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1 Einleitung

Das Atmungssystem der Saugetiere ist komplex. Seine Hauptaufgabe ist der
Gasaustausch, das heil3t, es sorgt fur die Oxygenierung des Blutes durch
Aufnahme von Sauerstoff und regelt die Abgabe von Kohlenstoffdioxid und
anderen gasformigen Stoffwechselendprodukten durch deren Abgabe an das
alveolare Atemgasgemisch. Durch Regelkreise (z. B. Steigerung des
Atemzeitvolumens durch Reizung peripher-arterieller und zentral-nervoser
Chemorezeptoren im Glomus caroticum und in der Medulla oblongata durch
einen Anstieg der Protonen ([H']) -Konzentration bzw. einem Anstieg des Pcoy)
steuert das respiratorische System zusammen mit den Nieren den Sé&ure-
Basen-Haushalt. Eine weitere wichtige Eigenschaft ist die Bereitstellung
immunologischer Mechanismen zur Abgrenzung des Organismus gegenuber

der AuRenwelt.

Das Atmungssystem teilt sich in luftleitende Anteile und die eigentliche
Respirationszone auf. Zu den luftleitenden Anteilen zahlen die oberen
Atemwege mit Nase, Nasennebenhohlen, Pharynx und den proximalen Anteilen
des Larynx bis zur Epiglottis. Distal wird die Luft Gber die Trachea zu den
beiden Hauptbronchien weitergeleitet und Uber diese gleichmafig auf beide
Lungenfliigel verteilt. Im weiteren Verlauf erfolgt eine Aufzweigung des
Bronchialsystems in immer feinere luftleitende Strukturen, die Bronchien und
Bronchiolen bis hin zu den Terminalbronchioli. Die Schleimhaut des
Bronchialsystems ist mit Flimmerepithelien und Drusenzellen ausgekleidet.
Mittels des dort produzierten Schleims und der nach proximal gerichteten
Schlagbewegung der Zilien werden Fremdpartikel schon vor der
Respirationszone gefiltert (sog. Mukoziliare Clearence). Somit dient das
Bronchialsystem nicht nur dem Atemgastransport der Befeuchtung und der
optimalen Luftverteilung, sondern erfillt auch einen wichtigen Beitrag zur

Atemluftreinigung.

Der eigentliche Gasaustausch findet am Ende des luftleitenden Systems in den
Bronchioli respiratorii und den Alveolen statt. Alveolen sind mit einem dichten,

einschichtigen Epithel ausgekleidet. Es besteht zum grof3ten Teil aus Typ-I-



Pneumozyten. Sie kleiden ca. 95% der Gesamtoberflache der Lungenalveolen
aus. Typ-I-Pneumozyten bilden zusammen mit dem Kapillarendothel und der
dazwischenliegenden Basalmembran die sogenannte Blut-Luft-Schranke. lhre
Aufgabe - die Abgrenzung der Lumenoberflache vom pulmonalen Parenchym -
wird durch feste interzellulare Verbindungen ermdéglicht. Tight junctions und
Desmosomen verschlieBen den Interzellularspalt und verhindern dadurch ein
Eindringen von Fremdpartikeln oder Erregern. Gap junctions zwischen Zellen
erlauben die interzellulare ,Verstandigung“, die z. B. zur Synchronisation der
Zilienbewegung und den Transport von Substanzen wichtig ist. Dabei muss
gleichzeitig eine schnelle Aufnahme und Abgabe der Atemgase maoglich bleiben.
Morphologisch haben Typ-I-Pneumozyten deshalb eine abgeflachte Form. So

wird eine kurze und somit zeitsparende Diffusionsstrecke garantiert.

Die restlichen 5% der Lungenoberflache werden von Typ-lI-Pneumozyten gebil-
det. Sie sind kubisch geformt und stellen den Zellpool zum Ersatz zugrunde
gegangener Typ-l-Pneumozyten dar. Ihre wichtigere Funktion ist jedoch die
Produktion und Sezernierung von Surfactant, einem oberflachenaktiven
Phospholipoproteinkomplex (Surfactant = Surfice active agent). Weitere
Zelltypen im Lungenparenchym sind immunkompetente und zur Phagozytose
fahige Zellen (Alveolarmakrophagen und interstitielle Makrophagen), welche
durch Phagozytose und T-Lymphozytenregulation zu einem grof3en Teil die
pulmonalen Abwehrfunktionen ausmachen [57, 111].

Durchschnittlich besteht eine menschliche Lunge aus ca. 480 Millionen Alveo-
len. Der Durchmesser einer einzelnen Alveole variiert dabei zwischen 50 und
250 pm [88]. Die daraus entstandene Gesamtoberflache von 80-120 m? ermdg-
licht einen optimalen Gasaustausch. Allerdings erfordert diese enorm grolie
Oberflache sowohl Stabilitdt als auch Flexibilitaét wahrend des Atemzyklusses.
Dies wird einerseits gewahrleistet durch das elastische Lungengewebe selbst,
andererseits muss eine moglichst kraftsparende Entfaltung der Lunge sicher
gestellt sein. Schon 1929 wurde durch Kurt von Neergard ein oberflachenakti-
ver Faktor vermutet, der die Oberflachenspannung an der Luft-Alveolen-
Grenzflache entscheidend absenkt und somit einen Kollaps der kleinen Alveo-



len verhindern kann [126]. Wissenschaftlich nachgewiesen wurde dieser Faktor
aber erst 25 Jahre spater durch Pattle [91] in Lungenddemflissigkeit und durch
Clements in Extrakten aus Ratten-, Katzen-, und Hundelungen [31]. Als ein
Hauptbestandteil dieses Faktors wurde von Thannhauser 1946 das
Dipalmityllecithin (heute bekannt als Dipalmitoylphosphatidylcholin oder DPPC)
beschrieben [118].

Ein Zusammenhang zwischen antenatalem Surfactantmangel und dem neo-
natalen Atemnotsyndroms (,infant respiratory distress syndrome®, IRDS) wurde
erstmals 1959 durch Avery und Mead postuliert [5]. Sie untersuchten Extrakte
aus Lungen verstorbener frihgeborener Kinder, die unter den typischen
Symptomen des Surfactantmangels litten. Die von ihnen erworbenen
Erkenntnisse bildeten die Grundlage der modernen Surfactantforschung.
Seither wurde eine Vielzahl von Publikationen verdffentlicht, die sich mit den
biochemischen, biophysikalischen und hormonregulatorischen Grundlagen des
pulmonalen Surfactant beschaftigen. Schon vor fast 40 Jahren wurde durch
Liggins et al. an pranatalen Schafen nachgewiesen, dass katabole
Wirkeinflusse von Glukokortikoide zu einer Steigerung der Surfactant-
Konzentration im extrazellularen Alveolarbereich fihren. Dieser therapeutische
Nutzen einer antenatalen Glukokortikoidgabe wird seither erfolgreich zur
sogenannten ,Lungenreifeinduktion” eingesetzt [75]. 1980 erfolgte erstmals die
erfolgreiche Substitution eines supplementierten bovinen Surfactantextraktes

bei an IRDS erkrankten Kindern durch Fujiwara et al. [43].

Es zeigte sich weiterhin, dass der pulmonale Surfactant nicht nur eine Reduk-
tion der Oberflachenspannung bewirkt, sondern auch einen wichtigen Beitrag in
der Immunabwehr leistet. Dabei ist seine molekulare Zusammensetzung ent-
scheidend. So haben hydrophile Surfactantbestandteile wie die Surfactant-
Proteine A und D (s. u.) die Fahigkeit zur Opsonierung und Agglutination von
pathogenen Keimen und unterstiitzen somit die Phagozytose [48, 65, 81, 119].
Hydrophobe Bestandteile (Phospholipide, Surfactant-Proteine B und C, s. u.)
hingegen beeinflussen direkt die Aktivitat der zellularen Immunabwehr. In
anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Surfactant-Konstrukte



abhangig von ihrer Zusammensetzung einen hemmenden  oder
aktivitatssteigernden Effekt auf die proliferative T-Zellaktivitat oder die
Makrophagenaktivitdt haben kénnen [11, 133]. Eine aktuelle Studie von Gille et
al. zeigt zudem, dass Einzelkomponenten im Surfactant einen unterschiedlichen
Effekt auf die Makrophagendifferenzerung und T-Lymphozytenproliferation
haben [44].

Seit etwa 20 Jahren stehen leistungsfahige Messmethoden zur Verfiigung, die
eine genauere Analyse des Surfactantgemischs erlauben [15, 53, 92, 101].
Wahrend die molekulare Zusammensetzung des Surfactants unter physiologi-
schen Bedingungen breit erforscht ist [12, 13, 14, 32, 124], ist die individuelle
Zusammensetzung bei pathologischen Zustdnden und wéhrend der Lungenent-
wicklung jedoch Gegenstand intensiver aktueller Forschung [32, 42, 47, 61,
134].

1.1 Fragestellung der Arbeit

Das neonatale Atemnotsyndrom (IRDS, ,infant respratory distress syndrome®)
bedingt eine erhdhte Mortalitdt und Morbiditat unreifer Frihgeborener, deren
Lungen noch keine ausreichenden Mengen an Surfactant sezernieren kdnnen
[4, 59, 119]. Da Surfactant lediglich in Typ-ll-Pneumozyten synthetisiert wird, ist
es wichtig nach Regulationsmechanismen zu suchen, welche selektiv deren
Differenzierung und Funktion stimulieren. Eine seit Uber 30 Jahren anerkannte
und gut etablierte pharmakologische Methode ist die antenatale Gabe von
Cortikosteroiden. Eine systemische Glukokortikoid-Therapie der Mutter kurz vor
Geburt soll die Synthese bestimmter an der Surfactant-Produktion beteiligter
Proteine induzieren [6, 22, 23, 46, 59]. Streitfrage aktueller Forschung ist derzeit
auch, ob eine Verlangsamung des Surfactant-Metabolismus oder des Surfac-
tant-Recyclings eine Rolle spielt [21, 24]. Der Erh6hung des Surfactantpools
liegt zudem wahrscheinlich eine frihzeitige oder akzelerierte Differenzierung
der Zellen zugrunde. Dies bedeutet, dass Glukokortikoide direkt die Bildung und
Sekretion pranatal angelegter intrazellularer Surfactantspeicher stimulieren [22,

23, 46, 56, 79], eine ,echte” Zellvermehrung jedoch nicht stattfindet. In friiheren



Untersuchungen wurde aufRerdem nachgewiesen, dass Glukokortikoide die
Aktivitat wichtiger an der Fettsduresynthese beteiligter Enzyme malfigeblich

steigern kénnen [12].

Die Risiken einer Glukokortikoidtherapie beruhen vorrangig auf deren
immunmodulatorischen und katabolen Effekten. Zu nennen sind erhohte
Infektanfalligkeit als Zeichen der immunsuppressiven Wirkung [50, 59, 127],
verringertes Geburtsgewicht  durch Proteinkatabolismus, aktivierter
Glukoneogenese und gesteigerter Lipolyse [50, 110, 127] sowie eventuelle
neurologische Spatfolgen aufgrund verschiedener Einflisse auf die Entwicklung
des zentralen Nervensystems [9, 56]. Des Weiteren hat sich gezeigt, dass eine
antenatale Glukokortikoidgabe die Entwicklung einer Bronchopulmonalen
Dysplasie, der Hauptkomplikation des IRDS, begunstigt [50, 55]. Dies kdnnte
mit der durch Glukokortikoide vermittelten Induktion des Vasoendothelialen
Growth Factors zusammenhangen, welcher die Alveolarisierung behindert [46].
Generell fuhren Glukokortikoide zu einer Entleerung der pulmonalen Speicher
von Glykogen und Neutrallipiden, beeintrachtigen den Lipidmetabolismus des
Zentralnervensystems und resultieren in einer systemischen Hyperlipidamie. Im
Tiermodell zeigten sich deutliche Effekte auf die Lipidzusammensetzung von

Leber, Plasma und Hirngewebe [21].

Im Gegensatz zu Glukokortikoiden vermag rekombinanter humaner
Keratinozyten-Wachstumsfaktor (rhKGF) eine Differenzierung der Typ-II-
Pneumozyten wahrend der Alveolarisierung zu induzieren, die ohne die
systemischen Nebenwirkungen der Glukokortikoide ablauft. RhKGF stellt einen
Vertreter der Fibroblast-Growth-Factor (FGF) Familie dar, welcher direkt am
spezifischen KGF-Rezeptor - der |lllb-Variante des FGF-2-Rezeptors -
extrazellular bindet. Da sich der FGF-2llib-Rezeptor ausschlie3lich auf
Epithelien befindet, kann KGF spezifisch epitheliale Zellen zur Proliferation
stimulieren [19, 27, 107, 108, 129]. Eine Wirkung auf die Typ-lI-Pneumozyten in
vitro wurde nachgewiesen [29]. Weiterhin kann KGF-Exposition in Zellkulturen
humaner Pneumozyten die Differenzierung der Typ-ll-Pneumozyten zu Typ-I-

Pneumozyten verlangsamen und wirkt antiapoptotisch [18, 29, 40, 129].



AulRerdem sind starke Effekte auf die mMRNA-Expression der Surfactantproteine
sowie einiger an der Fettsauresynthese beteiligter Enzyme nachgewiesen
worden [29, 78, 137]. Eine Exposition mit KGF und Glukokortikoiden in vitro
zeigte additive Effekte beider Substanzen gegeniber den Einzelsubstanzen auf
die Surfactant-Protein A und B Konzentrationen [84]. Kaza et al. zeigten im
Tierversuch, dass die exogene Zufuhr von rhKGF nach Hemipneumonektomie
die Alveolarisierung und das kompensatorische Lungenwachstum beschleunigt
[60]. Gleichzeitig stellen hohe Konzentrationen von rhKGF im Trachealsekret
einen wichtigen prognostischen Faktor gegen die Entstehung einer
Bronchopulmonalen Dysplasie dar, wie Danan et al. in ihrer Studie belegen
konnten [33].

RhKGF scheint sich damit als therapeutische Alternative oder Zusatztherapie
zur Behandlung eines schweren IRDS anzubieten. Seine Auswirkungen
bezogen auf den Surfactant-Pool und die molekulare Zusammensetzung des
Surfactants in der sich entwickelnden Lunge ist bis jetzt aber noch nicht

untersucht.
Daraus ergeben sich die Fragestellungen dieser Arbeit:

Ist die systemische Kurzzeitgabe von KGF bezlglich des Surfactantpools
und der molekularen Zusammensetzung des Surfactants gleichwertig oder
Uberlegen gegentber einer klassischen Induktion der ,Lungenreifung® mit

Glukokortikoiden?

Kann die Kombination des epithelialen Differenzierungsfaktors rhKGF mit
Betamethason die lipidmetabolischen Nebenwirkungen von Betamethason

auf die Lunge antagonisieren?

Lasst sich fur die rhKGF-Behandlung ein optimales therapeutisches

Zeitfenster wahrend der pulmonalen Differenzierung definieren?

Dies sollte an der sich entwickelnden Rattenlunge in vivo tUberpruft werden. Die-
ses Tiermodell ist ideal, da die wichtige Phase der Alveolarisierung bei der
Ratte postnatal (zwischen Tag 4 und Tag 13) stattfindet [25]. Daher lasst sich

die Wirkung von rhKGF auf das Surfactant-System relativ einfach in vivo unter



Spontanatmung untersuchen, ohne die Lunge zu schadigen oder einen hohen
apparativen Aufwand - wie durch Intubation und Beatmung - betreiben zu

~

missen. Dazu wurden Ratten im Alter von 3 Tagen (,3d-Tiere* a vor

~

Alveolarisierung), 7 Tagen (,7d-Tiere* & wahrend Alveolarisierung), 15 Tagen
(,15d-Tiere" & kurz nach der Alveolarisierung) und 21 Tagen (,21d-Tiere" &
abgeschlossene Alveolarisierung mit reifen, d. h. einschichtigem Kapillarbett)
(jeweils postnatal) Uber zwei Tage mit je 5mg/kg KGW rhKGF taglich, 1mg/kg
KGW Betamethason téglich oder einer Kombination dieser Substanzen

behandelt (Dosisreferenz siehe [54]).

Anschlieend wurden Lungenlavageflussigkeit (LLF) und Lunge entnommen
und mithilfe biochemisch-analytischer Methoden der Surfactantpool der Organe
und die molekulare Zusammensetzung der einzelnen
Phosphatidylcholinspezies mit der Hochdruckflissigkeitschromatographie
(HPLC) untersucht. Zusatzlich wurden Lebern und Plasmen nach gleicher
Methodik untersucht, um zu uberprufen, welche extrapulmonalen Wirkungen
rhKGF bei systemischer Gabe auf den Phospholipidstoffwechsel ausibt und um
die pulmonalen Wirkungen von rhKGF gegeniber Betamethason im

gesamtphysiologischen Kontext zu beurteilen.

Im folgenden Kapitel sollen zum besseren Verstandnis dieser Arbeit zunachst
die wichtigsten Bestandteile des Surfactant, seine biophysikalischen
Eigenschaften sowie Grundlagen zum Krankheitsbild des IRDS dargestellt

werden.



2 Grundlagen des Lungensurfactant

2.1 Biophysikalische Grundlagen

Die Oberflache der Alveolarwande ist mit einem dinnen Flissigkeitsfilm ausge-
kleidet. An dieser Luft-Wasser-Grenzflache kommt es, bedingt durch die Koha-
sion des Wassers zu Anziehungskréften, welche bestreben, die Oberflache
maoglichst klein zu halten. Diese Krafte bezeichnet man auch als
Oberflachenspannung. Wahrend des dynamischen Atemzyklusses ist das
Lungengewebe einer wechselnden Retraktionskraft durch das interstitielle
Bindegewebe ausgesetzt. Bei Entfaltung der Lunge ist sie grol3er, bei
Exspiration wird sie kleiner. Die weitaus groRere Retraktionskraft an
Grenzflachen wird jedoch durch die Oberflachenspannung ausgetibt. Sie lasst
sich als physikalischer Zusammenhang von Innendruck einer luftgefullten
(idealen) Blase, Oberflachenspannung und Radius als sogenannte Young-
Laplace-Gleichung beschreiben:

p = Innendruck einer Kugel [Kollapsdruck einer Kugel]
g = Oberflachenspannung

r = Radius

Demnach verhalt sich der Kollapsdruck proportional zur Oberflachenspannung
und umgekehrt proportional zum Radius. Der Druck und damit die Retraktion ist
umso hoher, je kleiner der Radius ist. Also wird erst Dbei
Oberflachenspannungen nahe 0 mN/m die Retraktion der Lunge am Ende der
Exspiration kleiner als in der Inspiration sein, weil sie nur noch von den

interstitiellen Bindegewebskraften abhéngt [70].



Dieser Zusammenhang gilt strenggenommen nur in Bezug auf ideale runde
Hohlkérper. Das Alveolarsystem ist wesentlich komplexer. Hier herrscht ein
Nebeneinander kleinerer und grofRerer polyedrischer, nicht kugelférmiger
Strukturen mit sehr unterschiedlichen Krimmungsradien. Somit lasst sich die
Young-Laplace-Gleichung nicht einfach tbernehmen. Vielmehr ist folgende

Beziehung anzunehmen:

#1 10
p:gxg—+—;
L hLyg

p = Innendruck
g = Oberflachenspannung
r1 = Querradius

r, = Langsradius

Im Bereich der Bronchioli respiratorii kann 1/r, beispielsweise sehr geringe
Werte annehmen, da es sich bei diesen Strukturen um sehr kleine, sackférmige
Ausstilpungen handelt, die nicht annahernd kugelférmig sind. Somit wirde

nach obiger Gleichung gelten, dassp =g/r.

Vereinfacht kann das Alveolarsystem der Lunge als ein Nebeneinander
unterschiedlich grof3er und miteinander kommunizierender Sphéaren, Sacculi
und Tubuli mit sehr unterschiedlichen Kurvaturen und damit Radien beschrie-
ben werden. Unter der Annahme einer konstant hohen Oberflachenspannung
wirden in Abhangigkeit von Radius und Kurvatur der terminalen
Lungenstrukturen an den Grenzflachen unterschiedliche Binnendriicke
(Kollapsdrucke) vorherrschen. Dies héatte zur Folge, dass Strukturen mit
starkerer Krimmung (kleinere Alveolen mit héherem Kollapsdruck) kollabieren
und die anderen Lungenstrukturen tberdehnt wiirden. Das bedeutet eine hohe

Belastung durch Scherkrafte fir die Gewebestrukturen und zudem eine erhéhte
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Atemarbeit. Vor allem endexspiratorisch wird dadurch ein massiver

Alveolarkollaps hervorgerufen (Atelektasenbildung).

Die Oberflachenspannung an einer reinen Luft-Wasser-Grenzflache (bei 37°C
und 760mmHg) entspricht etwa 70 mN/m (mJ/m?). Surfactant ist in der Lage,
diesen Wert auf nahe 0 mN/m (mJ/m?) abzusenken, was den Kollaps terminaler
Lungenstrukturen und die Bildung hoher interstitieller Scherkrafte verhindert
sowie die Atemarbeit erheblich vermindert.

