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1. Einleitung

Das respiratorische Versagen zahlt bei Frih- und Neugeborenen immer noch zu
einer der wichtigsten und schwerwiegensten  Komplikationen. Die
Funktionseinschrankung des Surfactantsystems spielt in diesem Zusammenhang
eine entscheidende Rolle. Durch verschiedene Mechanismen kann sowohl das
Mekoniumaspirationssyndrom (MAS), noch mehr aber eine pulmonale Infektion,

wie zum Beispiel die konnatale Pneumonie, hierflr ursachlich sein.

1.1 Surfactant

Das Wort Surfactant, zusammengesetzt aus Bestandteilen der Worter ,surface
active agent, also ,oberflachenaktive Substanz®, beschreibt ein Gemisch
verschiedener Stoffe, das die terminalen Luftwege von innen auskleidet.
Surfactant sorgt fur eine Senkung der Oberflachenspannung und somit flr eine
Verbesserung der Dehnbarkeit der Lunge (Compliance) und verhindert zusatzlich

den endexspiratorischen Kollaps der Alveolen.

1.1.1 Historische Ubersicht

Den vermutlichen Anfang auf dem Weg zum exogenen Surfactantpraparat machte
1929 Kurt von Neergaard, der sich mit der Erforschung der Oberflachenspannung
in der Lunge beschaftigte (von Neergard, 1929). Am Ende seiner Studien kam er
zusammengefasst zu 3 Erkenntnissen:

1) Noch vor der Gewebeelastizitdt ist die Oberflachenspannung
verantwortlich fur die Lungenretraktion.

2) Eine niedrigere Oberflachenspannung ist fur die Atemarbeit sehr
hilfreich, denn wird die Oberflachenspannung zu grof}, so erschwert
dies eine adaquate Expansion der Lunge.

3) Die Oberflachenspannung ist die Kraft, die maflgeblich dem ersten

Atemzug eines Neugeborenen entgegenwirkt.

1. Einleitung 1



Trotz dieser schon sehr weitreichenden Erkenntnisse war es erst 1947 Peter
Grinwald, der von Neergaards l|deen aufgriff und proklamierte, dass die
Oberflachenspannung die entscheidende Kraft in der Lunge sei, die dem
Eindringen von Luft entgegenwirkt. Auch konnte er bereits zeigen, dass
oberflachenaktive Substanzen imstande sind, den Druck, der bendtigt wird, um die
Lunge zu bellften, stark zu reduzieren (Grunwald, 1947).

1955 war es dann Richard Pattle, der bei seinen Forschungen mit verschiedenen
Nervengasen entdeckte, dass Blasen, die seine Versuchstiere unter Gaseinfluss
und dem dadurch entstehenden Lungendédem absonderten, lange Zeit sehr stabil
blieben und auch von den gangigen schaumzerstérenden Substanzen nicht ohne
weiteres zerstort werden konnten. Schliellich war er der erste, der eine Art
Schutzfilm in der Lunge vermutete und spekulierte, dass das Fehlen dieses
Schutzfilms maldgeblich zu den Schwierigkeiten der Atmung bei Frihgeborenen
beitragen konnte (Pattle, 1955). Fast zeitgleich berichtete John Clements, der sich
eigentlich mit der Wirkung von Kampfgasen auf die Lunge beschaftigte, Uber einen
intrapulmonalen Film oberflachenaktiver Substanzen (Clements, 1956 und 1957).
Dieser Artikel wiederum imponierte Mary Ellen Avery, zu dieser Zeit
Nachwuchswissenschaftlerin im Labor von Jere Mead in Boston, so sehr, dass sie
Clements besuchte und sich von ihm in die Methodik der Untersuchung von
Oberflachenspannungen einweisen liel. Die so erworbenen Kenntnisse setzte sie
daraufhin in Boston ein, um die Lungen von an der ,Krankheit der hyalinen
Membranen®, eine Maximalvariante des ,neonatalen Atemnotsyndrom®,
verstorbenen Frihgeborenen zu untersuchen. 1959 waren es dann Mary Ellen
Avery und Jere Mead, die als erste den Zusammenhang des Atemnotsyndrom mit
dem Fehlen von Surfactant in Verbindung brachten (Avery und Mead, 1959). Die
weitere Erforschung und vor allem die Suche nach einer kausalen Therapie des
Atemnotsyndroms schritt in den folgenden Jahren nur sehr langsam voran, bis
1963 Patrick Kennedy, Sohn des damaligen amerikanischen Prasidenten John. F.
Kennedy als Fruhgeborenes in der 35. Schwangerschaftswoche zur Welt kam,
aber schon 2 Tage nach der Geburt am Atemnotsyndrom starb. Dieses Ereignis
und die folgende Prasenz des Themas gaben der Forschung neuen Auftrieb. Die
erhofften Erfolge aber blieben aus. Robillard (Robillard et al., 1964) und Chu (Chu
et al.,, 1967) hatten mit dem Versuch Lecithin (Dipalmitoylphosphatidylcholin,
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DPPC), den Hauptbestandteil des Surfactant, als Aerosol intrapulmonal zu
verabreichen keinen Erfolg.

Als Alternative entdeckten Enhorning und Robertson 1972 naturlichen aus
bronchialer Lavageflissigkeit extrahierten Surfactant und konnten 1973
nachweisen, dass die intratracheale Gabe dieses Surfactant sowohl vom
Applikationsweg als auch vom Praparat her im Tierversuch sehr effektiv waren
(Enhorning und Robertson, 1972).

1980 wendete dann Fujiwara als erster erfolgreich an 10 Kindern diese Methode
klinisch an (Fujiwara et al., 1980), wobei wohl auch die hierbei mit verwendete
kontinuierliche positiv-end-exspiratorische Atemunterstitzung (CPAP) einen
gewissen Anteil am Erfolg hatte. Mittlerweile ist die Wirkung gerade beim
Atemnotsyndrom des Fruhgeborenen etabliet und die Anwendung zur
Standardtherapie geworden.

Auch fir andere Erkrankungen wie die konnatale Pneumonie (Herting, 1997;
Herting et al., 2001) und das Mekoniumaspirationssyndrom (Findlay et al., 1996)
wurde im Verlauf die Effizienz von natlrlichen exogenen Surfactantpraparaten

gezeigt.

1.1.2 Zusammensetzung

In reifem menschlichen Surfactant stellen im Lipidanteil die oberflachenaktiven
Phospholipide mit ca. 90% die groRte Fraktion dar. Die restlichen 10% sind
hauptsachlich neutrale Lipide, wie zum Beispiel das Cholesterol.

In der Gruppe der Phospholipide sind die Hauptvertreter Dipalmitoylphosphatidyl-
cholin (DPPC, Lecithin) mit ca. 40% und andere Phosphatidylcholine mit ebenfalls
40%. Phosphatidylglycerol ist zu ca. 10% enthalten (Johansson et al., 1994).
Phospholipide sind aufgrund ihrer Polaritat und der daraus folgenden Ausrichtung
an der Gas/Flussigkeits-Grenzschicht die Bestandteile des Surfactant, die
hauptsachlich zur Reduktion der Oberflachenspannung beitragen. Stevens und
Schadow konnten 1997 zeigen, dass DPPC hierbei die Hauptrolle spielt (Stevens
und Schadow, 1997). Genauso nehmen die anderen Lipide eine wichtige Funktion
wahr, besonders bei der schnellen Ausrichtung und Adsorption oberflachenaktiver

Substanzen an der Gas/Flussigkeits-Grenzschicht der sich bewegenden Lunge.
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Bisher wurden 4 Surfactantproteine (SP), SP-A, SP-B, SP-C und SP-D,
identifiziert.

SP-B und SP-C sind hydrophobe Polypeptide und férdern vor allem die Adsorption
von Lipiden in Richtung der Alveolaroberflache.

SP-A und SP-D sind hydrophil und sehr bedeutsam bei der pulmonalen
Immunabwehr. SP-A besitzt zusatzlich eine Stabilisierungsfunktion des tubularen

Myelin, der Speicherform des Surfactant.

SP-A ist ein von den Clarazellen und Typ-ll-Pneumozyten exprimiertes aus 248
Aminosauren bestehendes Glykoprotein mit einer Molekilmasse von 26-38kDa
(McCormack, 1997). Es stellt mit ca. 50% den Hauptanteil an der Gesamtmenge
der Surfactantproteine dar.

Neben seiner Funktion als autokriner Regulator der Surfactanthomdostase (Wright
et al., 1987; Rice et al., 1987; Dobbs et al., 1987) hat es eine wichtige Aufgabe in
der Stabilisierung des tubularen Myelin, der extrazellularen Speicherform des
Surfactant (Batenburg, 1995). Durch seine Form und Ladungsverteilung stabilisiert
SP-A das tubulare Myelin vor allem in seinen fast rechtwinkligen Ecken (Voorhout
et al.,, 1991). Auch steigert SP-A die Resistenz von Surfactant gegen die
Inaktivierung in vivo (Sun et al., 1997).

Des Weiteren spielt SP-A immunologisch eine wichtige Rolle. Wie auch SP-D
gehdrt es zur Gruppe der Kollektine. Diese sind in der Lage, pathogene Strukturen
zu binden und durch Opsonierung dem Immunsystem zu prasentieren. Zusammen
mit dem Komplementsystem fuhrt dies zur Neutralisierung des Pathogens (Kuroki
und Sano, 1999; Holmskov et al., 2003). Uberdies stimuliert bzw. aktiviert SP-A,
zusammen mit SP-D, Alveolarmakrophagen (Johansson et al., 1994; Nkadi et al.,
2009).

SP-B ist ein Dimer aus zwei cysteinreichen Monomeren mit einer Molekulmasse

von je 8,7kDa. Bedingt durch seine dimere Struktur ist SP-B in der Lage

Lipidmembranen durch ein ,cross-linking“ zu verbinden und so zu stabilisieren.
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Abb. 1 ,cross-linking“ zweier Lipidvesikel durch Abb. 2 verschiedene Positionen
SP-B (Zaltash, 2000) des SP-B im Lipidfilm
(Zaltash, 2000)

Vor allem die Interaktionen seiner geladenen Anteile sorgen flr eine Stabilisierung
in der seitlichen Achse einer einschichtigen Phospholipidmembran des Surfactant
(Cochrane und Revak, 1991). Diese einschichtige Membran, hauptsachlich
bestehend aus DPPC-Molekllen, spielt die Hauptrolle bei der Reduktion der
Oberflachenspannung auf nahe OmN/m an der Luft-Wasser-Interphase.

