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Einleitung ARDS

1. Einleitung

1.1 ARDS

Das akute hypoxadmische Lungenversagen des Neugeor@eonatal acute respiratory
distress syndrome, nARDS) ist durch eine Uubersem@® Entzindungsreaktion des
Lungenparenchyms und einen Mangel an Surfactarfa(®iactive agent) gekennzeichnet.

Das nARDS kann durch viele verschiedene Faktoresged@ist werden. Die haufigsten
Erkrankungen, die zu einem nARDS fihren, sind Makmaspiration, intrapulmonale
Blutungen, Infektionen wie Pneumonie und Sepsisis@chockzustdnde bei Asphyxie oder
infolge einer intrapartalen Hamorrhagie bei voigeit Plazentaablésung. Trotz moderner
technologischer Mdglichkeiten der intensiven Thexamd der Surfactantsubstitution bleibt
die Sterblichkeit der neonatalen ARDS-Patienterhhaad betragt ca. 30% (Marcdante et al.
2011 und Lotze et al. 1998).

ARDS kann in drei Phasen unterteilt werden. Digidalg exsudative Phase ist durch die
Schadigung der alveoléaren Zellen gekennzeichnetjrddie proliferative Phase mindet. In
dieser zweiten Phase findet man Zeichen von pulleon®dem, interstitieller Infiltration
von Myofibroblasten und Proliferation von PneumexzyfTyp Il. In der dritten fibrotischen
Phase sind die Einschrankungen der Elastizitdt @Gesvebes (Compliance) und der
Oxygenierung meist so ausgepragt, dass es zumrAbatdes Sauglings kommt.

Das akute Lungenversagen ist durch einen schweewtEm Funktionsverlust

gekennzeichnet. Es resultiert aus einer Aktivierwmgl dem Zusammenspiel zahlreicher
Entzindungszellen, welche verschiedene inflamnsatbei Mediatoren freisetzen (Bauer et
al. 2000). Diffuse Infiltrationen im Rontgenbildrdeunge und arterielle Hypoxamie sind die
Folgen, die auf pathologische Storungen der endaléye und epithelialen Permeabilitat
sowie Zellinfiltration in den parenchymatdsen uridealaren Raumen zuriickzufuhren sind
(Martin et al. 2005). Das alveolare Epithel reagiauf Entzindung mit fibrotischen

Prozessen. Die Lungenfibrose reduziert die Compéiasmd tragt zur Verschlechterung der

Lungenfunktion bei.
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Ebenso werden durch die schwere Entziindungsredkigemschaften und Metabolismus des
endogenen Surfactant beeinflusst. Der endogena@antt-Pool wird durch einen vermehrten
Abbau und eine verminderte Synthese im Krankheailauedezimiert. So haben Bohlin und

Mitarbeiter mit isotop-markiertem Acetat — einemuBgein von Surfactant — zeigen kénnen,
dass bei reifen Neugeborenen mit schwerer Auspgides ARDS eine geringere Synthese
im Vergleich zu denen mit leichtem Krankheitsveflager der gesunden Kontrollgruppe

besteht (Bohlin et al. 2003).

Aktuell wird das hypoxadmische Lungenversagen im &ddehen durch die Substitution von
Surfactant und die supportiv@herapie mit maschineller Beatmung und dosierter
Sauerstoffzufuhr behandelt. Ergdnzend hierzu komawsh eine antibiotische Therapie zur
Prophylaxe sekundéarer Infektionen, die Applikatieon Sickstoffmonoxid (NO) zu den
Beatmungsgasen, wie auch die inhalative und int@se Gabe von

Prostaglandin 12-Analoga zur Anwendung.

In Deutschland werden zur Substitutionstherapiebdi@nen Surfactantpréparate Alveofact®
(SF-RI'1) und Survanta® (Beractant) sowie das perciCurosurf® (Poractant alfa)
verwendet. Diese Praparate werden durch Lavage lderogenisierung von Rinder- oder
Schweinelungen hergestellt. Dartiberhinaus gibtaeh rsynthetisch hergestellte Surfactant-
praparate wie ALEC, Tursurf und Exosurf. Die natimtn Surfactatpraparate besitzen
allerdings bessere Eigenschaften in der Verbesgates Gasaustausches, der Verteilung und
der Adsorbtion (Speer und Halliday 1994).

Die intratracheale Gabe von natirlichen Surfact@pigraten erhdhte in klinischen Studien
die Uberlebensrate der Patienten mit schwerem Lmregsagen. Die Oxygenierung und
Beatmungssituation der Neugeborenen konnten sesselt werden (Wirbelauer und Speer
2009). Fur eine Behandlung des ARDS wird eineatatiDosis von 100 mg/kg empfohlen
(Speer und Halliday 1994).

Beim akuten Lungenversagen wird jedoch aufgrund desgepragten pulmonalen
Entzindungsreaktion die Wirksamkeit und Effektdader Therapie mit exogenem Surfactant
eingeschrankt. Die positive klinische Wirkung eigath sich nach einigen Stunden, so dass

wiederholte Gaben von Surfactantpraparaten in @geRnotwendig sind und ein anhaltender
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Effekt ausbleibt. Die Substitutionstherapie mit @& substituiertem Surfactant scheint bei

multiplen Gaben (bis zu drei) effektiver zu seis laéi einer einzelnen Gabe (Halliday 2005).

1.2 Surfactant

Surfactant ist eine Lipid-Protein-Emulsion an derefizschicht zwischen Luft und
Lungengewebe. Es wird von Pneumozyten Typll, diar 2% der alveolaren
Gesamtoberflache bedecken, produziert und in deeotrraum freigesetzt. Physiologisch
setzt sich Surfactant aus 90% Phospholipiden ufd APoproteinen (Surfactantproteine A
bis D) zusammen. Den grof3ten Anteil der Lipide lsiteldie Phosphatidylcholine und
Phosphatidylglyzerole dar (Rooney 1985).

Surfactant verringert die epitheliale Oberflachemspung und tragt somit zur Stabilisierung
der Alveolen in der Exspirationsphase bei. Das paiidylglyzerol spielt eine wichtige Rolle
bei der Verteilung des Surfactantfiims Uber die &atauschflache (sog. spreading factor).
Dartberhinaus konnte gezeigt werden, dass es inggulatorische und antientzindliche
Eigenschaften besitzt. Zum Beispiel hemmt es dielifBration von Immunzellen wie
Lymphozyten und reguliert ihre Zytokinfreisetzungr{ght 1997).

Bei der Entzindungsreaktion im Rahmen von nARDS rkomes zu einer Inaktivierung des
Surfactant. Aufgrund des extensiven Untergangs ejethelialen Pneumozyten und der
Freilegung der Basalmembran steigt die PermeabilitdWasser und Plasmaproteine in die
Alveolen, wobei auch die Aktivitat von ENaC (epiiaeésodium channel) und Na/K-ATPase
Pumpe zusammenbricht. Einige Entzindungszellen Muakrophagen und neutrophile
Granulozyten wandern aktiv via Chemotaxis in darairen Raum ein und verstarken die
Entzindung durch zusatzliche Freisetzung von Ewlztgsmediatoren. Die entziindungs-
bedingten hyalinen Membranen tragen zur Verschéeohty des Gasaustauschs bei, weil die
Diffusionsstrecke zwischen Luft und Blut zunimmtiféworth 2005). Zum anderen kommt
es zu einer Akkumulation von Surfactant inaktivieten Stoffen wie beispielsweise
Enzymen und grol3molekularen Proteinen im Alveolarrg§Reinhardt 2007).
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1.3 Entzindungsreaktion

Die Pathogenese des akuten Lungenversagens beutirgireer schweren Entzindungs-
reaktion, an der viele Zellen und niedermolekul&rgziindungsmediatoren beteiligt sind
(Martin 1999 und Krause et al. 2005).

Zu den wichtigsten Entziindungsmediatoren gehdrenrderleukine (Interleukin-1 und -6),
Interferone, Leukotriene, Prostaglandine und TurNekrose Faktora (TNF-o), die zur
Schadigung des Epithels beitragen, indem sie dith&pellen fur die durch Fas-Rezeptor
induzierte Apoptose sensibilisieren (Nakamura et 20004). Neutrophile Granulozyten
sezernieren Interleukin-1 und freie Sauerstoffralgik Die Makrophagen, deren Anzahl bei
NARDS im intraalveoldren Raum stark ansteigt, sefedF und Interleukine (Interleukin-1,
Interleukin-6, Interleukin-23) frei, die zu eineekstarkung der inflammatorischen Pathologie
beitragen konnen (Mosser und Edwards 2008). Zuektsind in der Entziindungskaskade
auch Enzyme wie saure Sphingomyelinase (sSMasspaSa 8 und die Phospholipase A2
(PLA2) beteiligt, deren Aktivitat unter anderemdieser Studie gemessen wurde.

Bei der akuten Entzindung kommt es zu epithelialad vaskuléren L&sionen. Daraus
resultiert rasch eine gesteigerte endotheliale Babifitat fir plasmatische Proteine in den
alveolaren Raum und eine Verschlechterung des Gtmemchs. Bakterientoxine und
Uberblahung der Lunge mit unphysiologischen Tideiwgen oder Rekrutierungsmanévern
konnen direkt Nekrosen des alveolaren Epithelsrgaahen. Viel haufiger kommt es jedoch
zur Apoptose — einem programmierten Zelltod — a¢ak®on auf die akute Entzindung
(Martin et al. 2005).

Durch die Schadigung des Epithels kommt es im Waiteu einer Aktivierung von pro-
fibrotischen Zytokinen wie TGB4 (transforming-groth-factofl) und Amphiregulin, die
Entwicklung und Fortschreiten einer Lungenfibrossechn sich ziehen. Leider findet man
wenig Informationen zum Langzeitverlauf der padsatien Patienten nach ARDS (Kraemer
et al. 1985). Bei erwachsenen Uberlebenden des AR&S$leiben oftmals chronische
fibrotische Lungenveranderungen und eine reduzieategenfunktion (Miwa et al. 2010).

Drei Monate nach einem Krankenhausaufenthalt waiea ein Drittel der Patienten immer
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noch pulmonal beeintrachtigt. Diese Beeintrachtggumverbesserten sich jedoch innerhalb
des ersten Jahres zunehmend (Ong et al. 2005 unddteet al. 2003).

1.3.1 Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein Zytokin der Frihphaséner Entztindungsreaktion und triggert
weitere nachfolgende Entziindungsprozesse. Es wird Bndothelzellen, mononukleéren
Phagozyten, Fibroblasten und aktivierten T-Lymphezyals Antwort auf Interleukin-1
(IL-1) und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) freigesetat.-6 aktiviert die Synthese von
Akute-Phase-Proteinen in Hepatozyten sowie die Ingfabulin A-Sekretion und den
Anstieg der Korpertemperatur bei Infektionen (Cr2€83). Seine wichtigste Funktion ist
jedoch die Beteiligung bei der Reifung und Differiemung der B-Lymphozyten zu
Plasmazellen und deren Synthese von Antikérperme Hiberproduktion von IL-6 in
transgenen Mausen fihrte zu einem erhdhten RisikoPfasmozytom, wobei in IL-6-
defizitaren Mausen kein Plasmozytom entstehen leofMak und Saunders 2006). AuRerdem
ist IL-6 bei der Aktivierung von T-Lymphozyten (mi€o-Stimmulation von IL-1),
Makrophagen und anderen Korperzellen beteiligt. Begnalweg wird tber den IL-6-
Rezeptor (IL-6R) vermittelt, der aus zwei Unterainén besteht: IL-6& und gp 130. Dabei
bindet IL-6Rx das IL-6 und die nicht-Liganden-bindende Doméanel3@p aktiviert
intrazellular die Kinasen Jak1, Jak2 sowie Tyk2 itirerseits Genexpressionen im Zellkern
induzieren kénnen. Dieser Rezeptor wird auch veteni anderen Immunzellen im Blut wie

aktivierten B-Zellen und Monozyten sowie auf Heggten exprimiert.
1.3.2 Apoptose

Die Apoptose ist im Gegensatz zur Nekrose ein kdirgrter Prozess eines Zelluntergangs.
Es werden der extrinsische und intrinsische Sigeglunterschieden.

Der extrinsische Weg der Apoptose wird durch sjmctie Rezeptoren an der Zelloberflache
wie dem Fas-Rezeptor (Fas) und dem TNF-RezeptdrNFR1) ausgelést. Wenn die
entsprechenden Liganden an diese Rezeptoren bindenden entweder die zyto-
plasmatischen Anteile der Adaptorproteine FADD (Bssociating death domain) bei
Aktivierung von Fas oder TRADD (TNFR-associated tdeaomain) und FADD bei

Aktivierung des TNFR1 beeinflusst. Diese rekrutireRrokaspase-8 zur aktiven Kaspase-8,
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die ihrerseits das Schlisselenzym Kaspase-3 afttiHaspase-3 kann dann Kaspase-6, die
die Spaltung der Struktur- und Membranproteine iigntt und Kaspase-7, die die
DNA-Reparaturprozesse blockiert, aktivieren. Darbiveus spaltet Kaspase-3 die ICAD
(inhibitor of CAD) zu CAD (caspase-activated DNaseglche die Zerstérung der DNA

einleitet.

Der intrinsische Apoptoseweg funktioniert unter &kgung von Mitochondrien. Durch
diverse apoptotische Stimuli kann die Permeabilitét Mitochondrienmembran verandert
werden, sodass Zytochrom C ins Zytoplasma entweigaan. Zytochrom C zusammen mit
dATP (desoxy-adenosin-triphosphate)nd Apafl (apoptosis-activating-factor-1) kann
Prokaspase-9 spalten und aktivieren. Die aktivigfespase-9 kann dann mit diesen
Komponenten den Enzymkomplex Apoptosom bilden, Kaspase-3 aktiviert und den
weiteren Prozess des bereits beschriebenen eztiesi Signalweges in Gang setzt. Der
intrinsische Weg kann auch durch die aktivierte péa®-8 angestof3en werden, indem diese
das BID (BH interacting domain) spaltet. Ein Teil dieses HArstebezeichnet als tBiD
(truncated BiD) kann sich zusammen mit den proaggahen Proteinen Bax und Bak an die

Mitochondrienmenbran binden und diese destabiési¢Mak und Saunders 2006).

In der Zelle existieren ebenso anti-apoptotischktdfan, die normalerweise eine Balance
zum programmierten Zelltod darstellen. So kdonnercldulie Aktivierung von TNFR1 und
TNFR2 die antiapoptotischen clAPs (cellular intobitof apoptosis proteins) induziert
werden, die die Kaspase-8 hemmen. Proteine wiBBl-cell lymphoma 2) und Bcl-x (B-
cell ymphoma x) haben eine antiapoptotische Fonktilie die Freisetzung von Zytochrom C
hemmt (Mak und Saunders 2006).

Weiterhin ist bekannt, dass Amphiregulin (Areg) Basistenz gegen Apoptose von Zellen
des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms beteiligit. i Es inhibiert die inaktivierende

Acetylierung von Ku70, einem Bestandteil des hetneren, vielseitig regulatorischen

Proteins Ku. Zellstress fuhrt normalerweise zur iiktung von Ku70, das sich an Bax
anlagert und seine proapoptotische Wirkung verhindgax wirkt an der mitochondrialen

Membran, verandert ihre Permeabilitdt und induziéen intrinsischen Signalweg der
Apoptose (Busser et al. 2010 und Gullo et al. 2006)
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1.3.3 Chitotriosidase

Chitotriosidase (Chit) gehoért zu den Enzymen mititi@ase-Aktivitat und kann Chitin-
Polymere spalten. Es ist bei der Abwehr von chiinpen Pathogenen beteiligt und wird
zum groR3ten Teil in Makrophagen produziert. DakbB@-grol3e Protein wird nach Synthese
teilweise in Lysosomen prozessiert und ist danalsh 38-kDa-Isoform aktiv. Man hat
beobachtet, dass die Chitotriosidase bei einigekraBkungen wie bei lysosomalen
Speicherkrankheiten, Thalassemie, akuter Malarsgeldst durch Plasmodium falciparum,
Multipler Sklerose und Sarkoidose vermehrt expritnigird. Die Chitotriosidase wird im
peripheren Blut von Makrophagen und polymorphkernigieutrophilen Granulozyten als
Antwort auf die Stimulation mit GM-CSF (granulocyteacrophage colony-stimulating
factor) und PAF (platelet activated factor) expenii In vitro zeigte dieses Enzym hemmende
Effekte gegen den Hefepilz Candida albicans, indsmderen Wachstum und die Ausbildung
von Hyphen verminderte. Auch in vivo konnten diéstekte beobachtet werden. Mause mit
systemischer Candidose und Aspergilose, welche hmhaner Chitotriosidase behandelt
wurden, zeigten eine signifikant erhthte Uberlebatiesim Vergleich zu unbehandelten

Kontrollgruppen (van Eijk et al. 2005).