2.2 Zusammensetzung des Surfactant

Surfactant ist ein Phospholipoproteingemisch, das zu etwa 90% aus Lipiden
und zu 10% aus Proteinen besteht. Den Hauptanteil innerhalb der Lipide (ca.
90%) stellen die Phospholipide (PL) dar. Der Rest sind Neutrallipide
(Cholesterol) und Membranbestandteile. Die Hauptfunktion der Lipide ist die
Reduktion der Oberflachenspannung. Die einzelnen Surfactant-Proteine (SP) A,
B, C und D sind fur die strukturelle Organisation des Surfactants an der
pulmonalen Gas-Flussigkeitsgrenzflache zustandig und nehmen wichtige
Immunfunktionen wahr (s. u.) [123, 138].

Wahrend die molekularen Bestandteile des Surfactant Gber viele
Saugetierspezies hinweg weitgehend identisch sind, kodnnen die
Konzentrationen der Einzelsubstanzen stark variieren. Auch innerhalb der
Spezies verandert sich die Zusammensetzung wahrend der Entwicklung [14,
102, 103] und in Abhangigkeit an physiologische Anforderungen [13, 14, 16,
103]. Weiterhin ist das Surfactant-System bei einer Reihe pathologischer
Zustande gestort [37, 42, 47]. Abbildungen 2.1 und 2.2 zeigen schematisch die
Zusammensetzung des extrazellularen Surfactants beim erwachsenen
Menschen sowie die PC-Zusammensetzung des Surfactants bei adulter Ratte
und dem Menschen.
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Abb. 2.1: Schematische Zusammensetzung von Surfactant. (modifiziert nach [49, 103]).
PC=Phosphatidylcholin, PG=Phosphatidylglycerol, PI=Phosphatidylinositol,

SPH=Sphingomyelin, PL=Phospholipide, SP=Surfactant-Proteine (Angabe in Gew.%).
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Abb. 2.2: Phosphatidylcholin-Zusammensetzung bei adulten Ratten und dem
Menschen (modifiziert nach [49, 103]). PC=Phosphatidylcholin. Erlauterung zur Nomenklatur
der PC-Spezies siehe Kap. 2.2.1. ,Andere PC" ist die Summe aus PC16:0/18:0, 16PC18:1/18:2,

PC18:1/18:1, PC18:0/20:4.
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2.2.1 Phospholipide

Phospholipide sind amphiphile Substanzen, das heil3t, diese Molekule besitzen
sowohl polare (hydrophile) als auch apolare (hydrophobe) Bereiche (s. Abb.
2.3). Grundgertst der Phospholipide im Surfactant ist das Glycerin, das an den
Kohlenstoffatomen C; und C, mit einem hydrophoben Fettsaurerest verestert
ist. Am Cs-Kohlenstoff des Glycerins ist Uber eine Phosphodiesterbindung eine
geladene oder ungeladene Kopfgruppe kovalent gebunden. Das Glycerin hat
demnach drei unterschiedliche Bindungsstellen. Sie werden mit sn-1, sn-2 und
sn-3 bezeichnet, abgeleitet vom englischen ,stereospecifically numbered®.

Die Variation der Kopfgruppen fihrt zu unterschiedlichen Phospholipidklassen.
Die unterschiedlichen Fettsaurekombinationen in sn-1 und sn-2 ergeben die
molekularen Spezies der jeweiligen PL-Klasse. Daraus resultiert eine nahezu
unbegrenzte theoretische Kombinationsméglichkeit mit unterschiedlichen
chemischen und physikalischen Eigenschaften, von denen in den Organen

allerdings immer nur bestimmte molekulare Spezies dominieren.

Die Benennung der Einzelsubstanzen beginnt mit der Nennung der beiden
Fettsauren, gefolgt vom Namen der Kopfgruppe. 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-
Phosphocholin (DPPC?) besteht demnach aus zwei Palmitoylresten, die an den
Positionen 1 und 2 des Glyceringerist verestert sind sowie einer

Phosphocholin-Kopfgruppe an Position 3 (s. Abb. 2.3 und Tab. 2.1).

! Eine andere ubliche Abkiirzung ist PC16:0/16:0, wobei PC fiir die PL-Klasse
steht. Die Zahlencodes stehen fir die Fettsdurereste in Position 1 & 2 des
Glycerolgrundgeristes. Die Ziffern vor dem Doppelpunkt definieren die Anzahl
der C-Atome der Fettsaure, die Ziffer hinter dem Doppelpunkt die Anzahl der
Doppelbindungen. 16:0 ist damit eine Fettsaure aus 16 C-Atomen mit O
Doppelbindungen = Hexadecansdure = Palmitinsdure. PC16:0/16:0 ist damit
1,2-Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin.
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Palmitinsdure (an C,)

Oﬁ/\/\/\/\/\/\/\/

Palmitinséure (an C,)

Abb. 2.3: Strukturformel eines Dipalmitoyl-Glycerophospholipids; Grundgerist bildet
das Glycerin (blau) an dem an Position sn-1 und sn-2 die Fettséauren in Esterbindung
angehangt sind (rot, hier am Beispiel der Palmitinsaure, hydrophober Anteil). An C; ist Uber
eine Phosphodiesterbindung die Kopfgruppe gebunden (R*, hydrophiler Anteil).

Polare Kopfgruppe

Name

H,C——CH—CH,—0—R

Glycerin

CHy Phosphatidylcholin (PC)
HyC—N-——CH,—CH,—O0—R
CHs Cholin
OH OH

Phosphatidylglycerol (PG)

HyN——CH,—CH,—O0—R

Ethanolamin

Phosphatidylethanolamin (PE)

Phosphatidylserin (PS)

OH
OH CH—C|ZH Inositol
TN\
HC  OH CH—O——R
N,/
$H—TH
OH OH

Phosphatidylinositol (P1)

Tab. 2.1: Einteilung der Glycerophospholipid-Klassen nach der chemischer Struktur
ihrer Kopfgruppen. ,R* entspricht dem 1,2-Diacyl-gycero-3-Phosphat-Rest (Phosphatidyl-
Rest), an dessen Phosphatgruppe die Kopfgruppe angehéangt ist.
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Durch ihre molekulare Struktur besitzen Phospholipide die Eigenschaft, in
wassriger Umgebung als Tensid zu wirken: Sie richten ihre polaren Kopfe zum
polaren Medium (Wasser) aus und die Fettsduren treten in hydrophobe
Wechselwirkung miteinander. Dadurch konnen sie sich zu Mizellen und
Liposomen zusammenlagern. An Grenzflachen zwischen Luft und Wasser
bilden sie mono- und oligomolekulare Filme aus, wobei die polare Kopfgruppe
zur wassrigen Phase hin orientiert ist und die hydrophoben Fettsduren der
obersten Schicht in die Luft zeigen [32, 99].

Untersucht man die einzelnen Phospholipide genauer, stellt man fest, dass sich
bei den Phospholipiden nicht nur die Kopfgruppen unterscheiden, sondern vor
allem die Fettsaureketten an sn-1 und sn-2 hinsichtlich ihrer
Kohlenstoffkettenlange und der Anzahl der Doppelbindungen differieren. Diese
Unterschiede gibt es nicht nur zwischen unterschiedlichen Phospholipid-
Klassen, sondern auch organotypisch und subzellular innerhalb einer Klasse
wie den Phosphatidylcholinen (sog. molekulare Spezies). Wichtige Fettsauren

und ihre Nomenklatur sind in Tab. 2.2 erlautert.

Abkirzung Name der Fettsdure
14:0 Myristinsédure

16:0 Palmitinsaure

16:1 Palmitoleolinséure
18:0 Stearinsdure

18:1 Olsaure

18:2 Linolsaure

20:4 Arachidonséure
226 Docosahexaensaure

Tab.2.2: Wichtige Fettsauren von Glycerophospholipiden. Die Abkiirzung bezeichnet die
Anzahl der Kohlenstoffatome vor dem Doppelpunkt und die Anzahl der Doppelbindungen im
Molekil nach dem Doppelpunt. 16:0 bedeutet damit eine Fettsaure mit 16 Kohlenstoffeinheiten
ohne Doppelbindungen = C1¢H3,0,.
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In der internationalen Nomenklatur hat sich etabliert, bestimmte Abklrzungen in
der Benennung der Phospholipide zu verwenden: Die entsprechende
Kopfgruppe wird mit zwei Gro3buchstaben angegeben (z. B. PC =
Phosphatidylcholin, PG = Phosphatidylglycerol, PE = Phosphatidylethanolamin,
etc.). Darauf folgt ein Zahlencode, beispielsweise 16:0/14:0. Die erste
Zahlenkombination (16:0) entspricht der Fettsdure in sn-1-Position, die zweite
Zahlenkombination (14:0) der Fettsaure in sn-2-Position. Die Zahlen selbst
stehen fir die Anzahl der C-Atome und die Anzahl der Doppelbindungen im
jeweiligen Fettsdureester. Demnach entspricht PC16:0/14:0 ,1-Palmitoyl-2-
myristoyl-glycero-3-phosphocholin®.

Wie in Abb. 2.1 gezeigt, stellen die Phosphatidylcholine mengenmafiig den
Hauptbestandteil der Surfactantlipide. lhre molekulare Zusammensetzung ist
dabei sehr charakteristisch und lasst sich in dieser Kombination nur im Surfac-
tant nachweisen [14, 16, 32, 49, 103]. Das (nach klassischer Vorstellung
funktionell) wichtigste Phosphatidylcholin ist das Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin
(PC16:0/16:0=DPPC). Es macht allgemein etwa die Halfte aller PC-Spezies im
Lungensurfactant aus (s. Abb. 2.2). Seine Konzentration wird jedoch
speziesabhangig, entwicklungsabhdngig und angepasst an physiologische
Gegebenheiten (wie die Atemfrequenz) verandert [14, 16]. So stellt DPPC bei
neonatalen Ratten direkt postnatal ca. 50% des Gesamt-PC. Nach 3 Tagen fallt
dieser Wert auf unter 40% und steigt mit zunehmendem Alter wieder an (siehe
Ergebnisse dieser Arbeit und [13, 14]).

Neben DPPC enthalt Surfactant hauptsachlich Palmitoylmyristoyl-PC
(PC16:0/14:0 = PMPC) und den einfach ungesattigten Spezies Pamitoylpal-
mitoleoyl-Phosphatidylcholin (PC16:0/16:1 = PPPC), Palmitoyloleolyl-Phos-
phatidylcholin (PC16:0/18:1 = POPC) und Palmitoyllinoleoyl-Phosphatidylcholin
(PC16:0/18:2). Weitere Bestandteile sind  Phosphatidylcholine  mit

polydesaturierten Fettsaureketten in geringen Mengen.

PC16:0/16:0, PC16:/14:0 und PC16:0/16:1 werden zusammen und praferentiell
in den Surfactant sezerniert. Sie machen grundsatzlich 75-80% des Gesamt-PC

aus, ihr jeweiliger Anteil ist aber variabel und an Atemphysiologie und
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Entwicklung angepasst. Die Anreicherung des Surfactant mit diesen drei
Bestandteilen stellt eine aktive Leistung der Typ-ll-Pneumozyten aufgrund
selektiver ~ Transportprozesse der  endoplasmatisch synthetisierten
Phospholipide dar [14].

2.2.2 Einflisse der Phospholipide auf die Oberflachenspannung

Das Ausmal3, indem das Phospholipid-Gemisch die Oberflachenspannung ab-
senken kann, hangt nach klassischer Vorstellung entscheidend von seiner
molekularen Zusammensetzung ab: Monolayer, die hauptséchlich aus fluiden
und ungesattigten Fettsauren bestehen (z. B. PC16:0/18:1, PC18:0/18:1 oder
PC14:0/14:0), konnen sich bei Korpertemperatur nicht eng genug
zusammenlagern und kollabieren unter wechselnden Spannungsverhéltnissen.
Kompression fuhrt bei diesen PC-Spezies deshalb zu wesentlich héheren
Oberflachenspannungen (s. Abb. 2.3). Umgekehrt sind Komponenten wie
PC16:0/16:0, die bei Kérpertemperatur (37°C) im Gelzustand sind, zwar alleine
imstande die Oberflachenspannung auf nahe 0 mN/m zu senken, da sie an der
Grenzflachen eine stabile Schicht bilden. Reines DPPC unterhalb seiner
Phasenubergangstemperatur (41,5°C) kann aber unter den dynamischen
Bedingungen der oszillierenden Alveole nur sehr langsam einen stabilen
Oberflachenfilm ausformen. Fur eine optimale Funktion ist also eine
Kombination aus DPPC mit fluideren Phosphatidylcholinen und den

hydrophoben Surfactantproteine SP-B und SP-C (s. u.) unerlasslich.

Die nur in geringen Konzentrationen vorkommenden anionischen Phospholipide
(Phosphatidylglycerole und Phosphatidylinositole) sowie die Neutrallipide schei-
nen ebenfalls einen wichtigen Beitrag zur optimalen Surfactant-Funktion unter
dynamischen Bedingungen beizutragen. Sie optimieren Adsorption und

Spreitverhalten des Surfactant-Films und verhindern dessen Kollabieren [82].
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Abb.2.4: Klassische Vorstellung der Surfactantfunktion durch DPPC in vitro. (nach
[99]). Oben: Ein Monolayer aus DPPC (16:0/16:0) lagert sich bei Lateralkompression eng
zusammen und kann so die Oberflichenspannung nahe 0 mN/m absenken. Unten: Fluides
ungesattigtes PC (PC18:0/18:1) bedeckt eine grolRere Oberflache und ist nicht komprimierbar,
so dass Oberflachenspannungen unter 18 mN/m nicht erreicht werden, da der Film vorher
kollabiert..

2.2.3 Surfactantproteine (SP-) A, B, Cund D

Das erste Surfactant assoziierte Protein wurde bereits 1973 entdeckt [62]. 6
Jahre spater folgte die Entdeckung zweier hydrophober Proteine [94] und 1988
die Entdeckung des vierten [97]. Nach Possmayer wurden die 4 bisher be-
schriebenen Proteine in der Reihenfolge ihrer Entdeckung benannt: Surfactant-
Protein (SP-) A, B, C und D. Generell werden die Proteine hinsichtlich ihres L6-
sungsverhaltens in Wasser unterschieden. SP-A und SP-D verhalten sich hyd-
rophil, SP-B und SP-C sind hydrophob.

2.2.3.1 Hydrophile Surfactantproteine SP-A und SP-D

Die Monomere der hydrophilen Proteine SP-A und SP-D besitzen eine
prinzipiell &hnliche Struktur. Beide sind aus einer unterschiedlichen Anzahl von
Homotrimeren  zusammengesetzt, die den beiden Proteinen ihre
charakteristische Tertiarstruktur verleihen. Bei SP-A sind es 6 Homotrimere, die
ein Oktadekamer bilden, wahrend es bei SP-D 4 Homotrimere sind, die ein
Dodekamer bilden. Im Endergebnis sehen SP-A und SP-D deshalb
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unterschiedlich aus: SP-A &hnelt einem Blumenstraul3, SP-D &hnelt einem
Kreuz (s. Abb. 2.4). Das den Trimeren zugrundeliegende Monomer setzt sich
aus 4 Doméanen mit einem aminoterminalen Ende, einem kollagenartigen
Segment, einer Halsregion und einem carboxyterminalen globularlecithinartigen
Ende  zusammen. Letztere ist die  sogenannte  Kohlenhydrat-
Erkennungsdoméane (eng. ,carbohydrate recognition domain“, CRD) (s. Abb.
2.4) [46, 89].

MONOMER TRIMER

—— CARBOHYDRATE RECOGNITION DOMAIN

NECK REGION

COLLAGEN-LIKE DOMAIN

N-TERMINAL DOMAIN

Abb. 2.5: Strukturvorstellung von SP-A und SP-D (nach [46]).

Das mengenmal3ig haufigste Surfactantprotein ist das SP-A. Beide Proteine
werden zu den Kollektinen gerechnet, deren Vertreter wichtige Funktionen im
angeborenen Immunsystem ausiuben. Sie sind in der Lage, inhalierte obligate
oder fakultative Pathogene zu binden (Opsonierung), was deren Phagozytose
stimuliert. Weiterhin wird Migration (Chemotaxis) und Freisetzung von
Sauerstoffradikalen aus Alveolarmakrophagen geférdert. Untersuchungen an

SP-A und SP-D Knock-out-Mausen zeigten eine drastisch erhéhte
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Empfindlichkeit gegeniber einer Vielzahl lungenpathogener Bakterien und
Viren [68, 71, 72, 73, 74, 80]. Fur SP-A wurde aul3erdem eine direkte
Interaktion mit den Surfactantlipiden, insbesondere mit PC16:0/16:0, ihrer
Strukturbildung (tubulares Myelin) sowie Einflisse auf Sekretion und
Wiederaufnahme von  Surfactantbestandteilen in  Typ-ll-Pneumozyten
nachgewiesen (s.u.) [48, 80, 93, 94].

2.2.3.2 Hydrophobe Surfactantproteine SP-B und SP-C

Die Proteine SP-B und SP-C stellen den geringeren Anteil der Surfactantpro-
teine dar. Ihre chemisch wichtigste Eigenschatft ist die extreme Hydrophobizitat.
So ist SP-C das hydrophobste Protein im Menschen, das bislang entdeckt
wurde. SP-B ist in seiner aktiven Form ein Homodimer, das aus jeweils 3 a-
Helices zusammengesetzt ist. SP-C stellt in seiner Sekundarstruktur eine
monomere a-Helix dar, die vorrangig aus Valinresten aufgebaut ist. Zuséatzlich
ist es an den Cysteinresten an Position 5 und 6 palmitoyliert. Dadurch erklart
sich seine extreme Hydrophobizitat (s. Abb. 2.5) [48, 122, 123, 130, 132].

Die Notwendigkeit der hydrophoben Proteine wird vor allem dadurch deutlich,
dass ein angeborener SP-B-Mangel zu einem Atemnotsyndrom fuhrt [131, 132].

Dieses verlauft ohne Lungentransplantation letal.

SP-C

Abb. 2.6: Strukturvorstellung von SP-B und SP-C (nach [46]).
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Nach neuesten Modellvorstellungen und gestutzt durch
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen sollen sie dies durch Organisation
von eng gepackten und mit DPPC angereicherten Clustern an der Grenzflache
erreichen (sog. ,liquid condensed domains®), die von mehr fluideren Strukturen
(sog. ,liquid expanded domains®) umgeben sind [69, 97]. Durch die selektive
Anreicherung mit gesattigten Fettsauren an der Oberflache leisten sie einen
entscheidenden Beitrag zur optimalen Surfactantfunktion. Weiterhin
beschleunigen sie die Lipidadsorption, die  Organisation eines
Loberflachenassoziiertem Surfactantreservoirs” und das Auseinanderspreiten

des Phospholipide am Interface wahrend des dynamischen Atemprozesses.

2.3 Surfactantsynthese und Sezernierung

2.3.1 Phospholipidsynthese

Der Grundbaustein der Neusynthese der Phospholipide ist die
Phosphatidsaure. Ihre Synthese beginnt beim Glycerin-3-Phosphat (G-3-P), das
durch Reduktion von Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) entsteht. Substrat fir
G-3-P ist Glukose aus intrazellularen Glykogenspeichern (haufig) oder direkt
aus dem Blut (selten) [49]. In einem weiteren Reaktionsschritt werden an seine
Ci- und Cy-Position durch eine Glycerol-3-phosphat-Acyltransferase (EC
2.3.1.15) und eine 1-Acylglycerol-3-phosphat-O-Acyltransferase (EC 2.3.1.51)
die entsprechenden Fettsdureketten verestert. Als Fettsduresubstrate dienen
hierbei vor allem gesattigte Kohlenstoffketten, da intrazellular vorrangig
Palmitoyl-CoA vorhanden ist (s. Abb. 2.6) [121]. Die Fettsauren selbst kdnnen
entweder direkt intrazellular mittels einer Fettsaure-Synthase (EC 2.3.1.85)
hergestellt werden oder sie werden aus dem Blut aufgenommen. Letztere Vari-
ante spielt vor allem bei der sich entwickelnden Lunge eine grof3e Rolle, da die
Typ-llI-Pneumozyten noch nicht in der Lage sind, ausreichende Mengen an PC-
Spezies allein bereitzustellen [16, 49]. Die Leber als Hauptsyntheseort und
Blutplasma als Transportmedium der Fettsduren finden deshalb in dieser Arbeit

eine gesonderte Beachtung.
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NADH/H®  NAD'

Glukose —» DHAP %» G-3-P

NAD"  NADH/H" Acyl-CoA
2
CoA
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3
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Abb. 2.7: Bildung von Phosphatidsdure und Diazylglycerol (modifiziert nach [121]).
DHAP=Dihydroxyacetonphosphat, G-3-P=Glycerin-3-Phosphat, PA=Phosphatidsaure,
DG=Diacylglycerol, PC=Phosphatidylcholin, PE=Phosphatidylethanolamin,
PG=Phosphatidylglycerol, Pl=Phophatidylinositol, P=Phosphat, P-P=Pyrophosphat. Beteiligte
Enzyme: 1=Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase [EC 1.1.1.8], 2=Glycerol-3-phosphat-
Acyltransferase [EC 2.3.1.15], 3=1-Acylglycerol-3-phosphat-O-Acyltransferase [EC 2.3.1.51],
4=CDP-Diacylglycerol-Synthase [EC 2.7.7.41], 5=Phosphatidat-Phosphatase [EC 3.1.3.4]. Die
EC-Nummern folgen der offiziellen Nomenklatur des “Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB)".