Diskutiert werden hierbei zwei Mechanismen der Wirkung des SP-B: zum einen
die selektive Adsorption von DPPC, vermutlich Uber die Kooperation von SP-B mit
SP-A und zum anderen das selektive Entfernen von nicht-DPPC-Molekilen aus

der Monolayer wahrend der Exspiration (Veldhuizen und Haagsman, 2000).

Tierexperimentelle Daten zeigen, dass SP-B fur die Formation des tubularen
Myelin (Demello et al., 1994) und der Lamellarkérperchen (Clark et al., 1995)
unentbehrlich ist.

Auch ist SP-B das einzige unentbehrliche Surfactantprotein. Wahrend eine
Defizienz von SP-A (Korfhagen et al., 1994), SP-C (Weaver et al., 2001) und SP-D
zwar Auswirkungen auf die Surfactanthomdostase hat, so ist doch das SP-B das
einzige der vier Proteine, ohne das ein postnatales Uberleben nicht mdoglich ist
(Clark et al., 1995).

SP-C ist ein kleines, vorwiegend alpha-helikal vorliegendes Molekul, dessen

Monomere ein Molekulgewicht von 4,2kDa aufweisen (Vandenbussche et al.,
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1992). SP-C wird ausschlieldlich von Typ-ll-Pneumozyten intraalveolar
synthetisiert. Es ist entscheidend an der Stabilisierung des Surfactantfiims
beteiligt, indem es zusammen mit SP-B den Ein- und Ausbau von Phospholipiden
in die Interphase reguliert. Auch wurden in Protrusionen des Surfactantmonolayers
hohe Konzentrationen von SP-C nachgewiesen, die als eine Art
»<Ausdehnungsreserve“ des Surfactantfilms angesehen werden (Amrein, 1998).
Ikegami et al. konnten 2002 zeigen, dass SP-B ohne die Gegenwart von SP-C
nicht in der Lage ist Mikroblasen zu stabilisieren. Daraus folgerten sie, dass SP-C
vor allem bei maximaler Exspiration, also minimalem Volumen, die Alveole
stabilisiert (lkegami, 2002).

Abb. 3 Schematische Darstellung der Funktion von SP-B und SP-C im
Surfactantfilm (modifiziert nach Zaltash, 2000)

SP-D ist ein hydrophiles Protein mit einer Molekilmasse von 43kDa. SP-D gehort,
wie SP-A, in die Gruppe der Kollektine, der C-Typ-Lektine und spielt somit bei der
immunologischen Prasentation von Pathogenen eine grof3e Rolle (Dahl, 2006).
Auch fur die Wiederaufnahme des ,verbrauchten® Surfactant in die Typ-II-
Pneumozyten ist SP-D entscheidend mitverantwortlich (Korfhagen et al., 1998;
Ikegami, 2007).
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Neuere Versuche mit rekombinantem SP-D zeigten einen deutlichen

antiinflammatorischen Effekt auf die Lunge (lkegami et al., 2007).

1.1.3 Metabolismus

Surfactant ist ein Gemisch, aus Lipiden (90%), Proteinen (8%) und
Kohlenhydraten (2%).

Bereits ab der 12. Schwangerschaftswoche (SSW) werden Surfactantbestandteile
gebildet und dann ab ca. der 20. SSW uber den Golgi-Apparat in die
Lamellarkdrperchen, die intrazellulare Speicherform des Surfactant, transportiert.
Im Laufe der fetalen Lungenentwicklung sind ab dem sakkularen bzw. alveolaren
Stadium in der 22. SSW zu Typ-lI-Pneumozyten differenzierte Zellen mit
Lamellarkdrperchen in ihrem Zytosol sichtbar. Ab der 35. SSW steigt, als
entscheidende  Vorraussetzung fur das  extrauterine Leben, die
Surfactantproduktion nochmals stark an.

Die mdutterliche Wehentatigkeit zur Geburt und der damit ansteigende
Katecholaminspiegel stoppt einerseits die Produktion intrauteriner Flussigkeit und
startet andererseits in der Lunge die FlUssigkeitsresorption. Zusatzlich wird nun
der in den Lamellarkdrperchen intrazellular gespeicherte Surfactant sezerniert. Mit
dem ersten Atemzug wird die sich noch in der Lunge befindende Flussigkeit
bereits teilweise verdrangt und durch Luft ersetzt. In den weiteren ersten
Lebensstunden wird die Flussigkeitsabsorption komplettiert (Wauer, 1997).

In der luftgefullten Lunge bildet der sezernierte Surfactant dann als Mono- oder
Multilayer (ein- oder mehrmolekulare Schicht) einen Phospholipidfilm, der
schlieBlich die Oberflachenspannung an der Luft-Flussigkeits-Grenzflache in der

Alveole minimiert.
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Typ-ll-Pneumozyt

Surfactant-
Monolayer

luftgefiillter
Alveolarraum

Makrophage

Abb. 4 Schematische Darstellung des Surfactantmetabolismus: gebildet aus
Vorstufen (1) im Endoplasmatischen Retikulum (2), wird der Surfactant
Uber den Golgi-Apparat der Typ-ll-Pneumozyten (3) zu den
Lamellarkérperchen transportiert (4) und hier intrazellular gespeichert.
Nach Sekretion in die FlUssigkeitsschicht der Alveole, wird das tubulare
Myelin gebildet (5), aus dem der Surfactant-Monolayer ausgebildet wird (6).
Uber mehrere Zwischenstationen wird der Surfactant wieder aufgenommen
(7-9) und erneut in den Lamellarkérperchen gespeichert. Auch spielt die
Aufnahme in Alveolarmakrophagen vermutlich eine Rolle beim Abbau des
Surfactant (10). (modifiziert nach Hawgood und Clements, 1990)

Gebildet von den Typ-llI-Pneumozyten - SP-A und SP-B zusatzlich in den Clara-
Zellen der distalen Luftwege - werden die Surfactantbestandteile durch den Golgi-
Apparat in multivesikulare Korperchen transportiert und intrazellular als
sogenannte Lamellarkdrperchen gespeichert. Wird Surfactant bendtigt, so werden
die Lamellarkérperchen in die Hypophase, den Flussigkeitsraum auf der
Alveolaroberflache, sezerniert und in das sogenannte tubuldare Myelin
umgewandelt (Rooney et al., 1994). Es halt unter der Mithilfe von SP-A, SP-B und
Kalziumionen die Phospholipide fur das Surfactant vor (Suzuki et al., 1989).
Kommt es nun zu einem Reiz, so verschmelzen die Lamellarkérperchen mit der

Plasmamembran des Typ-llI-Pneumozyten und es bildet sich ein Porus. Die dann
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beginnende Phase der Exkretion in die Alveole ist in ihren genauen Ablaufen
weiterhin unklar (Dietl et al., 2001).

Verschiedene Mechanismen wirken stimulierend auf die Surfactantexkretion.
Betaadrenerge Rezeptoren an den Typ-lI-Pneumozyten wirken beispielsweise
stimulierend, wie auch Purine, zu denen auch das Adenosintriphosphat gehort.
Diese beiden stressinduzierten Mechanismen koénnten eine Erklarung fir die
entscheidende Rolle des Initialschreis Neugeborener darstellen (Nkadi et al.,
2010).

Auch die Dehnung der Typ-lI-Pneumozyten bei tiefer Inspiration stimuliert die
Surfactantsekretion sehr potent. Daneben gibt es weitere, viele noch
unverstandene Wege, die die Surfactantsekretion erhéhen (Dietl et al., 2001).

Der wohl bekannteste Weg die Surfactantsynthese bereits prapartal zu steigern
wurde 1968 von Liggins beschrieben: antenatal verabreichte Gluokocortikoide
fuhrten bei Schafen zu einer Reifung des pulmonalen Surfactantsystems (Liggins,
1968). Zusammen mit Howie zeigte Liggins vier Jahre spater, dass dieses
Verfahren auch beim Menschen funktioniert und so die Haufigkeit des
Atemnotsyndrom (ANS) bei Frihgeborenen signifikant reduziert werden kann
(Liggins und Howie, 1972). Seitdem ist diese ,Lungenreifeinduktion® bei drohender
Frihgeburt ein etabliertes Vorgehen und seit 1995 in den Richtlinien der National
Institutes of Health verankert (National Institutes of Health Consensus

Development Conference, 1995).

Der genaue Ablauf der Surfactantwiederaufnahme und die Wiederverwendung
oder Neusynthese der einzelnen Inhaltstoffe sind noch in vielen Punkten
ungeklart. Als mogliche Mechanismen werden der extrazellulare Abbau in der
Alveole und die Wiederaufnahme durch verschiedene pulmonale Zelltypen, hier
vor allem Alveolarmakrophagen und Typ-lI-Pneumozyten angenommen. Hier
konnte das Surfactantprotein D (SP-D) eine entscheidende Rolle spielen (lkegami,
2009).

Ebenso wird ein Ubertreten bestimmter Bestandteile tiber die Epithel-Endothel-
Barriere von der Alveole ins Blut diskutiert (Wright, 1990).
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1.1.4 Funktion

Oberflachenspannungskrafte entstehen intraalveolar an der Grenzschicht
zwischen Flussigkeit und Luft. Hier lasst die Oberflachenspannung y (gamma)
infolge der Kohasionskrafte zwischen den Molekulen eine in das Alveolarlumen
gerichtete Kraft entstehen, die eine Oberflachenverkleinerung anstrebt. Der so
erzeugte Druck (P, sogenannter Kollapsdruck der Alveolen) ist nach dem Gesetz
von Laplace (AP = 2 vy/Radius) proportional der Oberflachenspannung und
umgekehrt proportional zum Radius.

So gesehen musste eine Umverteilung der Gasvolumina zugunsten der grof3eren
Alveole erfolgen, da der entstehende Druck in den kleineren Alveolen hoher ist.
Surfactant setzt diese hohen Retraktionskrafte mit ihrer immensen Gefahr der
Uberblahung und Schadigung der Lunge auf etwa 1/10 herab.

Naturliches Surfactant reduziert die Oberflachenspannung bei 37°C von ca.
70mN/m (im wassrigen Milieu) auf unter 6mN/m (Possmayer, 1997).

In kleineren Alveolen wird durch die hier vorliegende mehrschichtige Anordnung
des Surfactantfiims die Oberflachenspannung starker reduziert als in grol3en
Alveolen mit nur einschichtiger Surfactantlage. Dieser Effekt, wahrscheinlich
bedingt durch die intermolekularen  AbstoRungskrafte der lipophilen
Surfactantbestandteile (siehe auch Zusammensetzung des Surfactant), stabilisiert
die Alveolen zusatzlich (Junqueira und Carniero, 1996; Scheid, 1996).