Die Chitotriosidase wird unter anderem auch in denge von pulmonalen Epithelzellen
exprimiert und ist primar fur die Chitinase-Akti&it in der bronchoalveolaren
Lavageflissigleit (BALF) verantwortlich (Seibold et. 2008). In einer Zellkultur mit
humanen Makrophagen konnten erhdohte GenexpressidrAktivitdt nach Stimulation mit

TNF-0, IFN-y und LPS festgestellt werden. Dabei war in der IsB®ulierten Kultur der

hdchste Anstieg zu verzeichnen. Interessanterwieden Expression und Aktivitat der
Chitotriosidase nach 24 Stunden Stimulation wiedeter die Werte der Kontrollgruppe
(Malaguarnera et al. 2005).

Seibold und Mitarbeiter hatten eine niedrigere @hisidase-Aktivitat bei Patienten mit
leichtem Asthma bronchiale gemessen als in derngiesu Kontrollgruppe. Dagegen waren
die Werte bei habituellen Rauchern mit oder ohnéPD(chronisch obstruktive Lungen-
erkrankung) signifikant hoher. Die Autoren vermytdass die erhéhten Werte bei Rauchern
auf eine mogliche Pilzbelastung des Tabak hinweSeibold et al. 2008).
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Bargagli und Mitarbeiter untersuchten die Chitatrid@ase-Aktivitat bei interstitiellen Lungen-
erkrankungen. Im Serum und in der bronchoalveol&@rageflissigkeit war die Aktivitat
bei Patienten mit Sarkoidose signifikant hoheraisdenen mit ideopatischer Lungenfibrose,
systemischer Sklerose und der Kontrollgruppe. Dierté/waren bei der aktiven Form der
Sarkoidose im Vergleich zur chronischen Form sigaift hoher und korrelierten mit dem
Schweregrad der Erkrankung (Bargagli et al. 200¥ Bargagli et al. 2008).

Labadaridis hat 2005 lber die Chitotriosidase-Atdtvbei Neugeborenen mit Pilz- und
bakteriellen Infektionen berichtet. Bei sieben vaoht Neugeborenen mit Pilzinfektion
(Candida albicans) wurden erhéhte Werte von Chdsittase im Plasma und Urin gemessen.
Auch bei grammpositiven und grammnegativen baktendnfektionen waren die Werte im
Plasma bei drei und im Urin bei zwolf von insgeséinmfzehn Patienten erhdht (Labadaridis
et al. 2005).

1.3.4 TGF-p1

TGFJ (transforming-growth-factop) ist in drei Isoformen TGBL, 2, 3 anzutreffen und bei

Saugetieren an einer Vielzahl von Zellfunktionertebigt. Dazu z&ahlen vor allem die

Proliferation und Differenzierung von Zellen in detalen Entwicklung sowie die Immun-

regulation, wofir es hauptsachlich produziert wiks. wird von hamatopoetischen Zellen
sowie Makrophagen freigesetzt und besitzt immunseggive und antiinflammatorische

Eigenschaften. Es vermindert die Aktivierung von kiktghagen, die Proliferation von

aktivierten T-Zellen und die Immunglobulin-G-Synskeeder B-Zellen. Darliberhinaus scheint
es die Synthese von IL-1, IL-2, IL-6 und TNF zunregern (Mak und Saunders 2006).

Man hat auch feststellen kdnnen, dass P&Feines der wichtigsten Zytokine in der
Pathogenese der Entztindung und Lungenfibrosedgstibei der Wundheilung beteiligt und
induziert die Differenzierung von Fibroblasten zyd¥lbroblasten, die Kollagen ins Gewebe
freisetzen. Lee hat 2004 in einer Studie am trammgeviausmodell fir TGB4 induzierte

Lungenfibrose einen Zusammenhang zwischen der edjpitn Apoptose und Fibrose
festgestellt. Dabei war 48 Stunden nach der Indoktvon TGFB1 eine Zunahme von

Apoptose in den epithelialen Lungenzellen festzlgstedie sich mit erhdhten Werten flr die
proapoptotischen Kaspasen-3, 7, 8 und 11 manifestiEbenso konnte in den Lungen ein

alveolarer Umbau und zunehmender Gehalt von Kafiageobachtet werden (Lee et al.
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2004). Arribillaga konnte 2011 in vivo an Mauserreh Lungenepithel durch Bleomycin
geschadigt wurde, zeigen, dass eine P&Hnhibition eine signifikante Reduktion der
Lungenfibrose zwei Tage und drei Wochen nach déradigung zur Folge hatte. Dabei
wurde eine Verminderung der mRNA-Expression von lag@n Typ | und Fibronektin
festgestellt (Arribillaga et al. 2011). Ebenso ktenim einem ahnlichen Bleomycin-Modell an
Mausen, die defizient fir den TGFRezeptor 2 waren, eine Reduktion der Lungenfibrose
drei Wochen nach Lungenschadigung beobachtet werbéss aul3erte sich in einer
verminderten Anzahl der Fibroblasten im Lungengexaér Tiere (Degryse et al. 2011).

1.3.5 Amphiregulin

Amphiregulin (Areg) besteht aus 84 Aminosduren wvicd aus dem 252 Aminosauren
grof3en Vorlauferprotein TACE (tumor-necrosis faatpha converting enzyme) abgespalten.
Es gehort zur EGF-Familie (epidermal growth factemd wird in vielen Organen
einschlie8lich der Lunge gebildet. Areg bindet @m EGF-Rezeptor (EGFR), der stark auf
epithelialen Zellen exprimiert wird und so den MERK1 und PI3K/AKT-Signalweg
aktiviert. Amphiregulin ist bei verschiedenen Pissn in der Zelle beteiligt wie zum
Beispiel bei der Differenzierung, Metabolismus, Mition und Uberleben der Zellen. Es kann
die Freisetzung der Entziindungsmediatoren Inteine8kund NF«B (nuclear factor kappa
B) sowie die Zell-Proliferation von Fibroblasterduzieren (Cruse 2003). Eine Inhibition von
EGFR durch Gefitinib und Erlotinim bewirkte eingsifikante histologische Reduktion der
Lungenfibrose im transgenen Mausmodell. Diese Lofigeose wurde ausgeldst durch eine
spezifische pulmonale Synthese von T&GFeinem weiteren EGF-Rezeptor-Liganden im
Korper (Hardie et al. 2008). Eine erhohte EGF-Remepktivitdt in pulmonalen
Epithelzellen wurde in einem Mausmodell fir chrehiss Asthma bronchiale festgestellt (Le
Cras et al. 2011). Interessanterweise bildete sligh peribronchiale und perivaskulare
Fibrosierung der Lunge nach Beendigung der EGF{Rer&Stimmulation zurtick (Hardie et
al. 2007). Eine Uberblahung der Lunge und die Gabe LPS initiierte eine erhohte
Genexpression des Areg in den Epithelzellen degeyDolinay et al. 2006)

Es wurde darUber hinaus ein protektiver Effekt Aesg gegen Apoptose bei Fas-induzierter
Leberschadigung beobachtet, wodurch vermehrt agtafische Bcl-Proteine exprimiert und

sog. ,survival pathways"” aktiviert wurden (Berasainal. 2005). Einige maligne Zelllinien
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machen sich die antiapoptotische Wirkung des Anred EGFR zunutze, indem sie diese
Rezeptoren auf der Zelloberflache Ubermalig stapgkimieren und durch Areg autokrin
aktivieren konnen. Das Ergebnis sind vermehrtes hAtacn sowie die Migration und
Invasivitdt des Tumors. Der Mechanismus konnte aflem beim nicht-kleinzelligem
Lungenkrebs (NSCLC, non-small cell lung cancergrauch bei Karzinomen der Leber und
Brust beobachtet werden (Busser et al. 2009 undéBet al. 2010).

Hurbin und Mitarbeiter konnten zeigen, dass Aregnsb den Insulin-like-growth-factor-1-
Rezeptor (IGF1-R) binden und durch die Aktivierwman Proteinkinase C protektiv gegen
Apoptose in einigen humanen Tumorzellen wirken kdbabei induziert IGF1-R seinerseits
durch die Aktivierung von einigen Metalloproteaselie Sekretion von Areg und
Insulin-like-growth-factor-1 (IGF1), einem weitereilGF1l-Liganden, wodurch ein
kontinuierlicher antiapoptotischer Effekt aufrechtdten wird (Hurbin et al. 2003 und
Hurbin et al. 2005).

1.3.6 Sphingomyelinase und Ceramid

Je nach pH-Optimum werden verschiedene Sphingonagdn aktiviert. Die fur dieses
Projekt wichtige saure Sphingomyelinase (sSMase)vaswiegend an Endosomen und
Lysosomen zu finden. Die saure SMase erzeugt dasppptotische Sphingolipid Ceramid
(Zeidan und Hannun 2010).

Ceramide zahlen zur Untergruppe der Sphingolipiteksind im Tier- und Pflanzenreich zum
Beispiel in Zellmembranen weit verbreitet. Sie bash aus Sphingosin und Fettsduren, unter
anderem Linolsdure, die zu den essentiellen Fe#sagehotrt. Die Entstehung erfolgt
entweder durch de novo Synthese (durch die Aktid&r Ceramidsynthetase Abbildung 1)
oder durch Abspaltung des Phosphocholins vom Sphigglin durch die Sphingomyelinase
(Mathias et al. 1998).
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Ceramid sSMase Sphingomyelin

Ceramid-

Ceramidase

synthetase

Sphingosin

Sphingosin-1-
Phosphatase

Sphingosin-Kinase

Sphingosin-1-Phosphat
Abbildung 1: Auf- und Abbauweg des Ceramid

Intrazellular fungiert Ceramid als second messemgerzum Beispiel bei Zellwachstum und
Differenzierung, Stressabwehr und programmierteritade indem es die Genexpression
verandert und seinerseits unterschiedliche Sigrattuktionswege aktiviert (Okazaki et al.
1990 und Doenecke et al. 2005). In der Zelle adttves die MAD-Caspasen (mitogen-
activated protein kinases), Proteasen und Kaspdseapwohl bei den apoptotischen als auch

den inflammatorischen Reaktionen beteiligt seinngm

Die Aktivitat der sSMasekann unter anderem durch TumornekrosefaktofTNF-o)
(Heinrich et al. 2004), Fas/CD95 (Herr et al. 199RAF (Goggel et al. 2004) und LPS
(Haimovitz-Friedman et al. 1997) gesteigert werdétaspase-8 ist ebenfalls an der

Aktivierungskaskade von diesem Enzym beteiligt (Edan et al. 2011).
1.3.7 Phospholipase A2 (PLA2)

Phospholipase A2 ist ein Enzym, das zum Abbau vorfaBtant beitragt. Dabei werden
intrazellulare und sekretorische Phospholipaserud@ weitere Untergruppen unterschieden.
Sie spalten Esterverbindungen an der sn-2-PosdemPhospholipide wie zum Beispiel
Phosphatidylglyzerol (Abbildung 2). Bei dieser Riatk werden freie Fettsduren gebildet, die
als Vorlaufermolekule fiir Eicosanoide dienen undWseiteren zu Entzindungsmediatoren
wie Prostaglandinen, Prostazyclinen und Tromboxari€yclooxygenase-Weg) sowie
Leukotrienen und Hydroxylfettsduren (Lipoxygenaseg)l umgesetzt werden. Auch PAF
(platelet activating factor) wird ebenso mit Hitdler Phospholipase A2 gebildet (Doenecke et
al. 2005).
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Abbildung 2: Reaktion der Phospholipase A2 am Phosmlipid nach (Doenecke et al. 2005)

So spielt das Enzym Phospholipase A2 eine wichfygdle in der Entstehung und
Aufrechterhaltung von Entzindungsreaktionen. Alsobelers wichtig ist die Kalzium
abhangige sekretorische Phospholipase A2 (sPLA2) der Pathophysiologie der
Erkrankungen des Respirationstraktes klassifiziatden. Bereits 1990 beschrieb Durham
spezifische degenerative Veranderungen des Lungeiogs nach intratrachealer Instillation
der PLA2 bei Mehrschweinchen. Dabei konnten er seide Mitarbeiter bereits 10 Minuten
nach PLA2-Gabe ein perivaskulares und alveolaresnQd\kkumulation von Neutrophilen,
Leukozyten, proteinreiches Material und eine Fgriteg der Basalmembran in den Alveolen
beobachten (Durham und Selig 1990).

Elderson und Kollegen konnten zeigen, dass mitremeatrachealen Instillation von 40.000
Einheiten von PLA2 pro Kilogramm Koérpergewicht edRDS bei ausgewachsenen Ratten
ausgelost werden kann. Die Tiere zeigten eine eéehdBesamtmortalitdit sowie die
histologischen Charakteristika dieses Krankheitssilwie Lungenédem, Zellmigration ins
Lungengewebe und alveolare Wanddefekte, die 48dgtumach der Enzym-Instillation am
starksten ausgepragt waren. Diese Auffalligkeitangen erst nach 240 Stunden im

Versuchsverlauf wieder zuriick (Edelson et al. 1991)

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Aktidigd sekretorischen Phospholipase A2 mit

dem Schweregrad des ARDS ansteigt. Eine selektiiition der sPLA2 vor und eine
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Stunde nach einem durch Olsaure induzierten Luregsagen in einer Studie von Slonim
und Mitarbeitern an Kaninchen scheint die Auspr@gdar Schadigung zu mildern. Jedoch
bewirkte eine spatere Gabe der sPAL2-InhibitoremekeVerbesserung der klinischen
Parameter. Es gibt anscheinend ein therapeutigetrester fir eine Behandlung des ARDS
mit sPLA2-Inhibition (Slonim und Dalton 2001). Audltas in dieser Studie verwendete
Surfactantpréaparat Curosurf® hatte in Zellkultuadveolarer Makrophagen eine inhibierende
Wirkung auf die Aktivitat und mRNA-Expression desksetorischen Phospholipase A2 (Hidi
et al. 1997).

Interessanterweise ist eine Aktivitat der Phosplasie A2 auch im Mekonium — dem ersten
durch Neugeborenen abgesetzten Stuhl — nachzuwé@&seoh Zugabe von Mekonium zum
Surfactant konnte ein signifikanter Abbau der Setefat-Komponente beobachtet werden, der
sich in einem Anstieg der Oberflachenspannung &l3&o kann die Aspiration des
mekoniumhaltigen  Fruchtwassers zum  Mekoniumaspmagindrom (MAS) bei
Neugeborenen fuhren und der endogene Surfactantp@it durch die Phospholipase A2
reduziert werden (Schrama et al. 2001 und De Lueh 2011).

Die sekretorische Phospholipase A2 Typ IIA (SPLAR} die meist untersuchte Untergruppe
der sekretorischen PLAZ2, wird auch in der Lungentegend von aktivierten Makrophagen
freigesetzt. SPLA2-1IA wurde auch in der bronchealren Lavageflissigkeit von ARDS-
Patienten festgestellt und korrelierte mit dem Saiegrad der Erkrankung (Kitsiouli et al.
2009). So stimulierten beispielsweise TMFNF«B und Lipopolysaccaride Uber den
peroxisome-proliferator-activated-recepio(PPARy) die Synthese der sPLA2-1IA (Arbibe

et al. 1997 und Alaoui-El-Azher et al. 2002). Wwuditarbeiter konnten 2003 zeigen, dass
Phospholipide des Surfactant — besonders Dioleogipimatidylglyzerol (DOPG) — die

Endotoxin-induzierte Expression von saurer Phospasé Typ Il durch eine Verringerung

der NF«xB-Aktivitat in Makrophagen hemmen kann (Wu et #@03).

1.3.8 1,2 - Dioleoyl-sn-glyzero-3-phospho-rac-(1-glycerpNatrium-Salz (DOPG,
Dioleoylphosphatidylglyzerol)

DOPG gehort zu den naturlich vorkommenden Phogpideln und ubiquitar Zellmembran
bildenden Lipiden in der Tier- und Pflanzenweltygarol bildet bei diesem Molekil das

Ruckgrat, wobei die Positionen eins und zwei digddyylgruppen mit Fettsauren verestert
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sind und den hydrophilen Anteil darstellen. An Bepfgruppe ist die Hydroxylgruppe Uber
einen Phosphatrest mit einem weiteren Glyzerinmidle&rbunden und stellt den hydrophilen
Anteil des gesamten Moleklls dar. Die Phosphatgrupggt eine negative Ladung, sodass

DOPG insgesamt einfach negativ geladen ist.

