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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Friihgeburtlichkeit

Frithgeburtlichkeit ist ein weltweites Problem, das pro Jahr 1,1 Millionen Kindern das
Leben kostet ™" 2012 [ ayt der im Jahr 1986 revidierten Klassifikation der World
Health Organisation (WHO) wird ein lebendes Neugeborenes mit einem Gestationsalter
von weniger als 37 abgeschlossenen Wochen als Frithgeborenes bezeichnet. Neugebo-
rene mit weniger als 1500g Geburtsgewicht bezeichnet man als sehr kleine Frithgebore-
ne (VLBW: very low birth weight infants) ®? > In Deutschland, Osterreich und der
Schweiz werden jdhrlich 75000 Kinder zu frith geboren, was ca. 9% aller Neugeborenen
entspricht. Die Tendenz ist steigend " 2 Etwa 1,5% aller Geburten erfolgen bereits
vor vollendeter 32. Schwangerschaftswoche ©Pe 20,

Die Frithgeburt ist die Hauptursache kindlicher Mortalitit weltweit €™ 20 709 aller
perinatalen Todesfélle und fast die Hélfte aller bleibenden neurologischen Schidigungen
sind auf eine Friihgeburt zuriickzufiihren M2k 2000- Hack 1993) " yjo wwichtigsten Ursachen
einer Frithgeburt sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Hierzu zdhlen maternales Alter,
plazentidre Storungen, intrauterine Infektionen (wie zum Beispiel die Chorioamnionitis),
immunologische Abweichungen, zervikale Insuffizienz, uterine Abnormalititen und

Mehrlingsschwangerscha ften (Goldenberg 2003, Goldenberg 2000, Lettieri 1993)

Ursachen einer Frihgeburt

Intrinsische Ursachen Extrinsische Ursachen
Matemales Alter Fortschritt Reproduktionsmedizin
Plazentdre Stérungen Zunahme kanstlicher Befruchtungen
Intrauterine Infektionen Mikotinabusus

Systemische matemale Infektionen
Immunalogische Abweichungen
Zervikale Insuffizienz

Uterine Abnommalitaten

Tabelle 1: Auszug
moglicher Ursachen
Mangelemahrung einer Friihgeburt.

Mehringsschwangerschaften



Der Fortschritt der Reproduktionsmedizin und die Zunahme kiinstlicher Befruchtungen
haben zu einem weiteren Anstieg der Frithgeburten gefiihrt, zusétzlich zu den hierdurch
hiufigeren Mehrlingsschwangerschaften (A" 2008. Wang 2002)

Trotz jahrzehntelanger Forschung und verschiedenster Behandlungsansitze zur Vermei-
dung einer Frithgeburt hat die Rate an Frithgeburten nicht abgenommen. Jedoch haben
sich in den vergangenen Jahren durch moderne Therapieansiitze die Uberlebenschancen
eines Friihgeborenen verbessert (Al 2011 Klebanoff 201D “pyi0 maternale Therapie mit Glu-
kokortikoiden verringert die neonatale Morbiditdt und Mortalitét signifikant, sofern die
Frithgeburt um mindestens 48h verzogert werden kann (G 2009

Die Uberlebenschance eines Friihgeborenen steigt rapide mit dem Gestationsalter (Ab-
bildung 1). Nach 23 vollendeten Gestationswochen ist die Uberlebensrate lediglich

24%. nach 24 Wochen bereits 57% und nach 25 Wochen schon 749 (Gilbert 2006,
Uberlebenschance Friihgeborener
100% -
80% -
60% -
40% -

20% -

Uberlebenschance in Prozent

0%

23 24 25
Gestationsalter in Wochen

Abbildung 1: Uberlebenschance eines Friihgeborenen in Prozent in Abhiingigkeit vom
Gestationsalter in Wochen nach (©"¢2%%),

Dariiber hinaus ist auch das Geschlecht des Frithgeborenen entscheidend. Weibliche
Frithgeborene haben eine hohere Uberlebenschance. Auch die immensen Fortschritte
der Frithgeborenenmedizin konnen bislang diese geschlechterspezifische Differenz

nicht angleichen ©¢venson 2000)



1.2 Pulmonale Komplikationen der Friihgeburt

Zu den schwerwiegendsten Problemen sehr kleiner Frithgeborener zdhlt nach wie vor
die Unreife der Lunge, die zu einem Atemnotsyndrom (RDS: respiratory distress syn-
drome) oder im spiteren Verlauf zu einer chronischen Lungenerkrankung, der bron-
chopulmonalen Dysplasie (BPD), fithren kann. Vor allem sehr kleine Frithgeborene ha-
ben ein hohes Risiko eines Atemnotsyndroms. Lediglich 1% aller am reguldren Termin
geborenen Kinder erkranken an einem RDS, hingegen bis zu 60% der Friihgeborenen
unterhalb der 30. vollendeten Gestationswoche P 2°°Y Daher ist eine der hiufigsten

Todesursachen sehr kleiner Frithgeborener die pulmonale Insuffizienz bei einem RDS
(Costeloe 2000, Doyle 1999)

1.3 Lungenentwicklung

Die Lungenentwicklung umfasst einerseits das reine Grolenwachstum des Organs,
andererseits die morphologische und biochemische Lungenreifung (PFiore 1994, Langston
1989 Nach der embryonalen Anlage, der Organogenese, wird die Organdifferenzierung

anhand morphologischer Unterschiede in mehrere Stadien unterteilt (Tabelle 2).

Entwicklungss tadium Zeitperiode Dauer E 5
Embryonale Lungenbildung  |26. Tag — 8. Woche 30 Tage %éf
Pseudoglandulares Stadium |5, — 17 Woche 84 Tage : g}:
Kanalikulares Stadium 16. - 26 Woche 70 Tage % E
Salkdwulares Stadium 24 Woche — Geburt 08 Tage % =
Klassische Alveolarisation 36. Woche — 2. bis 3. Lebensjahr 2 -3 Jahre
Mikrovaskulare Reifung Geburt — 2. bis 3. Lebensjahr 2 — 3 Jahre E
Spate Alveolarisation 2. bis 3. Lebensjahr — 21. Lebensjahr 18 Jahre E’
Lungenwachstum 3. Lebensjahr — 21 Lebensjahr 18 Jahre E::_
Alterserscheinungen ~35. Lebensjahr — Tod =

Tabelle 2: Zeitliche Abfolge der Stadien der pri- und postnatalen Lungenentwicklung
des Menschen nach M 2013 ypnq (Burri 2000 Do Alveolarisation beginnt erst wenige
Wochen vor der Geburt und setzt sich mindestens bis ins junge Erwachsenenalter fort.



Hierbei zeigen sich jedoch Uberlappungen zwischen den einzelnen Abschnitten.
AuBlerdem bestehen deutliche interindividuelle Unterschiede in der zeitlichen
Reihenfolge.

Die Kenntnisse der Lungenentwicklung des Menschen vor und nach der Geburt haben
in den vergangenen Jahrzehnten deutlich zugenommen. Albert von Koelliker nahm
1879 an, die Lunge des Erwachsenen entstehe durch schlichte VergroBerung der Lunge

des Neugeborenen <O 187) Heyte ist hingegen belegt, dass die Entwicklung der

menschlichen Lunge zum Zeitpunkt der Geburt keinesfalls abgeschlossen ist “<"er 1987

Zelmer 1987) Dyje Lunge eines Neugeborenen enthilt nur etwa 50 Millionen Alveolen

(Langston 1984) "\ shrend die Lunge eines Schulkindes iiber 300 Millionen Alveolen besitzt

(Davies 1970)

[LZ 46 810 12 14 16 17 18 19 20 21 22 23

T T 1 | B | 1T 1T 1 1
0 2 (4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Embryonalperiode Fetalperiode

Pseudoglanduldres
Stadium

Embryonale T
Il;l:g 0 gihndé:ﬂlr(nu! > Alveolarisation
ilduny >

Abbildung 2: Die Stadien der Lungenentwicklung des Menschen (unterer Zeitstrahl) in
der zeitlichen Abfolge nach Gestationsalter in Wochen. Parallel hierzu ist

mayfistabsverdndert das jeweils zugehorige Gestationsalter des Schafes dargestellt
. (Kramer 2008, Pringle 1986, Mutius 2013, Einverstdndnis liegt vor)
(oberer Zeitstrahl) .

Sakkulares Stadium

1.3.1 Embryonale Organanlage

In der embryonalen Periode wird die Lunge aus dem entodermalen Keimblatt angelegt,

wobei rechte und linke Lunge separat angelegt werden. Etwa ab dem 26. Gestationstag
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bilden sich zwei Lungenknospen, dazwischen befindet sich die Anlage der Trachea.
Rasch bilden sich nun Hauptbronchien und Lungenlappen. Die Zahl und Komplexitit
der Atemwege nimmt durch dichotome Teilung exponentiell zu, bis sich in der 7. Woche
bereits die subsegmentalen Aste des Atemwegsbaumes gebildet haben "1 201,

Es besteht auch bereits ein aus dem 6. Aortenbogenpaar gespeister vaskuldrer Plexus.
Der proximale Anteil dieses Bogenpaares bildet die Pulmonalarterien, der linke distale
Anteil bildet den Ductus arteriosus Botalli, durch den intrauterin als Umgehung der
Lunge der Hauptanteil des rechtsseitigen Auswurfvolumens des Herzens flieBt. Die
Pulmonalvenen entstehen aus einer dorsalen Knospe des embryonalen Vorhofs, die sich
mehrmals teilt und mit dem vaskulédren Plexus in Verbindung tritt. Die Bronchialarterien
entspringen erst ab der 12. Gestationswoche, fiir die linke Seite aus der nun singulidren

Aorta, fiir die rechte Seite aus der dritten und vierten Interkostalarterie ™"t1us2013),

1.3.2 Pseudoglanduléires Stadium

Wihrend des pseudoglanduldren Stadiums, von der 5. bis zur 17.

Gestationswoche, hat die Lunge das lichtmikroskopische Aussehen

‘o

o Plare o5 einer verzweigten Driise (Abbildung 3). Es ist der Beginn der
Mesenchym ' . . .
. LY o \ fetalen Lungenentwicklung. Jetzt entstehen alle rein leitenden

i o Atemwege und der erste Teil des Parenchymbaumes bis hin zu den
> 'b; Ductus alveolares der 20. Teilungsgeneration (<it0ks 1996, Mutius 2013)
“ ' Die Zellen und Gewebe der zentralen Luftwege sind teilweise

differenziert, auch die ersten Alveolarepithelzellen konnen

nachgewiesen werden. Bereits ab der 9. Gestationswoche konnen

erste intrauterine Atembewegungen sonografisch nachgewiesen

‘ werden (Andonotopo 2005). Diese
Abbildung 3: Lunge . .
eines Feten im Atembewegungen sind fiir die
§S e Zfl’Og l%gxlgg” Lungenentwicklung essentiell =~ K@mer 199

tadium M

Einverstindnis liegt vor) Roberts 1995, Wigglesworth 1982)

, da die zyklische

Verdnderung der Lunge ein Wachstumsreiz ist. Das intrauterine Lungenwachstum héngt
weiterhin von physikalischen Umgebungsfaktoren wie intrathorakalem Raum,

vorhandener Fruchtwassermenge und intrapulmonalem Druck und dessen



(Alcorn 1977)

Verinderungen ab Organveridnderungen, wie Splenomegalie,

Diaphragmahernien, Skelettmissbildungen, Hydrothorax oder auch neuromuskulédre
Erkrankungen com 1980. Cunningham 1978) ‘p5nnen ebenso wie fehlende intrauterine

Atembewegungen Ursache einer Lungenhypoplasie sein <™ 1999,

1.3.3 Kanalikulires Stadium

lE D AN Die Lunge entwickelt sich in den kranialen Segmenten schneller

e N als in den kaudalen Anteilen ™™ 2°®) Daher iiberlappt das von
a Kapillare

der 16. bis zur 26. Gestationswoche verlaufende kanalikulire
Stadium in den oberen Lungenanteilen mit dem
pseudoglandulédren Stadium. Dieses Stadium ist gepréagt durch ein

wachsendes Kapillarnetz und durch eine Differenzierung der

distalen Luftwege des Parenchyms. Die sich hierduch bildenden

Canaliculi bekommen engen Kontakt zu dem Kapillarnetz ™"

2019 Synchron hierzu beginnt die Differenzierung der

Alveolarepithelzellen (Pneumozyten). Ein Teil der kubischen,

\ Abbildung 4: Lunge undifferenzierten  Epithelzellen wird zu

'l eines Feten im

kanalikuldiren
Stadiwm Mwius 2013, die  Luft-Blut-Schranke  bilden. Typ-II-

Einverstdndnis liegt vor)

flachen Typ-I-Alveolarepithelzellen, welche

Alveolarepithelzellen behalten ihre kubische
Form bei und bilden lamelldre Einschliisse, eine Vorstufe des spiteren Surfactants. Es
kann erstmalig wéhrend des kanalikuldren Stadiums im Fruchtwasser nachgewiesen
werden. Obwohl sich die Zahl der Typ-I- und der Typ-II-Pneumozyten in der
erwachsenen Lunge lediglich geringfiigig unterscheidet, besetzen Typ-I-Pneumozyten
97% der alveoliren Oberfliche (C*stranova 1988, Fukuda 1983)

Am Ende des kanalikularen Stadiums bestehen bereits funktionstiichtige
Parenchymanteile. Blutgefif3e und luftgefiillte Strukturen sind sich erstmals so nah, dass
ein Gasaustausch durch Diffusion mdoglich wird. Jetzt hat ein Frithgeborenes eine

Ubeﬂebenschance (Mutius 2013).



1.3.4 Sakkulires Stadium

Das sakkulédre Stadium beginnt ab der 24. Gestationswoche und
verlduft bis zur Geburt. Im spdten kanalikuldren und im frithen
sakkuldren Stadium vergroBern sich die Oberflache der Lunge
und das Lungenvolumen exponentiell. Es entstehen die letzten

Generationen der Luftwege einschlieBlich der Ductus

—_ </} alveolares, deren am weitesten peripher gelegene Abschliisse
&5 Mesenchym_ [/

glattwandige Sacculi alveolares bilden. Die fiir den
Gasaustausch relevante Oberfliche wichst nun stark M1 2019,
Die Wand der Sacculi wird von Primirsepten aus Bindegewebe,
doppelter Kapillarschicht und epithelialem Uberzug gebildet
(Abbildung 6). Im nun diinner werdenden Bindegewebe treten
vermehrt elastische Fasern auf, die fiir die Alveolenbildung von
Abbildung 5 entscheidender Bedeutung sind. Die ersten
Lunge eines Feten  vereinzelten alveoldren Strukturen sind in

im sakkuldren . .
Stadium Mwives 2015, der  Regel  friihestens in  der 29.

Einverstdindnis liegt vor) (Hislop 1986)

Gestationswoche nachweisbar

1.3.4.1 Wachstum der Alveolen - Bedeutung elastischer Fasern

Bei der Entwicklung alveoldrer Septen spielen drei extrazellulire Elemente eine
wichtige Rolle: Elastische Fasern, Kollagenfasern und die epitheliale Basalmembran
(Fukuda 1983) "Elastische Fasern bestehen aus Kollagen, verschiedenen Glykoproteinen und
Elastin. Thnen kommt in der Lunge eine besondere Bedeutung zu. Das darin enthaltene
Elastin ist mafgeblich fiir die biomechanischen Eigenschaften verantwortlich und
verleiht verschiedenen Organen ihre Elastizitdt. Elastin ist ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 68 kDa M 1998) " qag aus Polypeptid-Untereinheiten besteht.
Neben der Lunge kommt es vor allem in Blutgefden und in der Haut vor.

Verschiedene Zellen sezernieren Pro- oder Tropoelastin, woraus Elastin als
Proteinnetzwerk durch das Enzym Lysiloxidase gebildet wird. Die Expression des auf
Chromosom  7qll liegenden Elastingens unterliegt dem  Einfluss von

Wachstumsfaktoren (Insulin-like Growth Factor (IGF)-1) oder Zytokinen (Tumor
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Nekrose Faktor (TNF)-a, Interleukin (IL)-1) ®0ffer 1998

Elastin spielt eine entscheidende Rolle bei der Verzweigung der terminalen Luftwege

(Wendel 2000) (Burri 1974, Lindahl 1997)

sowie bei der Alveolarisation . Das durch alveolire

Myofibroblasten an den Spitzen zukiinftiger Alveolarsepten synthetisierte Elastin

markiert die Orte zukiinftigen Wachstums neuer Alveolen (Abbildung 6).

> a»  Abbildung 6: Primdres
Septum im sakkuldren
Stadium. Elastin (griin)
markiert die sich
bildenden Alveolarsepten.

[P hitt
Modifiziert nach "™
2008, Einverstdndnis liegt vor)

In der alveoldren Phase ist die Menge an Elastin in den Spitzen der Alveolarsepten
erhoht, lediglich geringe Mengen an elastischen Fasern sind in den Alveolarwénden

auBerhalb der Spitzen der Septen nachweisbar F*<4 1983,

1.3.5 Klassische Alveolarisation

Ab der 36. Woche ist die Differenzierung der Epithelzellen fast vollstindig
abgeschlossen und es bilden sich vermehrt Alveolen in den sakkuldren Erweiterungen.
Die Alveolarisation beginnt etwa ab der 36. Gestationswoche und findet groBtenteils
nach der Geburt statt. Die Alveolarisation wird mittlerweile unterteilt in die klassische
Alveolarisation, die im 3. Lebensjahr endet, und die sich bis ins Erwachsenenalter
fortsetzende spite Alveolarisation ™" 2°'3 Die Bildung neuer Gasaustauschregionen
durch die spite Alveolarisation findet teilweise auch noch im Erwachsenenalter statt,
jedoch in abnehmendem Mafe. Das Verstindnis der postnatalen Entwicklung des
Lungenwachstums nach einer Frithgeburt ist jedoch noch unvollstindig P 157,

Die alveolédren Septen der reifen Lunge konnen in primire alveoldre Septen, die Wénde
der Sacculi und in sekundire Septen unterteilt werden. Letztere ragen aus den Winden
der Sacculi hervor und bilden Gewebespitzen, die die terminalen Sacculi weiter

unterteilen Fukvda 1983)

. Bronchioli respiratorii, Ductus alveolares und endstindige
Sacculi alveolares beginnen sich durch die von primdren Septen ausgehenden

sekundiren Septen zu unterteilen (Abbildung 7), was zu einer raschen und massiven



VergroBerung der inneren Oberfldache der Lunge fiihrt. Ein neues Septum bildet sich als

Auffaltung einer Septumseite mit zugehorigem Kapillarnetz (Burr 1574)

Abbildung 7: Klassische
Alveolarisation mit
beginnender Bildung
sekunddrer Septen. Elastin
(griin) markiert die sich
bildenden Alveolarsepten.

[P Schitt
Modifiziert nach "™
2008, Einverstindnis liegt vor)

Sekundidre Septen besitzen wie primére Septen zunichst noch ein doppeltes Kapillarnetz
(Burri 2000 " yyrch Léngenwachstum der sekundiren Septen (Abbildung 8) werden die
bestehenden Luftriume weiter geteilt. Durch die sich hierdurch bildenden Alveolen

wird die fiir den Gasaustausch relevante Oberfliche weiter vergrofert.

Abbildung 8: Teilung
bestehender Luftrdume
durch Reifung der
Alveolarsepten. Elastin
(griin) befindet sich noch
immer in den Spitzen der
Sekunddrsepten. Die
neuen Septen sind
weiterhin doppelschichtig

kapillarisiert. Modifiziert
nach (Schittny 2008, Einverstindnis

liegt vor)

Die meisten Alveolen werden in den ersten 6 Lebensmonaten gebildet, hierdurch nimmt

der parenchymalen Luftraum in diesem Zeitraum deutlich zu @™ '8 Dje

Alveolarisation ist ein bedeutender Entwicklungsschritt, vergleicht man die
zwanzigfach vergroBerte Gasaustauschfldche der Lunge des Erwachsenen mit der eines

Neugeborenen ™ 2009,



1.3.6 Mikrovaskulire Reifung

Wihrend der mikrovaskuldren Reifung, nach der Geburt bis zum 3. Lebensjahr, bilden
sich die primitiven dicken Septen mit doppelten Kapillarnetzen durch Abnahme des

Bindegewebes und Fusion der Kapillarnetze in diinne Septen mit singulédrer

(Mutius  2013)

Kapillarschicht um . Die mikrovaskuldre Reifung findet parallel zur

Alveolarisation statt. Apoptotische Prozesse spielen dabei eine zentrale Rolle ™S 2013,

Die Umwandlung wird weiter durch bevorzugtes Wachstum der Bereiche mit bereits
(Zeltner 1987)

erfolgter Kapillarfusion vorangetrieben

Abbildung 9: Fusion der
Kapillarnetze zu einer
einschichtigen Alveolarwand
im Rahmen der

mikrovaskuldren Reifung.

o) Schittny 2008,
Modifiziert nach "™
Einverstindnis liegt vor)

Im Bereich direkter Kontakte zwischen Alveolarepithelzellen durch das Septum
hindurch bilden sich Septendurchbriiche mit anschlieBender Umorganisation der
Zellgrenzen zu Kohn-Poren, durch die benachbarte Alveolen miteinander verbunden
werden (€Y 1972 Do Bedeutung dieser Poren ist bislang nicht vollstindig geklirt.
Moglicherweise konnen Alveolarmakrophagen durch sie hindurch migrieren, oder sie
erleichtern die pulmonale Verteilung des Surfactantfilms. Unterstiitzt wird diese Theorie
durch die enge anatomische Beziehung der Kohn-Poren zu Alveolar-Typ-II-Zellen ™
1989 Der mikrovaskulidre Umbau wurde als finaler Schritt der pulmonalen Entwicklung

(Burri 1974, Rieger 1999)

angesehen . Letztendlich besitzt nun die Lunge eine adulte

Morphologie.

