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1. Einleitung

1.1 Was ist Surfactant?

Atmung ist der Gasaustausch zwischen Zellen und der Umgebung. Bei lungenatmenden Lebewesen
diffundiert Sauerstoff {iber die Atemluft in das Blut und Kohlendioxid aus dem Blut in die Ausatemlutft.
Dies geschieht in den Alveolen, der kleinsten Untereinheit der Lungen. Fiir den Gasaustausch muss die
pulmonale Endstrecke iiberwunden werden, welche aus Endothelzellen, Alveolarepithelzellen
(Pneumozyten) und Bindegewebszellen besteht.

Der iiberwiegende Teil des Alveolarepithels wird durch Pneumozyten Typ I gebildet, dies sind abge-
flachte und weit gestreckte Deckzellen. Zwischen diesen Zellen liegen die Typ-II-Pneumozyten, d.h.
hochaufgebaute Zellen, die Surfactant produzieren und abbauen kdnnen. Surfactant (Surface active
agent, also oberflichenaktives Agens) ist ein aus Phospholipiden, vor allem Lecithin und
Sphingomyelin, und Proteinen (50 % nicht spezifische Plasmaproteine und 50 % Surfactant-
Apoproteine A-D) bestehendes Stoffgemisch, welches die Innenseite der Alveolen mit einem Film
iiberzieht [1, 2, 3, 4]. Surfactant setzt die alveoldre Oberflichenspannung stark herab und ermdglicht
somit den Gasaustausch unter normalen transthorakalen Druckverhéltnissen. Dies geschieht durch eine
Stabilisierung der Alveolen wéhrend der Exspiration und der Verhinderung des Kollapses in der End-
exspirationsstellung.

Des Weiteren ist das Surfactantsystem auch fiir den intrapulmonalen Wasserhaushalt von wichtiger
Bedeutung. Zusitzlich gibt es deutliche Anzeichen dafiir, dass das Surfactantsystem immunregulatori-
sche Funktionen wahrnimmt [5, 6, 7, 8].

Das Vorhandensein eines intakten pulmonalen Surfactantsystems ist Voraussetzung fiir eine ungestorte
Lungenfunktion, einen physiologischen Gasaustausch und einen normalen alveoldren Fliissigkeitshaus-
halt. Die Beeintrachtigung des pulmonalen Surfactants mit fehlender oder verminderter Reduktion der
Oberflachenspannung ist ein wesentlicher Faktor fiir die Entstehung einer respiratorischen Insuffizienz
[9, 10].

Im Folgenden werden zunichst Krankheiten vorgestellt, die mit einer Stérung der Surfactanthomdosta-
se einhergehen. Anschlieend wird eine neue Methode der therapeutischen Applikation von exogenem

Surfactant vorgestellt, gefolgt von tierexperimentellen Untersuchungsergebnissen.



1.2 Bei welchen Erkrankungen ist das Surfactantsystem gestort?

Viele Krankheitsbilder gehen mit einem Surfactantmangel, einem erhohten Abbau von Surfactant oder
aber einer mangelhaften oder fehlenden Surfactantbildung einher. Das infant respiratory distress syn-
drome(IRDS) stellt die haufigste Todesursache des Neugeborenen dar. Etwa 1 % aller Neugeborenen
erleiden ein IRDS, das auf einem weitgehenden Mangel funktionstiichtigen Surfactants aufgrund der
fetalen Lungenunreife der Frithgeborenen beruht [11]. Als kausalen Therapieansatz hierfiir sind in den
letzten Jahren unterschiedliche Surfactantpréparate entwickelt und mit iiberwéltigendem Erfolg einge-
setzt worden. Im Bereich der Erwachsenenmedizin sind das adult respiratory distress syndrome
(ARDS) und die Lungenfibrose Beispiele fiir eine gestorte Zusammensetzung des endogenen
Surfactantpools [12, 13, 14, 15].

Das Phospholipidprofil sowie das Fettsdurespektrum des Phosphatidylcholins sind verdndert, die
hyrophoben Surfactantproteine SP-B und SP-C sind stark reduziert und die Fraktion der large-
surfactant-aggregate@_SA), die Prakursorfraktion des Oberflachenfilms ist ebenfalls deutlich redu-
ziert. Vor allem beim ARDS ist ein weiterer wesentlicher Mechanismus der gestorten
Surfactantfunktion die Inhibition der Surfactantfunktion durch Plasmaproteine. Von besonderer Bedeu-
tung erscheint in diesem Zusammenhang die alveoldre Fibrinbildung, da hierbei eine Inkorporation
aller hydrophoben Surfactantkomponenten in das Fibringeriist stattfindet und eine Depletion der alveo-
laren Grenzfldche von nahezu allen Surfactantkomponenten stattfindet [16, 17]. Diese Verdnderungen
bewirken in der Summe eine deutliche Erhéhung der minimalen Oberfldichenspannung.

Weiterhin kdnnen durch eine Inhalation toxischer Gase die Alveolarzellen direkt geschéddigt werden, so

dass eine Produktion von endogenen Surfactant unmoglich wird [18, 19, 20].



1.3 Gibt es Hinweise fir einen Einfluss der Surfactantveranderung auf V/Q-

mismatch, Gasaustausch und Compliance der Lungen von ARDS-Patienten?

Storungen des respiratorischen Systems durch Surfactantmangel fiihren zu Alveolarkollaps und Bil-
dung von dystelektatischen oder atelektatischen Bezirken. Die Oberflachenspannung eines lungenge-
sunden Patienten betrdgt nahezu 0 mN/m in der Endexspiration. Patienten, die intubationspflichtig im
Rahmen eines ARDS oder an einer schweren Pneumonie erkrankt waren, zeigten Oberflichenspan-
nungswerte im Bereich von 20 mN/m [21, 22]. Uber den hierdurch bedingten Alveolarkollaps kommt
es zum Shuntflu und somit zur arteriellen Hypoxédmie. Dieser Shuntflul kann beim ARDS Patienten
bis zu 50 % des Herzzeitvolumens (HZV) mit entsprechenden Hypoxédmien betragen [23, 24, 25, 26].
Durch die Abnahme des funktionell intakten pulmonalen Surfactants kommt es zudem zu einer Verrin-
gerung der pulmonalen Compliance mit Herabsetzung der funktionalen Residualkapazitit [8, 9, 10, 11].
Weiterhin erfolgt ein Anstieg des LungengefiaBwiderstandes mit daraus resultierender Erhohung des
pulmonalarteriellen Druckes [27, 28]. Nach Caironi kommt es beim ARDS zu einer inhomogenen
Schéadigung der Lungenareale [29]. Vollkommen gesunde Areale wechseln sich mit kollabierten bzw.
atelektatischen Arealen ab. Ein wesentliches Ziel der lungenprotektiven Beatmung ist neben der Rekru-
tierung dieser kollabierten Areale die Vermeidung einer Uberdehnung noch gesunder Lungenareale
[29, 30].

Die verminderte Compliance der Lunge erzwingt beim spontan atmenden Patienten eine massiv ge-
steigerte Atemarbeit; beim beatmeten Patienten miissen die Beatmungsdriicke erh6ht werden. Dies
fiihrt wiederum zu einer verringerten Perfusion und somit zu einem verstirkten Ventilations-
Perfusions-Mismatch. Uber die Storung des Fliissigkeitsgleichgewichts kommt es zum Plasmaleakage,

was die Inaktivierung der Surfactantfunktion noch verstérkt.



1.4 Transbronchialen Surfactanttherapie — klinische Erfahrungen

Es liegt nahe, iiber eine Zufiihrung von exogenem Surfactant bei ARDS Patienten die Oberfldchen-
spannung zu senken und den Gasaustausch zu verbessern. Durch die Verbesserung der Compliance
konnte zudem die Invasivitit der Beatmung deeskaliert werden. Beim IRDS ist die
Surfactantapplikation, wie bereits erwéhnt, klinisch etabliert und hat die Mortalitdt um 50 % senken
konnen [31, 32, 33].