Weiterhin beeinflusst Surfactant den Flussigkeitsaustausch von intraalveolar nach
interstitiell. Die zunehmende Oberflachenspannung bei Surfactantmangel erzeugt
am Alveolarepithel einen Sog in Richtung intraalveolar, wodurch ein Lungenédem
bedingt sein kann (Beppu et al., 1983; Dreyer et al., 2008).

Surfactant hat aber auch noch eine Vielzahl anderer Funktion. So schutzt es unter
anderem die Alveolarzelle vor Dehydratation, unterstitzt den Sekrettransport in
den Atemwegen und somit die Clearance der Lunge und tragt mit zum Schutz des
Alveolarepithels vor toxischen Sauerstoffradikalen bei (Possmayer, 1989;
Robertson et al., 1984).
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1.2 Mekonium

Der Begriff Mekonium, auf griechisch ,Mekonion* (ulkwyv), bedeutet Ubersetzt
,Mohnsaft oder ,dem-Opium-ahnlich“. Sein Namensgeber ist vermutlich
Aristoteles gewesen. Bezieht sich ,Mohnsaft® eher auf das Aussehen der
Substanz, ist die Verbindung mit dem Opium interessanterweise zusatzlich
dadurch entstanden, dass Aristoteles in der Antike angenommen hat, die
Substanz halte die Kinder im Mutterleib am Schlafen (Emery, 1957).

Der Begriff Kindspech, die volkstumliche Bezeichnung des Mekonium, kommt
ebenso nicht von ungefahr. Mekonium ist der dunkelgrune bis tiefschwarze, zahe,
fadenspinnende Darminhalt der Neugeborenen, dessen Konsistenz an Pech
erinnert. Neugeborene setzen kurz nach der Geburt im Durchschnitt 60 bis 150g
davon ab. Es ist geruchlos und sehr klebrig. Bereits 1844 untersuchte John Davy
seine Inhaltstoffe (Davy, 1844).

1.2.1 Zusammensetzung

Mekonium ist eine Mischung verschiedenster flissiger und fester Bestandteile, die
aus allen Organen stammen, die mit der Fruchthohle in Verbindung stehen. Es
enthalt neben Fruchtwasser, gastrointestinalem Schleim, Pancreassaft,
Gallensauren und fetalen Urin auch Lanugohaare und Vernix caseosa, die
sogenannte Kaseschmiere. Der Gehalt an Wasser liegt bei 70 bis 92% (Emery,
1954) und 3 bis 12% des Trockengewichts bestehen aus Proteinen (Schutt, 1968),
wobei Grindig et al. 1993 herausfanden, dass der Gesamtproteingehalt bei
Frihgeborenen hoher ist als bei reifen Neugeborenen (Grindig et al., 1993).
Zweiter Hauptbestandteil sind Glykoproteine, die auch wesentlich die Viskositat

bestimmen (Ryley et al., 1983).
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1.3 Polymyxin B

Das als Antibiotikum eingesetzte Polymyxin B (PxB) gehoért zur Gruppe der

Polymyxine. Diese werden der Ubergeordneten Gruppe der antimikrobiellen

Peptide zugerechnet und gehdren zu den ,alten” Antibiotika. Bereits 1947 wurden

sie erstmalig aus dem Bakterium Bacillus polymyxae isoliert (Storm et al., 1977).
Es gibt funf Vertreter der Polymyxine, das Polymyxin A, B, C, D und E. Von diesen

funf kommen aber nur PxB und Polymyxin E, letzteres unter dem Namen Colistin,

zum klinischen Einsatz.
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Abb. 5 Strukturformel des Polymyxin B

Chemisch sind sie verzweigte, zyklische Decapeptide (bestehen also aus 10

Aminosauren), deren Ringstruktur durch die Aminosaurereste positiv geladen ist.

Der am Ring anhangende Fettsaurerest ist hydrophob.

MeOct = Methyloctansaure Thr = Threonin
Phe = Phenylalanin
Leu = Leucin

DAB = Diaminobutterséure

Abb. 6 Aminosdureanordnung und Ladungsverteilung des Polymyxin B
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Aufgrund  dieser  besonderen Beschaffenheit kann es gut in
Phospholipidmembranen, wie zum Beispiel der von gram-negativen Bakterien,
eingebaut werden (sieche Abb. 6). Durch seinen Einbau stort PxB die
Membranarchitektur, hebt die Ladung der Bakterienhtlle auf und die Membran
verliert ihre Wirkung als permeabilitatsregulierende Barriere. Es bilden sich Poren
aus und das Bakterium stirbt ab. Auf diese Weise wirken Polymyxine bakterizid
(Vaara, 1992 und Hancock, 1997).

O—®

G\CY@ G\CY@ G\CY@ Q\UG O~0O Q\UG

o
( 1 Phospholipide ? Polymyxin

Abb. 7 Einlagerung von Polymyxin B in Phospholipidmembranen

Da gram-positive Bakterien eine dickere und in ihren Bestandteile grundlegend
anders geartete Zellmembran besitzen, kdnnen die Polymyxine hier nicht wirken.
Auch auf intrazellulére Erreger wirken sie nicht, da sie die Erreger nicht erreichen
kénnen.

Ab den frihen 1960iger Jahren mehren sich Berichte Uber eine hohe Rate an
Nebenwirkungen, wobei neben der Nephrotoxizitdt auch eine neurotoxische
Wirkung mit Parasthesien, muskularer Schwache und vereinzelt sogar einer
Einschrankung der Atemmuskulatur beschrieben wird. Desweiteren wird eine
hepatotoxische Wirkung in einzelnen Berichten diskutiert (Falagas und Kasiakou,
2006).

Ein unerwartet positiver Nebeneffekt des PxB scheint zu sein, dass es in der Lage
ist, zwei gegenuberliegende Phospholipiddoppelschichten, wie zum Beispiel im
Surfactantsytem der Lunge, zu verbinden. Es schafft dies vermutlich analog dem

SP-B Uber ein sogenanntes ,cross-linking“. Dieses ,quervernetzen“ erhoht
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wahrscheinlich die Resistenz des Surfactantfilms gegenlber einer Inaktivierung
durch andere Stoffe (Cajal et al., 1996; Zaltash et al., 2000). Calkovska et al.
stutzen diese These 2005 mit ihren Beobachtungen, dass sich die dynamische
Oberflachenspannung von Surfactant nach Zugabe von PxB verbessert und die
Surfactantresistenz gegenlber einer albumininduzierte Inaktivierung erhoht
(Calkovska et al., 2005).
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1.4 Surfactantassoziierte Erkrankungen

Unter den surfactantassoziierten Erkrankungen nimmt das Atemnotsyndrom des
Frah- und Neugeborenen die Hauptrolle ein. Als fuhrender Pathomechanismus gilt
hierbei der auf der Lungenunreife basierende Surfactantmangel.

Frihgeborene, vor allem unter der 35. Schwangerschaftswoche, verfugen noch
nicht Gber ausreichend Surfactant in ihrer Lunge, wodurch es postnatal zur
Ausbildung einer Atemstérung bis hin zur respiratorischen Insuffizienz kommt.
Auch altere Neugeborene kénnen am Atemnotsyndrom (RDS = respiratory
distress syndrome) erkranken, vor allem wenn es zur kindlichen
Reifungsverzdgerung gekommen ist, wie zum Beispiel beim matterlichen Diabetes
mellitus oder einer intrauterinen Wachstumsverzégerung. Die Inzidenz des RDS
hangt sehr vom Gestationsalter der Kinder ab. Bei Frihgeborenen im Alter von 28
Schwangerschaftswochen und darunter, liegt die Inzidenz in den USA bei Uber
90% (Stoll et al., 2010) und nimmt mit zunehmender Reife der Neugeborenen ab.
Zeigen Fruhgeborene in der 34. Schwangerschaftswoche noch in ca. 10%
Zeichen eines RDS, so nimmt mit zunehmender Reife die Inzidenz auf 0,3% in der
Gruppe der Uber 38 Schwangerschaftswochen alten Kinder ab (The Consortium
on Safe Labor, 2010).

Die Ersatztherapie mit Surfactant hat sich beim RDS etabliert. Momentan ist die
Verabreichung intratracheal, nach Intubation und maschineller Beatmung, das am
weitesten verbreitete Verabreichungsverfahren. Andere Verfahren, vor allem mit
der ldee die maschinelle Beatmung komplett zu vermeiden, werden derzeit in
Studien untersucht (Goepel et al., 2011).

Neben dem quantitativen Surfactantmangel beim RDS oder speziellen
Mangelsyndromen an spezifischen Sufactantkomponenten — auf die hier nicht
nicht ndher eingegangen wird -, spielt bei verschiedenen Erkrankungen vor allem
die Inaktivierung des eigentlich ausreichend vorhandenen Surfactant eine grolde
Rolle. Der direkte Kontakt des Surfactant mit Stoffen wie Mekonium, Albumin oder
Magensaft - zum Beispiel im Rahmen einer Aspiration -, aber auch die Vorgange
im  Rahmen einer pulmonalen Inflammation, haben ein  hohes
Inaktivierungspotential auf das Surfactantsystem. Die meist im Rahmen solcher
Ereignisse entstehende Hypoxie und Azidose reduziert ihrerseits weiterhin die

Effektivitat des Surfactantsystems.
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Diese Pathomechanismen beobachtet man sowohl bei Kindern als auch beim
Erwachsenen zum Beispiel im Rahmen von Aspiration, Lungenblutung,

Schocklungen oder schweren Pneumonien.

1.4.1 Mekoniumaspirationssyndrom

Das Mekoniumaspirationssyndrom (MAS) ist eine seltene, aber durchaus
geflirchtete  Komplikation vornehmlich des reifen oder Ubertragenen
Neugeborenen. Nach der 37. Schwangerschaftswoche verhindern normalerweise
die reduzierte Peristaltik, der erhdhte Analsphinctertonus und ein den Enddarm
verschlieRender Mekoniumpfropf den Abgang des Kindspechs ins Fruchtwasser.

Ist es hypoxie-induziert zu einem MAS gekommen, so ist die Gefahr der
bakteriellen Superinfektion fur die Lunge sehr grol3. Das Keimspektrum entspricht

hierbei dem der konnatalen Pneumonien (s.u.).

Abb. 8 Réntgenbild eines Thorax bei
einem MAS: Gut sichtbar ist die
fleckige, teils nodulare
Zeichnungsvermehrung der
Lunge. (Kinderradiologie des
UKSH, Campus Libeck)

Haufigkeit und Zahlen

Die Haufigkeit des MAS wird mit ca. 5 bis 12% der Neugeborenen, die aus
mekoniumhaltigem Fruchtwasser geboren werden, (ca. 10-15% aller Geburten)

angegeben, die Inzidenz ist aber leicht rucklaufig. Daten, explizit fur Deutschland,
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existieren nicht. In den USA entspricht diese Inzidenz ca. 25.000 bis 30.000
Kindern pro Jahr (Wiswell, 2002).