10



1.3.7 Spiite Alveolarisation

Die klassische Alveolarisation ist wahrscheinlich im 3. Lebensjahr abgeschlossen. Aber

auch danach werden weiterhin Alveolen gebildet M 1999

, wenn auch mit deutlich
reduzierter Geschwindigkeit und vor allem in subpleuralen Bereichen. Lange wurde
angenommen, dass die Lunge nach dem 3. Lebensjahr ohne wesentliche strukturelle
Anderungen bis zum Ende des Thoraxwachstums zu ihrer endgiiltigen GroBe lediglich
heranwiichst “'"™ 87 Mittlerweile ist jedoch das Stadium der spiten Alveolarisation
allgemein anerkannt (Abbildung 10), das sich mindestens bis in das junge

Erwachsenenalter fortsetzt (B 2006 Mutius 2013)

.L Abbildung 10: Spdte

‘ - Alveolarisation. Die Bildung
neuer Septen erfolgt durch
Auffaltung des Gewebes. Es

* ,\ * '
, - entsteht somit zundichst
| wieder ein doppelschichtiges
Kapillarnetzwerk. Weiterhin
scheint hierbei Elastin (griin)
eine relevante Rolle zu
. . . spielen. Modifiziert nach

(Schittny 2008, Einverstdindnis liegt vor)

Darauf folgt eine mehrjdhrige  strukturelle  Stabilitdt, bis  schlieBlich
Alterungserscheinungen mit dem Verlust von Alveolen und einer Verringerung der

Gasaustauschoberfliche auftreten & 2000,

1.3.8 AuBere Einfliisse auf die Lungenentwicklung - Infektion,

Entziindung und antenatale Glukokortikoide

Zum Verstindnis der moglichen Pathologien, die durch schédliche Einfliisse auf die
Lunge des Feten entstehen konnen, ist es wichtig, den zeitlichen Ablauf und die
unterschiedlichen Entwicklungen in den einzelnen Stadien der Lungenentwicklung zu
kennen (Abbildung 2). Abhingig vom jeweiligen Entwicklungsstadium kann die

Auswirkung eines schidlichen Ereignisses unterschiedliche Ausmaf3e annehmen.
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Ein Gasaustausch durch Diffusion ist bereits vor Beginn der vermehrten Alveolenbil-
dung ab der 34. Gestationswoche moglich. Daher konnen nach einer Frithgeburt in die-
sem Alter die klinischen Symptome eines Atemnotsyndroms sehr mild bis vollstindig
abwesend sein “"" 1%¥7Sehr kleine Friihgeborene, die zwischen der 24. und 28. Ge-
stationswoche geboren werden, stehen jedoch gerade vor dem Beginn der Alveolarisa-
tion und der Ausbildung des alveoldren Kapillarbetts (obe 1999) Dyje Lunge befindet sich
zum Zeitpunkt der Geburt sehr kleiner Frithgeborener erst am Ende des kanalikuldren
Stadiums und am Beginn des sakkuldren Stadiums, wihrend die Alveolarisation nicht

t Uobe 200D Die Lungenentwicklung sehr kleiner

vor der 30. Gestationswoche einsetz
Frithgeborener muss sich postnatal noch fortsetzen, da die fetale Lunge sich zwischen
der 24. und 28. Gestationswoche gerade erst zu einem gasaustauschenden Organ zu
entwickeln beginnt Fislop 1986 Langston I989) “1yehch leiden Frithgeborene nach vollendeter
26. Gestationswoche nicht zwangsldufig unter einem schwerwiegenden Atemnotsyn-
drom oder spiteren Lungenerkrankungen. Eine mogliche Erklidrung lautet, dass fetaler
Stress zu einer Lungenreifung fiihrt. Antenatal verabreichte Glukokortikoide konnen die
Inzidenz des RDS um 40-50% reduzieren. Bei drohender Frithgeburt konnen mindes-
tens 48 Stunden vor der Geburt verabreichte Glukokortikoide die Lungenreifung be-
schleunigen (Bt 2001- Gilbert 2006 "Bhengo fiihrt ein miitterliches Amnioninfektionssyndrom

(Tobe 2005, Kramer 200D Tyje zuniichst plumpen Alveo-

zu einer beschleunigten Lungenreifung
larsepten verschmilern sich und die biochemische Lungenreifung mit Surfactantbildung
wird beschleunigt, jedoch wird gleichzeitig die Alveolarisation negativ beeinflusst
(Crowley 1995, Jobe 1998, Massaro 1996, Pinkerton 1997) Tyjeq wird durch klinische Daten bestitigt. Wie
eine Studie aller Kinder, die 1995 vor der 26. Gestationswoche in GroBbritannien und
Irland geboren wurden, zeigte, steigt die Uberlebensrate sowohl bei antenatal verab-
reichten Kortikosteroiden als auch bei miitterlicher Chorioamnionitis %% 20%),

Die Lungenreifung wird jedoch nicht ausschlieBlich bei extrem Frithgeborenen positiv
beeinflusst. Auch in der spiteren Schwangerschaft bis zur 32. Schwangerschaftswoche
kann sowohl durch die Gabe von Glukokortikoiden als auch durch eine intrauterine
Infektion noch ein Effekt auf die Lungenreifung ausgeiibt werden.

Auch im Stadium der Alveolarisation sind Verzogerungen der Entwicklung auf Basis

vielfiltiger Faktoren moglich. Die Alveolarisation kann durch Hypoxie, Hyperoxie,

12



Glukokortikoide und Mangelernihrung verzogert werden M*5%° 1999 (Apbildung 11).

Der negative Einfluss der Glukokortikoide kann wiederum durch Vitamin A zum Teil

reduziert werden (Massaro 2001, Massaro 1996)

Hypoxie

Glukokortikoide .
Hyperoxie

Alveolarisation

Abbildung 11: Negative
Einflussfaktoren auf die
Zytokine (TNF-a, IL-6) Mangelernahrung Alveolarisation.

Auch Zytokine spielen eine bedeutende Rolle bei der Alveolarisation. So fiihrt eine
Uberexpression von TNF-a im pulmonalen Epithelgewebe zu einer Entziindung,
verbunden mit einer reduzierten Alveolenzahl ™¥*#X 1999 Djie Uberexpression von IL-6
fiilhrt zu lymphozytirem Infiltrat in der Lunge und ebenfalls zahlenméfig weniger,
jedoch groBeren Alveolen €™ %99 Dijese Daten legen den Schluss nahe, dass eine
Entziindungsreaktion das Lungenwachstum in der Alveolarisation beeintrichtigt.

Wie in Abbildung 11 dargestellt, ist die Entwicklung der Lunge durch viele Faktoren
bedroht. In Abbildung 12 sind verschiedene Einflussfaktoren auf die Entwicklung der
Lunge im zeitlichen Verlauf im Rahmen einer Frithgeburt dargestellt. Die Stérung der
Lungenentwicklung fithrt durch eine Simplifizierung der Lungenstruktur zu einer
chronischen Schadigung der Lunge. Verschiedene protektive Faktoren konnen einer
gestorten Lungenentwicklung entgegenwirken. Weiterhin werden
Reparaturmechanismen aktiviert, durch die strukturelle Schiden der Lunge vermindert

werden konnen. Es treten sich gegenseitig teilweise authebende Effekte auf e 2019,
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Abbildung 12: Prd- und postnatale Einfliisse, die zu einer gestorten Entwicklung der
Lunge  fiihren — und  gegensteuernde,  protektive  Einflussfaktoren  sowie
Reparaturmechanismen. Modifiziert nach (Hutten 2014, Einverstindnis liegt vor).

1.4 Atmung

Die eukaryote Zelle bezieht ihre Energie vorwiegend aus dem oxidativen Abbau von
Néhrstoffen zu Kohlenstoffdioxid (CO,) und Wasser (H,O). Die Atmung bezeichnet den
Gasaustausch, durch den stindig der hierfiir notige Sauerstoff (O;) hinzugefiihrt und
CO, eliminiert wird ®"™42%%) Der konvektive Transport zu den Lungenalveolen durch
die Ventilation und die anschlieBende Diffusion in das Lungenkapillarblut werden unter
der Bezeichnung Lungenatmung zusammengefasst. Darauf folgt der Atemgastransport
durch das Blut in die verschiedenen Gewebe, bis schlieBflich im Rahmen der inneren
Atmung das Atemgas von den Gewebekapillaren in die umgebenden Zellen diffundiert.
Der Abtransport von CO, findet in umgekehrter Reihenfolge statt ™" %9 Nur der
geringste Teil des O, ist im Blut physikalisch geldst, etwa 98% werden an Hamoglobin
gebunden transportiert. CO, nimmt den umgekehrten Weg iiber Blut und Alveolen zur
Ausatemluft. CO; liegt mit etwa 5% zu einem hoheren Anteil physikalisch gelost vor,

der iiberwiegende Riicktransport findet jedoch in chemisch geloster Form statt. 5%
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werden nach Anlagerung an freie Aminogruppen des Himoglobins als
Carbaminohdmoglobin transportiert, der iiberwiegende Teil wird in Bikarbonat
umgesetzt. Diese Reaktion wird durch das in Erythrozyten vorhandene Enzym
Karboanhydrase beschleunigt. Weitere 30% des CO, verbleiben als Bikarbonat in den
Erythrozyten, wihrend die restlichen 60% ebenfalls in Form von Bikarbonat ins
Blutplasma diffundieren Vs 209,

Fiir die Inspiration ist ein durch das Zwerchfell erzeugter Unterdruck notwendig. Das
Verhéltnis aus Volumen und jeweils dafiir notigem Druck wird als Compliance
bezeichnet. Somit spiegelt die Compliance die Dehnbarkeit der Lunge wieder. Bei
herabgesetzter Compliance muss mehr Arbeit zur Inspiration aufgewendet werden.

Im Rahmen der Lungenatmung gelangt die Atemluft iiber Rachenraum, Trachea,
Bronchien, Bronchiolen, Bronchioli respiratorii und Ductus alveolares zu den Alveolen,
in denen der Gasaustausch stattfindet. Von der Trachea an teilt sich der Bronchialbaum
in immer feinere Verzweigungen auf. Die Leitungszone bis zu den Terminalbronchien
der 16. Teilungsgeneration hat ausschlieBlich leitende Funktion. Daran schlieft sich bis
zur 19. Teilungsgeneration die Ubergangszone mit den Bronchioli respiratorii an, in
deren Wiinden bereits die ersten Alveolen vorkommen. Hier besteht der erste Kontakt
zu den BlutgefdBen. Nach der 20. Aufzweigung folgt die Respirationszone. In den mit
Alveolen dicht besetzten Ductus alveolares findet der Gasaustausch statt (%2009,
Treibende Kraft fiir den Gasaustausch ist der Druckgradient zwischen Alveolarraum und
Blut. Ein effektiver Diffusionsaustausch erfordert eine grofle Austauschfliche (F) und
einen kleinen Diffusionsweg (L). Der Gasaustausch unterliegt dem Fick’schen
Diffusionsgesetz.

A
Fick’sches Diffusionsgesetz: %:D-F- Tp , wobei Q: transportiertes Volumen,

t: Kontaktzeit, D: Diffusionskonstante, F: Austauschfldche, Ap: Patrialdruckgefiille

und L: Diffusionsweg bedeutet.

Der Diffusionsweg (Luft-Blut-Schranke) besteht aus dem Alveolarepithel, Interstitium
zwischen den Basalmembranen, Kapillarendothel, Blutplasma und
Erythrozythenmembran (Abbildung 13). Die Form der Erythrozyten in den Kapillaren

gewihrleistet ein Minimum an Diffusionsstrecke zwischen Extrazellulirraum und
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Hémoglobin. In der reifen, gesunden Lunge betrdgt der Diffusionsweg bis in den

Erythrozyteninnenraum etwa 1 pm (% 2009,
Luft Wassrige
Surfa::tant\ Hypophase
“‘-\-_._,_\_\_\_\_\_‘_‘_‘_‘_“_ /_/J,/
02
Typ| ad ==
Pneumozyt Typ Il —" |nterstmum

— Pneumozyt
Kapillare -
A S 4 Y X X Y 4

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Luft-Blut-Schranke nach P 0 2015)
Der Surfactantfilm reduziert die Oberflichenspannung an der Grenzschicht zwischen
Luft und wdssriger Hypophase. Der Diffusionsweg besteht aus Aleolarepithel,
Intestitium, Kapillarendothel, Blutplasma und Erythrozytenmembran.

Die Diffusionskapazitidt bezeichnet das Verhiltnis zwischen Diffusionsflache und
zuriickzulegendem Diffusionsweg in Abhédngigkeit von dem Krogh'schen Faktor, der die
Diffusionsleitfahigkeit der Alveolarwand beschreibt. Aufgrund der hohen
Diffusionskapazitit reicht die geringe Kontaktzeit des durch die Lungenkapillaren
stromenden Blutes fiir einen effektiven Gasaustausch aus "¢ 2%7

Bei unterschiedlichen pulmonalen Erkrankungen ist die Diffusionskapazitit durch
verringerte Diffusionsfliche oder verlingerten Diffusionsweg vermindert. Es kommt zu
einer Diffusionsstorung, verbunden mit einer Hypoxéamie. Die Diffusion von CO, ist bei
Diffusionsstorungen kaum beeintrichtigt, da CO, aufgrund groBerer Wasserloslichkeit
etwa 23-mal leichter diffundiert als O, "¢ *%7.

Das Ventilations-Perfusions-Verhiltnis der Lunge ist lageabhingig. Das Blut, das die
oberen Lungenabschnitte passiert, wird besser mit O, gesittigt als das in den unteren
Lungenabschnitten. In der Umgebung schlecht ventilierter Alveolen kommt es aufgrund
des alveolo-kapilldren Reflexes (Euler-Liljestrand-Mechanismus) zur Vasokonstruktion,
was bedeutet, dass nur diejenigen Alveolen perfundiert werden, die ausreichend
ventiliert sind. Werden auch minderbeliiftete Alveolen perfundiert, so kommt es zu
einem Rechts-Links-Shunt mit Beimischung von nicht O,-gesittigtem Blut in den

Pulmonalvenen %" 2007,
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Die Alveolen sind von einem oberflichenaktiven Stoff, dem Surfactant (surface active
agent), benetzt. Die oberflichenaktiven Eigenschaften des Surfactants entstehen durch
die komplexe biochemische Zusammensetzung dieses Stoffes aus Phospholipiden und
Proteinen. Ohne die oberflichenspannungsreduzierende Eigenschaft des Surfactants
wiirde die Oberflichenspannung des Wassers eine gleichméfige Entfaltung der
Lungenalveolen verhindern (Abbildung 14). Bei benachbarten Alveolen ldge in der
kleineren Alveole eine hohere Oberflichenspannung vor, diese wiirde kollabieren,

wihrend die groBere Alveole an Radius zunehmen und iiberbliht wiirde "¢ 27,

Luftstrom

A A Surfactant

Abbildung 14: Intraalveoldrer Luftstrom ohne und mit Surfactantfilm. Durch Modulation
der Oberflichenspannung schiitzt der Surfactantfilm nach dem Gesetz von Laplace die
kleinen Alveolen vor einem Kollaps und der Gasstrom kommt zum Stillstand.

Bereits 1929 wurden der Effekt der pulmonalen Oberflichenspannung und die
Auswirkung deren Reduktion gezeigt. Explantierte Lungen wurden mit Wasser anstelle
von Luft gefiillt. Hierdurch wurde die intraalveoldre Oberflichenspannung eliminiert,
da es keine Grenzschicht zwischen Luft und Wasser mehr gab. Die nun erstellten
Druck-Volumen-Kurven zeigten, dass zur Entfaltung der Lunge ein deutlich geringerer
(Neergard 1929)

Druck notwendig war

Unter physiologischen Bedingungen, bei der Fiillung der Lunge mit Luft, wird die
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pulmonale Oberflichenspannung durch den alveoldren Surfactantfilm reduziert. Bei
Verkleinerung einer Alveole nimmt die Konzentration des Surfactants zu, die
Oberfldchenspannung nimmt ab und die Alveolen streben eine mittlere Grofe an.

-
r: Gefdafradius und d: Wanddicke bedeutet.

Laplace Gesetz: K = , wobei K: Wandspannung, P: transmuraler Druck

Physikalisch beschrieben wird dies durch das Gesetz von Laplace 0% 179%)

Der transmurale Druck P wird dynamisch, in Abhingigkeit von der Alveolargrofie,
durch Surfactant veridndert. Die resultierenden Gasstrome zwischen den verschieden
groBen Alveolen kommen beim Erreichen eines Gleichgewichts zum Stillstand.

Hierdurch wird ein Kollaps der Alveolen verhindert (Abbildung 14).

1.5 Chorioamnionitis und Amnioninfektionssyndrom

Die Chorioamnionitis ist eine Infektion der Fruchthohle und ihres Inhaltes in der
Schwangerschaft, des Chorions und des Amnions ®"* ') Sie ist neben miitterlichen
Erkrankungen die hiufigste Ursache einer Frithgeburt (Goldenbere 2003, Goldenberg 2000, Thomas
201D Meist handelt es sich bei einer Chorioamnionitis um eine chronische, indolente
Infektion mit stillem Verlauf, die postpartal lediglich durch histologische Untersuchung
der Plazenta gesichert werden kann (Gmier 2003, Goldenberg 2000) " pine golche chronische
Infektion der fetalen Membranen und der Amnionfliissigkeit ist hdufig bei Friihgeburten
(Watts 1992) Dayon abzugrenzen ist ein ausgepriagtes Amnioninfektionssyndroms, das sich
durch eine systemische Entziindungsreaktion der Mutter mit Fieber, Tachykardie,
Leukozytose, erhohten Entziindungsproteinen wie dem C-reaktiven Protein (CRP) und
vorzeitiger Wehentitigkeit zeigt (0gmam 1999

Die Infektion erfolgt iiber aszendierende vaginale oder zervikale Infektionen, oder auch
retrograd iiber die Tuben, durch himatogene Streuung oder iatrogen ©*" %2 Die
anfianglich lokale Entziindung der Eihdute kann zum Befall der Plazenta, der
Amnionhohle, zur Keimbesiedlung des Fruchtwassers und zur Infektion des Feten
fiihren. Eine intrauterine Infektion konnte neuen Daten zufolge schon frith in der
(Goldenberg 2000) 1y,

Schwangerschaft auftreten und iiber Monate unentdeckt bleiben

Erregerspektrum  umfasst Escherichia coli, Streptokokken, Staphylokokken,
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Haemophilus influenzae, Pseudomonas spp. und andere Keime. Tritt eine spontane
Frithgeburt ohne vorherige Ruptur der Eih#dute auf, stellt sich ein anderes

Erregerspektrum dar. Die hiufigsten Keime sind Ureaplasma urealyticuam, Mycoplasma

(Goldenberg 2000)

hominis und Gardnerella vaginalis . Ureaplasma urealyticum kann am

(Yoon 1998) 114 ist auch der

hiufigsten in der Amnionfliissigkeit nachgewiesen werden
hiufigste Keim, der mit einer histologischen Chorioamnionitis bei einer Frithgeburt in
Verbindung gebracht werden kann (©°14"*¢ 2000 Der Nachweis dieses Keimes geht mit
einer Erhdhung verschiedener Zytokine einher " '%%®),

Verschiedene Tiermodelle setzen zur Simulation der Auswirkungen einer

(Collins 2012, Kallapur 2001) .
, die aus der

Chorioamnionitis Lipopolysaccharide (LPS) ein
Zellwand gramnegativer Bakterien gewonnen werden (siehe auch Kapitel 1.10 auf Seite
39). Im Gegensatz zu bakteriellem Endotoxin, das zusitzlich kleine Mengen der
Zellwandproteine, Lipide, Lipoproteine und Polysaccharide enthilt, ist LPS ein

d (Fink 1990 Rietschel 1982) * 1, - \vicsenschaftlichen Publikationen

aufgereinigtes Glykolipi
werden Endotoxin und Lipopolysaccharide jedoch héufig als Synonym verwandt. Eine

vollstandige Trennung beider Begriffe ist daher in der voliegenden Arbeit nicht moglich.

1.5.1 Fetale Auswirkungen einer Chorioamnionitis

Die Inzidienz der histologisch gesicherten Choriamnionitis liegt bei sehr kleinen
Frithgeborenen von weniger als 24 vollendeten Gestationswochen aktuellen Studien

zufolge bei iiber 60% und sinkt mit zunehmendem Gestationsalter "4 e"s 2006- Chellam 1985,

Goldenberg 2000, Lahra 2004)
Eine Chorioamnionitis ist eine Multiorganerkrankung des Feten (Abbildung 15). Sie ist
hiufig assoziiert mit intrakraniellen Blutungen, periventrikuldrer Leukomalazie oder
nekrotisierender Enterocolitis, wie histologisch belegt werden konnte (©She 1998 Redline
2099 " Auch die weitere Organentwicklung wird durch die priinatale Entziindungsreaktion
im Rahmen einer Chorioamnionitis beeintrichtigt P*mmann 2006 Dammann 2005, Shim 2004, Tauscher
209 Im Falle einer direkten intrauterinen bakteriellen Infektion entwickeln
Neugeborene teilweise nach meist unspezifischen Symptomen eine rasch progrediente
Erkrankung, die zu einer primidren Sepsis mit septischem Schock fithren kann. Im

protrahierten Verlauf birgt eine intrauterine Infektion ein hohes Risiko einer Meningitis.
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Jedoch kann der Fetus auch eine entziindliche Reaktion auf eine Chorioamnionitis
zeigen, ohne dass eine schwere bakterielle Infektion des Feten erfolgen muss. Diese
Entziindungsreaktion wird unter dem Begriff FIRS (Fetal Inflammatory Response
Syndrome) subsummiert. Das FIRS ist eine systemische Entziindungsreakion des Feten.
Daher werden alle fetalen Organe in Mitleidenschaft gezogen (@°¢h 2007

MNekrotisierende
E nterokolitis

Funisitis

Abbildung 15: Die
Chorioamnionitis ist
Transiente eine

Hypothyrexinamie  Multiorganerkrankung
des Feten. Der Fetus ist
kontaminierter
Amnionfliissigkeit
ausgesetzt. Diese wird
durch ihn aspiriert und
geschluckt. Die direkte

Surfactantmangek Retinopathie

syndrom (RDS)
Bronchopulmonale
Dysplasie (BPD)

Thymus- nfankile und indirekte Exposition
AR Cerebralparese wird mit Auswirkungen
(ICF) auf multiple Organe in
Verbindung gebracht.

Modifiziert nach ("
2010, Einverstindnis liegt vor)
Entgegen der allgemeinen klinischen Ansicht, eine Infektion gefihrde den Feten
schwerwiegend, sind einer Chorioamnionitis ausgesetzte Frithgeborene selten septisch
(Costeloe 20000 Bhenso hatten sehr kleine Friihgeborene eine verminderte Mortalititsrate,

wenn sie einer Chorioamnionitis ausgesetzt waren (<0tee 2000 Lahra 2009

, was auch durch
eine Untersuchung aller Kinder, die 1995 in England vor der 26. Gestationswoche
geboren wurden und einer Chorioamnionitis ausgesetzt waren, belegt werden konnte
(Costeloe 2000) " Ein  anzunehmender Grund hierfiir ist die positive Auswirkung der
Chorioamnionitis auf die Reifung der fetalen Lunge, denn in klinischen Studien konnte
gezeigt werden, dass einer Chorioamnionitis ausgesetzte Frithgeborene ein deutlich

vermindertes Risiko eines Atemnotsyndroms hatten (ndrews 2000 Watterberg 1996)
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1.6 Das Atemnotsyndrom

Das Atemnotsyndrom des Frith- und Neugeborenen (syn: Surfactantmangelsyndrom,
respiratory distress syndrome, RDS) entsteht durch eine sowohl funktionelle als auch
strukturelle Unreife der Lunge. Es bestehen eine verminderte Compliance und eine
reduzierte funktionelle Residualkapazitit (FRC — functional residual capacity).
Aufgrund der funktionellen Unreife kann die Lunge noch keine ausreichende Menge an

(Jorch 2006, Obladen 2006, Rieger 1999) Surfactant iSt ein

pulmonalem Surfactants bilden
komplexes Gemisch aus Phospholipiden und Surfactantproteinen (siehe Kapitel 1.8 auf
Seite 30). Eine ausreichende Surfactantsynthese besteht in der Regel erst ab der 35.
Gestationswoche R4 2009 - Ayforund der zusitzlich vorherrschenden strukturellen

Unreife mit noch unvollstindiger Alveolarisation ist die Gasaustauschfliche verringert

und die Diffusionsstrecke verlidngert (Abbildung 16).

