6 Tagen tiber weitere zwei Wochen mit iNO unter Raumluftbedingungen in der
Rehabilitationsphase ~ behandelt worden  waren.'" Diese Ergebnisse wirken —zwar
vielversprechend, allerdings erscheint der zeitliche Ablauf der im Modell durchgefiihrten
Behandlung sehr weit von der klinischen Situation distanziert, in der ja gerade in der Phase der
respiratorischen Insuffizienz regelhaft mit hohen inspiratorischen O,-Fraktionen gearbeitet
werden muss und eine iNO-Therapie unter Raumluftbedingungen in der neonatologischen
Praxis nicht vorkommt. Es lassen sich aus Lins Studie somit, wenn tberhaupt, nur sehr vage

Rickschliisse tiber den potentiell protektiven Einfluss von iNO auf die Enstehung der BPD
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unter hyperoxischen Bedinungen ableiten. Allerdings bieten die Beobachtungen von Lin et al.
Hinweise fiir einen denkbaren neuen Therapieansatz, der nach Ende der Intensivpflichtigkeit
bei suffizienter Spontanatmung und nur geringem zusitzlichem  Sauerstoffbedarf
moglicherweise eine verbesserte distale Lungenreifung bei Kindern mit BPD -sozusagen eine
raschere Erholung- bewirken konnte. In diesem Zusammenhang stellt sich auch eine
Ultraschallverneblung von NO-Donatoren als durchaus denkbar und klinisch leicht realisierbar
dar. Zur Uberpriifung der von Lin et al. publizierten Beobachtungen erscheint eine
Versuchsreihe am vorliegenden Modell, die in diesem Kontext den Einfluss von NONOate auf
die Lungenreifung nach Beendigung der hyperoxischen Exposition untersucht, als geeignete

Methode.

4.2.3 Zum Einfluss von Sildenafil im vorliegenden Modell

Durch die tigliche subkutane Applikation von 5 bezichungsweise 20mg Sildenafil/kg
Korpergewicht iiber den untersuchten Zeitraum von vier Wochen zeigte sich wider Erwarten
eines therapeutischen Benefits, ein negativer Effekt dieser Behandlung auf die untersuchten
Zielvariablen. So bot sich eine verschlechterte Gewichtsentwicklung sowohl in der niedrig, als
auch der hoch dosierten Sildenafilgruppe. Dabei kam es bei den Tieren mit 20mg Sildenafil/kg
KG pro Tag zu einer tendenziell schlechteren Gewichtsentwicklung als im niedriger dosierten
Versuchskollektiv, allerdings erreichte diese Differenz zwischen beiden Therapiegruppen keine
statistische Signifikanz. Die Differenz zur Kontrollgruppe hingegen zeigte sich mit 23%
(5mg/kg KG) bzw. 24% (20mg/kg KG) mittlerer Gewichtsdifferenz zwischen niedrig, sowie
hoch dosierter Sildenafilgruppe und den hyperoxischen Kontrolltieren im Stadium P28, als
statistisch  hoch signifikant (siche auch Abb. 3.11). Wider Erwarten ergab die
histomorphometrische Analyse das Bild einer verschlechterten distalen Lungenentwicklung mit
einer im Mittel um fast 19% (5mg/kg KG) bzw. 11% (20mg/kg KG) erhohten Septendicke.
Diese Differenzen erreichten in der statistischen Auswertung im Vergleich zur Kontrollgruppe
ein signifikantes Niveau ohne dass zwischen den beiden Therapiegruppen ein signifikanter
Unterschied festzustellen war (siche auch Abb. 3.14). Ahnliche Ergebnisse lieferte die
Bestimmung der mittleren interalveoliren Distanz mit einer im Mittel um 12% (5mg/kg KG)
bzw. 14% (20mg/kg KG) erhohten interalveoldren Strecke. Auch diese Resultate erwiesen sich
im Vergleich zum Kontrollkollektiv als statistisch signifikant ohne einen dosisabhingigen
Effekt zu belegen (siche auch Abb. 3.15).