Nicht alle Kinder mit einem MAS erkranken gleich schwer. Ungefahr ein Drittel der
Erkrankten bendtigt eine Intubation mit mechanischer Beatmung und ca. 10%
erleiden im Verlauf der Erkrankung einen Pneumothorax (Wiswell, 2002;
Dargaville, 2006; Bhat, 2008).

Die Mortalitat liegt bei ca. 3-5% in der Gruppe der intubiert-beatmeten Kinder.
Wesentlich hoher liegt aber wahrscheinlich die Rate der Kinder, die durch eine
Komplikation auf langere Sicht geschadigt werden, aber nicht direkt versterben.
Seit langem gilt ,grines Fruchtwasser® — also durch Mekonium gefarbtes
Amnionwasser - als Alarmsignal fur Geburtshelfer, Hebammen, Anasthesisten und

Padiater, da es eine potentielle Gefahr fur das Neugeborene darstellt.

Pathophysiologie

In utero wird normalerweise die Flussigkeit, die in den Lungen produziert wird,
stets Richtung Fruchthohle transportiert. Im Falle kindlichen Stresses aber kehrt
sich diese Richtung um. Stressbedingt ins Fruchtwasser ausgepresstes Mekonium
(Dawes et al., 1972) gelangt mit dem ersten Atemzug oder bereits pranatal in die
Atemwege und Lunge des Feten.

Die Folge ist eine akute Verschlechterung der Sauerstoffversorgung bedingt durch
mehrere Faktoren: die Obstruktion der Luftwege, die einsetzende Pneumonitis, die
pulmonale Hypertonie, dem entstehenden Missverhaltnis von Ventilation zu
Perfusion, einer sich ausbildenden Azidose und konsekutiv der einsetzenden
Hypoxamie (Cayabyab et al., 2007).

Die genaue Pathophysiologie ist sehr vielschichtig. Zum einen werden durch
Mekonium als Fremdkorper die Atemwege mechanisch verengt, was mit
Einsetzen der Eigenatmung zu einer lokalen Uberblahung mit der Gefahr eines
Pneumothorax fuhrt. Auch Atelektasen kdénnen durch die Obstruktion entstehen,
was wiederum zu einem Perfusions-Ventilations-MiRverhaltnis und zu einem
erhdohten pulmonalen Gefal3widerstand flhrt. Dieser verursacht einen Rechts-
Links-Shunts Uber das Foramen ovale, besonders aber auch uber den Ductus
arteriosus, der sich in der Konsequenz nicht verschlief3t, und persistiert. All dies
muindet in die persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen (PPHN),

frGher auch ,Persistierende Fetale Circulation (PFC-Syndrom) genannt, einer
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sehr ernsten Komplikation mit einer hohen Morbiditat und einer Mortalitat von tber
10% (Walsh-Sukys et al., 2000; Baquero et al., 2006).

Zum anderen spielt, wie bereits oben erwahnt, die Inaktivierung des
Surfactantfilms eine wichtige Rolle. Dass Mekonium zu dieser Inaktivierung in der
Lage ist, zeigten bereits mehrere Untersuchungen in vitro und im Tierversuch
(Moses et al., 1991; Sun et al., 1993; Clark et al., 1987).

Zwar sind noch nicht alle Mechanismen und Einflisse von Mekonium auf
Surfactant verstanden, eine Hauptrolle scheint aber ein Verlust der spezifischen
Anordnung der Phospholipide im Surfactant zu spielen (Sun et al., 1993).
Letztendlich fuhrt dieser Strukturverlust zum Anstieg der Oberflachenspannung,
zum konsekutiven endexspiratorischen Kollaps der Alveole und schlieBlich zur
Atelektasenbildung.

Auch die oft nach Mekoniumaspiration auftretende Lungenblutung scheint als
vermutlich seruminduzierter Inaktivierungsmechanismus des Surfactant eine Rolle
zu spielen (Wiswell et al., 1990; Berger et al., 2000).

Eine dritte lungenschadigende Komponente beim MAS ist die sterile Inflammation.
Hauptverantwortlich hierflr scheint neben proteolytischen Enzymen vor allem die
Phospholipase-A; zu sein. Sie ist per se im Mekonium vorhanden und kann
dosisabhangig den Surfactantfilm, vor allem durch die Hydrolysierung von DPPC,
schadigen (Schrama et al., 2001). Zusatzlich beglnstigt sie die intrapulmonale
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten (Kaapa und Soukka, 2008).
Mekonium scheint ebenso eine direkt toxische Wirkung auf pulmonale
Gefalistrukturen zu haben (Wiswell et al., 1994).

Ein relativ neuer Ansatz zum Verstehen der Pathophysiologie des MAS ist die
Rolle proteolytischer Verdauungsenzyme aus dem Pancreas, die ebenfalls per se
im Mekonium enthalten sind. Ivanov et al. vermuten in einer durch diese Enzyme
ausgelosten Ablésung pulmonaler Epithelzellen von ihrer Basalmembran einen
zentralen Schadigungsmechanismus, der allerdings noch genauer untersucht

werden mul} (lvanov et al., 2010).
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Abb. 9 Pathophysiologische Ubersicht des MAS (modifiziert nach Herting in
~ourfactanttherapie®, herausgegeben von Wauer)

Therapie

Eine intensivmedizinische Uberwachung geféhrdeter Kinder ist dringend
notwendig, da sich die Symptome mit einer zeitlichen Latenz bis zu mehreren
Stunden ausbilden koénnen. Je nach Schweregrad gibt es verschiedene
therapeutische Madglichkeiten. In friheren Jahren wurde empfohlen jedes
Neugeborene, das aus grinem Fruchtwasser geboren wurde, schnellstmdglich,
das heildt vor dem ersten Schrei, abzusaugen und den subglottischen Bereich auf
Mekonium zu inspizieren. Heutzutage ist man etwas zurlckhaltender und
empfiehlt dieses invasive Vorgehen nur noch bei klinisch schwer deprimierten
Neugeborenen (Leitlinien des European Resuscitation Council, 2010).

Sowohl prognostisch, als auch bei der symptomatischen Therapie des MAS spielt,
wie oben bereits erwahnt, die Auspragung der PPHN eine entscheidende Rolle.
Die therapeutischen Zielsetzungen bestehen dementsprechend einerseits in der
Behandlung oder Vermeidung der PPHN und somit der Sicherstellung der
bestmodglichen Oxygenierung bei geringstmoglicher Beatmungsintensitat und
andererseits in der frihzeitigen Gabe von Surfactant.

Je nach Schweregrad der Erkrankung kommen auch nasaler CPAP (nCPAP,
kontinuierlicher positiver Atemwegsdruck) als Atemunterstitzung, die maschinelle

Beatmung, gegebenenfalls auch die Hochfrequenzoszillationsbeatmung (HFOV),
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die Gabe von inhalativem Stickstoffmonoxyd (iNO) zur Senkung des
pulmonalvaskularem Widerstands bei PPHN und, beim Versagen dieser
Therapien, die extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO) zum Einsatz. Dies
ist als hochinvasive Therapie spezialisierten Zentren vorbehalten ist.

Neben den je nach Allgemeinzustand begleitenden intensivmedizinischen
Therapien wie zum Beispiel einer Sedierung, sollten Neugeborene mit MAS zur
Vermeidung einer bakteriellen Superinfektion der ohnehin schon schwer
geschadigten Lunge, eine antibiotische Therapie erhalten.

Zusammenfassend wirkt Surfactant also positiv beim MAS, wenn auch die Art und
Weise der Applikation und die genaue Dosierung weiterhin ein Thema flr

Diskussionen und randomisiert kontrollierte Studien bleiben sollten.

1.4.2 Konnatale Pneumonie

Bei pulmonalen Infektionen, wie zum Beispiel einer konnatalen Pneumonie, ist die
Inaktivierung des Surfactantsystems ein bedeutsamer Pathomechanismus. Die

Pathophysiologie wird im folgenden genauer erlautert.

Infektionen werden je nach ihrem Zeitpunkt der Manifestation in ,early-onset® (bis
zur 72. Lebensstunde) oder ,late-onset” (alter als 72 Lebensstunden) unterteilt, da
sich in diesen Zeitrdumen auch das Erregerspektrum und der Infektionsweg
unterscheiden. Der Fokus dieser Arbeit liegt auf den Haupterregern im ,early-
onset“-Bereich, die meist der mautterlichen Vaginalflora entstammen und
intrapartal, in manchen Fallen und bei stattgehabtem Blasensprung eventuell auch
schon intrauterin auf das Neugeborene Ubertragen werden.

Die haufigsten bakteriellen Erreger sind hierbei beta-hamolysierende
Streptokokken der Gruppe B (GBS, Streptococcus agalactiae), Escherichia coli
(E.coli) und Staphylococcus aureus (Rauprich et al., 2000).
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Abb. 10 Réntgenbild eines
Thorax bei einer
konnatalen Pneumonie:
der Pfeil markiert den
Bereich des
pneumonischen
Infiltrats.
(Kinderradiologie des
UKSH, Campus Libeck)

Pneumonien spielen innerhalb der ,early-onset“-Erkrankungen, also den innerhalb
der ersten 72 Lebensstunden auftretenden Erkrankungen, eine wesentliche Rolle.
Die Symptome sind vor allem Tachypnoe, Dyspnoe (Nasenfligeln, interkostale
und/oder jugulare Einziehungen) und erhdhter Sauerstoffbedarf. Dies kann gerade
bei Neugeborenen schnell zur respiratorischen Insuffizienz mit der Notwendigkeit
der Atemunterstutzung oder maschinellen Beatmung fuhren. Die Diagnose kann
sich schwierig gestalten, denn gerade bei Fruhgeborenen fehlen oft die
radiologisch wegweisenden intrapulmonalen Infiltrate und das radiologische Bild
imponiert wie ein Atemnotsyndrom; bei annahernd gleicher Symptomatik ist dies
auch die wichtigste Differentialdiagnose.