Der Einbau der Kopfgruppe ist am besten am Beispiel der de novo-Synthese
des Phosphatidylcholins erklarbar. In allen kernhaltigen Zellen geschieht der
Kopfgruppeneinbau tber den CDP-Cholin-Pathway (sog. Kennedy-Pathway).
Das Ausgangssubstrat dieser Reaktionsfolge, Cholin, kann nicht direkt von der
Sauger- bzw. Vertebratenzelle synthetisiert werden und wird als essentieller

Nahrstoff Gber die Nahrung zugefiuhrt. Das in die Zelle Uber vorwiegend
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mittelaffine Transporter aufgenommene Cholin wird Uber eine Cholin-Kinase
(EC 2.7.1.32) phosphoryliert und anschlieRend tber die CTP:Phosphocholin-
Cytidyltransferase (EC 2.7.7.15) aktiviert. Das so entstandene CDP-Cholin wird
dann mittels CDP-Cholin:1,2-Diacylglycerol-Phosphocholintransferase (EC
2.7.8.2) auf Diacylglycerol Ubertragen, worauf das Phospholipid entsteht (s.
Abb. 2.7) [121, 139].

CDP-Cho

H.0 P
PA Q DG 3| » PC-Spezies
4

Abb. 2.8: CDP-Cholin-Pathway (Kennedy-Pathway) zur Neusynthese von
Phosphatidylcholin ~ (modifiziert nach  [121]). Cho=Cholin, = PA=Phosphatidsaure,
DG=Diacylglycerol, PC=Phosphatidylcholin. Beteiligte Enzyme:1= Cholin-Kinase [EC
2.7.1.32], 2= CTP:Phosphocholin-Cytidyltransferase [EC 2.7.7.15], 3= CDP-Cholin:1,2-
Diacylglycerol-Phosphocholintransferase [EC 2.7.8.2], 4= Phosphatidat-Phosphatase [EC
3.1.3.4]. Die EC-Nummern folgen der offiziellen Nomenklatur des “Nomenclature Committee of
the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB)”.

Die an der de-novo-Synthese der PC-Spezies beteiligten Enzyme besitzen
keine Substratspezifitdat beztglich der Fettsduren des DAG. Dessen
Zusammensetzung determiniert, dass nur etwa 25% des PC auch DPPC sind.
Die restlichen 25% des DPPC werden uber das Phospholipid-remodeling (sog.
Lands-Zyklus) gebildet. Hierbei wird durch eine Phospholipase A, (EC 3.1.1.4)
die am C,-Atom des Glycerols veresterte ungeséttigte Fettsdure abgespalten

und durch Palmitinsédure ersetzt [34].
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2.3.1.1 Hormonelle Einflisse auf die Phospholipidsynthese

Der Surfactant-Metabolismus der Lunge unterliegt einer Vielzahl von Regelme-
chanismen, er ist in erster Linie entwicklungsabhangig [112].
Zusammensetzung und Funktion kénnen sich aber auch durch bestimmte
Umweltfaktoren wie Nahrungszusammensetzung oder Ernahrungszustand und

eine Vielzahl von Erkrankungen verandern [32].

Pharmakologische bzw. hormonelle Einflisse sind unter anderem fur
Glukokortikoide [12, 22, 23], Keratinozyten-Wachstumsfaktor [29, 30, 76, 78,
79] sowie eine Reihe weiterer Faktoren, wie ,Epidermal Growth Factor®,
Thyroxin oder Neuregulin 1 beschrieben worden [89, 108, 124]. KGF und
Glukokortikoide stellen die fur diese Arbeit wichtigsten Mediatoren dar, und
sollen deshalb genauer betrachtet werden.

2.3.1.1.1 Einflusse von Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF)

Es wurde in vitro gezeigt, dass KGF wichtige Enzyme der Lipogenese in den
Typ-lI-Pneumozyten beeinflussen kann. Die wichtigsten dieser Enzyme sind die
Fettsaure-Synthase (EC 2.3.1.85), die Steaoryl-CoA-Desaturase (EC 1.14.19.1)
und die Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase (EC 2.3.1.15) [29, 78]. Die
Enzyminduktion soll Uber eine Aktivierung einer Reihe intrazellularer
Transkriptionsfaktoren geschehen. An isolierten Typ-ll-Pneumozyten wurde
aulRerdem gezeigt, dass rhKGF-Exposition eine vermehrte Aufnahme und einen
vermehrten Einbau von Cholin in DPPC bewirkt. Dies konnte ein Hinweis darauf
sein, dass die CTP:Phosphocholin-Cytidyltransferase (EC 2.7.7.15, s. 0.), ein
Schlisselenzym der de novo-Synthese der Phosphatidylcholine, ebenfalls
durch rhKGF reguliert wird [28]. Die genaueren molekularen Grundlagen der
rhKGF-Wirkung auf die Lipogenese sind aber ebenso unklar wie die in vivo-

Bedeutung und bedirfen noch eingehender Untersuchung.

Am besten erforscht ist die KGF-Wirkung auf die Genexpression der Surfactant-

Proteine. Unter rhKGF-Einfluss zeigten sich in vitro sowohl Expressions- als
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auch Konzentrationszunahmen aller vier Surfactant-Proteine [29, 77, 117, 136].
Die Wirkungen von KGF in vivo auf die Genexpression von SP-A bis -D sind

hingegen vollig unklar.

2.3.1.1.2 Einflusse durch Glukokortikoide

Die  bisher beschrieben  Effekte der  Glukokortikoide auf die
Phospholipidsynthese in vitro &hneln denen von KGF: Deutliche
Aktivitdtszunahme der malgeblich an der Lipogenese beteiligten Enzyme
CTP:Phosphocholin-Cytidyltransferase (EC 2.7.7.15) und Fettsaure-Synthase
(EC 2.3.1.85) sowie Expressionszunahme der Surfactant-Proteine [84, 100,
110].

Beide Regulationssysteme, sowohl das KGF-System, als auch das
Glukokortikoid-System, sind eng miteinander verknuipft. Oshika et al. zeigten an
explantierten Rattenlungen nach Dexamethasongabe eine
Transkriptionserh6hung von KGF und dem KGF-Rezeptor [89]. In einer Studie
von Chelly et al. konnte dieser Effekt in vitro an Lungenfibroblasten bestatigt
werden [30].

Interessanterweise hat eine Kombination beider Substanzen additive Effekte
auf der Ebene der Surfactant-Proteine, was in vitro an fetalen Typ-II-
Pneumozyten gezeigt wurde [84]. Eine Untersuchung der Auswirkung auf den
pulmonalen Lipidmetabolismus bei gleichzeitiger Gabe in vivo, insbesondere
bei unreifen Organismen hat bisher jedoch noch nicht stattgefunden. Im
Hinblick auf die Potenz von rekombinantem humanem KGF als Therapeutikum
allein oder in Kombination mit Glukokortikoiden, ist diese experimentelle Liicke

dringlichst zu schliel3en.

2.3.2 Synthese, Speicherung und Sezernierung des

Surfactantgemischs

Alle Surfactantkomponenten werden am rauen endoplasmatischen Retikulum

der Typ-ll-Pneumozyten synthetisiert. Es folgen Transport zum Golgi-Apparat,
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Modifizierung bestimmter Komponenten (Proteinprocessing, Fettsdureaus-
tausch bei Lipiden) und letztlich die Speicherung in intrazellularen Vesikeln, den
sogenannten Lamellarkérperchen (eng. ,lamellar bodies” - LB). Fir die Bildung
der LB spielt insbesondere SP-B eine wichtige Rolle. AuRerdem werden die
Phospholipide nach der Lange der Fettsaurereste sortiert. Das hat zur Folge,
dass die Fettsdureketten der PC-Spezies praferentiell 14 bis 16
Kohlenstoffeinheiten aufweisen [3, 14]. Auf verschiedene sekretorische Reize
hin werden die LB in den Alveolarraum sezerniert und zunéchst zum tubularen
Myelin entfaltet. Das tubulare Myelin steht in Verbindung mit den luminalen
Strukturen, dem oberflachenassoziierten Surfactantreservoir und dem
Surfactantfilm an der Wasser-Luft-Grenzflache (s. Abb. 2.9).

DPPC-enriched Fluid protein-enriched
segregated patches regions

g AR ARREA I
ﬂﬁﬁﬁ M ARARRAAAR %

s S

Saveezedut S A

: i ﬂﬁﬁﬁ@ﬁﬁﬁﬂﬁﬁﬁ?
UG A

Surface surfactant
reservoir

Abb.2.9: Elektronenmikroskopische Darstellung einer Alveolarwand und schematische
Darstellung des Surfactant-Films unter Kompression (nach [93, 106]). II=Typ-lI-Pneumozyt,
C=Blutkapillare mit Endothelzelle, TM=tubuléres Myelin, A=Alveolarraum.
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Die LB-Sekretion wird durch physikalische oder chemische Reize stimuliert. Zug
an den Typ-ll-Pneumozyten, wie er bei den ersten Atemzigen eines
Neugeborenen entsteht, ist dabei der starkste Stimulus [3, 36]. Chemisch l6st
vor allem die Aktivierung von b,-Rezeptoren Uber eine nachgeschaltete
Signaltransduktionskaskade eine Vesikelentleerung aus. Diese Kaskade ist G-
Protein gekoppelt, stimuliert die Adenylat-Cyclasen Il und IV (EC 4.6.1.1), die
einen intrazellularen Anstieg von cAMP und somit eine Aktivierung der
Phosphokinase A (EC 2.7.4.4) bewirken [95]. Kdrperliche Arbeit und Stress
verstarken sowohl Synthese als auch Sekretion von Surfactant, weshalb das
adrenerge System vor allem bei der Geburt sowie schwerer korperlicher Arbeit
wichtig ist [3, 105]. Eine Vielzahl weiterer Faktoren, wie z. B. Adenosin,
Glucagon-like-peptide-1, Gastrin-releasing-peptide oder Tumor-nekrose-Faktor-
a haben in Studien ebenfalls gezeigt, dass sie Einfluss auf die Surfactant-
Sekretion haben kénnen [3]. Inwiefern letztgenannten zukinftig Bedeutung

zukommt, ist noch Gegenstand aktueller Forschung.

Das ,verbrauchte* Surfactantgemisch selbst unterliegt grundséatzlich 2 unter-
schiedlichen Mechanismen zur Entfernung aus dem Alveolarraum: Entweder
durch Abbau durch die Alveolarmakrophagen oder es erfolgt eine
Wiederaufnahme in die Typ-llI-Pneumozyten. Nur etwa 15% des extrazellular
vorhandenen Surfactants stammt aus der de novo-Synthese (s. Kap. 2.3.1). Die
restlichen 85% werden in den Typ-ll-Pneumozyten rezykliert und erneut in

Lamellarkdrperchen gespeichert.

2.4 Das kindliche Atemnotsyndrom (eng. , infant-

respiratory-distress-syndrome - IRDS)

2.4.1 Definition

Das IRDS (auch ANS = Atemnotsyndrom; friihere Bezeichnung: Hyaline
Membrankrankheit) stellt eine respiratorische Insuffizienz des Frihgeborenen
dar. Sie ist bedingt durch eine funktionelle Unreife des Atemapparates und eine

ungenigende Anreicherung von Surfactant in der Lunge. Ein Zusammenhang
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zwischen Surfactant-Mangel und der Entwicklung eines IRDS wurde erstmals
1959 von Mary Ellen Avery postuliert. Sie stellte fest, dass die Lungen von
verstorbenen IRDS-Patienten - im Gegensatz zu Lungen von Neugeborenen
mit anderen Todesursachen - eine eher leberahnliche Struktur aufwiesen und
dass Lungenextrakte die Oberflachenspannung nicht deutlich reduzieren
konnten [5]. Sie schloss daraus: ,[T]he disease is associated with the absence
or the late appearance of some substances which in the normal subject renders
the internal surface capable of attaining a low surface tension when lung

volume is decreased” [5].

2.4.2 Atiologie und Pathophysiologie

Der Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung eines IRDS ist die Frihgeburtlichkeit.
Daneben existieren andere Risikofaktoren, wie z. B. mannliches Geschlecht,
Zwillingsschwangerschaft, Pra-Eklampsie bzw. Diabetes der Mutter, perinatale
Asphyxie, genetische Polymorphismen der Surfactant Proteine und

Kaiserschnittgeburt, um nur einige zu nennen [26, 28, 35, 51, 52, 66, 119].

Die Entwicklung der menschlichen Lunge beginnt in der Embryonalphase und
endet etwa im 3. Lebensjahr. Die embryo-fotale Lungenentwicklung durchlauft
dabei bestimmte Phasen. In der embryonalen Phase (0-7. Woche) entstehen
erste Vorlauferstrukturen der Atemwege und des Lungenparenchyms. In der
folgenden pseudoglanduléren Phase (7.-17. Woche) findet eine Verzweigung
der Atemwegsstrukturen statt und Gefalde sprossen ein. Ab der 17. bis zur 27.
Gestationswoche (canaliculare Phase) entstehen erste Alveolarstrukturen
(Bronchioli respratorii, Ductus alveolares und primitive Alveolen). Erst ab etwa
der 26. Gestationswoche (bis zur 36. Woche - sacculdre Phase) beginnen die
peripheren Atemwege sich zu verbreitern und die Gasaustauschoberflache
vergrolRert sich [59]. Lamellarkdrperchen, die intrazellulare Speicherform des
Surfactants, kénnen erst ab der 19.-20. Gestationswoche nachgewiesen
werden. Die Surfactant-Akkumulation steigt wahrend der weiteren

Pranatalperiode kontinuierlich an. Eine ausreichende Menge extrazellularen
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Surfactants, die eine Atmung ohne zuséatzliche technische Hilfe ermdglicht, ist

durchschnittlich erst nach der 32. Gestationswoche vorhanden [20].

Ein  fehlender  Surfactant fuhrt letztlich  zur  Atelektasenbildung.
Pathophysiologisch bedeutet dies eine verminderte Lungen-Compliance und
verminderte funktionelle Residualkapazitat. Es resultiert ein Ventilations-
Perfusions-Mismatch in den gut durchbluteten aber schlecht bellfteten
Lungenarealen mit der Gefahr der Ausbildung von intrapulmonalen Shunts.
Verstarkt durch die gleichzeitige Hypoventilation kommt es zu Hypoxie und
Hyperkapnie. Folge ist eine Azidose, die zur systemischen Hypotension und
pulmonalen Vasokonstriktion fuhrt. Ein Rechts-Links-Shunt auf Vorhofebene
kann entstehen. Sowohl Azidose und Hypoxie als auch der reduzierte
Stoffwechsel in der minderperfundierten Lunge inhibieren wiederrum die
postnatal einsetzende de novo-Synthese des Surfactant (Circulus vitiosus).
Erhdhte Beatmungsdriicke kdnnen kollabierte Alveolen zwar offen halten, dies
fuhrt aber gleichzeitig zu einer Dehnung der proximalen Atemwege, da diese
eine hohere Compliance aufweisen. Durch die Uberdehnung der Atemwege
kommt es letztlich zu einem Epithelschaden, der zu einem ,Protein-Leck” fuhrt.
Plasma kann aus diesen Leckagen austreten und kleidet im Verlauf die innere
Gasaustauschflache aus. Folge ist die Bildung der friher namensgebenden
.hyalinen Membran“. Sekundar verstarken inflammatorische Prozesse das
Krankheitsbild [116].

2.4.3 Klinik und Diagnostik

Die klinischen Zeichen sind Atemnot, jugulare und intercostale Einziehungen,
Tachypnoe und ein charakteristisches exspiratorisches Stéhnen, das vor allem
bei sehr unterentwickelten Friihgeborenen mit IRDS auftritt (Geburt vor der 30.
Gestationswoche) sowie Zyanose aufgrund der Hypoxie. Das Stohnen kommt
durch exspiratorisch geschlossene Stimmlippen zustande, wodurch das Kind
versucht, den intrapulmonalen Druck positiv zu halten, um einem

Alveolarkollaps entgegenzuwirken.
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Neben diesen typischen Klinischen Zeichen ist das Rontgenbild diagnostisch
wegweisend. Typisch ist ein feingranulares bis retiuklares Muster mit (oder
ohne) Aerobronchogramm und im Endstadium eine ,Wei3e Lunge“ (totale

Lungenatelektase) [1].

2.4.4 Therapie

Milde Formen des IRDS, die vorrangig relativ reife Frihgeborene betreffen
(Geburt nach der 32. Woche), kdnnen durch einfache Sauerstoffgabe therapiert
werden. Bendtigt das Kind mehr als 30-40% O, zur Aufrechthaltung einer
adaquaten Sauerstoffsattigung, kann durch eine ,Continuous Postive Airway
Pressure” (CPAP-) Beatmung nachgeholfen werden [45]. Seit deren Einfihrung
in die Therapie des IRDS durch Gregory et al. ist es zur Entwicklung einer
Vielzahl unterschiedlicher Beatmungsschemata gekommen, die eine
Anpassung der CPAP-Atemhilfe an unterschiedlichste pathophysiologische
Vorbedingungen zuldsst. Allen Schemata ist gemein, dass ein positiver,

endexspiratorischer Druck erzeugt wird, der dem Alveolarkollaps entgegenwirkt
[2].

Wichtigster Meilenstein in der IRDS-Therapie war jedoch die endotracheale
Instillation von exogenem Surfactant 1980 durch Fujiwara et al. [43]. Fur die

meisten an schwerem IRDS erkrankten Kinder ist dies die Standardtherapie.

2.4.5 Chronische Folgen

Folge eines IRDS und der hyperoxischen Uberdruckbeatmung kann die
Entwicklung einer Bronchopulmonalen Dysplasie (BPD) sein. Die BPD ist
definiert als chronische Lungenerkrankung des Neugeborenen, die mit
persistierender Hypoxie, Hyperkapnie und erhéhtem Sauerstoff-Bedarf
einhergeht und bis iber den 28. Lebenstag hinaus besteht. Atiologisch spielen
bei der Entwicklung der BPD die maschinelle Beatmung und Infektionen der

Atemwege eine Rolle [7].
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Seit der Erstbeschreibung der BPD durch Northway et al. [87] ist die Morbidi-
tatsrate der BPD kontinuierlich zuriickgegangen. Dies ist durch die Einfuhrung
der Surfactant-Therapie und der Entwicklung besserer Beatmungsregime
bedingt. Glukokortikoide haben keinen nachgewiesenen wesentlich positiven
Effekt auf die BPD-Haufigkeit [6, 55, 56].
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3 Materialien und Methoden

3.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

3.1.1 Phospholipid-Extraktion

Falcon ®-R6hrchen

Volumen 50 ml, £ 26 mm, Schraubdeckel,

Falcon ®-R6hrchen

Volumen 15 ml, £ 15 mm, Schraubdeckel,

Pyrex®-Rohrchen

Volumen 40 ml, £ 28 mm, Schraubdeckel,
Schott

Glas-Pasteurpipetten,

Saugball

Short size (150 mm), WU Mainz

Faltenfilter

£ 90 mm, Whatman ® Schleicher & Schuell

Glastrichter

Multipipette, Combitips

100 pl, 250pl, 5 ml, Ritips ® bzw. Eppendorf ®

Probenrittler Modell Vortex
REAX top ®

Heidolph Instruments GmbH & Co0.KG;

Schwabach

Dispergiergerat ULTRA-
TURRAX ® T25 basic und
Rotor S25N-10G

Beide lka Labortechnik, Janke & Kunkel
GmbH & Co KG, Staufen

Tischzentrifuge, Modell:
MULTIFUGE 1 sr

Heraeus Holding GmbH; Hanau
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3.1.2 Phosphatbestimmung

Pyrex®-Rohrchen

Volumen 10 ml, £ 14 mm, Schraubdeckel,
Duran ®

Prazisions-Glasspritzen, 10,
25, 100, 500 pl

Hamilton Company; Reno, Nevada, USA

Multipipette®, Combitips®

100 pl, 250ul, 5 ml, Ritips ® bzw. Eppendorf ®

Glasmesskivette, £ 10 mm

Blockthermostat BT 200

Kleinfeld Labortechnik; Gehrden

UV/VIS Spectrometer Lambda

PERKIN ELMER; Massachusetts,USA

3.1.3 HPLC-Analytik

HPLC-Probengefalie und
Schraubdeckel

1,1 ml konische Mikroliterflasche mit
Gewinde, 32 x 11,6 mm, Schraubdeckel mit
PP-Membran, beide VWR international
GmbH,

Darmstadt

Prazisions-Glasspritzen, 10,
25, 100, 500, 1000 pl

Hamilton Company; Reno, Nevada, USA

Einmal-NH,-Saulen zur
Probenaufarbeitung 100 mg /

ml

Phenomenex Strata ®, Torrance, CA, USA

Die verwendete HPLC-Anlage ist unter 3.5.3.2 dargestellt.
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3.2 Chemikalien und Reagenzien

3.2.1 Chemikalien

Ammoniumheptamolybdat-
Tetrahydrat

MERCK KGaA; Darmstadt, Reinheit > 99 %

L(+)-Ascorbinsaure

VWR International; Fontenay sous bois,
Reinheit > 99, 7 %

Brij 35® 25 % w/w in H,O, MERCK KGaA; Darmstadt
Cholinchlorid SIGMA-ALDRICH; Steinheim, Reinheit > 98 %
Chloroform J. T. Baker; Deventer, Holland

Methanol LiChrosolv ® MERCK KGaA,; Darmstadt, Rein-

heit > 99, 9 %

Perchlorsaure

70%ig, Riedel-de Haen, Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH; Seelze

2,2,2-Trifluorethanol

LTFE", SIGMA-ALDRICH; Steinheim, Reinheit
>909 5%

Stickstoff, Reinheit 99,9%

LINDE; MUnchen

Wasserstoffperoxid
(Perhydrol®, 30%, p.a.)