Auch diese Versuchsreihe erscheint vor der kurativen Absicht dieser Therapie zunichst

als enttiuschend. Dem Autor der vorliegenden Dissertationsarbeit ist nach bestem Wissen nur
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eine einzige weitere Studie, in welcher der Einfluss von Sildenafil in einem Tiermodell der BPD
durch chronische neonatale Hyperoxie untersucht wird, bekannt. Im Gegensatz zu den hier
prisentierten Ergebnissen demonstrierte die Arbeitsgruppe um Ladha et al. durch die tdgliche
subkutane Verabreichung von Sildenafil (100mg/kg KG) eine Verbesserung der durch
chronische Hyperoxie gestérten Alveolarisation und pulmonalen Angiogenese bei
neugeborenen Ratten (95% O, iiber 14d)."””

Neben den offensichtlichen Unterschieden in der verwendeten Spezies, der
Sauerstoftkonzentration und dem nur halb so langen Untersuchungszeitraum, scheint die von
Ladha et al. deutlich hoher gewihlte Sildenafildosis fiir die differenten Ergebnisse eine wichtige
Rolle zu spielen. Die in der vorliegenden Dissertation verwendeten Dosen wurden vor dem
Hintergrund der in der Behandlung der pulmonalen Hypertension des Menschen klinisch
eingesetzten Dosierung gewihlt. Bei dieser Indikation werden Dosen verwendet, die in der

GroBenordnung von 1mg/kg KG pro Tag 1ieger181 sodass die in der vorliegenden Arbeit

gewihlten Mengen bereits bewusst hoch angesetzt wurden. Bei niherer Betrachtung findet sich
eine eindeutige Erklirung fiir die extrem hoch erscheinende Dosierung des Sildenafils in der
Arbeit von Ladha und Mitarbeitern. Dort wird die Publikation von Walker et al. zitiert, die
einen fast hundertfach erh6hte Verstoffwechslungsrate von Sildenafil bei Nagern im Vergleich
zum Menschen zeigen konnte.”® Diese Tatsache kann sicherlich als sinnvolle Begriindung fiir
die gewihlte Dosierung von der Gruppe um Ladha herangezogen werden. Die
widerspriichlichen Aussagen beziiglich der distalen Lungenentwicklung zu den negativen
Effekten der vorliegenden Arbeit kénnen aus den bekannten Daten hierdurch jedoch nicht
niher beleuchtet werden. Zur weiteren Aufklirung einer moglichen Dosisabhingigkeit der
erwinschten Effekte von Sildenafil im neonatalen Modell der chronischen Hyperoxie,
erscheinen weitere Versuchsrethen unter standardisierten Bedingungen erforderlich. Zur
besseren Objektivierbarkeit sollte hierbei eine Bestimmung der cGMP Spiegel aus
Lungengewebeproben angestrebt werden. Da Ladha et al. keine Informationen iber die
Gewichtsentwicklung der Versuchstiere in ihrer Studie liefern, kénnen die Beobachtungen aus
der vorliegenden Arbeit diesbeztiglich leider nicht niher vergleichend bewertet werden.

Es bleibt festzuhalten, dass im vorliegenden Modell durch den Einsatz von sowohl
niedrig als auch hoch dosiertem Sildenafil eine, in der histomorphometrischen Analyse
quantifizierte, signifikante Verschlechterung der distalen Lungenentwicklung beobachtet wurde.
Zusitzlich zeigte sich eine beeintrichtigte Gewichtszunahme der behandelten Versuchstiere.
Diese Differenz erreichte sowohl fiir die niedrig, als auch die hoch dosierte Sildenafilgruppe im

postnatalen Alter von vier Wochen ein signifikantes Niveau.
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4.2.4 Zum Einfluss von HMR-1766 im vorliegenden Modell

In dieser Versuchsreihe kam der Him-unabhingige sGC-Aktivator HMR-1766 zum
Einsatz. Durch die Verwendung von HMR-1766 sollte durch einen weiteren neuartigen
pharmakologischen Angriffspunkt eine Stimulation der NO-sGC-cGMP Achse erreicht
werden, um so mogliche Aufschlisse iiber die Bedeutung dieses Signaltransduktionsweges fir
die NO-Therapie der durch chronische Hyperoxie gestorten postnatalen Lungenreifung zu
gewinnen.