Grundsétzlich existieren hierfiir auf dem Markt verschiedene Surfactantpréperationen, die aus Lavagen
oder aus homogenisierten Lungen vom Schwein und Rind gewonnen werden. Diese Priparate kommen
momentan routineméfig beim IRDS zur Anwendung. Auch synthetische Surfactantpraparate wurden in
der Vergangenheit hergestellt. Diese haben den Vorteil, dass die Zusammensetzung besser definiert ist
und moglicherweise groBere Mengen an Surfactant verfiigbar wiren. Die Méglichkeit einer Ubertra-
gung von humanpathogenen Bakterien, Viren und Prionen ist gering bis nicht vorhanden. Ein mdogli-
cher Nachteil ist, dass diese synthetischen Préparate mit Ausnahme des auf rekombinant hergestellten
SP-C beruhenden Surfactants Venticute, keine hydrophoben Surfactantproteine beinhalten. Die

Surfactantpraparate unterscheiden sich also nicht nur im Ursprung sondern auch in der Zusammenset-

zung.
Praparat Herkunft Zusammensetzung
Phospholipide Apoproteine
Venticute synthetisch DPPC, PG, PA Rec.SP-C (2 %)
Survanta Rind 84 % * SP-B, C (1 %)
Infasurf Kalb 95 9% * SP-B, C (1 %)
Alveofact Rind 88 % SP-B, C (1 %)
Amnionflissigkeit- Mensch 85 % SP-A, B, C (5%)
surfactant
Curosurf Schwein 99 % SP-B, C (1 %)
ALEC synthetisch DPPC, PG keine
Exosurf synthetisch DPPC keine

*Die Endkonzentration ist mit synthetischen DPPC, Tripalmitin und Palmitinsdure angereichert.

Tabelle T Natirliche und synthetische Surfactantpraparate, die in kontrollierten und randomisierten

Studien untersucht wurden (modifiziert nach [34]).
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In tierexperimentellen Studien des ARDS durch repetitive Lavagen in Schweinen [24] sowie bei der
Ratte [35, 36] zeigte sich eine deutliche Verbesserung der Oxygenierung, der Compliance sowie des
ventilation efficiency indeQ/EI).

Im Rahmen des Mekonium-Aspirations-Syndroms, einem ARDS @hnlichem Krankheitsbild, kommt es
zu einer direkten Inhibition der Surfactantfunktion [37]. Auch hier konnte in einer Vielzahl von tierex-

perimentellen Studien der Nutzen einer exogenen Surfactantapplikation nachgewiesen werden [38, 39,

40, 41].

Die klinisch derzeit angewandte Applikationsform zur Substitution von Surfactant beim IRDS und
beim Mekonium-Aspirations-Syndrom bei Kindern ist die Instillation. Bei der Instillation wird die in
Fliissigkeit geloste Emulsion direkt in die Trachea instilliert (intratracheale Instillation). Bei erwachse-
nen Patienten wurden in der Vergangenheit Surfactantpridparate auch bronchoskopisch eingebracht
(intrabronchiale Instillation) [42]. Bei der intratrachealen Instillation hat es sich als hilfreich erwiesen,
den Patienten in 30° Beintieflage zu lagern und die Surfactantemulsion in zwei Schritten jeweils in
Seitenlage zu substituieren.

Die Anwendung von Surfactant beim ARDS des erwachsenen Patienten ist eine allerdings noch sehr
umstrittene Therapieoption. Bis dato konnte in mehreren Studien eine signifikante Senkung der Morta-
litdt in Folge einer Surfactanttherapie nicht nachgewiesen werden [43, 44, 45], wohl aber eine signifi-
kante Erh6hung des arteriellen pO; [42, 44, 45, 46].

Als Griinde fiir die fehlende Beeinflussung des in der Intensivmedizin so wichtigen Parameters ,,Uber-
leben nach 28 Tagen* wurden die Dauer der Behandlung, die Dosis, das Applikationsverfahren und die
Art des verwendeten Materials diskutiert [42, 47, 48]. Dariiber hinaus konnte auch ein Unterschied
zwischen direktem (Aspiration, Pneumonien) und indirektem (Trauma, Pankreatitis, Sepsis) ARDS
bestehen. Zumindest belegen die Daten zweier Studien, dass Patienten mit direktem ARDS viel deutli-

cher von einer Surfactanttherapie profitieren konnten [49].



1.5 Surfactant-Vernebelung als neues Therapieprinzip?

In tierexperimentellen ARDS-Modellen wurden in der Vergangenheit mehrfach Versuche unternom-
men, Surfactant als Aerosol pulmonal zu deponieren. In diesen Studien konnte ebenfalls gezeigt wer-
den, dass beim homogen verteilten ARDS grundsétzlich eine bessere Verteilung des Surfactants nach
Vernebelung im Vergleich zur Instillation erzielbar war. AuBerdem konnte mit zum Teil deutlich ge-
ringeren Mengen an pulmonal inhalativ deponierten Surfactantmaterial (zum Teil nur ~10 %) der glei-
che Einfluss auf die Compliance und den Gasaustausch erreicht werden wie mit instilliertem Surfac-
tant. Eine Umsetzung der Erkenntnisse auf klinischer Ebene scheiterte bis dato allerdings an den tech-
nischen Limitationen. So blieb eine prospektive, randomisierte Studie mit inhalativ verabreichten
Exosurf bei ARDS-Patienten wohl vor allem deswegen ohne irgend einem erkennbaren Einfluss, weil
nicht nur ein sehr inhibitionsanfélliges Surfactantpréparat, sondern auch viel zu geringe Mengen davon
klinisch verabreicht wurden [43].

Unter Verwendung von Diisenverneblern (Venturi-System) konnen nur geringe Vernebelungsleistun-
gen von ~100 mg/h erzielt werden, gepaart mit einem ausgesprochen hohen Fluss durch den Verneb-
ler. Mittels der Ultraschallvernebelung kénnen groflere Mengen an Surfactant vernebelt werden. Aller-
dings muss das System kontinuierlich gekiihlt werden, um eine Proteindegeneration zu vermeiden.

Mit der neuen Piezo-Technik kann die Vernebelungsleistung ebenfalls nicht ausreichend gesteigert
werden, um addquate Mengen an Surfactant beim erwachsenen Patienten pulmonal deponieren zu kon-
nen. Schlielich muss bei der Feuchtvernebelung das Beatmungsschlauchsystem erwidrmt werden, um
die Abscheidung relevanter Mengen des Aerosols bereits im Schlauch zu verringern [50].

Prinzipiell erscheint also die Vernebelung als Verfahren der Wahl zur homogenen
Surfactantapplikation. Zielsetzung muss jedoch sein, ein Verfahren zur Surfactantaerosolgenerierung
zu entwickeln, welches einen ausreichenden Massentransfer von Surfactant in die Lungen erwachsener
Patienten gewéhrleistet.

Fiir dieses Vorgehen erscheinen Pulver- oder Trockenvernebler als idealer Ansatz zur Losung dieses
Problems. Ein solches Konzept wurde daher in der folgenden Arbeit liberpriift.

Wesentliche Anforderungen an ein solches Verneblersystem waren eine direkte Integration in den in-
spiratorischen Schenkel des Beatmungssystems, eine mogliche Nutzung auch unter Spontanatmung, ein
optimales Partikelspektrum und eine einfache Handhabung. Als Ausgangsmaterial sollte ein bereits
mikronisiertes Surfactantpulver verwendet werden, da dies am ehesten ein alveolargingiges

Partikelspektrum nach Vernebelung verspricht.