30%ig, MERCK KGaA; Darmstadt

Kalziumchlorid-Dihydrat

MERCK KGaA; Darmstadt, Reinheit > 99,5 %

Natriumchlorid-L6sung, 0,9%

.NaCl 0,9%", fertige Infusionslésung, 500 ml,
Fresenius Kabi, Bad Homburg

Phosphatgebufferte Kochsalz-
l6sung (Natriumchlo-
rid=137mM, Kaliumchlo-
rid=2,7mM, Phosphat=12mM;
pH 7,4)

,PBS*, Biochrom AG, Berlin
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Kaliumhydrogenphosphat-
Trihydrat

MERCK KGaA; Darmstadt, Reinheit > 99,5 %

2,5 N Schwefelsaure p. a.

33,32 ml 95-97%ige Schwefelsdure (MERCK
KGaA,; Darmstadt) ad 500 ml H,O

1,6-Diphenyl-1,3,5-Hexatrien
p. a.

,DPH", SIGMA-ALDRICH; Steinheim

Tetrahydrofuran

LiChrosolv ®, MERCK KGaA; Darmstadt,
Reinheit > 99,9 %
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3.2.2 Reagenzien

Narkoseldsung

1,2 ml Ketamin 10%ig® und 0,8 ml Xylazin 2%ig®, verdinnt auf 5 ml
Gesamtvolumen mit 3 ml 0,9%iger NaCl-Losung entspricht einer Konzentration
von 2,4 mg Ketamin pro 100 pl und 0,32 mg Xylazin pro 100 pl. Einer
Narkosedosis entsprachen 10 ul pro g KGW dieser Losung (entsprechend 240
mg/kg Ketanest bzw. 32 mg/kg Xylacin). Die Narkoseldsung wurde vor jedem

OP-Tag frisch angesetzt.

Ammoniummolybdat-L&sung

7,724 g Ammoniumheptamolybdattetrahydrat ad 250 ml einer 2,5 N

Schwefelsaurelésung. Lagerung bei 4 - 8 °C.

10%ige Ascorbinsaure-L6sung

10 g Ascorbinséure ad 100 ml H,O. Lagerung bei 4 - 8 °C.

Phosphatstandard

57,1 mg Kaliumhydrogenphosphattrihydrat ad 250ml H,O, entspricht 2 mmol/l
Phosphatstandard-L6sung. Lagerung bei 4 - 8 °C.

Diphenylhexatrien- (DPH-) L6sung

1 mg 1,6-Diphenyl-1,3,5-Hexatrien pro 1 ml Tetrahydrofuran. Lagerung bei 30°C

0,04%ige Kalziumchlorid-L6sung

0,04 g Kalziumchlorid-Dihydrat ad 1000 ml H,O. Lagerung bei 4 - 8 °C.

3.3 Versuchstiere

Zur Zucht wurden Sprague-Dawley-Ratten verwendet. Die adulten Tiere wurden
unter standardisierten keimfreien Bedingungen (25 °C, Luftfeuchtigkeit konstant

bei 50-55%, konstanter 12stiindiger Tag-Nacht-Rhythmus) gehalten. Es bestand

2 Ketamin Graub, 100 mg / ml, animedica GmbH, Senden-Bésensell
3 Xylazin 2 %, 20 mg / ml, CEVA TIERGESUNDHEIT GmbH, Diisseldorf
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jederzeit freier Zugang zu sterilisierter Standarddiat* und autoklaviertem Wasser
(134 °C, 50 min). Die hygienischen Bedingungen wurden monatlich nach
Kunstyr getestet [67].

Die Verpaarung erfolgte Uber zwei bis finf Tage. Die Tragdauer der Muttertiere
lag zwischen 21 und 23 Tagen. Die Jungtiere wurden wahrend der Versuche
und bis zur Organentnahme bei ihrer Mutter belassen und von ihr gesaugt. Es
wurden folgende Altersklassen definiert: 3d, 7d, 15d und 21d (post partum - pp).
Die Behandlung mit rhKGF, Betamethason oder der Kombination aus beidem
erfolgte jeweils Uber 2 Tage (fur 3d an d1/d2, fur 7d an d5/d6, fur 15d an
d13/d14 und fur 21d an d19/20 pp) in einem 24h-Interval. rhKGF wurde in einer
Dosis von 5mg/kg KGW subkutan in den Nacken verabreicht (Dosis-Referenz
siehe [54]), Betamethason in einer Dosis von 1mg/kg KGW intraperitoneal
gespritzt. Die Kombination aus beidem wurde entsprechend appliziert. Den
Kontrollen wurden gleiche Volumina pharmakonfreie Tragersubstanz (PBS) an
identische Stellen gespritzt. Der Gewichtsverlauf der Tiere wurde taglich
wahrend der Versuche und vor der Narkose zur Organentnahme mit einer

Prazisionswaage® bestimmt.

3.4 Gewinnung von Organen und sezerniertem Surfactant

Vor Probenentnahme wurden die Tiere gewogen. Zur anschliel3enden Anasthe-
sie und Analgesie wurden Ketaminhydrochlorid und Xylazinhydrochlorid
verwendet (Narkoselosung s. 3.2.2). Nach intraperitonealer Injektion der
Narkoselosung wurde bis zu deren vollem Wirkeintritt 10 min abgewartet. Die
Narkosetiefe wurde mittels gezielter Schmerzreize (Abwesenheit von Ohrpitsch-

oder Schwanzwurzelreflex) getestet (s. Abb. 3. 1. A).

Nach Eintreten einer kompletten Areflexie wurde das Versuchstier in Ricken-
lage auf einer Styroporunterlage befestigt. Dann wurde die Haut in der Linea

* Provivmi Kliba SA 3336 ® mit einem Fettanteil von 5.5%
®> Model 440-45, Kern&Sohn GmbH, Balingen-Frommern
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alba vom Nabelansatz bis zum Kiefernwinkel erdffnet und seitlich stumpf
abprapariert (s. Abb. 3. 1. B). Die Trachea wurde unterhalb der sternohyoidalen
Muskulatur freigelegt (s. Abb. 3. 1. C), mit handelstublichem N&hgarn
umschlungen und ventral zwischen Schildknorpel und oberer Thoraxapertur
zwischen zwei Trachealspangen inzidiert. AnschlieBend wurde eine
abgestumpfte und eingekerbte Standardinjektionskanile (je nach Alter des
Versuchstieres in variablem Durchmesser) in die Trachea eingefiihrt und mit
dem N&ahgarn durch einen Doppelknoten fixiert, um den sezernierten Surfactant
via Lungenspilung (Lungenlavage) zu gewinnen. Die Einkerbungen in der

Kanule verhinderten das versehentliche Herausgleiten (s. Abb. 3. 1. D).

Dann wurde die Bauchhohle eroffnet und das Zwerchfell dargestellt. Das
Zwerchfell wurde am Rippenbogen abgetrennt und der kndcherne Brustkorb
vorsichtig und ohne das Lungenparenchym zu verletzen abgesetzt. Das nun
freiliegende, noch schlagende Herz wurde im rechten Ventrikel mittels einer
Einmalinjektionskaniile® punktiert und das venése Blut zur weiteren
Probenaufarbeitung in 1,2 oder 2,7 ml EDTA-Blutréhrchen’ tiberfiihrt (s. Abb. 3.
1. E). Das Vollblut wurde sogleich bei 1000 x g fiir 10 min zentrifugiert®, das
entstandene Plasma abpipettiert und bis zur weiteren Analytik bei -80°C

eingelagert. Das Zellpellet wurde verworfen.

Um Verunreinigungen der Lungenlavageflissigkeit (LLF) (bzw. des sezernierten
Surfactants) durch Leckage des intravaskularen Bluts zu verhindern, wurde
mittels einer spitzen chirurgischen Schere die Punktionsstelle am rechten
Ventrikel erweitert und Uber diesen Zugang eine gelbe 100ul-Pipettenspitze in
den Truncus pulmonalis eingefuhrt. Die Pipettenspitze war Uber ein
Einmalinfusionsbesteck mit einer Standard-Infusionslosung (eiskalte NaCl 0,9%
bei 4 °C) verbunden. Die Lungengefal3e wurde bei etwa 12 cm Wassersaule zur

® sterile Einmalinjektionskaniile in var. £ (23-27G), BD Microlance™ 3, BD
GmbH, Germany

" S-Monovette ®, 1,2 ml oder 2,7 ml, Sarstedt, Niimbrecht

8 MULTIFUGE 1 s, Heraeus Holding GmbH; Hanau
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Entfernung des vaskularen Blutes perfundiert. Zur Druckentlastung und

Vermeidung eines Lungenddems wurde der linke Vorhof inzidiert.

Nachdem die Lunge komplett blutfrei (,weil3®, nach ca. 20 Sekunden) war,
wurde das Herz an den Gefal3ansatzen abgetrennt. Dann folgte die
bronchoalveolare Lavage, um den sezernierten Surfactant zu gewinnen. Hierzu
wurde Uber den liegenden Trachealtubus eiskalte NaCl-Losung (NaCl-Losung
0,9% bei 4°C) mittels Einwegspritzen® in die Lunge eingespiilt (s. Abb. 3. 1. F).
Die Lungen wurden dabei zunachst komplett mit Flussigkeit gefullt und immer
nur so viel zur repetitiven Lavage instilliert, wie vorher entnommen werden
konnte. Dieses Vorgehen wurde bis zum Erreichen eines definierten
Endvoluminas wiederholt. Die Lungenspdulflissigkeit wurde in Falcon-
Rohrchen®® gesammelt und in Eiswasser zwischengelagert. Die Volumina der
Lungensplilfliissigkeit unterschieden sich je nach Altersgruppe: 3ml LLF bei 3d-
und 7d-Tiere, 10ml bei 15d- und 21d-Tiere. Zur weiteren Probenaufarbeitung
wurden die LLF zun&chst zentrifugiert (140 x g bei 4 °C fiur 10min) und der
zellfreie Uberstand in ein neues Falcon-Réhrchen iberfuhrt. Das Zellpellet
wurde verworfen. Bis zur endgiltigen Phospholipidextraktion wurden die LLF-

Proben bei -80 °C eingefroren.

Lunge und Leber wurden direkt nach Durchfihrung der LLF entnommen, von
umliegenden Fett- und Bindegewebsresten befreit, in Kryo-Réhrchen! {iber-
fuhrt und in FlUssigstickstoff eingefroren. Die weitere Lagerung bis zur Aufarbei-

tung der Organe erfolgte bei -80°C.

® Injekt ® Einmalspritzen, 2-teilig, 1 ml oder 2 ml, B. Braun, Melsungen
19 Falcon ®-Réhrchen mit Schraubdeckel, Volumen 15ml bzw. 40ml
1 Cryo.s ®, PP, mit Schraubverschluss, steril, Greiner, Frickenhausen
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Abb. 3.1: Durchfuhrung einer Lavage am Beispiel einer 21 Tage alten Ratte. A: narkoti-
siertes Tier; B: erster OP-Situs mit abprapariertem Fell; C: Praparation der Trachea; D: Liegen-

der Tubus; E: Punktion des rechten Ventrikels mit Einwegkandile; F: Durchfihrung der Lavage
Uber den liegenden Tubus.
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3.5 Analytische Methoden
3.5.1 Phospholipid-Extraktion
3.5.1.1 Extraktion nach Bligh und Dyer

Die Extraktion der Phospholipide (und sonstiger Lipide) aus flliissigen Proben

(LLF, Blutplasma) erfolgte nach der Methode von Bligh und Dyer [17].

Prinzip dieser Extraktion ist es, zwei nicht miteinander mischbare Flissigkeiten
(Chloroform, Wasser) und die im Wasser vorhandenen hydrophoben
Bestandteilen tber einen Losungsvermittler (Methanol) miteinander mischbar zu
machen. Die Extraktionsgeschwindigkeit der hydrophoben Bestandteile hangt
dadurch nicht mehr von der Grenzflache zwischen hydrophiler und hydrophober
Phase ab und ist somit erheblich beschleunigt. Die anschlielRende Phasentren-
nung durch Zugabe von Chloroform und wassrigem Medium separiert die Lipide
(in der Chloroform-Unterphase) von hydrophilen Komponenten (in der Was-
ser/Methanol-Oberphase). Ausnahme sind einige denaturierte Proteine, die als

Prazipitate in der Zwischenphase vorliegen.

Zur Durchfiihrung wurden Aliquots der jeweiligen Proben (zumeist 1 ml) von
LLF oder Plasma zunachst in ein phosphatfreies 12 ml-Pyrex-Rohrchen
Uberfuhrt. Danach wurde 1 Volumenanteil Chloroform und 3 Volumenanteile
Methanol zugegeben und die Probenanteile mit einem Probenrittler ca. 1 min
durchmischt. Das nun entstandene, sogenannte ternare Gemisch wurde fir 15
min stehen gelassen. Zur Phasentrennung wurden dann 2 Volumenanteile
0,9%ige Kochsalzlosung und 3 Volumenanteile Chloroform zugegeben und
erneut gerdttelt. Eine endgultige Trennung in wassrige Oberphase (enthalt
hydrophile Bestandteile) und organische Unterphase (enthalt hydrophobe
Bestandteile und Chloroform) wurde entweder durch anschlieBende
Zentrifugation (15 min, 1400 x g) oder durch Lagerung der Proben tber Nacht
im Eisschrank (-30 °C) erreicht.

Die Oberphasen wurden vorsichtig abgesaugt und verworfen. Mithilfe der
Pasteurpipette wurden die Unterphasen in kleinere phosphatfreie Glasbehalter

Uberfuhrt und bis zur weiteren Analytik eingefroren (-80 °C).



41

3.5.1.2 Extraktion nach Folch

Die Lipidextraktion der Organe (Leber, lavagierte Lunge) erfolgte nach der Me-
thode von Folch [41]. Sie ist fir Gewebe besser geeignet, da deutlich gréRere
Stoffmengen zu extrahieren sind (15-25 pmol Phospholipid / g Gewebe
gegenuber 250-500 nmol Phospholipid / 10ml LLF). Das Extraktionsprinzip ist
analog der Methode von Bligh und Dyer. Beide Methoden unterscheiden sich
lediglich in der Durchfihrung, dem benétigten Volumen an organischem
Losungsmittel (bei der Folch-Extraktion wird deutlich mehr verbraucht) und der

Verwendung einer 0,04%igen CaCl,-Losung anstelle von NaCl 0,9%.

Nach Bestimmung des Organgewichtes'? wurde das Organ (bzw. ein Aliquot
desselben bei den Lebern) in ein phosphatfreies Glasrohrchen tberfihrt und 5
ml Methanol zugegeben. AnschlieBend wurde mit Hilfe eines Dispergiergerates
homogenisiert. Nach Zugabe von 10 ml Chloroform und erneuter
Homogenisierung wurde die entstandene Suspension Uber einen mit
Chloroform/Methanol (2+1, v/v) angefeuchteten Faltenfilter in ein weiteres
phosphatfreies Glasrohrchen tberfuhrt. Dispergiergerat und Kunststoffrohrchen
wurden anschlieRend mehrmals mit Chloroform/Methanol (2+1, V/v)
nachgespult und das Extraktvolumen auf 30ml eingestellt. Die Phasentrennung
erfolgte durch Hinzupipettieren von 6 ml einer 0,04%igen CaCl,-Losung (s.
3.2.2). Kréaftiges Schitteln und Zentrifugation (15 min bei 1400 x Q)

komplettierten die Phasentrennung.

Die Ober- und Unterphasen wurden mit einer Pasteurpipette voneinander ge-
trennt und separat aufgearbeitet. (analoges Vorgehen zur Bligh und Dyer -
Extraktion). Zur einfacheren Lagerung wurden die Unterphasen vor
Weiterverarbeitung unter dem Stickstoffstrom eingedampft und in einem

definierten Volumen (10 ml) Chloroform/Methanol (2+1, v/v) resuspendiert.

12 Apothekerwaage, Modell ED124S, Sartorius AG, Géttingen
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Von den Oberphasen wurden 3ml-Aliquots abgenommen und ebenfalls zur

weiteren Analytik eingefroren (nicht Bestandteil dieser Arbeit).

3.5.2 Phospholipid-Analytik

3.5.2.1 Bestimmung der Gesamtphospholipide - Phosphatbestimmung

nach Bartlett

Zur Bestimmung der Gesamtphospholipidmenge in den einzelnen Proben
wurde der Lipidphosphor der organischen Phase zunéchst in anorganisches
Phosphat tUberfihrt und dieses nach der Methode von Bartlett quantifiziert [9].
Hierbei handelt es sich um eine kolorimetrische Bestimmung, die als
quantitative Reaktion nach Farbumschlag keine Verénderungen der Extinktion
mehr zeigt. Die Eichkurve dieser Methode verlauft in Extinktionsbereichen
zwischen 0,02 und 1,5 linear und durch den Nullpunkt. Somit konnte zu den
Messungen eine einfache Dreifachbestimmung einer Standardphosphatlésung
als Standard mitgefuhrt werden (s. Abb. 3.2). Es wurden dabei jeweils 50 pl
Standard, entsprechend 100 nmol Phosphat verwendet (Phosphatstandard, s.
Kap. 3.2.2).

1,20 -

1,00

Extinktion (0. D.)
o o
3 3

B
Y
=]

T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Phosphatstoffimenge {nmol)

Abb. 3.2: Phosphatstandardkurve. Als Standardlésung wurde 2mM wassrige
Kaliumhydrogenphosphattrihydrat-Losung in aufsteigender Stoffmenge verwendet. Die Bestim-
mung des Phosphat-Gehaltes erfolgte, wie unter 3.5.2.1 beschrieben. O. D.=optische Dichte.
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Nach Eindampfen des organischen Losungsmittels der Proben unter
Stickstoffstrom (um das Entstehen giftiger Chlorverbindungen wie Phosgen zu
verhindern), wurde zunachst das lipidgebundene Phosphat durch Oxidation in
freies Orthophosphat Uberfuhrt. Hierzu wurden Standard und Proben in
sauregereinigten Glasréhrchen mit 500 pl 70%iger Perchlorsaure und 200 pl
30%iger Wasserstoffperoxidlosung p.a. versetzt, in einen Blockthermostat
verbracht und 60min bei 190°C verascht. Nach dem Abkuhlen und Zugabe von
4 ml aqua bidest. wurden 500 pl 25 mM Ammoniummolybdat-Losung (s. Kap.
3.2.2) und 200 pl 10%ige Ascorbinsaureldsung (s. Kap. 3.2.2) hinzu pipettiert,
die Proben gerittelt und erneut bei 95°C fur 10 min inkubiert. Der nun durch
Reduktion entstandene blaue Phosphomolybdat-Komplex wurde nach Abklhlen

photometrisch bei einer Wellenlange von 820 nm bestimmt.

Extinktionen von Leerwert, Standards und Proben wurden in Glaskuvetten der
Schichtdicke 1 cm gemessen. Der Null-Abgleich des Photometers erfolgte
durch den Reagenzienleerwert. Fur alle Proben wurden Doppelbestimmungen
durchgeftihrt. Die Phosphatmenge in den eingesetzten Proben errechnete sich
aufgrund der Linearitat der Eichkurve mittels Dreisatz aus den

Extinktionswerten von Probe und Standard.

3.5.3 HPLC-Analytik der Phosphatidylcholin-Spezies
3.5.3.1 Festphasenextraktion von Phosphatidylcholin

Nach Extraktion (s. 0.), enthielten die Proben sowohl Phosphatidylcholin (PC)-
Spezies, als auch alle anderen hydrophoben Bestandteile (Phosphatidylinosi-
tole, Phosphatidylglycerole, Phosphatidylethanolamine, hydrophobe Proteine)
und Neutrallipide. Eine genaue molekulare Differenzierung der einzelnen PC-
Spezies mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie ist nur nach ihrer

Abtrennung von den anderen Phospholipiden méglich.