Abbildung 16:
Elektronenmikroskopische Aufnahme
der alveoldiren Struktur einer
unauffilligen, reifen Lunge (oben) und
der Struktur einer an einem
Surfactantmangelsyndrom (RDS)
erkrankten Lunge (unten). Deutlich
sichtbar ist die plumpe Struktur mit

. s . Jackson 1991,
"% preiteren Alveolarwiinden V"o
;.‘ﬂ' Einverstindnis liegt vor)

In der noch unreifen Lunge ist auBerdem die Permeabilitit der alveokapilldren
Membran erhoht, wodurch Plasmabestandteile in die Gasaustauschrdume einstromen
konnen und es zur Ausbildung hyaliner Membranen kommt. Durch diese wird nicht nur
die Diffusionsstrecke verlidngert, sondern die Surfactantwirkung wird weiterhin direkt

inhibiert (Reinhardt 2004, Rieger 1999).
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Aufgrund von Mikroatelektasen entstehen ein vermehrtes intrapulmonales
Shuntvolumen, erhohter Sauerstoffbedarf der Atemmuskeln durch vermehrte
Atemarbeit, verminderte pulmonale Kapillarperfusion und ein kardialer Rechts-Links-
Shunt iiber das offene Foramen ovale bzw. den Ductus arteriosus. In der Lunge finden
sich atelektatische Bezirke neben iiberblihten Bronchiolen und Alveolargingen. In
diesen Bereichen kommt es zu Epithelnekrosen und Epithelabschilferungen. Das
histologische Bild ist gekennzeichnet durch hyaline Membranen, die als eosinophiles
Material die terminalen Atemwege tapetenartig auskleiden Mereenrth 1986

Klinisch zeigt sich eine zunehmende Atemnot mit Zyanose trotz Tachypnoe
(Atemfrequenz >60/min), sternale, interkostale und epigastrische Einziehungen bei
Inspiration, exspiratorisches Stohnen und Nasenfliigeln %" 2999 Radiologisch zeigt
sich bei schwerem Verlauf aufgrund ausgeprégter Atelektasenbildung das typische Bild
einer weillen Lunge. Typischerweise zeigen sich die Symptome unmittelbar nach Geburt
oder in den ersten 3-4 Lebensstunden und verlaufen iiber die ersten 24 Lebensstunden
progredient, weiter negativ beeinflusst durch Hypoxie, Azidose, Hypothermie, Infektion
und Beatmung 4Vig 1999

Das RDS ist die klassische Ursache des respiratorischen Versagens bei Frithgeborenen

(Rieger 1999) und eine der Hauptursachen der Morbiditit und Mortalitit Friihgeborener

(Guyer 197) " Nicht nur sehr kleine Frithgeborene sind betroffen, auch nach 30
Gestationswochen ist die Lunge hédufig noch nicht ausreichend reif, so dass postnatal ein
RDS auftritt P ¥ Fihrlich erleiden in Deutschland etwa 3500-4500 Kinder ein
RDS, entsprechend 1% aller Neugeborenen. Das Gestationsalter ist hierbei der
entscheidende Risikofaktor. Lediglich 20% Kinder iiber 32 Gestationswochen leiden
unter einem RDS, hingegen bereits 60% unter 30 Wochen und 90% bei einem

Gestationsalter unter 28 Wochen (Harms 1994, Jorch 2006, Obladen 2006, Reinhardt 2004, Speer 2004, Stannigel

1992)

1.6.1 Einfluss der Chorioamnionitis auf das Atemnotsyndrom

Die Entziindung der fetalen Luftwege fiihrt zu einer Reifung der fetalen Lunge mit einer
Zunahme des Surfactantpools. Dies zeigte sich in experimentellen Modellen mit

frithgeborenen Ldmmern und Kaninchen, die einem kiinstlich herbeigefiihrten
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Amnioninfektionsyndrom ausgesetzt waren 57 1997 Jobe 2000, Kallapur 2001 Kramer 2001)

Proinflammatorische =~ Zytokine konnen die Lungenentwicklung modulieren.
Intraamniotisch verabreichtes IL-1a fiihrt zu vermehrter Bildung von Surfactantlipiden,
verdndert gestationsaltersabhédngig die Transkription der mRNA der Surfactantproteine
(SP-) A, SP-B und SP-C und verbessert dosisabhingig die pulmonale Compliance
frihgeborener Kaninchen ®% '997- Glumoff 2000 1yje Wirkung tritt ohne Erhéhung des

(Emerson 1997)  Tyje intraamniotische

(Jobe 2001)

Cortisolspiegels im Blutplasma des Feten ein
Verabreichung von IL-1a und IL-13 fiihrt ebenfalls zu einer Chorioamnionitis
Intraamniotisch appliziertes Endotoxin verursacht innerhalb weniger Stunden einen
Anstieg von IL-1B, IL-6, IL-8 und TNF-a sowie eine Infiltration inflammatorischer

Zellen in Amnion/Chorion Kallapur 200D

. Auch in der fetalen Lunge kann bei nur
geringfiigiger systemischer Reaktion ein deutlicher Anstieg an Zytokin-mRNA
nachgewiesen werden. Die fetale Lunge reagiert im Tiermodell auf intraamniotisch
appliziertes Endotoxin mit einem Anstieg der mRNA der Surfactantproteine (SP-) A, B,
C und D, der bereits nach einmaliger Injektion 15 Tage nachweisbar bleibt B2k 2000,
Nach vier Tagen steigt die Konzentration der Surfactantproteine in der
bronchoalveoldren Lavage, sieben Tage nach Injektion ist ein bis zu hundertfacher
Anstieg gegeniiber der Kontrolle messbar. Das fetale Lamm hat bei einem
Gestationsalter von 125 Tagen nur geringe Mengen an SP-B in den Luftwegen, lediglich

d (Bachurski 200 1y ra_amniotisch

25% davon ist das vollstindig prozessierte Pepti
verabreichtes Endotoxin fiihrt innerhalb von sieben Tagen zu einem hundertfachen
Anstieg des vollstindig prozessierten, reifen Peptids in den Luftwegen. Parallel zu den
Surfactantproteinen steigt auch die Konzentration von Phosphatidylcholin. Vier Tage
nach Endotoxininjektion steigt die Compliance der fetalen Lunge "™ 2*?. Die
Lungenreifung korreliert mit dem Vorhandensein von Entziindungszeichen in
Amnion/Chorion und dem fetalen Lungengewebe. In tierexperimentellen Studien ist die
Reaktion der fetalen Lunge bei einer Endotoxindosis zwischen 1 und 100 mg
dosisunabhingig. Die Zahl der Entziindungszellen in Blut und Lungengewebe steigt mit
hoherer Endotoxindosis, jedoch unterscheidet sich das Ausmall der Lungenreifung
nicht. Eine noch niedrigere Endotoxindosis von 0,1 mg fiihrt hingegen lediglich zu

systemischen Entziindungszeichen, jedoch tritt keine Lungenreifung ein *™™ 200D,
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1.6.2 Priavention des Atemnotsyndroms durch Glukokortikoide

Erstmalig wurde im Jahr 1969 beobachtet, dass frithgeborene Lammer von prénatal

(Liggins  1969)

verabreichten Glukokortikoiden profitierten Maternal verabreichte

Glukokortikoide fiihrten im Tiermodell zu einer ausgeprigteren Lungenreifung als fetal

verabreichte Glukokortikoide 7 1),

Bereits die ersten humanen Studien zeigten, dass die Inzidenz des Atemnotsyndroms

nach antenatal verabreichten Glukokortikoiden deutlich sinkt (Goldenbere 2006 Liggins 1972)

Daher werden bei drohender Frithgeburt Schwangeren Dexamethason oder
Betamethason intramuskulédr injiziert. Eine Senkung der neonatalen Mortalitdt und
Morbiditét hierdurch ist unbestritten, jedoch existieren bislang keine eindeutigen Daten,
welches Glukokortikoid dem anderen iiberlegen ist ™ 27 Wihrend eine aktuelle

Studie von einer Reduktion intrakranieller Blutungen nach Dexamethason bei sonst

t (Elimian 2007)

vergleichbaren Daten gegeniiber Betamethason sprich , und auch weitere

(Mushkat 2001, Rotmensch 1999)

Autoren Dexamethason als geeigneter sehen , wurde nach

Betamethason bereits eine geringere Inzidenz der periventrikuldren Malazie beschrieben

(Baud 1999) " Eine weitere aktuelle Studie zeigt eine geringere Inzidenz des

Atemnotsyndroms und der bronchopulmonalen Dysplasie bei sonst wiederum
vergleichbaren Daten gegeniiber Dexamethason €™ 2%0 " Andere Autoren hatten in

der Vergangenheit keinerlei signifikante Unterschiede beziiglich der neonatalen

Morbiditit gefunden S"*1200%,

Glukokortikoide verbessern die Lungenfunktion sowohl durch Beschleunigung der

(Pinkerton 1997)

strukturellen Reifung als auch durch Steigerung der Produktion und

Sekretion von Surfactant ¥ 7 Nach maternal injiziertem Betamethason kommt es

nach sieben Tagen zu einem Anstieg der Bestandteile des Surfactantsystems €™ 1997,

jedoch ist auch das mittlere Geburtsgewicht vermindert. Im Tiermodell war das

Geburtsgewicht friihgeborener Limmer 14% niedriger nach Betamethason e 2000,

Antenatal verabreichte Glukokortikoide beeinflussen die Alveolarisation M54 1990 Bej

(Massaro 1992) (Blanco 1989)

Ratten fithrte sowohl eine prinatale als auch eine postnatale

Exposition gegeniiber Dexamethason zu einer gestorten Bildung alveolédrer Septen. Die
Bildung alveoldrer Septen war auch bei Schafen, die 48h vor Frithgeburt eine fetale

(Willet  1999)

Injektion Betamethason erhielten, gestort Trotz beeintrachtigter
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Alveolarisation ist die Lungenfunktion Betamethason-behandelter Tiere direkt nach der

Geburt der von unbehandelten Kontrolltieren iiberlegen (fobe 2000)
Vorteile Nachteile

Strukturelle Reifung T]' Geburtsgewicht [l
Surfactantproduktion {] Gestorte Alveolarisation

Surfactantsekretion ]]

Lungenfunktion {f

Intrakranielle Blutungen [1

Tabelle 3: Positive und negative Einfliisse von maternal injizierten Glukokortikoiden bei
drohender Friihgeburt.

1.6.3 Therapie des Atemnotsyndroms

Allen Therapien ist das Grundprinzip des ,,minimal handling* eigen, die moglichst
geringe Belastung des Friihgeborenen durch diagnostische und therapeutische
MaBnahmen (©OPl2den 2006 Rieger 1999) " Boctandteile der symptomatischen Therapie sind je
nach Auspriagung des RDS neben sorgfiltiger Beobachtung und intensivmedizinischer
Uberwachung des Siuglings eine gezielte Sauerstoffzufuhr, Nasen-CPAP (Continuous
Positive Airway Pressure) oder kiinstliche Beatmung mit PEEP (positive endexspiratory
pressure, positiver endexspiratorischer Druck), Antibiotikabehandlung und sorgfiltige
Fliissigkeitsbilanz O"2de 2000

Die kausale Therapie des an einem Atemnotsyndrom erkrankten Frithgeborenen stiitzt
sich daher auf die Gabe von synthetischen oder natiirlichen Surfactant-Pridparaten, die
aus Rinder- oder Schweinelungen gewonnen werden. Natiirliche Surfatantpréaparate sind
den synthetischen Produkten hierbei iiberlegen iy 1996- Sell 2000)

Eine friihzeitige Gabe von Surfactant ist bei zu erwartendem oder drohendem
Atemnotsyndrom entscheidend. Durch die Therapie mit modernen Surfactantpriparaten
(Halliday  1996) [y,

haben die Auswirkungen des Atemnotsyndroms nachgelassen

Pneumothoraxrate konnte gesenkt und die neonatale Mortalitit vermindert werden
(Halliday 2005)
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Die unreife Lungenstruktur des Frithgeborenen wird hierdurch jedoch nicht verédndert.
Therapeutisch vermindern bei drohender Friihgeburt prinatal miitterlich verabreichte
Glukokortikoide die Unreife der Lunge. Hierdurch haben sowohl die Haufigkeit als
auch die Schwere des Atemnotsyndroms nachgelassen 12192 1996).

Der groBite therapeutische Erfolg stellt sich bei der Kombination prénatal verabreichter

Glukokortikoide mit postnatal verabreichtem Surfactant ein (Farrell 1989),

1.7 Die Bronchopulmonale Dysplasie

1.7.1 Die klassische und die neue BPD

Definitionsgemal leiden Frithgeborene, die mindestens iiber den Zeitraum von 28 Tagen
Sauerstoffkonzentrationen iiber 21% bendtigen, an einer Bronchopulmonalen Dysplasie
(BPD) % 2D 1m Gegensatz zu der relativen Hiufigkeit des Atemnotsyndroms hat
sich die Inzidenz der BPD in den letzten Jahren nicht verringert. Auch durch den
Einsatz von Surfactantpriparaten konnte die Haufigkeit der BPD nicht reduziert werden
(Halliday 2005) " yodoch ist infolge neuer Therapieansiitze und aufgrund des Uberlebens
vieler kleiner Frithgeborener ein eindeutiger Trend zu einer milderen Verlaufsform zu
beobachten B4 2007 (Tapelie 4).

1967 wurde die Bronchopulmonale Dysplasie erstmalig als schwere Lungenschiadigung
aufgrund mechanischer Beatmung, verbunden mit hoher Sauerstoffkonzentration,

(Northway 1967)

beschrieben . 1985 wurden die aus mechanischer Beatmung und hohen

Sauerstoffkonzentrationen resultierenden Verianderungen mit Entziindung, Fibrose und
Hypertrophie glatter Muskulatur in den Atemwegen in Verbindung gebracht ©Brodevieh
1985 Da in der Vergangenheit auch primér pulmonal kaum beeintrichtigte Neugeborene
an einer BPD erkrankten (Charafeddine 1999, Rojas 1995 " \verden heute hohe
Sauerstoffkonzentrationen und Barotrauma nicht mehr als die beiden Hauptfaktoren der
Entstehung einer BPD gesehen. Die ,,neue BPD* scheint vielmehr Folge einer
Beeintriichtigung der Lungenentwicklung zu sein "™ "% Dennoch scheint eine BPD
nicht in unmittelbarem Zusammenhang zu einem RDS zu stehen, das wiederum eine
direkte Folge der unreifen Lunge eines Frithgeborenen ist. Klinische Daten belegen,
dass auch Neugeborene eine BPD entwickeln konnen, ohne zuvor an einem RDS

erkrankt gewesen zu sein (CPrefeddine 1999 e neye BPD ist zum einen charakterisiert
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durch einen Stopp der Lungenentwicklung mit verminderter Alveolarzahl und

vergroBertem alveoldren Volumen, was zu einer starken Reduktion der

Gasaustauschfliche der Lunge fithrt ™" % 7ym anderen durch abnorme
mikrovaskulire Reifung infolge einer chronischen Entziindungsreaktion APertine 199
Coalson 1995, Jobe 2001, Jobe 2001)
klassiche BPD neue BPD
Geburtsalter 32 Gestationswochen 24-26 Gestationswochen
Geburtsgewicht 1900g 600g
Risikokinder reifere Kinder extrem Frithgeborene
Entwicklungsphase Sakkulér- und Kanalikulér- und friihes
Alveoldrstadium Sakkulédrstadium
Fibrose schwer minimal
Luftwege schwer betroffen kaum beeintrichtigt
Alveolen in Bereichen ohne Fibrose |Stopp der Entwicklung
gut entwickelt
Ursachen Sauerstofftoxizitit, Beeintrachtigung der
mechanische Beatmung Organentwicklung

Tabelle 4: Vergleich der klassischen und der neuen BPD nach ™" ?*®) Die neue BPD
ist charakterisiert durch eine deutlich unreifere Lunge aufgrund einer Schddigung im
Rahmen der Organentwicklung. Die klassische BPD hingegen entsteht durch eine
postnatale Schéidigung der Lunge, im Allgemeinen durch mechanische Beatmung und
Sauerstofftoxizitdt.

Die meisten Kinder, die eine BPD entwickeln, werden noch vor vollendeter 28.

Gestationswoche geboren und haben ein Geburtsgewicht unter 1000g (°Pe 2001 Villamor-

Martinez 2019) " Dyje Lunge dieser Kinder befindet sich bei Geburt erst im sakkuliren

Entwicklungsstadium. Gerade sehr kleine Frithgeborene mit anatomisch unausgereifter
Lungenstruktur, die maschinell beatmet werden und erhohte Sauerstoffkonzentrationen
benétigen, leiden gehiuft unter einer BPD M 200,

Aus der BPD konnen erhebliche Konsequenzen fiir die pulmonale Morbiditit
ehemaliger Friihgeborener bis ins Erwachsenenalter folgen (emmedy 1999, Viijlandt 2000) ‘y/je10
Erwachsene, die im Séduglingsalter an einer bronchopulmonale Dysplasie erkrankten,
leiden unter obstruktiven Atemwegserkrankungen, hyperreaktiven Atemwegen oder

Hyperinflation North»ay 1990)
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Entscheidend fiir die Entwicklung einer BPD scheint die Schidigung der fetalen Lunge
und Luftwege wihrend der Alveolarisation zu sein. Die Regulation der Alveolarisation
vor und nach der Geburt ist noch nicht vollstindig geklirt. Die mechanische Beatmung
der noch unreifen Lunge beeintrichtigt die Alveolarisation sowohl klinisch 4" 1999
als auch im Tiermodell mit Affen " 9 ynd Schafen " 99 Auch eine
chronische Entziindung in den Luftwegen fiihrt zu einer reduzierten Alveolargenese
(Speer 2006)

Eine Entziindungsreaktion mit erhohten Leukozyten in der Lunge und erhohten
Zytokinkonzentrationen tritt hdufig nach kiinstlichem Barotrauma oder toxischen
Sauerstoffkonzentrationen auf (Citor 1997, Chiumello 1999, Wamer 1998) * phoncy kann eine
vorhandene pulmonale Entziindung durch die Toxizitat hoher
Sauerstoffkonzentrationen, kiinstliche Beatmung oder systemische oder pulmonale
Infektionen prolongiert oder aggraviert werden (°°¢ 998 Seer 2000)

Aber auch entziindungshemmende Stoffe, wie Glukokortikoide, und unspezifische
Einfliisse, wie ein kalorisches Defizit, konnen die Alveolarisation verzdgern. Beim
Schaf fiithren sieben Tage vor eingeleiteter Frithgeburt maternal verabreichtes
Betamethason ebenso wie intra-amniotisch appliziertes Endotoxin zu einem Stillstand
der alveoldren Entwicklung (Willet 2000) Hingegen fithren Thyroxin (T4) und Retinolsédure
zu einer gesteigerten Alveolarisation (G2er 2006. Pinkerton 1997)

Bislang konnte keine alleinige Komponente der komplexen Entziindungsantwort
identifiziert werden, die die Lungenschadigung vorantreibt oder die Alveolarisation
hemmt. Die Immunantwort des Frithgeborenen unterscheidet sich von der des
Erwachsenen, da kaum Alveolarmakrophagen vorhanden und erst geringe Mengen der
Bestandteile der angeborenen Immunitit, wie die Surfactantproteine A und D, Defensine

oder Lysozyme, vorhanden sind ¢ 2%V

AuBerdem zeigen weille Blutzellen
Frithgeborener eine deutlich schwichere Reaktion auf Entziindungsstimuli.

Die Definition der BPD ist anhaltend Gegenstand wissenschaftlicher Diskussionen
(Gomez-Pomar 2018) 1) Anbetracht der unreifen Kinder, die heute eine BPD entwickeln,
erscheint eine Verdnderung der Definition auf der Hand zu liegen. Andererseits ist mit
einer Verdnderung der Definition der BPD die Vergleichbarkeit mit dlteren klinischen

Studien nicht mehr gegeben.
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1.7.2 Die BPD als Folge einer Chorioamnionitis

Die Studien iiber den Zusammenhang zwischen der prianatalen Exposition gegeniiber
einer Chorioamnionitis und der spdteren Entstehung einer bronchopulmonalen

Dysplasie (BPD) sind widerspriichlich. Wahrend bislang die Autoren mehrerer Studien

in einer Chorioamnionitis einen eindeutigen Risikofaktor fiir eine BPD sehen (V2terbere

1996 pesteht laut neueren Studien kein eindeutiger Zusammenhang zwischen einer

Chorioamnionitis und dem spiteren Auftreten einer BPD (oP¢ 2011 Redline 2002)

Der unmittelbare Kontakt zu Entziindung und Infektion im Rahmen einer
Chorioamnionitis kann zu einer fetalen Entziindungsreaktion in der Lunge fiihren, die
moglicherweise mit der spiateren Entwicklung einer bronchopulmonalen Dysplasie
assoziiert ist. So ist eine histologisch nachweisbare Chorioamnionitis verbunden mit

einer erhohten Inzidenz der BpPD (Waterbere 1996)

. Auch die Exposition gegeniiber
Ureaplasma urealyticum, dem héufigsten Erreger einer Chorioamnionitis, geht mit einer
deutlich gesteigerten Inzidenz einer BPD einher ™™ 199) "Erhshte Werte an IL-1p,
IL-8, TNF-a sowie zahlreicher anderer Zytokine oder Chemokine in den Atemwegen
Neugeborener gehen ebenso mit einem erhohten Risiko einer BPD einher wie einer
neonatalen Sepsis oder Pneumonie ®%* 1999

Nabelschnurblut oder erhohte Werte von IL-6, IL-8, IL-1B oder TNF-o in der
[)(Yb0n1997)

. Auch ein erhohter IL-6-Spiegel im

Amnionfliissigkeit pradisponieren fiir eine BP

1.7.3 Die Bedeutung elastischer Fasern

Wie bereits weiter oben ausgefiihrt ist Elastin obligatorisch fiir die Lungenentwicklung.
Bei Patienten mit manifester BPD und in entsprechenden Tiermodellen sind die
Elastinfasern an den Spitzen der alveoliren Septen nicht mehr vorhanden ®*"2*> Eine
gestorte alveoldre Elastinproduktion geht mit einer Lungenanormalie einher. In PDGF
(Platelet-Derived Growth Factor)-defizienten Miusen wird kein Elastin in den Spitzen
der alveoldren Septen deponiert. Bei diesen Tieren kommt es zu keiner weiteren
Septenbildung, die Bildung reifer Alveolen bleibt aus. Die distalen alveolidren Luftsdcke

(unreife Alveolen) sind bei elastindefizienten Miusen groer und diinnwandiger “e"!

2000)

Der Elastinabbau erfolgt durch das Enzym Elastase. Dieses Enzym kommt unter

29



anderem in alveoldren Makrophagen, Granulozyten und Thrombozyten vor. Bei
Neugeborenen, die im spiteren Verlauf eine BPD entwickelten, ist die Elastaseaktivitit

in der Tracheallavage signifikant erhght (Groneck 1994, Meritt 1983)

1.8 Surfactant

Pneumozyten vom Typ II und Clara-Zellen sezernieren ein oberflichenwirksames
Gemisch aus Phospholipiden und Proteinen, das Surfactant (surface active agent)
genannt wird (Reeney 1994 Whitsett 2010) “pyjecer intrapulmonale Surfactant bildet einen
Doppellipidfilm, der die Alveolen von innen auskleidet. Die dominierende funktionelle
Eigenschaft dieses pulmonalen Surfactants ist der Schutz der Struktur der Alveolen
durch Reduktion der alveoldren Oberflichenspannung an der Kontaktstelle zwischen
Luft und Gewebe, wodurch sowohl die gleichméBige Entfaltung aller Alveolen wéhrend
der Inspirationsphase ermoglicht, als auch ein Zusammenfallen der Alveolen am Ende
der Exspirationsphase verhindert wird (Goerke 1998. lohansson 199) "y rend die Wirkung des
intrapulmonalen Surfactantfilms bereits durch Kurt von Neergaard im Jahr 1929

beschrieben wurde ®eereard 1929, Obladen 2005) = yi0farte  Clements 1957 den ersten

experimentellen Beweis fiir das Vorhandensein eines Surfactantfilms (<'emens 1957
Surfactant besteht, bezogen auf das Trockengewicht, mit insgesamt 87% groftenteils
aus unterschiedlichen Phospholipiden (hauptsdchlich Phosphatidylcholin, wovon etwa
die Hilfe als Dipalmitoylphosphatidylcholin vorliegt, Phosphatidylglycerol und
Phosphatidylinositol e'4huizn 1998y 5 3¢, Neutralfetten und etwa 10% spezifischen
surfactantassoziierten =~ Apoproteinen (Abbildung 17). Die Surfactantproteine
beeinflussen die biophysikalischen Eigenschaften und die physiologische Funktion des
pulmonalen Surfactants auf vielfdltige Weise. Vier Surfactantproteine sind bekannt,
benannt nach der chronologischen Reihenfolge ihrer Entdeckung, Surfactantprotein
(SP)-A, SP-B, SP-C und SP-D ™eer ™D Bezogen auf das Trockengewicht des
pulmonalen Surfactants hat SP-A mit 5-6% den grofiten Anteil, SP-B und SP-C haben
jeweils einen Anteil von knapp 1% und SP-D lediglich ungefihr 0,5% S 2009,

SP-A, SP-B und SP-D werden sowohl in Alveoar-Typ-II - Zellen als auch in den Clara -
Zellen der Bronchioli respiratorii gebildet, hingegen ist die Bildung von SP-C
beschriankt auf Alveolar-Typ-II - Zellen.
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(6]
Andere (3,56%) Sphingomyelin (2,5%)

PtsSer + Phosphatidylinositol (4%)

Dipalmitoylk

phosphatidyicholin (29%) PhosphatidylEtn (4%)

Phosphatidylglyceral {12%)

SP-D (0.6%)
SP-C (0,4%)

Andere doppelt
gesattigte
Phosphatidyl-
choline (8%)

SP-B0.7%)
SP-A (5 3%)

ungesattigte
Phosphatidyicholine (30%)

Abbildung 17: Zusammensetzung des pulmonalen Surfactants Weniger als 10% des
Surfactants besteht aus Surfactantproteinen. Jedoch sind die vier Proteine SP-A, SP-B,

SP-C und SP-D entscheidend fiir die Stabilitit und die Funktion des Sufactantfilms.
(Johansson 1997, Kishore 2006, Serrano 2006, Veldhuizen 1998, Weaver 1991)

Daneben werden die Surfactantproteine SP-A, SP-B und SP-D auch in anderen
Geweben, zum Beispiel im Gastrointestinaltrakt, exprimijert Fliakim 1989, van Rozendaal 2001)
SP-C wurde bislang ausschlieBlich in der Lunge nachgewiesen ‘@ ° Die Gen-
Expression der Surfactantproteine wird wihrend der fetalen Lungenreifung eingeleitet
und durch verschiedene Faktoren, darunter Zytokine, Glukokortikoide und cAMP,

t (Boggaram 2003)

modulier . Die Surfactantphospholipide werden im endoplasmatischen

Retikulum der Typ-II-Pneumozyten synthetisiert und gelangen iiber den Golgi-Apparat
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zu den Lamellenkorperchen, die mittels Exozytose in den Alveolarraum sezerniert
werden. Die Neusynthese erfolgt besonders beim Neugeborenen relativ langsam. Beim
Schaf hingegen dauert es etwa 60 Stunden bis zur maximalen Sekretion von frisch

(Rieger 1999)

synthetisiertem Surfactant in den Alveolarraum . Die Surfactantproteine

werden nach Transkription intrazellulidr prozessiert.