Als ein Bestandteil von Surfactant beeinflusst DOP#&uch wesentlich dessen
biophysikalischen Eigenschaften (Hawgood und Powan1).

Die molekularen Eigenschaften des DOPG erlauben gite Zellpenetration des Molekdls.
Es konnte gezeigt werden, dass radioaktiv marlsdd®PG nach 20 Sunden fast vollstandig
(60-80%) in einer Zellkultur von Makrophagen aufgemmen wurde. Dabei ist die
Inkorporation von DOPG in Gegenwart von Surfactestggnen hoher als in deren
Abwesenheit. In der gleichen Zellkultur konnte agezeigt werden, dass DOPG als einzige
Surfactantkomponente signifikant die Sekretion VONF-o und die Expression von
sPLAZ2-11A in den alveolaren Makrophagen reduziekennte (Berger et al. 1999). Ebenso
konnte bei Inkubation der alveolaren Makrophagem Mehrschweinchen mit Endotoxin fur
eine Stunde nach zwanzig Stunden eine signifikRetuktion der Expression der sPLA2-11A
und TNFea beobachtet werden (Wu et al. 2003). Aul3erdem heesmdie Produktion von
PAF, einem in Makrophagen produzierten Entzindwakgsf, der die Degranulation von
neutrophilen Granulozyten und die Kontraktion voiattgn Muskelzellen auslésen kann
(Lekka et al. 1993).
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1.4 Tiermodell

In der vorliegenden experimentellen Arbeit wurdeneeirandomisierte, kontrollierte,
prospektive Studie am Tiermodell durchgefuihrt, @m &7 Ferkel Gber einen Zeitraum von 72
Stunden sediert und maschinell beatmet wurden. EEdevein neues translationales Modell
zur Erforschung des nARDS entwickelt, bei dem dueaten dreifachen Lungenschaden
jeweils im Abstand von 24 Stunden eine mdglichstiniKidhnliche Situation des

Neugeborenen im hypoxamischen Lungenversagen imitigde (Matute-Bello et al. 2008).

Die Schéadigung wurde herbeigefihrt durch:

1. repetitive Lungenlavagen mit physiologischer Kod¢Hésung (30 mil/kg), wobei
endogenes Surfactant weitgehend aus dem Alveotarreatfernt und ein akutes
Lungenversagen erzeugt wird,

2. Lungen-schadigende Beatmung zuerst mittels PEEBIti{g® end-expiratory pressure)
von 0 mbar Beatmung und anschlielend durch Verdagpties Atemzugvolumens zur
Induktion eines Beatmungs-induzierten Lungenschaden

3. Instillation von LPS zur Verstarkung der pulmonaleftammation.

Die Ferkel wurden in drei verschiedene Gruppenaamsiert und erhielten intratracheal tber
den Beatmungstubus zwei Stunden nach einer Schigligatweder Surfactant (S) allein,
Surfactant mit DOPG (S+DOPG) oder in der Kontralfgge (C) lediglich einen Luftbolus.
Wahrend des Versuchs wurden Gasaustausch, Lungeofmlutgase und andere klinische
Parameter wiederholt kontrolliert und gemessen €labl). Post mortem wurde das
Lungengewebe und die BALF untersucht. Es wurden as®\VTGH1, die Apoptoserate,
Phospholipase A2, IL-6, Chitotriosidase und Ceragednessen. Dartberhinaus wurde die
Oberflachenspannung des gewonnenen Surfactantsdign@&Expression von Oberflachen-
antigenen CD 14 (cluster of differentation) und C®der Zellen aus der bronchoalveolaren
Lavageflissigkeit untersucht.
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1.5 Arbeitshypothese

Die Einfuhrung der Surfactantsubstitution bei neifdeugeborenen mit ARDS hat in den
vergangenen Jahren nicht die gewiinschte Verbegpetan Uberlebensrate der Kinder
bewirkt. Das exogen zugefihrte Surfactant verbessen kurzfristig die klinische Situation,

da es durch die Entztindung wieder inaktiviert wurde

Das Ziel dieser Studie war daher die Wirkung vonH®BOals Zusatz zu dem kommerziellen
Surfactantpraparat Curosurf® im klinischen Eindsgan nARDS im Ferkelmodell zu testen.
Dabei ging es um die Uberpriifung der HypotheseDOPG — wie in Zellkulturen teilweise

gezeigt

= den Abbau von Surfactant vermindert
» den Gasaustausch in der Lunge verbessert

= das pulmonale Odem reduziert

= und die fehlregulierte Entziindungskaskade beim n8RDrchbrechen kann.

DOPG als naturliche Surfactant-Komponente wurdeutztnda in den oben beschriebenen
Studien keine unmittelbaren Nebenwirkungen besbbirievurden und daher fir den Einsatz

im fragilen Stoffwechsel eines Neugeborenen geeiggia kbnnte.
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Tabelle 1: Zeittafel des Tierversuchs
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2. Methoden

2.1 Praparation der Ferkel

Zu Beginn jeder Versuchswoche wurden 4 Ferkel inerAvon 3-6 Tagen und einem
durchschnittlichen Gewicht von 2,5kg aus der ursNéren Schweinezuchtanlage
(Achterwehr) in einem Kleintiertransportkorb ohneedrung zum Versuchslabor des
Universitatsklinikums der CAU gebracht. Nach demangport wurde den Tieren eine

Ruhepause unter einer Warmelampe gewahrt.

Das Labor mit den 4 intensivmedizinischen Versutdigpn und dem Material fur die
Probengewinnung wurde jeweils in der Woche zuvorbereitet. Eine Kalibrierung des
Lungenfunktionsmel3platzes, der Oxydigs (Drager, elcly der Neonatalen Volumen
Monitore (NVM-1, Heinen & LoOwenstein, Bad Ems) sewieine Testung der

Beatmungsgerate Babylog 1 (Drager, Liubeck) fandittalimar vor dem Versuch statt.

Zum Versuchsbeginn wurden die Tiere mit der intrakaléren Gabe von 0,025 mg/kg
Atropin, 15 mg/kg Ketanest und 1,5 mg/kg Midazolan@sthesiert. Die Ferkel wurden auf
die beheizten Versuchsplatze gelagert und ein Ipergps Venenweg in eine Ohrvene gelegt.
In wenigen Fallen musste auf eine oberflachige Baeiwe (V. mammaria) ausgewichen
werden. Zeitgleich begann die kontinuierliche péske Kontrolle der Sauerstoffsattigung
und Pulsfrequenz mittels Pulsoxymetrie. Sobald derdse Zugang sicher befestigt war,
wurde die Analgosedierung mit zusatzlicher MusKekierung — bestehend aus 250 mg
Ketanest (Ampulle 25 mg/ml), 20 mg Norcuron (gelidstt ml 0,9% iger NaCl-Lésung) und

25 mg Midazolam (Ampulle 5 mg/ml) sowie 31 ml eid®&6 Glukoselbésung — in einer 50 ml
Spritze mit einer Laufgeschwindigkeit von 1 ml/kgfartgefiihrt. Das entspricht einer

Dosierung von 5 mg/kg/h Ketanest, 0,4 mg/kg/h Nayownd 0,5 mg/kg/h Midazolam.

Im nachsten Schritt erfolgte nach einer Praoxygeng mit 100% Sauerstoff die
orotracheale Intubation mit einem 3,51.D.mm Doppakn-Tubus. Bei Abfall der
Sauerstoffsattigung wurde mit einer Unterbrechury thtubation und Beutel-Masken-
Beatmung mit 100% Sauerstoff entgegengewirkt. Diabé&s von ca. 10 mg Propofol

erleichterte die Intubation, indem Abwehrreflexelugiert wurden. Bei 2 von 27 Tieren
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musste der Tubus aufgrund der anatomischen Versggdtriiber ein Tracheostoma in der
Trachea platziert werden. Unter kontinuierlicheraBeung der Ferkel mit einem Beutel
wurde eine 10 Charriere Magensorgidegt. Die Ferkel wurden an die Beatmungsgerate zu
maschinellen Beatmung angeschlossen und das gemesdegvolumen sowie die
Atemfrequenz kontrolliert. Die Atemfrequenz betiagt Protokoll zu Beginn des Versuchs
25/min, das Zugvolumen sollte durch Regulierung &¢B (peak inspiratory pressure)
wahrend des gesamten Versuchs bei 7 ml/kg gehalrden. Zusatzlich wurden die
Frequenz und der Beatmungsdruck durch den Baroldgiger, Lubeck), sowie das
Zugvolumen, Minutenvolumen und die Frequenz dureh dleonatalen Volumen Monitor
uberwacht. Die Uberpriifung des tatsachlichen,Fi@r Beatmungsluft erfolgte durch das

Gerat Oxydig.

Vor Beginn des Praparierens wurden zusatzlich zoalgesie noch 5 pg/kg Fentanyl als
Bolus Uber den peripheren Venenweg gegeben. Utddtea Bedingungen erfolgten eine
mediane Inzision der Haut unterhalb des Kehlkopies Spreizen der Muskulatur, um eine
Ligatur um die Trachea mittels eines breiten clgisghen Bandes zu setzen und somit einer
Leckage des Tubus bei der Messung von Lungenfumdqierametern vorzubeugen. Im
gleichen operativen Schritt wurden die HalsgeféaRereSeite freiprapariert und ein vendser
Katheter mittels der Seldinger-Technik in die Veuogularis interna gelegt. Hatte der
Katheter die richtige Lage im Gefal3, wurde er anHbeut festgenaht. Die Faden, welche zur
Unterbindung des Blutflusses um das Gefal3 gescaiungren, wurden um den Katheter im
GefaR zugeknotet und dienten als weitere Befesgigharbloses Octenis&ptvurde in die
Wunde getupft, um eine Infektion zu verhindern. B¥ende wurde mit einer fortlaufenden
Naht verschlossen. Dieser zentralventse Zugangemuadh Abschluss der Praparation an
das PiCCO-System angeschlossen und durch einemiuienichen Fluss (2 ml/h) aus einer
NaCl-Heparin-Spulung (5000 IE Heparin/100ml 0,9%=Nadsung) offen gehalten.

Im Praparationsgebiet der Leiste wurde mit gleich@rgehensweise durch offenes
Freipraparieren ein arterieller Katheter in dieeftid femoralis gelegt. Dieser Katheter diente
sowohl fur die Messung der hAmodynamischen Parardateh das PiCCO-System als auch
der Entnahme von arteriellem Blut zur Bestimmung Britgaswerte. Ein Verschluss des
Katheters wurde durch eine NaCl-Heparin-Infusiort &iml/h (5000 IE Heparin/100ml
0,9%-NaCl-Losung) verhindert.
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Nach Abschluss der Instrumentierung wurde mit deotdRollierung der Blutgas-,
Lungenfunktions- und Hamodynamik-Parameter der rggdunden Tiere nach Vorgabe des
Protokolls begonnen (Tabelle 1). Das Versuchspaitaknfasste wichtige Parameter wie die
Atemfrequenz (AF), den Sauerstoffgehalt in der impnsluft (FiQ), das Tidalvolumen
(V1) sowie den positiven inspiratorischen Druck (Pl die Beatmung zu Gberwachen und
gegebenenfalls auf Veranderung der Blutgaswertgigesn zu kénnen. Von den BGA-
Werten wurden der pH, pGOpO, sowie die Werte des aktuellen Base-Exzess (ABEgo
Auch der Zeitpunkt der Lungenfunktionsmessung wundd°rotokoll festgehalten. Um eine
Ubersicht tber das Sattigungsniveau und die Heeiskauf-Funktion zu haben, waren
Sauerstoffsattigung (%SBXund Pulsfrequenz (PF) sowie alle Werte des hamaatyschen
Monitorings wichtig. Zusatzlich wurden Zeit und Mgnder Urinausscheidung, Futterung,
Antibiotikagabe, Blutentnahmen und die Infusionsp@sndigkeit der Dauermedikation
protokolliert. Wahrend des gesamten Versuchs wudieigenannten klinischen Parameter zu
festgelegten Zeitpunkten bestimmt, um kontinuiérlieine gute Ubersicht (ber den
Gesundheitszustand des Ferkels zu bekommen.

Die Blutentnahmen erfolgten zur Bestimmung des gnoMBlutbildes, von Elektrolyten
(Natrium, Kalium, Calcium, Chlorid), Kreatinin, ASTRetikulozyten und zur manuellen
Differenzierung der Blutzellen. Dartiber hinaus waudhs Serum fur spatere Labormessungen

eingefroren.

Das Antibiotikum Unazil 50 mg/kg (Ampicillin, Sulbactam) wurde zur 6. uftl. Stunde
jedes einzelnen Versuchstages intravends lber déd gegeben, um prophylaktisch

Beatmungs- und Katheter-assoziierten Infektionezwweugen.

Ein Vermerk Uber das Urinvolumen und die Nahrungsmeediente der Kontrolle der
Nierenfunktion und des Wasserhaushaltes. Die Eumghr erfolgte mit 25 ml/kg

Korpergewicht Ferkelmilch (Paritp Hamburger Leistungsfutter GmbH, Hamburg,
Deutschland) alle 4 Stunden Uber die Magensonde .eDtspricht einer taglichen Zufuhr von
150 ml/kg Wasser und 129 kcal/kg Energie.

Um die Korpertemperatur der Ferkel konstant beBS8Z zu halten, wurden Warmematten

mit Servo-Control und bei Bedarf eine Rotlichtlanyeewendet.
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Falls die BGA-Werte eine Anpassung der Beatmuntaugten (PIP, AF, Fig), wurden die
entsprechenden Parameter noch geandert, um arfisaidienit dem 1.Schéadigungsprotokoll,

den wiederholten Kochsalzlavagen, fortzufahren.
2.2 Schéadigungesprotokolle

Wahrend des Versuchs durchliefen die Tiere dreia8igungsprotokolle im Abstand von
jeweils 24 Stunden (Tabelle 1).

2.2.1 Broncho-alveolare Lavagen

Das erste Schadigungsprotokoll bestand aus wiellenhbroncho-alveolaren Lavagen mit
korperwarmer 0,9%-NaCl-Losung von 37-39°C durch d&obus bei kurzfristiger
Unterbrechung der maschinellen Beatmung. Die Lavageairden in verschiedenen
Kdrperpositionen (Rechtslage, Linkslage, Rickenlagguchlage) durchgefuhrt und nach
einer Anpassung der Atemfrequenz auf 35/min alle5 8N wiederholt. Die
Flissigkeitsmenge pro Lavage betrug 30 ml/kg Kdypercht. Von jeder Lavage wurde das
ausgewaschene Surfactant gesammelt und die zusiickgene Flussigkeitsmenge zur
Feststellung der prozentualen Verlustmenge festigehavon der ersten Lavageflissigkeit
wurde aullerdem die Zellzahl pro Mikroliter bestimneine kleine FlUssigkeitsmenge
entnommen um mogliche pravalente Atemwegserregar Beatmungsbeginn in der
Mikrobiologie bestimmen zu lassen und eine FACSHg®mauf CD14- und CD18- positive
(CD14', CD18) Zellen durchzufiihren.

Wenn der arterielle Sauerstoffpartialdruck (Pakei der Voraussetzung Fi@on 0,5 unter
50 mmHg sank (PafIFiO, < 100 mmHg), wurden die Lavagen fur 20 Minuteneudntochen.
Lag der Pa@FiO,-Quotient nach der Wartezeit weiterhin unter 100Hgmkam es zur
Beendigung des ersten Schadigungsprotokolls. Benoheer Oxygenierung von
PaQ/FiO, > 120 mmHg wurden ein bis zwei weitere Lavagenchkigefiihrt und erneut die
Blutgaswerte bestimmt. Wenn der Quotient danachOsiéhHg betrug, wurden weitere
20 Minuten abgewartet. Dann erfolgte die Baseliressling laut Protokoll.
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2.2.2 Lungen-schadigende Beatmung

Die zweite Schadigung der Tierlungen fand 24 Stonakch den Baseline-Messungen statt.

Sie setzte sich aus zwei Schritten zusammen:

Schritt 1: In den ersten 60 Minuten wurden die &ienit einem PEEP von O mbar und

normalem Tidalvolumen von 7 mi/kg ventiliert.

Schritt 2: In den folgenden 60 Minuten wurde beed@rhergestelltem PEEP von 6 mbar ein
verdoppeltes Tidalvolumen von 15 mil/kg angewandibev ein maximaler PIP von 35 mbar
zur Vermeidung eines Pneumothorax nicht Ubersehritivurde. AuRerdem wurde die

Atemfrequenz halbiert.