Zur Abtrennung der PC-Spezies aus dem Gesamtphospholipid-Gemisch (PL-
Gemisch) wurde eine Festphasenextraktion mit Aminopropylsdulen
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durchgefuhrt [14, 15]. Einer definierten Extraktmenge (300-500 nmol PL-
Gemisch fur Plasma und LLF, 1000 nmol PL-Gemisch fir Lunge und Leber)
wurde zuerst 100 nmol (fur die Organe) bzw. 50 nmol (fur Plasma und LLF)
Dimyristoyl-PC (PC14:0/14:0)* als interner Standard beigemengt. AnschlieRend
wurden die organischen Losungsmittel unter Stickstoffstrom bei 37 °C
eingedampft und die Extrakte in 1 ml Chloroform gelést. Danach wurde das
Gemisch auf Einmal-NH,-Saulen tberfuhrt. Alle Phospholipide binden dabei an
die Aminopropyl-Phase, wahrend Neutrallipide nicht gebunden werden.
Glasrbéhrchen wurden sorgfaltig mit Chloroform nachgespilt und die
Spulflussigkeit ebenfalls auf die S&ulen gegeben. Im zweiten Schritt wurden
durch zweimaliges Spulen mit 1 ml Chloroform unter Sog die Neutrallipide
komplett entfernt. Im dritten Schritt erfolgte dann die Eluierung des
Phosphatidylcholins und des Sphingomyelins durch 1 ml Chloroform/Methanol
(2+1, v/v). Das Eluens wurde in HPLC-Gefal3en aufgefangen, sofort unter
Stickstoffstrom eingedampft und in 125 pl Trifluorethanol (TFE) gel6st. Erfolgte
nicht sofort nach Elution die HPLC-Analytik, wurden die Proben zwischenzeitlich

bei -30°C eingefroren.

Durch dieses Verfahren blieben anionische Phospholipide (PG, PI, PA, PS),
einfache freie Fettsduren und Phosphatidylethanolamin (PE) an die stationare
Phase der Saule gebunden und konnten somit die HPLC-Analytik nicht mehr
storen. Zur HPLC-Analytik befanden sich nur die molekularen Spezies von PC
sowie Sphingomyelin und der interne Standard (PC14:0/14:0) in den
Probegefalien.

3Dimyristoyl-PC (PC14:0/14:0), 2umol/ml, geldst in Trifluorethanol, Sigma,
Steinheim
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Probe mit STD 2m aliges spiulen Chloroform/Methanol
mit Chloroform 2+1 (viv)
Sog
1. Phospholipid- 2. Entfernung der 3. Elution des
adsorption Neutrallipide Gesamt-PC

Abb. 3.3:Schema zur Durchfiihrung einer Festphasenextraktion. Erlauterung siehe Text.

3.5.3.2 Bestimmung der individuellen Phosphatidylcholin-Spezies mit Hilfe
der Umkehrphasen- Hochdruckflissigkeitschromatographie

Die Hochdruckflissigkeitschromatographie stellt eine effektive Methode dar,
eine selektive Trennung verschiedener Substanzen in einem Gemisch zu errei-
chen. Hierbei unterliegt sie denselben Trennprinzipien wie andere
chromatographische Verfahren. Die Besonderheit dieser Methode ist, dass die
mobile Phase in hohem Druck Uber eine kleinporige Trennsaule (,stationare
Phase") gepresst wird. Vorteile sind eine hohe analytische Trennscharfe durch
Verwendung kleiner Partikelgré3en (ca. 1-10 um) in der stationéaren Phase, eine
stark verkurzte Analysedauer durch Verwendung von starken Pumpensystemen
und eine gute Reproduzierbarkeit. Nachteilig ist jedoch der hohe apparative
Aufwand, da samtliche verwendete Gerate hohen Gegendriicken von bis zu
250 bar ausgesetzt sind. Tabelle 3.1 zeigt die Bestandteile des verwendeten

Systems.
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Trennsaule (stationare Phase)

Sphere-Image S5-0ODS, 2,5um Porengrolie,
250 x 4 mm Innendurchmesser (Schambeck
SFD GmbH, Bad Honnef)

Autoinjektor

L-7200 Autosampler**

Eluens (mobile Phase)

925:75:7 Methanol:H,O:Cholinchlorid (v/v/w)

Eluenspumpe

L-7100 HPLC-Pumpe™, Flow 1ml/min

UV-Detektor

D-7455 Diode-Array-Detector™®, Extinktion
205nm

Derivatisierungspumpe

L-7100 HPLC-Pumpe®*, Flow 2,5ml/min

Nachsaulen-Derivatisierung

2,51 H,0, 300ul Brij ® 35 (25%ig), 125ul 1,6-
Diphenyl-1,3,5-hexatrien (1 mg/ml)

Saulenthermostat

Jet-Stream 2 plus-Saulenofen®, eingestellt
auf 50°C

Fluoreszenzdetektor

L-7485 Fluoreszenzdetektor'®, Exzitation
340nm/Emission 460nm

Interface zur softwaregestitz-

ten Datenauswertung

D-7000 Interface®*

Auswertungssoftware

D-7000 HPLC-System-Manager**

Tab. 3.1: Bestandteile des verwendeten HPLC-Systems.

Die hier verwendete Methode einer Umkehrphasen-Hochdruckflissigkeitschro-
matographie (RP-HPLC) nach [101] stellt eine Sonderform der HPLC dar.

14 Merck Hitachi, Darmstadt
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Hierbei besteht im Gegensatz zur klassischen HPLC die stationare Phase aus
einem unpolaren Kieselgelgertst an das ein Polymer gebunden ist. Dadurch
verhélt sie sich hydrophob. Der Trennmechanismus beruht bei dieser Technik
auf der Hydrophobizitat der zu trennenden Stoffe. Phosphatidylcholine mit
langkettigen und gesattigten Fettsduren bendtigen langer zum passieren der
Trennséule als solche mit kurzkettigen und ungeséttigten Fettsauren, da sie
starker an die hydrophobe stationare Phase gebunden werden. Der polaren
mobilen Phase (Eluens) aus Methanol und H,O wurde zur Abséttigung
unspezifischer ionischer Bindungsstellen in der Trennsaule Cholinchlorid
beigemengt um einer Peakverbreiterung vorzubeugen. Abbildung 3. 4 zeigt
schematisch den Aufbau der verwendeten RP-HPLC-Anlage.

Saulenofen (50°C)

i i (205 nm)

: Fuoreszenz-Detektor <+
E— (Bx 340nnVEm 460nm

v
Auswertungs- Pumpe 2 SR B —
software m !

Pumpe 1 :
|
Abfall Derivati- Eluens : U
sierung [ '
Autoinjektor mit
Injektionsschleife

Abb. 3.4: Flussdiagramm einer RP-HPLC mit Nachséaulen-Derivatisierung. Pumpe 1:
Eluenspumpe, Flow 1 ml/min; Pumpe 2: Derivatisierungspumpe, Flow 2,5 ml/min. Erlauterung
siehe Text.

Die Identifikation der einzelnen PC-Spezies gelang mittels einer Nachsaulen-

Derivatisierung und anschlieBender Fluoreszenzmessung in Anwesenheit von
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1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien (DPH). Dabei wurde Uber ein T-Stick und eine
zweite Pumpe dem Eluens nach Durchfluss durch den UV-Detektor eine
wassrige  Derivatisierungslosung mit Detergens (Brij 35 ®) und
Diphenylhexatrien zugemischt. Der in der Derivatisierungslosung enthaltene
Polyalkylenglykolether (Brij 35 ®) fungiert als Detergens, welcher die
Mizellenbildung induziert und die Bindung des Fluorogens (DPH) an die
Kapillaren verhindert. Durch Einlagerung des 1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien in
die sich im H,O-Uberschuss bildenden Mizellen wird die Fluoreszenz von DPH
(Exzitation 340 nm; Emission 460 nm) verstarkt. Die Fluoreszenz-Emission
verhalt sich dabei bei einer Temperatur von 50°C proportional zur eingesetzten
Stoffmenge der individuellen PC-Spezies [101].

Damit lie3 sich die Zusammensetzung der individuellen molekularen Spezies
von PC bestimmen. Da sich dieser Zusammenhang auch auf den verwendeten
internen Standard (Dimyristoyl-Phosphatidylcholin, PC14:0/14:0, s. Kap.
3.5.3.1) bezieht, konnte anhand des Verhéltnisses der Peakflache von Standard
zur Peakflache der einzelner PC-Spezies auch die Stoffmenge errechnet wer-
den. Die Gesamtphosphatidylcholinmenge entsprach der Summe aller
Einzelspezies. Die prozentuale molekulare Zusammensetzung wurde bestimmt,

indem die Summe aller PC-Spezies gleich 100 % gesetzt wurde.

Die in diesem Versuchsaufbau ebenfalls verwendete UV-Messung bei 205 nm
erleichterte lediglich die Identifikation einzelner PC-Spezies, da diese je nach
Anzahl der Doppelbindungen ein unterschiedliches UV/FL-Verhaltnis haben.
Eine quantitative Aussage bezlglich der gemessenen Stoffmenge ist mit UV-
Detektion jedoch nicht mdglich (siehe [13, 14, 15]).

Die Zuordnung der Peaks zu den einzelnen molekularen Spezies der
Phosphocholine erfolgte durch Phosphatidylcholin-Standards und definierten
Vergleichschromatogrammen [13, 14, 15, 16, 101]. Abbildungen 3.5 A und B
zeigen typische Fluoreszenz-Chromatogramme von Lungen- und Lebergewebe
eines 7d-Tieres. Die Zusammensetzung der Einzelspezies dieser Gewebetypen
im Vergleich ist sehr unterschiedlich, fir das jeweilige Gewebe jedoch
hochspezifisch und charakteristisch (s. Ergebnissteil, Kap. 4 ff.).
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Abb. 3.5 A, B: Typische FL-Chromatogramme von Extrakten von Lungen- (A) und Leber-
(B) Gewebe eines 7 Tage alten Kontrolltieres. Erlauterung zu den Peaks s. Text.

Zur ldentifikation diente sowohl die jeweilige Retentionszeit (RT) als auch die
Reihenfolge, in der die Einzelsubstanzen detektiert wurden. Die Retentionszeit
selbst wird durch bestimmte Gegebenheiten beeinflusst und ist innerhalb einer

Messreihe bei gleichen Stoffen nie identisch. So haben beispielsweise die Ge-
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samtlange der verwendeten Kapillaren, Temperatur, Umgebungsdruck oder das

Alter der Trennséaule einen verlangernden Effekt.

In der Reihenfolge ihres Auftretens wurden folgende Einzelspezies im Analysat

bestimmt:

Fur Lungengewebe und Lavageflussigkeit (s. Abb. 3.5 A):

Peak 1 (RT ca. 13,0min):
Peak 2 (RT ca. 18,0min):
Peak 3 (RT ca. 19,0min):
Peak 4 (RT ca. 20,3min):
Peak 5 (RT ca. 21,8min):
Peak 6 (RT ca. 22,7min):
Peak 7 (RT ca. 23,8min):
Peak 8 (RT ca. 25,9min):
Peak 9 (RT ca. 28,3min):

Peak 10 (RT ca. 29,7min):
Peak 11 (RT ca. 31,3min):
Peak 12 (RT ca. 32,9min):
Peak 13 (RT ca. 34,2min):

Peak 14 (RT ca. 36min):

PC14:0/14.0 (,Standard)
Sphingomyelin

PC16:0/14:0

PC16:0/16:1

PC16:0/20:4

PC16:0/18:2

PC18:1/18:2

nicht identifizierte PC-Spezies
PC16:0/16:0

PC16:0/18:1

PC18:1/18:1

PC18:0/20:4

PC18:0/18:2

nicht identifizierte PC-Spezies
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Fur Lebergewebe und Blutplasma (s. Abb. 3.5 B):

Peak 1 (RT ca. 13,8min): PC14:0/14:0 (,Standard")
Peak 2 (RT ca. 19,6min): Sphingomyelin

Peak 3 (RT ca. 20,7min): PC16:0/14:0

Peak 4 (RT ca. 22,4min): PC16:0/22:6

Peak 5 (RT ca. 23,4min): PC16:0/20:4

Peak 6 (RT ca. 24,5min): PC16:0/18:2

Peak 7 (RT ca. 25,7min): PC18:1/18:2

Peak 8 (RT ca. 28,4min): nicht identifizierte PC-Spezies
Peak 9 (RT ca. 31,1min): PC16:0/16:0

Peak 10 (RT ca. 32,5min): PC16:0/18:1
Peak 11 (RT ca. 34,0min): PC18:0/22:6
Peak 12 (RT ca. 35,4min): PC18:0/20:4
Peak 13 (RT ca. 37,1min): PC18:0/18:2
Peak 14 (RT ca. 38,5min): nicht identifizierte PC-Spezies

Rechengrundlage zur Bestimmung der Poolgrof3e in der LLF bildete [16]. Mittels
der dort publizierten Werte zur Gesamtmenge an Phosphatidylcholin in
Lungenspulflissigkeit und  einer  Regressionsgeraden  wurde  der
durchschnittliche prozentuale Anteil von Phosphatidylcholin innerhalb des
Surfactantgemischs Uber die postnatale Entwicklung berechnet. Folgende
Prozentwerte wurden dabei berilicksichtigt: fir 3d 86,92% PC von PL, fur 7d
85,15% PC von PL, fur 15d 83,56% PC von PL, fur 21d 82,86% PC von PL. Zur
PoolgrélRenbestimmung des lavagierten Lungengewebes wurden die mittels
RP-HPLC aufgetrennten Stoffmengen der Einzelspezies Uber den internen
Standard berechnet. lhre Summe ergab die Gesamtstoffmenge an

Phosphatidylcholin.

HPLC-Analytik wurde sowohl an Extrakten von lavagiertem Lungengewebe und
LLF der 3d-, 7d-, 15d-, und 21d- Tiere, als auch an Plasmaextrakten und
Leberextrakten von 7d- und 21d- Tieren durchgefuhrt. Zu Beginn jeder
Analysereihe wurde ein Testlauf mit Gesamtlungenextrakt adulter Kontrolltiere
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durchgefiihrt. Standardmafig wurden 52ul (Leber-/Lungengewebe) oder 77l

(BALF/Plasma) der Probel6sung bei einem Waste-Volumen von 2 pl injiziert.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programmpaket Graph Pad Instat
Version 4'°. Alle angegebenen Daten sind Mittelwerte (MW) + Standartabwei-
chung (eng. Standard deviation - SD). Eine Testung auf Normalverteilung er-
folgte Uber die Methode nach Kolmogorov und Smirnov. Als statistisches
Testverfahren fur Gruppenvergleiche kamen die univariate Varianzanalyse (eng.
analysis of variance - ANOVA) und die Bonferroni-Korrektur zur Anwendung.
Alle Parameter wurden auf Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen

innerhalb der jeweiligen Altersklasse untersucht.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde auf 5 % festgelegt (p<0,05). Folgende

Signifikanzniveaus wurden angegeben:

versus Kontrolle versus Betamethason versus rhKGF
p<0,05  * p<0,05 # p<0,05  §
p<0,01  ** p<0,01 it p<0,01  §§
p<0,001  *** p<0,001  #i## p<0,001  §8§

15 Graph Pad Software, San Diego, CA, USA
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4  Ergebnisse

4.1 Korpergewicht nach rhKGF- und Betamethason-Be-
handlung

Alle Tiere wiesen zu Beginn der Behandlung identische Gewichte auf. Das Kor-
pergewicht der Ratten ohne rhKGF- bzw. Betamethasonbehandlung stieg konti-
nuierlich von 1d (6,68 = 0,51 g) bis 21d (39,08 £ 8,92 g) an (s. Abb. und Tab.
4.1).

Eine zweitdgige Gabe von 1 mg / kg KGW Betamethason resultierte in einem
Sistieren bzw. einer Verminderung der Gewichtszunahme verglichen mit den
Kontrollen an 3d, 7d und 15d, nicht aber an 21d.

Eine alleinige Behandlung mit 5 mg / kg KGW rhKGF hatte gegeniber den
Kontrolltieren keinen Einfluss auf die Gewichtsentwicklung (s. Abb. und Tab.
4.1). Verglichen mit den Betamethason- oder Kombinationstieren waren signifi-
kant hohere Gewichte an 3d und 7d zu verzeichnen. Am Ende der
Alveolarisierungsphase (21d) waren zwischen den Gruppen keine Unterschiede

messbar.

Eine Kombination von rhKGF und Betamethason filhrte an den Tagen 3 und 7
zu keinem Unterschied gegeniber der alleinigen Betamethasontherapie,
hingegen waren am Tag 15 die Werte identisch zu den Kontrollen und

signifikant hoher als bei den Betamethasontieren.
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1d 15d 21d
Kontrolle rhKGF Betamethason Kombination
(n=12-30) (n=10-24) (n=10-27) (n=10-24)
1d KGW (g) 6,68 + 0,51
3d KGW (@) 6,80 + 1.06 8,03+ 0,95 6,59 ,¢§ §%,§09 6,93:%,05
7d KGW (g) 14,74 + 2,33 14,80 + 2,09 12;];3 §§1§’32 11;%}, §§1§'58
15d KGW (g) | 27,21 +5,27 27,49 + 3,43 23’°§§§4’72 2831 %230
21d KGW (g) | 39,08 +8,92 38,50 6,85 37,70 £ 5,83 41,50 + 6,43

Abb. und Tab. 4.1: Gewicht nach 2 Tagen rhKGF bzw. Betamethason-Behandlung. Die
Tiere wurden behandelt wie unter 3.3 beschrieben. Daten sind MW # SD, N=12-30. Abkurzun-
gen: KGW=Kdrpergewicht; * p<0,05, ** p<0,001 versus Kontrolle;, ## p<0,01 versus
Betamethason; §§ p<0,01, 888 p<0,001 versus rhKGF.
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4.2 Gro6Re der Phospholipidpools

Bei allen untersuchten Probenmaterialien (Lungen- und Lebergewebe, LLF und
Blutplasma) wurde die Stoffmenge an Gesamtphospholipiden als sogenannter

~.Gesamtpool” bestimmit.

Fur alle untersuchten Probenmaterialien (Lungen- und Lebergewebe, Plasma
und LLF) wurde aus diesen Daten der Anteil der sezernierten Phospholipide

gegeniber dem Gesamtpool berechnet.

4.2.1 Phospholipidpoolgré3en in lavagiertem Lungengewebe und

Lungenspulflissigkeit

In Abb. 4.2 sind (nach Behandlungsgruppe und Alter sortiert) die Phospholipid-
PoolgréRen von Lungengewebe und LLF in pmol total / Gesamtorgan bzw. LLF
dargestellt. Tab. 4.2 zeigt den relativen Anteil des LLF-Phospholipidpools am

Phospholipid der gesamten Lunge (,Sezernierte Fraktion®).

Die Grof3e des Phospholipidpools in der LLF der Kontrollgruppe wies einen
charakteristischen Verlauf auf: Einer postnatal erhéhten Stoffmenge von 0,53 +
0,23 pmol folgte ein Abfallen auf 0,27 + 0,06 pmol an Tag 7 und ein
Wiederansteigen nach abgeschlossener Alveolarisierung an d15 bzw. 21.
Dieser grundsatzliche Verlauf wurde durch die unterschiedlichen Interventionen
mit rhKGF oder Betamethason nicht beeinflusst (s. Abb. 4.2 A). Die Pools im
Lungengewebe der Kontrolltiere zeigten ebenfalls einen charakteristischen

Verlauf: Es kam zu einem kontinuierlichen Anstieg bis 15d.

Zu Beginn der postnatalen Lungenreife fihrte eine Betamethason-Gabe, allei-
nig oder in Kombination, zum Abfall der Gesamtpoolgrof3e in der Gesamtlunge
bei gleichzeitigem Anstieg der Stoffmenge in der LLF.

Eine alleinige rhKGF-Gabe hingegen fuhrte im Vergleich mit Kontrolltieren zu
keinem Abfall, sondern zu einem leichten, statistisch nicht signifikanten Anstieg
des intrazellularen Pools sowie gleichzeitig zu einer signifikanten Erhohung der
Phospholipidkonzentration im Surfactant (s. Abb. 4.2). Dieser Effekt war bis 15d
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nachweisbar. Die entwickelten Lungen (21d) zeigten keine Reaktion auf
alleinige rhKGF-Gabe.

Interessant ist zudem, dass mit zunehmender Lungenreife der alleinige
Betamethason-Effekt unbedeutend wurde und nach abgeschlossener
Lungenreife nach 21 Tagen nur noch die Kombination wirkungsvolle Effekte
aufwies (s. Abb. 4.2).

Zusammenfassend zeigte sich unter Betamethasontherapie eine deutliche Zu-
nahme an Phospholipid in der LLF. Allerdings geht diese massive Poolerh6hung

zulasten des intrazellularen Anteils.

RhKGF fihrte dem gegenibergestellt zu signifikanten intraalveoléren
Poolerhéhungen bei gleichzeitiger Erh6hung des Gewebepools, insbesondere
bei 7d- und 15d-Tieren.