Weltweit liegt die Inzidenz der intrauterinen oder konnatalen Pneumonie in den
ersten 48 Lebensstunden bei 10 bis 38% aller Totgeburten und bei 20 bis 63%
aller lebendgeborenen, aber spater verstorbenen Neugeborenen (Barnett und
Klein, 2001). In einer anderen, wenn auch schon langer zurtckliegenden
Untersuchung von 1971, finden Naeye et al. in der Autopsie von uber 1000
Neugeborenen, die innerhalb der ersten zwei Lebenstage verstorben sind,

Anzeichen einer Pneumonie (Naeye et al., 1971; Duke, 2005).
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Pathophysiologie

Die Pathophysiologie der konnatalen Pneumonie ist sehr vielschichtig. Ausgehend
von der Infektion kommt es zur Stérung der alveolarkapillaren Schranke, was zu
einem Ubertritt von Plasmabestandteilen fiihrt (Herting, 1997). Vor allem
Plasmaproteine, wie zum Beispiel Fibrinogen, sind sehr potente
Surfactantinaktivatoren. Die durch sie hervorgerufene direkte Hemmung bzw.
Zerstorung des Surfactantsystems fuhrt, wie auch die Mekoniumaspiration,

ebenfalls zu einem Atemnotsyndrom.
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Abb. 11 Pathophysiologische Ubersicht der konnatalen Pneumonie
(modifiziert nach Herting in ,Surfactanttherapie®, herausgegeben
von Wauer, 1997)

Weiterhin scheinen mit in den Bronchoalveolarraum Ubertretende Enzyme des
Blutes und direkt von Bakterien produzierte Phospholipasen eine ebenso direkte
Funktionseinschrankung des Surfactant hervorzurufen (Holm, 1992).

Im Rahmen der ablaufenden Infektion kommt es mit der Einwanderung von
Alveolarmakrophagen und neutrophilen Granulozyten zu einer Freisetzung von
Sauerstoffradikalen und weiteren Enzymen, die neben der direkten
Gewebeschadigung auch eine proteolytische Wirkung auf die Surfactantproteine,
hier vor allem auf das SP-A, haben (Herting, 1997). Bei betroffenen erwachsenen
Patienten wurde nach bronchoalveolarer Lavage in der gewonnenen Flussigkeit
nicht nur ein reduzierter Gehalt an DPPC gemessen, sondern auch eine reduzierte
SP-A-Konzentration (Walther, 1995).
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Erreger und Therapie

Gruppe B-Streptokokken

Streptokokken sind fakultativ anaerobe, kettenférmig hintereinander gelagerte
gram-positive Bakterien. Sie sind teilweise zur Hamolyse fahig und werden
hierdurch auch weiter in alpha-, beta- oder nicht-hamolysierende Streptokokken
unterteilt.

Alpha-hamolysierenden Arten machen eine inkomplette Hamolyse - es bleiben
hierbei im Blutagarpraparat Resterythrozyten im Hamolysehof intakt - wobei beta-
hamolysierende Streptokokken eine komplette Hamolyse auslésen. Das
Hamoglobin der Erythrozyten wird hierbei zu Bilirubin abgebaut.
Beta-hamolysierende Streptokokken werden nach einem Zellwandpolysaccharid,
der sogenannten C-Substanz, weiter in die Lancefield-Gruppen A bis T unterteilt,
benannt nach ihrer Entdeckerin Rebecca Lancefield.

Besonders bedeutsam sind die Erreger der Gruppen A und B.

Gruppe A-Streptokokken (S. pyogenes) l6sen zum Beispiel Scharlach aus und
sind, je nach Virulenzfaktoren, auch fur die eitrige Fasziitis oder das Toxic-shock-
Syndrom verantwortlich. Daruber hinaus ist S. pyogenes in der Lage immun-
pathologische Folgeerkrankungen auszuldsen.

Gruppe B-Streptokokken (GBS, S. agalactiae) kommen beim Menschen
hauptsachlich im Darm und bei Frauen vaginal vor. Die Zahlen der vaginal GBS-
besiedelten Frauen zum Zeitpunkt der Geburt schwanken zwischen 5 und 25%
(Rocchetti et al., 2010; Dechen et al., 2010). Die Ubertragungsrate von Keimen
einer vaginal GBS-positiven Mutter auf die Haut oder Schleimhaut ihres
Neugeborenen liegt bei einer vaginalen Geburt bei ungefahr 50 bis 60%, wobei die
Inzidenz einer symptomatischen Erkrankung nur 0,2 bis 0,5% betragt. Diese
Inzidenz steigt bei Unreife des Kindes jedoch sprunghaft an und liegt bei einem
Frihgeborenen bei 15 bis 20% und bei Fruhgeborenen unterhalb der 28.
Schwangerschaftswoche sogar bei 100% (Berner et al., DGPI-Handbuch 2010).
Im ,early-onset“-Bereich (ca. 85%) spielt bei reifen Neugeborenen vor allem die
Pneumonie als mdgliche Erkrankungsmanifestation eine Rolle. Umso junger und
unreifer das Kind, desto eher manifestiert sich eine Sepsis. Die Meningitisrate liegt
hier bei positiver Blutkultur bei 10 bis 20%.

Im ,late-Onset“-Bereich — der Infektionsweg ist hier vor allem horizontal

(nosokomial) durch GBS-besiedelte, aber nicht getestete Mutter, Pflegepersonal
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oder andere Neugeborene - dominiert die Meningitis mit iber 60% (Berner et al.,
DGPI-Handbuch 2010).

Frihgeborene unter 1500g haben verglichen mit reifen Neugeborenen ein 20-fach
erhohtes Erkrankungsrisiko.

GBS sind etwa seit den 1970igern die fuhrenden Ausldoser einer neonatalen
Sepsis und Meningitis (Schuchat, 1998; Phares et al., 2008). Die Inzidenz liegt bei
etwa 0,4 pro 1000 Neugeborenen in den Vereinigten Staaten von Amerika (USA)
und bei 0,28 pro 1000 in Deutschland (Fluegge et al., 2006).

Geflrchtet sind GBS vor allem wegen ihres moglicherweise sehr rasanten und
fulminanten Verlaufs und der hohen Morbiditdt und Mortalitat. Die Mortalitat bei
einer GBS-Sepsis liegt bei bis zu 50%, bei einer Pneumonie bei ca. 9% und bei
der GBS-Menigitis bei ca. 4%. Nicht genau erfasst wird in den Erhebungen die
hohe Morbiditat, vor allem Entwicklungsstdérungen wie mentale Retardierung und
ein Hor- oder Sehverlust (Schrag et al., 2000).

Die Therapie des Kindes bei bereits ausgebrochener Erkrankung oder bei
Krankheitsverdacht besteht in der Gabe eines geeigneten Antibiotikums. Hier ist
vor allem das klassische Penicillin G oder auch Ampicillin wegen seiner geringen
Nebenwirkungen, der grossen therapeutischen Breite und dem Fehlen von GBS-
Resistenzen sehr gut geeignet (Fluegge et al., 2004). Aber auch Cephalosporine
eignen sich gut.

Zusatzlich ist allerdings die prophylaktische Behandlung der GBS-positiv
getesteten Mutter sehr sinnvoll. Die Testung der Schwangeren erfolgt per Abstrich
in der 35. bis 37. Schwangerschaftswoche. Dies gehdrt in Deutschland allerdings
nicht zu den Regelleistungen der Krankenkassen. Ist der Abstrichbefund positiv,
so wird mit Einsetzen der Wehen, bzw. bei Blasensprung eine antibiotische
Prophylaxe mit Penicilin G durchgefuhrt. In den USA konnte durch diese
Malnahme die Inzidenz invasiver GBS-Erkrankungen um 65% gesenkt werden

(Fluegge et al., 2006). Genaue Daten fur Deutschland werden gerade erstellt.

Escherichia coli
Escherichia coli (E.coli) gehoért zur Familie der Enterobakterien und ist ein
gerades, gram-negatives, fakultativ anaerobes Stabchenbakterium. Es kommt in

der Darmflora vieler Tiere und des Menschen vor, spielt dort eine wichtige Rolle
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beim Schutz vor Fehlbesiedelungen anderer Bakterien und I0st per se keine
Erkrankung aus.

Allerdings gibt es auch obligat pathogene E.coli-Stamme, zum Beispiel die
enterohamorrhagischen E.coli (EHEC), die fur das hamolytisch-uramischen
Syndrom und die thrombotisch-thrombozytopenische Purpura (TTP), beides sehr
schwerwiegenden Erkrankung, verantwortlich sind.

E.coli verursacht zwar unter anderem eine Pneumonie, sehr gefurchtet ist aber vor
allem der Ubergang in eine neonatale Sepsis oder Meningitis die nicht selten
einen foudroyanten Verlauf nimmt. Die Mortalitat ist dementsprechend hoch,
zwischen 5 und 30%, die Rate der entwicklungsneurologischen Schadigungen
nach einer Infektion liegt bei ungefahr einem Drittel (Jones et al., 2004; Daley et
al., 2004; Mittal et al., 2010).

In Untersuchungen zu den haufigsten Erregern einer early-onset Sepsis, GBS und
E.coli, sind die Zahlen der schweren GBS-Verlaufe zwar Dank der flachendeckend
eingefuhrten intrapartalen antibiotischen Prophylaxe, racklaufig, E.coli-positive
early-onset-Septitiden bleiben aber in ihrer Haufigkeit gleich oder nehmen in
manchen Untersuchungen sogar zu (Bizzarro et al., 2008). Als zunehmendes
Problem zeichnet sich hierbei vor allem die steigende Zahl der
antibiotikaresistenten Bakterienstamme, vor allem gegen das oft in Kombination

mit Ampicillin eingesetzte Gentamicin, ab.

Staphylokokkus aureus

Staphylokokkus aureus (Staph. aureus) gehort zu den gram-positiven Kokken, ist
fakultativ anaerob und steht der Haufigkeit nach an dritter Stelle der AuslOser einer
early-onset-Infektion des Neonaten.

Staph. aureus verfugt Uber eine Vielzahl von Virulenzfaktoren. Die Koagulase zum
Beispiel aktiviert den letzten Schritt der Gerinnungskaskade und das Protein A
schafft es durch Interaktion mit den F.-Komponenten der Immunglobuline IgA, IgM
und IgG, deren Phagozytosefahigkeit zu behindern. Zum Schutz vor toxischen
Sauerstoffprodukten bildet Staph. aureus die Katalase, und die Exfoliatine
verursachen die Lésung der Desmosomen beim ,staphylococcal scaled skin
syndrome® (SSSS).

Auch produziert Staph. aureus Superantigene wie zum Beispiel das ,toxic-shock-

syndrome-toxin 1 (TSST-1), die in der Lage sind, durch eine polyklonale T-
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Zellaktivierung und eine unkoordinierte, sich selbst verstarkende Zytokinsekretion
mit massiver TNF-a- und Histaminausschuttung eine Entzindungsreaktion zu
maximieren.