2.0 Fragestellung

Aufgrund des oben beschriebenen Wissensstandes ergeben sich fiir die vorliegende Arbeit folgende

Fragestellungen:

1 Ist die Trockenvernebelung einer mikronisierten Surfactantpridparation, basierend auf einem
synthetischen Phospholipidgemisch und rekombinant hergestelltem SP-C (rSP-C Surfactant),

grundsétzlich moglich?

2 Konnen hierbei klinisch relevante Mengen eines Surfactantaerosols (5-15 g/30 min) generiert

werden?

3 Weist das derart generierte Trockenaerosol ein alveolargingiges Partikelspektrum auf (MMAD

unter 5 um)?

4 Bewirkt die Trockenvernebelung eine Schidigung der biophysikalischen und biochemischen

Eigenschaften des Surfactants?

5 Kann am Kaninchenmodell der akuten respiratorischen Insuffizienz infolge repetitiver Lavagen
und schiddigender Beatmung und am Bleomycinmodell durch eine Trockenvernebelung von

Surfactant Einfluss auf den Gasaustausch und die Compliance der Lunge genommen werden?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden unterschiedliche Trockenvernebler (dry powder nebulizgr
konstruiert, unter Berlicksichtigung des Partikelspektrums und der Verneblerleistung modifiziert,

und an zwei Tiermodellen der respiratorischen Insuffizienz iiberpriift.



3.0 Materialien und Methoden

3.1 Arzneimittel und Chemikalien

Die fiir die Versuche bendtigten wichtigsten Substanzen sind alphabetisch angeordnet und mit Herstel-

lernamen nachfolgend aufgefiihrt. Alle anderen Stoffe wurden von entsprechenden Firmen mit

hochstmdglichem Reinheitsgrad bezogen.

Name Hersteller Wirkstoffe

Aqua ad Injectabilia Braun Melsungen, Melsungen | H,O

Arterenol” Bayer AG, Leverkusen Noradrenalin

Bleomycin” Admirall S.A., Barcelona Bleomycin

Braunoderm” Braun Melsungen, Melsungen | 2-Propanol, Povidon-lod

Ketanest~ 50 mg/ml Parke-Davis GmbH, Berlin Esketaminhydrochlorid

Kochsalzlésung 0,9 % Braun Melsungen, Melsungen | NaCl-Lsg.

Liquemin” N25000 Hoffmann-La Roche AG, Heparin-NaCl 5000 I.E./ml
Grenzach-Wyhlen

Natriumhydrogencarbonat 8,4 % | Braun Melsungen, Melsungen | NaHCOs3

Rompun" 2 %ige Losung Bayer AG, Leverkusen Xylazin

Softasept” N

Braun Melsungen, Melsungen

Ethanol, 2-Propanol

Xylocain™ 2 % ASTRA Chemicals GmbH, Lidocainhydrochlorid
Wedel/Holstein

Suprarenin” Bayer AG, Leverkusen Epinephrin

Venticute” Altana Pharma, Konstanz recombinantes humanes SP-C

mit Phospholipid /
Fettsdurematrix (DPPC,
POPG) 98 % + 2 % (wt/wt)
rSP-C

Tabelle 2 Verwendete Arzneimittel und Chemikalien.




3.2 Biophysikalische Methoden

3.2.1 Laserdiffraktometrische Analyse des Partikelspektrums und Messung der
Verneblerleistung

Fiir den therapeutischen Effekt eines vernebelten Medikamentes ist die Groenverteilung der Aerosol-
partikel sowie die biophysikalische und biochemische Stabilitit von groer Bedeutung.

Die Untersuchung der PartikelgroBenverteilung des erzeugten Aerosols wurde mittels eines kommerzi-
ell erhiltlichen Laserdiffraktometers (Helios, Sympatec GmbH, Clausthal-Zellerfeld) durchgefiihrt [50,
51,52, 53].

Es wurden mit jedem neu entwickelten Prototypen jeweils 3 Messungen mit jeweils 20 Messzyklen und
mindestens drei unterschiedlichen Arbeitsdriicken durchgefiihrt. Die Versuche erfolgten zur besseren
Vergleichbarkeit unter standardisierten Bedingungen. Die Vernebler wurden in einer Haltevorrichtung
mit einem Abstand von 1 cm vor dem Diffraktometer fixiert. Das bereits gemessene Aerosol wurde
durch einen 10 cm von dem Messbereich entfernten handelsiiblichen Staubsauger abgesaugt, um eine
Aerosolwolke im Messbereich zu verhindern. Zur Einstellung des Betriebsdruckes wurde synthetische
Luft verwendet.

Gleichzeitig wurde die Aerosolabgabe durch den Vernebler bei unterschiedlichen Betriebsdriicken er-
mittelt. Die Quantifizierung der vernebelten Masse an Surfactant erfolgte durch Gewichtsbestimmung
der Verneblerkammer, des Filtersystems in das das erzeugte Aerosol eingeleitet wurde, sowie des
Schlauchsystems vor und nach Vernebelung fiir jeweils eine Minute. In diesem Messzeitraum erfolgten
auch die 20 einzelnen Messzyklen, bei denen die Werte automatisch gemittelt wurden.

Da es sich um ein Trockenaerosol handelt, haben GréBen wie z. B. Verdunstung oder Verdampfung
keinen Einfluss. Das im Filter aufgefangene Aerosol, der im Vernebler verbliebene Rest und ein zuvor
aliquotierter Teil des Surfactants wurden zur Aktivitéitspriifung biophysikalisch und biochemisch unter-

sucht.



3.2.2 Nachweis der oberflachenspannungssenkenden Funktion des vernebelten

Surfactants mittels pulsating bubble surfactometer

Wie bereits beschrieben, liegt eine wesentliche Aufgabe des Surfactansystems darin, die alveolidre
Oberflachenspannung auf ein Minimum zu reduzieren, um somit den Alveolarkollaps zu verhindern
(Oberflachenspannung nahe 0 mN/m). Hierfiir ist sowohl die rasche Adsorption des Surfactants an die
Luft-Wasser-Grenzflache wie auch ein hohes Mal3 an Filmstabilitdt unterschiedlicher Filmkomponen-
ten notwendig. Im Rahmen der Entwicklung eines klinisch anwendbaren Vernebelungssystems ist ne-
ben der Alveolargéngigkeit auch die verbleibende Oberflachenaktivitit des vernebelten Agens von
ganz entscheidender Bedeutung.

Die biophysikalischen Eigenschaften eines Surfactantpraparates konnen in vitro mittels des pulsating
bubble surfactometefiberpriift werden. Hierbei wird auf der Grundlage des Young/Laplace'schen
Gesetzes (4p=2Y/r) mit einem Gerit die an einer Grenzfldche zwischen einer wissrigen Losung und
einer luftgefiillten Blase existente Oberfldchenspannung ermittelt. Hieran erkennt man, dass, je kleiner
die Blasen sind, der Druck zur Eréffnung umso hoéher sein muss. Bei einem intakten Surfactantsystem
mit Oberfldchenspannungen nahe 0 mN/m ist somit nur ein geringer Druck notwendig um einen
Alveolarkollaps zu verhindern, bei einem insuffizienten Surfactantsystem sind deutlich hohere Driicke
hierfiir notwendig.