Die Resultate dieser Versuchsreihe fugen sich in das Bild der Vorversuche mit
NONOate und Sildenafil ein. Es kam interessanterweise auch hier zu einer unerwarteten
Beeintrichtigung der koérperlichen Entwicklung der Verumgruppe im Vergleich zu den
ausschlief3lich mit der Trigersubstanz behandelten Neonaten des Kontrollkollektivs. Anders als
bei den beiden zuvor diskutierten Gruppen scheint hier die Schere mit zunehmendem Alter
nicht weiter auseinander zu gehen, sondern vielmehr wurde die Differenz auf fortschreitender
Zeitachse geringer, sodass im Stadium P28 die statistische Auswertung bei einer mittleren
Gewichtsdifferenz von 10% erstmals das Signifkanzniveau verfehlt. Im Stadium P7 konnten
hier noch im Mittel 38% Gewichtsdifferenz konstatiert werden (siche auch Abb. 3.10).
Erwartungsgemal3 kam es im Vergleich von der mit der Trigersubstanz PEG behandelten
Kontrollgruppe mit den vollig unbehandelten hyperoxischen Neonaten, zu keiner statistisch
greifbaren Differenz. Bisher existieren keine weiteren dem Autor bekannten publizierten
Studien, welche mit der sehr neuartigen pharmakologischen Gruppe der sGC-Aktivatoren bei
chronischer neonataler Hyperoxie arbeiten. Es bleibt daher sehr schwierig diese Beobachtungen
kausal zu bewerten, allerdings bleibt festzuhalten, dass HMR-1766 in der vorliegenden Arbeit
erstmalig in einem Modell der chronischen neonatalen Hyperoxie eingesetzt wurde und vor
allem in der Phase der Alveolarisierung, also in den ersten zwei Lebenswochen, zu einer
signifikanten Beeintrichtigung des korperlichen Gedeihens fiihrt.

In der histomorphometrischen Analayse zeigt sich dhnlich wie bei der mit NONOate
behandelten Gruppe ein nur marginal verindertes Bild mit einer im Mittel um ca. 7% hoheren
Septendicke und einem durchschnittlich ca. 8% lingeren L, ohne dass sich diese Unterschiede
statistisch signifikant darstellen (siche auch Abb. 3.19 und 20). Als Kritikpunkt ist die in diesem
Fall mit drei Kontrolltieren bzw. vier Tieren aus der Therapiegruppe relativ geringe
Stichprobenanzahl anzuftihren, allerdings erscheint diese vor der Arbeitshypothese als
ausreichend, da auch bei gréBerer Stichprobenanzahl keine qualitative Anderung der Aussage
zu erwarten ist. In sich anschlieBenden Untersuchungen sollte eine Quantifizierung der

pulmonalen c¢GMP-Spiegel angestrebt werden, um auf molekularer Ebene konkretere
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Informationen tiber die Wirksamkeit dieser Therapie im Vergleich zu anderen NO-sGC-cGMP
Achsen stimulierenden Ansitzen zu gewinnen. Dies erscheint erforderlich, da es nattrlich
dhnlich wie bei den Ergebnissen der Sildenafilgruppe denkbar ist, dass dosisabhingige Effekte
existieren und so protektive Eigenschaften des sGC-Aktivators erst bei héheren Dosierungen

sichtbar werden konnten.

4.3 Schlussfolgerung

Es bleibt festzuhalten, dass in der vorliegenden Arbeit weder durch die exogene Zufuhr
von NO mittels Ultraschallverneblung von Deta-NONOate, noch iiber eine medikamentdse
Stimulation des NO-sGC-cGMP Signaltransduktionsweges mit Sildenafil und HMR-1766 eine
Verbesserung der durch chronische neonatale Hyperoxie gestorten postnatalen Lungenreifung
erreicht werden konnte. Dartiber hinaus scheint der Finsatz von Sildenafil sogar einen
negativen Effekt auf den durch Hyperoxie gestorten Alveolarisationsprozess zu haben.
Interessanterweise fiihrten alle in dieser Arbeit angewendeten Therapieversuche zu einer
Beeintrichtigung der Gewichtszunahme im Sinne eines verschlechterten korperlichen
Gedeihens.

