Aus der Kilinik ftr Kinder und Jugendmedizin
der Universitat zu Lubeck
Direktor: Prof. Dr. med. E. Herting

Einfluss von Prophenin und Surfactant auf das

Proliferationsverhalten von Streptococcus agalactiae

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der Universitat zu Lubeck

- Aus der medizinischen Fakultat -

vorgelegt von
Amelie von Freyhold-Hunecken

aus Berlin

Libeck 2008



l. Berichterstatter: Prof. Dr. med. E. Herting
1. Berichterstatter/in: Priv.-Doz. Dr. med. B. Schaaf

Tag der mindlichen Prifung: 27.10.2008
Zum Druck genehmigt. Liubeck, den 27.10.2008

gez. Prof. Dr. med. Werner Solbach

-Dekan der Medizinischen Fakultat-



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Arg
ARDS
CFU
Curo
EOD
GBS
Gly
LOD
oD
PBS
PF
PF18
Phe
Pro
RDS

Arginin (Aminoséure)

acute respiratory distress syndrome

colony forming units = Kolonien bildende Einheiten
Curosurf®

early onset disease

Group B Streptococci = Gruppe B-Streptokokken
Glycin (Aminosaure)

late onset disease

optische Dichte

Pulsating bubble surfactometer

Prophenin

C-terminales Fragment von Prophenin
Phenylalanin (Aminosaure)

Prolin (Aminoséaure)

respiratory distress syndrome = Atemnotsyndrom




Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS

l. Einleitung 1
l.1. Streptokokken 1
1.1.1. B-Streptokokken, historischer Ruckblick 1
1.1.2. Mikrobiologische Eigenschaften 2
1.1.3. Wachstumsmuster 3
1.1.4. Serologische Einteilung der B-Streptokokken 3
1.1.5. B-Streptokokken Kolonisation und Infektion bei Erwachsenen 3
1.1.6. B-Streptokokken Kolonisation und Infektion bei
Fruh- und Neugeborenen 4
1.1.7. Early-onset B-Streptokokken-Infektion 4
1.1.8. Late-onset B-Streptokokken-Infektion 6
1.2. Surfactant 7
|.2.1. Zusammensetzung von Surfactant 9
1.2.2. Entwicklung des Surfactantsystems 9
1.2.3. Erkrankungen des Surfactantsystems 10
1.3. Antibakterielle Peptide 12
l.4. Fragestellung 16
Il. Material und Methoden 17
II.1. Material 17
[1.1.1. Bakterien 17
[1.1.2. Surfactantpraparat 17
[1.1.3. Antibakterielles Peptid 18

11.1.4. Geréate und Materialien 18




Inhaltsverzeichnis

I1.2. Methoden 19
11.2.1. Herstellung eingefrorener Aliquote 20
11.2.2. Herstellung eines Versuchsansatzes aus einer Startkultur 20
[1.2.3. Ermittlung von Wachstumskurven 22

[1.2.4. Ermittlung von Bakterienkonzentrationen mittels optischer Dichte 23

11.2.5. Wachstumsversuche mit Prophenin und Curosurf® 27

11.2.6. Messmethoden zur Bestimmung der Oberflachenaktivitat 29

11.2.7. Statistische Auswertung 31
Ergebnisse 33
l1l.1. Versuche zum Proliferationsverhalten von GBS 33

[11.1.1. Wachstumsverhalten und statistische Auswertung von GBS Il
mit Curosurf® und Prophenin in unterschiedlichen Konzentrationen 33
[11.1.2. Wachstumsverhalten und statistische Auswertung von GBS Ib
mit Curosurf® und Prophenin in unterschiedlichen Konzentrationen 39

[11.1.3. Einfluss von Prophenin auf die Oberflachenspannung von

Curosurf® 45
V. Diskussion 47
V. Zusammenfassung 54
VI. Literaturverzeichnis 56
VII.  Danksagung 68

VIIl. Lebenslauf 69



Einleitung

l. EINLEITUNG

1.1. Streptokokken

[.1.1.  B-Streptokokken, historischer RUckblick

Streptokokken als Ausléser der Puerperalsepsis sind seit dem 19. Jahrhundert
bekannt. Pasteur nahm Proben von Schwangeren im Kindsbettfieber, und
beschrieb die gefundenen Bakterien als Organismen ,en chainettes. 1887
beschrieben Nocard und Mollereau den Zusammenhang der bovinen Mastitis und
der durch Streptokokken verursachten humanen Mastitis. Es folgten
Untersuchungen Uber die Verwandtschaft von bovinen und humanen
Streptokokken und deren Ubertragungsmoglichkeiten. In Studien stellte sich
heraus, dass dieses extrem selten geschieht (Butter et al 1967). Funf Jahre
nachdem Lancefield die Streptokokken typisiert hatte, erkannte Frey 1938, dass
Streptokokken der Gruppe B schwere Infektionskrankheiten hervorrufen kénnen.
Er berichtete von drei Fallen puerperaler Sepsis, mit tddlichem Ausgang (Frey
1938). Anschliel3end wurde nur vereinzelt von neonataler Sepsis und Meningitis,
hervorgerufen durch Streptokokken, berichtet. In den 60er und 70er Jahren wurde
eine steigende Infektionsrate von Neugeborenen und Mittern verzeichnet. In einer
Studie von 1964 sind B-Streptokokken die haufigsten Erreger der neonatalen
Sepsis (Eickhoff et al. 1964). Die Todesrate der Erkrankten zu dieser Zeit betrug
20-50%. Ferner fand man heraus, dass B-Streptokokken die wichtigste Ursache
von Infektionen der Gebarmutter sind. Wahrend der 80er und frihen 90er Jahre
blieben in den U.S.A. die Falle von early-onset-disease (EOD), hervorgerufen
durch B-Streptokokken, nahezu konstant. Mitte der 90er Jahre verringerten sich
die Erkrankungsfalle durch Vorsorge und ggf. Therapie.
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1.1.2. Mikrobiologische Eigenschaften

Streptococcus agalactiae gehért nach der Einteilung von Lancefield zu der Gruppe
B. Es ist ein fakultatives gram-positives Diplococcus, mit einem Durchmesser von
ca. 1um. Auf Blutagarplatten weisen die Kolonien einen Durchmesser von 3-4 mm
mit einer grau-weildlichen Farbe auf. Sie sind von einer, durch das exprimierte
Hamolysin, charakteristischen [3-Hamolysezone umgeben (siehe Abbildung 1).
Hamolysin bewirkt eine Erythrozytolyse. Neben Hamolysin werden weitere
Substanzen von den Bakterien exprimiert, darunter Desoxyribonukleasen,
Hyaluronidasen, Hippurikasen, Neuraminidasen, Proteasen, pyrogenes Exotoxin,
sowie Lipoteichonsaure, die es ermdglicht, B-Streptokokken an epitheliale Zellen
zu binden (Ferrieri 1985). Antikdrper gegen Nukleasen der B-Streptokokken sind
im Serum von Schwangeren, mit bekannter B-Streptokokken Infektion des
Genitaltraktes, nachweisbar (Ferrieri et al. 1973). Neuraminidase, ein
extrazellulares Produkt der B-Streptokokken, scheint ein Virulenzfaktor zu sein.
Serotyp | und Il produzieren geringe Mengen dieses Enzyms, wohingegen beim
Serotyp Ill grosse Mengen nachgewiesen werden konnte (Milligan et al. 1980). Es
wurde herausgefunden, dass mit Serotyp Il kolonisierte Kinder, hauptsachlich bei
symptomatischem Krankheitsverlauf derjenige Serotyp Il vorgefunden wurde, der
groBere Mengen Neuraminidase produziert. Dieser Typ ist mehrheitlich

verantwortlich fir ernsthafte B-Streptokokken-Infektionen (Musser 1989).

Abbildung 1: Wachstum von R-
hamolysierenden B-Streptokokken

im GuRagar
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[.1.3. Wachstumsmuster

B-Streptokokken vermehren sich exponentiell durch einfache Teilung. In der
exponentiellen Wachstumsphase stellen die Bakterien ihren Stoffwechsel auf das
zur Verfigung stehende Nahrmedium ein. Nach einer kurzen Adaptationsphase
folgt in der Logphase das exponentielle Wachstum. Der Verzégerungsphase folgt
die stationare Phase, in der die Nahrstoffe knapper werden und vermehrt
Stoffwechselprodukte anfallen. Vermehrung und Absterben entsprechen einander.
Es folgt die Absterbephase. Die fiur einen Vermehrungszyklus bendtigte Zeit wird

als Generationszeit bezeichnet. Sie variiert unter einzelnen Bakterienstammen.

I.1.4. Serologische Einteilung der B-Streptokokken

Lancefield definierte 1934 zwei Zellwandantigene fur B-Streptokokken: die
gruppenspezifische C-Substanz, die fur alle Gruppe B-Stdamme spezifisch ist und
die typenspezifische S-Substanz, die eine Klassifikation in drei Serotypen erlaubte
(1, 1, 1. Spater unterteilte Lancefield den Serotyp | anhand unterschiedlicher
Polysaccharide in die Untergruppen la und Ib. Heute werden Uberwiegend die
Kapselpolysaccharide la, Ib, la/c, lI-VIII unterschieden (UpToDate online 15.2).
Zusatzlich unterscheidet man das X- und das R-Antigen (Wagner 1980).

1.1.5. B-Streptokokken Kolonisation und Infektfion bei Erwachsenen

Durch B-Streptokokken verursachte Infektionen der Schleimh&ute verlaufen meist
asymptomatisch. Je nachdem, von welchem Bereich des Genitaltraktes ein
Abstrich zur Kultivierung genommen wird, variiert die Anzahl an Kolonien. Im
aul3eren Genitalbereich konnen etwa doppelt so viele Bakterien isoliert werden,
wie an der Cervix (Christensen et al. 1976). In der Schwangerschaft tritt h&ufig
eine Besiedlung des Harntraktes mit asymptomatischer Bakteriurie auf. Der untere

Gastrointestinaltrakt ist jedoch am haufigsten von B-Streptokokken besiedelt
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(Baker 1973). Symptomatische Infektionen betreffen die Haut, Weichteile und
Knochen. Ebenso treten Bakteriamie, Urosepsis, Pneumonie und Peritonitis auf.
Als Risikofaktoren gilt ein Alter von mehr als 60 Jahren, Diabetes mellitus, maligne
Neoplasien und HIV-Infektion (Farley et al. 1993). Bei Schwangeren kann eine
symptomatische B-Streptokokken Infektion als Harnwegsinfekt, Chorioamnionitis,
Endometritis, als Beckenvenen-Thrombophlebitis oder als Endokarditis auftreten
(CIDCFN 1992).

[.1.6. B-Streptokokken Kolonisation und Infektion bei FrOh- und

Neugeborenen

Die Kolonisierung des Genitaltraktes der Schwangeren unter der Geburt ist ein
wichtiger Faktor fiir Ubertragung, Kolonisation und Infektion des Neugeborenen
mit B-Streptokokken. Bei 15-40% der Schwangeren lassen sich B-Streptokokken
nachweisen. Eine vertikale Ubertragung auf das Neugeborene tritt dabei im
Durchschnitt zu 58% auf. Allerdings entwickelt nur 1-2% der Neugeborenen von
kolonisierten Muttern eine ernsthafte Infektion (Baker 2000). Die Symptome einer
B-Streptokokken Infektion kbnnen sich bei Neugeborenen als early-onset-Infektion
(EOD) und als late-onset-Infektion (LOD) &uf3ern. Sie unterscheiden sich

epidemiologisch und im Alter des Erkrankungsbeginns (Franciosi et al. 1973).