Uber ein mit Aqua dest. gefiillten Hohlraumsystem steht das ProbengeféB in Verbindung mit einem
Druckaufnehmer und einem beweglichen Kolben, mit dem ein definiertes Pendelvolumen erzeugt wird
(0,43 pl). Die Pulsationsfrequenz ldsst sich hierbei beliebig anpassen. In den Vorversuchen wurde re-
kombinantes SP-C (Venticute, Altana Pharma, Konstanz) in ein Filtersystem vernebelt und eine vorher
aliquotierten Probe, der Rest im Vernebler und das aufgefangene Aerosol nach Auflésen des Aerosols
in steriler Kochsalzlosung und Einstellung einer Konzentration von 2 mg/ml mittels des pulsating
bubble surfactometemtersucht. Es wurden die minimale Oberflachenspannung nach 5 Minuten Film-
oszillation bei minimalem Blasenradius in Abwesenheit sowie Gegenwart inhibitorisch wirksamer
Plasmaproteine (Endkonzentration 8 mg/ml) gemessen. Diese Versuche wurden mit 5 zu unterschiedli-

chen Zeitraumen gewonnenen Proben wiederholt (n=5).
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3.3 Experimentelle Modelle des ARDS am Kaninchen

3.3.1 Schadigungsmodell durch repetitive Lavagen

Dieses Modell stellt das Standardmodell zur Charakterisierung von therapeutischen Effekten exogenen
Surfactants dar [35, 36, 54, 55, 56]. Es fult auf dem Lavage-bedingten Mangel an pulmonalem Surfac-
tant mit konsekutiver sekundérer Erhohung der epithelialen Permeabilitit [35, 36, 54, 55, 56].

Um noch nadher an die klinische Realitdt heranzureichen, wurde in dem hier verwendeten Modell durch
repetitive Lavagen noch eine zusitzliche ,schiddigende Beatmung®, charakterisiert durch zero
endexpiratory presuréZEEP) mit hohen Beatmungsdriicken, fiir die Zeit von einer Stunde durchge-
fiihrt.

Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere gewogen. Das durchschnittliche Gewicht der Tiere lag bei
2,81 kg (n=34). Nach Punktion der Ohrrandvene mittels vendser Verweilkantile erfolgte die Sedierung
durch Bolusapplikation eines Ketanest”/Rompun”-Gemisches, spiter als kontinuierliche Applikation
tiber einen Perfusor.

Nach Lagerung der Tiere in Riickenlage auf dem gewédrmten Prépariertisch erfolgte eine
Bolusapplikation von Xylocain™ 1 % suprasternal subcutan und die Priparation der collaren Strukturen.
Nach Freilegung der Trachea erfolgte die Tracheotomie, folgend die Praparation und Kaniilierung der
A. carotis communis sinistra.

Im Anschluss wurde eine kontinuierliche invasive Blutdruckmessung durchgefiihrt. Nun erfolgte die
Priparation der V. jugularis communis dextra und das Einbringen einer Schleuse fiir einen
pulmonalarteriellen Katheter. Uber diese wurden konstant 60 ml/h isotonische NaCl-Losung infundiert.
Nun erfolgte das Einbringen des PA-Katheters unter kontinuierlicher Bestimmung der Vitalparameter.
Zum Abschluss der Priparation erfolgte die Anlage eines transurethralen Blasenkatheters (10F). Die
Versuchsvorbereitung erfolgte unter druckkontrollierter, normokapnischer Beatmung mittels eines
Babylog 8000+ (Dréger, Liibeck; FiO,: 1). Folgende Grundeinstellung wurde gewéhlt: maximaler In-
spirationsdruck (Pinsp) 8 cm H,O, Frequenz 40 bpm, Tidalvolumen 7 ml’kg KG (was ein AMV von 280
ml/kg KG entspricht) und PEEP 3 cm H,O.

Nun wurde der PEEP in Schritten von 2 cm H,O in einem Zeitintervall von 30 min pro Erh6hung stu-
fenweise eskaliert. Es erfolgten regelméifige Blutgasanalysen im Sinne eines search of best PEERIs
maximaler PEEP wurden 7 cm H,O festgelegt. Unter diesem Beatmungsregime waren alle Tiere noch

hdmodynamisch stabil.
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Es erfolgte eine Blutgasanalyse zum Festlegen des maximalen pO,/FiO, Wertes zum Zeitpunkt TO.
Nun erfolgten die repetitiven Lavagen. Hierzu wurde jeweils 50 ml einer 37° C warmen NaCl-Losung
mittels einer Spitze mit dem Tracheostoma konnektiert und langsam endotracheal appliziert. Nach ei-
ner Verweildauer von 10 Sekunden wurde die Fliissigkeit vorsichtig aspiriert. Im Mittel konnten 85 %
der Lavagefliissigkeit reaspiriert werden.

Nach jeweils 20 Minuten erfolgten erneute Blutgasanalysen. Bei einem paO; von iiber 200 mmHg
wurde die Lavageprozedur wiederholt. Bei Erreichen des gewiinschten paO,-Wertes unter 200 mmHg
wurde das Tier im Rahmen einer steady-state-phadiér 30 Minuten unter denselben Bedingungen wei-
ter ventiliert und Persistenz eines paO, <200 mmHg wurde die schidigende Beatmung begonnen.
Hierzu wurde der PEEP innerhalb von 5 min auf 0 cm H,O reduziert und der Spitzendruck auf 30 cm
H,0O augmentiert. Hierunter waren durchschnittlich Tidalvolumen von 9 ml/kg KG bei durch die Lava-
ge deutlich reduzierter Compliance der Lunge zu erreichen. Die Atemfrequenz wurde entsprechend der
arteriellen Blutgasanalysen angepasst, so dass sich unter Beatmung Normokapnie einstellte.

Diese Beatmung wurde fiir eine weitere Stunde beibehalten. Danach wurde der PEEP wieder auf den
Ausgangswert (PEEP von 5-7 cm H,0) schrittweise augmentiert und der Inspirationsdruck so einge-
stellt, dass wieder ein Atemzugvolumen von 6-8 ml/kg Korpergewicht vorlag. Die Beatmungsfrequenz
wurde nach Blutgasanalyse adaptiert. Dieser Wert ergab den paO,-Wert zum Zeitpunkt TO.

Nach 15 Minuten wurde eine einminiitige Surfactantvernebelung iiber den in den Inspirationsschenkel
integrierten dry-powderVernebler durchgefiihrt. Die hierbei vernebelte Surfactantmenge lag bei ca.
400 mg; wie viel hiervon die Lunge erreichte und pulmonal deponiert wurde, ist ungeklért. Als Kon-
trolle diente hierzu eine unbehandelte Kontrollgruppe (n=10).

Es folgten arterielle Blutgasanalysen nach 10, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 und 300 Minu-
ten. Zeitgleich wurden die Werte der Gerdtecompliance registriert und ausgewertet. Nach Versuchsen-
de wurden die Tiere mittels Uberdosis Ketanest~ und Rompun" getotet. Die Anzahl der Therapieversu-

che belief sich auf 10 (n=10).
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3.3.2 Schadigungsmodell durch Bleomycin

Das Modell der Lungenschddigung durch einmalige inhalative Applikation des Zytostatikums
Bleomycin am Kaninchen ist ein etabliertes Verfahren [12, 57, 58].

Zu diesem Zweck wurden antibiotisch vorbehandelte Tiere nach Einleitung einer Narkose eines
Ketanest™/Rompun”-Gemisches und orotrachealer Intubation volumengesteuert maschinell beatmet.
Unter Verwendung eines Ultraschall-Verneblers (MMAD ~2,5 pum) wurden exakt 1,8 U/kg KG
Bleomycin inhalativ verabreicht.

Es entwickelt sich zunédchst ein ARDS-dhnliches Geschehen, mit einer massiven Einschrinkung des
Gasaustausches (paO,/FiO; von > 500 mmHg in den Kontrollen reduziert auf ~110 mmHg am Tag 4).
Am vierten Tag nach Bleomycinapplikation wurden die Tiere nach dem vorstehend beschriebenen Re-
gime prépariert und ventiliert (PEEP von 5-7 cm Ws, Tidalvolumen von 6-8 ml/kg KG). Eine zusétzli-
che Schiadigung der Lunge durch eine injurious ventilationfand bei diesem Modell nicht statt. Nach 30
Minuten erreichten die Tiere eine Steady-state-phasey dass nun iiber 1 min inhalativ Surfactant ver-
abreicht wurde. Direkt nach Vernebelung wurde fiir 5 min Kochsalzldsung iiber einen Diisenvernebler
appliziert um eine sichere Auflosung des Surfactantaerosols zu gewéhrleisten.