In Bezug auf die hier beschriebenen nicht feststellbaren positiven Effekte von Deta-
NONOate stehen die Ergebnisse im Gegensatz zu den in anderen Modellen der BPD zuvor
beschriebenen und fir den Alveolarisationsprozess vorteilhaften Eigenschaften von inhalativ
zugefihrtem NO. Allerdings basieren diese zundchst widerspriichlich erscheinenden
Ergebnisse auf einer Vielzahl an interagierenden Faktoren, wie zum Beispiel dem Ausmal3 des
im Tiermodell vorherrschenden oxidativen Stresses, der Dosierung und dem Zeitpunkt der
NO-Therapie, sowie der An- beziechungsweise Abwesenheit von mechanischer Beatmung. So
konnte zum Beispiel eine klare Verbesserung der Alveolarisation in einem Rattenmodell gezeigt
werden, bei dem erst nach Ende der hyperoxischen Exposition eine NO-Therapie durchgefiihrt
wurde', also praktisch eine Beschleunigung der nachfolgenden Erholungsphase demonstriert
werden konnte. In einem anderen Modell in dem die BPD unter normoxischen Bedingungen
durch die Gabe eines Inhibitiors des VEGF-Rezeptors induziert wurde, konnte durch iNO
ebenfalls ein positiver Effekt auf die Alveolarisation konstatiert werden.'” In zwei weiteren
Studien an mechanisch beatmeten GroBtieren (frithgeborene Limmer™ bzw. Paviane'’)

konnten vorteilhafte Wirkungen von iNO bei nur geringen inspiratorischen O,-Fraktionen
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demonstriert werden. Im Gegensatz dazu konnte die systemische Behandlung mit einem NO-

Donator (neugeborene Ratten bei 95% O,)'*, sowie die iNO-Therapie mit 10ppm bei

neonatalen Ratten" die gestérte Alveolarisation nicht verbessern. Diese Beobachtungen geben
Anlass zu der Vermutung, dass der protektive Effekt von NO fiir die postnatale Lungenreifung
in Modellen mit hohem oxidativem Stress nicht in signifikantem Maf3e vorhanden sein konnte.
Die vorliegende Arbeit unterstiitzt diese Hypothese. Auten et al. konstatierten in ihrer Studie an
neonatalen Ratten bei 95% O,, dass durch den Einsatz von inhalativem Ethylnitrit (ENO) in
cindrucksvoller Weise die Hyperoxie-induzierte Wachstumsrestriktion und —gestorte
Alveolarisation verbessert werden kann. In der gleichen Studie konnte durch iNO keine
Abmilderung der pulmonalen Verinderungen erreicht werden.”” Diese Beobachtung unterstiitzt
die These, dass moglicherweise gerade bei hohem oxidativem Stress durch die S-Nitrolysierung
von zelluliren Proteinen weitere fur die postnatale Lungenentwicklung wichtige NO-Effekte
vermittelt werden, die Gber sGC-cGMP-Achsen unabhingige Signalwege fungieren. Da ENO
die fir die sGC-cGMP unabhingigen NO-Effekte entscheidende Bildung von S-Nitrosothiolen
bei hohem oxidativem Stress effektiver bewirken kann als NO'™, liefert Autens Arbeit wichtige
Hinweise fiir die noch sehr unklare Bedeutung dieser Signalwege in der postnatalen
Lungenentwicklung. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern ebenfalls Hinweise dafiir,
dass die sGC-cGMP vermittelten NO-Effekte nicht wesentlich fiir die zuvor publizierten
lungenprotektiven Wirkungen von NO zu sein scheinen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kénnen keinen positiven Einfluss von NO auf
die Alveolarisation konstatieren und unterstiitzen zusitzlich die Hypothese, dass auch die sGC-
cGMP vermittelten NO-Effekte nicht, oder zumindest nicht in erster Linie, fiir die an anderer
Stelle zuvor berichteten lungenprotektiven NO-Wirkungen verantwortlich zu machen sind.
Damit untermauert diese Dissertation die Forderung, den intensivmedizinischen Einsatz von
iNO bei der BPD auch weiterhin nur im Rahmen von kontrollierten klinischen Studien zu
betreiben. Auf experimenteller Ebene sollten die molekularen Zusammenhinge zwischen
oxidativem Stress und den fiir die postnatale Lungenreifung wesentlichen Signalkaskaden naher
untersucht werden, dabei sollte in Hinblick auf die Bedeutung der NO-Therapie neben den
sGC-cGMP abhingigen NO-Effekten auch alternativen NO-Signalwegen Aufmerksamkeit
geschenkt werden. Das hier vorgestellte Modell ist zur Bearbeitung dieser Fragestellungen und