Staph. aureus kann sowohl eine Sepsis, als auch oberflachliche und tiefe
Eiterungen, wie zum Beispiel eine Osteomyelitis, Abszesse, Peri- und
Endokarditiden, Empyeme, aber auch Pneumonien und Meningitiden verursachen.
Zunehmend schwierige Resistenzlagen und die Ausbreitung methicillin-resistenter
Staph. aureus-Stamme (MRSA) werden diesen Keim in Zukunft wahrscheinlich

immer schwieriger beherrschbar machen.
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2, Fragestellung

Die Inaktivierung des endogenen Surfactantsystems ist ein bedeutender Faktor
bei verschiedenen Erkrankungen. Die Gabe von exogenen Surfactantpraparaten
hat sich in vielen dieser Falle als therapeutische MalRnahme etabliert.

Bakterielle Infektionen haben, entweder als primarer Ausloser oder sekundar als
Superinfektion, einen bedeutenden Einfluss auf die Wirkung des endogenen
Surfactantsystems und auf die Wirksamkeit therapeutisch gegebener exogener
Surfactantpraparate.

Surfactant unterliegt generell einer modglichen Inaktivierung durch Mekonium,
Plasmaproteine oder anderer Blutplasmabestandteile.

In der Vergangenheit hat man durch die Mischung exogener Surfactantpraparate
mit bestimmten Stoffen, vor allem Proteinen, eine Zunahme der Resistenz

gegenuber Inaktivierung von aufden zeigen konnen.

Die vorliegende Arbeit sollte daher folgende Fragen beantworten:

* Welchen Einfluss hat Surfactant mit und ohne PxB-Zusatz auf das
Proliferationsverhalten verschiedener Keime?

* Hat Mekonium einen proliferationsbeeinflussenden Effekt? Falls ja,
ab welcher Konzentration?

* Behalt ein exogenes Surfactantpraparat trotz der Zugabe von PxB
seine oberflachenspannungsreduzierende Wirkung?

* Kann diese oberflachenspannungsreduzierende Wirkung durch die
Zugabe von Calzium verbessert werden?

* Kann PxB die Oberflachenaktivitat von Surfactant verbessern?

* Behalt PxB seine antimikrobielle Wirkung im gram-negativen Bereich
nach Vermischen mit Surfactant?

*  Wie wirkt ein Surfactant-PxB-Gemisch auf gram-positive Gruppe-B-

Streptokokken bzw. gram-positive Staphylokokkus aureus?
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3. Material und Methoden

3.1 Mekonium und seine Aufarbeitung

Probengewinnung

Das verwendete Mekonium, die erste Stuhlentleerung der Neugeborenen, wurde
auf der Wochenstation der Universitatsfrauenklinik Gottingen durch die
Hebammen — mit Einverstandnis der Eltern - aus den Windeln der Neugeborenen
entnommen und in vorher gewogene (Waage: Sartorius 2001 MP2, Sartorius AG,
Gottingen, Deutschland) Stuhlréhrchen abgefullt. Ein positives
Ethikkommissionsvotum  diesbezuglich  wurde im  Vorfeld eingeholt
(Ethikkommission der Universitat Gottingen, Antragsnummer 7/3/03).

Im Zeitraum von 4 Wochen wurden 40 Mekoniumproben gesammelt. Diese
wurden innerhalb von 24 Stunden weiter verarbeitet. Zwischenzeitlich wurden sie
bei 4° C gelagert, um ein eventuelles Bakterienwachstum zu reduzieren.

Es wurde nur Mekonium von reifen und gesunden Neugeborenen verwendet. Eine
infektiologische Erkrankung der Mutter oder des Kindes durfte nicht vorliegen.
Mikrobiologisch sollte das Mekonium relativ keimarm sein, wobei die Grenze der
Verwendbarkeit auf unter 10* KBE (kolonienbildende Einheiten)/mg Mekonium
festgelegt wurde.

Dieses Vorgehen, wie auch der Prozel} der weiteren Probenaufbereitung, wurde in

Vorarbeiten in unserem Labor entwickelt (Stichtenoth, 2002).

Mikrobiologische Untersuchung

Fur die mikrobiologische Untersuchung wurde von jeder nativen Mekoniumprobe
eine kleine Menge steril entommen. Die so enthommene Menge schwankte je
nach Konsistenz der Probe zwischen 60 und 120mg. Die Stuhlréhrchen mit den
Proben wurden erneut gewogen und bei -80°C eingefroren.

Das mit der Impfose enthommene Mekonium wurde dann in 100ul einer Phosphat-
Pufferldsung (PBS; Phosphate buffered saline (Dublecco) ohne Ca?** und Mg**;
Seromed®; Biochrom AG, Berlin, Deutschland) abgestreift und unter Zuhilfenahme
eines Vortexers suspendiert (Vortex Genie, Bender & Hohein AG, Zdurich,
Schweiz). Aus dieser Lésung wurden Verdiinnungen von 1:10% 1:10% und 1:10°

(logarithmische Verdunnung), ebenfalls in PBS-Puffer, hergestellt.
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100ul  der verdinnten Mekoniumsuspensionen wurden auf vorbereitete
Schafsblutagar-Nahrbéden (5% Schafsblut, defibriniert, Unipath GmbH, Wesel,
Deutschland und Columbia Agar Base, Oxoid CM 0331, Unipath Ltd.,
Basingstoke, Hampshire, GroRbritannien) pipettiert und mit einer Uber der
Bunsenbrennerflamme zu 90° abgewinkelten glasernen Pasteurpipette kreisformig
verteilt. Zur Sterilisation wurden die Glaspipetten in 99,9% vergalltem Alkohol
gelagert und direkt vor jeder Verwendung uber dem Bunsenbrenner abgeflammt.
Die Ausstriche jeder Verdunnung wurden zweifach angelegt (Doppel-
bestimmung).

Die quantitative Auswertung des mikrobiologischen Wachstums der Proben
erfolgte nach 24 und 48 Stunden Inkubation bei 37°C. In die Ergebnisse
einbezogen wurden alle Platten jeder Mekoniumverdinnung, auf denen zwischen
10 und maximal 250 KBE/Nahrboden wuchsen.

Jede ausgestrichene Mekoniumprobe wurde protokolliert. Ab einer Abweichung

der Mittelwerte der Doppelbestimmungen tber 10% wurden die Proben verworfen.

Gefriertrocknung

Analog der oben bereits zitierten Arbeit (Stichtenoth, 2002), entschlossen wir uns
bei der Frage der Konservierung des Mekoniums fur die Gefriertrocknung der
Proben. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass man gefrorenes Material
direkt, unter Umgehung des flissigen Aggregatzustandes, trocknen kann. Eis wird
so direkt in Gas umgewandelt, einen Vorgang, den man Sublimation oder
Lyophilisation nennt. Die Lyophilisation ist eine sehr schonende
Konservierungsmoglichkeit fur biologische Materialien. Die Wasserldslichkeit von
Proteinen und die allermeisten chemischen Verbindungen bleiben so bestehen.
Die Proben wurden in der Gefriertrocknungsanlage (Beta 2000, Christ, Osterode
am Harz, Deutschland) 24 Stunden bei -20°C getrocknet und danach erneut
gewogen.

Das Lyophilisat der einzelnen Proben wurde dann in einem sterilen Morser
zerrieben und gleichzeitig gemischt, so dass aus den Einzelproben ein grosser

Mekoniumpool entstand. Dieser wurde bei -80°C gelagert.
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Herstellung von Verdiinnungsreihen

Um Verdunnungsfehler zu vermeiden, erwiesen sich einmalig angelegte
grolRvolumigere Verdinnungsreihen, die spater, aufgeteilt in Aliquots, bei -80°C
gelagert wurden, als sinnvoll. Damit wurde die Gefahr der Kontamination und
eines eventuellen Keimwachstums in an- oder aufgetauten Proben gering
gehalten.

Sowohl fir das Mekonium als auch fir das Surfactant wurde als
Verdunnungsmittel NaCl 0,9% mit oder ohne Zusatz von 1,5mM CaCl, (CaCl; x 2
H,O, Calziumdichloriddihydrat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Muinchen,
Deutschland) gewahlt. Hiermit sollte zusatzlich untersucht werden, ob die
Surfactantfunktion in vitro durch den Zusatz von Calzium optimiert werden kann.
Sowohl Kobayashi und Robertson als auch Schurch und Bachofen hatten dies in
Untersuchungen gesehen (Kobayashi und Robertson, 1983; Schirch und
Bachofen, 1995).

Aus dem Mekoniumlyophilisat wurden Stammlésungen mit einem Mekoniumgehalt
von 20 und 40mg/ml hergestellt. Hieraus wurden dann in Verdlinnungsreihen
(Mekoniumlésung:NaCl/CaCly-Losung im Verhaltnis 1:2) Konzentrationen von 20,
10, 5, 2,5, ...bis 0,02mg/ml hergestellt. Die Verdunnungen wurden zwischen den

Einzelschritten gevortext, aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

3.2  Surfactant und Polymyxin B

Wir verwendeten in dieser Arbeit das exogene Surfactantpraparat Curosurf®
(Serono Pharma GmbH, Unterschleilheim, Deutschland), ein modifiziertes
natlrliches Surfactant. Uber mehrere Herstellungsschritte, die eine organische
Extraktion einbeziehen, wird das Endprodukt aus Tierlungen gewonnen (Curstedt-
Robertson-Surfactant; Robertson et al. 1990).

Curosurf® enthalt etwa 99% polare Lipide, wovon ungefahr  77%
Phosphatidylcholin, 1,5% Phosphatidylglycerol und 20,5% sonstige Phospholipide
sind. Weiterhin enthalt es 1% der hydrophoben Proteine SP-B und SP-C im
Verhaltnis 1:2 (Schirch und Bachofen, 1995). Die von uns genutzten Chargen der
Konzentration 240mg Phospholipide in 3ml Suspension (entspricht 80mg/ml)
waren die 194/09, die 148/01 und die 200/05.
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Curosurf® mit 1 und 2% Polymyxin B (PxB) wurde selbst hergestellt. Hierzu
wurden Curosurf® und PxB auf eine Konzentration von 40mg/ml gebracht und mit
1, bzw. 2% PxB (Polymyxin B sulfate, 8100 units per mg, Lot No. 092K2515, EC
No. 215-774-7, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) gemischt.
Vor den Messungen wurden die Losungen 30 Minuten bei 37°C geschuttelt und
inkubiert.