1.8.1 Die Surfactantproteine A und D

SP-A und SP-D sind hochmolekulare hydrophile Proteine und gehoren zur Familie der
Kollektine *shore 209 Wie jn-vitro-Studien und zahlreiche Tiermodelle mit
herbeigefiihrtem Surfactant-Mangel zeigten, spielen SP-A und SP-D eine zentrale Rolle
bei der Kontrolle der angeborenen Immunantwort und der Inflammationsreaktion der
Lunge VUt 2009 gp_A und SP-D regulieren die Aktivitit der Alveoarmakrophagen
(Kingma 2009 "§owohl SP-A als auch SP-D binden Endotoxin " 1992 Van twaarden 1999) 'gp_p
werden auch wichtige Funktionen bei der Regulation der zelluliren Sekretion und
Wiederaufnahme der Surfactantphospholipide zugesprochen P 29 gp_A st

(Ricger 1999 " Gemeinsam mit SP-B

mengenmifBig das hiufigste Surfactantprotein
ermOglicht es die Konversion des sezernierten endogenen Surfactants in tubulires
Myelin, dem Hauptreservoir intraalveoldren Surfactants in der wissrigen Hypophase
(MeCormack “1998) * gp_A/D-Knockout-Miuse sind trotz deutlich erhohter Infektneigung
iiberlebensfihig. Anders als bislang vermutet, war in diesen Tieren die
Surfactantaktivitidt nicht verdndert. Die biophysikalische Surfactantfunktion ist somit

unabhingig von SP-A und SP-D Hveeed 2002,

1.8.2 Die Surfactantproteine B und C

SP-B und SP-C sind niedermolekulare lipophile Proteine. Die Bildung des
Surfactantfilms und dessen Stabilitit hingen maBgeblich von diesen beiden
hydrophoben Surfactantproteinen ab. SP-B und SP-C steuern die Absorption und die
schnelle Verteilung der Surfactantphospholipide in der Grenzschicht zwischen Luft und
wissriger Hypophase sowie deren Anordnung im oberfldchenaktiven Monolayer. Somit

sind sie notwendig fiir die Aufrechterhaltung der oberfldchenspannungsreduzierenden
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Funktion des Surfactants " 2°°)_ Dariiber hinaus steigern sowohl SP-B als auch SP-

(Ricger 1999) 'Sp_B scheint in

C die Aufnahme von Phospholipiden in Typ-II-Pneumozyten
der Lunge auch einen protektiven Effekt zu haben ™' ') Mehrere Studien haben
auch antiinflammatorische Eigenschaften von SP-B und SP-C und Phospholipiden in
Surfactantpriiparaten gezeigt (B 1998 Epaud 2003, Ikegami 2003, Speer 1991) "By orhshter Wert von
SP-B  fithrt zu einer deutlich geringeren  Entziindungsreaktion  nach
Endotoxinexposition, verbunden mit geringeren Zytokinwerten und weniger

(Epaud 2003) Daher wird

Entziindungszellen in der bronchoalveoldren Lavage
angenommen, dass SP-B auch eine wichtige Rolle im Rahmen der Entziindungsreaktion
bei bakteriellen Infektionen der Lunge spielt.

Die Transkription von Surfactantprotein (SP)-B nimmt wéhrend des Reifeprozesses zu
und kann durch Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT)-3 induziert
werden " 2% Dje Exposition gegeniiber Endotoxin scheint bei adulten Miusen einen
inhibitorischen Effekt auf die Transkription der mRNA von SP-B zu haben (&t 200D,
SP-B ist das einzige zwingend lebensnotwendige Surfactantprotein. Ein komplettes
Fehlen von SP-B, wie bei der Frame-shift-Mutation auf Chromosom 2 in Codon 121
(121ins2) des SP-B-Gens beim Menschen ™°%¢ ' und genetisch veriinderten SP-B-
null-Mzusen “** %9 fiihrt zu todlicher Ateminsuffizienz. Selbst ein partieller Mangel
an SP-B fiihrt zu erhohter Anfilligkeit fiir Lungenschidden, was nahelegt, dass ein
optimales Level an SP-B notwendig ist, um die regulire Lungenfunktion

aufrechtzuerhalten 2% 1997

. Gentechnisch manipulierte Mause mit SP-B-Mangel
entwickeln ein Atemversagen innerhalb einer Spanne von nur vier Tagen, verbunden mit
einer Inflammationsreaktion €™ 2% Dje Wiederherstellung des SP-B-Levels kehrte
die Funktionsstorung der Lunge und die damit verbundene Inflammation um. Unter den
Bedingungen des SP-B-Mangels waren weder der Gehalt an SP-C noch der Gehalt an
oder die Beschaffenheit der Surfactant-Phospholipide veridndert, was die wichtige Rolle
von SP-B bei der Aufrechterhaltung der Lungenfunktion unterstreicht. Der Mangel an
SP-B fiihrt zu einem neonatalen Atemnotsyndrom MNogee 1993, Nogee 1994, Whitsett 1993)

Ein SP-B Mangel ist nicht in allen Fillen auf eine noch nicht eingetretene
Lungenreifung zuriickzufithren. In seltenen Fillen kann ein SP-B-Mangel auch

genetisch bedingt sein und ist unabhingig von einer Frithgeburt ™™™ 20'9 1y Falle
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eines ausgeprigten genetisch bedingten SP-B-Mangels ist aktuell die einzige
Therapiemoglichkeit eine Lungentransplantation innerhalb der ersten Lebensmonate
(Palomar 2006)

Uberraschenderweise leiden SP-C-Knockout-Miuse jedoch unter keiner schweren
Lungenerkrankung, was darauf hindeutet, dass SP-C in vivo nicht zwingend fiir die
oberflichenaktive Funktion des alveoliren Phospholipidfilms erforderlich ist (G 2000,
Ein genetisch bedingter vollstandiger Mangel an SP-B fiihrt hingegen auch zu einer
reduzierten Konzentration von SP-C ke 1999 "gp_C bindet wie auch SP-A und SP-D

Endotoxin #2099 lediglich SP-B scheint kein Endotoxin binden zu kénnen P

2003)

1.9 Zytokine und ,,second messenger‘ (Botenstoffe)

Verschiedene  Korperzellen produzieren lokal oder systemisch  wirkende
Gewebshormone. Von besonderer Bedeutung unter diesen Gewebshormonen sind die
sogenannten Zytokine, von denen derzeit bereits mehr als 45 bekannt sind. Sie
regulieren meist die Proliferation oder Differenzierung und die Funktion ihrer Zielzellen
(Loffler 199%) " Einzelne Zytokine haben multiple Funktionen, wihrend die selben
biologischen Funktionen teilweise durch verschiedene Zytokine aktiviert werden.
Zytokinen wird auch eine zentrale Rolle in der Immunregulation zugesprochen, dort
sind sie involviert in die Steuerung der Immunantwort und den Ablauf von
Entziindungsreaktionen. Zytokine binden an spezifische Rezeptoren auf der
Zelloberflaiche und wirken autokrin, parakrin oder endokrin und konnen {iiber ein
komplexes Netzwerk die Bildung und Sekretion weiterer Zytokine stimulieren. Die
Bindungsaffinitdt zwischen Zytokinen und ihren spezifischen Rezeptoren ist hoch,
weshalb bereits geringste Konzentrationen von Zytokinen einen Effekt hervorrufen.
Verschiedene Zytokine interagieren miteinander. So aktivieren IL-1 und TNF-a NF-
kappaB, was wiederum die Expression von Interleukin (IL)-6 stimuliert.
Glukokortikoide hingegen hemmen die Synthese mehrerer Zytokine, darunter 1L-1, IL-
2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a und Interferon-y e 2005 1 2001,

Von besonderer Bedeutung in der systemischen Inflammationsreaktion sind die

proinflammatorischen Zytokine Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a, Interleukin (IL)-1, IL-
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6 und IL-8. Im normalen Schwangerschaftsverlauf ohne Anzeichen einer Infektion sind
weder IL-1 noch TNF-a im Fruchtwasser nachweisbar, dahingegen kann man IL-6 und
IL-8 unabhiingig vom Gestationsalter in geringen Mengen nachweisen " % Die
Exposition gegeniiber einer Chorioamnionitis geht mit dem Auftreten verschiedener
Entziindungsmediatoren einher. Bei einem Amnioninfektionsyndrom sind insbesondere
die Werte von IL-6 und IL-1 erhoht (Yoo 1997 Yoon 2000

Erhohte Werte verschiedener Entziindungsmediatoren in der Amnionfliissigkeit gehen
jedoch haufig mit schwerwiegenden Erkrankungen einher. Erhohte Spiegel der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1p, IL-6 und IL-8 in der Amnionfliissigkeit
sind verbunden mit einem erhdhten Risiko der BPD (Gomez 1998, Yoon 1997) "oy erhihter
Wert von TNF-a korreliert mit einer gesteigerten Inzidenz eines Atemnotsyndroms ™™
997 Weiterhin ist der Nachweis von IL-6, TNF-a oder Interleukin-1p (IL-1pB) vor einer

Frithgeburt assoziiert mit einem kindlichen Hirnschaden (Alexander 1998, Nelson 1998, Tauscher 2003,

Yoon 1997)
Interleukin-6 kann auch im Nabelschnurblut gemessen werden. Bei Frithgeborenen, die
nach einem vorzeitigen Blasensprung oder vorzeitig einsetzenden Wehen geboren
wurden, konnte ein erhohter Wert von IL-6 im Nabelschnurblut nachgewiesen werden.
Hiermit verbunden war ein erhohtes Risiko eines FIRS (Fetal Inflammatory Response
Syndrome), einer Periventrikuliren Leukomalazie und einer Nekrotisierenden
Enterokolitis @™ 2% Weiterhin ist ein erhohter Wert von IL-6 im Nabelschnurblut
ein unabhéngiger Risikofaktor fiir die Entwicklung einer Bronchopulmonale Dysplasie
(Yoon 1999)

Nicht alle Effekte der Zytokine auf die sich entwickelnde Lunge miissen negativ sein.
So fiihrt das proinflammatorische Zytokin IL-1a zu einer Lungenreifung ® " IL-1a
erhoht die mRNA der Surfactantproteine SP-A und SP-B und verbessert die Compliance
der Lunge beatmeter frithgeborener Kaninchen ®% %% B 1997 1y kiinischen Studien
war die reduzierte Inzidenz des RDS assoziiert mit erhohtem Interleukin (IL)-6 im

Nabelschnurblut, einem Marker der systemischen fetalen Entziindungsantwort SMmey

2000)

Intraamniotisches Endotoxin 16st im frithgeborenen Lamm eine stirkere Lungenreifung

aus als Betamethason, insbesondere hinsichtlich des Surfactantsystems ¢/°°¢ 2000: Tobe 2000)
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Diese Beobachtungen werfen die Hypothese auf, proinflammatorische Zytokine
konnten als Reifungssignale fiir den Feten wirken. Zytokine konnten eine signalgebende
Rolle sowohl wihrend der normalen Lungenentwicklung als auch wihrend einer

Lungenschidigung und nachfolgender Reparatur haben Y°* '),

1.9.1 Botenstoffe der Entziindungsreaktion: Interleukin-6

Interleukin (IL)-6 ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 21,5 - 30 kDa,
das von einer Vielzahl unterschiedlicher Zellen gebildet wird, unter anderem von
Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen. Nach Stimulation produzieren auch
Makrophagen, T-Helferzellen, B-Lymphozyten, Granulozyten, Mastzellen, Epithelzellen
und einige weitere das Zytokin ®*® '’V Dije Heterogenitit des Molekulargewichts
erklart sich aus post-translationalen = Modifizierungen wie  beispielsweise
Glykosylierungen oder Phoshorylierungen.

Das Zytokin iibt seinen Effekt durch Bindung an den IL-6-Rezeptor an der
Zelloberflache aus, wodurch intrazellulidre Signalwege aktiviert werden (Abbildung 18)
(Mihara 2012)

IL-6 ist der Prototyp einer ganzen Familie von Zytokinen, zu der auch Interleukin-11,
Oncostatin M und weitere gehoren. Es ist einer der bedeutendsten Mediatoren des
Immunsystems und der Akut-Phase-Antwort einer Gewebeschiddigung. Daneben
beeinflusst es direkt oder indirekt die Proliferation und Differenzierung bei der
Hiimatopoese und im Neuralsystem <™ 1% Einer der Haupteffekte des IL-6 ist die
Koordination von Abwehr- und Reparaturprozessen, sowohl hinsichtlich unspezifischer
inflammatorischer Reaktionen als auch des spezifischen Immunsystems. Als
bedeutender Regulator der lymphozytiren Funktion induziert es die Reifung von B-
Zellen zu Immunglobulin-sezernierenden Plasmazellen. Weiterhin stimuliert 1L-6 die
Sekretion von Antikdrpern und kann unter Anwesenheit von IL-2 die Differenzierung
von reifen und unreifen T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen vermitteln. Ebenso
stimuliert IL-6 die Proliferation von Thymozyten ‘™% In Hepatozyten aktiviert es

(Heinrich  1990)

die Synthese von Akute-Phase-Proteinen AuBlerdem kann es die

Ausschiittung vieler Hormone beeinflussen.
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Im Blut gesunder Individuen ist IL-6 im Allgemeinen nicht nachweisbar. Hingegen ist
ein nachweisbarer Anstieg im Rahmen eines Entziindungsgeschehens eine
physiologische Reaktion. So konnen beispielsweise erhohte Werte in der
Amnionfliissigkeit eine intrauterine Infektion anzeigen ®°™™ '**?_ Im Nabelschnurblut
Neugeborener, die anschlieBend an einer Sepsis, einer Pneumonie, einer
Nektrotisierenden Enterokolitis oder einer Hirnblutung erkranken, konnten erhohte
Werte an IL-6 nachgewiesen werden V7 Ebenfalls kann IL-6 als sensitiver
Marker zur Fritherkennung einer Neugeborenensepsis verwandt werden M 1999 Dje
Synthese von IL-6 erfolgt unter anderem nach Kontakt mit Lipopolysaccharid (LPS)
(Helfgott 1987) " Viren, Interferon, IL-1p oder TNF-a. Auch durch IL-6 selbst kann die
Synthese positiv oder negativ stimuliert werden. Glukokortikoide, IL-4 und IL-10

hingegen hemmen die Synthese von IL-6 (e 2005 Li 2001, Szabo 1991)

1.9.2 Botenstoffe der Entziindungsreaktion: Signal Transducer and

Activator of Transcription (STAT)-3

Die  Transkription  der  Surfactantproteine = wird  durch intrazelluldre
Transkriptionsfaktoren vermittelt (Abbildung 18). Signal Transducers and Activators of
Transcription (STATs) sind Proteine, die nach der Aktivierung eines entsprechenden
Zytokinrezeptors an der Zelloberfliche angeregt werden und die intrazellulire
Signalgebung vermitteln P 299 Nach Aktivierung durch Phosphorylierung mittels
Januskinasen (JAKs) formen STATs Dimere, die zum Zellkern translozieren, dort
aktivieren sie die Transkription der entsprechenden Gene ™ **V. Dieser komplexe
Signalweg umfasst nach heutigem Wissen vier Januskinasen (JAKI, JAK2, JAK3 und
TYK?2) und sieben STAT-Proteine (STAT-1, STAT-2, STAT-3, STAT-4, STAT-5a/b und
STAT-6) (Schindler 2007)

Wihrend die meisten spezifischen STATs in erster Linie Signale spezifischer
Rezeptoren vermitteln, partizipiert STAT-3 in zahlreichen Signalwegen diverser
Wachstumsfaktoren und Zytokine. Initial wurde STAT-3 als nuklearer Faktor
identifiziert, der die IL-6 - abhingige Signalgebung in der Akut-Phase Reaktion der
Leber vermittelt. Nachfolgende Studien zeigten, dass STAT-3 die Signalgebung
zahlreicher Zytokine (z.B. IL-6, IL-11, IL-10, IL-2, Oncostatin M, Erythropoietin und
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andere) und Wachstumsfaktoren (z.B. EGF, TGF-o, HGF, G-CSF, und andere) in

verschiedensten Zellen und Organen vermittelt (Akira 1997, Boccaccio 1998, Damell 1997, Kirito 1997)

///__\ Ee,r,rwand \ f{ﬂ_

JAK g’"
CA
e
ﬂ;?
P
STATS
STAT-3
— Zellkern ___ -
il =
STATS =
/ - \
'\ DOTWIL_/_ @&
N\ Transkription 7 -
- -
T— e

Abbildung 18: IL-6 - STAT-3 - Signalweg. STAT-3 wird durch Phosphorylierung nach
Rezeptorbindung an der Zelloberfliche aktiviert und transloziert in den Nukleus. Dort
iibt es seine Funktion durch Aktivierung der Transkription von Zielgenen, unter
anderem SP-B, aus.

STAT-3 wird in verschiedenen Zellen der reifenden sowie postnatalen Lunge exprimiert.
Wie in unterschiedlichen in-vitro-Studien gezeigt werden konnte, reguliert STAT-3 die
Expression von SP-B (Abbildung 18) durch Bindung und Aktivierung cis-aktiver
Elemente des Promoters des Surfactantprotein-B " 2% STAT-3 scheint jedoch fiir die
Bildung von SP-B nicht unentbehrlich zu sein. STAT-3-defiziente Méuse benotigen den
Transkriptionsfaktor weder fiir die Ausbildung noch fiir die Funktion einer unversehrten
Lunge H°%° 2% Hingegen vermittelt STAT-3 protektive oder reparative Reaktionen in

der durch Hyperoxie geschiddigten Lunge. In STAT-3-defizienten Méausen ist unter
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anderem die Menge an SP-B nach Hyperoxie deutlich erniedrigt, was zeigt, dass STAT-
3 die Expression von SP-B in der geschidigten Lunge beeinflusst H<"° 299 Dje
Aktivierung von STAT-3 durch Interleukin-6 kann durch bakterielle Produkte, wie zum

Beispiel Lipopolysaccharide, induziert werden S¢verenini 2004

1.10 Lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide (LPS) sind in der &duBeren Membran gramnegativer Bakterien
enthalten. Im Gegensatz zu bakteriellem Endotoxin, das zusitzlich kleine Mengen der
Zellwandproteine, Lipide, Lipoproteine und Polysaccharide enthilt, ist LPS ein
aufgereinigtes makromolekulares Glykolipid aus der Zellwand gramnegativer Bakterien
(Finke 1990, Rietschel “1982) " 1y wissenschaftlichen Publikationen werden Endotoxin und
Lipopolysaccharide jedoch héufig als Synonym verwandt.

Im Blut wird LPS an das Lipopolysaccharid-bindende-Protein (LBP) gebunden. Dieser
Komplex wiederum bindet an den Membranrezeptor CD14, der unter anderem von
Monozyten exprimiert wird, wodurch die Freisetzung verschiedener Zytokine induziert
wird. LPS wird hédufig zur Simulation einer Infektion genutzt, da es die meisten
Komponenten einer Entziindungsantwort initiiert. Als potentes proinflammatorisches
Agens wurde es bereits zuvor tierexperimentell eingesetzt, um eine fetale systemische
Entziindungsreaktion in unreifen Limmern auszulosen (Gmier 2006 Gamier 2003) = 0
Verabreichung von LPS hat in Abhéngigkeit von der eingesetzten Dosis und der

Verabreichungsweise (Kramer 2011, Kramer 2001, Lambermont 2014)

schwere Auswirkungen auf den
Feten (Abbildung 19). Neben der mehrfach nachgewiesenen akut -eintretenden
Entziindungsreaktion des Feten wird auch die weitere Entwicklung in verschiedenster
Weise beeinflusst. LPS verursacht eine periventrikulidre Leukencephalopathie und eine
Entziindung sowohl in der weiBen Substanz als auch in basalen Ganglien (@™ 2009
AuBerdem beeintriachtigt eine intravenose Applikation von LPS in hoherer Dosierung
(50 pg/kg fetales KG) das fetale kardiovaskuldre System schwerwiegend vor, wihrend
und nach einer kurzen hypoxischen Phase @™ 2V Wird dem Feten LPS in utero
intravends verabreicht, so folgen fetale Tachykardie, Hypoxidmie, Hypotension und
erhohte systemische proinflammatorische Zytokine Pvnean 2002 Seehase 201D "po wwird ein

substantieller, lang andauernder Abfall des umbilikalen Blutflusses mit chronischer
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Hypoxie beim unreifen fetalen Schaf ausgeldst €™ 29 Mehrfache Verabreichungen

schidigen das Gehirn des Feten, unabhéngig von fetaler Hypoxédmie oder Hypotension

(Duncan 2006) " Hinoegen scheint eine singulire Verabreichung keinen Hirnschaden zu

verursachen P 2% (Abbildung 19).

Trotz der toxischen Wirkung von LPS fiihrt im Tiermodell eine geringe intraamniotisch
verabreichte Menge nicht zum Absterben des Feten, hingegen wird eine beschleunigte
Lungenreifung induziert P 2°1?_ Eine konsekutive Erh6hung des Cortisolspiegels im

Einmalige intravendse Hypoxamie, Hypotension, erhdhte

LPS-Verabreichung Ere?r;nlf-ll ?r?srgﬁtaudrniasnm e Zytokine,

o ) / Schadigung des Gehims
Repetitive intravendse :D =
; I:'| > unabhangig von fetaler
LPS-Verabreichung /.N Hypoxamie oder Hypotension

. . . Kein Absterben des Feten oder
Geringe intraamniotische Erhéhung des Cortisolspiegels,
LPS-Verabreichung beschleunigte Lungenreifung,

unverandertes Geburtsgewicht,
evtl. Abbruch der Alveolarisation

Abbildung 19: Auswirkungen von Lipopolysaccharid-Gaben in Abhdngigkeit der
Hdufigkeit auf den Fetus.