[.1.7. Early-onset B-Streptokokken-Infektion

Die EOD tritt in den ersten sechs Lebenstagen auf. Risikofaktoren fur das
Auftreten einer Infektion sind mitterliche Kolonisationsdichte zum Zeitpunkt der
Geburt, Temperatur unter der Geburt, intrautrines Monitoring, B-
Streptokokkenbakteriurie oder Harnwegsinfekt, niedrige Antikorpertiter fur den
entsprechenden Serotyp, Geburt vor der 37. Schwangerschaftswoche (15%)
(Pass et al. 1979), eine Chorioamnionitis oder vorzeitiger Blasensprung (mehr als
18 Stunden) (11%) (Eickhoff et al. 1964), Geminigraviditat (35%) (Edwards et al.
1981) oder postpartale Bakteriamie (10%) (Faro 1981). Das Risiko einer
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Infektionstbertragung korreliert direkt mit dem Ausmald der genitalen
Kolonisierung der Mutter (Pass et al. 1979). Je intensiver die Kolonisierung, desto
hoher ist das Risiko des Kindes an mehreren Koperstellen kolonisiert zu sein und
eine EOD zu entwickeln (Boyer et al. 1983). Meist ist das Neugeborene an den
Schleimhautoberflachen des Oropharynx und des Gastrointestinaltraktes
kolonisiert, indem es infiziertes Fruchtwasser oder Vaginalsekret schluckt. Haufig
sind die B-Streptokokken-lsolate des Neugeborenen identisch mit denen der
Mutter (Baker 2000). Fruchtwasser fordert das Wachstum von B-Streptokokken
(Hemming et al. 1985). Einige Stdmme replizieren sich darin besser als andere
(Abbasi et al. 1987). In Studien fand man heraus, dass stark B-Streptokokken
kolonisierte Schwangere im zweiten Trimester ein hdheres Risiko haben ein
Frihgeborenes mit niedrigem Geburtsgewicht zu entbinden (Regan et al. 1996).
Es besteht eine hohe Korrelation zwischen dem Auftreten einer B-
Streptokokkenbakteriurie und vorzeitigem Blasensprung. Vermutlich verursacht
eine aszendierende B-Streptokokkeninfektion einen Blasensprung und in der
Folge Friahgeburtlichkeit (Moller et al. 1984). Eine Infektion mit B-Streptokokken
kann haufig mit niedrigem Geburtsgewicht (<1500g) assoziiert sein (Stoll et al.
1996). Baker und Kasper beschrieben, dass Neugeborene besonders dann
gefahrdet sind eine early- bzw. late-onset Infektion zu entwickeln, wenn ein
niedriger Serumantikdrpertiter der Mutter gegen die Kapselpolysaccharide der Typ
[l B-Streptokokken vorliegt (Baker et al 1976). Diese Antikdrper gehéren meist zur
Klasse der plazentagangigen IgG. Sehr unreife Neugeborene haben besonders
niedrige Serum IgG-Titer, da erst in den letzten zehn Wochen der
Schwangerschaft 60% der miitterlichen IgG zum Fetus transportiert werden
(Hyvarinen et al. 1973).

Die drei haufigsten Diagnosen einer manifesten B-Streptokokken Infektion sind
Septikdmie, Pneumonie und Meningitis. Initial zeigen 80% der Neugeborenen
respiratorische Auffalligkeiten wie Apnoe, stdhnende Atmengerausche, Tachypnoe
oder Zyanose. Weitere Anzeichen sind Lethargie, Hypothermie oder Fieber,
abdominelle Einziehungen, Blasse, Tachykardie und lkterus (Baker CJ 2000).
Pathophysiologisch konnte gezeigt werden, dass B-Streptokokken in das Endothel
des Lungengewebes eindringen und dieses schadigen kdnnen. Dabei werden

vasoaktive Mediatoren ausgeschuttet (Gibson et al. 1995). Die hamodynamischen
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Folgen im Tierversuch waren pulmonale Hypertonie, reduzierte kardiale
Auswurfleistung und Hypoxamie.

Neugeborenen mit einer EOD hervorgerufen durch B-Streptokokken, zeigen in 40
— 50% eine Beteiligung der Lunge. Bei Frihgeborenen ist es kaum mdglich, eine
congenitale B-Streptokokken-Pneumonie radiologisch und klinisch vom RDS zu
unterscheiden. Auf eine B-Streptokokken Pneumonie hinweisend, aber nicht
spezifisch, sind miutterliche Risikofaktoren, Sepsis, Apnoe und Schock in den
ersten 24 Lebensstunden, ein Apgarscore von weniger als 5 nach einer Minute,
Neutropenie und Cardiomegalie oder Pleuraergisse radiologisch. Es kann
vorkommen, dass das Frihgeborene sowohl an einer B-Streptokokken-
Pneumonie als auch an einem RDS leidet (Gross 1994).

Neben der Pneumonie treten Septikamie und Meningitis ebenfalls haufig auf. 5 bis
10% der Neugeborenen mit EOD leiden unter einer Meningitis, die haufig durch
den Serotyp lll hervorgerufen wird (Baker 1977). Krampfe in den ersten 24
Stunden treten bei fast 50% der Neugeborenen mit Meningitis auf. Persistierende
Krampfe oder Koma sind mit einer schlechten Prognose assoziiert (Baker et al.
1973). Ein tddlicher Ausgang ist haufig bei niedrigem 5-Minuten Apgar Wert,
Schock, Neutropenie, Pleuraerguss, Apnoe und einem verspateten
Therapiebeginn nach Auftritt der Symptome gegeben (Schuchat et al. 1990).

Zudem treten todliche Infektionen haufiger bei Frih- als bei Termingeborenen auf.

[.1.8. Late-onset B-Streptokokken-Infektion

Eine LOD tritt zwischen dem 7. Lebenstag und der 12. Lebenswoche auf.
Spezifische Risikofaktoren konnten bisher noch nicht nachgewiesen werden.
Frahgeburtlichkeit wird bisher als Hauptrisikofaktor angenommen (Lin et al. 2003).
Vor Eintritt der Symptome sind die Neu- oder Frihgeborenen meist unaufféllig
(Baker 2000). Haufig au3ert sich die Erkrankung mit einer Meningitis, fur die in 75-
80% der Falle der Serotyp Il verantwortlich ist (Baker et al. 1973). Klinisch zeigt
eine Meningitis bei Neugeborenen haufig unspezifische Symptome, die schwer
von den Symptomen einer Septikédmie zu unterscheiden sind. Die Kardinalzeichen

der Meningitis bei é&lteren Kindern wie Nackensteife und das Kernig- und
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Brudzinskizeichen sind meistens nicht vorhanden. Initial liegen meist Fieber,
Tachypnoe, Trinkschwache, Erregbarkeit oder Lethargie vor. Im Gegensatz zur
EOD treten stbhnendes Atmen und Apnoe in geringerem Mal3e auf, weisen dann
aber auf eine progressive fulminante Infektion hin. In einer Untersuchung von 112
Uberlebenden, 2-8 Jahre nach der Diagnose, zeigten 21% der Kinder
neurologische Folgeerscheinungen, darunter geistige Retardierung, spastische
Quadriplegie, kortikale  Blindheit, Taubheit, Krampfe, Hydrocephalus,
hypothalamische Dysfunktion mit eingeschrankter Warmeregulation und zentraler
Diabetes Insipidus (Edwards et al.1985, McReynolds et al. 1974, Wald et al.
1986). Seltene Folgen einer B-Streptokokkeninfektion sind Osteomyelitis, Athritis,
Cellulitis und Adenitis. Kotiw et al. berichteten vom Auftreten einer late-onset
Infektionen bei gestillten Neugeborenen, deren Mitter an einer klinischen oder
subklinischen Mastitis litten. Hierbei konnten sowohl bei der Mutter als auch beim
Neugeborenen identische Streptokokkenstamme isoliert werden (Kotiw et al.
2003). Eine late-late-onset Infektion tritt mehr als drei Monaten nach Geburt ein.
Betroffen sind haufig Neugeborene mit einem Gestationsalter von weniger als 35

Wochen. Meist liegt eine Bakteridmie ohne Fokus vor.

1.2. Surfactant

Surfactant ist ein Kunstwort des englischen Begriffs surface active agent. 1929
beschrieb von Neegard erstmals, dass der Druck, der benétigt wird, um
Lungengewebe mit Luft zu fullen, erniedrigt ist, wenn die Lunge mit Flussigkeit
geflllt ist (von Neegard 1929). Es musste folglich in den Alveolen eine Substanz
enthalten sein, die die Oberflachenspannung zwischen Luft und Wasser
herabsetzt und damit verhindert, dass die Alveolen wahrend der Exspiration
kollabieren. 1946 berichtete Thannhauser, dass das Lungengewebe einen hohen

Gehalt des Lipids Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) enthalt (Thannhauser et
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al. 1946). Zu diesem Zeitpunkt wurde noch kein Zusammenhang zwischen dieser
Entdeckung und der Herabsetzung der Oberflachenspannung in den Alveolen
gesehen. 1955 vermutete Pattle, dass die Alveolen durch eine oberflachenaktive
Substanz stabilisiert werden (Pattle RE 1955). Klaus und Clements zeigten, dass
die Oberflachenspannung abfiel, wenn auf die extrahierte Oberflachensubstanz
der Alveolen Druck ausgelbt wurde. Ebenso fand diese Forschungsgruppe
heraus, dass die Substanzen, die die Oberflachenspannung herabsetzen kénnen,
vor allem Phospholipide sind. Die Phospholipide konnen allerdings in ihrer Aktivitat
durch andere Lipidfraktionen, wie Fettsduren, Cholesterol und Triacylglycerol,
gestort werden. Ebenso berichteten sie, dass synthetisch hergestelltes DPPC die
gleiche Aktivitat aufwies wie natirliches, aus Rinderlungen extrahiertes DPPC
(Klaus et al. 1961). Zur selben Zeit wurde von Avery und Mead beschrieben, dass
Lungen Frihgeborener eine hohere Oberflachenspannung aufwiesen als erwartet
(Avery et al.1959). Sie erklarten diese Beobachtung mit einer Insuffizienz
oberflachenaktiver Substanz. Robillard entwickelte daraufhin den Therapieansatz
der endotrachealen Substitution von synthetischen Phospholipiden. Diese
Therapie fuhrte allerdings nicht zum erhofften Erfolg (Robillard et al. 1964).
Hingegen konnte durch Einsatz von tierisch gewonnenem Surfactant ein positiver
Effekt in Tierversuchen erzielt werden (Rufer 1967, Enhérning et al. 1972). 1967
entdeckte Gluck, dass DPPC wahrend der embryonalen Entwicklung in der Lunge
produziert und in den intraalveolaren Raum sezerniert wird (Gluck et al. 1967).
1971 zeigten sie, dass durch den Gehalt an Lecithin/Sphingomyelin im
Fruchtwasser, gewonnen durch Amniozentese, die fetale Lungenreife bestimmt
werden kann (Gluck et al. 1971). 1975 entdeckten Hallman et al., dass
Phosphatidylglycerol (PG) eine wichtige, unterstiitzende Substanz zur Ausbreitung
von Surfactant auf Oberflachen ist. Ausserdem wiesen sie PG in hohen
Konzentrationen bei Kindern mit RDS nach (Hallman et al. 1975). 1980 wurde
erstmals von einer erfolgreichen Behandlung des RDS mit bovinem Surfactant
berichtet (Fujiwara et al. 1980). Seitdem ist die Therapie des RDS mit Surfactant
in der Klinik etabliert. Mittlerweile werden auch weitere pulmonale Erkrankungen in
der Neonatalperiode, wie das akute Atemnotsyndrom (kindliches ARDS) (Auten et
al. 1991, Khammash et al. 1993), kongenitale Pneumonie (Herting 1997; Herting
et al. 2001) und das Mekoniumaspirationssyndrom (Findlay et al. 1996) mit

Surfactantgabe therapiert.
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1.2.1.  Zusammensetzung von Surfactant

Surfactant besteht zu 90% aus Lipiden, in der Hauptsache Phospholipide. Den
Hauptanteil dieser Phospholipide bilden Dipalmitoyl-Phosphatidyl-Cholin (DPPC,
30-40%), andere Phosphatidylcholine (30-40%) und Phosphatidylglycerol
(Johansson et al. 1994). DPPC ist die oberflachenaktive Komponente (Stevens et
al. 1997). Weiterhin besteht Surfactant aus ca. 10% Proteinen, den Surfactant
Proteinen SP-A, SP-B, SP-C und SP-D. Diese Proteine kdnnen eingeteilt werden
in die hydrophilen Proteine SP-A und SP-D und die hydrophoben Proteine SP-B
und SP-C. SP-A stellt die Halfte aller Proteine (~ 5%), SP-B, SP-C und SP-D
liegen zu etwa 1-2% vor. SP-A und SP-D spielen eine Rolle in der Immunabwehr
von inhalierten Pathogenen, SP-A hat zudem eine regulierende Funktion auf die
Herabsetzung der Oberflachenspannung.

1.2.2.  Entwicklung des Surfactantsystems

Intrauterin ist die Lunge kaum entfaltet, nimmt nicht am Gasaustausch teil und ist
vermindert durchblutet. In den Luftwegen befindet sich von Pneumozyten
gebildetes Alveolarsekret, das in die Amnionhéhle gelangt. Die Zusammensetzung
des Lungensekrets verdndert sich mit der fetalen Reifung. Es werden funf
verschiedene  Stadien wé&hrend der Entwicklung durchlaufen. Die
Gasaustauschflache vergréBert sich im ersten embryonalen Stadium,
anschlieBend entstehen die Lungenstrukturen, die spater eine Blut-Luft-Schranke
sicherstellen. Im dritten Stadium differenziert sich das Alveolarepithel zu
Pneumozyten vom Typ | und Il (Wauer 1997). Das vierte Stadium, beginnend ab
der 22./23. Gestationswoche, wird auch sakkulares Stadium genannt. Ab diesem
Stadium ist extrauterines Leben moglich, da die Gasaustauschflache grof3 genug
ist. Die Alveolaroberflache reifer Neugeborener betragt 2,8m?, verteilt auf 20 bis 24
Millionen Alveolen, die der Erwachsenen 160m? verteilt auf ca. 300 Millionen
Alveolen (Walters 2002; Wauer 1997)
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Surfactant wird von Pneumozyten Typ Il der Lunge synthetisiert. Es befindet sich
intrazellular in den Lammellarkdrpern der Typ Il Pneumozyten, die Surfactant
speichern und durch merokrine Sekretion in den Alveolarraum abgeben. Ab der
12. Schwangerschaftswoche werden im endoplasmatischen Retikulum
Surfactantfaktoren gebildet, die ab der 20. Schwangerschaftswoche Uber den
Golgiapparat zu den so genannten Lamellarkérperchen gelangen. Die
Lamellarkdrperchen bilden die intrazellulare Speicherform von Surfactantlipiden,
SP-B, SP-C und geringen Teilen von SP-A und stellen gleichzeitig
Sekretionsvesikel dar. Die Sekretion erfolgt in drei Schritten. Durch Dehnung, z.B.
eines intrauterinen Atemzuges, verschmelzen die Lamellarkérper mit der
Zellmembran, so dass sich ein Porus bildet. In einem zweiten, noch nicht
geklartem Schritt, erfolgt die Abgabe von Surfactant an die Alveolaroberflache
(Dietl et al. 2001).