Uberpriifung der  aufgeworfenen  Hypothesen  als gut  geeignet  anzusehen.
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5 Zusammenfassung

Trotz der groBen Fortschritte in der Peri- und Neonatologie stellt die
bronchopulmonale Dysplasie (BPD) 40 Jahre nach ihrer erstmaligen Beschreibung einen der
wesentlichen Morbidititsfaktoren frithgeborener Kinder mit einem Geburtsgewicht von
weniger als 1000g dar. Innerhalb dieses Kollektives entwickeln etwa 30% der Patienten eine
BPD. Diese Kinder unterliegen einem hohen Risiko fur chronische pulmologische und
neurologische Komplikationen. Die Pathogenese gilt als multifaktoriell, neben der anatomisch-
strukturellen und biochemischen Unreife der Lunge gilt Hyperoxie als wichtiger dtiologischer
Faktor. Bei der BPD zeigt sich heute im Wesentlichen das histopathologische Bild einer
alveoldren Simplifikation im Sinne einer gestorten distalen Lungenreifung. Trotz angestrengter
Bemiithungen sind bisher keine effektiven und sicheren priventiven Behandlungskonzepte
identifiziert worden. Aufgrund von vielversprechenden experimentellen Daten bleiben die
Erwartungen an die Therapie mit inhalativem Stickstoffmonoxid (NO) bei unklarer klinischer
Studienlage hoch.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zundchst ein stabiles Modell der Hyperoxie-
induzierten postnatalen Lungenreifungsstérung an Miusen zu etablieren. Zielvariablen waren
hierbei, neben der Sterblichkeit und dem koérperlichen Gedethen, vor allem die
histomorphometrische Quantifizierung der Fibro- und Alveolarisierung. In nachfolgenden
Versuchsreihen wurde zusitzlich der Einfluss des NO-Donors Defa-INONOate, des
Phosphodiesterase Typ 5 (PDE-5) Inhibitors Sildenafil, sowie des Aktivators der l6slichen
Guanylatzyklase (sGC) HMR-7766, auf die durch chronische Hyperoxie gestorte postnatale
Lungenentwicklung untersucht.

Die Exposition der neonatalen Maiuse gegeniiber 85% O, tber die ersten vier
Lebenswochen fithrte zu einem signifikanten Arrest der Alveolarisierung mit der Ausbildung
von grof3en irregulir geformten terminalen Luftwegen mit sakkulirem Charakter und einer -im
Vergleich zum normoxischen Kontrollkollektiv- signifikanten Verdickung der Septen. Die
Gewichtszunahme der hyperoxischen Neonaten war bei nicht erhéhter Mortalitit signifikant
geringer als bei der Kontrollgruppe. Die 4-wo6chige Behandlung mit inhalativem Deta-
NONOate fithrte bei unbeeinflusster distaler Lungenarchitektur zu einer verschlechterten
Gewichtsentwicklung der Tiere. Ahnliche Ergebnisse lieferte die Versuchsreihe mit dem sGC-

Aktivator HMR-1766. Unter der Therapie mit Sildenafil kam es neben der Beeintrichtigung des
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korperlichen Gedeihens zusitzlich zu einer signifikanten Verschlechterung der distalen
Lungenreifung.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kénnen im Gegensatz zu anderen Studien
keinen positiven Einfluss von exogen zugefithrtem NO auf die durch chronische postnatale
Hyperoxie induzierte Lungenreifungsstérung konstatieren. Durch die fehlenden positiven
Effekte der medikamentdsen Stimulation der NO-cGMP Achse unterstiitzt sie zusitzlich die
Hypothese, dass die sGC-cGMP vermittelten NO-Effekte nicht, oder zumindest nicht in erster
Linie, fiir die aus der BPD Forschung zuvor berichteten lungenprotektiven NO-Eigenschaften

verantwortlich zu machen sind.
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6 Summary

40 years after the original description of bronchopulmonary dysplasia (BPD), and
despite significant advances in peri- and neonatolgy, BPD remains one of the major factors of
morbidity in prematurely born babies weighing 1000g at birth or less. 30% of these patients
develop BPD. These children are at high risk for chronic pulmonary and neurological
complications. The pathogenesis is thought to be multi-factorial. In addition to the anatomical-
structural and biochemical immaturity of the lung, hyperoxia plays an important etiological role.
Nowadays the histopathological picture of BPD shows primarily alveolar simplification in the
sense of a disturbed lung-maturation process. Intense efforts have yielded no effective and safe
preventive concepts of therapy. Despite inconclusive clinical studies, promising experimental
data maintain high expectations for treatment with inhaled nitric oxide (NO).