Blutplasma erfolgt jedoch nicht, somit ist die Aktivierung des Glukokortikoid-
Signalwegs keine Erklirung fiir diese Beobachtung /°b¢ 2000 fobe 2000 Willet 2000) *y;e
Lungenfunktion ist nach intraamniotischer Verabreichung des proinflammatorischen
Stimulus besser als nach antenatal verabreichtem Betamethason “°**** Im Tiermodell
konnte die Compliance um 50%, das Lungengasvolumen um 100% gesteigert werden.
Hingegen stieg das Lungengasvolumen nach Betamethason lediglich um 50% Y°°¢ 2%,
Trotz vergleichbarer Lungenstruktur waren die Lungen funktionell denen
Betamethason-behandelter Tiere iiberlegen e 2000,

Die Synthese von Phosphatidylcholin, SP-A und SP-B ist nach LPS-Applikation
verglichen mit antenatal verabreichtem Betamethason deutlich hoher Y 2 Anders
als maternal appliziertes Betamethason verursacht intraamniotisch verabreichtes LPS
keine Reduktion des Geburtsgewichts "¢ 2%,

Moglicherweise fiihrt jedoch die mit intraamniotisch verabreichtem LPS einhergehende

Erhohung proinflammatorischer Zytokine zu einem Abbruch der Alveolarisation.
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Kinder, die eine BPD entwickeln, haben erhohte proinflammatorische Zytokine in den

Luftwegen “°"* %9 Und transgene Miuse mit einer Uberexpression von IL-6, IL-11,

TNF-a oder TGF-a im Lungenepithel haben nur eine geringe Alveolarisation €™

1994, Hardie 1997, Miyazaki 1995, Ray 1997)

1.11 Das Schaf als Tiermodell fiir das Studium der Lungenreifung

Die Lungenentwicklung unterscheidet sich zwischen den einzelnen Spezies erheblich.
Die zeitliche Abfolge der einzelnen Phasen der Lungenentwicklung des Schafes,
bezogen auf das Gestationsalter, ist der des Menschen jedoch sehr dhnlich (Wolfs 2012) ‘yaq
macht das Schaf zu einem idealen Tiermodell fiir ein Studium der Lungenentwicklung
bei einer Frithgeburt oder von Einfliissen auf die Entwicklung der Lunge in utero wie
bei einer intrauterinen Infektion 7 2002,

Verschiedene Arbeiten beschreiben die Entwicklung der Lunge des Schafes sowohl

| (Alcom 1981, Docimo 1991) 51 auch postnatal P2V ¥®) Wie bei anderen Siugetieren

kann die Lungenentwicklung des Schafes in eine embryonale ™" 73 eine

pranata

pseudoglandulidre, eine kanalikulére, eine sakkulidre und eine alveoldre Phase unterteilt

werden (Alcorn 1981, Kramer 2008, Pringle 1986) (Abblldung 20)

Mensch
EppEiryoral-  Pozgeegelpie i farslolirzs e B | A : ool
gt e o o O Alyzolrizsiion
Hisim e e (AT el AT o SEcelnlg)
Schaf
C iy e razutge e ifaralnbirzs  Saionbires  Alrzob-
e e Sizie e gr) Sz gr) Szl AT

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Gestations -
alter in %

Abbildung 20: Vergleich der intrauterinen Lungenentwicklung von Mensch und Schaf,
bezogen auf das prozentuale Gestationsalter (Reguliire Schwangerschaft beim Schaf
147 Tage, beim Menschen 40 Wochen) ™ 2015)

In der pseudoglandulidren Phase vom 40. bis zum 80. Gestationstag entwickeln sich die

leitenden  Atemwege des Bronchialbaumes. Wihrend der kanalikulidren

Entwicklungsphase zwischen dem 80. und 120. Gestationstag steigt das spiter
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luftgefiillte Lungenvolumen deutlich. Typ-I-Pneumozyten treten erstmalig ab dem 95.
Gestationstag auf, ab dem 110. Gestationstag sind Typ-II-Pneumozyten mit einzelnen
osmophilen Einschliissen sowie einzelne primitive Alveolen nachweisbar ‘A '8 Die
eigentliche alveoldre Phase verldauft jedoch vom 120. Gestationstag bis zur Geburt
(Docimo 199 Ny werden Alveolen gebildet, die luftleitenden Strukturen werden
diinnwandiger. Der Durchmesser der Alveolarwénde verringert sich bis zur Geburt von
4,12 um auf 2,55 um P D Die Surfactantbildung, als Zeichen der biochemischen

Lungenreifung, steigt rapide zwischen dem 130. und 140. Gestationstag ¢o™ 1981 Mescher

1975)

1.11.1 Tiermodell Schaf: Unterschiede und Gemeinsamkeiten zum

Menschen

Unter allen Spezies sind die Entwicklungsschritte der Lunge in Affen und Schafen der

(Kramer 2008). Dennoch bestehen

menschlichen Lungenentwicklung am néchsten
insbesondere im Stadium der Alveolarisation deutliche Unterschiede. In der
menschlichen Lunge sind am Ende der reguldaren Schwangerschaft zahlreiche Alveolen
vorhanden *""€ 189 Jedoch verliuft beim Menschen die Alveolarisation bis weit nach
der Geburt ocimo 1991

Nagetiere sind insbesondere fiir die Untersuchung der préinatalen Alveolarisation wenig
geeignet, da sich die ersten Alveolen erst postnatal bilden. In der Lunge von Kaninchen
(Kikkawa 1968) ‘R atte B 197 ynd Maus “™ '’ dominieren bei der Geburt noch sakkulire
Strukturen, Alveolen sind noch nicht nachweisbar.

Beim Schaf hingegen verlduft die alveoldre Phase bereits groftenteils préinatal, die
Alveolarsepten sind histologisch bereits mehrere Wochen vor dem reguldren
Geburtstermin ausgereift ™ D Vollstindig abgeschlossen ist die alveolire Phase
jedoch auch beim Schaf bei der Geburt noch nicht. Die Lunge enthilt noch immer viele
undifferenzierte Bronchialzellen, und die Ductus alveolares sind lediglich durch sich
entwickelnde Alveolarsepten unterteilt, was auf eine noch nicht abgeschlossene
Lungenreifung hindeutet ‘4™ 181

Die relative Anzahl der Alveolen der Lunge des neugeborenen Lammes iibersteigt die

des Menschen bei weitem. Verwendet man die radiale Zdhlmethode nach Emery und
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Mithal, so ist die Anzahl der Alveolen beim neugeborenen Lamm gegeniiber der des

Menschen verdreifacht Emer 1960

Auch das postnatale Wachstum der Alveolen des Schafes unterscheidet sich von dem

des Menschen. Die bereits bei Geburt hohe Zahl der Alveolen des Schafes verdreifacht

sich postnatal lediglich (Pevies 1988, Hu 1987)

Alveolen je nach Studie von etwa 17 - 71 x 10° auf 200 - 600 x 10° um ein Vielfaches
It (Merkus 1996).

, wihrend sich beim Menschen die Zahl der

steige
Bei der Geburt hat die Lunge des Schafes ein singulires Kapillarbett ‘*'*™ 8D Ejn
doppeltes Kapillarbett, das beim Menschen bis zum Stadium der mikrovaskuldren
Reifung besteht, wurde beim Schaf auch in deutlich fritherem Gestationsalter nicht
gefunden. Somit scheint die Reifung der Alveolarsepten mit Verringerung des
Wanddurchmessers anders als beim Menschen unabhingig von einer Anderung der
Kapillarkonfiguration zu sein.

Aufgrund der bei der Geburt des Schafes bereits fast vollstindig abgeschlossenen
Entwicklung der Lunge sind die morphologischen Anderungen wihrend des postnatalen
Lungenwachstums deutlich geringer als beim Menschen oder bei Nagetieren wie zum
Beispiel der Ratte P2ies 1988)

Die vergleichsweise reife Lunge des neugeborenen Lammes ist zweckdienlich fiir ein
Tier, das direkt nach der Geburt in der Lage sein muss, selbstindig zu laufen. Sowohl
Nagetiere als auch der Mensch sind bei Geburt vergleichsweise hilflos. Sie kommen mit

einer deutlich unreiferen Lunge aus. Bis zur Selbstidndigkeit sind jedoch postnatal noch

gro3e morphologische Entwicklungsschritte notwendig.
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1.12 Fragestellung

In dieser Arbeit wird die Hypothese iiberpriift, ob eine intrauterine Verabreichung von
Lipopolysaccharid in die fetale Blutbahn eine Lungenreifung induziert. Grundlage die-
ser Hypothese ist die bereits bekannte Initiierung einer Lungenreifung durch intraam-
niotisch verabreichtes Lipopolysaccharid ™™ %D Hierbei wurde durch Aspiration der
Amnionfliissigkeit eine fetale pulmonale Inflammationsreaktion in Gang gesetzt. Im
Gegensatz zu den vorhergehenden Studien war im Rahmen der vorliegenden Arbeit
erstmals eine kontrollierte systemische Exposition ausschlieBlich des Feten gegeniiber
dem verabreichten Lipopolysaccharid moglich. Dies geschah durch direkte chirurgische
Zugiange, mittels derer eine intrauterine, intravendse Infusion von Lipopolysaccharid
ausschlieBlich in den Feten gelang. Die Auswirkungen der hierauf folgenden systemi-
schen, fetalen Entziindungsreaktion auf die fetale Lunge wurden histologisch, morpho-
metrisch, biochemisch und funktionell untersucht. Teile der vorliegenden Arbeit wurden
bereits in einer internationalen Zeitschrift nach Begutachtung durch unabhéngige Exper-

ten im Fachgebiet publiziert (Kramer 2009)

44



2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Der tierexperimentelle Teil der Arbeit wurde an der Universitit Maastricht in den
Niederlanden durchgefiihrt ™™ 2% Dje experimentellen Protokolle wurden von der
tierethischen Kommission der Universitit Maastricht genehmigt und erfiillten die
Richtlinien der zustindigen staatlichen Behorden (Aktenzeichen DEC2006-125). In der
vorliegenden Arbeit wurde ein bereits mehrfach erprobtes Tiermodell an Schafen

verwan dt (Jobe 2000, Kallapur 2001, Kramer 2008, Willet 2000)

, um die fetale Lungenentwicklung mit
besonderem Schwerpunkt auf der Lungenreifung in vivo zu studieren. Auch in dieser
Studie wurden wie bereits in vorhergehenden Arbeiten Schafe der Rasse Texel
verwandt. Die regulire Schwangerschaftszeit dieser Tiere betrdgt 147 Tage. Die
Mutterschafe wurden in Einzelkifigen gehalten und hatten uneingeschrinkten Zugang

zu Futter und Wasser.

2.1.1 Erster Eingriff: Operation der Mutterschafe und der Feten
Einundzwanzig fetale Schafe wurden in einem mittleren Schwangerschaftsalter von 107
+ 1 Tagen durch einen operativen Eingriff permanent an Uberwachungsgerite
angeschlossen (Abbildung 21) @™ 2D Dje Operation wurde in Vollnarkose der
Mutterschafe (1g Thiopental pro 70 kg Korpergewicht intravends zur
Narkoseeinleitung, 0.5-1.0 % Halothan in einem Gasgemisch aus Lachgas und
Sauerstoff in einem Verhiltnis von 1:1 zur Narkoseaufrechterhaltung) durchgefiihrt. Das
Abdomen wurde durch einen ventralen Medianschnitt eréffnet. Die fetalen GliedmaBen
wurden identifiziert und durch eine Inzision in den Uterus freigelegt. Polyvinylkatheter
(Maxxim Medical BV, Den Bosch, Niederlande) mit einem Innendurchmesser von 0,75
mm und einem AuBlendurchmesser von 1,25 mm wurden iiber die fetalen Hinterbeine in
je eine tibiale Vene und eine tibiale Arterie eingebracht und bis in die Vena cava inferior
beziehungsweise die Aorta abdominalis vorgeschoben. AnschlieBend wurde die fetale
Haut mit Cyanoacrylat verschlossen (Cyanolit, Japan). Die verlorene Amnionfliissigkeit
wurde durch 0,9%ige Kochsalzlosung mit einer Temperatur von 39°C ersetzt, ein

intrauteriner Druckkatheter eingebracht und der Uterus mittels Naht verschlossen.
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Fentralvendser Katheter
Arterieller Katheter

Abbildung 21: Instrumentation der fetalen Schafe. Durch einen operativen Eingriff
wurden ein intrauteriner Druckkatheter, ein zentralvenoser Katheter in die fetale Vena

cava inferior und ein arterieller Katheter in die fetale Arteria abdominalis eingebracht.
Modifiziert nach (Drury 2015, Einverstindnis liegt vor)

Die Katheter wurden mit 100 IE / ml Heparin befiillt (Heparin-Natrium®, Braun,
Melsungen, Deutschland) und durch eine minimale Inzision in die Flanke des
Mutterschafes nach auflen abgeleitet. Die Katheter wurden durch eine auf die Haut des
Mutterschafes genédhte Tasche geschiitzt.

Die Mutterschafe erhielten 1g Ampicillin (Pentrexyl®; Bristol-Myers, Woerden,
Niederlande) subcutan und 10 pg je Kilogramm Korpergewicht Buprenorphin
(Temgesic®; Schering, Niederlande) zweimal tédglich fiir insgesamt drei Tage
postoperativ. Nach dieser dreitdgigen Erholungsperiode wurden die Experimente

begonnen.

2.1.2 Infusion des Lipopolysaccharids und Vitalparametermessung

Die Versuchstiere wurden randomisiert in Gruppen eingeteilt (Abbildung 22). Am 110.
+ 1 Gestationstag erhielten die Feten intrauterin iiber die einliegenden intravendsen

Katheter jeweils 5 ml einer der folgenden Infusionslosungen. Die Feten der
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Kontrollgruppe (n = 9) erhielten eine Kochsalzinfusion (5 ml 0,9%ige Kochsalzldsung),
die Feten der Versuchsgruppe (n = 12) erhielten 100 ng LPS (E. coli, 0127:B8, Sigma-
Aldrich, Deutschland, in 5 ml 0,9%iger Kochsalzlosung) (Abbildung 22). Die Losungen
wurden iiber eine Zeitspanne von 10 Minuten infundiert.

Die fetale Herzfrequenz und der mittlere arterielle Blutdruck wurden wéhrend des
Experiments durchgédngig mit einem PC unter Verwendung eines speziell angepassten
Systems zur hamodynamischen Datengewinnung (Universitit Maastricht, Niederlande)
aufgezeichnet. Blutproben wurden zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der
Infusion aus der Aorta descendens entnommen (-1 h, +1 h, +3 h, +6 h+ +12 h, +24 h,
+48 h, +72 h). Untersucht wurden Blutgase, Sdure-Basen-Status (AVL 993, Radiometer,
Kopenhagen, Didnemark), Hamoglobinkonzentration und arterielle Sauerstoffsittigung

des Hamoglobins (OSM 2 Hemoximeter, Radiometer, Kopenhagen, Dinemark).

LPS / NaCl i.v.

¢ Geburts-
Operation Sectio termin

7/ /s SRR Ja———

107. Tag 110. Tag 113. Tag n=8 LPS i.v. 147. Tag
n="5 Kontrolle (NaCl i.v.)

117. Tag n=4 LP5 i.wv.
n=4 Kontrolle {(NaCl i.v.)

Abbildung 22: Design des Experiments
Schwangerschaftsdauer betrigt bei den Versuchstieren 147 Tage. Am 107.
Schwangerschaftstag wurden die fetalen Ldmmer intrauterin operiert und an die
Uberwachungsgeriite angeschlossen. Am 110. Schwangerschaftstag wurde den Tieren
entweder eine reine 0,9%ige Kochsalzlosung oder Lipopolysaccharid von E. coli
intravends injiziert. Die Tiere wurden anschlieffend weitere drei oder sieben Tage
iiberwacht und dann die Schwangerschaft durch eine Sectio beendet.

(Kramer 2009, Einverstindnis liegt vor) Die regulc'ire

2.1.3 Zweiter Eingriff: Kaiserschnitt und Fixierung

Drei beziehungsweise sieben Tage nach fetaler LPS-Infusion wurden die Mutterschafe

erneut narkotisiert (Natrium-Pentobarbital 1 g pro 70 kg Korpergewicht intravends zur
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Narkoseeinleitung, 0.5-1.0% Halothan in einem Gasgemisch aus Lachgas und
Sauerstoff in einem Verhiltnis von 1:1 zur Narkoseaufrechterhaltung).

Der rechte Vorhof und beide Jugularvenen des Feten wurden inzidiert. Nach
Heparininfusion (10.000 IE) wurde jedes Tier perfusionsfixiert. Hierzu wurde eine
Nadel in den linken Ventrikel platziert. 500 ml gepuffertes Paraformaldehyd (4%)
wurden infundiert, bis der Ausfluss aus beiden Jugularvenen klar war @™ 2% Dje
Mutterschafe und die Feten wurden durch eine miitterliche Uberdosis Natrium-

Pentobarbital (150 mg pro kg Korpergewicht) eingeschléfert und die Feten entnommen.

2.2 Druck-Volumen-Kurve und Pneumektomie

Nach endotrachealer Intubation des Lammes wurde

. . . 0-40cmH 0O
der fetale Thorax chirurgisch eroffnet. Nun wurde
die Lunge mit einem Druck von 40 cm Wassersidule
iiber einen Zeitraum von einer Minute gebliht V%
99 Das maximale Lungenvolumen wurde ;'"ﬁ“‘,

. Ay
aufgezeichnet. Manometer
Der Druck wurde anschliefend schrittweise auf die
vordefinierten Werte von 20, 15, 10, 5 und 0 cm

Lunge

Wassersdule vermindert. Das hierbei gemessene
Lungenvolumen wurde jeweils 30 Sekunden nach
Erreichen des entsprechenden Drucks dokumentiert.
Die erhobenen Werte wurden entsprechend der

Compliance des Beatmungssystems Kkorrigiert.

Abbildung 23: Versuchsaufbau
zur Bestimmung der Compliance
Analyse aus dem Thorax entnommen. der fetalen Lunge

AnschlieBend wurde die Lunge zur weiteren

2.3 Bronchoalveolire Lavage (BAL)

Die bronchoalveoldre Lavage wurde gewonnen, indem die Lunge jedes Versuchstieres
fiinfmal mit auf 4°C gekiihlter 0.9%iger Kochsalzlosung befiillt wurde, bis sie sichtbar

ausgedehnt war.
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2.3.1 Lyophilisieren der BAL

Durch die mehrfachen bronchoalveoldren Waschungen war die Konzentration der
intrapulmonalen Proteine und Zytokine in der gewonnenen Lavage sehr gering. Daher
wurden zunichst mittels Gefriertrocknung Lyophillisate aus den bronchoalveoldren
Lavagen der jeweiligen Tiere hergestellt. Dialysierschlduche (Spectra/Por™ MWCO: 6-
8.000, 132650, Spectrum Laboratories, USA) wurden zunidchst 30 Minuten in
destilliertem Wasser eingeweicht, bevor die aufgetauten Proben darin hineinpipettiert
wurden. In diesen Dialysier-Cellophanschlduchen konnte die BAL iiber vier Stunden bei
4°C gegen wihrenddessen mehrfach gewechseltes destilliertes Wasser diffundieren.
Hierdurch sollte der Kochsalzgehalt in der BAL reduziert werden, da hohe
Kochsalzreaktionen moglicherweise zu Fehlreaktionen bei der Messung gefiihrt hétten.
Die Dialysate wurden in Polypropylen-Tubes (Greiner Bio-One Cellstar NUNC 50 ml)
pipettiert, auf denen das exakte Volumen des Inhalts notiert wurde. Die Tubes wurden
mit einer perforierten Folie (Parafilm) verschlossen und fiir drei Wochen in einen
Gefriertrockner zum Lyophilisieren gegeben. Die gefriergetrockneten Proben wurden
bis zur Messung mittels ELISA bei -20°C gelagert. Am Tag der Messung wurden die
gefriergetrockneten Proben wieder in destilliertem Wasser gelost, jetzt jedoch nur noch
in einem Zehntel des Ausgangsvolumens. Daraus folgt eine zehnfache Konzentration

des Probenmaterials gegeniiber der urspriinglich gewonnenen BAL.

2.3.2 Bestimmung der Gesamtproteinmenge

In der bronchoalveoldren Lavage wurde als Marker fiir kapillire Leckagen die
Gesamtproteinmenge nach der durch Lowry beschriebenen Methode bestimmt ™™
2001 Lowry 195D ‘yyrch diese Methode kann die Konzentration sowohl 15slicher als auch
unloslicher Proteine bestimmt werden. In der Probe enthaltene Proteine gehen zunichst
mit einem alkalischen Cu®*-Reagenz eine dem Biuret-Komplex #hnliche Verbindung
ein. Anschlieend folgt die Reduktion des Folin-Ciocalteu's-Phenol-Reagenzes (Folin-
Reagenz) durch die mit dem Cu* komplexierten Proteine. Das Endprodukt ist,
abhdngig vom Proteingehalt, blau gefiarbt. Das Ausmall der Blaufirbung dient der
quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration.

Zunichst wird eine Standardkurve erstellt. Die Extinktion des entstehenden blauen
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Farbstoffs mehrerer Proben mit bekannter Proteinkonzentration wird bei einer
Wellenlinge von 750 nm ermittelt. Nach dem Lambert - Beer’schen Gesetz " 1852
wird die gemessene Extinktion als Funktion der Proteinkonzentration graphisch
dargestellt und der molare Extinktionskoeffizient aus dem Anstieg der resultierenden

Geraden ermittelt.

Lambert — Beer ‘sches Gesetz: E, = €, - ¢+ d, wobei E;: Extinktion bei der
Wellenlinge 4, €,: molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenliinge 4,

c: Stoffmengenkonzentration und d: Schichtdicke des durchstrahlten Korpers bedeutet.

Zur Verbesserung der Genauigkeit der Proteinbestimmung werden die bekannten
Konzentrationen so gewihlt, dass die Werte der zu messenden Proben im mittleren
Bereich der Standardkurve liegen.

Durch die erneute Anwendung des Lambert-Beer'schen Gesetzes kann mittels des
errechneten molaren Extinktionskoeffizienten die Proteinkonzentration einer beliebigen
Probe bestimmt werden.

Zur interindividuellen Vergleichbarkeit der gemessenen Gesamtproteinmege in der
Lunge der Versuchstiere wurden die ermittelten Ergebnisse anschlieBend in

Abhingigkeit des Korpergewichts des jeweiligen Tieres berechnet.

2.3.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Die ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)-Methode beruht auf einer

Antikorper-Reaktion gegen das gesuchte Antigen ©"¢*!' 2 Dije zu untersuchende
Probe wird in eine Mikrotiterplatte aus Polystyrol gegeben und auf dem Grund
immobilisiert. Fiir die in diesem Versuchsaufbau angewandte Sandwich-Technik sind
zwei spezifische Antikorper erforderlich. Zunéchst wird die Mikrotiterplatte mit einem
spezifischen Einfang-Antikorper beschichtet. Anschlieend wird die zu untersuchende
Probe hinzugegeben. Nun bindet der bereits an die Platte gebundene Antikorper an das
gesuchte Antigen. Ein spezifischer Nachweis-Antikorper wird nun hinzugegeben und
bindet ebenfalls an das gesuchte Antigen (daher die Bezeichnung Sandwich-ELISA,
Abbildung 24). Nun wird noch ein sekunddrer Antikorper hinzugegeben, der die

anschlieBende enzymatische Reaktion katalysiert. Durch die Bindung mehrerer
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sekundédrer AntikOrper an einen primédren Antikorper wird das Signal zusétzlich
verstirkt. Das im letzten Schritt hinzugegebene farblose Substrat wird umgesetzt und
eine quantitativ messbare Farbreaktion ausgelost.

substrat 1D unseren Versuchen diente die ELISA-Methode der schon

HRP@ * zuvor beschriebenen Messung der Konzentration an

Interleukin (IL)-6 in der bronchoalveoliren Lavage ‘“'€*

Sekunddrer
Antiko rper . - _— .
W 1999 Die verwendeten primiren Antikorper waren fiir das
Schaf geeignet und bereits in Vorarbeiten mehrfach erprobt
Wackns. (Kramer 2002, Kramer 2009) 71 nsichst wurde eine Mikrotiterplatte
Anfikorper

/ \ mit dem ersten primédren Antikorper gegen 1L-6 beschichtet.

v Hierzu wurde dieser monoklonale Antikdrper (MAB1004,

\ / e Chemicon, USA) in einer Konzentration von 5 pg/ml mit
einer Pufferlosung (0,1 M Carbonatpuffer, pH 9,6) verdiinnt.

Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 4 °C. AnschlieBend

Einfang-Antikorper

) wurde dreimal mit Phosphatpufferlosung (PBS mit 0,05 %
Abbildung 24: Schema

eines Sandwich-ELISA Tween 20, Sigma-Aldrich, Deutschland) gewaschen, um
zur Detektion von IL-6 pichy  oebundene Antikorper moglichst vollstindig zu
entfernen. Nun wurden die einzelnen Proben der bronchoalveoldren Lavage der
Versuchstiere hinzugefiigt. Durch die Bindung des Antikorpers gegen das gesuchte
Antigen (IL-6) wurde dieses am Boden der Probenrohrchen immobilisiert. Nach einer
Inkubationszeit von 60 Minuten bei Raumtemperatur wurde erneut dreimal mit
Phosphatpufferlosung gewaschen, um Riickstinde zu entfernen. Jetzt wurde der zweite
primére Antikdrper (AB1839, Chemicon, USA) in einer Konzentration von 1:500 in der
durchgéingig verwandten Phosphatpufferlosung verdiinnt und jeweils 100 ul zu den
Proben hinzugefiigt. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 30 Minuten bei
Raumtemperatur wurde wiederum dreimal mit Phosphatpufferlosung gewaschen. Nun
wurde der mit Meerrettichperoxidase (Horseradishperoxidase, HRP) konjungierte
sekundire Antikorper (Ziege anti-Kaninchen Immunoglobulin, Invitrogen, USA) in
einer Konzentration von 1:1000 mit Phosphatpufferlosung verdiinnt und wiederum

jeweils 100 pl zu den Proben hinzugegeben. Nach einer erneuten Inkubationszeit von 30

Minuten bei Raumtemperatur wurde wieder dreimal mit Phosphatpufferlésung
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gewaschen. Zuletzt wurden jeweils 100 pupl Farbreagenz (TMB(3,3%5,5-
Tetramethylbenzidin)-Chromogenldsung, Thermo Fisher Scientific, USA) hinzugefiigt.
Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten wurde die Reaktion durch jeweils 50 ul 2M
Schwefelsaure gestoppt. Die Quantifizierung erfolgte durch Messung der einzelnen

Proben in einem Photometer bei der Wellenlidnge von 650 nm.