Wahrend des Geburtsvorganges wird die in der Lunge befindliche alveolare
Fllssigkeit resorbiert und mechanisch heraus gepresst. Mit dem ersten Atemzug
entfaltet sich die Lunge und wird mit Luft geflllt. In den ersten finf bis sechs
postpartalen Lebensstunden wird weiterhin die surfactantreiche alveolare
Flussigkeit resorbiert (Wauer 1997). Nach Sekretion wird Surfactant in tubulares
Myelin umgewandelt. Das tubuldre Myelin stellt die extrazellulare Speicherform
des Surfactant dar. Wahrend der Exspiration ist die Oberflachenspannung an der
Luft/FlGssigkeits-Grenze herabgesetzt. Um dieses zu erreichen wird der
Surfactantmonolayer mit DPPC angereichert. Wahrend der Inspiration vergrof3ert
sich die Oberflache der Alveolen, dabei gewahrleisten die Surfactantproteine eine
Ausdehnung der Lipide (Oosterlaken-Dijksterhuis et al. 1991). Wahrend dieses
Prozesses losen sich Surfactantbestandteile aus der Grenzschicht und werden
wahrscheinlich erneut von Pneumozyten Typ |l aufgenommen und

wiederverwertet.

1.2.3. Erkrankungen des Surfactantsystems

Surfactant hat eine komplexe Zusammensetzung. Einer Beeintrachtigung der

Zusammensetzung folgen unterschiedliche Erkrankungen. Dieses wurde zuerst
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von Avery und Mead erkannt. Sie beschrieben, dass es bei einem Mangel an
diesem oberflachenaktiven Material zu einer erhdhten Oberflachenspannung an
der Luft/Wasser Grenzschicht in der Lunge von Kindern mit RDS kommt (Avery et
al. 1959). Die Hauptursache fir das Auftreten eines RDS ist der Surfactantmangel.
Lungen von an RDS verstorbenen Kindern enthielten alle normale
Surfactantkomponenten, auf3er dem tubuldren Myelin (de Mello et al. 1993). Da
SP-A und SP-B essentiell zur Ausbildung des tubuldren Myelins sind, kann
angenommen werden, dass eines oder beide Proteine unvollstandig vorliegen
oder gar fehlen. Diese Annahme wurde durch eine Studie bestatigt. Kinder mit
RDS wiesen einen unreifen SP-A Metabolismus auf (Moya et al. 1994). 1993
beschrieb Nogee einen Defekt in der SP-B mRNA (Nogee et al. 1993). Es konnte
gezeigt werden, dass bei Vervollstandigung der Sequenz des SP-B Transkriptes
erkrankter Kindern eine frame-shift Mutation fur die Erkrankung verantwortlich ist
(de Mello et al. 1994, Nogee et al. 1994). SP-B Defekte sind assoziiert mit
Verdanderungen von SP-A und SP-C. Ultrastrukturelle Veranderungen, eine
reduzierte Anzahl an Lamellarkoérpern oder die Abwesenheit von tubuldarem Myelin
lasst eine Storung des Surfactantmetabolismus vermuten (de Mello et al. 1994).
Serumproteine sind hauptsachlich fur die Inaktivierung von Surfactant
verantwortlich (Seeger et al. 1992). Ebenso beeintrachtigt Fibrinogen die
Surfactantaktivitat (Seeger et al. 1993). Surfactant wird von polymerisiertem
Fibrinogen inkorporiert. Wird der Fibrinkoagel lysiert, ist die Surfactantaktivitat
wieder hergestellt (Gunther et al. 1994). Anasthetika wie Halothan (Molliex et al.
1994), Drogen (Haagsman HP 1992) oder toxische Agenzien wie
Polyurethanrauch (Oulton et al. 1994) beeinflussen in vivo und in vitro die
Biosynthese und Funktion des Surfactant.

Seit 1980 Fujiwara et al. den therapeutischen Effekt von Surfactant bewiesen, wird
Surfactant in Deutschland seit den 90er Jahren klinisch eingesetzt (Fujiwara et al.
1980). Heutzutage spielt die Surfactanttherapie eine grof3e Rolle in der Klinik.
Morbiditat und Mortalitdt von Frihgeborenen konnten signifikant gesenkt werden
(Mauskopf et al. 1995, Palta et al. 1994). Nicht nur beim RDS des Neugeborenen,
sondern auch bei neonataler Pneumonie und Mekoniumaspirationssyndrom wird
mit Surfactant behandelt (Findlay et al. 1996, Herting et al. 2001) Bisher wurden
keine spezifischen Immunreaktionen auf die Surfactantproteine beobachtet

(Bambang Oetomo et al. 1993, Strayer et al. 1991). Zur intratrachealen
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Surfactantgabe ist eine Intubation notwendig. Die Verabreichung erfolgt durch
Instillation oder Vernebelung tber den Tubus.

|.3. Antibakterielle Peptide

Wie alle hoéheren Organismen hat der menschliche Organismus Strategien
entwickelt sich gegen eindringende Mikroorganismen zu schitzen. Die meisten
Grenzflachen des Korpers zur Umwelt sind mit einer Dichten physiologischen
Mikroflora besiedelt, die aus einer hohen Anzahl an kommensalen Bakterien
besteht. Diese Flora ist harmlos und unter normalen Umstanden sogar nutzlich fur
den Koérper. Wird das Gleichgewicht dieser Mikroflora gestort, kann es zu lokalen
oder sytemischen Entziindungsreaktionen kommen und pathogene Keime kénnen
in den Koérper eindringen (Hornef et al.2002). Diese Grenzflachen des Korpers zur
Umwelt, wie der Gastrointestinaltrakt, der Urogenitaltrakt, der Respirationstrakt
und die Haut, mussen durch eine effektive Abwehr gegen pathogene
Mikroorganismen geschiitzt werden. Neben einer physikalischen Barriere durch
spezielle Epithelien spielt auch die chemische Barriere, bestehend aus
antibakteriellen Peptiden, eine grosse Rolle (Hornef et al. 2002).

Die angeborene und erworbene Immunabwehr bilden das komplexe Immunsystem
hoher entwickelter Organismen. Die erworbene Immunabwehr ist spezifisch und
durch ihre Fahigkeit zum Gedachtnis und zur Toleranz charakterisiert. Einige
Zellen erwerben nach dem ersten Antigenkontakt ein Gedachtnis, um bei
erneutem Antigenkontakt schneller und effektiver antworten zu kdnnen.
Gleichzeitig muss das Immunsystem tolerant gegeniber kérpereigenen Antigenen
sein, damit die Immunantwort sich nicht gegen den eigenen Organismus richtet
(Janeway et al. 1999). Die spezifische Immunabwehr wird durch die B- und T-
Lymphozyten (B- und T-Zellen) vermittelt. Die angeborene Immunabwehr besteht

aus einem Phagozytosesystem zu dem Granulozyten, Makrophagen, naturliche
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Killerzellen, Mastzellen und Epithel- und Endothelzellen gehéren und den
unspezifischen antiviralen und bakteriziden Strukturen, wie z.B. Lysozym, C-
reaktivem Protein und Interferonen beim Menschen. Defensine, Cathelecidine und
Prophenin sind endogen antimikrobiell wirksame Peptide die wu.a. von
Epithelzellen, Granulozyten und Makrophagen gebildet werden. Durch ihre
chemotaktischen Eigenschaften kdnnen sie modulierend auf die spezifische
Immunabwehr wirken. Defensine sind Peptide mit einem breiten antimikrobiellen
Spektrum (Meyerholz 2005). Cathelecidine sind eine Gruppe antibakterieller
Proteine, die eine N-terminale Region besitzen, gefolgt von einer variablen,
antibakteriellen Domane. Etwa 20 der charakterisierten Cathelecidine konnten in
Saugetieren nachgewiesen werden. LL-37 ist ein beim Menschen auftretendes
Cathelecidin. Es konnte im Knochenmark nachgewiesen und aus
degranulierenden Granulozyten isoliert werden. Eine starke Aktivitat gegen gram-
positive und gram-negative Bakterien wurde nachgewiesen (Agerberth et al 1995).
Prophenin ist ein Cathelecidin mit 42 Prolin-Resten und 15 Phenylalaninresten. Es
wurde als erstes aus Leukozyten vom Schwein isoliert (Harwig et al. 1995). Aus
dem Ruckenmark des Schweins konnte die cDNA repliziert werden (Pungercar et
al. 1993). Uber 500 weitere Peptide mit antimikrobiellem Potential wurden
inzwischen identifiziert. Diese antibiotischen Peptide wurden in Pflanzen, Insekten,
Wirbellosen und Wirbeltieren, sowie in Bakterien nachgewiesen (Boman 2000).
Haufig zeigen sie ahnliche Aktivitat, unterscheiden sich aber in ihren vielfaltigen
Strukturen. Man kann hierbei drei Untergruppen an Strukturen unterschieden:
lineare Peptide mit alpha-helikaler Struktur, lineare Peptide mit einer hohen Anzahl
an Aminosaureresten und Peptide mit einer oder mehreren Disulphidbriicken.

Obwohl Alexander Flemming bereits 1922 eine bakteriolytische Aktivitat in
Nasalsekreten beobachtete, wurde die chemische Barierre erst in jungster Zeit
genauer erforscht. 1997 untersuchten Harder et al. Patienten mit Psoriasis, bei
denen bekannt ist, dass sie seltener an Infektionen der Haut leiden. Aus
Schuppen der Psoriasisherde konnten sie hohe Konzentrationen an
antimikrobiellen Peptiden isolieren. Das isolierte humane R-Defensin-2 (hBD-2)
wirkte bakterizid auf Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa, das humane
3-Defensin-3 auf Staphylococcus aureus. Auf gesunder Haut liessen sich diese
Peptide hingegen kaum nachweisen. Die Defensinproduktion konnte aber durch

entzindliche Vorgange oder Kontakt der Haut mit bestimmten Bakterien induziert
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werden. Anstelle von Defensinen konnte aus dem stratum corneum gesunder
Haut andere antimikrobielle Peptide isoliert werden, die RNAse 7 und das
Psoriasin, die wirksam gegen Vancomycin-resistente Enterococcus faecium bzw.
E. coli sind (Harder et al. 2001).

Im gesamten Gastrointestinaltrakt konnten Defensine, hBD-1 das Cathelecidin
LL37 in den Epithelzellen nachgewiesen werden, in den Panethzellen hD-5 und
hD-6. Auch hier wurde durch eine Entzindung im Gastrointestinaltrakt eine
Defensinproduktion induziert (Wehkamp et al. 2005). Bei entzindlichen
Darmerkrankungen wie M. Crohn wurde eine deutlich verminderte Synthese von
hD-5 und hD-6 nachgewiesen (Wehkamp et al. 2005).

In der Henle’schen Schleife der Nieren wird vor allem das hBD-1 exprimiert. Bei
Infektionen der Nieren wurde ein Anstieg dieses Defensins auf das Dreifache
dokumentiert (Ganz 2001).

Im Respirationstrakt ist die angeborene Immunabwehr von grol3er Bedeutung.
Eine grol3e epitheliale Oberflache steht mit der Umwelt in Kontakt und ist einer
Vielzahl an Mikroorganismen und anderen aerogen ubertragbaren Partikeln
ausgesetzt (Zhang et al. 2000). In bronchoalveolaren Lavagen konnten
antibakterielle Peptide, u.a. Defensine und Cathelecidine gefunden werden.
Ebenfalls spielen diese antimikrobiellen Peptide bei entziindlichen und infektiésen
pulmonalen Erkrankungen, wie dem Asthma bronchiale und der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) eine Rolle. Den Surfactantproteinen A
und D konnte ebenfalls eine antibakterielle und immunmodulatorische Aktivitat
nachgewiesen werden (Meyerholz 2005). In einer weiteren Studie konnte gezeigt
werden, dass in Schweinelungengeweben neben SP-B und SP-C als
antibakterielle Substanzen, drei Peptide der Cathelecidin-Gruppe enthalten sind.
Hierzu gehdren das Polypeptid Prophenin-1 (PF-1), das Polypeptid Prophenin 2
(PF-2) und ein C-terminales Fragment des Prophenins, bestehend aus 18
Komponenten (PF-18) mit ebenfalls antibakterieller =~ Wirkung. Diese
Propheninpolypeptide konnten ebenso in Curosurf® nachgewiesen werden (Wang
et al. 1999).