The aim of this thesis has been to establish a reliable model for disturbed hyperoxia-
induced postnatal lung-maturation in mice. Variables of interest aside from survival and weight
gain have been the histomorphometric quantification of alveolarization and fibrosis. In animal
experiments, the effect of the NO-donor Deta-NONOate, the phosphodiesterase type 5 (PDE-
5) inhibitor S#/denafil, as well as the activator of soluble guanylate cyclase (sGC) HMR-7766 on
disturbed hyperoxia-induced postnatal lung-maturation was examined.

The exposure of neonatal mice to 85% oxygen over the first four weeks of life led to a
significantly arrested alveolarization, characterized by the formation of large irregularly-shaped
terminal airways of saccular character. Compared with normoxic controls, a significant increase
in septal thickness could be observed. Weight gain in hyperoxic neonates was significantly less
than in healthy controls; survival did not differ. The four-week long treatment with inhaled
Deta-NONOate led to an impaired weight gain, but did not show effects on distal lung
architecture. Results of the treatment groups with the sGC-activator HMR-1766 were very
similar. The treatment with Sildenafil caused a significant impairment of weight gain and distal
lung maturation.

In contrast to other studies, the results of this thesis cannot state positive effects of
exogeneous administration of nitric oxide on chronic hyperoxia-induced postnatal lung damage.
The lack of positive effects by pharmacological stimulation of the NO-cGMP axis in this study
also supports the hypothesis that sGC-cGMP mediated NO effects do not seem to be — at least
not primarily- responsible for BPD researchers’ previously reported lung-protective NO-

properties.
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8 Anhang

8.1 Verzeichnis hiufig verwendeter Abkiirzungen

ANS Atemnotsyndrom

A, mittlerer prozentualer Luftanteil

BPD Bronchopulmonale Dysplasie

cGMP zyklisches Guanosin-3-5"-monophosphat
CLD chronic lung disease

CLDI chronic lung disease of infancy

CPAP continuous positive airway-pressure ventilation
CTGF connective tissue growth factor
Deta-NONOate Diethylenetetraamine-NONOate

ELBWI extremely low birth weight infant

ENO Ethylnitrit

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
FiO, inspiratorische Sauerstofffraktion

GC Guanylatzyklase

GMP Guanosinmonophosphat

GTC Guanosintriphosphat

HFOV high frequency oscillation ventilation
HGF hepatocyte growth factor

HIFs hypoxia-inducible factors

HMD hyaline membrane disease

iINO inhalatives Stickstoffmonoxid

Lp. intraperitoneal

IPPV intermittend positive pressure ventilation
IVH intraventrikulire Himorrhagie

KG Korpergewicht

KGF keratinocyte growth factor

L, mittlere interalveolire Distanz, mean linear intercept
MAS Mekonium-Aspirations-Syndrom
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NADPH
NO
NOS

PaCO,
PDA
PDE
PEEP
PEG
p.m.
PMA
PNA

ppm

ROS
RSV

SEM
SGA
sGC
SIDS
SOD
SpO,
TGF-B

VEGF
VLBWI
WMS

Stichprobenanzahl
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat
Stickstoffmonoxid
Stickstoffmonoxid-Synthase
Irrtumswahrscheinlichkeit
postnataler Lebenstag

arterieller CO,-Partialdruck
persistierender Ductus arteriosus
Phosphodiesterase

positive end-expiratory pressure
Polyethylengylykol

post menstruationem
postmenstruelles Alter
postnatales Alter

parts per million

respiratory distress syndrome
reaktive Sauerstoffspezies
respiratory syncitial virus
mittlere Septendicke
Standardfehler des Mittelwertes
small for gestational age

soluble guanylatcyclase

sudden infant death syndrome
Superoxiddismutase

partielle Sauerstoffsittigung
transforming growth factor f3
Ureaplasma urealytikum
vascular endothelial growth factor
very low birth weight infant

Wilson-Mikity Syndrom
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