3.3 Bestimmung der Oberflachenspannung

Pulsating-Bubble-Surfactometer

Das Pulsating-Bubble-Surfactometer (PBS; Electronetics Corporation, Buffalo,
New York, USA) ist eine Apparatur, mit der man die Oberflachenspannung (y)
einer Gasblase, die in einer Flussigkeit pulsiert, bestimmen kann. Das PBS kann
als ein in-vitro-Modell der Alveole angesehen werden, in dem an kleinen

Probenvolumina die Oberflachenspannung im dynamischen Verlauf gemessen

wird.

G A

Abb. 12 Pulsating-Bubble-Surfactometer (PBS)
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Hierzu nutzt das Gerat das LaPlace’sche Gesetz (Enhorning, 1977), wonach sich

die Oberflachenspannung wie folgt errechnen lasst:
Ap = 2yir g y=(Apx )2

Das Gerat funktioniert wie folgt: Wahrend in einer mit der Probenflissigkeit
geflllten 50ul groflen Messkuvette mit Hilfe einer Prazisionskolbenpumpe eine
Gasblase generiert und in ihrer Grof3e immer wieder verandert wird, wird Ap (der
transmurale Druck zwischen der Atmosphare und der Flussigkeit) kontinuierlich
gemessen.

Die Blase wird zu Beginn jeder Messung unter mikroskopischer Einstellung auf
eine definierte Anfangsgrofie gebracht. Die Kolbenpumpe bewegt dann FlUssigkeit
aus der Kivette rein und raus und lasst die Blase so mit einer frei wahlbaren
Frequenz pulsieren. Die Oberflache der Blase wird hierbei zyklisch um 50%
reduziert. Der minimale Radius ist 0,40mm, der maximale 0,55mm. Der Druck in
der Kuvette wird alle 0,06 Sekunden gemessen und an einen Computer

Ubertragen.

pulsierende
Gasblase

~ | Drucksensor

\
1
]

Prazisionskolbenpumpe

Abb. 13 Schemazeichnung zum Messprinzip der Oberflachenspannung im PBS:
Durch eine Kolbenpumpe wird die GasblasengroRe verandert, wobei der
Druck Ap im dynamischen Verlauf gemessen wird. Diese Situation spiegelt
modelhaft die Verhéltnisse in der Alveole wider. (modifiziert nach
Enhorning, 1977)
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Die Messkuvette verflgt Uber einen sehr dinnen Schlot, der die generierte Blase
mit der Atmosphare verbindet. Regelmassige Eichung des Drucksensors gegen
die Atmosphare ermdglicht es dann, wahrend der Messung den Druck in der
Klvette gegen den der Atmosphare abzugleichen und die wahrend der zyklischen
Blasenvolumenanderung entstehende Differenz als Ap zu ermitteln. Da der
Blasenradius r durch die regelmassig pumpende Kolbenpumpe bekannt ist und Ap
gemessen wird, ist man in der Lage alle 0,06 Sekunden nach der obenstehenden

Formel die Oberflachenspannung y zu errechnen.

|

Schlot — |

Ort der Blasengenerierung
(Ende des Schlotes)

Messkammer —|

Abb. 14 und 15 Photo und Schemazeichnung der Messkiivette.

Um maoglichst realistische in vivo-Verhaltnisse zu schaffen, steht die Messkuvette

nach unten dicht verschlossen in einem 37°C warmen Wasserbad.

2
:

s

Abb. 16 Messkivette (weisser Kreis) in Abb. 17  Messkivette (weisser Kreis) in
mefbereitem Wasserbad. in abgesenktem Wasserbad
Justiermikroskop (gelber Kreis)
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Vor jeder Messung mul’ das Gerat vorbereitet werden, da bereits kleinste Mengen
oberflachenaktiver Probenflussigkeiten die Messungen verfalschen kénnen.

Das Wasserbad wird hierfir taglich vor Beginn der Messungen mit deionisiertem,
entgastem Wasser gespult. Die Kuvetten werden nach jeder Messung ebenfalls
mit deionisiertem Wasser gespult und dann in einer speziellen Reinigungslosung
(2% Extran MA 03 phosphatfrei, Merck KG, Darmstadt, Deutschland) eingelegt.
Abschlielfend werden sie nochmals mit deionisietem Wasser ab- und
durchgespult.

Das PBS wird vor jedem Messtag mit entgastem, also abgekochten Aqua Bidest
gespult und kalibriert. Das Entgasen durch Abkochen soll hierbei verhindern, dass
kleinste Luftblasen im System entstehen und durch Adsorption oberflachenaktiver
Substanzen die Messungen verfalscht werden.

Um die Funktionstlchtigkeit des PBS zu Uberprufen, kdnnen Eichmessungen mit
Wasser oder 40%igem Ethanol durchgeflhrt und mit Daten aus der Literatur (Hall

et al. 1993) abgeglichen werden.

Messvorgang

Die Klvette wird mittels einer Kapillarspitze und einer Pipette luftblasenfrei mit ca.
50ul der Probenflussigkeit befullt und mit einem Spezialhalter auf den Messplatz
des PBS aufgesetzt. Der Messplatz kann hierzu mechanisch aus der Wanne des
Wasserbades gehoben werden. Sollte Flissigkeit aus dem Schlot ausgetreten
sein, so wird diese vorsichtig abgetupft ohne durch die Sogwirkung eines Tuches
Probenmaterial Uber den Schlot aus der Kuvette zu ziehen. Der Messplatz wird
dann wieder in das Wasserbad gesenkt. Unter mikroskopischer Kontrolle wird nun
Probenflissigkeit aus der Kulvette gesaugt, wodurch Uber den Schlot, der
Verbindung zur Atmosphare hat, Luft angesaugt und so eine Blase generiert wird.
Im Mikroskop ist die minimale und maximale Blasengrdfle durch zwei Linien
definiert. Mit der Erzeugung der Minimalblase beginnt die 2-minltige
Adsorptionsphase von oberflachenaktiven Substanzen aus der Probenfllssigkeit
an der Luft-Flissigkeits-Grenzschicht. Dann beginnt mit der Expansion auf den
maximalen Radius die Pulsation und damit die dynamische Phase. Die
Pulsationsdauer in unseren Versuchen betrug standardisiert 5 Minuten, die

Pulsationsfrequenz 20 Zyklen/Minute und die Temperatur des Wasserbades 37°C.
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Selten kam es zur Ausdehnung der Blase, weshalb unter der Messung die
Blasengrofe diskret nachreguliert werden musste.

Curosurf® , Curosurf®/CaCl, und Curosurf®/CaCl, plus 1%PxB wurden mit
Mekonium in aufsteigender Dosierung gemischt und vorinkubiert. Jedes Gemisch
wurde funf Mal im PBS gemessen.

Die genannte Surfactantkonzentration von 2,5mg/ml wurde gewahlt, da wir in
Vorarbeiten gesehen hatten, dass diese Konzentration relativ sensibel gegenuber

einer Inaktivierung ist.

Curosurf® Mekonium PxB CaCl,
(mg/ml) (mg/ml) (% bezogen auf di.e (mM)
Surfactantkonzentration)
statische Ound
. 2,5und 5 1und 2 Ound 1
Oberflachenaktivitat 1,5
5,...0,08
dynamische
2,5 (serielle Ound1 1,5
Oberflachenaktivitat
Verdinnungsreihe)
Tab.1 Ansatze zur Bestimmung der Oberflachenspannung im PBS

3.4 Ermittlung des Bakterienwachstums

Versuchsvorbereitungen

Bei unseren Bakterienwachstumsversuchen orientierten wir uns bei der Methodik
an der Vorarbeit von Moller aus dem Jahre 1998 (Moller, 1998). Die verwendeten
Bakterienarten wurden ausgesucht, da sie die Hauptkeime der direkt postpartalen
Infektionserkrankungen darstellen.

Von den eingesetzten Bakterien wurden zunachst Aliquots erstellt, um eine
gleiche Startmenge von koloniebildenden Einheiten (KBE) des jeweiligen
Bakteriums zu gewahrleisten.

FUr unsere Versuche verwendeten wir analog zu den haufigsten Erregern einer

konnatalen Pneumonie drei verschiedene Bakterien (siehe Einleitung):
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1) E.coli (Stamm ATTC 25922)

2) GBS (Stamm 090 la Colindale; eine Variante hoher Dichte ohne
Polysaccharidkapsel;  freundlicherweise  bereitgestellt von  Stellan
Hakanson, Universitat Umeda, Schweden)

3) Staph. aureus (Stamm ATTC 25923)

Von den verschiedenen Bakterien wurden mit Hilfe der Messung der optischen
Dichte Aliquots zu je 1ml erstellt. Um ein weiteres Wachstum zu vermeiden,
wurden diese anschlie3end bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert.

Die Reagenzglaser der Verdinnungsreihen wurden zu Versuchsbeginn mit 900ul,
bzw. 4,5ml 0,9%igem NaCl geflllt, verschraubt und bei 121°C fur 20 Minuten im
Autoklav sterilisiert.

FUr den Schafsblutagar wurde ein Standard-Agar (39g/l Columbia Agar Base,
Oxoid CM 0331, Unipath Ltd., Basingstoke, Hampshire, Grofl3britannien) mit 1 Liter
Aqua dest. angeruhrt, autoklaviert und mit zimmertemperaturwarmen Schafsblut
(50ml pro  1000ml Agar; Schafsblut, defibriniert, Unipath GmbH, Wesel,
Deutschland) vermischt.

Fur die Staph. aureus-Bakterien wurden Petrischalen vorbereitet und bei 4°C
gelagert. Hierzu wurde der wie oben beschrieben angerthrte Schafsblutagar in die
Petrischalen gegossen, mit dem Bunsenbrenner abgeflammt und nach
Auskihlung bei Raumtemperatur bei 4°C gelagert. Maximal waren die Platten so
bis zu 3 Wochen haltbar, abhangig von einer eventuellen Verkeimung. Nach

Lagerung sichtbar verkeimte Platten wurden verworfen.

Versuchsablauf

Erreichen einer logarithmischen Wachstumsphase

Zu Beginn jedes Versuches wurde ein Aliquot mit Bakterien aufgetaut und zur
Anreicherung in 11,5ml einer sterilen Standard-I-Nahrbouillon (Standard-I-
Nahrbouillon fir die Mikrobiologie, 25g/l, E. Merck, Darmstadt, Deutschland) fir 16
Stunden Uber Nacht inkubiert. Um die logarithmische Wachstumsphase der
Bakterien zu erfassen, also eine bestmdgliche Proliferation zu gewahrleisten,
wurden sie danach im Verhaltnis 1:7 in 50ml vorgewarmte Standard-I-Nahrlésung

umgesetzt und erneut fur eine (E.coli), bzw. fur 2,5 Stunden (GBS und Staph.
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aureus) bei 37°C inkubiert. Dann wurden die Bakteriensuspensionen in 2 sterile
50ml Roéhrchen udberfuhrt und bei 1800 x g fur 10 Minuten abzentrifugiert,
resuspendiert und zweimal mit NaCl 0,9% gewaschen. Nach einer erneuten
Zentrifugation bei 1800 x g wurde ihre optische Dichte bei 595 nm bestimmt. Um
moglichst gleiche Bakterienkonzentrationen zu erreichen, wurde die Zieldichte von
~1,2 durch die entsprechende Zugabe von 0,9%igem NaCl eingestellt. In
Vorarbeiten wurde eine Eichkurve erstellt, wodurch wir wussten, dass diese

optische Dichte einer Ausgangskonzentration von 8 x 10°KBE/ml entsprach.