Aus weiteren Untersuchungen kann geschlossen werden, dass die endogenen
antibakteriellen Peptide LL-37 und PF-18 zur Immunabwehr beitragen. Prophenin
konnte zusammen mit dem PF18 Fragement aus Surfactant vom Schwein

extrahiert werden. Bis dahin wurde angenommen, dass SP-B und SP-C die
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einzigen Polypeptide in Surfactant-Extraktionen waren. PF-18 ist ein
antibakterielles Fragment aus PF-1. PF-1 besteht aus 79 Resten, wobei PF-18 mit
den C-terminalen Resten 62-79 identisch ist. Harwig et. al. konnten zeigen, dass
das Fragment, bestehend aus den Resten 42-79, ebenfalls partiell antibakteriell
auf E. coli wirkt. Ein Fragment, bestehend aus den Resten 1-41 zeigte hingegen
keinerlei antibakterielle Wirkung (Harwig et al. 1995). Dieses Ergebnis lasst
vermuten, dass der C-terminale Rest fir eine antibakterielle Wirkung
verantwortlich ist. Curosurf®, ein aus Schweinelungen gewonnenes Praparat,
enthalt Prophenin und das C-terminale Fragment 62-79. Zudem konnte gezeigt
werden, dass Curosurf® mit einem Phospholipidgelhalt von 1 mg/ml und 10 mg/ml
bakteriostatisch  auf  B-Streptokokken  wirkt.  Curosurf® mit  einem
Phospholipidgehalt von 20 mg/ml wirkte bakterizid auf B-Streptokokken (Herting et
al. 1994). Es konnte sein, dass ein Teil dieser antibakteriellen Wirkung auf
Prophenin und deren Fragmente zuriick zu fihren ist (Wang et al. 1999).
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1.4. FRAGESTELLUNG

Heutzutage fiuhrt die Behandlung von Infektionserkrankungen mit Antibiotika
immer haufiger zu Resistenzen der Keime. Deshalb wird es wichtiger alternative
Methoden zur Infektionsbehandlung zu erforschen. Der menschliche Koérper
produziert selbst antibiotisch wirksame Peptide, um eine erste Invasion von
pathogenen Keimen abzuwehren. Prophenin ist eines dieser antibakteriellen
Peptide, welches naturlicherweise in Surfactant vom Schwein vorkommt und in-
vitro eine antibakterielle Wirkung auf B-Streptokokken zeigt. In friilheren Arbeiten
wurde beschrieben, dass das Surfactant Curosurf® einen bakteriostatischen
Einfluss auf die Proliferation von B-Streptokokken hat.

Diese Arbeit soll klaren, welche Wirkung Prophenin auf das Wachstum von GBS
unter Einfluss von Curosurf® hat. Hierfiir werden zwei Typen GBS, Serotyp Il und
Serotyp Ib, mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen von Prophenin allein und
mit Zugabe von Curosurf® inkubiert. Untersucht wird, ob durch Zugabe von
Curosurf® die antibakterielle Wirkung des Prophenins auf die B-Streptokokken
beeinflusst wird. Da Proteine die Aktivitat von Surfactant herabsetzen kdnnen, soll
weiterhin untersucht werden, ob das Peptid Prophenin einen Einfluss auf die
oberflachenaktive Wirkung von Curosurf® hat. Hieraus kénnte abgeleitet werden,
ob Prophenin zur antibakteriellen Therapie eingesetzt werden kénnte ohne die

Aktivitat von Curosurf® zu beeinflussen.
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Il. MATERIAL UND METHODEN

11.1. Material

[1.1.1. Bakterien

Fur die Durchfiihrung der folgenden Versuche wurden zwei Typen Streptococcus
agalactiae, Typ Ib und Typ Ill, ein Bakterienstamm der Lancefieldgruppe B
verwendet. Die Streptokokkenisolate wurden aus Haut- oder

Schleimhautabstrichen oder aus positiven Blutkulturen gewonnen.

l.1.2. Surfactantpréparat

Verwendet wurde das Préparat Curosurf®. Durch Einsatz  von
Chloroformmethanolextraktion und FlUssigkeitsgelchromatographie kann die
Suspension, die zu 99% aus polaren Lipiden und zu 1% aus hydrophilen
niedermolekularen Apoprotein besteht, aus Schweinelungen gewonnen werden. In
der Versuchsdurchfiihrung wurde das Praparat mit folgenden Chargennummern
eingesetzt: Ch-206/02 und Ch-148/01. Das Praparat wurde bei —70C gelagert
und zur Verwendung bei Zimmertemperatur aufgetaut (Serono Pharma GmbH,
Unterschlei3heim).
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11.1.3. Antibakterielles Peptid

Verwendet wurde das synthetisch hergestellte C-terminale Fragment von
Prophenin mit folgender Summenformel:
NH,-PheProProProProProPheArgProProProPheGlyProProArgPhePro-NH,.

1.1.4. Ger&te und Materialien

Standard-I-Nahrbouillon (MERCK, Darmstadt)

5% defibriniertes Schafsblut (OXOID GmbH, Wesel)

Gewindereagenzglaser mit luftdicht verschlieBbaren Kunststoffkappen (SCHUETT
Labortechnik GmbH, Gaottingen)

Spektralphotometer, Ultrospec Ill (PHARMACIA BIOSYSTEMS, Freiburg)
Zentrifuge, Rotixairp (HETTICH-Zentrifugen, Tuttlingen)

Thermoshaker: horizontal shaker, Thermoshake (GERHARDT, Bonn)

Vortex Genie (BENDER & HOHEIN AG, Zirich, Schweiz)

Pipetten (Eppendorf)

50 ml Réhrchen: Blue Max ™ 50 ml konische Rohrchen (Polypropylen, Becton
Dickinson Labware Europe, MEYLAN CEDEX, Frankreich)

einmal verwendbare Kunststoffpetrischalen

Eppendorf-cups

100ml Verschraubglaser (Biochrom KG, Berlin)

50 ml Perfusorspritzen (BRAUN, Melsungen)

Columbia base agar (OXOID LTD, Basingstoke, Hampshire, England)

Standard I-Nahrbouillon (MERCK, Darmstadt)

Pulsating-Bubble-Surfactometer (Electronics Corporation, Buffalo, New York,
USA)
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11.2. Methoden

Die Nahrbouillon wurde aus 25g Trockenextrakt der Standard I-N&hrbouillon unter
Zugabe von 1000 ml aqua dest. hergestellt. Die Losung wurde in einem 2 |
Rundkolben bei 121 20 min. autoklaviert.

Die Elektrolytldsung dieser Bouillon betragt:

Cl: 110mmol/l
K* 11,5 mmolll
Na™: 138 mmol/l

50 ml der Bouillon wurde auf Schraubverschlussglaser & 100 ml und 11,5 ml in
Reagenzglaser mit Schraubverschluss verteilt und nochmals bei 121C 20 min.
autoklaviert. Die Glaser wurden bei 4C gelagert.

Fur die Herstellung der Schafsblutagarplatten wurde 39 g Columbia Agar in 1000
ml aqua bidest. in einem Rundkolben gelost und bei 121T 20 min. autoklaviert.
Anschliel3end wurde der Agar im 60C warmen Wasserbad in flissigem Zustand
gehalten und wéhrend des Versuchsablaufs die bendtigten Mengen entnommen.
Nachdem die entnommene LOsung auf ca. 37C abgekuhlt war, wurden 5%
defibriniertes zimmertemperaturwarmes Schafsbluts hinzugefligt. Der
Schafsblutagar wurde in Kunststoffpetrischalen pipettiert, auf die zuvor 100pl
Bakteriensuspension aus den Versuchsansatzen pipettiert wurde. Die Petrischalen
wurden leicht geschwenkt, um die Suspension gleichmafldig mit dem Agar zu

vermengen. Die Petrischalen wurden bei 37<C 24 h in kubiert.
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11.2.1. Herstellung eingefrorener Aliquote

Um jeden Versuch mit anndhernd der gleichen Streptokokkenkonzentration
starten zu kdnnen, wurden Aliquote hergestellt, die bei -70C gelagert wurden.
Hierzu wurden zunéchst aus Blutkulturen Rasenausstriche angefertigt und bei
37C fur 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurde der
Bakterienrasen in 1ml-Eppendorfcups mit 1 ml steriler Standard-I-N&ahrbouillon
Uberfihrt und eingefroren. Aus diesen eingefrorenen Kulturen wurden mittels
eines Drei-Osenausstriches auf Blutagarplatten weitere Kulturen angelegt, die bei
37T fur 24 Stunden inkubiert wurden. Aus letzteren Kulturen wurde mittels steriler
Ose 10 Kolonien mit einem Durchmesser von ca. 2 mm in 1 ml steriler Standard-1-
N&hbouillon in ein 1 ml-Eppendorfcup tberfuhrt und bei -70C eingefroren und
gelagert. Mittels dieser Methode wurde gewdhrleistet, dass in jeder Startkultur

eine etwa ahnlich hohe Bakterienkonzentration nachzuweisen watr.

11.2.2. Herstellung eines Versuchsansatzes aus einer Startkultur

Ein Eppendorfcup mit 1ml-Startkultur wurde in ein Reagenzglas mit 11,5 ml
Bouillon Uberfuhrt und 16 h bei 37T inkubiert. Anschlieend wurden aus der
Bakteriensuspension 7,5 ml in 50 ml vorgewéarmte Bouillon gegeben und diese fur
weitere 2 h inkubiert, um die exponentielle Wachstumsphase der Keime zu
erreichen (Abbildung 2).
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Abbildung 2 : Schema des Probenansatzes. 1ml Streptokokkensuspension wird Uber 16 h in
11,5ml Standard-I-Nahrbouillon inkubiert. 7,5ml daraus werden vor Versuchsbeginn 2 h in 50 mi

Standard-I-Nahrbouillon inkubiert.

Zum Entfernen des Nahrmediums wurden je 25 ml auf zwei 50 ml-Falconréhrchen
verteilt und bei 2160 g zentrifugiert. Der Uberstand an Bouillon konnte verworfen
werden. Die Pellets wurden in wenig steriler 0,9% NaCl resuspendiert, in 25 ml
0,9% NaCl gepoolt und anschliessend nochmals bei gleicher g-Zahl und Zeit
zentrifugiert. Das Pellet wurde nun in ca. 5 ml 0,9% NaCl resuspendiert, um so
eine Suspension mit hoher optischer Dichte zu erhalten.

Die auf diese Weise von Nahrbouillon gereinigten Bakterien konnten mittels NaCl-
Verdinnung in eine Suspension mit gewinschter optischer Dichte gebracht
werden. Die optischen Dichten wurden im Spektrometer bei einer Wellenlange von
595 nm bestimmt. Als Leerwert wurde physiologische Kochsalzlésung verwendet.
Zunachst wurden die optischen Dichten durch 10- fache Verdinnungen aus einer
Bakteriensuspension mit einer optischen Dichte von ca. 1,9 bei E = 595nm
hergestellt. Es stellte sich jedoch spater heraus, dass diese Methode ungenauer
war als das jeweilige erneute Einstellen einer optischen Dichte in 10er Stufen. Die
optischen Dichten der vier Versuchsreihen in einem Versuch sollten bei 1,9; 1,0;
0,3 und 0,1 liegen, was je einer Bakterienkonzentration von 10%; 10”; 10° und 10°
CFU pro ml entsprach.
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11.2.3. Ermittlung von Wachstumskurven

Vor Beginn der Versuche mussten fir jeweils beide Bakterienstamme diejenigen
Inkubationszeiten ermittelt werden, die sie bendétigten, um die exponentielle
Wachstumsphase zu erreichen. Hierfur wurden aus den Suspensionen beider
Bakterienstdamme zum Zeitpunkt to und dann in 30 Minuten Abstanden uber 4
Stunden Proben entnommen und die CFU nach Wachstum auf
Schafsblutagarplatten ermittelt. Anhand der Auszéhlungen konnte man
annehmen, dass alle Bakterien nach zweistindiger Inkubationszeit die
exponentielle Wachstumsphase erreicht hatten. Diese Zeit wurde dann zur

Vorinkubation vor Versuchsbeginn gewahlt (Abb. 3).
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Abbildung 3: Anzahl der CFU in Abhangigkeit von der Zeit. Aus der Abbildung ist zu erkennen,
dass die eingesetzten Bakterienstimme ein Wachstumsverhalten entsprechend einer normalen
Wachstumskurve von Bakterienkulturen aufweisen.