2.3.4 Western Blot

Der Western Blot ermdglicht die Identifikation und Quantifikation spezifischer Proteine
in Proteingemischen. Die Bezeichnung Western Blot geht auf den Namen des Erfinders
der Blotting Technik Edwin Southern zuriick, der erstmals 1975 die Methode zur
Auftrennung von DNA-Fragmenten als Southern Blotting publizierte "™ 979 1p
substrat  Anlehnung daran wurde das Proteinblotting als Western Blot

. (Burnette 1981, Towbin 1979)
—_— 6 * bezeichnet .

Nach groBenabhédngiger Auftrennung der Proteine im

Seku[dﬂmr
R elektrischen Feld mittels Gelelektrophorese werden diese auf
eine Membran transferiert. Dort erfolgt dann der Nachweis

Primarer : e P 1 .
AnBkBIpET mit spezifischen primédren Antikorpern (Abbildung 25). Der
\ primére Antikorper wird durch einen sekundédren Antikorper,
Anti

m— Sl — 21 den ein Enzym gekoppelt ist, detektiert. Durch die

i katalytische Aktivitidt dieses Enzyms stellt sich nach Zugabe
Abbildung 25: Schema

eines Western Blots zur ~ €ines geeigneten Substrats das gesuchte Protein in Form
Detektion von SP-B einer Bande dar.
In der zuvor gewonnenen bronchoalveoldiren Lavage wurde die Menge an
Surfactantprotein-B gemessen. Eine Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid (sodium

(Laemmli 1970) wurde mit

dodecylsulfate polyacrylamide, SDS) — Gelelektrophorese
Gradientengelen (10-20%, Novex, USA) durchgefiihrt. Diese Gradientengele besitzen
einen ansteigenden Acrylamidanteil, was die Auftrennung einer Probe mit Zielproteinen
deutlich unterschiedlicher molarer Masse erleichtert.

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte unter nicht-reduzierenden

(Bachurski  2001)

Bedingungen Die Kammern der Gelelektrophorese-Einheit (XCell

Surelock, Invitrogen, USA) wurden mit Elektrophoresepuffer (NuPAGE SDS Running
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Buffer, Invitrogen, USA) befiillt und das Gradientengel eingesetzt. Neben den zu
untersuchenden Proben wurde eine vom Schaf isolierte SP-B-Probe in standardisierter
Menge aufgetragen, weiterhin wurde ein Marker mitgefiihrt. Die zu analysierenden
Proben wurden in die jeweiligen Taschen des Gels pipettiert. Die Elektrophorese fand
bei einer angelegten Spannung von 200 V iiber einen Zeitraum von 25 Minuten statt.
Die Proteine wurden anschlieBend auf Polyvinylfluorid(PVDF)-Membranen (Schleicher
& Schuell, Deutschland) zur Immunoblot-Analyse transferiert. Hierzu wurde die
Membran zunichst fiir eine Minute in Methanol aktiviert, dann in Transferpuffer
(NuPAGE Transfer Buffer, Invitrogen, USA) aufbewahrt. Wihrenddessen wurden die
Schwimme der Transferkammer (XCell II Blot Module, Invitrogen, USA) mit
Transferpuffer getrinkt und alle Luftblasen entfernt. AnschlieBend wurde die
Transfereinheit zusammengesetzt und mit Transferpuffer befiillt. Der Transfer erfolgte
bei einer angelegten Spannung von 30 V fiir 60 Minuten.

Die Membran wurde nun aus der Kammer entnommen und mit Tris-gepufferter
Natriumchloridlosung (TBS mit 0,1 Vol.-% Tween 20, pH 7,4, Sigma-Aldrich,
Deutschland) gewaschen, um Riickstdnde zu entfernen. Aus diesem Puffer wurde nun
durch Zusatz von 5 % Magermilchpulver (2,5 g fettarmes Magermilchpulver in 50 ml
Pufferlosung) eine Losung zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen hergestellt.
Die Membran wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in diese Blockpufferlésung
gelegt.

Der nun verwandte anti-SP-B Antikorper wurde im Kaninchen hergestellt und stammte
von Dr. J.A. Whitsett (Division of Pulmonary Medicine, Cincinnati Children's Hospital
Medical Center, Ohio, USA). Dieser primdre Antikorper bindet sowohl an vollstindig
prozessiertes (Molekulargewicht ~25 kDa) als auch teilweise prozessierte Formen
(Homodimer, Molekulargewicht ~16 kDA) von SP-B.

Der Primirantikérper wurde im Verhiltnis 1:10.000 ebenfalls in Blockpufferlosung
verdiinnt und die Membranen damit iiber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde
die Membran dreimal fiir jeweils fiinf Minuten in Tris-gepufferter Natriumchloridlosung
gewaschen und eine Sekundirantikorperlosung angesetzt. Hierzu  wurde
Meerrettichperoxidase (Horseradishperoxidase, HRP)-konjungiertes Ziege anti-

Kaninchen Immunoglobulin (Calbiochem, USA) in einer Verdiinnung von 1:4.000

53



ebenfalls in Tris-gepufferte Natriumchloridlosung (ohne Zusatz von Magermilchpulver)
gegeben. Die Inkubation der Membran erfolgte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur.
Anschliefend wurde die Membran wiederum fiinfmal fiir insgesamt 10 Minuten in Tris-
gepufferter Natriumchloridlosung gewaschen. Das zur Entwicklung des Immunoblots
verwendete Chemilumineszenzsubstrat (Amersham, USA) wurde jeweils frisch
angesetzt. Die Darstellung erfolgte mit dem Luminescent Image Analyzer LAS-3000

(Fujifilm, Japan). Das Experiment wurde dreifach wiederholt.

2.4 Histologische Untersuchung des Lungengewebes

2.4.1 Erstellung von Paraffinschnitten
Da das Stadium der Lungenreifung bekanntermaflen zwischen den einzelnen Regionen

der Lunge variiert "4 1990)

, wurden alle histologischen Untersuchungen an Gewebe-
priaparaten des jeweiligen rechten Oberlappens durchgefiihrt.

Der rechte Oberlappen des Versuchstieres wurde in Inflation bei einem Druck von 30
cm H,O mit 4% Formalin fixiert. Anschliefend wurden die Proben in Paraffin eingebet-
tet. Mit einem Mikrotom (HN 40, Leica, Deutschland) wurden Paraffingewebeschnitte
mit einer Dicke von 5 um angefertigt und auf silanisierte Objekttrdger aufgebracht. Die
Objekttrager wurden anschlieBend bis zur weiteren Farbung im Kiihlschrank bei 4°C

gelagert.

2.4.2 Entparaffinieren und Hydratisieren sowie Dehydrieren und

Eindecken der Gewebeschnitte

Vor jeder der folgenden Farbungen mussten die Gewebeschnitte entparaffiniert werden.
Hierzu wurden die Objekttrager 20 Minuten in 100% Xylol eingestellt. Anschliefend
wurden die Objekttrager durch Schwenken in einer absteigenden Alkoholreihe von
100% Ethanol bis zu reinem destillierten Wasser hydratisiert. Jetzt konnte mit dem Pro-
tokoll der jeweiligen Farbemethode begonnen werden.

Nach erfolgreicher Farbung wurden die Objekttriger in umgekehrter Reihenfolge durch

Schwenken in einer aufsteigenden Alkoholreihe beginnend mit reinem destillierten

54



Wasser bis 100% Ethanol dehydriert, dann in 100% Xylol eingestellt und mit Vitro-Clud
(Langenbrinck, Deutschland) eingedeckt.

2.4.3 Hamalaun/Eosin-Fiarbung

Die Gewebeschnitte wurden entparaffiniert und hydratisiert. Durch Losen von 1,0 g
Eosin (K26704735, Merck) in 1000 ml destilliertem Wasser entstand die sofort
gebrauchsfertige Losung. Hidmalaun besteht aus 500 ml destilliertem Wasser mit 1,0 g
Hématoxylin (3816, Roth), 0,2 g Natriumjodat (NaJOs;, 6525, Merck), 50,0 g
Kaliumaluminiumsulfat (8896.1, Roth), 50,0 g Chloralhydrat (2425, Merck) und 1,0 g
Citronensduremonohydrat (1.00244.1000, Merck). Die Objekttrager wurden 5 Minuten
bei Raumtemperatur in Hamalaun eingestellt und anschlieBend 3 Minuten unter
flieBendem Leitungswasser gespiilt. Nach kurzem Spiilen mit destilliertem Wasser
wurden die Schnitte weitere 3 Minuten in Eosin eingestellt und wiederum 3 Minuten
unter flieBendem Leitungswasser gespiilt. AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte

dehydriert und eingedeckt.

2.4.4 Farbung intrapulmonaler Elastinfasern

Die Paraffinschnitte der jeweiligen Versuchstiere wurden durch eine modifizierte
Elastinfirbung nach Hart M % gefirbt. Hierzu wurden die Objekttriiger zunichst wie
beschrieben entparaffiniert und hydratisiert. Die Objekttrdger wurden anschlieBend 20
Minuten im Brutschrank bei 60 °C in eine Resorcin-Fuchsin-Losung nach Weigert (2E
030, Chroma) eingestellt. Danach wurden die Objekttriger 10 Minuten bei
Raumtemperatur unter flieBendem Leitungswasser gespiilt. Zur Gegenfarbung wurden
die Schnitte 3 Minuten in eine Tartrazin-Losung, bestehend aus 400 ml destilliertem
Wasser, 1 ml Essigsdure (3738.1, Roth) und 1,0 g Tartrazin (1B 455, Chroma),
eingestellt. Die Elastinfasern waren nun schwarz gefirbt, der Hintergrund stellte sich

gelb dar. Die Objekttriger wurden wie beschrieben dehydriert und eingedeckt.
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2.4.5 Immunhistochemische Firbungen

Immunhistochemische Féarbungen beruhen auf Antigen-Antikorper-Reaktionen, bei
denen das gesuchte Protein durch einen fiir dieses Protein spezifischen primiren
Antikorper erkannt und gebunden wird. An diesen primidren Antikorper bindet ein
sekundirer Antikorper. Um die Antigen-Antikorper-Reaktionen sichtbar zu machen,
stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung, die sich jeweils unterschiedlicher
Markersubstanzen bei den sekundédren Antikorpern bedienen. Letztendlich beruht die in
dieser Arbeit angewandte Methode auf der Bindung eines Meerrettichperoxidase (HRP)
-Komplexes an den sekundédren Antikorper. Dieser katalysiert die chemische Umsetzung
eines hinzugefiigten Substrats, das hierdurch als Signal sichtbar gemacht werden kann.
Bei dieser Methode kann die Erhebung und Auswertung der Ergebnisse unter dem

Mikroskop ohne zusitzliche Filter im Durchlicht erfolgen.

2.4.5.1 Labelled Streptavidin Biotin (LSAB) Methode

Die Labelled Streptavidin Biotin - Methode beruht auf der Verwendung von Biotin, das
fest an den sekunddren Antikorper gekoppelt ist. Dieser biotinmarkierte
Sekundirantikorper bindet an den spezifischen Primérantikorper (Abbildung 26). Nun
wird Streptavidin-Meerrettichperoxidase (horse raddish peroxidase, HRP) hinzugefiigt.
Streptavidin ist ein Protein, das von Streptomyces avidinii produziert wird. Durch seine
duBlerst hohe Affinitédt zu Biotin entsteht eine starke Bindung zwischen Streptavidin und
Biotin mit Komplexbildung. AnschlieBend wird 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB)
zugesetzt, welches im Rahmen einer durch Meerrettichperoxidase enzymatisch
katalysierten Reaktion mit Wasserstoffperoxid (H,O,) oxidiert und eine brédunliche
Farbung annimmt. Durch Zugabe von Cobalt wird die Firbung noch intensiver.
Letztendlich entsteht ein duBerst stabiles, weder in Wasser noch in Alkohol 16sliches
Ausfallprodukt am Ort der Meerrettichperoxidase.

Die Gewebeschnitte wurden wie oben beschrieben entparaffiniert und hydratisiert.
Anschlieend wurden die Schnitte in einer Mikrowelle (HF 12021, Siemens,
Deutschland) fiir insgesamt 15 Minuten bei 800 Watt in Citratpuffer bei pH 6,0
vorbehandelt ®™ 2 Der Citratpuffer wurde angefertigt, indem auf einer geeichten

Waage (Chyo MK-500c) 1,1 g Citronensduremonohydrat (1.00244.1000, Merck,
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Deutschland) gewogen und in 500 ml destilliertem Wasser gelost wurden. Anschlieend
wurde unter Kontrolle mit einem pH-Meter (Cyberscan pH 510) durch Zugabe von 2 N
Natriumhydroxid-Losung (NaOH) ein pH-Wert von 6,0 eingestellt. Nach
zwanzigminiitigem Abkiihlen und anschlieBendem Spiilen mit destilliertem Wasser
wurde die endogene Peroxidaseaktivitit durch Inkubation mit Wasserstoffperoxid
geblockt. Hierzu wurden die Objekttriager bei Raumtemperatur 10 Minuten in 3% H,0;
(1.07209.0250, Merck, Deutschland) in Methanol (8045, J.T. Baker) gestellt.
AnschlieBend wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser gespiilt. Danach wurden die
Schnitte fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 5% Ziegennormalserum (Goat Serum
(Normal) X0907, Dako Cytomation, Deutschland) und 1% Rinderserumalbumin (BSA,
A7638, Sigma) in Antikorper Diluent (S3022, Dako Cytomation, Deutschland)
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen fiir die Antikérper zu blocken. Das
Ziegennormalserum  wurde  anschlieBend  nur

DAB
‘ abgekippt, es folgte kein weiterer Waschschritt.

Nun folgte die Inkubation mit dem jeweiligen ebenfalls

in Antikorper Diluent verdiinnten priméren Antikorper.

i

Immunhistochemische Féarbungen wurden

e K : sekﬁncﬁrer
Blatinylierter || Antikorper durchgefiihrt mit primédren Antikorpern gegen Ki-67,
SP-B und pro-SP-B, STAT-3 und phosphoryliertes
Primarer STAT-3. Die  Antikorperkonzentrationen  und
Antikorper
\ Inkubationszeiten sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Die
Antigen

Gewebeschnitte wurden anschlieBend mehrfach mit

Abbildung 26: Schema einer  ppogphatpuffer (PBS, Phosphate Buffered Saline,
immunhistochemischen

Firbung mittels der LSAB- BRO014G, Dulbecco) gespiilt.

Methode Die Priparate wurden nun mit dem biotinmarkierten

Sekundirantikorper bedeckt (LSAB2 System, K0675, Dako Cytomation, Deutschland)
und weitere 10 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte erneut
mehrfach mit Phosphatpuffer gespiilt. Nun wurden die Prédparate mit Streptavidin-
Meerrettichperoxidase-Konjugat (LSAB2 System, KO0675, Dako Cytomation,
Deutschland) bedeckt und wiederum 10 Minuten inkubiert. Wiederum wurden die

Gewebeschnitte mehrfach mit PBS gespiilt.
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Jetzt folgte die unter dem Mikroskop sichtbare Farbung durch zehnminiitige Reaktion
mit Diaminobenzidin und Cobalt (DAB Substrate-Chromogen System, K3466, Dako
Cytomation, Deutschland), wodurch die Antikérper-gebundenen Zellen braun geférbt
wurden. Der Firbeprozess wurde unter einem Lichtmikroskop {iiberwacht. Die
Gegenféarbung erfolgte durch einminiitiges Eintauchen in Himalaun und anschlieBendes
dreiminiitiges Spiilen unter flieBendem Leitungswasser. Hierdurch wurde der
Hintergrund blau gefdarbt. Die Objekttriger wurden wie oben beschrieben dehydriert

und eingedeckt.

Antikorper mit Katalognummer |Verdiinnung |Inkubationszeit

Ki-67: #M7240 1:50 45 Minuten bei Raumtemperatur
STAT-3: #9139 1:500 iber Nacht bei 4°C
p-STAT-3 (Ser727): #9134 1:150 iiber Nacht bei 4°C
p-STAT-3 (Tyr705): #9145 1:300 tiber Nacht bei 4°C
SP-B / pro-SP-B 1:1000 tiber Nacht bei 4°C

Tabelle 5: Auflistung der in der Immunhistochemie verwendeten primdren Antikorper
mit der jeweiligen Verdiinnung und Inkubationszeit. Der Antikorper gegen das Ki-67-
Antigen wurde von Dako (Hamburg, Deutschland) erworben, die Antikorper gegen
STAT-3 und dessen phosphorylierte Formen von Cell Signaling (Boston, USA). Der
Antikorper gegen SP-B und pro-SP-B stammte von Dr. J.A. Whitsett (Division of
Pulmonary Medicine, Cincinnati Children's Hospital Medical Center, Ohio, USA).

2.4.6 Auswertung der Fiarbungen

Die Auswertung sowohl der konventionellen als auch der immunhistochemischen
Firbungen fand mithilfe einer fiinfstufigen semiquantitativen Skala statt <mmer 2009,
Zwei unabhingige Untersucher, die die Zuordnung der Priparate nicht kannten, fiihrten
die Analyse bei VergroBerungen von 25x, 50x und 100x unter dem Lichtmikroskop
durch. Je Pridparat wurden vier bis fiinf Gewebesektionen aus unterschiedlichen
Regionen sowohl qualitativ (Intensitit der Farbung) als auch quantitativ (Anzahl der

gesuchten Strukturen je Bildausschnitt) analysiert. Der Durchschnittswert der

Ergebnisse wurde fiir jedes Priparat errechnet.
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2.4.7 Beurteilung der Lungenmorphologie

Die zu untersuchenden Paraffinschnitte wurden wie oben beschrieben mit Hamatoxylin
und Eosin gefirbt. Anhand dieser Firbungen wurden die Durchmesser der
Alveolarwinde mit repetitiven Messungen bestimmt.

Das hierzu angewandte Verfahren wurde bereits in vorhergehenden Arbeiten eingesetzt
(Kramer 2008) "yje Lungenpriparate wurden in standardisierte Felder eingeteilt. Die zu
analysierenden Felder wurden zufillig ausgewihlt, Uberschneidungen der Messbereiche
wurden ausgeschlossen. In dem jeweils lichtmikroskopisch analysierten Bereich wurde
eine malstabsgetreue Linie exakt senkrecht zu der zu messenden Alveolarwand
gezogen. In jedem der ausgewihlten Felder wurden 5 Messungen durchgefiihrt. Der

Durchschnittswert der Ergebnisse wurde fiir jede Lunge errechnet.

2.5 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse werden présentiert als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) in den
Abbildungen und als Mittelwerte + Standardabweichung (SD) in den Tabellen.
Vergleiche zwischen den Gruppen wurden durch die Analyse der Varianzen und
Student-Newman-Keuls-Test zur post-hoc-Analyse erstellt. Signifikante Unterschiede
wurden bei einem p-Wert < 0,05 angenommen. Alle Berechnungen wurden mit der

Software GraphPad Prism Version 5.0 (GraphPad Software, USA) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Vitalparameter nach LPS-Infusion

Die intrauterinen Vitalparameter des Feten wurden aufgezeichnet. Mit der Aufzeichnung
wurde eine Stunde vor intravendser Infusion der Lipopolysaccharid- oder
Kochsalzlosung begonnen. Die Daten wurden bis zu einem Zeitpunkt 72 Stunden nach
der Infusion festgehalten.

Direkt nach Lipopolysaccharidinfusion stieg der fetale mittlere arterielle Blutdruck auf
51 £ 3 mmHg und erreichte damit eine Stunde nach Versuchsbeginn einen signifikanten
Unterschied gegeniiber den Kontrolltieren (Abbildung 27). AnschlieBend fiel der
Blutdruck kontinuierlich knapp unter den der Kontrolltiere und erreichte 72 Stunden
nach LPS-Infusion seinen niedrigsten Wert mit 34 = 5 mmHg. Der mittlere arterielle
Blutdruck der Kontrolltiere blieb hingegen nahezu konstant.

Drei Stunden nach Lipopolysaccharidinfusion stieg die fetale Herzfrequenz signifikant
gegeniiber der der Kontrolltiere und erreichte sechs Stunden nach Infusion ein
Maximum mit 224 =+ 11 Schligen pro Minute. AnschlieBend sank die fetale
Herzfrequenz und erreichte 24 Stunden nach Infusion wieder das Niveau der
Kontrolltiere. Entsprechend dem signifikanten Blutdruckabfall 72 Stunden nach LPS-
Infusion stieg die fetale Herzfrequenz zu diesem Zeitpunkt wieder auf einen signifikant
hoheren Wert von 193 £ 14 Schlige pro Minute. Die Herzfrequenz der Kontrolltiere
hingegen schwankte kaum.

Drei Stunden nach LPS-Infusion sank die arterielle Sauerstoffséttigung und erreichte
mit 32,0 £ 4,2 % nach sechs Stunden ihren signifikanten Tiefstwert. Anschliefend
niherte sich die Sauerstoffsittigung wieder der der Kontrolltiere an, bis sie 72 Stunden
nach Versuchsbeginn abermals auf einen signifikant niedrigeren Wert von 38,8 £ 9.2 %
fiel. Die arterielle Sauerstoffsittigung der Kontrolltiere blieb iiber den gesamten
Versuchszeitraum konstant.

Anders als bei der arteriellen Sauerstoffsittigung war bei den arteriellen
Gaspartialdriicken von Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid kein Unterschied zwischen
den Kontrolltieren und den mit Lipopolysaccharid behandelten Tieren bemerkbar. Beide

Werte bewegten sich wihrend des Versuchszeitraums im normalen Bereich.
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Abbildung 27: Intrauterin gemessene fetale Vitalparameter eine Stunde vor bis 72
Stunden nach Versuchsbeginn. Die Werte der Kontrolltiere verdnderten sich kaum,
wdhrend nach LPS-Infusion teilweise starke Verdnderungen messbar waren (* p < 0,01
versus Kontrollgruppe). Modifiziert nach "@mer 2009 Sechase 2011)
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Der Hiamoglobinspiegel der LPS-behandelten Tiere stieg nach der Infusion und
erreichte sechs Stunden spiter mit einem Maximalwert von 12,5 = 1,1 mg / dL einen
signifikant hoheren Wert als den der Kontrolltiere. AnschlieBend fiel der
Héamoglobinspiegel wieder, bis er sich 24 Stunden nach LPS-Infusion nicht mehr von
dem der Kontrolltiere unterschied. Der Himoglobinspiegel der Kontrolltiere hingegen
blieb wihrend des ganzen Versuchszeitraums unverindert.

Der arterielle pH-Wert war nach LPS-Infusion geringfiigig niedriger als der der

Kontrolltiere, unterschied sich jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikant von diesem.

3.2 Geburtsgewicht der Versuchstiere
Nach der geplanten Geburt durch Sectio wurde zunéchst das Geburtsgewicht der Feten
bestimmt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen

Gruppen (Tabelle 6).

113 Gestationstage 117 Gestationstage
Kochsalzlosung i.v. 1843,3 £ 265,6 g 1910,0 £ 165,6 g
Lipopolysaccharidldsung i.v. 1877,1 £ 754 ¢ 17775 £ 1474 g

Tabelle 6: Fetales Korpergewicht nach Sectio. Zwischen den vier Gruppen bestand
hinsichtlich des Korpergewichts kein signifikanter Unterschied.

3.3 Pulmonale Compliance

Nachdem die fetale Lunge aus dem Thorax entfernt worden war, wurde die Compliance
bestimmt. Das Lungengasvolumen wurde bei Driicken von 0, 5, 10, 20 und 40 cm H,O
bestimmt. Das gemessene Lungengasvolumen wurde anschlieBend mit dem
Korpergewicht des jeweiligen Versuchstieres korreliert, um miteinander vergleichbare
Werte zu gewinnen.