Im Folgenden wurden arterielle Blutgasanalysen nach 10, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 und
300 Minuten durchgefiihrt sowie die Gerdtecompliance registriert. Nach Versuchsende wurde das Tier
euthanasiert, die Lungen zur Surfactantdiagnostik lavagiert und fiir weitere Versuche entnommen und

eingefroren. Auch diese Versuche wurden 10-mal wiederholt (n=10).

3.4. Statistische Verfahren

Es wurde ein allgemeines lineares Modell zur Auswertung der Daten aus den Versuchen des Kanin-
chen-Lavage-Modells und des Kaninchen-Bleomycin-Modells angewendet. ZielgréBen waren
pO2/FiO2 und die Compliance; Einflussgroflen die Zeit nach Surfactant-Verneblung und Gruppe (Kon-
trolle/Behandlung). Die Auswertung erfolgte in Hinsicht auf die Unterschiede im zeitlichen Verlauf der
Kontrolltiere zu den behandelten Tieren. Diese Unterschiede werden im Modell durch den Interakti-
onseffekt von Zeit x Gruppe abgebildet. Wenn erforderlich, wurden die Werte der ZielgroB3e logarith-
miert, um normalverteilte Residuen zu erhalten und so die Anwendbarkeit eines allgemeinen linearen
Modells rechtfertigen zu konnen. Die Verteilung der Residuen wurde anhand von Normal-Quantilen-
Quantilen-Plots auf Konformitédt mit Normalverteilung und Homoskedastizitdt gepriift.
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4.0 Ergebnisse

4.1 Vorstellung unterschiedlicher Verneblertypen

Im Zuge der Entwicklung des Verneblungssystems wurde eine Reihe von Prototypen (Abb.1-6) ent-
worfen. Die Ausfithrung der ersten beiden Prototypen wurde verlassen, da hierfiir ein groBer Fluss
durch den Vernebler nétig war und eine direkte Integration in ein Beatmungssystem nicht erfolgen
konnte. In den Modellen mit integrierten Prallplatten und Kegeln zeigte sich, dass aufgrund der gerin-
gen Dichte der Partikel die im Rahmen der Fliissigkeitsvernebelung eingesetzten Verfahren zur Redu-
zierung der PartikelgréBe bei der Surfactanttrockenvernebelung keine Wirkung zeigen. Im Luftstrom
zeigten die groBeren Partikel dieselben aerodynamischen Eigenschaften wie die kleineren, so dass
durch diese Technik keine Verringerung des Partikelspektrums moglich war. Somit wurde auch diese
Technik wieder verlassen. Erst durch den Einsatz der Diisen mit direkt gegeneinander gerichteten Luft-
einldssen wurde iiber das Zusammenprallen der Partikel in der Diise das geringe Partikelspektrum er-

reicht (Abb.6).

Am Ende des Prozesses lag ein hinsichtlich der Verneblungstechnik, des Surfactant-
Fassungsvermogens, des Partikelspektrums und des Handlings optimiertes Gerdt vor. Somit wurde

auch die Anwendung am nicht intubierten Patienten moglich (Abb. 7-8).
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Abbildung 1 Prototyp 1 eines Trockenverneblers noch ohne spezielle Disenanordnung. Die Zerstau-
bung erfolgt Giber einen hohen Fluss durch den Vernebler (6-8 I/min). Als Gasauslass dient ein ca. 0,8

mm messender Katheter, der im Versuch durch ein Verbindungsstick in den Tubus eingebracht wurde.
Befullung mit max. 0,8 g Surfactant.

15



Taster

— E— | —
| L
=4 |
elektronizches
I el

a0 ml Valumen  — l

Surfactant v

Abbildung 2: Prototyp 2 als Weiterentwicklung des Prototyps 1 mit &hnlicher Anordnung jedoch gro-
Rerem Fullvolumen. Auch hierbei erfolgte die Applikation tber den Katheter in den Tubus. Fullmenge
bis 2 g Surfactant.
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Abbildung 3: Prototyp 3 mit der Mdglichkeit der Anwendung am spontan atmenden Patienten. Erstma-
lig Anordnung einer Gaseinlass- und Gasauslassdise zur Modifikation des Partikelspektrums. Weiter-
hin Einblasen des Gases von oben in das Pulver.
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Abbildung 4 Versuchsanordnung des Prototyps 4 mit Einbau von variablen Disen und Prallplatten.
Einblasen des Gasstroms in das Pulver von unten. Aufgrund der sehr geringen Dichte des
mikronisierten und lyophilisierten Surfactants zeigten die Prallplatten keinen Nutzen. Diese Anordnung
der Gaseinlassdise hatte eine geringere Verneblungsleistung zur Folge.
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Abbildung 5: Prototyp 5 mit bereits akzeptablem Partikelspektrum, modifiziert mit einem Rdttler zur
kontinuierlichen Surfactantvernebelung. Fullmenge 3-5 g Surfactant. Anwendung am spontan atmen-

den Patienten madglich, System in ein Beatmungssystem voll integrierbar und Betreibung Uber den
Verneblerausgang des Beatmungssystems moglich.
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Abbildung & Verneblungssystem (Prototyp 6) mit Anordnung einer einlochigen Gaseinlassdise und
einer achtlochigen Gasauslassduse. Fillmenge 3-5 g Surfactant, Verneblungsleistung abhéngig vom
Fluss bei 0,4 g (0,8 bar) bis 0,9 g (1,5 bar). Modifizierbar mit Rattler und Anordnung flr Spontanat-

mung. Die Version fur den spontan atmenden Patienten kann mit handelstublichem Kompressor (i.E.
Pariboy) betrieben werden.
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Abbildung 7: Fertiger Prototyp 6 in der ambulant nutzbaren Ausstattung.

Abbildung Nr. 8: Prototyp 6 wahrend der Vernebelung von Venticute.
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4.2 Partikelspektren verschiedener Verneblertypen in Abhangigkeit des Flusses

Die unterschiedlichen Verneblerprototypen wurden nach der unter 3.2 beschriebenen Methode auf die
GroBenverteilung der Partikeldurchmesser untersucht. In Abbildung 9 ist die Partikel-groBenverteilung
exemplarisch graphisch dargestellt; die Tabellen 3 und 4 zeigen jeweils die prozentuale Verteilung un-

ter der jeweiligen TeilchengroBe. Die Graphen zeigen die jeweils 3 Messungen a 20 Messzyklen.
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Abbildung 9: Messkurve der prozentualen Groél3enverteilung der Partikel Prototyp 2, Betriebsdruck 0,7
bar. [Originalausdruck]
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Abbildung 10: Exemplarisch gezeigte prozentuale GréRenverteilung der Aerosolpartikel des Prototyps
2 bei einem Betriebsdruck von 0,7 bar. Hier ist erkennbar, dass 84 % der Partikel kleingmatsrisi
und damit ein sicher alveolengangiges Partikelspektrum besitzen. [Originalausdruck]
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0,8 bar x10 x16 x50 x84 x90 x99
Prototyp 1| 0,58 +/- 0,01 0,81 +/-0,0 |2,14+/-0,14| 3,97 +/-0,03 | 4,76 +/- 0,13 | 11,47 +/- 0,71
Prototyp 2| 0,91 +/-0,03 | 1,14 +/-0,03 | 2,50 +/- 0,06 | 4,81 +/- 0,11 | 5,64 +/- 0,16 | 9,15 +/- 0,60
Prototyp 3| 2,83 +/-0,08 | 3,92 +/-0,05 | 7,56 +/- 0,01 | 12,63 +/- 0,30 14,46 +/- 0,34 { 20,82 +/- 0,57
Prototyp 4| 1,91+/-0,01 | 2,26 +/-0,03 | 5,22 +/-0,10 | 8,78 +/- 0,18 | 10,26 +/- 0,19 { 20,18 +/- 0,33
Prototyp 5| 0,92 +/-0,01 | 1,10+/-0,01 | 2,31 +/- 0,09 | 5,32 +/- 0,23 | 6,63 +/- 0,33 | 16,87 +/- 1,25
Prototyp 6| 0,61 +/-0,10 | 0,74 4+/-0,12 | 1,63 +/- 0,21 | 3,94 +/- 0,06 | 5,26 +/- 0,40 |35,48 +/- 24,5