Der Lagphase von 1 h folgt eine exponentielle Wachstumsphase von 3 h. Nach einer stationaren

Phase von 1 h geht das Bakterienwachstum in eine Absterbephase lber.
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11.2.4. Ermittlung von Bakterienkonzentrationen mittels optischer Dichten

Die Bakterienkonzentration in einer Suspension korreliert mit der photometrisch
gemessenen optischen Dichte. Die optische Dichte berechnet sich aus OD =
Konzentration - Streuquerschnitt - Kdivettenlange. Die Extinktion einer
Bakteriensuspension wurde im Photometer im Vergleich zu einem 0,9% NaCl-
Leerwert gemessen. Um fir jeden Versuchsansatz eine konstante Anzahl an
Bakterien einsetzen zu konnen, musste eine bestimmte
Streptokokkenkonzentration einer bestimmten optischen Dichte zugeordnet
werden. Hierfir wurden aus der Wachstumsphase in physiologischer
Kochsalzlésung zu jeder Stunde Uber vier Stunden Proben entnommen und die
optische Dichte ermittelt. Die entnommenen Proben wurden auf
Schafsblutagarplatten ausplattiert, 24 Stunden inkubiert und die Kolonien
ausgezahlt. Uber die Ermittlung der Extinktion nach einer bestimmten
Wachstumszeit und die entsprechende Anzahl an CFU in dieser Zeit, kann einer
bestimmten optischen Dichte eine definierte Anzahl an CFU zugeordnet werden.
Die Abbildungen 4 und 5 geben das Verhéltnis zwischen optischer Dichte und
CFU pro ml graphisch wieder. Diese Arbeitsweise wurde auch schon in
vorangegangenen Studien gewahlt (Méller 1998). Mit Hilfe der Regressionsgerade
in dieser Darstellungsweise kann eine mdglichst konstante Bakterienkonzentration

in den Bakteriensuspensionen fir die Versuchsansétze ermittelt werden.
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Abbildung 4: Darstellung der optischen Dichte (OD) bei 595 nm in Abhangigkeit von der
Kolonienzahl (CFU=colony forming unit) von GBS Typ Il in einer NaCl- Ldsung.

oD

04 r

04t

1.x107 51071 108 51081 108 5. %10%. » 1010
CFUjral™?

Abbildung 5: Darstellung der optischen Dichte (OD) bei 595nm in Abhangigkeit von der
Kolonienzahl (CFU=colony forming unit) von GBS Typ |b in einer NaCl- Ldsung.
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Fur die Herstellung einer Startkultur wurden die optischen Dichten so eingestellt,
dass die Konzentrationen jeweils 10° CFU/mI, 10’ CFU/ml, 10° CFU/ml bzw. 10°
CFU/ml betrugen. Im Schuttelinkubator wurden die Streptokokken vier Stunden in
0,9% NaCl inkubiert, zum Zeitpunkt t, und zu jeder weiteren Stunde 100 pl
Proben der Bakteriensuspensionen entnommen, 10 fach verdinnt und jeweils die
drei letzten Verdinnungsstufen auf Agarplatten ausplattiert (siehe Abb. 8).

Hierbei sollte kontrolliert werden, ob die ermittelten optischen Dichten mit den
entsprechenden Konzentrationen Ubereinstimmten und ob ein nahezu konstantes
Wachstum Uber vier Stunden zu erreichen war. Abb. 6 und 7 geben den

Wachstumsverlauf wieder.
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Abbildung 6: Wachstum fir den Serotypen Ib mit den Konzentrationen 10° CFU/ml, 10° CFU/mI,
10" CFU/ml und 10® CFU/mI (n=2).
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Abbildung 7: Wachstum fir den Serotypen Il mit den Konzentrationen 10° CFU/ml, 10° CFU/mI,
10" CFU/ml und 10° CFU/mI (n=2).
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11.2.5.

Wachstumsversuche mit Prophenin und Curosurf®

Fir jeden Versuchsansatz wurde folgendes Versuchschema viermal pipettiert:

Vi

Kontrollansatz

Ansatz+Curosurf®

Ansatz+PF 18 (90umol)

Ansatz+PF-18 (90pumol)+ Curosurf®

Ansatz+PF-18 (9umol):

Ansatz+PF-18 (9umol)+Curosurf

27

150ul Bakteriensuspension+600ul
NacCl 0,9%

150! Bakteriensuspension
+93,75ul Curosurf®+506,25pl
NaCl 0,9%

150ul Bakteriensuspension
+ 75ul PF-18(90umol)
+525ul NaCl 0,9%

150pul Bakteriensuspension
+75ul PF-18(90umol)+
93,75ul Curosurf®
+431,25ml NaCl 0,9%

150pul Bakteriensuspension
+75uIPF-18(9umol)+525ul
NaCl 0,9%

150pul Bakteriensuspension
+75uIPF-18(9umol)+

93,75l Curosurf®

+431,25ul NaCl 0,9%
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Die Bakteriensuspensionen aus einer Startkultur wurden wie oben beschrieben
hergestellt und entsprechend auf die vier optischen Dichten eingestellt. Zu jedem
der vier Versuchsschemata mit je 6 Ansatzen wurde je 150 ul einer
Bakteriensuspension mit spezifischer optischer Dichte hinzu pipettiert und im
Schittelinkubator bei 37 T inkubiert.

Zum Zeitpunkt to, to und t; wurden Proben entnommen, diese 10-fach nach dem
Schema in Abbildung 8 verdinnt und die jeweils drei letzten Verdinnungsstufen
auf jeweils zwei Blutagarplatten ausplattiert. Pro Probenentnahme wurden 36
Agarplatten angefertigt, d.h. pro Versuch wurden nach ca. 12 Stunden Wachstum

bei 37C 216 Agarplatten ausgewertet.

100 pl Bakterien-

suspension 0,5 ml = 1:10 Verdiinnung

900 pl Mal Je 100 pl

Abbildung 8: Pipettierschema
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11.2.6. Messmethoden zur Bestimmung der Oberfl&chenaktivit&t

Das Pulsating-Bubble-Surfactometer (PBS) kann die Oberflachenspannung (y)
einer Gasblase, die in einer Flussigkeit pulsiert, mit Hilfe der LaPlace-Formel
bestimmen (Enhdrning 1977) (Abb.9). Durch Messung von A p und des

Blasenradius kann die Oberflachenspannung (y) berechnet werden.

Ap= 2ylr 2> y=(Ap-1)/2

Prazisionskolbenpumpe

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Messvorgangs im PBS. Die pulsierende Gasblase ist
ein Modell fur den Vorgang in einer Alveole. Uber den Drucksensor wird der Druck in der Blase

gemessen. Uber die Prazisionskolbenpumpe wird die Blasengrésse verandert.
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Das PBS stellt ein Modell fiir den Vorgang in einer Alveole dar. In dem PBS wurde
mittels eines Mikroskops in einer Spezialkiivette, die mit Curosurf® bzw. Curosurf®
und Prophenin beflllt wurde, eine Blase auf eine definierte Grésse eingestellt. Mit
einer zuvor eingestellten Frequenz (bis 20 Pulsationen/min) lasst man mittels einer
Kolbenpumpe die Blase 5 Minuten pulsieren. Die Zunahme des Blasenvolumens
von minimalem zu maximalem Blasenradius betrug 50% (Radius min 0,40 bis max
0,55 mm). Wahrend dieses Pulsationsvorgangs wurde Uber einen Drucksensor
der Druck in der Kivette erfasst und aufgezeichnet (alle 0,06 sec.). Der Druck in
der Gasblase entsprach dem atmospharischen Druck. Durch einen Schlot der
Kivette stand diese mit der Atmosphare in Verbindung. Vor Versuchsbeginn
musste der Drucksensor auf den atmospharischen Druck kalibriert werden. Das
Gerat ermittelte die Differenz  zwischen dem Atmospharen- und dem
Kivettendruck (Ap). Mit Ap und dem Blasenradius r konnte mittels des
LaPlace’schen Gesetzes die Oberflachenspannung berechnet werden. Um die
Kivetten frei von oberflachenaktiven Substanzen zu halten, wurden sie nach
jedem Versuch mit deionisiertem Wasser gespilt und in eine spezielle
Reinigungslosung gelegt. Zur Uberprufung der Verlasslichkeit der Messdaten
wurden Kalibrierungen mit reinem Wasser oder 40%igem Ethanol durchgefiihrt
und mit Tabellen aus der Literatur verglichen (Hall et al. 1993).
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11.2.7. Statistische Auswertung

Es wurden ausschlie3lich Daten fur die Zeitpunkte to und t, in der statistischen
Auswertung bericksichtigt, da fur einige Versuchsansétze nach vierstindiger
Inkubation keine statistisch auswertbaren Daten mehr zu erheben waren.
Ausgewertet wurden Agarplatten mit héchstens 300 CFU/m.

Zur statistischen Auswertung der Daten konnte der MeanDifference Test (Welch's
approximate t-Test) angewandt werden. Dieser Test ist legitim, wenn die Daten
einer Normal- oder Lognormalverteilung folgen. An die logarithmierten Werte der
gemessenen Bakterienkonzentrationen zum Zeitpunkt to und t; (c2/c0) wurde eine
Normalverteilung angepasst. Dass die Werte nédherungsweise lognormal verteilt
sind, ist aus den Abbildungen zu entnehmen.

Als Nullhypothese wird definiert: Es besteht kein Wachstumsunterschied zwischen
einem Versuchsansatz und der zugehérigen Kontrollgruppe. Bei einem p-Wert p <
0,05 wird die Nullhypothese verworfen und die Alternativhypothese angenommen.
Bei einem p-Wert p > 0,05 kann die Nullhypothese nicht verworfen werden.
Abbildung 10 zeigt jeweils 5 LogNormal-Verteilungen mit der geometrischen
Standardabweichung o4y = 1.05 und den Logarithmen der geometrischen
Mittelwerte der Konzentrationen <c> = - 3,85 und <c> = - 2. Es wurden mit einem
Zufallszahlengenerator mit dieser Charakteristik jeweils 8 Pseudomesswerte
erzeugt, wie in der Realitdt auch. Die von den verschiedenen Datensatzen
Uberstrichenen Bereiche liegen in den meisten Fallen deutlich auseinander, d.h.
die Nullhypothese, dass zwischen den Verteilungen kein Unterschied besteht, ist
abzulehnen. In immerhin etwa 5 % der Falle Gberlappen sich die Werte aber so,
dass die Nullhypothese nicht zuriickgewiesen werden kann. Die gezeigte
Uberlappung kann also als Grenze zwischen den Bereichen der Signifikanz und
Nichtsignifikanz angesehen werden. Durch rein visuellen Vergleich der
experimentellen Resultate mit diesem Testbild ist also die Signifikanz mit guter

Zuverlassigkeit mit blossem Auge beurteilbar (Abb.10).

31



Material und Methoden
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Abbildung 10: 5 LogNormal-Verteilungen mit der geometrischen Standardabweichung o4 = 1.05
und den Logarithmen der geometrischen Mittelwerte der Konzentrationen <c>= - 3,85 und <c>= -2.

(CDF=Cumulative Distribution Funktion, kumulativer Verteilungsfunktion)
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I1l. ERGEBNISSE

I11.1. Versuche zum Proliferationsverhalten
von GBS

I.1.1. Wachstumsverhalten und statistische Auswertung von GBS Il mit

Curosurf® und Prophenin in unterschiedlichen Konzentrationen

Den Graphen fir den Serotypen Il ist zu entnehmen, dass die
Bakterienkonzentrationen in den Kontrollansdtzen und den Ansatzen mit
Curosurf® wahrend der vierstiindigen Inkubationszeit annahernd konstant blieben
bzw. bis zu einer Zehnerpotenz abfielen. Alle vier Konzentrationen zeigten bei den
Ansatzen Kontrolle und Curosurf® keinen signifikanten Wachstumsunterschied
(10° CFU/ml p=0,48, 10° CFU/ml p=0,39, 10’ CFU/ml p=0,24; 10® CFU/ml
p=0,13). Da Curosurf® mit einem Phospholipidgehalt von 10 mg/ml eingesetzt
wurde; konnte keine Verédnderung des Bakterienwachstums im Vergleich zur
Kontrolle erwartet werden (Herting et al. 1994) (Abbildung 11-18).

Die Versuchansatze mit PF 18 [9 umol] zeigten nach vierstindiger Inkubationszeit
bei einer Ausgangskonzentration von 10° 10° und 10’ CFU/mI eine Verringerung
um etwa  drei Zehnerpotenzen (Abbildung 11-16), bei einer
Ausgangskonzentration von 108 CFU/ml eine Verringerung um etwa eine
Zehnerpotenz (Abbildung 17 und 18).