Die Kombinationstherapie spiegelt bei den unreifen (3d- und 7d-)Tieren den
Betamethasoneffekt wieder. In den alteren Gruppen (15d und 21d) erhdhte die
kombinierte Gabe als Einzige den Lipidpool in Lunge und Lavage signifikant

gegenuber den Kontrollen.
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Abb. 4.2: Phospolipidpools von Lungenlavage (A: LLF) und lavagiertem
Lungengewebe (B: LU). Die Tiere wurden behandelt wie unter 3.3 beschrieben. LLF und
Lungengewebe wurden mit Chloroform/Methanol extrahiert und die Phospholipidstoffmengen
absolut und pro Gramm KGW bestimmt. Daten sind MW + SD, N=6-20. Abklrzungen: * p<0,05,
*** n<0,001 versus Kontrolle;, ## p<0,01 versus Betamethason; §§ p<0,01, 8§88 p<0,001 versus
rhKGF.
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Be:;:]e;|:ng Sezernierte Fraktion (%LLF-PL von Gesamt-PL)
3d 7d 15d 21d
Kontrolle 10.4+0.9 3.6+0.2 6.3+0.6 9.4+0.9
rhKGF 15.9+1.3 5.3:0.3 8.240.7 10.5+0.6
Betamethason 20'72*1; 583 1Oﬁ§"§t§2§’21 12;%9' §i§2§'55 11,73 +1,88
Kombination 20,87**1; 4,10 11,i§,§§2§:18 12,3?'§i§]§92 14,4}*;2,98

Tab. 4.2: Sezernierte  Fraktion (Anteil des Lavagephospholipids am
Gesamtphospholipid der Lunge). Die Tiere wurden behandelt wie unter 3.3 beschrieben. LLF
und Lungengewebe wurden mit Chloroform/Methanol extrahiert und die
Phospholipidstoffmengen absolut bestimmt. Sekretionsfraktion ist der Anteil der LLF-Stoffmenge
am Gesamtphospholipid von Lavage und Lunge. Daten sind MW # SD. N=6-20. Abklrzungen:
PL = Phospholipid; LLF = Lungenspulflissigkeit; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 versus
Kontrolle; # p<0,05, versus Betamethason; §88 p<0,001 versus rhKGF

4.3 Sphingomyelin in lavagiertem Lungengewebe und Lun-
genspulflissigkeit

Abb. 4.3 =zeigt, dass Uber die Zeit (d3-d21) der Anteil an SPH als
Membranbaustein gegenuber Surfactant-Bestandteilen (PC-Spezies) zunimmt.
Demgegenuber enthélt LLF altersunabhéngig unter 1% SPH. Die
Konzentrationen von SPH in LLF und Lungengewebe werden durch die

Behandlungen nicht wesentlich beeinflusst.
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Abb. 4.3: Sphingomyelin in lavagiertem Lungengewebe (LU) und Lungensplulflissig-
keit (LLF). Die Tiere wurden behandelt wie unter 3.3 beschrieben. SPH wurde mittels HPLC
gemessen wie unter 3.5.3 beschrieben. Werte sind % bezogen auf Gesamt-Phosphocholin in
der Probe. Daten sind MW + SD, N=6-19 Tiere. Abkirzungen: LU = lavagiertes Lungengewebe;
LLF=Lungenspdlflissigkeit; ** p<0,001 versus Kontrolle; # p<0,05, ## p<0,01 versus
Betamethason.

4.4 Molekulare Zusammensetzung der Phosphatidylcholin-
Spezies in lavagierter Lunge und

Lungenspulflissigkeit

Die molekulare Zusammensetzung der einzelnen PC-Spezies erfolgte durch
Auftrennung und Analyse mittels RP-HPLC (s. Kap. 3.5.3). Die Summe der

Flachenintegrale aller Einzelspezies wurde gleich 100% gesetzt.

Zur besseren Verstandlichkeit sind die Einzelspezies hinsichtlich ihrer
vorzugsweisen Anreicherung im Surfactant (PC16:0/16:0, PC16:0/14:0,
PC16:0/16:1) bzw. ihrer Uberwiegenden Retention im Gewebe (PC16:0/18:1,
PC16:0/18:2, PC16:0/20:4, PC18:0/18:2, PC18:0/20:4) geordnet [14]. Die
Auswertung wurde aul3erdem auf die wichtigen Einzelspezies beschrankt. Unter
.andere PC* wurden die quantitativ weniger wichtigen (PC18:1/18:2,
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PC18:1/18:1) oder mit HPLC nicht identifizierbaren PC-Spezies subsummiert (s.
Abb. 3.5).

4.4.1 Molekulare Zusammensetzung der Phosphatidylcholin-Spezies

in Lungengewebe und Lungenspulflissigkeit

Abb. 4.4 und Abb. 4.5 zeigen die molekularen PC-Zusammensetzungen in

Lunge und Lavageflussigkeit der einzelnen Alters- und Behandlungsgruppen.

In der Kontrollgruppe konnte die PC-Zusammensetzung und der postnatale
Entwicklungsverlauf, wie er in friheren Studien beschrieben wurde, bestatigt
werden [12, 13]: Wichtigster Bestandteil im Gewebe und in der LLF ist
PC16/0:16/0. Es ist initial nach Geburt hoch und fallt im Verlauf wahrend der
Alveolarisierung um ca. 1/3 des Ausgangswertes ab (s. Abb. 4.4, 45
Kontrollen). Im Gegensatz dazu verlauft die Entwicklung des PC16:0/14:0
umgekehrt. PC16:0/14:0 ist initial nach Geburt niedrig und verdreifacht seine
Konzentration bis zum Abschluss der Alveolarisierung (s. Abb. 4.4, 4.5
Kontrollen). Bei beiden Lipiden war dieser Verlauf sowohl im Gewebe als auch
in der Lavage nachzuweisen. Die anderen Bestandteile &nderten sich bei den

Kontrolltieren Gber den Entwicklungszeitraum nicht wesentlich.

In Abb. 4.5 sind die Ergebnisse der Untersuchungen der LLF dargestellt. Es
zeigte sich, dass keine der angewandten Therapien einen Einfluss auf die

generelle PC-Zusammensetzung des sezernierten Surfactants hatte.

Im Gewebe (Abb 4.4) waren demgegeniber sehr wohl Effekte nachzuweisen:
RhKGF, Betamethason oder deren Kombination erhdhten den Anteil von
Surfactant-PC (PC16:0/16:0, PC16:0/14:0, PC16:0/16:1) bei gleichzeitiger
Verminderung der Gewebe-PC (PC16:0/18:1, PC16:0/18:2, PC16:0/20:4,
PC18:0/18:2, PC18:0/20:4).

RhKGF wie auch Betamethason allein waren in der sich entwickelnden Lunge
(3d-15d) effektiv und erhdhten die Surfactant-spezifischen PC zulasten der
membran- bzw. gewebespezifischen und ubiquitdren Komponenten (Abb. 4.4 A-
D Betamethason, rhKGF).
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Die Kombinationstherapie erwies hingegen auch in der alveolarisierten Lunge
eine deutliche Zunahme des Anteils an PC16:0/16:0 und PC16:0/14:0.

50 1 A:Lunge 3d OKontrolle 50 7 B:Lunge 7d
1 +%, mrhKGF 1
40 B Betamethason
Kombination

Abb. 4.4: Molekulare Zusammensetzung der PC-Spezies in lavagiertem Lungengewebe
der 3-21d-Tiere (A-D) nach Behandlung mit rhKGF/Betamethason. Die Tiere wurden
behandelt wie unter 3.3 beschrieben. Phosphatidylcholin wurde mittels RP-HPLC in seine
molekularen Spezies aufgeteilt (s. Kap. 3.5.3). Angegeben sind nur PC-Spezies. ,Andere PC*
ist die Summe aus PC 18:1/18:2, PC 18:1/18:1 und der nicht zu identifizierenden Spezies.
Daten sind MW + SD, N=7-20. Abklirzungen: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 versus Kontrolle;
# p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 versus Betamethason; § p<0,05, §§ p<0,01, 888 p<0,001
versus rhKGF.
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Abb. 4.5: Molekulare Zusammensetzung der PC-Spezies in Lungenlavageflissigkeit
der 3-21d-Tiere (A-D) nach Behandlung mit rhKGF/Betamethason. Die Tiere wurden
behandelt wie unter 3.3 beschrieben. Phosphatidylcholin wurde mittels RP-HPLC in seine
molekularen Spezies aufgeteilt (s. Kap. 3.5.3). Angegeben sind nur PC-Spezies. ,Andere PC*
ist die Summe aus PC 18:1/18:2, PC 18:1/18:1 und der nicht zu identifizierenden Spezies.
Daten sind MW + SD, N=7-20. Abkurzungen: LLF=Lungenlavageflissigkeit; * p<0,05, ** p<0,01,
*** n<0,001 versus Kontrolle; # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 versus Betamethason; §
p<0,05, 88 p<0,01, §88 p<0,001 versus rhKGF.

4.5 GrolRe des Phosphatidylcholin-Pools in Lunge und
Lavageflissigkeit
Der Anteil des Phosphatidylcholin am Gesamtphospholipid wurde in lavagiertem
Lungengewebe und LLF als absolute Stoffmenge berechnet. Rechengrundlage

zur Bestimmung des Anteils des Gesamt-PC in der Lavage bildete [16]
(ndheres s. Kap. 3.5.3.2).

45.1 Gesamt-Poolgrofien

In Tab. 4.3 ist der Gesamt-Pool der PC-Einzelspezies in Lavage und
Lungengewebe dargestellt.



Gesamt-PC | Gesamt-PC
Alter /
N lav. Lunge LLF
Behandlung
(umol) (umol)
3d
Kontrolle 19 1,66 + 0,41 0,43 +0,13
rhKGF 13 1,89 + 0,22 0,64 + 0,32
H#Ht
Betamethason 15 1,36 + 0,38 0,94 + 0,22
Kombination 15 1,32 +0,47 0,77 £ 0,19
§§ *k%
7d
Kontrolle 20 2,89 + 0,62 0,21 + 0,07
rhKGF 17 3,38+0,51 0,37 +£0,11
Betamethason 20 2,33+0,46 0,52 +0,16
**,§§§ *%%
Kombination 18 2,54 +0,30 0,58 + 0,25
888 *** 8§
15d
Kontrolle 13 3,95+ 0,83 0,64 +0,12
rhKGF 14 4,63 +1,35 1,11 + 0,26
# ***,#
Betamethason 12 3,42 +0,73 0,88 +0,17
Kombination 12 5,02 +0,79 1,47 £0,21
* Ht *xk HitH 888
21d
Kontrolle 3,94+ 0,85 0,86 + 0,18
rhKGF 4,77 £1,19 1,14 + 0,43
Betamethason 6 3,41+ 1,06 1,37 £ 0,57
Kombination 6 4,97 £ 0,75 1,73 + 0,46
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Tab. 4.3: Phosphatidylcholin-PoolgréRen in lavagiertem Lungengewebe und LLF. Die

Tiere wurden behandelt wie unter 3.3 beschrieben. Phosphatidylcholin wurde mittels RP-HPLC
in seine molekularen Einzelspezies aufgeteilt und mittels des internen Standards die
Stoffmenge berechnet (s. Kap. 3.5.3). Die Summe der Einzelspezies ergab die Gesamt-
Phosphocholinmenge. Zur Bestimmung der Phosphocholinstoffmenge in der LLF siehe Kap.
3.5.3.2. Daten sind MW =+ SD der angegeben Stickzahlen. Abkirzungen: PC =
Phosphatidylcholin; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 versus Kontrolle; # p<0,05, ### p<0,001
versus Betamethason; § p<0,05, 88 p<0,01, §88 p<0,001 versus rhKGF.
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Postnatal stieg bei den Kontrollen analog zur Gesamtlipidmenge (s. Abb. 4.2 B)
die Menge an Gesamt-PC bis 15d in der lavagierten Lunge an. Gleichzeitig
verringerte sich im Entwicklungsverlauf die PC-Menge in der Lavage von 3d auf

7d und stieg dann wieder.

RhKGF erhohte postnatal die intrazellulare PC-Menge signifikant gegentber
Betamethason. Die alleinige rhKGF-Gabe erwies sich im Lungengewebe dabei
auch bei den 7d-Tieren als effektiv. Zudem wurde auch der PC-Pool im

Surfactant dieser Tiere absolut erhoht.

Betamethason erniedrigte die Gewebe-PC-Menge bei den 3d und 7d-Tieren
und erhohte gleichzeitig die Surfactant-PC-Menge dieser Tiere. In den

Alterstufen 15d und 21d hatte Betamethason keinen nennenswerten Einfluss.

Die Kombination beider Stoffe unterschied sich von den Effekten der Einzelsub-
stanzen. Direkte postnatale Applikation fihrte zu einem leichten Abfall des intra-
zellularen Pools bei gleichzeitiger Erhéhung in der LLF. Bei den 7d-, 15d- und
21d-Tieren kam es, verglichen mit den Kontrolltieren, nach kombinierter Gabe
zu einer Verdopplung der Poolgrolie der PC in der LLF. Ein Abfall im
Lungengewebe, wie nach Betamethason-Therapie, trat hingegen nicht auf, was

auf einem antagonisierenden Effekt durch rhKGF beruht.

45.2 Einflisse von rhKGF, Betamethason oder Kombination auf

PoolgrofRen der wichtigsten Surfactant-Bestandteile

Wahrend die Pharmaka die PC-Zusammensetzung im Surfactant nicht
anderten, induzierten sie eine altersabhangig differenzielle Umverteilung der
intrazellularen PC-Spezies zugunsten ,Surfactant-spezifischer* (PC16:0/16:0,
PC16:0/14:0, PC16:0/16:1) Komponenten und zulasten der ,Nicht-Surfactant-
spezifischen® PC-Spezies (PC16:0/18:1, PC16:0/18:2, PC16:0/20:4,
PC18:0/18:2, PC18:0/20:4) (Abb. 4.4 A-D). In Abb. 4.6 sind die

PoolgroRenveranderungen dieser PC-Gruppen gegenibergestellt.

Auf die Surfactant-PC bezogen wird deutlich, dass alleinig rhKGF in den
Altersgruppen 3d, 7d und 15d eine PoolgroRenvermehrung bewirkte. Unter
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Betamethason alleine blieben die Konzentrationen im Vergleich mit Kontrollen
lediglich stabil. Die Kombination beider Substanzen war bei den alteren

Tiergruppen (15d und insbesondere 21d) deutlich tberlegen.

Betamethason fuhrte hingegen zu einem Abfall der Nicht-Surfactant-PC in allen
Altersgruppen. Bei 3d und 7d war dieser Effekt auch in den Kombinationstieren
nachzuweisen, jedoch nicht bei 15d und 21d. rhKGF hat somit in diesen

Altersgruppen den Betamethason-Effekt antagonisiert.
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Abb. 4.6: Einflisse von rhKGF, Betamethason oder Kombination auf Poolgréf3en der
wichtigsten Surfactantbestandteile in der lavagierten Lunge. Die Tiere wurden behandelt
wie unter 3.3 beschrieben. Phosphatidylcholin wurde mittels RP-HPLC in seine molekularen
Einzelspezies aufgeteilt und mittels des internen Standards die Stoffmenge berechnet (s. Kap.
3.5.3). Gesamt-PC ist Summe aller Einzelspezies. Surfactant-PC ist die Summe aus
PC16:0/16:0, PC16:0/14:0, PC16:0/16:1. Nicht-Surfactant-PC ist die Summe aus PC16:0/18:1,
PC16:0/18:2, PC16:0/20:4, PC18:0/18:2, PC18:0/20:4 und den nicht identifizierten Spezies.
Daten sind MW + SD. N=6-20. Abkiirzungen: PC = Phosphatidylcholin; * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001 versus Kontrolle; # p<0,05, ### p<0,001 versus Betamethason; 8§ p<0,01, 88§
p<0,001 versus rhKGF.
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4.6 Phospholipid-PoolgréfRen in Leber und Blutplasma

Tab. 4.4 und Abb. 4.7 zeigen die Phospholipid-PoolgréRen von Leber und
Plasma der 7d- und 21d-Tiere, was entwicklungsphysiologischen Zeitpunkten
wahrend und nach der pulmonalen Alveolarisierung entspricht. Gleichzeitig sind

die Plasma-Stoffmengen pro ml Blutplasma der 7d- und 21d- Tiere angegeben.

Es stellte sich heraus, dass lediglich die Kombinationstherapie
entwicklungsabhangig bei alteren Tieren (21d) signifikant Einfluss auf den
Leber-Gesamtpool hatte. An d7 erhéhten sowohl rhKGF als auch
Betamethason die Plasma-Phospholipide signifikant (s. Abb. 4.6 B) wahrend
das - wie bei der Abwesenheit von Einzeleffekten auf Lungen- und LLF-
Phospholipide - bei 21d nicht der Fall war. Analog der Wirkung einer
kombinierten Behandlung auf die Lunge erhdhte die Kombination jedoch an

beiden Zeitpunkten die Phospholipidkonzentration im Plasma.
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Abb. 4.7: Phospholipidstoffmengen von Lebergewebe (A) und Blutplasma (B). Die Tiere
wurden behandelt wie unter 3.3 beschrieben. Plasma und Lebergewebe wurden mit Chloro-
form/Methanol extrahiert und die Phospholipidstoffmengen pro Gesamtleber und pro ml
Blutplasma bestimmt. Daten sind MW + SD. N=3-9. Abkirzungen: * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001 versus Kontrolle; # p<0,05, ### p<0,001 versus Betamethason; § p<0,05, 8§ p<0,01,
888 p<0,001 versus rhKGF.



Organ- PL / Leber PL /ml
gewicht (g) (nmol) Plasma
(umol/ml)
7d
Kontrolle 0,53+0,04 | 17,36 +2,47 | 2,74 +0,60
rhKGF 0,55+0,06 | 1950+3,11 | 3,91+0,72
*%
Betamethason 0,48+0,06 | 17,27 +2,57 | 3,99+ 0,63
Kombination 0,64+0,09 | 1583+1,79 | 5,37 +0,64
*#,888 8§ *** #,88
21d
Kontrolle 1,46 + 0,04 | 46,19+1,13 | 2,85+ 0,49
rhKGF 1,44 +0,10 | 46,78 +£5,76 | 3,02 + 0,28
Betamethason 1,74 + 0,07 5459 + 2,44 | 3,06 + 0,40
Kombination 2,16 +0,39 | 63,56+5,76 | 4,84 +0,26
*8 ** 8§ Rk B, 888
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Tab. 4.4: Phospholipidstoffmengen von Lebergewebe und Blutplasma. Die Tiere wurden
behandelt wie unter 3.3 beschrieben. Plasma und Lebergewebe wurden mit Chloro-
form/Methanol extrahiert und die Phospholipidstoffmengen absolut und pro Gramm KGW (fur
Lebergewebe) und pro ml Blutplasma (fur Blutplasma) bestimmt. Daten sind MW + SD der
angegeben Stickzahlen. Abklrzungen: PL = Phospholipid; KGW = Koérpergewicht; * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001 versus Kontrolle; # p<0,05, ### p<0,001 versus Betamethason; § p<0,05,
88 p<0,01, 888 p<0,001 versus rhKGF.

4.7 Molekulare Zusammensetzung von PCin Leber und

Blutplasma

Die molekulare Zusammensetzung der PC-Spezies in Leber und Blutplasma
unterschied sich fundamental von derjenigen der Lungen- und Lavageextrakten
(vgl. Abb. 4.4, 4.5 und 4.8 A-D).

Mengenmalig standen in der Leber die PC-Speizes mit polyunsaturierten
Fettsduren (PUFA) wie Arachidonsaure (20:4) und Docosahexaensaure (22:6),
in der sn-2-Position des PC im Vordergrund. Wichtigste Vertreter waren
(PC16:0/20:4),

Steaorylarachidonoyl-PC

Palmitoylarachidonoyl-PC Palmitoyldocosahexaenoyl-PC
(PC16:0/22:6), (PC18:0/20:4) und
Steaoryldocosahexaenoyl-PC (PC18:0/22:6). Diese sind in den folgenden
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Abbildungen als erste beschrieben. Danach folgen Komponenten, die die
Hauptmenge der Zellmembranen ausmachen (PC16:0/18:2, PC16:0/18:1,
PC18:0/18:2, PC18:1/18:2). Unter ,andere PC* wurden nicht identifizierbare und
quantitativ hier eher unbedeutende Komponenten (PC16:0/14:0, PC16:0/16:0,
PC16:0/16:1) subsumiert.

4.7.1 Molekulare Zusammensetzung der Phosphatidylcholin-Spezies
in Leber und Blutplasma

Die wichtigen polydesaturierten Fettsduren (PC16:0/20:4, PC16:0/22:6,
PC18:0/20:4, PC18:0/22:6) machten bei den 7d-Kontrolltieren ca. 68% des
Gesamtanteils der PC aus. Bei den 21d-Kontrolltieren sank der Anteil auf
insgesamt ca. 44% (s. Abb 4.8 A, B). Auch im Plasma war der PUFA-Anteil an
7d mit ca. 40% gegenuber ca. 26% an 21d wesentlich hdher. Im Lebergewebe
der unreifen Tiere senkte Betamethason alleine oder in Kombination mit rhKGF
den PUFA-Anteil gegenuber Kontrollen auf ca. 50% Gesamtanteil. rhKGF
hingegen zeigte keine Verringerung der PUFA (s. Abb. 4.8 A).

Bei den 21d-Tieren fuihrte Betamethason zu einer Erhéhung des PC18:0/20:4
bei gleichzeitiger Verringerung des PC16:0/22:6. rhKGF alleine oder die

Kombination hatten keine wesentlichen Auswirkungen in dieser Altersklasse.