Falls der erste Schritt mit einer starken Hypox&a(Biauerstoffsattigung von weniger als 75%
bei FiQ, von 1,0) einherging, wurde ausschlief3lich der zveSichritt der schadlichen

Beatmung, dann fir 120 Minuten, durchgefuhrt undetste Schritt dafiir ausgelassen. Die
Messungen der klinischen Parameter erfolgten zwisalen einzelnen Schadigungsschritten

und anschlieRend laut Protokoll.
2.2.3 Instillation von LPS

Das dritte Schadigungsprotokoll wurde 48 Stunderchnalen Baseline-Messungen
durchgefuhrt. Es bestand aus einer intratrachdakgilation von 2,5 mg Lipopolysaccaride
des Serotyps E.coli 0127:B8 lber den zweiten Tuheskel bei ununterbrochener
Beatmung. Das LPS war in 2 ml 0,9%-NaCl-Lésung sfelBs folgten wieder die Messreihen

mit BGA, Lungenfunktions- und Hamodynamik-Paramédet Protokoll.
2.3 Randomisierung der Versuchstiere

Erst nach Durchfihrung der Baseline-Messungengid@ine Randomisierurctgr

Versuchstiere nach folgendem Schema:

1. C: Kontrolle Luft (2,5 ml/kg)
2. S: Surfactant Curosuff (50 mg/kg)
3. S+DOPG: Surfactant Curostftf(50 mg/kg) + DOPG (20 mg)
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Die Kontrollgruppe bekam lediglich einen Luftbohasn 2,5 ml/kg unter einer Atemfrequenz
von 35/min appliziert. Das Surfactant, in der zemitinterventionsgruppe mit dem
Substituenten DOPG, wurde tber 2 Minuten bei umbnbehener Beatmung zwei Stunden
nach den Baseline-Messungen intratracheal Gberweiten Tubusschenkgkgeben und die
Atemfrequenz anschlieBend wieder auf 25/min zuréstadlt. Der Substituent DOPG war in
1 ml 0,9%-NaCl-Lésung gelost und wurde zur Surfatgmulsion hinzugefigt, die
unabhangig vom individuellen Kdrpergewicht der €iddr ein Ferkel von 2,5 Kilogramm
Gewicht berechnet wurde (Anmerkung: Eine Curdsarpulle enthalt 240 mg Surfactant in
3 ml).

2.4 Beendigung des Versuchs und Abristen

Nach der letzten Messung aller Parameter in deSitthde nach Baseline-Messung und einer
Intensivierung der Sedierung mit 1-2 Milliliter 2P&opofol und Fentanyl (10 pg/kg) wurden
die Tiere mit einer einmolaren KCIl-Lésung gettt&s folgte eine Uberprifung des
eingetretenen Todes anhand des verwendeten inteedixinischen Equipments zur

Uberwachung des Herzkreislaufsystems und einer efi@muKontrolle des Pulses.

AnschlieRend wurde der Thorax durch einen Schnitchl das Sternum und entlang des
Rippenbogens er6ffnet und das Herz-Lungen-Pakedukgelost. Die linke Lungenhalfte
wurde post mortem einer Lavage unterzogen. Wiadbeiinitialen Lavage wurde auch hier
die Zellanzahl pro Mikroliter bestimmt und eine [déferenzierung nach Segmentierten,
Lymphozyten und Monozyten durchgefihrt. Eine kleiREissigkeitsmenge wurde zum
Ausschluss einer manifesten Infektion unter masdlen Beatmung trotz
Antibiotikaprophylaxe an die Mikrobiologie geschickDas gewonnene Surfactant wurde
gesammelt und eingefroren. Von der gewonnenen ledimgigkeit wurde erneut eine
FACS-Analyse durchgefuhrt.

2.5 Lungenfunktionsmessung

Die Messungen der spezifischen Compliance des regspschen Systems (& und

Resistance (B wurden mit Hilfe eines Lungenfunktionsmessgeréataschgefiihrt. Dieses
Gerat besteht im Wesentlichen aus einem Differkeintiaktransducer, der Uber einen
AD-Wandler mit einem Rechner in Verbindung stehlie Aetrachteten Lungenfunktions-
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parameter wie Tidalvolumen ¢y, dynamische Compliance gCund Resistance ( wurden

berechnet, indem das Flowsignal mit dem Differddtiecktransducer (Fleisch Grof3e 00,
Lausanne, Schweiz) am Endotrachealtubuskonnekttasstr und Uber einen einzelnen
Atemzug integriert wurde (single breath- least mequnare Technik). Bei allen gemessenen
GroRRen fand eine Umrechnung auf BTPS-Bedingungesdy(btemperature, pressure,

saturated) statt.

Die Signale fur Flow und Druck wurden fir die Bdreang der Lungenfunktionsparameter
mit einer Frequenz von 200 Hz aufgezeichnet, digitat und auf einem PC fir weitere
Analysen gespeichert. Fur die Lungenfunktionsmegsnnwurde eine Software verwendet,
die von Prof. Ants Silberberg, PhD, Chalmers Ursitét (Goteborg / Schweden), entwickelt

worden war.
2.6 Blutgasanalyse

Fur die Durchfihrung der Blutgasanalyse wurde 0, anterielles Blut aus der A. femoralis
entnommen. Anschlieend wurde das Blut in das Bh#galysegerat (ABL5, Radiometer)

geleitet. Anhand der dort gemessenen Parametdgterfiann die Anpassung der Beatmung.
2.7 Maschinelle Beatmung

Bei der maschinellen Beatmung kam es zur Anwendwan continuous-flow,

zeitgesteuerten, drucklimitierenden BeatmungsgerdBabylog 1, Drager, Libeck). Die
gewéhlten Beatmungsparameter (Flow 8 I/min, Inspinazeit 0,5 sec, PEEP 6 mbar, PIP,
und FiGQ 0,5) wurden aus der klinischen Situation eines solelithen Neugeborenen mit

Lungenversagen hergeleitet.

Im Zuge des zunehmenden Surfactantmangels durctieriielte Lavagen musste der PIP
Schritt fur Schritt erhéht werden, um bei abnehneends das \t konstant bei 7 ml/kg zu

halten und so einer alveoldren Hypoventilation ubesigen.

Folgende Anpassungen sollten in regelmaRigen Abstéadurchgefiihrt werden:
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Atemfrequenz:

= + 5/min, wenn PaCO2 > 50 mmHg;
= + 10/min, wenn PaCO2 > 60 mmHg;
= -5/min, wenn PaCO2 < 35mmHg;

= -10/min, wenn PaCO2 < 30 mmHg.

FiOQZ

» +0,2, wenn PaO2/FiO2 < 50mmHg;
= -0,1, wenn PaO2/FiO2 > 150mmHg

Die maschinelle Beatmung wurde Uber einen Zeitraam72 Stunden unter den Konditionen
eines wasserdampfgesattigten, korperwarmen Ingpisgiases durchgefihrt. Bei Bedarf

wurden tracheale Absaugmandver durchgefihrt.
2.8 Hamodynamisches Monitoring

In unserem Labor wurde das PIiCCO-System (Pulsiondiddé Systems, Minchen)
verwendet, um verschiedene hamodynamische und pale®arameter zu bestimmétach
Eingabe der erforderlichen Parameter fir das jeyeeilier fand ein Nullabgleich statt. Die
zu applizierende Menge an Kaltebolus fir die Bestimg der Thermodilution betrug 2 mi
NaCl 0,9%-L6sung von 4°Glie gleichmaliig und schnell tber den vendsen Kathgiziert
wurde. Nach der Passage der kalten FlussigkeihdliecLungenstrombahn, das Herz und die
Aorta wurden durch eine Thermoelektrode im artlenel Katheter die Temperatur-
veranderungen registriert, um daraus die hamodyswan Parameter abzuleiten. Auf dem
Bildschirm zeichnete sich die Thermodilutionskuake Mittels Stewart-Hamilton-Gleichung
berechnete das Gerdt nun aus der Flache unter lenm@dilutionskurve das Herzzeit-
volumen. Vorlast und Lungenwasser wurden aus dilengn Durchgangszeit und Abfallzeit
der Thermodilutionskurve ermittelt. Wahrend der rihedilution kam es gleichzeitig zu einer
Analyse der Pulskontur und Kalibrierung des Pulsk@aigorithmus, wodurch im Anschluss
eine kontinuierliche Erfassung jedes einzelnen &phdlumens erfolgen konnte. Daraus lief3

sich wiederum das HZV mittels folgender Gleichuegtommen:

Herzzeitvolumen = Schlagvolumen * Herzfrequenz
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Der Messvorgang der Thermodilution wurde zwei Makderholt und der Mittelwert

protokolliert.

Es wurde folgende Parameter bestimmt und fortlaliflerunserem Protokoll notiert:

= AD: arterieller systolischer und diastolischer Bluick (mmHgQ)
= PCHI: Pulskontur-Herzindex (I/min/m2)
= HR: Herzfrequenz (1/min)

= SVRI systemischer vaskularer Widerstandindex @smm?2cri)

= HI: Herzindex aus Thermodilution (I/min/m?2)
= GEDI: globaler enddiastolischer Volumenindex (nfym
= |TBL intrathorakaler Blutvolumenindex (ml/m?)

= ELWI:  extravaskularer Lungenwasserindex (ml/kg)

= TB: Korpertemperatur (°C)

Die beurteilten Parameter dienten somit der Ubenwag der Herz-Kreislaufsituation und
des Flussigkeitshaushalts. Das Ziel dieser invasbeagnostik war es das Herzkreislauf-
system besser zu Uberwachen und pulmonal induzMet@nderungen der Zirkulation

erfassen zu kénnen.
2.9 Durchflusszytometrie (FACS)

2.9.1 Versuchsaufbau

In unserem Versuch wurden die initialen und diet ppertem gewonnenen Zellen aus der
broncho-alveolaren Lavage mittels FACS (fluoreseemactivated cell sorting) analysiert
(FACScan, Becton Dickinson). Fur die Versuchsauswer waren vor allem die CD14+
Monozyten und dief2-Integrin-positiven Zellen von grofRer Bedeutungg durch ihre

Antigenexpression phanotypisiert werden konnten.

Die Farbung der Lavageflissigkeit geschah nach m&igem Waschen der Zellen in
Eppendorf-Réhrchen mit einem sogenannten WaschpRB& (1% bovines Serumalbumine,
0,1% Natriumazid). Die Réhrchen wurden mit einenliMer Waschpuffer aufgefillt, die

Zellen mit dem 300-fachen der Erdanziehungskrait Reumtemperatur sedimentiert, der
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Uberstand vorsichtig abgenommen und verworfen. Riesuspension der Zellpeletts geschah

anschlielRend.

Zusatzlich wurden vor der Farbung die FC-Rezeptotha vorwiegend auf Monozyten,
Granulozyten und anderen Immunzellen zur Erkenmnamgopsonierten Bakterien vorhanden
sind, durch das blocking reagent abgesattigt. Ddrdikiann die Interaktion der FC-Rezeptoren
mit den Antikorpern, die auch einen FC-Anteil besit, verhindert und damit eine

unspezifische Markierung vermieden werden.

Danach wurden die Zellen 30 Minuten mit den mono&len Antikérpern bei 4°C unter
Lichtabschluss inkubiert: zu je 5 oder dl0odes jeweiligen Antikérpers wurden o0

Zellsuspension gegeben und gut vermischt.

Bei einer Rotfarbung der nativen Lavage-Flussigkeiissten zuerst die Erythrozyten in
einem Zwischenschritt unter Verwendung einer Lysehy (BD Bioscienc&$ aufgelost

werden.

AnschlielRend wurden die Proben unter Zugabe voh Waschpuffer einem Waschvorgang
unterzogen und das Zellpellet danach in i0D% Paraformaldehyd fiir eine spatere Messung
oder in 10Qul Waschpuffer fir eine sofortige Messung im Durakfizytometer

resuspendiert. Die geldsten Zellen wurden bis zesdng bei 4°C aufbewahrt.

Es gab vier Prober6hrchen pro Lavage mit folgerl@ikorpern:

IgG 2a FITC + IgG 1 PE-Cy5
CD 14 FITC

CD 18 PE-Cy5

CD 14 FITC + CD 18 PE-Cy5

A\

1: Diese Probe diente als Isotypkontrolle fir deeden anderen Antikorper und sollte keine

Markierung der Zellen bewirken.

2: Das CD14-Antigen wird vor allem auf Monozytearktexprimiert. Es wird aul3erdem auch
auf neutrophilen Granulozyten exprimiert. CD14-Aibtper (LS-C57417 CD14 (FITC),
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livespan biosciences) wurden durch den fluoresate Farbstoff Fluoresceinisothiocyanat

(FITC, Beckman Coulter) markiert.

3: Das CD18-Antigen wird vor allem auf neutrophil€sranulozyten und Monozyten
exprimiert. Es wird in geringerem Umfang auch auBkvbphagen, Zellen der myelo-
monozytaren Zelllinie sowie auf T- und B-Lymphoayi@ngetroffen. Dieses Integrin hat eine
fundamentale Bedeutung bei der Pathogenenese viniirtlungsprozessen. Es gehdort zur
Familie der Adhasionsproteine (Untergrugidntegrine) und ermdglicht eine feste Bindung
der Zellen an das kapillare Endothel und ihre Tmaggtion ins entziindete Gewebe
(Siegenthaler und Blum 2006). Der CD18-AntikorpeE{CY™5 mouse anti-human CD18)
war an die Kombination aus den FluoreszenzfartetofPE (Phycoerythrin) und Cy5

(Cyanin-5) gebunden.

4: In unseren Proben wurden die beiden Antikdrpesrammengegeben, um den Anteil der

doppelt positiven Zellen zu bestimmen.
2.9.2 Messung

Am letzten Tag einer Versuchswoche wurden alle Prob&cheinander im Durchfluss-

zytometer gemessen.

Fur die Messung wurden die Proben einzeln um disskigillare eingespannt. Durch den im
Rohrchen erzeugten Uberdruck wurde die Zellsuspansi die Messkapillare befordert.

AnschlieRend wurde der Zellsuspension zusatzliat@gdarflissigkeit hinzugefugt und stark

beschleunigt. Diese Beschleunigung bewirkte eingrdulische Fokussierung, bei der die
Zellen nacheinander aufgereiht den LaserstrahkemMiesskammer passieren konnten. Beim
Durchtritt der einzelnen Zelle wurde der Strahl dasers durch ihre Eigenschaften wie zum
Beispiel Grof3e, Struktur der Zellmembran und irgHatare Bestandteile in seiner Richtung

verandert.

Es werden zwei Arten von Streulicht unterschied2ss Vorwartsstreulicht (FCS = forward
scatter) ist das Malf3 fur die Streuung des Lichtefachen Winkel und wird durch die GroRRe

der Zellen beeinflusst. Das SeitwartsstreulichtGSSsidewards scatter) gibt die Streuung des
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Lichtes im rechten Winkel zum Laserstrahl an unddwdurch die Granularitat der Zelle

bedingt.

Zusatzlich zur Lichtstreuung wurde die Immunflu@&szmessung von FITC und PE-Cy5
durchgefuhrt. Ein eingebauter Argon-Laser mit dezlldhlange von 488 nm regte die durch
die Antikérper an die Zelloberflache gebundenerofdazenzfarbstoffe an. Die verwendeten
Farbstoffe lassen sich zwar bei einer gemeinsamefleiénge von 488 nm anregen,
verfigen aber Uber unterschiedliche, fur den jegesl Farbstoff charakteristische

Emissionsspektren. Die Emission ist proportional Elenge der gebundenen Antikérper.
FITC emittiert ungefahr die Wellenlange von 525 nmd PE-Cy5 ungefahr 670 nm. Die
Emissionen wurden durch vorgeschaltete Bandpassfitn 20 nm (zur besseren optischen
Trennung der Emissionsspektren) mit Photodetektore®0 Grad Winkel registriert. Eine

Uberlappung der Fluoreszenzen in MessbereicherFfliE und PE-CY5 war vorhanden.

Bandmalifilter von 20 nm erlauben keine vollstandigennung der Emissionsbereiche von
FITC und PE-Cy5, so dass die Uberlappung der Fazemzen mit der Kompensation
korrigiert werden muss (Abbildung 3).

A
FITC PE-Cy5

wh

=

=¥

[

@

& Filter

= Transmission
&

f’://’ul i
525 670 mn

Wellenlinge
Spektrale Uberlappung

Abbildung 3: Uberlappung der Fluoreszenzen nach (S et al. 2006)
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Diese Emissionen wurden in elektrische Impulse wnagelelt, verstarkt und anschliel3end
unter einer file-Nummer gespeichert. Bei der Lichtdhung war eine lineare, und bei
monokonalen Antikérpern eine logarithmische Velstag notwendig.