Wurde dem Versuchsansatz zusatzlich Curosurf® zugegeben, zeigte sich bei einer
Ausgangskonzentration  von 10° CFU/ml eine  Verringerung  der
Bakterienkonzentration nach vierstiindiger Inkubationszeit von nur noch etwa einer
Zehnerpotenz (Abb. 11 und 12), bei 10° und 10’ CFU/ml um etwa zwei
Zehnerpotenzen (Abbildung 13-16) und bei 10° CFU/ml um etwa eine halbe
Zehnerpotenz (Abbildung 17 und 18). Die Konzentrationen 10°> CFU/mI (p=0,004),
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10° CFU/mI (p=0,0001) und 10" CFU/mI (p=0,001) zeigten mit den Ansatzen PF
18 [9 pmol] und PF 18 [9 upmol] + Curosurf® einen signifikanten
Wachstumsunterschied (Abb. 11-16). Die Konzentration 10 CFU/ml zeigte durch
zuséatzliche Zugabe von Curosurf® keine signifikante Wachstumsveranderung
(p=0,069) (Abb.17 und 18).

Bei den Ausgangskonzentrationen 10°> und 10° CFU/ml waren in den
Versuchsansatzen mit PF 18 [90umol] nach zweistindiger Inkubationszeit keine
Bakterien mehr nachweisbar. Wurde Curosurf® hinzugefiigt, konnten bei einer
Ausgangskonzentration von 10° CFU/ml nach zwei Stunden Inkubation nur noch
eine geringe Anzahl Bakterien nachgewiesen werden. Wird fir den 2-Stunden-
Wert fur den Versuchsansatz PF 18 [90umol] anstatt einem Nullwert 0,1
eingesetzt, kann kein signifikanter Wachstumsunterschied berechnet werden
(p=0,32) (Abb. 11 und 12). Bei der Ausgangskonzentration 10° CFU/ml und dem
Versuchsansatz PF 18 [90pmol] + Curosurf® konnten noch wenige CFU
nachgewiesen werden. Wird der Nullwert fir den Ansatz PF 18 [90umol] wieder
durch 0,1 ersetzt, lasst sich ein signifikanter Wachstumsunterschied berechnen
(p=0,008) (Abb. 13 wund 14). Im selben Versuchsansatz mit einer
Ausgangskonzentration von 10’ CFU/ml waren nach vier Stunden Inkubationszeit
keine Bakterien mehr nachweisbar. Fir den 2-Stunden-Wert lasst sich ein
signifikanter Wachstumsunterschied berechnen (p=0,001) (Abb. 15 und 16)

Bei einer Ausgangskonzentration von 10° CFU/ml im Versuchsansatz PF 18
[90pmol], konnten nach vierstiindiger Inkubationszeit noch etwa 10°> CFU/m
nachgewiesen werden. Nach zweistindiger Inkubationszeit fir die
Versuchsansatze PF 18 [90umol] und PF 18 [90pumol] + Curosurf® zeigte sich kein
signifikanter Wachstumsunterschied (p=0,087) (Abb. 17 und 18).
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Abbildung 11: Wachstumsverhalten des Serotyp Ill mit einer Konzentration von 10° CFU/ml in den

entsprechenden Versuchsansatzen (n=8).
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Abbildung 12: Verteilungsfunktion und Lognormalfit der transformierten Ergebnisse der
Versuchsreihen fiir den Serotypen Ill und der Konzentration 10° CFU/m.

Die Anséatze Kontrolle und Curosurf zeigen keinen signifikanten Wachstumunterschied (p=0,48).
Die Ansatze PF 18 [9 umol] und PF 18 [9 upmol] + Curosurf zeigen einen signifikanten
Wachstumsunterschied (p=0,004). Die Ansatze PF 18 [90umol] und PF 18 [90umol] + Curosurf

zeigen keinen signifikanten Wachstumsunterschied (p=0,32).
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Abbildung 13: Wachstumsverhalten des Serotyp Ill mit einer Konzentration von 10° CFU/ml in den

entsprechenden Versuchsansatzen (n=8).
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Abbildung 14: Verteilungsfunktion und Lognormalfit der transformierten Ergebnisse der
Versuchsreihen fir den Serotypen 11l und der Konzentration 10° CFU/m.

Die Anséatze Kontrolle und Curosurf zeigen keinen signifikanten Wachstumunterschied (p=0,39).
Die Ansatze PF 18 [9 umol] und PF 18 [9 upmol] + Curosurf zeigen einen signifikanten
Wachstumsunterschied (p=0,00004). Die Ansatze PF 18 [90umol] und PF 18 [90umol] + Curosurf

zeigen ebenfalls einen signifikanten Wachstumsunterschied (p=0,008).
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Abbildung 15 : Wachstumsverhalten des Serotyp Ill mit einer Konzentration von 10" CFU/ml in den

entsprechenden Versuchsansatzen (n=8).
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Abbildung 16: Verteilungsfunktion und Lognormalfit der transformierten Ergebnisse der
Versuchsreihen fiir den Serotypen IIl und der Konzentration 10” CFU/m.

Die Anséatze Kontrolle und Curosurf zeigen keinen signifikanten Wachstumunterschied (p=0,24).
Die Anséatze PF 18 [9 umol] und PF 18 [9 upmol] + Curosurf zeigen einen signifikanten
Wachstumsunterschied (p=0,001). Die Ansatze PF 18 [90umol] und PF 18 [90umol] + Curosurf

zeigen ebenfalls einen signifikanten Wachstumsunterschied (p=0,001).
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Abbildung 17: Wachstumsverhalten des Serotyp Il mit einer Konzentration von 10° CFU/ml in den

entsprechenden Versuchsansatzen (n=8).
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Abbildung 18: Verteilungsfunktion und Lognormalfit der transformierten Ergebnisse der
Versuchsreihen fur den Serotypen Il und der Konzentration 10° CFU/m.

Die Ansatze Kontrolle und Curosurf zeigen keinen signifikanten Wachstumunterschied (p=0,13).
Die Ansatze PF 18 [9 umol] und PF 18 [9 umol] + Curosurf (p=0,069), sowie die Ansatze PF 18
[90umol] und PF 18 [90umol] + Curosurf (p=0,087) zeigen ebenfalls keinen signifikanten
Wachstumsunterschied (p=0,087).
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lI.1.2. Wachstumsverhalten und statistische Auswertung von GBS b mit

Curosurf® und Prophenin in unterschiedlichen Konzentrationen

Die Durchfuihrung der Versuche mit Serotyp Ib entsprach denen des Serotyp Il
Die Bakterienkonzentrationen in den Kontrollanséatzen des Serotypen Ib blieben
wahrend der vierstiindigen Inkubationszeit nahezu konstant. Die Konzentrationen
10° CFU/mI (p=0,06) und 10" CFU/mI (p=0,106) mit dem Ansatz Curosurf® zeigten
im Vergleich zur Kontrolle keinen signifikanten Wachstumsunterschied (Abb.21-
24). Im Gegensatz hierzu zeigten die Konzentrationen 10> CFU/ml (p=0,035) und
10® CFU/ml (p=0,017) mit den gleichen Versuchsansatzen einen signifikanten
Wachstumsunterschied (Abb. 19, 20, 25 und 26).

Der Versuchsansatz mit PF 18 [9umol] zeigte bei den Konzentrationen 10° und
10° CFU/ml einen Abfall der Bakterienkonzentrationen um etwa zwei
Zehnerpotenzen, bei der 10’ CFU/ml um etwa eine Zehnerpotenz und bei 10°
CFU/ml keine Abnahme. Wurde dem Versuchsansatz PF 18 [9umol] Curosurf®
hinzugeflgt, zeigten nach vierstiindiger Inkubationszeit alle vier Konzentrationen
einen Konzentrationsabfall um etwa eine Zehnerpotenz. Nach zweistindiger
Inkubationszeit konnte fiir diese Versuchsansatze mit den Konzentrationen 10°
CFU/ml  (p=0,0061) wund 10° CFU/ml (p=0,0071) ein signifikanter
Wachstumsunterschied berechnet werden (Abb. 19-22). Die Konzentrationen 10’
CFU/ml (p=0,11) und 10°® CFU/ml (p=0,24) zeigten keinen signifikanten
Wachstumsunterschied (Abb. 23-26).

Fur den Versuchsansatz PF 18 [90umol] konnte bei einer Ausgangskonzentration
von 10° CFU/ml nach zweistiindiger Inkubationszeit, bei 10° CFU/ml nach
vierstiindiger Inkubation kein Bakterienwachstum mehr nachgewiesen werden. Die
Ausgangskonzentration 10° CFU/ml zeigte eine Abnahme an CFU/ml nach
vierstindiger  Inkubationszeit von etwa sechs Zehnerpotenzen, die
Ausgangskonzentration 102 CFU/ml um etwa zwei Zehnerpotenzen. Wurde zu
diesem Versuchsansatz Curosurf® hinzugefiigt, fielen die Endkonzentrationen an
CFU/ml nach vierstindiger Inkubation héher aus. Das Bakterienwachstum konnte
fur die Ausgangskonzentrationen 10° CFU/ml und 10° CFU/ml nicht mehr
vollstandig gehemmt werden. Die Konzentration 10° CFU/ml zeigte nur noch eine

Abnahme an CFU/ml um etwa drei Zehnerpotenzen, die Ausgangskonzentration
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108 CFU/ml nur noch um etwa eine Zehnerpotenz. Wird wieder fir die
Konzentration 10° CFU/ml und den Versuchansatz PF 18 [90pmol] nach
zweistindiger Inkubationszeit der Nullwert durch 0,1 ersetzt, lasst sich ein
signifikanter Wachstumsunterschied berechnen (p=0.00000013) (Abb. 19 und 20).
Die Konzentrationen 10° CFU/ml (p=0,0000038) (Abb. 21 und 22), 10’ CFU/mlI
(p=0,0038) (Abb. 23 und 24) und 10® CFU/mI (p=0,017) (Abb. 25 und 26) zeigten
in diesen Versuchsansatzen ebenfalls einen signifikanten Wachstumsunterschied.
Die beiden Serotypen zeigten unter Einfluss von Prophenin und Curosurf® einen
Proliferationsunterschied wahrend der Inkubation tber zwei bzw. vier Stunden.
Prophenin in hoher Konzentration zeigte einen starkeren Einfluss auf das
Proliferationsverhalten des Serotyp Il als auf den Serotyp Ib. Dieser Einfluss war
abhangig von der Ausgangskonzentration der in den Versuchen eingesetzten

Bakterien.
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Abbildung 19: Wachstumsverhalten des Serotyp Ib in einer Konzentration von 10°/ml mit den

entsprechenden Versuchsansatzen (n=8).
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transformierten Ergebnisse der

Versuchsreihen fur den Serotypen Ib und der Konzentration 10° CFU/m.

Die Ansatze Kontrolle und Curosurf zeigen einen signifikanten Wachstumunterschied (p= 0,035).
Die Anséatze PF 18 [9 umol] und PF 18 [9 umol] + Curosurf (p=0,0061) und die Anséatze PF 18
[90umol] und PF 18 [90umol] + Curosurf (p=0,00000013) zeigen ebenfalls einen signifikanten

Wachstumsunterschied.
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Abbildung 21: Wachstumsverhalten des Serotyp Ib in einer Konzentration von 10° CFU/mI mit den

entsprechenden Versuchsansatzen (n=8).
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Abbildung 22: Verteilungsfunktion und Lognormalfit der

transformierten Ergebnisse der

Versuchsreihen fur den Serotypen Ib und der Konzentration 10° CFU/m.

Die Anséatze Kontrolle und Curosurf zeigen keinen signifikanten Wachstumunterschied (p=0,06).

Die Ansatze PF 18 [9 umol] und PF 18 [9 upmol] + Curosurf zeigen einen signifikanten
Wachstumsunterschied (p=0,0071). Die Anséatze PF 18 [90umol] und PF 18 [90umol] + Curosurf

zeigen ebenfalls einen signifikanten Wachstumsunterschied (p=0,0000038).
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Abbildung 23: Wachstumsverhalten des Serotyp Ib in einer Konzentration von 10’ CFU/mI mit den

entsprechenden Versuchsansatzen (n=8).
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Abbildung 24: Verteilungsfunktion und Lognormalfit der transformierten Ergebnisse der
Versuchsreihen fur den Serotypen Ib und der Konzentration 10" CFU/m.

Die Ansatze Kontrolle und Curosurf zeigen keinen signifikanten Wachstumunterschied (p=0,106).
Die Anséatze PF 18 [9 umol] und PF 18 [9 umol] + Curosurf zeigen ebenso keinen signifikanten
Wachstumsunterschied (p=0,11). Die Ansétze PF 18 [90umol] und PF 18 [90umol] + Curosurf

zeigen einen signifikanten Wachstumsunterschied (p=0,0038).
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Abbildung 25: Wachstumsverhalten des Serotyp Ib in einer Konzentration von 10° CFU/mI mit den

entsprechenden Versuchsansatzen (n=8).
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Abbildung 26: Verteilungsfunktion und Lognormalfit der transformierten Ergebnisse der
Versuchsreihen fir den Serotypen Ib und der Konzentration 10° CFU/m.