1,5 bar x10 x16 x50 x84 x90 x99
Prototyp 1| 0,53 +/-0,04 | 0,72+4/-0,03 | 1,73 +/-0,03 | 3,3+/-0,07 | 4,07 +/-0,14 | 10,31 +/- 1,10
Prototyp 2| 0,82 +/-0,04 | 1,09 +/-0,07 | 1,96 +/- 0,20 | 5,56 +/- 0,12 | 7,87 +/- 0,23 |16,20 +/- 2,32
Prototyp 3| 2,11 +/-0,10 | 4,11 +/-0,16 | 8,81 +/-0,09 | 11,30 +/- 0,22 15,66 +/- 0,32 |23,81 +/- 0,65
Prototyp 4| 1,71 +/-0,01 | 1,97 +/-0,06 | 4,09 +/- 0,09 | 9,43 +/- 0,21 | 14,82 +/- 0,31 26,63 +/- 0,45
Prototyp 5| 0,70 +/- 0,03 | 0,95+/-0,04 | 2,61 +/- 0,12 | 6,95 +/- 0,53 | 9,24/-0,66 [22,16+/- 1,87
Prototyp 6 Messung aufgrund des hohen Outputs nicht durchfiihrbar

Tabelle 3 Prozentuale Verteilung der Partikelgrof3en im vernebelten Aerosol (in pm) in Abh&ngigkeit
des Vernebelungsdruckes. Hier ist erkennbar, dass bei Prototyp 6 und 0,8 bar Verneblungsdruck 90 %
der Partikel kleiner als 5,26 +/- 0,40 um sind und damit ein alveolengangiges Partikelspektrum besit-
zen.
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Output 0,8 bar in

GasfluR in I/min bei

Output 1,5 bar in

GasfluR in I/min bei

Output

und Fluss mg/min 0,8 bar mg/min 1,5 bar
Prototyp 1 22,5 4,71 32,7 7,1
Prototyp 2 43,2 4,77 60,6 7,9
Prototyp 3 191,0 2,1 343,6 4,3
Prototyp 4 84,4 3,92 343,6 7,7
Prototyp 5 292.0 1,75 496,0 3,25
Prototyp 6 415,0 1,7 715,0 3,15

Tabelle 4 Output in mg/min und Fluss durch den Vernebler in I/min der unterschiedlichen Prototypen.
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4.3 Biophysikalische Charakterisierung des wieder aufgenommenen Aerosols

Im Rahmen der Funktionsdiagnostik wurde rSP-C vernebelt und das Aerosol in einem Filter wieder
aufgenommen. Die Untersuchungen der biophysikalischen Eigenschaften mittels pulsating bubble
surfactometereigten, dass der Prozess der Vernebelung keinen Einfluss auf die hervorragende Ober-
flachenaktivitdt des rSP-C hat. Hierbei hatte die Anwesenheit inhibitorische wirkender Plasmaproteine
ebenfalls keinen Einfluss.

Die biochemische Zusammenstellung blieb ebenfalls durch die Vernebelung unbeeinflusst.

Minimale Oberflachenspannung irgmin (mN/m +/- SD
Vor Vernebelung Nach Vernebelung
In Abwesenheit von Plasma- 0.00 +/- 0.0 0.00 +/- 0.0
proteinen
In Anwesenheit von Plasma-
proteinen (8 mg/ml) 826+/-1.2 8.45+/-0.9

Tabelle 5 Oberflachenaktivitat vor und nach der Trockenvernebelung des rekombinanten SP-C (n=5).

4.4 Ergebnisse der inhalativen Surfactantapplikation durch,dry-powder*-

Vernebelung

Zwei unterschiedliche Modelle der akuten Lungenerkrankung bei beatmeten Tieren wurden benutzt,
um die Effektivitdt einer Aerosolapplikation von recombinanten SP-C durch ein Trockenverneblungs-

system zu beurteilen.
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4.4.1 Ergebnisse mit dem ,Lavage-Modell*

In dem Modell der repetitiven Lungenlavagen mit darauf folgender schidigender Beatmung konnte
durch die einmalige inhalative Applikation von 200 mg/Kg KG von rSP-C in einem Zeitraum von na-
hezu einer Minute eine nahezu vollstindige Wiederherstellung des Gasaustausches nach 20 Minuten
bewirken (von etwa 100 mmHG auf 450 mmHG, Abb. 11). Auch die im Rahmen der Lavagen eben-
falls dramatisch abgefallenen Werte der Respiratorcompliance verbesserten sich nach Surfactantgabe

innerhalb des gleich Zeitraumes wieder auf Normalwerte (Abb. 12).
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Abbildung 11: Darstellung der pa@Werte im Versuchsverlauf. Zeitpunkt —60 entspricht dem Beginn
der injurious ventilation, Zeitpunkt O entspricht dem Beginn der Verneblung. Die Therapiegruppe (rSP-
C) wird durch Quadrate, die Kontrollgruppe (ohne Therapie) durch Kreise dargestellt. Jede Gruppe
enthielt 10 Tiere (n=10). Es sind die Mittelwerte +/- SD dargestellt. Die Gruppe x Zeit - Interaktion
war flr die Uberprifte ZielgréRe (Compliance) hoch signifikant (p<0,001).
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Abbildung 12: Darstellung der Respiratorcompliance-Werte im Versuchsverlauf. Zeitpunkt —60 ent-
spricht dem Beginn der injurious ventilation, Zeitpunkt O entspricht dem Beginn der Verneblung
(n=10). Es sind die Mittelwerte +/- SD dargestellt. Die Gruppe x Zeit - Interaktion war fur die Gber-

prufte ZielgroRe (p@FiO,) hoch signifikant (p<0,001).

4.4.2 Ergebnisse mit dem Schadigungsmodell durch Bleomycin

In dem zweiten Tiermodell der akuten Lungenerkrankung wird diese durch eine einmalige inhalative
Gabe von 1,8 U/kg KG Bleomycin ausgelost. Nach vier Tagen entwickelte sich eine ARDS-dhnliche
Lungenerkrankung mit Werten fiir paO, von ~100 mmHG und einer stark redzierten
Gerdtecompliance. Die Verabreichung derselben Menge rSP-C-Surfactant wie im Lavage-Modell unter
Verwendung des Trockenverneblers flihrte ebenfalls zu einer weitgehenden Wiederherstellung des
Gasaustausches und der Compliance mit Werten fiir paO, von bis zu 375 mmHg (Abb. 13). Die
Respiratorcompliance stieg von ~1,0 ml/mbar auf ~1,5 ml/mbar an (Kontrolle bei gesunden Tieren