2.9.3 Auswertung

Die Auswertung wurde mit Hilfe des Computerprograsn@ellquest prd vorgenommen und
erfolgte flr jede Lavagemessung gleichermal3en reackm voreingestellten Protokoll.
Dieses Protokoll beinhaltete gewahlte technischeddiastellungen wie den Schwellenwert,

Kompensation und Detektorensensibilitaten.

Der Schwellenwert (,threshold”) ist die Grenze, deren Uberschreitung das Abspeichern
der Daten aktiviert wurde. Daduré&onnten die Artefakte durch nicht lysierte Erythyten
und andere kleine Bestandteile minimiert werdere Rompensation der Daten korrigierte

die Uberlappung der Fluoreszenzen (Abbildung 3)
Bei der Auswertung wurden insgesamt 4 Parametéicksichtigt:

= GroRe
=  Granularitat
= die Fluoreszenz FITC

» die Fluoreszenz PE-Cy5

Die Parameter Grof3e und Granularitat wurden inneiSé&reudiagramm dargestellt, wobei die
GroRRe auf der Y-Achse und die Granularitat auf xdé&chse aufgetragen wurde. In dieser
Darstellung konnte ein Gate R1 mit der ,Regionraé€iest” (RIO)-Technik zur Eingrenzung
der wesentlichen Zellen vorgenommen werden, so d&$s kleine Zellen und tote
Zellbestandteile in der unteren linken Ecke aus MNe¥ssung ausgeschlossen wurden
(Abbildung 4).
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Abbildung 4: Analyse der Lichtsteuung von Zellen

Das damit verknipfte Streudiagramm der Zweiparardatstellung von FITC- und PE-Cy5-
Fluoreszenzen stellte folglich nur die Ereignisses alem vordefinierten Gate dar. Die
Fluoreszenz der dadurch abgegrenzten Zellen komnte Unterscheidung der positiv

markierten von der nicht markierten Zellen verwenderden.

In einer Punktwolkendarstellung (Dot-Plot) wurdeuf alen beiden Achsen jeweils die

Messungen der Fluoreszenzintensitaten aufgetragés. ein Punkt (dot) wurde jede

gemessene Zelle im Schnittpunkt entsprechend Huareszenzintensitat aufgetragen. Somit
konnten verschiedene Zellpopulationen, die entwetier jeweils einen oder beide

Oberflachenmarker ein Signal zeigten, beurteilt dear Der Farbstoff Fluoriscein-

isothiocyanat (FITC) wurde als FL1 (gelb) auf dartikalen Achse und Phycoerythrin-

Cyanin-5(PE-Cy5) als FL3 (rot) auf der horizontalen Achsegdatellt.

Ein Beispieldiagramm einer Messung aus der Ferupfmg 44-47 ist nachfolgend abgebildet.
Dabei gibt die Quadrantenaufteilung die untersdlukd Populationenaufteilung wider
(Abbildung 5). Der gelb markierter Bereich zeige dtITC-markierten Zellen (LR = lower
right), im roten Bereich befinden sich PE-Cy5 pwsit Zellen (UL = upper left) und im
orangenen Quadranten (UR = upper right) befinden die doppelt positive Population von
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Monozyten und Granulozyten. In der Tabelle werdenziigehdrigen prozentualen Anteile

der Populationen angegeben.

FERKEL 44-47.004

File: FERKEL 44-47.004 Gate: G1
Gated Events: 3907

Quad Events 9% Gated % Total

LL 1955 50.04 25.48
LR 207 5.30 2.70

FL3-H
109 10! 102 103 10%

100 10" 102 103 104
FL1-H

Abbildung 5: Punktwolkendarstellung von markierten Zellen

2.10 Quantitative Polymerasekettenreaktion

Mit der quantitativen Polymerasekettenreaktion (P@&ymerase chain reaktion) wurde die
Synthese der Nukleinsduren der Proteine AmphiregulilGF$1 und Interleukin-6 bestimmt.
Die Bestimmung erfolgte mit dem NucleoSpin RNA it K(Machery Nagel Ddrer,
Deutschland) und 30 mg Lungengewebe in pulveresigibrm.

Die RNA-Isolierung konnte aus 30 mg Lungengewebsgguinit dem NucleoSpin RNA I Kit

(Machery Nagel, Diuren) automatisch durch den QIA ridlioboter (Qiagen, Hilden)

erfolgen. Das NanoDrop 1000 Spektrophotometer (hbdfisher, Waltham, USA) wurde fur
die RNA-Quantifizierung und Qualitatskontrolle vemdet. 675ng RNA und 1 pl
Oligo(dT)s Primer (0,5 pug/ul, Invitrogen, Karlsruhe) wurden 221l Wasser hinzugefugt.
Nach 10 min Inkubation bei 65°C auf einem UNO llefimnocycler (Biometra, Gottingen)
wurden zusatzlich funf Mal 4 pl Puffer, 2 pl dNTEO(mM), 1 pl RNasin (40 U/ul) und 1 pl
M-MLV RT (H-) (200 U/ul; alle Substanzen von PrormaggVlannheim) hinzugefugt. Im
Anschluss erfolgten 2 Inkubationszeitraume vonQer®n bei 40°C und 5 min bei 95°C auf

dem UNO Il Thermocycler.

Quantitative Echtzeit-PCR: 1 ul cDNA wurde als Sigbae mit einem 312,5nM
Vorwartsprimer (Eurofins, Ebersberg), 312,5 nM Rauiaksprimer (248 nM fur 1-6) und
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SYBR-Green | Mastermix (Roche Diagnostics, Mannhdemt Herstellerangaben in einem
LightCycler480 (Roche) inkubiert. Cp (crossing pbilVerte wurden mittels Maximum-
Likelihood-Methode erhoben. Die erweiterte relatiYeantifizierung erfolgte ebenfalls mit
Hilfe der LightCycler 480 Software 1.5 SP3 (Rochmd wurde anschlieRend durch die
Standardkurven der ,Roche Applied Science E-Methdderigiert (Tellmann 2006). Als
Referenz wurden die erhobenen Werte dem korrespardien Gen von 32-Mikroglobulin
(B2m) gegenubergestellt und auf den Mittelwert d&-Gruppe normiert. Zur
Qualitatskontrolle der mitgelaufenen Negativkorieml wurden die Profile einer
Schmelzkurve mit Hilfe der LightCycler 480 Softwaresgewertet und eine Produkttrennung

auf Agarosegelen durchgefihrt.

2.11 TUNEL

Die TUNEL-Methode (terminal deoxynucleotidyl traesdise-mediated dUTP nick end-
labeling) wurde verwendet um die alveolare Apoptsseniqualitativ mit einem Kit zu
bestimmen (Roche Applied Science, Mannheim, Deldadh. Da der Vorgang der Apoptose
unter einem konventionellen Lichtmikroskop nichtulieilbar ist und erst bei der
Fragmentierung der Zelle sichtbar wird, wurden kiierDNA-Bruchstiicke in Zellen markiert
um die apoptotischen Zellen zu identifizieren. Damachst in Paraffin fixierte Lungen-
gewebe wurde unter Flussigkeitszugabe vom Pariadfireit und in Zitratpuffer gekocht. Um
eine Interaktion mit Proteinen zu vermeiden, wurdenProben in TrixonX und 3% bovinem
Serum Albumin eingeweicht. Dann wurden die Probiea 8tunde mit dem TUNEL-Reagenz
bei 37°C in einer Feuchtkammer und danach dreiBiguddn mit Convert-Peroxidase
inkubiert. Die Farbreaktion wurde schlie3lich mj8’3Diaminobenzidin-Tetrahydrochloride
(DAB) hervorgerufen. Dann wurden unter dem Lichtrogkop im Lungenparenchym drei
bis sechs Alveolen mit ungestortem respiratorisdbpithel ausgewertet und so die Anzahl

der apoptotischen Zellen pro 200 gezahlten Zelkstilmmt.
2.12 Surfactant — Oberflachenspannung

Die Lungenlavageflissigkeit wurde jeweils am Anfangd am Ende des Versuches
gesammelt. Durch Zentrifugieren bei 4°C mit 2500 dgemungen pro Minute konnte das
Surfactant von der Flussigkeit und Zelldetritusgent werden. Dann wurde es gewogen und
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auf 10 mg/ml standardisiert und in einzelne EpperR6hrchen abgefllt. Es wurden 0,5 mi
Surfactant-Losung in eine Wilhelmy-Waage (E.BiegMiauerbach, Australia) mit warmer
Kochsalz-Lésung gegeben und die Oberflachenspanrbgigmaximaler (64 cfy und
minimaler (12,8 ctf) Oberflache bestimmt (Krause et al. 2000). Die t#ehenspannung
des Surfactantfilms gibt Hinweise auf die Qualdés Surfactant in der Lunge, so dass die
Qualitatsanderung zwischen den Zeitpunkten Baselimte72 Stunden nach Versuchsbeginn

mittels Substitution bestimmt werden konnte.
2.13 Statistik

Die erhobenen Daten wurden mittels Varianzanalysgawertet.

Dabei wurden bei der einfaktoriellen Varianzanalysee-factorial analysis of variance,
ANOVA) die Daten verwendet, welche in allen dreu@pen zum selben Zeitpunkt erhoben
wurden. Die wichtigsten davon waren: die Messwelty Baseline nach der ersten
Lungenschadigung, Anzahl der Zellen und weitereap@trische Daten aus den Labor-
untersuchungen. Die Vergleiche zwischen zwei Gropgéolgten mit Hilfe eine®unnett-

post-Tests.

Eine Varianzanalyse mit Messwiederholung (two-faatoanalysis of variance, two-way
ANOVA) erfolgte fur die festgelegten Zeitintervalled12h - 1d24h, 2d12h - 2d24h und
3d12h - 3d24h unter Verwendung der beiden unabbéngiVariablen Zeit (Z) und
Behandlungsart (B). Dartberhinaus wurden die beidéariablen auf gegenseitige

Abhangigkeit Uberprift.

Zur Ergebnisanalyse der Durchflusszytometrie waideKruskal-Wallis-Test verwendet. Die
Vergleichsmessungen von zwei Grupen wurden miktieisn-Whitney-Test durchgefihrt.

Alle Werte wurden als Mittelwert + StandardfehlersdMittelwertes(standard error of the
mean SEM) angegeben. Der Fehler der 1. Art wurde mit 5% festgelegt, so dass
Unterschiede bei p < 0,05 als signifikant bezeithmerden. Die Werte wurden auf zwei
Stellen hinter dem Komma gerundet angegeben.

Die Analysen wurden mit GraphPad Prism 5.0 fur Wimd (GraphPad Software, San Diego,

USA) ausgewertet und dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Versuchsgruppen

Die Versuche wurden an 27 Tieren durchgefiihrt, ieloach Randomisierung in 3
Studiengruppen zu je 9 Ferkeln (Kontroll-, Surfattand Interventionsgruppe) unterteilt
wurden. In die statistische Analyse wurden nur Ekedingeschlossen, die die komplette
Versuchszeitzeit absolvierten und keine wesenthichklinischen Krankheitszeichen
aufwiesen.

In der Kontrollgruppe erreichte ein Tier das Vetsende nicht. Es zeigte Uber finf Stunden
vor seinem Tod (52. Stunde) eine globale respisatbe Insuffizienz, Azidose und

Hypotonie.

In der Surfactant-Gruppe wurden zwei Tiere ausdesshn. Ein Tier erlitt nach LPS-
Injektion (48. Stunde) einen Kreislaufstillstand Rahmen einer akuten Hypoxamie. Das
zweite Tier bot initial einen pathologischen Aughktibnsbefund mit ubiquitdren Rassel-
gerduschen und im Verlauf ansteigende Werte fuatifrm und Kalzium im Serum. Es starb
am zweiten Tag an Kreislaufversagen (36 Stundesmhaem es zunachst eine tachykarde

gefolgt von einer bradykarden Phase gezeigt hatte.

In der Interventionsgruppe S+DOPG mussten zweieTaers der Auswertung ausgeschlossen
werden. Ein Ferkel zeigte am zweiten Versuchstagaltende Diarrhoe, verbunden mit
vermehrtem Sedierungsbedarf, niedrigem HI und aleiti metabolischer Azidose (30
Stunden). Ein weiteres Ferkel wurde ebenfalls wegmmrhoe und Oligurie im Laufe des

Versuchs ausgeschlossen.
3.2 Vergleichbarkeit der Behandlungsguppen

Die Ferkel wurden in Gruppen von jeweils zwei Trergach der ersten Lungenschadigung
mit wiederholten Lungenlavagen einer der Behandigngppen per Los zugeordnet.
Signifikante Unterschiede in Gewicht, Alter, R&80O,, Peak (inspiratorischer Spitzendruck),
Anzahl der bendétigten Lungenlavagen und dem prozéen Anteil des Verlustes der
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Lavageflissigkeit in den Atemwegen ergaben sichBeginn der Studie zwischen den
einzelnen Gruppen nicht (Tabelle 2).

C (n=8) S (n=7) S+DOPG (n=7 p
Alter (d) 4.5+0.2 4.4+0.5 4.240.2 .90
Gewicht (kg) 2.5+0.1 2.7+0.1 2.3+0.1 .06
Weibliche Tiere (n) 2 1 1 -
PaQ/FiO, (mm Hg) 342+33 448+40 394+33 .13
Peak (cm HO) 14.0+0.7 12.5+0.7 12.7+£0.5 .26
Lavagen (n) 13.740.9 16.4+1.2 15.1+1.8 39
EL‘;SEA?/‘;Z';?]"@;'“SI 10.940.8 9.6+1.1 10.3+1.0 65

Tabelle 2: Kompatibilitdt der Versuchsgruppen vor cen Lungenschadigungen

Peak = Inspiratorischer Spitzendruck. Mittelwerte + SEM. Einfaktorielle Varianzanalyse

Ebenso ergaben sich nach Abschluss der ersten hscig@gdigung mit wiederholten Lavagen
Uber den Trachealtubus keine signifikanten Unteesiehflir den Oxygenierungsindex Ol, den
Ventilationseffizienzsindex VEI, den extravaskulare.ungenwasserindex EVLWI, die
spezifische Compliance  den Atemwegswiderstand R den Herzindex CI und den
systemischeGefalBwiderstandsindex SVRI (Tabelle 3).

C (n=8) S (n=7) S+DOPG (n=7 p
Ol (MAP x %0, / PaQ) 10.4+1.3 9.7+0.8 2.1+1.8 .50
VEI (3800/(Peak-PEEP) x f x PaGO 0.14+0.01 0.15+0.01 0.12+0.01 31
EVLWI (mukg) 30.5+4.4 32.7+4.8 34.1+3.3 .83
Cis (mLicm HO/kg) 0.33+0.05 0.35+0.05 0.31+0.03 .89
Ris (cm HO/mUs) 86+7 87+11 85+6 .98
Cl wminim?) 3.6+0.2 3.6+0.2 3.5+0.1 .95
SVRI @yn*s*cm®m? 1613+123 1548+104 1630+58 .84

Tabelle 3: Klinische Parameter nach der ersten Lungnschadigung (Lungenlavage)

Mittelwerte £ SEM. Einfaktorielle Varianzanalyse
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Erst im weiteren Verlauf des Versuchs verdnderteh sliese Parameter zwischen den
Gruppen.