Die Ansatze Kontrolle und Curosurf zeigen einen signifikanten Wachstumunterschied (p=0,017).
Die Ansatze PF 18 [9 umol] und PF 18 [9 umol] + Curosurf zeigen keinen signifikanten
Wachstumsunterschied (p=0,24). Die Ansatze PF 18 [90umol] und PF 18 [90umol] + Curosurf

zeigen einen signifikanten Wachstumsunterschied (p=0,017).
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lI1.1.3. Einfluss von Prophenin auf die Oberfldchenspannung von Curosurf®

Curosurf® 2,5 mg/ml wurde mit drei verschiedenen Konzentrationen Prophenin in
1,5 mmolarer Kalziumchloridlésung (1,5 mmol CaCl; in 0,9% NacCl) vermischt und
die Oberflachenspannungen im PBS gemessen. Eingesetzt wurden
Konzentrationen von 9 pumol, 90 pmol und 900 umol. Die Oberflachenspannung ist
graphisch im Verhaltnis zur Zeit dargestellt.

Erkennbar ist, dass sowohl im Versuch mit Curosurf® allein, als auch mit
Prophenin in den drei Konzentrationen, mit zunehmender Zeit die
Oberflachenspannung abnimmt (Abb. 27 und 28). Bei einer Oberflachenspannung

unter ~ 12 mN/m spricht man von aktiven Surfactant.

30

—— Curo 2,5 mg/ml
—— Proph 9um
—— Proph 90um
—— Proph 900um

ymin [mN/m]

time [sec]
(n=6)

Abbildung 27: Graphische Darstellung der Oberflachenspannungen von Curosurf® und Prophenin

in den Konzentrationen 900 pmol, 90umol und 9 pmol verdinnt in 2,5 mmol CacCl,.
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Abbildung 28: Oberflachenspannung der letzten 30 asymptotischen Werte. Die geometrischen
Mittelwerte werden durch die roten Punkte graphisch wiedergegeben, die schwarzen Balken stellen
die geometrischen Standardabweichungen dar. Da sich alle Balken Uberlappen, besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den Werten.

C = Curosurf, P9 = Prophenin [9umol], P90 = Prophenin [90umol], P900 = Prophenin [900umol]
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IV. DISKUSSION

Der primare und sekundare Surfactantmangel wird durch Substitution von
tierischem oder synthetisch hergestelltem Surfactant therapiert. Der primére
Surfactantmangel tritt bei Lungenunreife Frihgeborener auf und &ussert sich als
Atemnotsyndrom (RDS, respiratory distress syndrom). Dem sekundaren
Surfactantmangel liegt meist eine Infektionserkrankung zu Grunde und zeigt sich
als akutes Atemnotsyndrom (ARDS, acute respiratory distress syndrom). Zu den
haufigsten Erregern einer neonatalen Infektion und damit auch als Ursache fir das
ARDS gehoren R-hamolysierende B-Streptokokken. Die Ubertragung der Keime
auf das Neugeborene erfolgt fast ausschliesslich Gber den Geburtskanal.

Seit einiger Zeit gibt es Richtlinien zur Pravention vor Infektion und Erkrankung
durch B-Streptokokken. Die bislang einzige empfohlene Therapie ist eine Therapie
mit Penicillin oder alternativen Antibiotika bei Unvertraglichkeit. Penicillin ist das
Antibiotikum der Wahl, da es ein geringes Wirkspektrum besitzt und das Risiko
einer Resistenzentwicklung vermindert ist. Das ,Center for Disease Control and
Prevention” brachte im August 2002 die Uberarbeiteten Richtlinien fur die
Pravention von perinatalen Erkrankungen durch Gruppe B-Streptokokken heraus
(CDC 1996, CDC 2002). Hierin wird empfohlen, bei allen Schwangeren zwischen
der 35.-37. Schwangerschaftswoche ein vaginales und rectales Screening auf B-
Streptokokken durchzufihren. Weiterhin werden detaillierte Anweisungen fur die
Probenentnahme pranatal, die Art der Kultivierung der B-Streptokokken und der
Empfindlichkeitstestung gegentber Antibiotika gegeben. Schwangere, deren
Testergebnisse auf B-Streptokokken unbekannt sind, sollten nach der
Risikofaktoren basierenden Strategie behandelt werden. Die Risikofaktoren sind
hierbei eine Geburt vor der 37. Schwangerschaftswoche, Blasensprung vor mehr
als 18 Stunden und eine Temperatur von mehr als 38°C. Frauen mit negativen
vaginalen und rektalen Testergebnissen innerhalb der letzten finf Wochen vor der
Geburt, bendtigen keine antibiotische Prophylaxe unter der Geburt, auch wenn
genannte Risikofaktoren im Verlauf der Entbindung auftreten sollten. Offen ist
weiterhin, ob eine Pravention von B-Streptokokkenerkrankungen auf der Basis
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eines Screenings oder auf der Risikofaktoren basierenden Strategie erfolgen
sollte. Bisher werden beide Praventionsverfahren als gleichwertig angesehen
(ACOG 1996, CDC 1996, AAP 1997). Eine vom CDC durchgefuhrte Studie deutet
allerdings daraufhin, dass das Screening eine 50% hdhere Effektivitat aufweist, als
die auf Risikofaktoren basierende Strategie. Eine weitere Moglichkeit zur
Pravention einer Infektion durch B- Streptokokken ware mittels einer aktiven oder
passiven Immunisierung zu erreichen. Ein zufrieden stellender Impfstoff ist bisher
noch nicht auf dem Markt. Baker und Kasper (Baker et al. 1985) fanden heraus,
dass Neugeborene besonders dann gefahrdet sind eine early- bzw. late-onset
Infektion zu entwickeln, wenn im Serum der Mutter niedrige Antikorpertiter gegen
die Kapselpolysaccharide der Typ Il B-Streptokokken nachweisbar sind.
(Hyvarinen et al. 1973). Durch eine aktive Immunisierung der Schwangeren kann
der Antikorpertiter im Serum erhdht werden. Fir das Neugeborene wirde eine
passive Immunisierung durch Immun- bzw. Hyperimmunglobuline gegen
Kapselpolysaccharide der B-Streptokokken eine Mdglichkeit der Pravention
darstellen. Die Anwendung von Hyperimmunglobulinen zeigte in Tierversuchen
zufrieden stellende Ergebnisse (Schuchat et al. 1994). Fur den Serotyp la, Ib, Il
und Il existieren bereits Impfstoffe, die an Menschen getestet wurden. Die
Impfstoffe wurden gut vertragen, allerdings war die Immunitat nach Impfung noch
nicht ausreichend (Kotloff et al 1996). Erfolgreicher in der Immunogenitét scheint
ein Impfstoff zu sein, bei dem die Kapselpolysaccharide an Tetanustoxoid
gekoppelt sind (Schuchat, Wenger 1994). Als ein weiterer Weg zur Pravention
wurden in einer schwedischen Studie vaginale Spllungen mit einer
Chlorhexidinlosung durchgefiuihrt. Es konnte eine Reduktion von B-Streptokokken
im Geburtskanal erzielt werden. Allerdings konnte anhand dieser Studie nicht
gezeigt werden, ob eine B-Streptokokkeninfektion verhindert werden kann
(Burman et al. 1992).

Unsere In-vitro-Versuche sollten Mdglichkeiten einer weiteren Therapie
untersuchen. Der Hintergrund dieser Arbeit ist, das Proliferationsverhalten von B-
Streptokokken unter Prophenin und Curosurf® zu untersuchen, sowie die
Wechselwirkungen von Prophenin und Curosurf®. In den durchgefiihrten
Versuchen kamen zwei Streptokokkenserotypen zum Einsatz. Es wurde der
Serotyp Ib und Il untersucht, da in Studien aus der Universitatsklinik Goéttingen

der Serotyp Ib (44%) und der Serotyp Il (25%) am haufigsten isoliert werden
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konnte (Weihofen 2004). Serotyp Il spielt eine Rolle in der late-onset Infektion und
ist dabei in 93% der Falle nachweisbar (Baker und Edwards 2000, Ferrieri 1985).
Serotyp Ib ist vermehrt bei early-onset Infektionen zu beobachten. In einer Arbeit
von Wang et. al., wurde die antibakterielle Wirkung von Prophenin und LL-37 auf
bekapselte und unbekapselte B-Steptokokken des Stammes 090 la Colonidale
untersucht. Es wurde ein ahnlicher Versuchsaufbau mit Surfactant 10 mg/ml
gewahlt und die Konzentrationen PF 18 [9umol] und [90umol] eingesetzt (Wang et
al. 2004). Diese Arbeit sollte weiterfiihrende Ergebnisse in einem umfangreicheren
Versuchsaufbau zu diesem Thema zeigen. Es wurden bekapselte und
unbekapselte B-Streptokokken als Mischkultur in den Versuchsanséatzen
eingesetzt.

Fur die statistische Auswertung wurden nur Versuche verwendet, die weniger als
300 CFU/ Agarplatte aufwiesen. Diese Einschrankung wurde gewahlt, um die
Statistik nicht durch Artefakte zu verzerren. B-Streptokokken bilden auf
Blutagarplatten eine Hamolysezone um die einzelnen Kolonien aus (Abbildung
1).Dadurch ist eine Abgrenzung einer Kolonie zur ndchsten sehr gut mdglich, und
die Auszahlung der einzelnen Kolonien sehr genau. Ab 300 CFU/ Agarplatte war
eine genaue Abgrenzung zur nachsten Kolonie nicht mehr sichtbar.

In Mollers Arbeit wurde der Einfluss einzelner Arbeitschritte auf B-Streptokokken
untersucht. So zeigt das Zentrifugieren der Bakterien keinen Einfluss auf deren
Proliferationsverhalten (Moller 1998).

Jeder Versuch wurde achtmal durchgefuhrt, um geniigend Datenmaterial fur eine
statistische Auswertung zu erhalten. Unter Berilicksichtigung von physiologischen
Schwankungen des bakteriellen Wachstums, zeigen die Versuche annahernd
gleich bleibende Ergebnisse. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte
mittels des Mean Difference Tests. Zunachst wurden die Daten logarithmiert, um
fur die Berechnung eine Lognormalverteilung zu erhalten. Mit den Daten der
Lognormalverteilung konnte ein parametrischer Test durchgefuhrt werden, der

aussagekréaftiger als ein verteilungsfreier Test ist.
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Im Jahre 1984 beschrieben Coonrod et al. eine bakterizide Wirkung eines
Rattensurfactant auf Pneumokokken. Sie fuhrten die Wirkung auf freie Fettsduren
zurtick und spekulierten, dass Fettsduren in Bakterienmembranen eingebaut und
damit Membranfunktionen verandert werden (Coonrod et al. 1984). In einer Studie
von Sherman et al. wird eine proliferationsférdernde Wirkung von Surfactant auf
Bakterien beschrieben (Sherman 1994). Im Gegensatz hierzu beschrieben Herting
et al. eine Abnahme der Anzahl an teilungsfahigen Bakterien nach vierstindiger
Inkubationszeit mit Curosurf®, bei einem Phospholipidgehalt von 20 mg/ml. Bei
einem Phospholipidgehalt von 1 mg/ml und 10 mg/ml war eine signifikante
Abnahme der Bakterien nicht feststellbar. Die Anzahl an teilungsfahigen Bakterien
blieb in physiologischer Kochsalzldsung nahezu konstant (Herting et al. 1994). In
den Versuchen dieser Arbeit wurde Curosurf® mit einem Phospholipidgehalt von
10 mg/ml eingesetzt. Eine Proliferationshemmung durch Curosurf® sollte
ausgeschlossen werden. Beide Serotypen zeigten nach zwei Stunden
Inkubationszeit mit Curosurf® keine Abnahme an teilungsfahigen Bakterien im
Vergleich zur Kontrolle. Die Konzentrationen 10° und 10 CFU/ml des Serotypen Ib
zeigten einen signifikanten Proliferationsunterschied, der auf mdgliche
physiologische Schwankungen zurickzufuhren ist. Nach zweistiindiger
Inkubationszeit mit Curosurf® wiesen diese Konzentrationen eine hohere
Endkonzentration an Bakterien auf als die Kontrolle.

Antibakterielle Peptide sind immer haufiger Gegenstand wissenschaftlichen
Interesses. Durch zunehmend auftretende Resistenzen der Keime gegen
Antibiotika wird es wichtiger auch alternative, antibiotisch wirksame Substanzen
einsetzen zu konnen. Ultrastukturelle Analysen von Staphylokokkus aureus nach
Behandlung mit einem Defensin, zeigten Zeichen von Zellwandperforationen, wie
sie auch nach Behandlung von Penicillin auftreten. Vermutet wird als
Wirkmechanismus eine Interaktion mit dem Autolyse-System (Wehkamp et al.
2007).