~2,2 ml/mbar, Abb 14 und 15).
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Abbildung 13:Darstellung der pa@Werte im Versuchsverlauf. Zeitpunkt O entspricht dem Beginn der
Verneblung. Die Therapiegruppe (rSP-C) wird durch Quadrate, die Kontrollgruppe (ohne Therapie)
durch Kreise dargestellt. Jede Gruppe enthielt 5 Tiere (n=5). Es sind die Mittelwerte +/- SD darge-
stellt. Die Gruppe x Zeit - Interaktion war fir die Gberprifte Zielgro3e /p0O,) hoch signifikant
(p<0,001).
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Abbildung 14: Darstellung der Respiratorcompliance-Werte im Versuchsverlauf. Zeitpunkt O ent-
spricht dem Beginn der Verneblung (je Gruppe n=5). Es sind die Mittelwerte +/- SD dargestellt. Die
Gruppe x Zeit - Interaktion war fur die Uberprufte Zielgrofze (Compliance) hoch signifikant (p<0,001).
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Abbildung 15: Exemplarische Druck / Volumenkurve direkt vor und 60 min nach
Surfactantvernebelung als Trockenpulveraerosol am Bleomycin-Modell. [Originalausdruck Dréager
Babyview]
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5.0 Diskussion

5.1 Welche Therapiemdéglichkeiten ergeben sich aus den gewonnenen Erkenntnis-
sen fur das ARDS?

In der vorliegenden Studie untersuchten wir die Wirksamkeit eines neu entwickelten Vernebelungsge-
rites zur Aerosolgenerierung aus mikronisiertem, recombinanten Surfactant auf SP-C-Basis. Dieses
Gerit stellte sich bei zwei unterschiedlichen Modellen der Lungenschiddigung als funktionsfdhig her-
aus. Zusétzlich ermdglicht es die Applikation vergleichbarer Dosen wie bei der Instillation, ohne dass
die biochemischen oder biophysikalischen Eigenschaften beeinflusst werden. Hieraus ergibt sich die
Folgerung, dass die Trockenvernebelung eine denkbare Therapieoption bei der Behandlung des ARDS
darstellt.

Bei dem Erkrankungsbild des ARDS fiihren verschiedene Mechanismen zu in der bei diesen Patienten
zu beobachtenden Storungen des Gasaustausches. Sie beinhalten Verdnderungen des
Phospholipidhaushaltes, der Fettsduren- und Apoproteinprofile sowie einen herabgesetzter Anteil an
wirksamen large surfactant aggregate®eiterhin wird die Funktion des endogenen Surfactants durch
einstromende inhibitorisch wirkende Plasmaproteine und durch inflammatorische Mediatoren weiter
eingeschrankt [15, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65]. Unter diesem Wissen hat sich die transbronchiale Appli-
kation exogenen Surfactant als eine sichere und gut durchfiihrbare Methode ergeben, um die arterielle
Oxygenierung bei Patienten, die am ARDS leiden, signifikant zu erhéhen [42, 45, 66, 67, 68, 69] und
um die biochemischen sowie biophysikalischen Eigenschaften des endogenen Surfactantpools weitge-
hend wieder herzustellen [13, 69].

Obwohl die Aerosolapplikation viele Vorteile gegeniiber der Instillation besitzt, wie eine geringere
Fliissigkeitsbeladung in der vorgeschéddigten Lunge, was wiederum zu einem zeitlich begrenzten An-
stieg der Beatmungsdriicke sowie zu einem kurzzeitigen Abfall der arteriellen Oxygenierung fiihren
kann, sowie eine homogenere Verteilung des applizierten Materials in der Lunge, wurde in den meisten
klinischen Studien Surfactant als Bolus {iber den Tubus appliziert [45, 66, 69] oder beim beatmeten
Patienten bronchoskopisch instilliert [42, 68]. Tierexperimentelle Studien [50, 70, 71, 72, 73] legen
nahe, dass eine Surfactantvernebelung beim beatmeten Patienten sinnvoll und hilfreich wire, jedoch
sind die aktuell verfiigbaren Vernebelungstechniken nicht in der Lage, grole Mengen an Surfactant
pulmonal zu deponieren. In der grolen Exosurf-Studie [43], in die 725 Patienten mit einem Sepsis-
induziertem ARDS eingeschlossen wurden, wurden lediglich 5 mg/kg KG in die unteren Atemwege

31



eingebracht. Dieses liegt deutlich unter der Dosierung, die ndtig wire, um die inhibitorische Kapazitit
der im Rahmen des ARDS entziindeten Lunge zu {iberschreiten [59] und sogar noch deutlich unter der
Menge an appliziertem Surfactant, die beim Kind im Rahmen des infant respiratory distress syndrom
gegeben wird.

Ein Hauptproblem bei der Vernebelung einer fliissigen Surfactantzubereitung liegt in der hohen
Viscositét der Suspension und der Tendenz, stabile Blasen wéhrend der Vernebelung zu bilden, die ein
Abreilen der Tropfchen verhindern. Daraus resultiert eine ineffiziente Materialdeposition im pulmona-
len Kompartiment sowie ein hoher Verlust an Surfactant im Beatmungssystem [74].

Dry powder inhalation devicg®PI) haben in den letzten Jahren deutlich zugenommen. Die zu verne-
belnden Dosen sind iiblicherweise jedoch duferst gering (wenige Mikrogramm). Trockenvernebler
waren bislang somit auf Medikamente beschrinkt, von denen nur eine geringe Menge zur Erzeugung
des therapeutischen Effekts notwendig sind (z.B. Antibiotika, Steroide und Betamimetica zur topischen
Asthma-Therapie). Nur wenige Studien berichten iiber die hochdosierte Vernebelung von Medikamen-
ten wie z.B. die inhalative Antibiotikagabe. Die hier generierte Menge betrug 15-160 mg [75, 76, 77].
Jingst wurde Pumacant, ein vollsynthetisches proteinfreies  Surfactantpriparat zur
Trockenareosolanwendung entwickelt. Dieses Medikament soll zur inhalativen Therapie des allergi-
schen Asthma bronchiale eingesetzt werden [78]. Eine Loading-Dosis vom 100 mg wurde in vier Frak-
tionen mittels eines selbst gebauten Vernebelungsgerits appliziert. Der Anteil pulmonal deponierbarer
Aerosolteichen betrug aufgrund des Partikelspektrums gerade einmal 25 %. Die Verwendung eines neu
entwickelten Applikators ermoglichte schlieflich die einmalige Inhalation der Loading-Dosis von 250
mg bei einem Feinpartikelanteil von iiber 30 % [79]. Im Gegensatz dazu generiert der von uns entwi-
ckelte Surfactantvernebler einen Surfactantausstol3 von etwa einem Gramm pro Minute und kann voll-
stindig in ein Beatmungssystem integriert werden. Uber dieses System konnte eine Dosis von 300
mg/kg KG Surfactant in weniger als 30 Minuten den Patienten zugefiihrt werden; genug um die Surfac-
tant-Therapie bei beatmungsunterstiitzten Patienten durchzufiihren. Wie die Ergebnisse der unter-
schiedlichen Prototypen zeigen, ermdglicht die Verwendung unterschiedlich angeordneter Diisen die
Abscheidung von unbrauchbaren und nicht Alveolen-géngigen groflen Partikeln. Daraus resultierend
verlassen nur kleine Partikel (MMAD = ~1,8 um) den Vernebler, die groBBen Partikel werden hingegen
erneut der Zerstdubung zugefiihrt. Die Prozedur der Zerstaubung hat weder Einfluss auf die biochemi-
sche Zusammensetzung noch auf die biophysikalische Aktivitit des vernebelten Surfactants. Dieses
wurde jedoch unter bestimmten Bedingungen fiir die Vernebelung einer Suspension mittels Venturi-

Vernebler [74], als auch fiir Ultraschallvernebelung [50] nachgewiesen.
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Die Effizienz der Trockenvernebelung von Surfactant in vivo wurde in zwei unterschiedlichen Model-
len der akuten Lungenerkrankung (Lavage-Modell, Bleomycin induzierte Lungenerkrankung) bewie-
sen. Die Vernebelung fiir weniger als eine Minute war in der Lage, die Oxygenierung und die
Lungencompliance in beiden Modellen der akuten Lungenerkrankung deutlich zu verbessern.