3.3 Klinische Parameter

Zum besseren Vergleich der mittelfristigen (nickarrzfristigen) Medikamentenwirkungen
nach einer initialen Gabe von Surfactant und wiedlkenm Verlauf von 72 Stunden wurden
die klinischen Parameter in drei Zeitintervallennvgweils 12 Stunden (1d12h - 1d24h;
2d12h - 2d24h; 3d12h - 3d24h) zwischen den dresMgrsgruppen mittels zweifaktorieller
Varianzanalyse mit Messwiederholung berechnet. Aradyseintervall war so gewéhlt, dass
nach der Intervention 12 Stunden und nach dertrathealen Medikamenteninstillation
bereits 10 Stunden vergangen waren, so dass d@ifristige Surfactant-Effekt untersucht
werden konnte. Die drei Messintervalle wurden zusteinzeln zwischen den Gruppen
verglichen und anschlieRend zusammengefasst a&ulen-Messintervall analysiert. Die

einzelnen klinischen Parameter stellten sich wigt fdar:

-37-



Ergebnisse Klinische Parameter

VEI (Ventilationseffizienzindex):

0.41
~ 0.
@) Behandlung: p=0,23 Behandlung: p=0,12 Behandlung: p<0,001
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Diagramm 1: Ventilationseffizienzindex

Der Index unterschied sich in den ersten zwei 2eijolen (1d12h-1d24h und
2d12h - 2d24h) nicht signifikant zwischen den Gremplm letzten Intervall 3d12h - 3d24h
und zusammenfassend uber alle Messintervalle warVdatilationseffizienzindex in der
S+DOPG-Gruppe gegenuber der Surfactant-Gruppefigigmi verbessert (p < 0,001). Die
Variable Zeit war zwischen den Gruppen nicht sigaift unterschiedlich (Diagramm 1).
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Ol (Oxygenierungsindex):

20- Behandlung: p<0,01 Behandlung: p<0,05 Behandlung: p<0,001
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Diagramm 2: Oxygenierungsindex

Der Oxygenierungsindex der S+DOPG-Gruppe war in deten beiden Messintervallen
(1d12h - 1d24h und 2d12h - 2d24h) signifikant nigelr (p < 0,01; p < 0,05) und im letzen
Intervall 3d12h - 3d24h und zusammenfassend Uder Méssintervalle im Vergleich zur

Surfactant-Gruppe hochgradig signifikant vermindpr& 0,001) (Diagramm 2).
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EVLWI (Extravaskularer Lungenwasserindex):
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Diagramm 3: Extravaskularer Lungenwasserindex

In der S+DOPG-Gruppe zeigte sich eine zunehmendmifigante Abnahme des
extravaskularen Lungenwassers in den letzten beldémtervallen (2d12h — 2d24h, 3d12h —
3d24h) mit p < 0,05 und p < 0,01. Im VergleickeaMessungen der drei Zeitintervalle zeigte

sich eine Signifikanz von p < 0,001 (Diagramm 3).
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C:s (dynamische (spezifische) Compliance des respisatoen Systems):

2.0-
Behandlung: p<0,01 Behandlung: p=0,06 Behandlung: p=0,46
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Diagramm 4: Spezifische Compliance des respiratorghien Systems

Bezlglich der Compliance in der S+DOPG-Gruppe war mm ersten Zeitintervall
(1d12h - 1d24h, p <0,01) und in der Gesamtauswgrtler drei Messintervalle (p <0,01)
eine signifikante Erhéhung gegenlber den anderemppggn zu erkennen. Im direkten

Vergleich von S+DOPG versus S-Gruppe wa ridch grenzwertig signifikant (p = 0,05)
unterschiedliciiDiagramm 4).
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R:s (Resistance des respiratorischen Systems):
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Diagramm 5: Resistance des respiratorischen Systems

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in Besistance der Atemwege weder wahrend
der einzelnen Zeitabstande noch in der Gesamtatswger Lediglich der spezifische
Atemwegswiderstand der S+DOPG-Gruppe war signifikaiedriger im Vergleich zur
Surfactant-Gruppe (p < 0,05) (Diagramm 5).
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SVRI (Systemischer GefalRwiderstandsindex) @hqHerzindex):
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Diagramm 6: Systemischer GefaRwiderstandsindex

61 Behandlung: p=0,16 Behandlung: p=0,09 Behandlung: p=0,17
Zeit: p<0,05 Zeit: p=0,25 Zeit: p=0,24
1 1 1

Gesamtvergleich p<0.01
S vs S+DOPG p<0.01

Diagramm 7: Herzindex
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Die Tiere der S+DOPG-Gruppe waren mit einem hoh&¥RI und niedrigeren CI in den
Versuch gestartet. Die Unterschiede nivellierteh sind waren in den betrachteten Zeitraume
(1d12h - 1d24h, 2d12h - 2d24h, 3d12h - 3d24h) 2vesaen Gruppen im Verlauf nicht mehr

signifikant verschieden (Diagramm 6 und 7).
3.4 Organfunktionen

Auffallig war eine signifikante Erh6hung des Kreati bei den Tieren der S+DOPG-Gruppe
(p < 0,05) bei Messungen 48 und 72 Stunden nacku¢ksbeginn im Vergleich zu C- und
S-Gruppen. Die Urinausscheidung und Gewichtszunak@erend des Versuchs waren

jedoch zwischen den Gruppen nicht unterschiedlich.

Bei der 24 Stunden-Messung war die Kaliumkonzeioinatn Blut bei der S+DOPG-Gruppe
im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen siganifilerhoht, zeigte jedoch weiter keinen
Unterschied im Verlauf. Die Ubrigen Elektrolyte wiatrium, Kalzium, Chlorid und die

Transaminasen zeigten keine signifikanten Unteestehzwischen den Gruppen (Tabelle 4).
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Organfunktionen

C (n=8) S (n=7) S+DOPG (n=7) p
Natrium (mmol/L)
gesunde Lunge 140£0.5 143+1.2 142+0.7 0.06
24 Std. 14040.9 138+0.9 13940.8 0.64
48 Std. 14040.7 140+0.4 14040.8 0.98
72 Std. 141+0.4 141+0.8 142+0.8 0.79
Kalium (mmol/L)
gesunde Lunge 3.210.2 3.0£0.3 3.440.2 0.48
24 Std. 4.5+0.1 4.9+0.2 5.110.1 <0.05
48 Std. 4.3+0.1 4.6:0.1 4.6+0.1 0.09
72 Std. 4.0£0.1 4.0+0.1 4.3+0.1 0.20
Chlorid (mmol/L)
gesunde Lunge 106+0.7 107+0.6 107+0.8 0.66
24 Std. 105£1.0 104+1.1 105+1.1 0.90
48 Std. 102+1.1 102+0.8 102+0.7 0.91
72 Std. 101+0.7 99+0.9 101+0.7 0.16
Kalzium (mmol/L)
gesunde Lunge 2.5+0.04 2.610.04 2.610.03 0.17
24 Std. 2.5+0.04 2.5+0.05 2.6+0.03 0.20
48 Std. 2.6+0.03 2.6+0.03 2.6+0.08 0.60
72 Std. 2.7+0.03 2.6+0.03 2.7+0.04 0.08

Tabelle 4: Darstellung von Elektrolyten und Organfunktionsparametern der Leber und Niere (Teil 1)
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C (n=8) S (n=7) S+DOPG (n=7) p

SGOT (U/L)

gesunde Lunge 27+1 33+2 29+1 0.11

24 Std. 3816 53+17 47+9 0.63

48 Std. 3316 58+24 41+12 0.53

72 Std 2214 2619 2015 0.83

Kreatinin (umol/L)

gesunde Lunge 45+1 5043 51+2 0.18

24 Std. 49+2 50+3 57+4 0.30

48 Std. 45+1 49+2 59+4 <0.05

72 Std. 401 41+2 4942 <0.05

Urinausscheidung

(mL/kg/h) 5.7£0.4 4.8+0.5 5.240.5 0.43

Gewichtszunahme

(kg/kg/72 h) 0.32+0.01 0.31+0.01 0.37+0.04 0.51

Tabelle 5: Darstellung von Elektrolyten und Organfunktionsparametern der Leber und Niere (Teil 2)
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3.5 Laborbestimmungen

3.5.1 Zelltypisierung in der BALF

Zellzahl BALF:

600+

400- |

200+

Zellen/puL

-I-
0 T T
o =
Qe° OQO
\\)Q 6xo
’§®
Ierste BALFI IBALF nach72 Stunden maschineller Beatmungl

Diagramm 8: Zellzahl in der bronchoalveolaren Lavag

Die dreifache Lungenschadigung im Versuch hatterefnstieg der gesamten Zellzahl in der
bronchoalveolaren Lavage nach 72 Stunden masciinBkatmung in der Kontroll- und
Surfactant-Gruppe zur Folge. Die Zellzahlen der 6PG-Gruppe waren dagegen nach 72
Stunden signifikant niedriger (97 + 33,58 Zellep/pim Vergleich zu der Kontroll-
(435,71 + 102,63 Zellen/ul) und Surfactant-Grup@26(+ 109,69 Zellen/ul) mit 0,01
(Diagramm 8).
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400- Zelltypisierung:
p<0,001
p<0,001

300- ™
-
=
o
=
» 200+ B3 C 0<0,01
S -
= p<0,05
< B S+DOPG ~

p=ns
1004
0
, g X X X
'\P"r\c’b '\P‘X@ '\,V\S) X '\/V@ '\P‘X% '\,V@ “‘x%
¥ >
initiale BALF BALF nach 72 Stunden of maschineller Beatmung

Diagramm 9: Zelltypisierung

ns = nicht signifikant

Ein leichter Anstieg des Anteils der CD18- und CD1418'- Zellen war am Ende des

Versuches in allen drei Gruppen im Vergleich zutiaten BALF zu verzeichnen. Fir die
CD14'18- Zellen konnte zwischen den drei Gruppen kein ifilgmter Unterschied
festgestellt werden (p =ns). Im direkten Vergledér S+DOPG- und S-Gruppe mittels
Mann-Whitney-Test sind die CDI8"-Zellen in der S+DOPG-Gruppe (19,03 + 7,04
Zellen*10%/ul) signifikant niedriger als in der S-Gruppe @i+ 10,91 Zellen*1ul) mit
p < 0,05. Ebenso war die Anzahl der CD1&'-Zellen in der S+DOPG-Gruppe (68,83 + 3,71
Zellen*10%/ul) im Vergleich zur S-Gruppe (264,33 +19,49 Zafi10%/ul) mit p< 0,001

verringert (Diagramm 9).
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3.5.2 Entzindungsparameter

Die BALF der drei Gruppen wurden beziglich der Mgolien Chitotriosidase und
Phospholipase A2 untersucht. Interleukin-6, sSMaske Ceramid wurden im Lungengewebe

gemessen.

Die Genexpression von Interleukin-6, TGE-und Amphiregulin zeigten hoch signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen. In der S+DOR@pe&r (0,0035 = 0,00) war die
Genexpression des Interterleukin-6 fast 600-mabriger im Vergleich zur Surfactant-
Gruppe (2,04 £ 0,77) mitp 0,05 (Diagramm 10). Die Genexpression von TgaFwar in der
S+DOPG-Gruppe (S+DOPG: 0,02 £ 0,00; S: 0,97 £ 0p280,05) fast 50-mal und die von
Amphiregulin  (S+DOPG: 0,10 £0,09; S:1,56 +2,14;<0,05) 15-mal niedriger im
Vergleich zur S-Gruppe (Diagramme 11 und 12).

Interleukin-6:

3- p<0,05

p<0,05

Genexpression

Diagramm 10: Genexpression von Interleukin-6 im Luigengewebe,

Dargestellt ist eine x-fache Veranderung im Vergleh zur Kontrollgruppe
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TGF-B1:
1.5- p<0,001
—T— p<0,05
S 101 ' '
oL
D)
5
X
()
S 0.5-
O
0.0- T ——
@) ) OQO
RS

Diagramm 11: Genexpression von TGH1 im Lungengewebe

Dargestellt ist eine x-fache Veranderung im Vergleh zur Kontrollgruppe

Amphiregulin:
p<0,001
2.5 —
<0,05
2.0- |-P—|
S
$ 1.5
(]
o
& 1.01
c
]
© 0.5
0.0- . ==
O % OQ@
9

Diagramm 12: Genexpression von Amphiregulin im Lungngewebe,

Dargestellt ist eine x-fache Veranderung im Vergleh zur Kontrollgruppe
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Die Konzentration der Phospholipase A2 in der BAW&Ar in der S+DOPG-Gruppe
(0,14 £ 0,03 pg/ml) signifikant niedriger im Verglke zur Surfactant- (0,21 + 0,04 pg/ml) und
Kontrollgruppe (0,35 + 0,22 pg/ml) mit$0,05 (Diagramm 13).

Phospholipase A2:

p<0,05
0.5+ p<0,05
’ |
LL
—
<
(a)
[
S T
=
o
| ) | )
S OQO
%xo

Diagramm 13: Konzentration der Phospholipase A2 inLungengewebe
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Die Chitotriosidase-Aktivitat aller drei Gruppen mim der BALF nach 72 Stunden nicht
signifikant unterschiedlich (S+DOPG: 26,08 + 6,84aVml/h; S: 21,20 = 4,99 nMol/ml/h;
C: 21,25 £ 5,23 nMol/ml/h) (Diagramm 14).

Chitotriosidase:

40- p=ns .

30 I

T T E3 S+DOPG

e
2 T
3 29 T
S
[

10-

C ) E— v

gesunde Lunge nach 72 Stunden

Diagramm 14: Aktivitat der Chitotriosidase in der bronchoalveolaren Lavage
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Die sSMase-Aktivitat war bei den beiden Gruppen n8urfactant-Komponente
(S+DOPG: 2000,50 + 119,65 pmol/mg/h; S: 1977,38;48 pmol/mg/h;) gegentber der
Kontrollgruppe (C: 2647,64 + 116,86 pmol/mg/h) imunigengewebe signifikant niedriger
(p < 0,05). Der Unterschied zwischen der S- und GPB-Gruppe war jedoch nicht
signifikant (Diagramm 15)

sSMase-Aktivitat:

3000- p<0.05

=

T p=ns

§ ! '

© 2000- == =

(o)

c

Q

(o)

c

=)

= 1000-

(@)

£

S

=

o 0- T T
O % L

&0

Diagramm 15: Aktivitat der sSMase im Lungengewebe

ns = nicht signifikanter Unterschied
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Die Gruppenunterschiede der Ceramid-Konzentratiowischen den S+DOPG-
(2010,70 + 216,60 pmol C16+C18/mg), S- (2114,42%,15 pmol C16+C18/mg) und
Kontroll-Gruppe (2415,12 + 168,46 pmol C16+C18/mg) Lungengewebe waren nicht
signifikant (Diagramm 16).

Ceramid
()
0
2 3000- p=ns
)
2
()
*
€ 2000 '
|
(@)]
E
9 1000
O
+
(o)
O
K] 0- T T
£ ® &
9"0

Diagramm 16: Konzentration von Ceramid im Lungengevebe

ns = nicht signifikanter Unterschied
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3.5.3 Surfactant

Die Oberflachenspannung des Surfactants in deieleBALF nach 72 Stunden maschineller
Beatmung fur die S+DOPG-Gruppe (27,29 * 3,11 mNdmierschied sich nicht signifikant
von der Surfactant- (32,23 £ 7,62 mN/m) und der tkaigruppe (41,41 + 7,34 mN/m). Die
Surfactantkonzentration wurde vor der Messung 8uhty/ml standardisiert (Diagramm 17).

Oberflachenspannung Surfactant:

60- p=ns
E:nS
404 —
E
2 — -
S
204
0- T T
@ ) OQO
%XO

BALF nach 72 Stunden maschineller Beatmung

Diagramm 17: Oberflachenspannung des Surfactant

ns = nicht signifikanter Unterschied

3.5.4 Apoptose

Weiterhin wurde die Apoptoserate in den Alveolen dar TUNEL-Technik untersucht. Der
Medianwert der alveoldren Apoptose war in der S+B&@Fuppe (14 apoptotische Zellen)
im Vergleich zur S-Gruppe (25 apoptotische ZellgnP00 epithelialen Alveolarzellen mit
p < 0,05 signifikant verringert (Diagramm 18).
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Apoptose

p<0,01

(o2}
(@)
[]

p<0,05

SN
o
[]

N
o
[]

Apoptotische Zellen /
200 epitheliale Alveolarzellen

Diagramm 18: Apoptose in den Alveolen
3.6 Bakterielle Besiedlung

Bereits bei der ersten diagnostischen LungenlaliaBesich bei der Mehrzahl der Tiere eine
bakterielle Kolonisation der Atemwege nachweiseas Wachstum der Bakterien wurde mit

einem Score von

+ vereinzelt nach Anreicherung
++ sparlich
+++ moderat

++++ schwer

quantifiziert. In den Kulturen der bronchoalveotéreavageflissigkeit von der initialen
Lavage war des Wachstum vereinzelt (hach Anreictgribis sparlich von Bakterien-
stammen aus den Gruppen der Streptokokken, Entdtelp Staphylokokkus aureus,
diverser Staphylokokken, E.coli, Enterobakter, $porund anderer Bakterien wie

Haemophilus spec. und Gemella morbillorum vorzugimd

Im Rahmen des Versuchs mit maschineller Beatmuhiglegn die Tiere zwei Stunden nach

der ersten Intervention und anschlieRend im Abstamid 12 Stunden eine antibiotische
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Bakterielle Besiedlung

Prophylaxe mit Ampicillin/Sulbactam 50 mg/kg Korgewicht zur
bakterieller Besiedlung der geschadigten Lungen iesoRRrophylaxe einer beatmungs-
assoziierten Pneumonie. In den Kulturen der BALF plest mortem extrahierten Lungen
konnte ein sparliches Wachstum von E. coli bei Vieren in der Kontrollgruppe, bei zwei

Tieren in der Surfactant—Gruppe und bei funf Tierenler S+DOPG-Gruppe nachgewiesen
werden. Ebenso gab es in der Kontrollgruppe eirsMgrstier mit einer schweren Besiedlung
mit Proteus mirabilis (++++) und in der S+DOPG-Qragein Ferkel mit maligem Wachstum

der Lactobacillen (Leucostonoc spec (+++)) (Tabg)le

Pravention von

Gruppen: Kontrolle Surfactant DOPG

Stunden im oh 72h Oh 72h oh 72h

Versuchsverlaut

Bakterien positiv 6/8 6/8 6/7 417 417 517
Streptokokken 3x+ - Ix+ - Ix+ -
Enterokokken Ix+ - Ix+ - Ix++ -

wn

D |E. coli Ix+ 4x++ - Lxt+, Ix+ 2X+, 3X++

8 Ix++

o |diverse

3x+ - Ix+ Ix++ Ix+, Ix+4 -

% Staphylokokken

S |Staph. aurens | Ix+, Ix++ - Ix+ - 1x++ -

=

o |Enterobacter - - - 2X+ Ix++ -
Sporen - - 3x+ Ix+ - -
andere* - X+, - 2+ - Lxt+,

Tabelle 6: Bakterienbesiedlung der Lunge

Beispiel: 5x++ = fuinf Tiere, die ein sparliches Bakrienwachstum aufwiesen

* C-Gruppe: Proteus mirabilis 1x++, 1x++++, Leucostnoc spec. 2x++, Pendiococcus pentosaceus 2x++;

S-Gruppe: Pendiococcus pentosaceus 1x+, Sphingonagmpaucimobilis 1x+;

S+DOPG-Gruppe: Pendiococcus pentosaceus 1x++, Lestonoc spec. 1x+++
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4. Diskussion

Zu Versuchsbeginn hatten alle Tiere &hnliche auléreveltbedingungen und Klinische
Parameter vorzuweisen, so dass von einer gleichegakgssituation ausgegangen werden

kann.