Im Plasma der 7d- und 21d-Tiere waren nur geringe Veranderungen messbar.
Lediglich Kombinationsgabe bei den 7d-Tieren fihrte zu einer Verringerung der
PUFA bei gleichzeitiger leichter Erh6hung der eher membranstandigen Anteile.
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Abb. 4.8: Prozentuale molekulare Zusammensetzung der Phosphatidylcholin-Spezies
in Lebergewebe und Plasma bei 7d und 21d alten Ratten. Die Tiere wurden behandelt wie
unter 3.3 beschrieben. Phosphatidylcholin wurde mittels RP-HPLC in seine molekularen
Einzelspezies aufgeteilt (s. Kap. 3.5.3). Angegeben sind nur PC-Spezies. ,Andere PC" ist die
Summe aus PC 16:0/14:0, PC 16:0/16:0, PC 16:0/16:1 und der nicht zu identifizierenden
Spezies. Daten sind MW + SD, N=3-8. Abkilrzungen: * p<0,05, ** p<0,01, ** p<0,001 versus
Kontrolle; # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 versus Betamethason; § p<0,05, 88 p<0,01, 88§
p<0,001versus rhKGF.

4.8 GroRRe des Phosphatidylcholin-Pools in Leber und

Plasma

4.8.1 Gesamt-Poolgrofien

In Tab. 4.5 sind die Gesamt-PoolgroRen der PC aus Gesamtleber und Plasma

dargestellt.



Gesamt-PC Gesamt-
Leber PC Plasma
(umol) (nmol/ml)
7d
Kontrolle 7,02+1,02 |1,48+0,32
rhKGF 761+121 |2,27+0,42
*kk
Betamethason 6,71 +£0,98 |2,28+0,36
*%x%
Kombination 6,57 +0,74 | 2,92 +0,35
Rk .88
21d
Kontrolle 19,44 + 0,48 | 1,59 + 0,27
rhKGF 21,01+2,60 |1,85+0,17
Betamethason 22,75+1,02 |1,75+0,23
Kombination 29,71+2,69 | 3,01 +£0,16
** #,88 Rk B, 888

12

Tab. 4.5: Phosphatidylcholin-Poolgréf3en in Leber und Plasma. Die Tiere wurden
behandelt wie unter 3.3 beschrieben. Phosphatidylcholin wurde mittels RP-HPLC in seine
molekularen Einzelspezies aufgeteilt und mittels des internen Standards die Stoffmenge
berechnet (s. Kap. 3.5.3). Die Summe der Einzelspezies ergab die Gesamt-
Phosphocholinmenge. Daten sind MW + SD. N=3-9. Abkirzungen: PC = Phosphatidylcholin; **
p<0,01, *** p<0,001 versus Kontrolle; # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 versus Betamethason;
88 p<0,01, 888 p<0,001 versus rhKGF.

Bei den eher unreifen Tieren hatten rhKGF, Betamethason oder deren
Kombination keinen Einfluss auf den Gesamtpool der PC in der Leber. Im
Plasma dieser Tiere erhohten rhKGF und Betamethason gleichermal3en die
PC-Konzentration um das 1,5-fache. Die Kombination beider Substanzen

verdoppelte sogar das Gesamt-PC.

Bei den 21d-Tieren war - im Gegensatz zu den unreifen Tieren - auch ein Effekt
in der Leber nachzuweisen: Die Kombination erhohte den Pool um nahezu
50%. Im Plasma dieser Altersgruppe verdoppelte die kombinierte Gabe die PC-
Konzentration. Die alleinige Gabe von rhKGF oder Betamethason hatten bei

den reifen Tieren keinen Effekt auf den Gesamt-Pool im Plasma.
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4.8.2 Einfluss von rhKGF, Betamethason oder Kombination auf den
Arachidonoyl-PC-Pool

Abb. 4.8 zeigt den Pool aus der Summe von Palmitoylarachidonoyl-PC
(PC16:0/20:4) und Steaorylarachidonoyl-PC (PC18:0/20:4) pro Gesamtleber

und pro ml Plasma bei 7d und 21d alten Ratten.
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Abb. 4.9: Einflisse von rhKGF, Betamethason oder Kombination auf die Poolgréf3e des
Arachidonoyl-PC-Pools in Leber (A, B) und Plasma (C, D) bei 7d und 21d alten Ratten. Die
Tiere wurden behandelt wie unter 3.3 beschrieben. Phosphatidylcholin wurde mittels RP-HPLC
in seine molekularen Einzelspezies aufgeteilt und mittels des internen Standards die
Stoffmenge berechnet (s. Kap. 3.5.3). Die Summe aus PC16:0/20:4 und PC18:0/20:4 ergab den
Arachidonoyl-PC-Pool. Daten sind MW + SD. N=3-9. Abkiirzungen: PC = Phosphatidylcholin; **
p<0,01, *** p<0,001 versus Kontrolle; # p<0,05, ### p<0,001 versus Betamethason; §§ p<0,01,
8§88 p<0,001 versus rhKGF.
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Im Lebergewebe zeigte sich nach Betamethasongabe, ob alleinig oder in
Kombination, ein Abfall der 20:4-PUFA um nahezu 30% bei den unreifen Tieren.
Gleichzeitig stieg bei diesen Tieren die Plasmakonzentration der 20:4 an (s.
Abb. 4.9 A, C).

Im Gegensatz dazu blieb der 20:4-PUFA-Pool unter rhKGF alleine in der Leber
konstant und die Plasma-Konzentration wurde erhoht (s. Abb. 4.9 A, C).

In den reiferen Tieren hatte nur die Kombination nennenswert Einfluss: Im
Vergleich zu den Kontrollen verdoppelte sie die 20:4-Konzentrationen in Leber

und Plasma.
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5 Diskussion

5.1 Klinischer Kontext

Ein voll entwickeltes und an die physiologischen Bedingungen angepasstes
Surfactant-System ist Grundvoraussetzung fur die Lungenatmung. Surfactant
erfullt dabei sowohl stabilisierende, als auch immunologische Aufgaben im
Rahmen angeborener und adaptiver Abwehrmechanismen. Klinisch vorrangiges
Problem in der Neonatologie ist jedoch das akute respiratorische Versagen
Frihgeborener aufgrund Mangel an  Surfactant  (Atemnotsyndrom
Frigeborener=ANS bzw. infant respiratory distress syndrome=IRDS) durch

Unreife der Lunge.

Surfactantmangel und IRDS stehen im Kontext von Erkrankungen die zur
Frahgeburtlichkeit fihren, d. h. insbesondere amniotische Infektionen, Plazenta-
und Zervixanomalien und Mehrlingsschwangerschaften, pranataler Behandlung
mit Glucocorticoiden (Betamethason) und postnataler Behandlung mit toxischen
Sauerstoffkonzentrationen, letzteres um eine ausreichende Oxygenierung des

Blutes und Sauerstoffversorgung der Organe Neugeborener zu erreichen.

In die Uberwindung der vitalen Bedrohung des z. T. hochgradig unreifen
Organismus von lediglich 24 Wochen Gestationsalter hinein entwickelt sich als
Spatfolge haufig eine chronische Lungenerkrankung (Bronchopulmonale
Dysplasie=BPD), die heutzutage weniger eine Fibrose vom Typus des
klassischen Beatmungsschadens st (,old BPD®), als vielmehr eine
Entwicklungsstérung der Lunge (,developmental arrest®) mit alveolarer
Rarefizierung, verringerter Gasaustauschflache und verkleinerten Atemwegen,
die im errechneten Alter von 36 Schwangerschaftswochen einen erhdhten
inspiratorischen Sauerstoffbedarf bedingen (,new BPD*) [50, 55]. Diese
Entwicklungsstorung steht im Kontext von medikamentéser Behandlung,
Apoptose durch endogene inflammatorische Prozesse sowie iatrogener

Einflusse wie Sauerstoff und Beatmung. Zudem ist die BPD eine Klinische
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Diagnose, deren Abwesenheit nicht besagt, dass eine ehemalige ,Friihchen-
Lunge” strukturell unauffallig ist [7, 28, 55, 87, 128].

Die normalerweise zur ,Lungenreifeinduktion” eingesetzte antenatale Gabe von
Glukokortikoiden erwies sich in den vergangenen Jahrzehnten beziglich der
Uberlebensrate sehr unreifer Frithgeborener wegen der ,Lungenreifeinduktion®
als erfolgreich [50, 56, 59]. Die Nebenwirkungen und pulmonalen und
neuronalen Spatfolgen implizierten aber gleichzeitig die Suche nach
Alternativen. Zudem konnte sie die Entwicklung einer Bronchopulmonalen

Dysplasie nicht verhindern [128].

Im Kontext einer erfolgreichen IRDS-Prophylaxe und -Therapie durch
Glukokortikoide, jedoch unter Persistenz krankheitsspezifischer und iatrogener
chronischer Lungenschadigung, erschien es naheliegend, nach einer
surfactantstimulierenden, epithelprotektiven und anabolen Alternative zu
Glukokortikoiden zu suchen, die auch die Option einer BPD-Prophylaxe
beinhaltet. Glucocorticoide wirken generell katabol und l6sen das ,BPD-
Problem* nicht, wahrend die pulmonalen Konzentrationen spezifischer Faktoren
(wie rhKGF) invers mit der Rate der BPD-Entwicklung korrelieren [33].

Als vielversprechender Ansatz erscheint hier die Verwendung von
Keratinozytenwachstumsfaktor. In einer Reihe experimenteller Studien konnten
an fetalen Zellen proliferative, antiapoptotische, Surfactant-Protein-mRNA-
induzierende und Lipid-Synthese-steigernde Wirkungen gezeigt werden [19, 29,
78, 84, 128]. Fehrenbach und Mitarbeiter haben in einer tierexperimentellen
Arbeit an adulten Rattenlungen in vivo nach intratrachealer Instillation von
rhKGF eine Proliferation der Typ-ll-Pneumozyten festgestellt. Gleichzeitig
wurde beobachtet, dass die intrazellularen Speichervesikel (Lamellar-
Kdorperchen) nach rhKGF-Gabe an Groe abnahmen. Daraus wurde
geschlossen, dass rhKGF eine Proliferation induziert, der Absolutgehalt an

Surfactant pro Lunge aber unverandert bleibt [39].

Im Gegensatz zu den Vorarbeiten von Fehrenbach et al., die adulte Versuchs-
tiere mit voll entwickelter Lunge verwendet haben, wurden in dieser Arbeit zum

ersten Mal in vivo die Effekte von rekombinatem humanem Keratinozyten-
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Wachstumsfaktor (rhKGF; Palifermin®) auf das Surfactant-System bei unreifen
Rattenlungen vor, wahrend und nach der Alveolarisierungsphase untersucht.
AuRerdem wurde zum ersten Mal die Standardtherapie  zur
.Lungenreifeinduktion durch Glukokortikoide direkt mit rhKGF an der sich

entwickelnden Lunge verglichen.

Im Vergleich zu und in Kombination mit Betamethason wurden die Einflisse
einer 2-tadgigen systemischen Vorbehandlung mit rhKGF auf die
Gesamtphospholipidmenge sowie die molekulare Zusammensetzung der
individuellen Phosphatidylcholin-Spezies in LLF, lavagiertem Lungengewebe,
Leber und Blutplasma zu unterschiedlichen Zeitpunkten an dem sich

entwickelnden Rattenneugeborenen untersucht.

5.2 Methodenkritik

5.2.1 Tiermodell der sich entwickelnden Lunge am Beispiel der Ratte

Bei allen Tiermodellen bestehen generell Schwierigkeiten in der direkten
Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen. Das einzige Model fir den
Menschen, auch in experimenteller Hinsicht, ist letztlich der Mensch, wahrend
Tiermodelle bei vergleichend physiologisch korrekter Einordnung sowohl in
ihren Ahnlichkeiten als auch in den Unterschieden konzeptionell und
interpretatorisch hilfreich sind. Vorteil dieses Rattenmodells ist jedoch, dass
eine Untersuchung des Surfactants in Abhangigkeit der strukturellen Reifung
der Lungen bei Spontanatmung, d. h. ohne artifizielle Beatmung, stattfinden
kann. Die neugeborenen Tiere befinden sich an Tag 3 noch in der saccularen
Phase. Verglichen mit humanen Lungen entspricht dies etwa dem Reifegrad in
der 28. Gestationswoche. Neugeborene Ratten sind zu diesem
Entwicklungszeitpunkt aber lebensfahig. An Tag 4-14 findet bei Ratten die
Hauptphase der Alveolenbildung statt, der die Ausbildung des einschichtigen
Kapillarbettes in der dritten Lebenswoche folgt. Eine Besonderheit der Ratte ist,
dass sie ca. an d5-7 einen extrem niedrigen Pool an sezerniertem Surfactant

aufweist [16], was dieses Modell bei suffizienter Spontanatmung als
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Approximation eines Surfactantmangels zulasst. In diesem Kontext ist dieses
Rattenmodell ohne hohen apparativen Aufwand, sowie ohne Stdrfaktoren wie
Intubations- und Beatmungsschaden und -artefakte, anwendbar.

5.2.2 Labormethoden der Phospholipid- und Phosphocholinanalytik

Die angewandten Methoden der Phospholipidanalytik gehéren zur etablierten
Methodik. Sie ermdglichen einen Vergleich mit friheren Publikationen. Die
HPLC-Analytik zur Separation der einzelnen PC-Spezies in Lunge, Leber,
Plasma oder LLF ist zudem valide fur diese einzelnen Proben. Wie in Kap. 2
schon angesprochen, weisen sie ein bestimmtes Pattern an PC-Spezies auf,

welches fir diese Gewebe hochspezifisch ist.

Nachteil insbesondere der HPLC-Methode ist der hohe apparative Aufwand und
die Notwendigkeit der Verwendung organischer Ldsungsmittel fur alle
lipidanalytischen Techniken.

5.2.3 Systemische Applikation von rhKGF und Betamethason

Wie sich schon in friheren Puplikationen [39, 54] zeigte, haben sowohl rhKGF
als auch Betamethason nachweisbaren Einfluss auf die Surfactanthoméostase.
Das Besondere dieser Arbeit ist, das erstmalig ein in vivo-Vergleich an unreifen
Lungen auf differenziertem lipidanalytischem Niveau durchgefiihrt wurde, um
die Kklinische potenz von rhKGF gegeniuber Betamethason auszuloten Ein
Einfluss der Tragersubstanzen (PBS) zur Pharmakonapplikation konnte durch
Vergleich mit einer Kontrollgruppe, welche lediglich reines PBS bekommen
hatte, ausgeschlossen werden.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Effekte von rhKGF und Betamethason auf den Surfactant-Pool

Eine Reihe Faktoren, die den Surfactant-Metabolismus beeinflussen, wurden

bislang identifiziert. Dies sind z. B. Atemfrequenz, Entwicklungsalter, kérperliche
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Belastung und eine Reihe von Erkrankungen (s. Kap. 2). Die Halbwertszeit von
Surfactant ist zudem bei Neugeborenen wesentlich hoher, als bei erwachsenen
Organsimen. Neugeborene Lungen fuhren verbrauchte Surfactant-Bestandteile
vorrangig einem Recycling-Prozess zu, wahrend adulte und unreife Lungen

diese eher verstoffwechseln [64].

Die postnatale Entwicklung des Gesamtphospholipid-Pools in der Lunge unter-
liegt dabei gewissen Gesetzmalfigkeiten. Dem initial hohen Anteil an intrazellu-
lar gespeicherten und sezernierten Phospholipid folgen postnatal - bei Ratten
mit Beginn der Alveolarisierung - ein Abfallen der PoolgroRen und ein
Wiederansteigen zum Ende der Alveolen-Bildung [118]. In dieser Arbeit konnte
dieser generelle entwicklungsabhéngige Verlauf anhand der Kontrolltiere
bestatigt werden (s. Kap. 4.5.1 und Tab. 4.3).

Wirkungen von rhKGF und Betamethason bei unreifen Tieren (3d und 7d)
waren eine Verdopplung des Gesamtpools (Betamethason) bzw. eine 46%ige
Erh6éhung durch rhKGF in der Lungenspilflissigkeit, d. h. im sezernierten
Surfactant. In den Lungen dieser Tiere erniedrigte Betamethason jedoch den
pulmonalen Pool von Gesamt-PL und Gesamt-PC um jeweils ca. 20%. Hier
zeigte rhKGF eindeutige Vorteile (insbesondere bei den 7d-Tieren): Sowohl
Gewebe-PC-Pools als auch Lavage-PC-Pools waren um 17 bzw. 14% erhoht
(s. Tab. 4.3). In reiferen Lungen (15d und 21d) bewirkte nur noch die

Kombination beider Substanzen eine Poolerhéhung.

Diese Ergebnisse bedeuten, dass es unter Betamethasongabe zwar zu einer
PC-Vermehrung im extrazellularen Surfactant kommt, diese aber zulasten des
intrazellularen Anteiles geschieht. Insbesondere der Anteil der ,Nicht-
Surfactant-spezifischen® PC wird durch Betamethason im Gewebe vermindert
(s. Abb. 4.6). Insgesamt ist somit kein ,Plus” an Surfactant und PL vorhanden,
was das Konzept stitzt, dass Betamethason zwar eine Differenzierung des Typ-
[I-Pneumozyten induziert, dieses aber im Rahmen seiner allgemein katabolen

Wirkungen auf Kosten der pulmonalen Gesamthomdoostase ablauft.

Im Gegensatz dazu erhthte rhKGF den sezernierten und intrazellularen

Speicherpool. Insbesondere bei den 7d-Tieren fuhrte die rhKGF-Gabe zu einem
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deutlichen ,Plus* an Gewebephospholipid bei gleichzeitigem Anstieg der PL-
Stoffmenge in der LLF. Es fand also nur nach rhKGF-Gabe eine echte

zumindest biochemische ,Lungenreifeinduktion” statt.

Bezuglich einer zukunftigen klinischen Anwendung von rhKGF sind die Ergeb-
nisse der Gesamtphospholipidanalytik und der Phosphatidylcholin-
PoolgrofRenberechnung interessant: Derzeit wird Frihgeborenen (bzw. deren
Muttern) antenatal Betamethason zur Steigerung der alveolaren Surfactant-
Stoffmenge appliziert. Die hier vorgestellten Daten zeigen jedoch, dass eine
rhKGF-Gabe vor und wahrend der Alveolarisierung den PC-Pool steigern kann,
ohne die systemischen Nebenwirkungen einer Cortisontherapie zu riskieren.
Unter Berucksichtigung der starken Gewichtsabnahme der mit Betamethason
behandelten Tiere als Ausdruck des generellen Katabolismus erscheint dieser
Aspekt wesentlich (s. Abb. und Tab 4.1).

Kombinierte Gabe beider Stoffe spiegelt bei den jingeren Tieren (bis 7d-Tiere)
den Betamethasoneffekt wieder. Hier war rhKGF nicht in der Lage die katabolen
Effekte der Betamethasontherapie zu antagonisieren. Ab 15d scheinen jedoch
ausgepragte additive Wirkungen vom Betamethason und rhKGF wirksam zu
werden und nach abgeschlossener Alveolarisierung (21d-Tiere) ist nur die
Kombination signifikant wirksam im Sinne einer PoolgroRenerh6hung von PL

und PC in Lungengewebe und sezerniertem Surfactant.

Die, z. T. deutliche Poolgré3en-Zunahme bei den &lteren Kombinationstieren
kann damit am ehesten eine klinische Bedeutung in der Behandlung pulmonaler
Erkrankungen alterer Kinder und Erwachsener mit akuten Lungenerkrankungen
gewinnen, die mit einer Schadigung des Surfactantsystems einhergehen
(ARDS). Im Klinischen Kontext bedeutet dies, dass eine alleinige Gabe von
rhKGF bei nicht vollig entwickelten Lungen in Betracht gezogen werden muss,
wahrend die kombinierte Gabe bei entwickelter Lunge zukiinftig eine Rolle

spielen kdnnte.
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5.3.2 Effekte von rhKGF und Betamethason auf die Surfactant-

Zusammensetzung

Hauptbestandteile der LLF von Sdaugetierlungen bilden die disaturierten
Phosphatidylcholine  Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin ~ (PC16:0/16:0)  und
Palmitoylmyristoyl-Phosphatidylcholin ~ (PC16:0/14:0) sowie die einfach
ungesattigten Palmitoylpalmitoleoyl-Phosphatidylcholin  (PC16:0/16:1) und
Palmitoyloleolyl-Phosphatidylcholin (PC16:0/18:1). Eine spezifische Leistung
der Typ-ll-Pneumozyten ist die selektive Anreicherung des Surfactant mit
PC16:0/16:0, PC16:0/14:0 und PC16:0/16:1 [13, 15].

Im Lungengewebe sind aul3er den palmitinsdurehaltigen (16:0-) PC-Spezies
auch Steaoryl-(18:0-) Derivate und die mehrfach ungeséttigten arachidon-
(20:4-) und linolsdure- (18:2-) haltigen Fettsduren zu finden [13, 14, 16].
Postnatal sind hohe Konzentrationen an PC16:0/16:0 und PC16:0/14:0 wichtig,
um niedrige Oberflachenspannungen zu garantieren. Insofern sind diese in der
genaueren Betrachtung der Zusammensetzung am wichtigsten. Da 20:4
gleichzeitig als Synthesevorstufe fur Prostaglandine, Thromboxane, Leukotriene
und Prostazykline bei entziindlichen Reaktionen gilt, wurden die mehrfach

ungesattigten Fettsauren in der Auswertung ebenfalls bertcksichtigt.