Nicht nur die Haut, sondern auch der Gastrointestinal- und der Respirationstrakt
bilden eine zu schitzende Grenzflache zur Umwelt. Von diesen Grenzflachen
konnten antibakterielle Peptide isoliert werden, die wirksam gegen einige
grampositive und gramnegative Keime waren. Diese Peptide wirken nicht nur
antibakteriell. Durch ihre chemotaktischen Eigenschaften haben sie einen

regulierenden Einfluss auf das Immunsystem. Uber Rezeptoren, an denen
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bakterielle Komponenten binden, wird die Expression von antimikrobiellen
Peptiden induziert und reguliert. So waren auf gesunder Haut kaum Defensine
nachweisbar. Bei entzundlichen Prozessen der Haut, hervorgerufen durch
bestimmte Bakterien, konnte die Defensinproduktion induziert werden (Harder et
al 2001).

Um die antibakterielle Wirkung von Prophenin und Prophenin mit Curosurf®
beurteilen zu kénnen, wurde in dieser Arbeit Prophenin in den Konzentrationen 9
pmol  und 90 pmol eingesetzt. Prophenin  wurde urspringlich in
Schweineleukozyten nachgewiesen (Harwig et al. 1995). Wang et al. konnten
Prophenin und das Fragment Prophenin-18 in homogenisiertem Lungengeweben
von Schweinen, sowie in dem Surfactant Curosurf® nachweisen (Wang et al.
1999). Es konnte folglich angenommen werden, dass eine partiell antibakterielle
Wirkung von Curosurf® mit hoher Phospholipidkonzentration teilweise auf das
enthaltene Peptid Prophenin zurtickgefiihrt werden kann. Die Versuchsansatze
PF18 [9umol] und PF18 [9umol] + Curosurf® des Serotyp Il zeigten bei den
Konzentrationen 10°, 10° 10’ CFU/mI einen signifikanten Wachstumsunterschied.
Durch die alleinige Zugabe von PF 18 [9umol] konnte meistens eine starkere
Proliferationshemmung erreicht werden, als durch Zugabe von PF18 [9umol]
+Curosurf®. Die Konzentraton 10®° CFU/ml ergab keinen signifikanten
Wachstumsunterschied. Auch die Konzentrationen 10° und 10° CFU/ml fiir den
Serotypen Ib zeigten eine starkere Proliferationshemmung durch die alleinige
Zugabe von PF18 [9umol]. Fiir die Konzentration 10” und 10® CFU/mI konnte kein
signifikanter Wachstumsunterschied gezeigt werden. PF18 [9umol] konnte das
Bakterienwachstum beider Serotypen nach zwei- bzw. vierstiindiger
Inkubationszeit nicht vollstdndig hemmen. Im Vergleich zur Kontrolle, konnte mit
dem Versuchsansatz PF18 [9umol] + Curosurf® ein signifikanter
Wachstumsunterschied erzielt werden. Curosurf® konnte die Wirkung von
Prophenin [9umol] nicht vollstdandig hemmen. Wang beschreibt, dass die Aktivitat
von PF 18 [9umol] auf bekapselte und unbekapselte B-Streptokokken durch
Curosurf® vollstandig aufgehoben werden konnte (Wang et al.2004).

Bei hoherer Konzentration von Prophenin  konnte eine  starkere
Proliferationshemmung erreicht werden. Beide Serotypen mit den Konzentrationen
10°, 10" und 10® CFU/mI und den Versuchsansatzen PF18 [90umol] und PF18
[90pmol]+Curosurf® wiesen einen signifikanten Wachstumsunterschied auf.
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Hierbei fiel die Proliferationshemmung durch alleinige Zugabe von PF18 [90umol]
starker aus, als durch PF18 [90umol] + Curosurf. Wang beschreibt, dass bei
Einsatz der hoheren Konzentration an Prophenin, Curosurf® die antibakterielle
Wirkung von Prophenin nicht beeinflussen konnte. Serotyp Il reagiert
empfindlicher auf Prophenin als Serotyp Ib, wie aus den steileren Verteilungen
und den groReren Abstanden zur Kontrolle ersichtlich ist. Aufgrund dieses
Unterschiedes und der gegensétzlichen Ergebnissen von Wang, scheinen
unterschiedliche B-Streptokken nicht gleich gut auf Prophenin zu reagieren.

Der wachstumsinhibierende Einfluss von Prophenin auf GBS wurde durch den
Einfluss von Curosurf® abgeschwacht. Dieser Einfluss war abh&ngig von der
Bakterienkonzentration und dem Serotyp, sowie der Konzentration von Prophenin.
Die Wirkung von Curosurf® auf Prophenin kénnte dadurch erklart werden, dass
der hydrophobe Propheninanteil mit Lipidanteilen des Surfactant interagieren
kann, und somit weniger Prophenin fir die antibakterielle Wirkung zur Verfligung
steht. Um eine moglichst hohe antibakterielle Aktivitat zu erhalten, misste eine
hohe Konzentration an antibakteriellem Peptid eingesetzt werden.

Wang et al. nehmen an, dass Prophenin auch in vivo mit Surfactant assoziiert ist.
Weiterhin muss angenommen werden, dass Prophenin nicht nur in Leukozyten
vorhanden ist, da es auch dann noch in homogenisierten Lungengeweben
nachgewiesen werden konnte, bei denen vor Homogenisation die zellularen
Anteile entfernt wurden (Wang et al. 1999). Curosurf® enthélt unter anderem auch
Prophenin, so dass Curosurf® méglicherweise als Tragersubstanz fiir eine
antibakterielle Therapie mit Prophenin eingesetzt werden kann.

Seit Anfang der 90er Jahre hat sich die Surfactantbehandlung des neonatalen
Atemnotsyndroms etabliert. Es zeigten sich ebenfalls Erfolge in der Behandlung
der neonatalen Pneumonie und des Mekoniumanspirationssyndroms (Findlay et
al. 1996, Herting et al. 2001). In entwickelten Landern liegt die Inzidenz
termingeborener Kinder an einer Pneumonie zu erkranken bei weniger als einem
Prozent. Die Erkrankungsrate steigt auf etwa 10% bei Kindern mit geschwachter
Immunabwehr durch Vorerkrankungen oder geringem Geburtsgewicht (Dennehy
1987). Bei Autopsien lebendgeborener Kinder konnte bei ca. 20-32% eine
Pneumonie festgestellt werden, bei Totgenorenen ca. 15-38% (Barnett et al.
2006). In einer Studie von Barton et al. war in 56 von 111 Fallen eine Infektion die

haufigste Todesursache bei sehr untergewichtigen Lebendgeborenen. Von diesen
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56 Fallen konnte in 30 Fallen eine kongenitale Pneumonie als Ursache gefunden
werden (Barton et al. 1999). Der Grad der [3-Hamolysin-Expression einer B-
Streptokokken Pneumonie scheint direkt mit der Fahigkeit der Bakterien das
Lungenepithel zu zerstéren zu korrelieren. Es wird vermutet, dass Hamolysin wie
ein Cytolysin wirkt und der Epithelschaden zu einem alveolaren Odem und
Hamorrhagie fuhrt. Surfactantphospholipide kénnen den Epithelschaden, der
durch R-Hamolysin verursacht ist hemmen, deshalb scheinen Friihgeborenen mit
einem Surfactantmangel haufiger an B-Streptokokken Pneumonien zu erkranken
als Neugeborene mit ausgereiftem Surfactantsystem (Nizet et. al. 1997, Gibson et
al. 1999).

Zu therapeutischen Zwecken kénnte ein Surfactant mit antibakteriellen Peptiden
angereichert werden. Von Interesse ware, ob auch weitere, bereits untersuchte
antimikrobielle Peptide, eine &hnliche oder sogar bessere Wirkung hatten. Haufig
treten Infektionen nicht in Reinkulturen auf, deshalb wére eine Untersuchung mit
kombinierten antibakteriellen Peptiden interessant. Analog zur Antibiotikatherapie
konnten verschiedene Keime unterschiedlich auf eine derartige Therapie
reagieren. Da antimikrobielle Peptide auch immunmodulatorische Eigenschaften
besitzen, ware es sinnvoll, in chemotaktischen In-vitro-Versuchen ihre Wirkung auf
entsprechende Zelllinien zu untersuchen.

Weiterhin ist zu bedenken, dass Serumproteine die Wirkung von Surfactant
vermindern oder inaktivieren koénnen (Seeger et al. 1992, 1993). Die
Versuchsergebnisse zu den Oberflachenspannungen von Curosurf® und
Curosurf® mit unterschiedlichen Konzentrationen an Prophenin zeigen, dass das
Peptid Prophenin, auch wenn es in der Konzentration [900umol] eingesetzt wird,
keinen signifikanten Einfluss auf die Oberflachenspannung von Curosurf® hat. Ob
auch fur andere, zur Therapie eingesetzte Surfactants, keine Beeinflussung der
Aktivitat durch Prophenin nachzuweisen ist, muisste in weiteren In-vitro-
Untersuchungen gepruft werden. Welche Nebenwirkungen bei einer
Kombinationstherapie mit Curosurf® und Prophenin auftreten kénnen, miisste in
einem Tiermodell gepruft werden. Weitere Versuche kdnnten mit den Serotypen
la, I, IV und V durchgefuihrt werden, um deren Ansprechen auf Prophenin zu
untersuchen.

Ob die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse auch in vivo zu erreichen sind, misste

in einem Tiermodell untersucht werden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Frihgeborene haben ein Risiko, an einer Infektion durch [-hdmolysiernde
Streptokokken zu erkranken. Liegt das Gestationsalter des Neugeborenen vor der
27. SSW, ist haufig eine Intubation mit Surfactantgabe tber den Tubus notwendig.
Mit der Surfactantgabe kann der primare und sekundare Surfactantmangel
therapiert werden.

Nachdem in den 60er und 70er Jahren die Anzahl an Infektionen, hervorgerufen
durch R-h&molysierende Streptokokken anstieg, wurden Therapieverfahren und
Praventionsmal3nahmen entwickelt, um Infektionen zu verhindern und zu
behandeln.

Die Behandlung dieser Infektionen beinhaltet unter anderem eine antibiotische
Therapie. Da immer haufiger Resistenzen auftreten kdnnen, wird es immer
wichtiger auch andere antimikrobiell wirksame Substanzen in der Therapie
einsetzen zu konnen. Hierbei sind haufig antibakterielle Peptide, die auch im
menschlichen Korper nachgewiesen werden konnten, Gegenstand der
Wissenschaft. Prophenin ist ein antibakterielles Peptid, das aus Lungengewebe
vom Schwein isoliert werden und synthetisch hergestellt werden konnte. Auch in
Surfactants, die aus Schweinelungen extrahiert werden, kann Prophenin
nachgewiesen werden. Eine Anreicherung dieser Surfactants mit Prophenin ist
eine denkbare Therapiemoéglichkeit

Mit dieser Arbeit sollte untersucht werden, welchen Einfluss Prophenin auf
Curosurf® hinsichtlich des in-vitro Proliferationsverhaltens von GBS hat. Eingesetzt
wurden zwei humanpathogene Serotypen von streptococcus agalactiae. Die
Serotypen wurden jeweils in vier verschiedenen Konzentrationen in den
Versuchen verwendet. Prophenin kam in zwei unterschiedlichen Konzentrationen
zum Einsatz. Jeder Versuchsansatz beinhaltete einen Kontrollansatz fir jede
Konzentration beider Serotypen, jeweils ein Ansatz mit Curosurf®, ein Ansatz mit
der hoheren Konzentration an Prophenin allein und ein Ansatz mit dieser
Konzentration an Prophenin und Curosurf®, sowie jeweils ein Ansatz mit der
geringeren Konzentration an Prophenin allein und zusétzlich mit Curosurf®. So

erhielt man fur jede Konzentration eines Serotypen sechs Versuchsansatze.
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Die statistische Auswertung ergab, dass Prophenin in hohen Konzentrationen
einen proliferationshemmenden Einfluss auf GBS hatte und teilweise das
Wachstum vollstandig hemmen konnte. Dieser Einfluss war abhéngig vom
Serotypen und von der Anzahl an CFU/ml in den Versuchsansatzen.

Weiterhin wurde der Einfluss von Prophenin auf die biophysikalischen
Eigenschaften von Curosurf® iiberpriift. Es konnte gezeigt werden, dass Prophenin
auch in hohen Konzentrationen keinen Einfluss auf die Oberflachenspannung von
Curosurf® hat. Ziel war es zu zeigen, dass Prophenin, in der Therapie von B-
Streptokokken-Pneumonien mit Surfactant, als antibakterielles Peptid anstatt oder
unterstitzend zur empfohlenen Antibiotikatherapie eingesetzt werden kdnnte.
Surfactant konnte als Tréagersubstanz fir ein antibakterielles Peptid genutzt
werden. Curosurf® konnte zu weiterreichenden Therapiezwecken z.B. mit
Prophenin angereichert werden. Die durchgefuhrten in-vitro Versuche missten

durch ein in-vivo Versuchs-Modell verifiziert werden.
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