Im Verlauf des Versuches stellten sich allerdingssentliche Unterschiede zwischen den
Gruppen ein. Einige klinische Parameter zeigten niikgnte Unterschiede der
S+DOPG-Gruppe im Vergleich zur Surfactant- bzw. ®aoligruppe. Zusammengefasst
konnten folgende Verbesserungen der klinischennkatexr Gasaustausch, Lungenddem und

Lungenmechanik beobachtet werden.

= Der Oxygenierungsindex war in der S+DOPG Gruppeifkgnt verbessert.

= Der Ventilationseffizienzindex war im dritten Zetervall und bei den zusammen-
gefassten Zeitintervallen in der S+DOPG-Gruppeiskgmt verbessert.

» Der extravaskulédre Lungenwasserindex war in der@*G-Gruppe in Vergleich zu den
anderen Gruppen signifikant niedriger.

= Die spezifische Compliance war in der S+DOPG-Gruppe/ergleich zu den anderen
Gruppen signifikant hdher.

= Genexpressionen von Amphiregulin, T@E-und Interleukin-6 waren in der S+DOPG-
Gruppe signifikant niedriger.

= Die Konzentration der Phospholipase A2 war sigaifikniedriger.

» Die alveolare Apoptoserate war in der S+DOPG-Grigigeifikant niedriger.

= Die Zellzahl in der bronchoalveolaren Flissigkedtr 6§+DOPG-Gruppe war nach 72

Stunden geringer als in den anderen Gruppen
4.1 DOPG

Dioleoylphosphatidylglyzerol ist ein ubiquitar vamamendes anionisches Lipid der
Zellmembran und ein naturlicher Bestandteil ded&@taint (Hawgood und Poulain 2001). Es
ist gut zellgangig und hemmt in der Zellkultur vamveolaren Makrophagen die

Genexpression von Phospholipase A2 Typ IIA und TN®Yu et al. 2003).
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DOPG wurde nach dem aktuellen Stand der Wissertsalogh nicht in einer Tierstudie
verwendet. Es sind lediglich einige Ergebnisse aeflkulturstudien mit pulmonalen
Makrophagen bekannt. Die meisten der in dieseri§&toelobachteten Effekte sind daher als

neu in einem translationalen Modell zu bewerten.
4.2 Klinische Parameter

Der Ventilationseffizienzindex verbesserte sichtean dritten Tag im Zeitintervall
(3d12h - 3d24h), nachdem die dritte und letzte Gaire Surfactant und DOPG erfolgt war.
Dies stimmt mit der Zusammenfassung von Hallidagréim, die besagt, dass mehrere (bis zu
drei) Surfactantgaben effektiver das UberlebenFbéhgeborenen mit ARDS sichern kénnen
als Einzelgaben (Halliday 2005). Uber alle Zeitimgdle zusammen gesehen ergibt sich
ebenso eine signifikante Verbesserung der Vertiladier S+DOPG-Gruppe im Vergleich zur

Surfactant-Gruppe.

Bei der Betrachtung des Oxygenierungsindexes wasediin der S+DOPG-Gruppe im
Vergleich zu den anderen beiden Gruppen (p < 0,8813uch im direktem Vergleich mit der
Surfactant-Gruppe (p < 0,001) signifikant niedrig®¥ie Trachsel und Mitarbeiter 2005
gezeigt haben, korreliert ein hoher Ol mit eindréliten Mortalitat ohne Extubation sowie
auch langerer Beatmungsdauer bei Kindern mit akutemgenversagen (Trachsel et al.
2005). Seeley und Mitarbeiter konnten feststell@mss erwachsene Patienten mit akutem
Lungenversagen, die bereits am ersten Tag einarifisant erhohten Ol aufwiesen, nicht
Uberlebt haben. Eine Verringerung der Compliancerderuebenso als eine Variable
beschrieben, die mit Tod der Patienten mit akuteamgenversagen bei mechanischer
Ventilation zwischen dem ersten und sechsten Tagzaert wird (Seeley et al. 2011). In
diesem Versuch war die spezifische Compliance d&C3G-Gruppe im Vergleich zu der
Surfactant-Gruppe signifikant besser. Somit sintk é/erbesserung der Oxygenierung und
der spezifischen Compliance wichtige klinische Ret@r bei der Beurteilung der Wirkung
von S+DOPG.

Ein erhdhter extravaskuléarer Lungenwasserindexpentg einer Zunahme der kapillaren
Permeabilitdt bei schwerer Inflammation der Lunde: setzt sich zusammen aus

interstitiellem, intraalveolarem und intrazellulireGewebewasser in allen perfundierten
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Lungenarealen und stellt ein MalR Uber die aul3erltEb Lungenkapillaren gelegene
eingelagerte Flissigkeit dar. Ein erhdohter EVLWenrdkorreliert mit einer erhéhten Letalitat
und langerer Beatmungsdauer bei padiatrischen dmeastienten mit akutem

Lungenversagen (Lubrano et al. 2011). Das Extradask Lungenwasser in der S+DOPG-

Gruppe war hier signifikant niedriger, was als pragtisch gunstiger Faktor zu bewerten ist.
4.3 Laborergebnisse

Um die Auspragung der Entziindungsreaktion in demn \dersuchsgruppen einschatzen und
miteinander vergleichen zu koénnen, wurden in diesBtudie einige wichtige
Entzindungsmediatoren in der bronchoalveolaren skjksit und im Lungengewebe
bestimmt. Aul3erdem wurde mittels einer TUNEL-Untefaing die alveolare Apoptoserate
gemessen. Zusammenfassend wurde festgestellt,ddassenexpression von Interleukin-6,
Amphiregulin, TGFB1 und Phospholipase A2 in der S+DOPG-Gruppe im Mgty zu den

anderen Gruppen signifikant verringert waren.

Interleukin-6 ist ein universeller Mediator in dériihphase einer Entziindungsreaktion. Er
wird unter anderem von aktivierten Makrophagen pedeit und triggert eine Vielzahl von

Entzindungsprozessen, wie zum Beispiel die Synthese Akute-Phase-Proteinen in der
Leber, die Differenzierung von B- und T-Lymphozytend die Sekretion von Antikdrpern

(Mosser und Edwards 2008). Es konnte in unseredi&tgezeigt werden, dass die
Genexpression von Interleukin-6 speziell im Lungamgbe bei der S+DOPG-Gruppe im
Vergleich zur Surfactant-Gruppe geringer war. Di&sgebnisse weisen darauf hin, dass

DOPG eine antientztindliche Wirkung besitzt.

Ebenso war die Genexpression der epithelialen Waetsfaktoren Amphiregulin und
TGF$1 im Lungengewebe signifikant verringert. Beide tBiree werden im Zusammen-

hang mit fibrotischen Lungenveranderungen bescéneb

Das Glykoprotein Amphiregulin wird in Epithelzelleter Lunge exprimiert. Es stimuliert
die Fibroblasten (Cruse 2003) und induziert tberBindung an den EGF-Rezeptor deren
Zellproliferation. Dolinay konnte 2006 zeigen, dasse Uberblahung des Lungengewebes
und eine LPS-Stimulation der perfundierten Lungesn Wausen einen signifikanten

Anstieg der Genexpression von Amphiregulin bewirf@®linay et al. 2006). AulRerdem
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wurde eine antiapoptotische Wirkung des Amphiregufiestgestellt (Berasain et al. 2005
und Busser et al. 2009).

TGF$1 ist ebenfalls an der Pathogenese der Lungenébimgeiligt. Es triggert die
Proliferation von mesenchymalen Zellen und die #3brim entziindeten Gewebe (Fahy et
al. 2003). Degryse und Arribillaga konnten in neaesStudien zeigen, dass eine Inhibition
der Signalkaskade des TGHE-bei Mausen, deren Lungenepithel mit Bleomycircgadigt
worden war, eine signifikante Reduktion der Lunganolse bewirken konnte (Degryse et al.
2011 und Arribillaga et al. 2011). Ebenso wurdemiga antiinflammatorische
Eigenschaften des TGFE: beobachtet. Es vermindert die Aktivierung vom kigkagen
und die Freisetzung von Zytokinen (Mak und Saundégs).

Amphiregulin und TGH1 kénnen somit als Marker fir das Ausmal’ der fieresden

Prozesse in der Lunge angesehen werden. lhre geeliipression in der S+DOPG-Gruppe
dieser Studie kann als ein positives Ergebnis fiie &/erringerung der profibrotischen
Stimulation in der Lunge interpretiert werden. Dalvarden moglicherweise — wenn auch
durch unsere Ergebnisse nicht nachweisbar — di@paptotischen und antiinflamma-

torischen Effekte vermindert.

Wir konnten feststellen, dass in der S+DOPG-Grupde Konzentration der
Phospholipase A2 im Vergleich zur Surfactant- unghtfoll-Gruppe signifikant niedriger
war. Somit wurden die von Berger beschriebenen igifiauch in diesem Versuch bestéatigt,
welche zeigten, dass DOPG die Expression der Pbbppke A2 Typ Il, einem Subtyp der
Phospholipase A2 und damit auch Teil unserer Me&gsum Lysat der alveolaren

Makrophagen von Mehrschweinchen verringert (Beegel. 1999).

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, konneige Entzindungsmediatoren wie TMNF-
NF-xB sowie Lipopolysaccaride (LPS) die Synthese vonspholipase A2 hochregulieren.
In unserer Studie war infolge der Instillation vaiPS die Phospholipase A2 in der
Kontrollgruppe und Surfactant-Gruppe héher alsen $+DOPG-Gruppe. Der Grund kénnte
in einer verminderten Sekretion und Expression Vbifr-o. in alveoldren Makrophagen der
S+DOPG-Gruppe liegen, die ebenfalls von Berger Whdbeschrieben wurde (Berger et al.
1999 und Wu et al. 2003).
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Unsere Messungen zeigten jedoch keine signifikanfendnderungen in der Ceramid-
Konzentration und sSMase-Aktivitat im Lungengewabeh Behandlung mit S+DOPG. Das
Dioleylphosphatidylglyzerol scheint also seine aptiptitischen Wirkungen durch die
Hemmung der Phospholipase A2 und nicht durch Ceraimil sSMase auszulben.

Ahnlich verhielt sich auch die Chitotriosidase-Adtit. Sie zeigte in der bronchoalveolaren
Lavageflussigkeit keine signifikanten Unterschiedeischen den drei Gruppen nach
72 Stunden, was moglicherweise ein zu kurzes Zertmll fir entsprechende Veranderungen

ist. Surfactant und DOPG beeinflussen offensichttieses Enzym nicht.

Bezuglich der Auswirkungen von LPS auf die Chitmgrdase-Aktivitdt und -Genexpression,
wurde beschrieben, dass diese durch LPS hochragulexden kann (Malaguarnera et al.
2005). In unserem Versuch wurden jedoch nur mirem&tranderungen in jeder Gruppe
zwischen der initialen Aktivitat und der Aktivitéim Ende des Versuchs festgestellt. Da die
Chitotriosidase hauptsachlich bei Pilzinfektionew won chronisch aktivierten Makrophagen
produziert wird, kdnnte man schlussfolgern, dase édontamination mit Pilzen in diesem
Tierversuch nicht vorhanden (siehe auch mikrobisidge Befunde) oder die Versuchsdauer

nicht lang genug war, um chronisch aktivierte Mgkragen hervorzubringen.

Die Apoptoserate gibt das Ausmald der Schadigung alezolaren Zellen in diesem

Tiermodell an. Sie war in der Kontroll- und Surtadt-Gruppe hoch und in der Interventions-
gruppe mit S+DOPG signifikant verringert. Die Retlolk der Apoptose durch DOPG ist ein
bisher nicht beschriebenes Phanomen. Die Apoptasen kbekanntermal3en auf zwei
verschiedenen molekularen Wegen aktiviert werderiésem Tiermodell wurde vermutlich
hauptséachlich der extrinsische Signalweg, der dufidiF-Rezeptor vermittelt wird,

beeinflusst. Wir fanden eine 100fache Reduktion teerleukin-6-Genexpression, die
normalerweise durch Interleukin-1 und TNF in Entuimgsreaktionen hochreguliert wird.
Somit ist es mdglich, dass auch TNF in diesem dhath DOPG herunter reguliert wurde —
wie bereits durch Berger 1999 beschrieben — uedatiieolare Apoptose nicht in vollem
Mal3e triggern konnte. Die Apoptoserate war nachBaédrandlung mit S+DOPG um ca. 50%
niedriger als in der Kontrollgruppe. Die alveold@poptose kann auch fir die langfristige
Prognose nach ARDS entscheidend sein. Lee haten eflusammenhang zwischen der

Apoptose der pulmonalen Epithelzellen und Lungengb in einem transgenen Mausmodell

-62 -



Diskussion Zelltypisierung in der BALF

festgestellt. Dabei war ein fibrotischer Umbau desgenparenhyms die Folge von durch
TGF{$1 ausgeloster Apoptose (Lee et al. 2004). Die wedeite Apoptoserate in den
Alveolen, aber auch eine Reduktion von T@Fund Amphiregulin lassen vermuten, dass
durch die Behandlung mit DOPG eine Reduktion degfiasstigen Komplikationen einer

Lungenfibrose erreicht werden kann.

Die Oberflachenspannung des Surfactantfilms wadbeeidrei Versuchsgruppen ahnlich. Das
bedeutet, dass die Surfactantqualitat in der S+D@R@pe nicht besser oder schlechter als
in den Vergleichsgruppen war. Da die Surfactantigext BALF-Proben allerdings auf eine
einheitliche Surfactantkonzentration von 10 mg/ntandardisiert wurden, kann auf diese
Weise ein mdglicher Unterschied zwischen den Grappéne Berucksichtigung der
Unterschiede im Surfactantpool nicht ausgeschloasseden.

4.4  Zelltypisierung in der BALF

Eine BALF wurde am Anfang und am Ende des Versutrghgefihrt und die Zellzahl
sowie die Zelltypisierung bestimmt.

Die Zellzahl in der BALF der S+DOPG-Gruppe war n@éhStunden maschineller Beatmung

signifikant niedriger als die Zellzahlen der Sutéant- und Kontrollgruppe.

Zuséatzlich wurde eine Typisierung der Oberflachéigane CD 14 und CD 18 der BALF-
Zellen durchgefuhrt. Der prozentuale Anteil der CDpositiven Zellen zeigte keinen
Unterschied zu den anderen beiden VersuchsgrupP@n.CD 18 und doppeltpositiven
Zellen waren in des S+DOPG-Gruppe signifikant nger im Vergleich zur Surfactant-
Gruppe.

Das CD14-Antigen wird vor allem auf Monozyten und Makroplkagxprimiert, wogegen es
auf Granulozyten deutlich seltener zu finden @D14 ist ein Erkennungsrezeptor fiir LPS,
von welchem es eine l6sliche und eine membrang@énélorm gibt. Bei bakteriellen und
nicht bakteriellen Pneumonien ist das l6sliche CDitdder BALF und im Serum erhoht.
Auch bei padiatrischen Patienten mit Pneumonie dandich erhohte Werte von
membranstandigem CD14uf Makrophagen der BALF und Monozyten im perigneBlut,
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wobei Patienten mit zystischer Fibrose, Asthma eowesunde Kontrollkinder ohne

pulmonale Beeintrachtigungen keine erhéhten Werteiasen (Marcos et al. 2010).