Das Lungengasvolumen pro Kilogramm Korpergewicht war sieben Tage nach LPS-
Infusion bei einem Druck von 5, 10, 20 und 40 cm Wassersidule signifikant erhoht. Mit
einem maximalen Volumen von 18,95 + 0,9 ml bei 40 cm H,O war es gegeniiber der

Kontrollgruppe verdoppelt (Abbildung 28).
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Compliance der fetalen Lunge
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Die  Kontrollgruppen  unterschieden  sich  trotz  des  unterschiedlichen
Schwangerschaftsalters von 113 Gestationstagen (10,1 £+ 1,1 ml) und 117
Gestationstagen (10,1 + 0,5 ml) nicht. Auch drei Tage nach LPS-Infusion war beziiglich
des Lungengasvolumens bei den gemessenen Driicken kein Unterschied hinsichtlich
der Compliance der fetalen Lunge zu den Kontrolltieren der beiden Gruppen messbar.
Das maximale Lungengasvolumen dieser Tiere betrug bei einem Druck von 40 cm H,O

10,7 + 0,6 ml pro Kilogramm Korpergewicht.

3.4 Histologische Untersuchungen des Lungengewebes

3.4.1 Morphologische Verinderungen

Die Auswertung der morphologischen Verdnderungen des Lungengewebes erfolgte
durch histologische Gewebeschnitte mit Hilfe einer Hidmatoxylin-Eosin-Firbung
(Abbildung 29). In dieser Ubersichtsfirbung stellten sich die Zellkerne blau dar, das
Zytoplasma fdarbte sich rot an. Die beiden Kontrollgruppen zeigten trotz des
unterschiedlichen Gestationsalters keinerlei morphologische Unterschiede. Es werden

reprasentative Gewebeschnitte in zwei unterschiedlichen VergroBerungen gezeigt.
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Abbildung 29: Morphologische Verinderungen im Lungengewebe. Der Balken
entspricht einer Ldnge von 25 um. Die beiden Kontrollgruppen zeigten keine
strukturellen Unterschiede. Drei (B) und sieben Tage (D) nach LPS-Infusion war der
Durchmesser der Alveolarsepten verglichen mit dem der Kontrolltiere (A + C) geringer,
wobei bei den Kontrolltieren kein signifikanter Unterschied zwischen einem
Gestationsalter von 113 Tagen und 117 Tagen festgestellt wurde.

Die morphologischen Veridnderungen in der fetalen Lunge wurden semiquantitativ
miteinander verglichen. Hierzu wurden fiir jedes Tier der Durchmesser der
Alveolarwinde in mehreren zufillig ausgewihlten Gesichtfeldern bestimmt. Bei allen
LPS-exponierten Tieren waren diese diinner als bei der zugehorigen Kontrollgruppe

(Abbildung 29), was die fiir den Gasaustausch notige Diffusion erleichtert.
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Alveolarwanddurchmesser Abbildung 30:

m
j P Alveolarwanddurchmesser
4.5 im fetalen Lungengewebe.
1 Drei Tage nach LPS i.v.
4.04 war bereits eine
tendenzielle
3.5+ Verschmdilerung der
* Alveolarwand zu erahnen.
3.0- Nach sieben Tagen war
bereits eine signifikante
Reduktion nachweisbar (*
2.5 p < 0,05 versus
Kontrollgruppe). «
Kol PR Kontrolle LPS iv. jgdifiziert nach

113 Tage 117 Tage

Die mittlere Alveolarwanddicke der 3-Tage-Kontrollgruppe (4,2 um = 0,2 um) war
verglichen mit der 7-Tage-Kontrollgruppe (4,1 um £ 0,2 um) nicht signifikant
unterschiedlich. Die mittlere Wanddicke war drei Tage nach LPS-Infusion auf 3,6 um +
2 um reduziert, sieben Tage nach LPS-Infusion betrug die mittlere Wanddicke nur noch
32 um £ 0,1 pym und unterschied sich somit signifikant von der Kontrollgruppe

(Abbildung 30).

3.4.2 Elastinverteilung

Zur Beurteilung der Verteilung der elastischen Fasern im fetalen Lungengewebe wurden
histologische Schnitte mit einer modifizierten Resorcin-Fuchsin-Firbung gefirbt
(Abbildung 31). Die elastischen Fasern stellten sich schwarz dar, wihrend sich alle
anderen Strukturen gelb farbten. Reguldr verteiltes Elastin in den Spitzen der
Alveolarsepten markiert den Entstehungsort neuer Alveolen, wihrend sich ungeordnetes
Elastin als langgezogene schwarze Fasern im Lungengewebe darstellt. Es werden

reprasentative Priparate aller vier Versuchsgruppen gezeigt.
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Abbildung 31: Elastinverteilung im fetalen Lungengewebe. Der Balken entspricht einer
Linge von 25 um. Die roten Kreise markieren das sich unterschiedlich dastellende
Elastin. Bei beiden Kontrollgruppen (A+C) war vorwiegend eine reguldre,
komprimierte Anordnung der Elastinfasern in den Spitzen der sekunddren Septen zu
finden. Hingegen waren sowohl drei (B) als auch sieben (D) Tage nach intravenosem
LPS verstdrkt langezogene Elastinfasern entlang des Alveolarepithels nachweisbar.

Es fand sich sowohl konzentriertes, reguldr verteiltes, als auch ungeordnetes,
ausgebreitetes Elastin (Abbildung 31). Die Verteilung der Elastinfasern war nach LPS-
Infusion verdndert. Elastin war in beiden Kontrollgruppen hauptsédchlich im distalen
Bereich der Spitzen der sekundidren Septen lokalisiert, an denen sich kiinftige Alveolen

formen. Zusitzlich konnte Elastin in der Wand kleiner Blutgefde detektiert werden.
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Hingegen waren die elastischen Fasern im Lungengewebe der mit LPS behandelten
Tiere nicht konzentriert, sondern verteilt entlang der Wand der verkiimmerten
Alveolarsepten. Der Anteil an reguldr verteiltem Elastin wurde mikroskopisch
semiquantitativ bestimmt, indem mehrere zufillig ausgewihlte Gesichtsfelder

ausgewertet wurden.

% Elastinverteilung im Lungengewebe Abbildung 32: Reguliir
80- verteiltes Elastin im
T fetalen Lungengewebe.
I Der Anteil der normal

verteilten Elastinfasern in

den Spitzen der
% sekunddren Septen war
nach LPS-Infusion in
beiden Gruppen
signifikant vermindert (*
p<0.05 versus
Kontrollgruppe).

Modifiziert nach <"
2009)

reguldr verteilte Fasern
] =
[ =] [ =]
[l [l

Kontrolle LPS i.v. Kontrolle LPS i.v.
113 Tage 117 Tage

Die Analyse der Verteilung der Elastinfasern in der Lunge LPS-exponierter Tiere zeigt
sowohl nach drei als auch nach sieben Tagen eine signifikant verminderte Deposition
reguldrer Elastinfasern in den Alveolarsepten (Abbildung 32). Hingegen bestand
zwischen den beiden Kontrollgruppen kein Unterschied. Ebenfalls war zwischen beiden

LPS-Gruppen kein signifikanter Unterschied feststellbar.

3.4.3 Zellproliferation

Die Proliferation des Lungengewebes wurde anhand des Ki-67-Antigens bestimmt
(Abbildung 33). Dieses Antigen wird wihrend der Zellproliferation exprimiert. Es
werden Zellen in der G1, S, G2 und M-Phase des Zellzyklus gefirbt, jedoch nicht
wihrend der GO-Phase. Dadurch konnten alle Zellen, die sich im Proliferationszyklus

befanden, identifiziert werden.
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Abbildung 33: Zellproliferation im Lungengewebe. Der Balken entspricht einer Linge
von 25 um. Durch den verwendeten Antikorper werden alle Zellen gefdrbt, die sich
nicht in der GO-Phase befinden. Gezeigt werden reprdsentative Schnitte der vier
Gruppen. Drei Tage nach LPS-Infusion (B) ist eine deutlich stirkere Fdrbung mit mehr
positiv gefdarbten Zellen verglichen mit der zugehorigen Kontrolle (A) zu sehen. Sieben
Tage nach LPS-Infusion (D) ist das Fdrbeverhalten nur noch leicht gesteigert
gegeniiber der zugehorigen Kontrolle (C).

In den Gewebeschnitten der LPS-behandelten Tiere firbten sich verglichen mit der
zugehorigen Kontrollgruppe mehr Zellkerne positiv an (Abbildung 33), was auf eine
gesteigerte  Zellproliferation nach LPS-Infusion schlieBen ldsst. Um die

Proliferationsrate im Lungengewebe der einzelnen Versuchstiere miteinander
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vergleichen zu konnen, wurden die histologischen Priparate semiquantitativ beurteilt
und mittels einer Fiinfstufenskala eingeteilt, wobei ein groerer Wert eine vermehrte
Proliferation bedeutete.

i Zellproliferation (Ki-67-Antigen) Abbildung 34:

* Semiquantitavive Analyse
der Zellproliferation im
fetalen Lungengewebe.
Drei Tage nach intravenos
verabreichtem LPS
bestand eine signifikante
Vermehrung der
Proliferation (*p<0,05
versus Kontrolle). Nach

Intensitit (semiquantitativ)
%

1 sieben Tagen war kein
Unterschied nachweisbar.
Modifiziert nach ™"
0 2009)
Kontrolle LPSi.v. Kontrolle LPSi.v.
113 Tage 117 Tage

Die Zellproliferation war drei Tage nach LPS-Infusion gegeniiber der zugehorigen
Kontrollgruppe stark gesteigert (Abbildung 34). Hingegen war die Zellproliferation
sieben Tage nach LPS-Infusion verglichen mit der zugehorigen Kontrollgruppe nicht

mehr signifikant erhoht.

3.4.4 Signal Tranducer and Activator of Transcription (STAT)-3
3.4.4.1 STAT-3, unphosphoryliert

Histologische Schnitte des fetalen Lungengewebes wurden immunhistochemisch gegen
die unphosphorylierte, nicht aktivierte Form von STAT-3 geféarbt (Abbildung 35). Die
inaktive Form von STAT-3 liegt vor allem im Zytoplasma vor, weniger im Zellkern.
Entsprechend férbte sich hauptsidchlich das Zytoplasma an, vereinzelt auch Zellkerne.

Gezeigt werden reprisentative Gewebeschnitte aller vier Versuchsgruppen.
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Abbildung 35: STAT-3 in der fetalen Lunge. Der Balken entspricht einer Ldnge von 25
um. Drei Tage nach intravenosem LPS (B) war keine Verdinderung der Firbung
verglichen mit der zugehorigen Kontrollgruppe nach 113 Schwangerschaftstagen (A)
detektierbar. Auch sieben Tage nach LPS i.v. (D) war keine Verdnderung der Firbung
gegeniiber der Kontrollgruppe nach 117 Schwangerschaftstagen (C) festzustellen.

Die LPS-Infusion hatte keinen Einfluss auf das Vorkommen der unphosphorylierten

Form von STAT-3 (Abbildung 35). Die Gewebeschnitte wurden mittels einer

Vierstufenskala semiquantitativ analysiert und miteinander verglichen.
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STAT-3 in der Histologie
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= Abbildung 36:
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o Semiquantitative Analyse
1. . des STAT-3 im
= Lungengewebe. Zu keinem
c Zeitpunkt bestand ein
2 signifikanter Unterschied
= 0 (p=0,531).
Kontrolle LPS iv. Kontrolle LPS i.v.

113 Tage 117 Tage

Die semiquantitative Analyse der immunhistochemischen Féarbung zeigte nur einen
tendenziellen Anstieg sieben Tage nach LPS-Infusion verglichen mit der zugehdorigen

Kontrollgruppe (Abbildung 36). Das Signifikanzniveau wurde nicht erreicht.

3.4.4.2 Phospho-STAT-3 (Ser727)

Histologische Schnitte des fetalen Lungengewebes wurden immunhistochemisch gegen
die Ser727-phosphorylierte Form von STAT-3 gefirbt (Abbildung 37). Die inaktive
Form von STAT-3 liegt vor allem im Zytoplasma vor und transloziert nach Aktivierung
durch Phosphorylierung in den Zellkern. Entsprechend firbten sich das Zytoplasma
schwach und die Zellkerne stirker positiv an. Gezeigt werden reprisentative

Gewebeschnitte aller vier Versuchsgruppen.
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Abbildung 37: Ser727-phosphoryliertes STAT-3 in der fetalen Lunge. Der Balken
entspricht einer Ldnge von 25 um. Drei Tage nach intravenosem LPS (B) war eine
Zunahme der Fdrbung der Zellkerne verglichen mit der zugehorigen Kontrollgruppe
nach 113 Schwangerschaftstagen (A) detektierbar. Auch sieben Tage nach LPS i.v. (D)

war eine deutlich vermehrte Firbung gegeniiber der Kontrollgruppe nach 117
Schwangerschaftstagen (C) festzustellen.

Nach LPS-Infusion war eine deutliche Zunahme an aktiviertem STAT-3 zu sehen
(Abbildung 37). Die Gewebeschnitte wurden mittels einer Vierstufenskala

semiquantitativ analysiert und miteinander verglichen.
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p-STAT-3 (Ser727) in der Histologie

Abbildung 38:
Semiquantitative Analyse
des Ser727-
phosphorylierten STAT-3
im Lungengewebe. Zu
beiden Zeitpunkten nach
intravenosem LPS war
eine tendenzielle Zunahme
positiver Zellen zu sehen,
das Signifikanzniveau
wurde aber nicht erreicht
(p=0,331).

Intensitit (semiquantitativ)

0 ¥ t
Kontrolle LPSi.v. Kontrolle LPSi.v.
113 Tage 117 Tage

Die semiquantitative Analyse der immunhistochemischen Farbung zeigte nur einen
tendenziellen Anstieg nach LPS-Infusion verglichen mit der jeweils zugehdrigen

Kontrollgruppe (Abbildung 38). Das Signifikanzniveau wurde jedoch nicht erreicht.

3.4.4.3 Phospho-STAT-3 (Tyr705)

Histologische Schnitte des fetalen Lungengewebes wurden immunhistochemisch gegen
die Tyr705-phosphorylierte, aktivierte Form von STAT-3 gefirbt (Abbildung 39). Nach
Aktivierung erfolgt eine Translokation in den Zellkern. Entsprechend férbten sich das
Zytoplasma schwach und die Zellkerne stidrker positiv an. Gezeigt werden

reprasentative Gewebeschnitte aller vier Versuchsgruppen.
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Abbildung 39: Tyr705-phosphoryliertes STAT-3 in der fetalen Lunge. Der Balken
entspricht einer Ldnge von 25 um. Drei Tage nach intravenosem LPS (B) war eine
starke Zunahme der Fidrbung der Zellkerne verglichen mit der zugehorigen
Kontrollgruppe nach 113 Schwangerschaftstagen (A) detektierbar. Auch sieben Tage
nach LPS i.v. (D) war noch eine vermehrte Firbung gegeniiber der Kontrollgruppe
nach 117 Schwangerschaftstagen (C) festzustellen.

Nach LPS-Infusion war eine Zunahme an aktiviertem STAT-3 zu sehen (Abbildung 39).
Die Gewebeschnitte wurden mittels einer Vierstufenskala semiquantitativ analysiert und

miteinander verglichen.
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p-STAT-3 (Tyr705) in der Histologie

Abbildung 40:
Semiquantitative Analyse
des Tyr705-
phosphorylierten STAT-3
im Lungengewebe. Nach
intravendsem LPS war zu

Intensitit (semiquantitativ)

14 beiden Zeitpunkten eine
Steigerung zu registrieren,
das Signifikanzniveau
wurde jedoch nicht

0 erreicht (p=0,098).

Kontrolle LPSi.v. Kontrolle LPSi.v.

113 Tage 117 Tage
Die semiquantitative Analyse der immunhistochemischen Farbung zeigte eine Zunahme
von Tyr705-phosphoryliertem STAT-3 drei Tage nach LPS-Infusion, verglichen mit der
zugehorigen Kontrollgruppe (Abbildung 40). Sieben Tage nach LPS-Infusion bestand
ebenfalls noch eine vermehrte Zellfirbung. Das Signifikanzniveau wurde jedoch zu

beiden Zeitpunkten nicht erreicht.

3.5 Auswertung der Bronchoalveoliren Lavage

3.5.1 Gesamtproteinmenge

Da im Rahmen einer Entziindungsreaktion die kapillire Durchlidssigkeit erhoht ist,
wurde als Nachweis einer geschiddigten kapilldren Barriere im Lungengewebe und der
damit verbundenen kapilliren Leckage die Gesamtproteinmenge in der
bronchoalveoldren Lavage gemessen. Die Messwerte wurden zur Vergleichbarkeit auf
das Korpergewicht des jeweiligen Versuchstieres bezogen.

Nach LPS-Infusion war die Gesamtproteinmenge in der BAL zu beiden
Messzeitpunkten signifikant erhoht, was als eine kapillire Leckage im Rahmen einer
systemischen Entziindung gewertet wurde (Abbildung 41). Drei Tage nach LPS-
Infusion war die Gesamtproteinmenge verglichen mit der zugehorigen Kontrollgruppe
zweifach erhoht. Sieben Tage nach LPS-Infusion war die Gesamtproteinmenge sogar

dreifach gegeniiber der altersentsprechenden Kontrollgruppe erhoht.
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Protein in der Brochoalveolaren Lavage Abbildung 41:

mg kg %
Gesamtproteinmenge in
504 % der BAL als Marker fiir
eine kapilldre Leckage,
404 bezogen auf das
Korpergewicht. Zu beiden
304 Messzeitpunkten war der
Wert nach LPS-Infusion
204 signifikant erhoht
-—r I (*p<0,05 versus
104 Jeweiliger
Kontrollgruppe).
0 . . Modifiziert nach <"
Kontrolle LPS i.v. Kontrolle LPSiwv. 2009
113 Tage 117 Tage

3.5.2 Interleukin-6

Um die Entziindung in der fetalen Lunge zu quantifizieren, wurde die Konzentration des
proinflammatorischen Zytokins Interleukin (IL)-6 in der BAL durch einen
schafspezifischen ELISA gegen IL-6 bestimmt. Die gemessenen Werte wurden
anschliefend auf das jeweilige fetale Korpergewicht bezogen.

IL-6 in der Brochoalveolaren Lavage

Mg [ kg
204 *
Abbildung 42: IL-6 in der
BAL, bezogen auf das
15.- Korpergewicht. Zu beiden
Messzeitpunkten nach
10. " LPS-Infusion waren die
Werte signifikant erhoht
(*p<0,05 versus
5 Kontrollgruppe).
Modifiziert nach ™"
; 2009)

Kontrolle LPSi.v. Kontrolle LP
113 Tage 117 Tage

i.v.

Die Konzentration von IL-6 war drei Tage nach LPS-Infusion verglichen mit den
zugehorigen Kontrolltieren um ein Vielfaches erhoht (Abbildung 42), auch sieben Tage
nach LPS-Infusion war die Konzentration noch erhoht. Zwischen den beiden

Kontrollgruppen war hingegen kein signifikanter Unterschied messbar (p=0,18).
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3.6 Surfactantprotein (SP)-B
3.6.1 Nachweis von SP-B in der BAL

Die Prozessierung von Surfactantprotein-B wurde mittels Western Blot der
bronchoalveoldren Lavage analysiert (Abbildung 43) und die darin enthaltene Menge

des Proteins berechnet (Abbildung 44).

Pro-SP-B —— 25 kDa
SP-B s D | | W e 116 kDa
Kontrolle LPSi.v. 113 Tage LPSi.v. 117 Tage

Abbildung 43: Surfactantprotein B in der BAL. Vollstindig prozessiertes und Vorldufer-
Surfactantprotein B in der BAL wurden mittels Western Blot detektiert. Pro-SP-B
(Molekulargewicht ~25 kDa) war bei den Tieren beider Kontrollgruppen nach 113 und
117 Schwangerschaftstagen, jedoch nicht nach intraveésem LPS nachweisbar. Nach
LPS i.v. war nur noch vollstindig prozessiertes SP-B (Molekulargewicht ~16 kDa) zu
finden. Modifiziert nach <" %)

Das teilweise prozessierte Vorlduferprotein von SP-B mit einem Molekulargewicht von
ungefihr 25 kDa war sowohl in den Proben der 3-Tage-Kontrollgruppe als auch der 7-
Tage-Kontrollgruppe nachweisbar. Drei Tage und auch sieben Tage nach LPS-Infusion
lag SP-B ausschlieBlich vollstindig prozessiert vor und lediglich das Homodimer mit
einem Molekulargewicht von ungefdhr 16 kDa konnte nachgewiesen werden.
Anschlieend wurde die Gesamtmenge an SP-B im Verhiltnis zum Korpergewicht der

Versuchstiere berechnet.
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SP-B in der Brochoalveolaren Lavage

ng / kg *
12.5 |
10.0_
7.5 Abbildung 44:
Quantifizierung von
9.0 Surfactantprotein B in
der BAL (*p<0,05
2.5 versus Kontrollgruppe).
I Modifiziert nach <"
0.0 | & i 2009)
Kontrolle LPS i.v. Kontrolle LPS i.v.

113 Tage 117 Tage

Die Menge an SP-B in der BAL war sieben Tage nach LPS-Exposition gegeniiber der
zugehorigen Kontrollgruppe signifikant erhoht (Abbildung 44). Hingegen war drei Tage
nach LPS-Infusion noch kein signifikanter Anstieg des SP-B-Pools feststellbar.

3.6.2 Immunhistochemischer Nachweis von SP-B im Lungengewebe

Histologische Schnitte des fetalen Lungengewebes wurden immunhistochemisch gegen
Surfactantprotein-B und dessen Vorlduferprotein pro-SP-B geférbt. Es zeigte sich eine
feingranulére zytoplasmatische Fiarbung sowohl in Typ-2-Pneumozyten (Abbildung 45)
als auch in Alveolarmakrophagen. Diese positive Fiarbung der Alveolarmakrophagen

erklirt sich durch die Aufnahme von SP-B in diese Zellen durch Phagozytose """

1995)

Die histologischen Pridparate wurden semiquantitativ analysiert, indem die
Farbeintensitdit mehrerer zufillig ausgewidhlter Gesichtfelder mittels einer
Fiinfstufenskala eingeteilt und die Prédparate anschlieBend miteinander verglichen

wurden.
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Abbildung 45: Surfactantprotein B im Lungengewebe. Der Balken entspricht einer
Léinge von 25 um. Drei Tage nach intravendosem LPS (B) waren Alveolar Typ IlI-Zellen
im Vergleich mit der zugehorigen Kontrollgruppe nach 113 Schwangerschaftstagen (A)
deutlich vermehrt gefirbt. Ebenso waren Alveolar Typ Il-Zellen sieben Tage nach LPS
i.v. (D) deutlich stirker gefdrbt als bei der zugehorigen Kontrollgruppe nach 117
Schwangerschaftstagen (C).

Bereits drei Tage nach intravendsem LPS war eine stark vermehrte
immunhistochemische Firbung der Alveolar Typ II- Zellen feststellbar (Abbildung 46).
Jedoch fand sich zu diesem Zeitpunkt noch keine Erhdhung der SP-B-Konzentration in

der bronchoalveoldren Lavage.
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SP-B in der Histologie

4-
* Abbildung 46:
Semiquantitative Analyse
34 von SP-B im
Lungengewebe

* . Zu beiden
Messzeitpunkten war eine
signifikante Zunahme der

Intensitit (semiquantitativ)
M2

gefiirbten Zellen

1- nachweisbar (*p<0,05
versus zugehoriger

. |;-_| Kontrollgruppe).

Kontrolle LPSi.v. Kontrolle LPSi.v.
113 Tage 117 Tage

Sieben Tage nach intravendsem LPS waren sowohl eine signifikant stirkere
immunhistochemische Farbung der Alveolar Typ II- Zellen als auch eine deutlich

gesteigerte Konzentration an SP-B in der BAL nachweisbar.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde die Rolle der systemischen Entziindungsreaktion des
Feten in der Pathogenese der entziindungsassoziierten intrauterinen Lungenreifung
untersucht. Es trat sowohl eine pulmonale Entziindung mit erhohten IL-6-
Konzentrationen als auch eine Simplifizierung der Alveolarsepten auf. Die intrauterine
Exposition gegeniiber intravends verabreichtem LPS fiihrte ferner zu einer Aktivierung
von STAT-3 in der fetalen Lunge mit nachfolgender Zunahme von prozessiertem SP-B

und gesteigerter Zellproliferation.