In einer vorhergehenden Studie aus unserer Gruppe bestand die Notwendigkeit einer Vernebelung fiir
mindestens 50 Minuten, um einen klinisch messbaren Benefit im Bereich des Gasaustausches zu errei-
chen [50]. Auch im Vergleich zu der hier gewdhlten Moglichkeit der Surfactantvernebelung mittels
Ultraschallverneblern weist die Trockenvernebelung also deutliche Vorteile auf. Abgesehen von der
Beeinflussung der biophysikalischen Aktivitét liegt die Gesamtmenge des pulmonal deponierten Mate-

rials bei der Trockenvernebelung um den Faktor 10 hoher als bei der Ultraschallvernebelung.

5.2 Inwiefern erdffnen sich hiermit auch Therapiemaoglichkeiten fir andere

Krankheitsbilder?

Eine inhalative Surfactantgabe wiirde sich nach den oben beschriebenen Ergebnissen fiir jede Lungen-
erkrankung anbieten, die mit einer verminderten Oxygenierung, einer verminderten Compliance auf der
Basis einer erhdhten Kollapsneigung der Alveolen durch gestorte Surfactantfunktion einhergeht.
Insbesondere durch die beschriebene Moglichkeit der Anwendung am spontan atmenden Patienten
ergibt sich eine deutliche Erweiterung moglicher Therapieansétze, bis in den ambulanten Bereich. Die
restriktiven Lungenerkrankungen wéren ein Beispiel fiir eine solche denkbare Anwendung.

Im Rahmen des Formenkreises der diffus parenchymatdsen Lungenerkrankungen, wie idiopathische
Lungenfibrose, die Vogelziichterlunge oder exogen allergische Alveolitis, konnte die Therapie mit Sur-
factant eine deutliche Verbesserung der Compliance bewirken und den Alveolarkollaps verringern.
Dies wiirde iiber eine Wiederherstellung des Surfactantfilmes in den Alveolen erfolgen. Der Untergang
der Typ-II-Zellen sowie der Abbau der large surfactant aggregatess small surfactant aggregates
konnte hierdurch positiv beeinfluB3t werden.

Im Falle der obstruktiven Lungenerkrankungen wie der COPD sowie des Lungenemphysems kdnnte
tiber die Therapie mit exogenem Surfactant vor allem eine Stabilisierung der kleinen Atemwege er-
reicht werden. Eine ambulante Dauertherapie ist auch hier gut vorstellbar. Eine weitere denkbare An-

wendung wire auch die zystische Fibrose.
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6.0 Zusammenfassung

Einleitung: Vernebelung pulmonalen Surfactans zur Behandlung des ARDS stellt einen wiinschens-
werten Therapieansatz da. Bis dato war jedoch aufgrund technischer Limitationen der aktuell erhiltli-
chen Vernebler ein klinischer Einsatz nicht mdglich. In dieser Arbeit stellen wir einen neuen Dry-

powder-Vernebler zur Applikation von rekobinanten SP-C-basierten Surfactant vor.

Material und Methoden: Unter Verwendung des neuen ,,dry-powder-nebulizers konnte die Effektivi-
tat der Trockenvernebelung eines rSP-C-basierten Sufactants in zwei Tierversuchsmodellen der akuten
Lungenerkrankung (paO,/FiO, Werte von ~100 mmHg) am Kaninchen gezeigt werden. Dies erfolgte
am Schéddigungsmodell durch repetitive Lavagen kombiniert mit einer zusdtzlichen schidigenden Be-

atmung sowie am Schadigungsmodell durch einmalige inhalative Applikation von Bleomycin.

Ergebnisse:Die Untersuchung der Verneblereigenschaften zeigte, dass dieses Gerit die spezifischen
Eigenschaften vereint, welche fiir die Surfactanttherapie beim ARDS notwendig sind: Das generierte
Aerosol hat einen mittleren Partikeldurchmesser (MMAD X50) von 1,6 pm, wobei 85 % der Partikel
kleiner als 5 pum waren. Die pro Minute vernebelte Surfactantmenge lag unter diesen Voraussetzungen
bei ungefihr 400 mg bei 0,8 bar Betriebsdruck, dies ermdglicht die Applikation groBer Mengen Surfac-
tant. Biochemische sowie biophysikalische Untersuchungen bestétigten, dass die biochemische Zu-
sammensetzung sowie die oberflichenspannungssenkenden Eigenschaften des rSP-C durch die Verne-
belung nicht beeinflusst wurden. In beiden Kaninchenmodellen zeigte die Applikation von 130 mg/kg
KG rSP-C-surfactant eine weitgehende Wiederherstellung von Gasaustausch und Compliance mit

pa0,/FiO, —Werten nahe denen der Kontrolltiere (400-450 mmHg).

Schlussfolgerung: Diese Ergebnisse legen nahe, dass der hier beschriebene Trockenvernebler eine
attraktive Alternative fiir die Surfactanttherapie bei ARDS darstellt, da, verglichen mit der Instillation,
vergleichbare Dosen dem Patienten appliziert werden koénnen und das Gerét in den Inspirationsschen-
kel des Beatmungssystems integriert werden kann. Das vernebelte Surfactantmaterial war biophysika-
lisch vollstindig aktiv und die Effektivitit wurde in zwei unterschiedlichen ARDS-Modellen unter Be-
weis gestellt. Beim spontan atmenden Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen wie der COPD
konnte die Trockenvernebelung von Surfactant konnte erfolgreich in der Wiederherstellung des Gas-

austausches sein und somit eine additive Therapie in der Behandlung dieser Erkrankungen darstellen.
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7.0 Abstract

Objective: Nebulization of pulmonary surfactant for treatment of ARDS represents a desirable thera-
peutic approach, but was hitherto impossible under clinical conditions due to the technical limitations
of currently available devices. We now describe a new dry powder nebulizer for administration of a

recombinant surfactant protein C (rSP-C) — based surfactant.

Interventions: Employing new dry powder nebulizer, the efficacy of an aerosol application of rSP-C
surfactant was assessed in two animal models of acute lung injury, including rabbits with acute lung
injury (paO,/Fi0O, values of ~100mmHg) due to either repetitive lavage with prolonged and injurious

ventilation, or due to inhalative application of Bleomycin at day 4.

Measurements and Main ResultsAnalysis of nebulizer characteristics revealed that the device meets
the specific requirements of surfactant treatment in ARDS: the generated aerosol had a mass median
aerodynamic diameter of 1.6um, with 85% of all particles being smaller than Sum and the average
mass of surfactant being nebulized under these conditions was approximately 400mg/min, thus allow-
ing delivery of large amounts of surfactant. Biochemical and biophysical studies showed that composi-
tion and surface tension reducing properties of the rSP-C surfactant remained unaltered after nebuliza-
tion. In both rabbit models administration of 130mg/kg bw rSP-C surfactant resulted in a far-reaching
restoration of gas exchange and compliance, with paO,/FiO, values approaching Control values (400-

450mmHg).

Conclusions: We conclude that the herein described dry powder nebulizer might proffer for surfactant
therapy of ARDS, since similar dosages as compared to intratracheal instillation can be applied in hu-
mans, the device may be connected to the inspiratory limb of the ventilator circuit, the nebulized sur-
factant material is biophysically fully active and efficacy was proven in two different models of ARDS.
In spontaneous breathing patients with chronic pulmonary diseases as the COPD the dry powder thera-
py could be helpful in restoring gas exchange and might be a useful additional therapy for the treatment

of these diseases.
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