Das CD18-Antigen wird auf neutrophilen Granulozyten und Magten exprimiert und ist in
geringerem Umfang auch auf Makrophagen sowie T- BrAdymphozyten anzutreffen.
CD18 alsBy-Integrin hat eine fundamentale Bedeutung bei dap&lese der Entziindungs-
zellen aus dem kapillaren Endothel und ihre Tragsaton ins entzindete Gewebe
(Siegenthaler und Blum 2006).

Das Exprimieren dieser Oberflachenantigene aufftdlen der BALF in unserem Versuch
konnte eine Reaktion auf LPS (CDJl4und die Einwanderung der Makrophagen und
Monozyten via Cemotaxis (CD18ins entziindete Lungengewebe sein. Die Ergebmisse
FACS-Analyse zeigen, dass in der S+DOPG-Gruppeessmgt weniger Zellen im Alveolar-
raum vorhanden waren und der Anteil der CD%8rringert war. DOPG scheint also einen
supprimierenden Effekt auf die Aktivierung und Migon der Monozyten und Makrophagen

zu haben. Das ist ein Effekt, der in der Literatach nicht beschrieben wurde.

Monozyten und Makrophagen haben eine wichtige RmieEntstehung und Entwicklung der
pulmonalen Erkrankungen einschlie3lich der LundeonBe. Makrophagen kénnen durch
Tyl-Zellen, natirliche Killerzellen, Antigen-préasemgnde Zellen und mit Hilfe der
Entziindungsmediatoren TNF und IFNaber auch durch die Beseitigung von Zellresten be
Gewebsnekrosen aktiviert werden. Dabei sind Rereptwie TLR (toll-like receptor) und
Interleukin-1-Rezeptor beteiligt. Nach der klass&st Aktivierung setzen die Makrophagen
IL-1, IL-6 und IL-23 frei. Die Verminderung der Aahl der Monozyten und Makrophagen
hat auch einen weiteren positiver Effekt auf diegfaistige Entwicklung des ARDS zur
Lungenfibrose. Mosser hat eine Makrophagen-Popumatibeschrieben, sogenannte
Wundheilungs-Makrophagen, die durch Stimulation \rderleukin-4 und Interleukin-13 aus
Monozyten entstehen kdnnen. Diese setzen zwamsglger proinflammatorische Zytokine
frei, sind aber an der Bildung von extrazellulakdatrix beteiligt. Nach einer Hemmung
dieser Makrophagen-Population konnte eine Reduktiem Fibrosierung der Lungen
beobachtet werden. Diese alternativ aktivierten tidpkagen konnen Chitinase-Enzyme wie
zum Beispiel Chitotriosidase freisetzen (Mosser ththivards 2008). Gerade die mit LPS

stimulierte Zellkultur von humanen Makrophagen @atlie hochste Chitotriosidase-
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Expression zu verzeichnen (Malaguarnera et al. 20@5Bargagli et al. 2008). Die Aktivitat
der Chitotriosidase in unserem Versuch war jedactier S+DOPG-Gruppe nicht signifikant
verringert. Dies konnte auf eine mangelnde Beessilimg der Wundheilungs-Makrophagen

durch DOPG in den Lungen hinweisen.
4.5 Bakterielle Besiedlung

In der Kultur der ersten BALF fanden sich leichtes lsparliche Ansammlungen von
Bakterienstimmen aus den Gruppen der Streptokokketerokokken, Staphylokokkus
aureus, Staphylokokken, E.coli, Enterobakter, Spored andere Bakterien wie Haemophilus
spec. und Gamella morbillorum. Eine bakterielle dfosation der Atemwege bei Schweinen
ist typisch, da diese in engem Kontakt mit dem Bodeben und Bodenkeime somit

regelmafig aspiriert werden.

In der letzten BALF bestand die bakterielle Besiedl der Lungen nach der maschinellen
Beatmung im Wesentlichen aus E.coli und in Einflelifdauch aus anderen Bakterien wie
Proteus mirabilis und Lactobacillen. Wir konnterstéellen, dass nur in zwei Fallen
Bakterien gewachsen waren, was dann in starkersprdgung geschah: 1x Proteus mirabilis
(++++) in C-Gruppe, 1x Leucostonoc spec. (+++) ¥rD®OPG-Gruppe. Insgesamt konnten
jedoch durch die antibiotische Prophylaxe typis@l&atmungs-assoziierte Infektionen der
Atemwege mit Streptokokken, Enterokokken und Sthg¥okken verhindert werden.

Weiterhin gehen wir davon aus, dass durch eineebake Besiedlung der Lungen der

Versuchstiere eine zusatzliche Immunreaktion agstj@urde.
4.6 Tiermodell

Das Modell des neonatalen akuten LungenversageAROB) sollte eine mdoglichst

Klinik-&hnliche Situation maschinell beatmeter Neligrener mit hypoxamischem Lungen-
versagen widerspiegeln. Weit verbreitet ist dieuktotbn von ARDS durch repetitive Lungen-
lavagen mit physiologischer Kochsalzldsung — zueesichrieben von Lachmann (Lachmann
et al. 1980) — die einen Surfactantmangel verueaamd eine erhebliche transpulmonale

Migration von Entziindungszellen auslosen.
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Bei akutem Lungenversagen durch Inflammation —Anignahme des Atemnotsyndroms bei
Frihgeborenen — liegt der Schwerpunkt in einer &tahtdysfunktion resultierend aus der
Schadigung des Epithels und des Endothels, wassd#tineinem nicht hydrostatischen
Lungenddem entspricht. Weitere Lungen-schadigenddingungen waren auf3erdem die
maschinelle Beatmung sowie die bakterielle Besmgllder Lunge. Somit ist das ARDS in
unserem Modell als eine multifaktorielle Schadigw®y Lunge einzuordnen und entspricht
der Situation beatmungspflichtiger Neugeborener.

Das Beatmungsmanagement der an ARDS erkrankteenRati beeinflusst das klinische
Ergebnis. Es konnte von Brower gezeigt werden, dassermindertem Beatmungsvolumen
von 6 ml/kg Korpergewicht (Plateaudruck bis 30 cr2@Hl im Vergleich zu 12 ml/kg
Kdrpergewicht (Plateaudruck bis 50 cm H20) die ligta um 22% verringert und die
Beatmungsdauer reduziert werden konnte (Browek. @080). Auch konnte Petrucci in einer
Metaanalyse zeigen, dass eine Beatmung mit 7 millékgergewicht im Vergleich zu 10 bis
15 ml/kg Korpergewicht die Mortalitdt bei ARDS-Ratten signifikant senken konnte
(Petrucci und lacovelli 2007). Aus diesem Grund dewr in diesem Tiermodell moderate
Beatmungsvolumina von 7 ml/kg Kérpergewicht und BEEP von 6 mbar gewahlt. In der
Gruppe mit protektiver Beatmung konnten auch beudé# niedrigere Interleukin-6-spiegel
gemessen werden, was vermuten lasst, dass hohkdlisaina systemische Entzindungs-
reaktionen verstarken (Cannizzaro et al. 2011).

Ausnahmsweise kann es in der klinischen Situatltardings notwendig sein Patienten mit
hohen Tidalvolumina zu beatmen, um zum Beispiel @wygenierung bei hochgradig
kollabierter Lunge zu verbessern. Auch in diesermodell findet sich eine Episode der
Lungenuberbldahung von einer Stunde im Rahmen desterw Schadigungsprotokolls mit
hohen Tidalvolumen (14 ml/kg Korpergewicht) wieder.

AuRerdem wurden die Ferkel fur eine Stunde mitreif®EEP von O mbar und normalem
Tidalvolumen beatmetdierbei wurde die alveolare Stabilitdt getestetEPEstabilisiert die

Alveolen und verhindert ihr Zusammenfallen in dexsgrationsphase, was zu einer
Verbesserung des Gasaustausches und der artef®liggenierung beitragt. Eine Beatmung
ohne PEEP kann zu einer vermehrten Bildung vonektaken und einer Abnahme der

spezifischen Compliance der Lunge fihren, weil desunden Lungenabschnitte relativ
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Uberblaht werden. Das sog. ,Atelekttrauma“ kann nebe zur Expression von pro-

inflammatorischen Mediatoren fiihren (LaFollett@le2007).
4.7 Methodenkritik

4.7.1 Surfactant

In dieser Studie wurde die Funktion der Surfactmateine nicht bertcksichtigt. In
Curosurf® sind bedingt durch das Herstellungsvedamur die hydrophoben Surfactant-
proteine B und C enthalten, die ihrerseits die BEsgbaften des Surfactant beeinflussen. Die
Surfactant-Proteine B und C kénnen — wie von Braakmand Koautoren vermutet — mit dem
DOPG interagieren und zu einer héheren Oberfladbbtel der Phospholipid-Monolayer
fuhren (Brockman et al. 2003 und Biswas et al. 2088 Shanmukh et al. 2005). Die in
dieser Studie gemessenen Effekte von DOPG konnteim zum Teil durch seine Interaktion
mit den endogen vorhandenen Surfactantproteinemarzdes kommen. Die hydrophilen
Surfactantproteine A und D sind bei der Erkennung bakteriellen Membranen beteiligt
(Chiba et al. 2006). Es wurde auch beschriebers 8&sA lber die NkB- und TNFea-
Hemmung die Expression von sPLA2-1IA reduzierenrkaDiese Beobachtungen konnten
ebenso auch bei DOPG gemacht werden (Rintala undl&ieen 1993 und Wu et al. 2003).
Es ist zu vermuten, dass sich aus dem ZusammengmeSurfactantproteinen und DOPG

Synergieeffekte und antiinflammatorische Wirkungstérkungen ergeben.
4.7.2 Versuchstiere

In dieser Studie war die Mehrzahl der Versuchstreéanlich. In der Kontrollgruppe waren
zwei, in den Surfactant- und S+DOPG-Gruppe jeweilsr ein weibliches Tier
eingeschlossen. Diese Anzahl ist auf den ersteck Blingeschrankt repréasentativ fir das

Patientenkollektiv der Neugeborenen mit ARDS.

In einigen Studien wurde bei erwachsenen Patiegitepositiver Effekt von Ostrogenen auf
die Entziindungsreaktion und das Uberleben bei Hdragie und Sepsis festgestellt (Knofer|
et al. 2002 und Diodato et al. 2001). Bei neugefemeFerkeln — wie bei Menschen auch —
sind jedoch in diesem Alter nur geringe Mengen kdrpereigenen Geschlechtshormonen im

Kreislauf zu erwarten, weil noch keine pulsatileisetzung von LHRH (luteinising hormone
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releasing hormone) stattfindet und Uber LH (lusgmgy hormone) und FSH (follicle-
stimulating hormone) die Gonaden stimulieren k&®omit ist davon auszugehen, dass das
Geschlecht der Tiere in diesem Alter keine grol3erAnswirkungen auf die
Versuchsergebnisse hat, wenn auch eine gleichmaGegchlechtsverteilung fir diese

translationale Studie angestrebt war.
4.7.3 Dosierung

Wir verwendeten DOPG in einer Dosierung von 7,5prgg Ferkel mit einem Korpergewicht
von ungefahr 2,5 Kilogramm, also 3 mg/kg Korpergdwi Berger und Wu hatte die
Makrophagen mit einer endglltigen Konzentration \thug pro Milliliter Zellmedium
inkubieren lassen und einen maximalen Effekt a@ Hemmung der PLA2-Il nach 20
Stunden beobachten konnen (Berger et al. 1999 undeiVal. 2003). Das in die Lunge
instillierte DOPG verteilt sich auf eine mehrerea@ratmeter grof3e Oberflache, so dass die
endgulltige Konzentration des in Surfactant geloddpPG in der alveolaren Flussigkeit

kaum abschétzbar ist.
4.7.4 Organfunktion

Der Anstieg des Kreatinin bei den 48- und 72- StsmMessungen in der S+DOPG-Gruppe
ohne Auftreten einer Oligurie sowie ohne Zunahme eddravaskularen Lungenwasserindex
kann auf eine Umverteilung des Korperwassers ineandKompartimente aus dem
Blutplasma hinweisen. Ein toxischer Effekt ist jedainwahrscheinlich, da der Kreatininwert
in der letzten Messung wieder abgenommen und @ Tin Versuchsverlauf keine Oli- oder

Anurie entwickelt hatten.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Das Projekt am neugeborenen Schweinemodell gehFrdge der bestmobglichen Therapie

von akutem hypoxamischen Lungenversagen bei Neuge&o nach.

Das als nARDS (neonatal acute respiratory distsgsslrome) bekannte Krankheitsbild ist
eine komplexe Funktionsstorung des Gasaustausamgesder Lungenmechanik als Folge
einer schweren pulmonalen Inflammation, die einehehdSterblichkeit aufweist. Die

Entzindung ist durch eine immunologische Reakti@kegnzeichnet, bei der u.a. das
korpereigene Surfactant der Lunge durch Immunzelieth durch Plasmaproteine abgebaut

wird.

Die Therapie des nARDS besteht zum aktuellen Zekpum Wesentlichen aus einer
exogenen Substitution von Surfactant bei unterstiter maschineller Beatmung. Hinzu
kommen ergadnzende Antibiotikagaben zur Praventien skkundéaren Infektionen, NO-

Applikation zu den Beatmungsgasen und die Gabe&Pvostaglandin 12 —Analoga.

In diesem Versuch wurde bei maschinell beatmeteigeteorenen Ferkeln durch wiederholte
Lungenlavagen mit physiologischer Kochsalzldsungriden Endotrachealtubus ein akutes
Lungenversagen induziert. Im Verlauf einer Versuveime von 72 Stunden wurde in
Abstdnden von jeweils 24 Stunden die Lungen dereTieusatzlich mit zwei Phasen
Lungen-schéadigender Beatmung (PEEP von 0 mbar; Atguolumen 15 mil/kg KG) sowie
endotrachealer Instillation von Lipopolysaccharidggschadigt. Zwei Stunden nach jeder
dieser Schadigungen erfolgte die therapeutischerdantion, wobei drei verschiedene
Gruppen nach Randomisierung gebildet wurden. Eineip@& wurde mit exogem
endotracheal substituiertem Surfactant behandek, ldterventionsgruppe bekam zur
Surfactant-Emulsion zusatzlich das 1,2-Dioleoylgéyrero-3-phospho-rac-(1-glyzerol)
Natrium-Salz (DOPG) zugesetzt und der Kontrollgeipwurde lediglich ein Luftbolus

verabreicht.

Im Verlauf des Versuches wurde der klinische Zustaler Tiere durch Messung der
Parameter fur Gasaustausch, Kreislauf und Lungemamgc in zeitlichen Abstanden anhand

des Versuchsprotokolls dokumentiert.
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Die Anreicherung des Surfactant mit DOPG diente d@&sheiner Verlangerung der Wirkung
des exogen substituierten Surfactant. DOPG ist aemurlicher Bestandteil des
Surfactantfilms, der auch im Metabolismus andeedlers vorkommt.

In der Behandlungsgruppe mit S+DOPG stellten wiigei signifikante Verbesserungen der
Parameter sowohl fir den Gasaustausch, das Lungendte Lungenmechanik als auch fur
die Auspragung der Entzindungsreaktion fest. Dieyg@rierung, Ventilation, der
extravaskuldre Lungenwasserindex und die spezdisClompliance des respiratorischen
Systems waren signifikant verbessert. Auflerdem mwaie Genexpression von
Amphiregulin, TGFB1 und Interleukin-6 sowie die Konzentration von Stwlipase A2

signifikant verringert. Auch die Zellzahl in der dmchoalveolaren Lavage und die
Apoptoserate in den Lungenalveolen in der mit S+BOPehandelten Gruppe waren

signifikant geringer als in den anderen beiden Geuap

Diese Ergebnisse sind klinisch relevant und kénméglicherweise auf eine therapeutische
Option in der Behandlung des akuten LungenversdgesNeugeborenen mit S+DOPG
hinweisen. Die antientzindlichen Eigenschaften B€&3PG und die Verminderung des
Surfactant-Abbaus in der Substitutionstherapie k&mrzur Verbesserung der Beatmungs-
therapie bei Neugeborenen mit ARDS beigetragenockedst eine Erprobung in weiteren
Studien notig, um die hier beschriebenen positiz#fekte zu verifizieren und bestéatigen zu

kdnnen.
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