Bemerkenswerterweise war die ausschlieBlich intravaskuldre intrauterine Exposition
gegeniiber einem Entziindungsreiz ausreichend, die Lungenentwicklung zu
beeinflussen. Der Zugangsweg des proinflammatorischen Stimulus erfolgte in der
vorliegenden Studie iiber das GefidBlsystem. In vorhergehenden Studien wurde das
Lipopolysaccharid in das Fruchtwasser injiziert und anschlieBend vom Feten aspiriert
(obe 2000, Kramer 2011, Moss 2002)

In diesen Studien erfolgte der Zugangsweg des

Entziindungsreizes iiber die Alveolen des Feten.

In unserem Modell 16ste die intravendse Applikation von Lipopolysaccharid innerhalb
der ersten Stunden nach Infusion eine systemische intrauterine Inflammationsreaktion
aus. Die fetalen Versuchstiere reagierten mit den typischen Symptomen schwerer
Entziindungen, Tachykardie, Hypotension und Hypoxédmie. Die intrauterin gemessenen
Vitalparameter unterschieden sich 24 Stunden nach Versuchsbeginn nur noch
geringfiigig von denen der Kontrolltiere. Die durch einmalig intravends appliziertes
Lipopolysaccharid ausgeloste Reaktion des Vitalsystems erfolgt akut, jedoch nicht
anhaltend. Jedoch scheinen wihrend der fetalen Entwicklung durch einen einmaligen
Entziindungsreiz zumindest im Lungengewebe Veridnderungen einzutreten, die
moglicherweise bleibende Auswirkungen haben. Andere Studien weisen darauf hin,
dass ebenfalls in weiteren Organen, wie Gehirn, Milz, Leber und Darm, Verianderungen
durch einen einmaligen Entziindungsreiz entstehen (B8hs 2010- Kuypers 2012) "Bojonielsweise
scheint die kurzfristige intrauterine Exposition gegeniiber einer Chorioamnionitis einen
negativen Effekt auf die Entwicklung des Darmes zu haben '™ 2% Es wurden auch

Verdnderungen des Thymus, der Leber, der Haut sowie systemische zellulédre
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Reaktionen unterschiedlicher Art nachgewiesen <™ 2011,

In unserem Modell wurde die Lungenentwicklung bereits innerhalb von drei Tagen
negativ beeinflusst. Nach dieser Zeit waren strukturelle Verdnderungen nachweisbar,
wie die Umverteilung der Elastinfasern im Bereich zukiinftiger Alveolen zeigt.
AuBlerdem war innerhalb von 3 Tagen nach intrauteriner Exposition gegeniiber der
systemischen Entziindung eine kapilldre Leckage vorhanden. Die Gesamtproteinmenge
in der BAL war gegeniiber den Kontrolltieren erhoht. Durch eine verminderte kapillédre
Barriere treten vermehrt Proteine und weitere makromolekulare Bestandteile aus dem
Blutplasma in den Alveolarraum aus. In unseren Versuchstieren entstand damit eine
Schidigung der Barrierefunktion innerhalb von  drei Tagen nach Beginn der
intrauterinen Inflammationsreaktion. Moglicherweise erklért sich auch der punktuelle
Anstieg des Himoglobinwertes bereits wenige Stunden nach LPS-Infusion durch eine
systemische Fliissigkeitsumverteilung aufgrund einer generellen kapilldren Leckage,
auch auflerhalb des untersuchten Lungengewebes. Diese Theorie geht jedoch iiber die

Fragestellung der vorliegenden Arbeit hinaus.

In unserem Tiermodell entsteht nach systemischer LPS-Infusion eine pulmonale
Inflammationsreaktion. Histologisch zeigt sich eine Inflammation durch Infiltration des
Gewebes mit neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen @ 2007
Eine Inflammation erfiillt drei wichtige Ziele: die Verbreitung von Zellen und
Molekiilen, um die Infektion einzudimmen, eine physikalische Barriere fiir die
Infektion zu bilden und die Wiederherstellung geschidigten Gewebes zu fordern (G5
200D Jedoch fiihrt die intrauterine Entziindung in unserem Modell scheinbar nicht zu
einer Restitutio ad Integrum, was das Ziel einer Inflammationsreaktion im Rahmen
einer Gewebeschiddigung beim Erwachsenen ist. Die Organe des Feten sind noch in der
Entwicklung, ihre Funktionsfdhigkeit nimmt im Schwangerschaftsverlauf erst nach und
nach zu. Die Physiologie des Feten ist mit der eines Erwachsenen nicht vergleichbar.
Prozesse, die zur Wiederherstellung eines funktionierenden Organismus des
Erwachsenen dienen, sind in der fetalen Entwicklung nicht zielfiihrend. Insbesondere

die fetale Lunge ist kein Gewebe, dessen Integritit zur vollen Funktion lediglich

wiederhergestellt werden muss. Sie ist ein noch wachsendes, sich differenzierendes
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Organ. Die intravenose Applikation von LPS greift ma3geblich in diesen Prozess ein
und fiihrt zu einer bleibenden Schidigung der fetalen Lunge mit einschneidenden
strukturellen Verdanderungen, die sich jedoch nicht nur an der verringerten kapilldren
Barrierefunktion zeigt. Die nachgewiesene Umverteilung der Elastinfasern im
pulmonalen Gewebe weist auch auf eine strukturelle Schiddigung der sich noch
entwickelnden Lunge hin. Reguldr angeordnete Elastinfasern markieren die Stelle
zukiinftiger Alveolarsepten und damit das Wachstum neuer Alveolen. Damit kommt
Elastin eine entscheidende Bedeutung bei der Entwicklung einer funktionierenden
Lunge zu. In unserem Modell fiihrte der voriibergehende Anstieg der Zellproliferation
nicht zu einer normalen Verteilung der Elastinfasern mit nachfolgender normaler
Entwicklung. Hingegen fiihrte die fetale Entziindungsreaktion zu einer Umverteilung
des Elastins, wie sie bei einer bronchopulmonalen Dysplasie beschrieben ist "o 200
Flerce 1997 Die genaue Rolle des Elastins bei der Entwicklung einer BPD ist jedoch
bislang nicht vollstindig gekldrt. Es gibt Anhaltspunkte dafiir, dass die
Inflammationsreaktion, die mit akuten und chronischen neonatalen
Lungenerkrankungen einhergeht, die pulmonale Elastaseaktivitit erhoht ™ 2999 Bej
Neugeborenen, die im Verlauf eine BPD entwickelten, war ebenfalls eine erhohte
Elastaseaktivitit nachweisbar (@neck 1994 Memitt 1983) ‘yjoq 1snnte eine Erklirung fiir die
nachgewiesenen Abnormalititen hinsichtlich der Verteilung und des Auftretens des
pulmonalen Elastins im Rahmen einer BPD sein. Moglicherweise ist in unserem Modell
einer intrauterinen Inflammation ebenfalls die pulmonale Elastaseaktivitdt erhoht,
wodurch in gleicher Weise die nachgewiesene irregulédre Elastinverteilung und damit in

der Folge die Ausbildung neuer Alveolen gestort sein konnte. Die Elastaseaktivitét

wurde jedoch im Rahmen dieser Studie nicht untersucht.

Neben einer Schiadigung der Barrierefunktion und strukturellen Verdnderungen wie der
Umverteilung des intrapulmonalen Elastins durch die intrauterine Inflammation
aufgrund des intravends injizierten Lipopolysaccharids einerseits wurde andererseits zur
gleichen Zeit eine zunehmende Lungenreifung nachgewiesen. Diese Lungenreifung lief3
sich zum einen biochemisch anhand eines Anstiegs an vollstindig prozessiertem
Surfactantprotein-B sowohl im Lungengewebe als auch in der bronchoalveoldren

Lavage messen, zum anderen auch funktionell durch eine gesteigerte Compliance der
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fetalen Lunge. Eine signifikante Zunahme der fiir SP-B positiv gefidrbten Zellen im
Lungengewebe war zu beiden Zeitpunkten nach LPS-Infusion nachweisbar, wobei die
Steigerung jedoch nach drei Tagen deutlich groBer als nach sieben Tagen war. In der
bronchoalveoldren Lavage hingegen konnte ein signifikanter Anstieg an SP-B erst nach
sieben Tagen gefunden werden. Dieses Resultat kann als Indiz fiir eine gesteigerte SP-
B-Produktion in den Alveolar Typ II - Zellen bereits drei Tage nach intravendsem LPS
mit jedoch noch bevorstehender Sekretion in der Zeitspanne zwischen drei und sieben
Tage nach LPS-Infusion gewertet werden. Eine funktionelle Verbesserung aufgrund der
gesteigerten SP-B-Produktion ist erst nach Ausschiittung des SP-B in den Alveolarraum

Zu erwarten.

Die histologisch untersuchten strukturellen Verdnderungen fiihrten zu nachweisbar
diinneren Alveolarsepten. Diese wiederum erleichtern den pulmonalen Gasaustausch.
Der strukturelle Phénotyp mit gesteigerter Compliance und reduziertem
Alveolarwanddurchmesser war ebenfalls erst sieben Tage nach intravendsem LPS
nachweisbar. Diese Verinderungen imponieren als Lungenreifung und sind den

Verinderungen nach intraamniotischer LPS-Gabe sehr dhnlich ™™ 201D,

Die Kinetik der Lungenreifung nach intravends verabreichtem LPS unterschied sich

nicht von der intraamniotischen Applikation rmer 200D,

Die nachgewiesene
Lungenreifung zeigte sich nach sieben Tagen, jedoch noch nicht drei Tage nach LPS-
Infusion. Nach einer intraamniotischen Injektion ist ebenfalls vor 7 Tagen keine
Lungenreifung im Sinne einer Zunahme der Compliance oder einem Anstieg der SP-B
Sekretion nachweisbar. Die experimentellen Daten der beiden Modelle legen die
Vermutung nahe, dass die pulmonale Entziindungsreaktion sehr schnell aktiviert werden
kann, jedoch die strukturellen Verianderungen, die als Lungenreifung imponieren, erst

nach sieben Tagen eintreten.

Neben einer Funktion in der Lungenreifung mit Reduktion der Oberfldchenspannung in
der beliifteten Lunge kann der Anstieg von SP-B auch Ausdruck einer immunologischen
Reaktion sein. In-vivo- und in-vitro-Studien haben die antiinflammatorischen
Eigenschaften von SP-B und Phospholipiden gezeigt. SP-B kann eine Entziindung nach

(Epaud 2003, Ikegami 2005) Es

intratrachealer Endotoxininstillation limitieren konnte gezeigt
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werden, dass SP-B, SP-C und Phospholipide die Transkription von TNF-a in
Monocyten reduzieren B2 1998 Speer 1991 "7, q5¢71ich konnte nachgewiesen werden, dass
Surfactantpriaparate aus SP-B und Phospholipiden als Beitrag zur Beendigung einer
Entziindung die Phagozytose apoptotischer Zellen steigern <rmer 2003. Willems 2012) ‘iyaphor
konnte die Zunahme des Surfactantpools in erster Linie antiinflammatorische
Auswirkungen haben und konnte ein Mechanismus der fetalen Anpassung sein, was
klinisch als Lungenreifung imponiert und dadurch die Anpassung und die
Uberlebenschance nach einer Frithgeburt optimiert ™™ 2% Diese Hypothese geht
jedoch iiber die Fragestellung in der vorliegenden Studie hinaus.

Das fetale Immunsystem ist von Anfang an in die entziindungsvermittelte

Lungenreifung involviert (Kallapur 2007, Kallapur 2005, Kramer 2007)

Experimente wurden
durchgefiihrt, im Rahmen derer durch die Verwendung spezifischer Inhibitoren der
Influx von neutrophilen Granulozyten verhindert wurde. In Abwesenheit dieser
eutrophilen Granulozyten wurde die Lungenreifung nahezu vollstindig unterdriickt
(Kallapur 2005 " was eine essentielle Rolle dieser Zellen bei der entziindungsassoziierten
pranatalen Lungenreifung nahelegt. Aus unserer Studie ldsst sich schliefen, dass eine
systemische fetale Entziindungsreaktion ausreicht, um eine intrauterine Lungenreifung
zu initiieren. Verglichen mit den Ergebnissen vorhergehender Arbeiten wird die
Lungenreifung durch eine rein intravendse Applikation des Lipopolysaccharids nicht
schneller hervorgerufen als durch die intraamniotische Applikation ™™ 29D Ejp
direkter Vergleich beider Applikationswege im Rahmen einer experimentellen Studie ist
jedoch bislang ebenso wenig erfolgt wie die kombinierte Applikation von

Lipopolysaccharid sowohl intraamniotisch als auch intrauterin.

Obwohl verschiedene LPS- und Endotoxinmodelle in der Sepsisforschung geldufig
sind, kann bislang keines die genauen Umstinde einer gramnegativen Sepsis des
Menschen widerspiegeln ®"™# 2% Jedoch existiert derzeit keine bessere Moglichkeit,
eine systemische Entziindungsreaktion zu simulieren, ohne die unberechenbaren
Auswirkungen einer Bakteridamie auf den Organismus in Kauf zu nehmen. In unserer
Fragestellung ermdglicht eine rein intravendse Infusion von Lipopolysaccharid die

Begrenzung der Inflammation auf den Feten. Das Modell simuliert eine systemische
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Entziindungsreaktion des Feten, wie sie auch beim Menschen im Rahmen einer
Chorioamnionitis als ,,Fetal Inflammatory Response Syndrome* (FIRS) vorkommen

kann (Gantert 2010)

. Das FIRS ist charakterisiert durch die Aktivierung des fetalen
unspezifischen Immunsystems. Das FIRS ist ein unabhingiger Risikofaktor neonataler
Komplikationen wie einem Atemnotsyndrom, einer Pneumonie, neonataler Sepsis,
intraventrikulidrer Blutung, periventrikuldrer Leukomalazie oder nekrotisierender

(Gomez 1998)

Enterokolitis Auch langfristige Schiden wie die Bronchopulmonale

Dysplasie oder Hirnschiiden treten assoziiert mit einem FIRS auf (Gotsch 2007, Kuypers 2012)
Das FIRS ist das Gegenstiick zum SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome)

des Erwachsenen (©omez 1999

, welches neben einer Sepsis die Haupttodesursache auf
Intensivstationen ist B 2% Die Definition des SIRS ®°™ ' durch Anderung der
Korpertemperatur, Tachykardie, gestorter Respiration und verdnderter Leukozytenzahl
kann jedoch auf die Situation des Feten nicht angewendet werden, da, abgesehen von
der Herzfrequenz, die Vitalzeichen vor der Geburt nicht bestimmt werden konnen (Gotsch
2007 Als Messparameter steht postnatal die Bestimmung von IL-6 sowohl im peripheren
Blut als auch im Nabelschnurblut zur Verfiigung. Daher stiitzt sich die Definition des
FIRS auf den laborchemischen Nachweis dieses Zytokins und geht mit einer Erh6hung
der Konzentration von Interleukin-6 iiber 11 pg/ml einher “°* '**®) Passend zu dieser
Definition und den vermuteten langfristigen Schidden nach einem FIRS ist bei einer
aufgetretenen BPD die Konzentration von IL-6 im Nabelschnurblut perinatal erhoht
(Yoon 1999) Dje Ergebnisse unserer tierexperimentellen Studie legen nahe, dass der IL-6-
Signalweg in die Lungenschiddigung und die anschlieBende Reparatur nach einer
prianatalen Entziindung involviert 1ist. IL-6 ist ein wichtiger Mediator der
Entziindungsreaktion, der seine Funktion unter anderem iiber den STAT-3-Signalweg
ausiibt “"¢ Y STAT-3 wird sowohl eine inflammatorische als auch eine anti-
inflammatorische Rolle zugeschrieben Ffitzrer 2004 Quinton 2008) "1, - AJyeolarepithelzellen
wird STAT-3 im Rahmen einer durch Verabreichung von LPS hervorgerufenen
Inflammationsreaktion rasch durch Phosphorylierung an der Tyrosin 705-Bindungsstelle
aktiviert SverEnn 2009 Eine vollstindige STAT-3-vermittelte transkriptionelle Aktivitit
tritt auf, wenn zusétzlich eine Phosphorylierung an der Serin 727-Bindungsstelle erfolgt

(Shen 2099 In der durch uns durchgefithrten Studie war im Lungengewebe nach
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intravendser LPS-Infusion eine Phosphorylierung sowohl an Tyrosin 705 als auch an
Serin 727 immunhistochemisch nachweisbar, und damit eine maximale Aktivitdt von
STAT-3. In den durchgefiihrten Experimenten war dieser Signalweg der akute-Phase-
Reaktion sowohl nach 3 Tagen als auch noch 7 Tagen nach Initiierung der
Inflammationsreaktion aktiviert. Die genaue Rolle der Serin-Phosphorylierung von
STAT-3 ist jedoch bislang nicht geklirt =% 29 Eine Mutation der Serin 727-
Phosphorylierungsstelle fiihrte im Mausmodell zu einem frithen postnatalen Tod. Die

Mutation hatte jedoch keinen Einfluss auf das Vorkommen von SP-B <" 2004

STAT-3 werden unterschiedliche Aufgaben zugesprochen, von denen die
herausragendste sicher die Gewebeprotektion ist ‘@™o 2% QTAT3 ist im
Alveolarepithel notwendig, um eine Schiddigung der Lunge im Rahmen -einer
Pneumonie durch E. coli zu verhindern ‘?“™" 2% n der Friihphase einer Infektion ist
STAT-3 im Alveolarepithel fiir eine maximale Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten notwendig ‘@™ 2°%®) Im spiteren Verlauf verhindert STAT-3 eine weitere
(Quinton 2008)

Schidigung der Lunge

Eine weitere wichtige Rolle spielt STAT-3 bei der Surfactantproduktion ™" 2? In

Kulturen von H441-Zellen, einer Zelllinie mit Eigenschaften humaner Clara-Zellen, war
eine STAT-3-abhédngige Expression von SP-B-mRNA durch IL-6, insbesondere bei
gleichzeitiger Inkubation mit Glukokortikoiden, nachweisbar 9" 2019 Hierpei war
unter Inkubation der Zellen mit Glukokortikoiden und IL-6, einer Konstellation wie sie
bei drohender Frithgeburt und gleichzeitiger Chorioamnionitis in vergleichbarer Weise
in vivo vorkommt, eine Steigerung der Expression von SP-B-mRNA nachweisbar.
Diese ausgeprigte Steigerung war durch einen rein additiven Effekt beider Stimulantien
nicht erkldarbar. Eine Inhibition des IL-6 / STAT-3-Signalwegs (Abbildung 18)

verhinderte diesen zuvor beobachteten Effekt (-denbureer 2010)

Nach intratrachealer Instillation von E. coli in Mauslungen ist eine Aktivitidt von STAT-
3, gemessen an dem Gehalt von p-STAT-3 (Tyr705), bis zu 48 Stunden nachweisbar
(Quinton 2008) ' Entgegen diesen Ergebnissen reichte in der hier durchgefiihrten Studie eine
einmalige Infusion von LPS aus, eine noch nach 7 Tagen nachweisbare Aktivitit von

STAT-3 auszuldsen. Diese einmalige fetale Verabreichung von LPS in steriler
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Umgebung reichte offensichtlich aus, eine {iber mehrere Tage anhaltende
Entziindungsreaktion auszuldsen. Auch in anderen experimentellen Modellen einer
Chorioamnionitis bleibt die pulmonale Entziindungsreaktion iiber viele Tage bestehen
(Kramer 2001, Newnham 2003) ‘1yjoe Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass das fetale
Immunsystem sowohl in der proinflammatorischen Achse als auch in der
antiinflammatorischen Achse Defizite im Vergleich zur Funktion des erwachsenen

(Gantert 2010, Kramer 20079 yaher sollte im Rahmen der

Immunsystemes aufweist
weiterfiihrenden Forschung die Rolle des fetalen Immunsystems in der Pathogenese

fetaler Organschiden untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

Eine intrauterine Infektion ist eine ernstzunehmende Erkrankung mit moglicherweise
schwerwiegenden Folgen fiir den Feten. Frithgeborene, die einer Chorioamnionitis

(Costeloe  2000) Eine

ausgesetzt waren, haben jedoch eine geringere Mortalitétsrate
prianatale pulmonale Inflammation geht einher mit einem verminderten Risiko eines
Atemnotsyndroms, jedoch mit einem erhohten Risiko einer bronchopulmonalen

Dysplasie mit beeintrichtigter Alveolarisation"*™ 2%,

Vorhergehende experimentelle Arbeiten belegen die Initiierung einer Lungenreifung
durch intraamniotisch verabreichtes Lipopolysaccharid ™™ 2%V Hierbei wurde durch
Aspiration der Amnionfliissigkeit eine fetale pulmonale Inflammationsreaktion in Gang

gesetzt.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit lautete, dass eine durch intravenos appliziertes
Lipopolysaccharid induzierte fetale systemische Inflammation die intrauterine

Lungenreifung ebenfalls beeinflusst.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche erfolgten an 21
fetalen Schafen beiden Geschlechts in einem Gestationsalter von 107 Tagen. Alle Tiere
wurden zunichst mit intrauterinen Kathetern versehen. Nach einer Erholungsphase von
3 Tagen erhielten die Kontrolltiere (N=12) intravends Kochsalzlosung, die Tiere der
Versuchsgruppe (N=9) erhielten intravends 100ng Lipopolysaccharid. Lungenstruktur
und Lungenreifung der fetalen Schafe wurden mittels unterschiedlicher biochemischer

und histologischer Untersuchungen nach 3 (N=5) und nach 7 (N=4) Tagen beurteilt.

Die Infusion der Lipopolysaccharidlosung scheint zumindest innerhalb des
Versuchszeitraums von bis zu sieben Tagen keinen Einfluss auf das Korpergewicht des
Feten zu haben. Die herbeigefiihrte systemische Entziindung trigt jedoch zu einer
pranatalen Verletzung mit strukturellen Verdanderungen in der Lunge des Feten bei.
Sowohl eine Lungenreifung als auch eine gestorte strukturelle Lungenentwicklung

traten nach einer kurzfristigen fetalen Inflammation ein.

Die Konzentration an Interleukin-6 in der bronchoalveoldren Lavage stieg 3 Tage nach

Applikation des Lipopolysaccharids mehr als 40fach an. Sowohl die Prozessierung von
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Pro-Surfactant Protein (SP)-B zu reifem SP-B als auch erhohte Konzentrationen an SP-
B konnten nach 7 Tagen nachgewiesen werden. Ebenfalls war eine Steigerung des
phosphorylierten STAT-3 im Lungengewebe zu erkennen. Die Ablagerung von
Elastinfasern an Septierungsstellen der Alveolen wurde innerhalb von 3 Tagen nach

Lipopolysaccharidapplikation negativ beeinflusst.

Aus den Erkenntnissen dieser Arbeit konnten neue Therapieansitze sowohl fiir das
Atemnotsyndrom des Frithgeborenen als auch der bronchopulmonalen Dysplasie
resultieren, die eine Modulation der Entziindungsreaktion zum Ziel haben. Alle
therapeutischen Ansitze werden einen Weg zwischen den positiven Effekten der
Lungenreifung mit daraus folgender gesteigerter Compliance, reduzierter
Alveolarwanddicke und vermehrtem prozessiertem SP-B und den schidlichen
Einwirkungen auf die Lungenstruktur mit abweichender Elastinverteilung und kapilldrer
Leckage finden miissen. Bedauerlicherweise haben wir keinerlei Daten zur Kldrung der
Frage, ob die in unserem Modell durchgefiihrte einmalige Infusion von LPS eine
anhaltende oder permanente Storung der alveoldren Entwicklung hervorbringt. Die
strukturelle Verdanderung des Lungengewebes, die den Verdnderungen im Rahmen einer

BPD ihneln ®°"" 299 Jassen jedoch eine permanente Organschidigung befiirchten.

Teile der vorliegenden Arbeit wurden bereits in einer internationalen Zeitschrift nach

Begutachtung durch unabhingige Experten im Fachgebiet publiziert <mmer 200,
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