Generell gilt, dass der PL-Anteil des Surfactant-Komplexes in der LLF zu 80-
85% aus Phosphatidylcholinen besteht. Im lavagierten Lungengewebe macht
der Anteil an PC nur ca. 40-45% aus. In diesem Anteil sind allerdings PC-
Spezies aller Lungenzellmembranen und die PC-Anteile der intrazellularen
Surfactantspeicher, die ebenfalls aus 80-85% PC bestehen

(Lamellarkérperchen) zusammengerechnet.

Kernaussage der hier prasentierten Daten zur molekularen Zusammensetzung
der PC-Spezies nach Kurztherapie mit rhKGF, Betamethason oder Kombination
aus beiden ist, dass sich die PC-Zusammensetzung des extrazellularen
Surfactant Uber die postnatale Entwicklung nicht verandert, d. h. keine
Therapieform verédndert die Lipidkomposition bzw. -qualitat des funktionell
aktiven Surfactants im Alveolarraum. Im Gewebe hingegen, in dem rhKGF oder

Betamethason direkt auf Typ-ll-Pneumozyten einwirken, verénderte sich das
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PC-Profil zum Teil erheblich zu Gunsten der surfactantspezifischen

Komponenten:

Betrachtet man Abb. 4.4 genauer, fallt die Zunahme der surfactantspezifischen
Einzelkomponenten (PC16:0/16:0, PC16:0/14:0, PC16:0/16:1, s. Abb. 4.4 A-D)
nach Pharmakongabe auf. Es handelt sich hierbei um relative Werte bezogen
auf den Gesamt-PC-Pool. Der Gesamt-PC-Pool selbst wurde jedoch durch
Betamethason-Gabe erniedrigt (zwischen 13% und 24%, s. Tab. 4.3: Gesamt-
PC lav. Lunge [umol]). Unter Betamethasonbehandlung steht dem relativen
Anstieg der Surfactant-PC-Spezies also ein Abfall der Absolutmenge an

Gesamt-PC und anderer ,Gewebe“-PC-Spezies gegenuber.

RhKGF fluhrte hingegen zu einem Ansteigen der Absolutmenge an Gesamt-PC.
Eine relative Erh6hung der Einzelspezies resultierte demnach auch in einer
absoluten Stoffmengensteigerung. Insbesondere bei den 3d- und 7d-Tieren
fuhrte rhKGF-Gabe zu einem echten Anstieg der surfactant-spezifischen
Komponenten im Lungengewebe, der jedoch nicht zu Lasten anderer Gewebe-
PC- und -PL-Komponenten ging (s. Abb. 4.6). Die kombinierte Gabe von
Betamethason und rhKGF wirkte sich nur nach abgeschlossener
Alveolarisierung positiv auf die Surfactant-spezifischen Komponenten aus. Zu
den friheren Messzeitpunkten (3d-Tiere und 7d-Tiere) spiegelte die PC-
Zusammensetzung der Kombinationstiere den Betamethasoneffekt wieder.

Als Besonderheit in der PC-Zusammensetzung der Lunge nach rhKGF-Gabe
stellte sich die Erhéhung des PC16:0/20:4 bei den 7d- und 21d-Tieren dar. Nor-
malerweise fallt die Konzentration arachidonséurehaltiger PC-Spezies bei den
meisten Saugetieren kurz vor Geburt ab. Bei der Ratte ist ein Ansteigen des
PC16:0/20:4 wahrend der Alveolarisierung physiologisch [16], mdglicherweise
zum Zweck der postnatalen ZNS-Entwicklung. RhKGF verstarkte diesen
Verlauf. Dieser Zusammenhang koénnte zukinftig Bedeutung fir die postnatalen
Versorgung friihgeborene Kinder gewinnen, da diese zum Zeitpunkt der Geburt
ebenfalls einen erhtéhten Anteil an PC16:0/20:4 aufweisen [14]. Hier missen

noch nahere Untersuchungen folgen.
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Die unterschiedliche Zusammensetzung der PC-Spezies im Lungengewebe hat
verschiedene Ursachen: Wahrend Betamethason aufgrund der katabolen
Effekte zu einem Abfall der Gesamt-PC vorrangig zulasten der ,nicht-surfactant-
spezifischen PC (s. Abb. 4.6) fuhrt, fihrt rhKGF zu einem Anstieg der wichtigen
Komponenten (s. Abb. 4.6 ,Surfactant-PC*), ohne die sonstigen PC zu
beeintrachtigen. Dies kann auf Einfluisse auf die Lipogenese und
zellproliferative Effekte zurtckzufihren. RhKGF selbst ist ein direkter
Proliferationsreiz fir den Typ-lI-Pneumozyten. Dies wurde sowohl in vitro als
auch in vivo in vielen Studien bestatigt [19, 27, 29, 107, 129]. Letztlich bewirkt
rhKGF, wegen einer Verstarkung der Speicherkapazitat und einer Verbesserung
des Recycling-Prozesses, ein Ansteigen der PC16:0/16:0-Konzentration im
Gewebe. Eine gleichzeitige Erh6éhung des wichtigen PC16:0/16:1 kann mit der
Enzyminduktion der Steaoryl-CoA-Desaturase in Verbindung stehen [29, 78]. Es
kommt somit zu einer Anreicherung von Surfactant-spezifischen Komponenten

im Gewebe.

Dass sich diese Anreicherung nicht im extrazellularen Surfactant wiederfindet,
liegt offenbar daran, dass die Typ-ll-Pneumozyten selektiv nach der
Fettsaurenkettenlange der Einzelspezies die Zusammensetzung sortieren, um

ein moglichst effektives Gemisch extrazellular zur Verfigung zu stellen [14].

5.3.3 Einflisse von Betamethason und rhKGF auf den Lipid-Pool in

Leber und Blutplasma

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass auch in der Leber rhKGF und
Betamethason entwicklungsabhéngig in den Lipidmetabolismus eingreifen
konnen. Jedoch hatten weder die Einzelsubstanzen noch die Kombination bei
den 7d-Tieren einen Einfluss auf den Phospholipid-Gesamtpool. Analog zu den
Wirkungen auf die Lunge zeigte nur die Kombination beider Substanzen bei den
reiferen Tieren eine Zunahme des PL-Pools. Warum eine alleinige rhKGF-Gabe
zu keiner, die kombinierte Gabe beider Stoffe aber zu Erhohungen der PL-
Stoffmenge im Lebergewebe um bis zu 40% (s. Tab. 4.4) fuhrte, bleibt derzeit

noch offen.
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Der isolierte Anstieg der PL-Konzentration im Blutplasma (ohne Zunahme der
Stoffmenge im Lebergewebe) nach alleiniger Betamethason-Gabe bei den 7d-
Tieren kann verschiedene Ursachen haben, z. B. Cortikosteroid-induzierte
Apoptose lymphatischer Organe, vermehrte hepatische Sekretion von
Lipoproteinen bis hin zur verminderten peripheren Aufnahme in die Gewebe,
wie z. B. das ZNS. In unseren Untersuchungen wiesen die Betamethason-
behandelten Tiere eine deutlich verkleinerte Milz und einen fast unauffindbaren
Thymus auf. Dem stehen die rhKGF-Effekte auf die Plasma-PL gegenuber: in
Verbindung mit seinen antiapoptotischen Effekten [113, 135] kann die
Hyperphospholipidamie hier im Kontext seiner trophischen Effekte stehen. Zur
Klarung der Mechanismen der Betamethason- und rhKGF-induzierten
Hyperphospholipidamie sind kinetische Untersuchungen mit z. B. stabiler

Isotopenmarkierung notwendig.

5.3.4 Molekulare Zusammensetzung der PC-Spezies in Leber und
Blutplasma

Aus den hier gezeigten Ergebnissen zur PC-Zusammensetzung in Leber und
Blutplasma lassen sich keine eindeutigen Schlisse tber die Wirkungen von
Betamethason und rhKGF entnehmen. Eine weitergehende Untersuchung
dieser und anderer Organsysteme, nicht nur hinsichtlich der molekularen
Zusammensetzung, ist im Rahmen der differentiellen Funktionen der PC-

Spezies wichtig.

Insbesondere wegen morphologischer Unterschiede, die schon makroskopisch
in unserer Studie durch deutlich héhere Leberorgangewichte nach rhKGF-Gabe

auffielen (s. Tab. 4.4), mussen weitere Untersuchungen folgen.

rhKGF kann in adulten Ratten schon kurz nach Applikation erhohte Serum-
Triglyceride und eine kurzzeitige Hypercholesterinamie bewirken [86]. Inwiefern
dieser Zusammenhang auch fir neonatale Organismen zutrifft, bzw. inwiefern
die Organgewichtszunahme nach rhKGF-Gabe zur Entwicklung einer Steatose
beitragt, war nicht Thema dieser Arbeit. Auch hier ist noch unklar, ob eine

erhohte Sekretion, Resorption oder verminderte periphere Aufnahme vorliegt.
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Im klinischen Kontext ist interessant, dass es nach Betamethason-Gabe bei den
7d-Tieren im Gegensatz zu rhKGF zu einem Abfall der arachidonsaurehaltigen
PC-Spezies in der Leber kam. Zur postnatalen Entwicklung des ZNS sind
polydesaturierte PC zur Myelin-Entwicklung essentiell. Da die Leber
Hauptsyntheseort der sezernierten PC (als Lipoproteinbausteine) ist, ist
Betamethason-Gabe in der Entwicklungsphase somit nicht nur wegen seiner
lipolytischen Eigenschaften fragwirdig, sondern auch wegen einer mdglichen
ZNS-Entwicklungsstérung. Die hier erhobenen Daten zeigen nicht eindeutig, ob
Betamethason im Rahmen katabolischer Prozesse eine Entleerung der
Leberspeicher bewirkt. Andererseits konnte es sich um eine Uptake-Hemmung
zirkulierender PC-Spezies durch Betamethason handeln. Hierzu mussen noch
genauere Untersuchungen folgen, z. B. mit stabiler Isotopenmarkierung, um die

Stoffflisse in vivo zu klaren.

5.4 Zusammenfassung und Beurteilung der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Wirkungen von Betamethason
und rhKGF auf die Phospholipid-Homé6ostase von Lunge, Plasma und Leber
entwicklungsabhangig sind. Dies erganzt und vervollstandig die Ergebnisse
friherer Arbeiten, bei denen rhKGF lediglich an adulten Versuchstieren getestet
wurde [39], um den wichtigen neonatologischen Aspekt.

In der Neonatologie ist Betamethason als Pharmakon nicht ungefahrlich. Neben
bekannten frihen Nebenwirkungen wie erhohtes Risiko fur intestinale
Perforationen, gastrointestinale Blutungen, Hyperglykdmien und eine arterielle
Hypertension, kdnnen neurologische Spéatfolgen, insbesondere Zerebralparesen
auftreten [38, 50]. Bei unseren Versuchstieren ist nach systemischer 2-tagiger
Glukokortikoid-Gabe eine Verringerung des Ausgangsgewichtes zwischen 16%
und 26% gemessen worden. Zudem waren die Lebern der Betamethason-Tiere

signifikant kleiner.
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Gleichzeitige rhKGF-Gabe konnte diesen Effekt in allen Altersgruppen teilweise
kompensieren. Bei den adulten Tieren zeigten sich zudem bei gleichzeitiger
Gabe additive Effekte hinsichtlich der Lipidpoolgrof3en von Lunge und Leber.

In der Literatur wurde in der Vergangenheit ein Zusammenhang zwischen
pathologischer KGF-Erhéhung und angeborener Organmalformationen
hergestellt. So scheint eine erhohte KGF- und KGF-Rezeptor-Expression
pathogenetisch bedeutsam in der Entstehung einiger Nierenerkrankungen, wie
der autosomal-dominanten polyzystischen Nierenmalformation [83, 85] und der
segmentalen renalen Dysplasie [114] zu sein. Auch in der sich entwickelnden
Lunge beeinflusst KGF Morphogenese und ,Branching” der Alveolen [115]. Dem
steht die inverse Beziehung zwischen pulmonaler KGF-Konzentration und BPD
gegeniber. Die Entstehung oben genannter Erkrankungen ist zudem mit einer
chronisch hohen Exposition mit KGF verbunden. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass eine kurzfristige rhKGF-Gabe Uber 2 Tage deutliche Effekte auf die

Lungenentwicklung haben, fur die die langfristigen Folgen eher nicht gelten.

Fehrenbach et al. hatte an adulten Rattenlungen nach intratrachealer
Instilliation von rhKGF in vivo keine PoolgroRen-Zunahme der PL-Stoffmenge
bestimmen konnen [39]. In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass nach
systemischer Applikation von rhKGF an der sich entwickelnden Rattenlunge die
pulmonale Stoffmenge des Surfactant erhoéht wird. Insofern ist davon
auszugehen, dass der Surfactant-Metabolismus der neonatalen Ratte anderen

Regelmechanismen als der bei adulten Tieren unterliegt.

Eine additive Wirkung von Betamethason und rhKGF wurde bei adulten Tieren
auf Ebene der Surfactant-Proteine nachgewiesen. Dass sich dieser
Zusammenhang auch auf den Lipidmetabolismus in vivo bezieht, ist bisher
noch nicht untersucht worden. Die Daten zeigen zudem, dass die gewlnschten
Glukokortikoidwirkungen auf die PL-Homdostase nicht ausschlieBlich KGF-
vermittelt sind. In der Literatur wurde bisher davon ausgegangen, dass KGF ein
Mediator der Cortison-Wirkung sei [84, 89]. Da in diesen Ergebnissen die
adulten Tieren keine Effekte auf Gabe der Einzelsubstanzen, jedoch z. T.
hochsignifikante PoolgroRensteigerungen nach kombinierter Gabe zeigten,
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muss dies angezweifelt und postuliert werden, dass KGF und Cortison Uber
teilweise getrennte bzw. komplementdre Regelmechanismen an Lunge und
Leber wirken. Der Stellenwert der Applikationsform (topisch oder systemisch)

muss noch untersucht werden.

5.5 Fazit und Ausblick

Die hier vorgestellten Daten zeigen, dass rhKGF perspektivisch eine Alternative
zur gegenwartigen Standardtherapie der ,Lungenreifeinduktion® mit
Betamethason ist. In den unreifen Lungen der 3d- und 7d-Tiere waren seine
Effekte auf den sezernierten Phospholipidpool vergleichbar mit denen von
Betamethason. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass die Erhéhung des sezernierten
Surfactant-Pools durch rhKGF nicht zu Lasten der Gewebe-Phospholipid-
Speicher wie nach Betamethason-Gabe geht. Die kombinierte Gabe hatte bei
den 3d- und 7d-Tieren keine additiven Effekte.

Im Gegensatz zu den Einzelsubstanzen hatte bei den alteren Tiergruppen (nach
15d und 21d) nur die kombinierte Gabe von Betamethason und rhKGF

signifikant Einfluss auf den Lipidpool.

Die molekulare Zusammensetzung des sezernierten Surfactants wurde weder
durch rhKGF noch durch Betamethason oder Kombinationsbehandlung
verandert. Dass heisst, die lipidomische Qualitdt des spezifischen
Surfactantkomplexes wird durch rhKGF weder verbessert noch verschlechtert.
Im Lungengewebe kam es durch rhKGF, im Gegensatz zu Betamethason, zur
Mengenzunahme der funktionell wichtigen Einzelkomponenten PC16:0/16:0,
PC16:0/14:0 und PC16:0/16:1.

In Leber und Blutplasma hatte die Einzelgabe der Stoffe keinen wesentlichen
Einfluss auf die Homoostase der Phospholipidpools und PC-
Zusammensetzung. Allein die kombinierte Gabe, insbesondere bei den reifen
Tieren (21d) fuhrte zu signifikanten Steigerungen der PL-Stoffmenge, dessen

molekulare Ursache weiter untersucht werden sollte.
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Schlussfolgernd implizieren die vorliegenden Ergebnisse den Einsatz von
rhKGF insbesondere bei  Frihgeborenen zur Verbesserung des
Surfactantstatus, ohne die katabolen Nebenwirkungen von Glucocorticoiden in
Kauf nehmen zu missen. Bei alteren padiatrischen oder adulten internistischen
Patienten, z. B. mit ARDS kdnnte die kombinierte Gabe beider Substanzen eine
Perspektive in der Behandlung bieten. Hier miussen weitere Untersuchungen
durchgefuhrt werden.

Viele Fragen zum Einsatz von rhKGF sind noch ungeklart: Neben den hier offen
gebliebenen Ursachen zu lipidmetabolischen Nebenwirkungen in Kombination
mit Betamethason missen noch rein praktische Untersuchungen beispielsweise
zu Dosierung, Dauer und Wiederholung der Anwendung sowie
Applikationsformen folgen. Wenngleich sich aus dieser Arbeit noch kein
endgultiges Konzept zur standardmafigen Therapie Frihgeborener mit rhKGF
ableiten lasst, zeigen weiterfihrende bisher unpublizierte Ergebnisse der
Arbeitsgruppe, dass rhKGF seine Wirksamkeit auch nach Epithelschadigung, z.
B. durch nach oxidativem Stress durch hohe Sauerstoffkonzentrationen, behalt
und auch bei Co-Therapie mit Indometacin - als Standard zum Verschluss eines
persistierenden Ductus arteriosus Botalli - wirksam bleibt. Das lasst rhKGF bei
Frihgeborenen als postnatale Option zur Verbesserung von Surfactantstatus
und pulmonalen, bei systemischer Gabe sogar intestinalen Apoptoseschutz zu.
Die vorliegende Arbeit liefert demnach entscheidende Voruntersuchungen, die
einen klinischen Einsatz dieses vielversprechenden Stoffes Uber die derzeitige

Indikation zur Therapie von Mukositiden hinaus [8] ermd&glichen.
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6 Zusammenfassung

Die Entwicklung eines Respiratory Distress Syndroms bei Frihgeborenen mit
funktioneller Lungenunreife gehdrt zu den wichtigsten behandlungsbediirftigen
Erkrankungen in der Neonatologie. Wesentlicher pathogenetischer Aspekt
dieser Erkrankung ist der Surfactant-Mangel, der in der Folge durch erhéhte
Oberflachenspannung zur Atelektasenbildung und respiratorischer Insuffizienz
fuhrt. Zwar konnten in den vergangenen Jahrzehnten immense Fortschritte in
der Therapie und eine deutliche Reduktion des Mortalitatsrisikos erreicht
werden, praventiv eingesetzt wird derzeit nur die ante- bzw. perinatale Gabe
von Cortikosteroiden mit vielen systemischen Nebenwirkungen. In dieser Arbeit
wurde im tierexperimentellen Ansatz an der sich entwickelnden Rattenlunge
getestet, inwiefern sich rekombinanter humaner Keratinozyten-
Wachstumsfaktor im Vergleich zur Betamethason-Gabe, der derzeitigen
Standardtherapie der ,Lungenreifeinduktion”, als therapeutische Alternative

anbietet.

Hierzu wurden neugeborenen Sprague-Dawley-Ratten zu unterschiedlichen
Zeitpunkten postnatal (nach 1, 5, 13 und 19 Tagen) Uber 2 Tage gewichtsadap-
tierte Mengen an rhKGF, Betamethason oder eine Kombination aus beiden
appliziert und die Auswirkungen der Substanzgabe auf die Phospholipidzusam-
mensetzung in Lunge, Leber und Blutplasma mittels analytisch-biochemischer
Methoden untersucht. Es wurden dabei die wichtigsten Unterschiede in der
postnatalen Lungenentwicklung der Ratte vor, wéhrend und nach der
Alveolarisierung herausgearbeitet und untersucht, inwiefern eine Intervention
mit rhKGF und Betamethason oder die Kombination aus beidem zu einer

Veranderung fuhrte.

Insbesondere bei der frihpostnatalen Tieren an der Grenze zwischen
saccularer Phase (3 Tage nach Geburt) und friher Alveolarisierungsphase (7
Tage) zeigte eine Kurzzeittherapie Uber 2 Tage mit rhKGF vergleichbare
Ergebnisse hinsichtlich der Menge an extrazellular zur Verfligung stehendem
Surfactant verglichen mit den Betamethason-behandelten Tieren. Wahrend bei

letzteren die Zunahme an extrazellularem Surfactant mit gleichzeitiger
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Abnahme an intrazellular gespeichertem Surfactant einherging, vergrofRerte
sich der intrazellulare Anteil bei den mit rhKGF vorbehandelten Tieren sogar
noch. Bei den alteren Tiergruppen (nach 15d bzw. 21d) konnte dieser
Zusammenhang nicht mehr gesehen werden. Hier erwies sich vorrangig die
Kombinationsgabe als effektiv. Das lipidomische Profil des Surfactants wurde

jedoch weder durch Betamethason noch durch rhKGF verandert.

Die Auswirkung auf den Lipidhomdostase in Leber und Blutplasma sind weniger
eindrucklich. Hier zeigten vorrangig die alteren Tiere nach kombinierter Gabe
von rhKGF und Betamethason auffallig erhohte Werte in der

Gesamtlipidanalytik.

Zusammenfassend ergibt sich, dass die Applikation von Keratinozyten-
Wachstumsfaktor sich zuklnftig als therapeutische Alternative ohne die
systemischen Nebenwirkungen einer Glukokortikoidtherapie anbietet und das

die vorliegenden Untersuchungen detailliertere Studien implizieren.
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