Pipettieren der verschiedenen Ansétze

Die verschiedenen Inhaltsstoffe des jeweiligen Versuchsansatzes wurden
daraufhin auf eine Gesamtmenge von 1ml aufpipettiert.

Zu den Zeitpunkten 0 Stunden, 1 Stunde, 3 Stunden und 5 Stunden
Inkubationszeit bei 37°C im Schuttelinkubator (180 Umdrehungen pro Minute)
wurden 100yl aus diesen Ansatzen enthommen und in die Roéhrchen mit den
900ul NaCl uberfuhrt. Von dieser 1:10 Verdlinnung wurden dann je 500ul
entnommen und weiter in Serie in die mit 4,5ml 0,9%igem NaCl geflllten nachsten
Roéhrchen verdunnt. So entstand eine logarithmische Verdunnungsserie im
Verhaltnis 1:10.

Ausplattieren

Von den einzelnen Verdunnungen wurden je 100yl entnommen und in eine
Petrischale pipettiert, wobei bei den ersten Versuchen fast alle Verdinnungen
ausgestrichen wurden. Damit sollte die noch unbekannte entstehende Keimzahl
pro Verdunnung ermittelt werden, um im folgenden nur noch zahlbare
Verdlinnungen ausplattieren zu missen und so Material zu sparen.

Die hamolysierenden GBS und E.coli wurden in die leeren Petrischalen pipettiert,
mit noch warmen Schafsblutagar bedeckt und durch leichtes Schwenken
gemischt. Bevor die Schalen zur Inkubation bei 37°C in den Brutschrank gestellt
wurden, liessen wir den Agar noch kurz bei Raumtemperatur ausharten. Diese Art
der Anlage in noch flissigem Agar wahlten wir fur die GBS und die E.coli, da
durch ihre Hamolysehofe die einzelnen koloniebildenden Einheiten der Bakterien

besser sichtbar wurden und so auch genauer auszuzahlen waren (Mdller, 1998).
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Da Staph. aureus keine Hamolysehofe ausbildet wurden hierfur, wie oben

beschrieben, Schafsblutagarplatten vorbereitet, 100ul der jeweiligen Verdinnung

auf die Agarplatte pipettiert und dann mit einer vorne verschlossenen 90°

abgewinkelten Glaspipette, die vorher abgeflammt und ausgekihlt wurde,

ausgestrichen.

Ablesen des Bakterienwachstums

Pro Verdinnung wurde eine Doppelbestimmung angelegt, 24 Stunden bei 37°C

inkubiert und die KBE von Hand ausgezahlt. Die Auszahlergebnisse wurden

einzeln dokumentiert und daraus der Mittelwert errechnet.

Pro Ansatz wurden 5 Versuchsreihen erstellt und ausgezanhlt.

Curosurf® Mekonium PxB
(mg/ml) (mg/ml) (% bezogen auf die
Surfactantkonzentration)
GBS Ound 10 0 und 20 O und 1
E.coli Ound 10 0 und 20 O und 1
Staph. aureus O und 10 0 und 20 Ound 1
Tab. 2 Ansatze zur Bestimmung des Bakterienwachstums

Weiteres verwendetes Material:

Schiuttelinkubator:

e Autoklav

¢ Petrischalen:

e  Photometer:

* Reagenzglaser:

3. Material und Methoden

G 24, Environmental Inkubator Shaker, New Brunswick
Scientific GmbH, Nurtingen, Deutschland

Systec V 95, Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland
Petrischalen 92 x 16mm mit Nocken, Sarstedt AG &Co.,
Numbrecht, Deutschland

Spektralphotometer Ultraspec Ill, Pharmacia
Biosystems GmbH, Freiburg, Deutschland
Gewindereagenzglaser mit Kunststoffkappen, Schuett
Labortechnik GmbH, Géttingen, Deutschland
Verwendet fur die Verdlinnungsreihen und die

Inkubation der Ansatze
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3.5 Statistische Analyse

Die Resultate der Bestimmung der Oberflachenaktivitat wie auch die Ergebnisse
der Bakterienwachstumskurven sind im folgenden als Mittelwert +/-
Standardabweichung ausgedrickt. FlUr die statistische Analyse nutzen wir die
einfaktorielle (univariante) Varianzanalyse (one-way ANOVA) fur wiederholte
Messungen.

Die statische Oberflachenaktivitdt bei minimalen (ymin) und maximalen (Ymax)
Blasenradius der mekoniumhaltigen Ansatze wird mit nicht-mekoniumhaltigen
Kontrollansatzen Gber den Dunnett’s post-hoc-Test analysiert.

Bonferroni’s post-hoc Test wird flir den Vergleich der statischen
Oberflachenaktivitat der surfactanthaltigen Ansatze allein und nach Zugabe von
CaCl,, PxB und CaCl, mit PxB, in An-, bzw. Abwesenheit von Mekonium genutzt.
Beim Bakterienwachstum vergleichen wir mit dem Dunnett’s post-hoc-Test die
Werte nach 1, 3 und 5 Stunden Inkubation und Wachstum mit den Werten nach 0
Stunden als Kontrolle.

Als signifikant wird, sofern nicht anders angegeben, ein p-Wert < 0,05 bewertet.
Fir die statistischen Berechnungen und die Ausgabe in Grafiken nutzen wir die
Software GraphPadPrism 4.02 (San Diego, CA, USA).

Die Beratung hinsichtlich der Statistik erfolgte beim Mathematischen Institut der

Universitat Gottingen.
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4, Ergebnisse

41 Mekoniumgewinnung

Nach der mikrobiologischen Auswertung mussen wir 12 Proben aufgrund zu hoher
bakterieller Kontamination aussortieren.

Das Feuchtgewicht aller verwendeten Proben betragt 67,26g. Nach der
Gefriertrocknung wiegt unser Mekonium-Pool noch 17,08g, was einem
Mekoniumanteil Trockengewicht/Feuchtgewicht von 254mg/g entspricht. Hieraus

errechnet sich ein durchschnittlicher Feuchtigkeitsanteil von 74,6%.

4.2 Messung der Oberflachenaktivitat

Die Messung der statischen Oberflachenspannung im PBS, gemessen nach 5
Minuten der Messung, ergibt fur Proben mit einer Surfactantkonzentration von
2,5mg/ml und niedrigem Mekoniumanteil (1mg/ml) eine deutlich verzdgerte
Adsorption, was sich in hohen Werten fur die statische Oberflachenspannung,

gemessen zehn Sekunden nach Generierung der Blase, ausdruckt (siehe Tab. 1).

statische Oberflachenspannung (mN/m)/Zeit

2 Sekunden 10 Sekunden
Surfactant mg/ml Kontrolle + Mekonium Kontrolle | + Mekonium
Curosurf® 2,5 32 50 30 47*
+ PxB 2,5 26 56 27 51
+ CaCl; 2,5 28 56 25 51
+ CaCl,/PxB 2,5 27 52 25 44>
Tab. 3 Statische Oberflachenspannung im PBS, gemessen nach 2 und 10

Sekunden in Abwesenheit (Kontrolle) oder Anwesenheit von Mekonium
(1Tmg/ml); gemessen wurden die Gemische: Curosurf® allein, Curosurf® +
CacCly, Curosurf® + PxB 1% und Curosurf® + CaCly/PxB 1%. Angegeben
sind die Mittelwerte aus 5 Messungen.

*p < 0,01 vs. Kontrolle, * p < 0,001 vs. Kontrolle
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In den Proben mit Surfactant (2,5mg/ml) haben wir zusatzlich noch funf Minuten

nach dem Start der Blasenpulsation reduzierte Werte flr ymin gemessen. Ebenso

steigert Mekonium signifikant ymax (Siehe Tab. 2).

dynamische Oberflichenspannung nach 5 Minuten [mN/m]

Ymin Ymax
Surfactant mg/ml Kontrolle + Mekonium Kontrolle | + Mekonium
Curosurf® 2,5 <3 23* 27 49*
+ PxB 2,5 <3 17* 32 48*
+ CaCl; 2,5 <3 17* 29 48*
+ CaCl,/PxB 2,5 <3 611§ 31 371§
Tab. 4 Dynamische Oberflachenspannung im PBS, gemessen nach 5 Minuten

ohne (Kontrolle) oder mit Mekonium; gemessen wurden die Gemische:
Curosurf® allein, Curosurf® + CacCly, Curosurf® + PxB 1% und Curosurf® +
CaCl,/PxB 1%. Angegeben sind die Mittelwerte aus 5 Messungen.

** p < 0,001 vs. Kontrolle; ¥ p < 0,01 vs. +CaCly; £ p < 0,01 vs. +PxB;
§ p< 0,01 vs. + Curosu

Die Zugabe von CaCl, und/oder CaCl, plus Polymyxin B (PxB) vermag die

Inaktivierung durch Mekonium mindestens auszugleichen, wenn nicht sogar zu

reduzieren (siehe Tab. 1 und 2).

Curosurf + CaCl,

—&- Ymax
-0 Tmin
Curosurf + CaCl,/PxB

A Ymay

"'ﬁ" '}‘min

Abb. 18

4. Ergebnisse

Mekonium [mg/ml]

Minimale (ymin) und maximale (ymax) Oberflachenspannung von Curosurf®
(2,5mg/ml) + CaCl, nach Zusatz von verschiedenen Mekoniumkonzentratio-
nen, bzw. mit und ohne 1%PxB

Messwerte nach 5 Messminuten, dargestellt als mean +
Standardabweichung.
**p < 0,01 vs Omg/ml Mekonium; n = 5 Messungen
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Die Zugabe von 1%igem PxB zu Curosurf®/CaCl, verschiebt die Wirkungskurve
nach rechts. Dementsprechend wurden hodhere Mekoniumkonzentrationen zur
Inaktivierung des Surfactant bendtigt.

Die Zugabe von CaCl, allein verbessert bereits die oberflachenspannungsredu-
zierende Wirkung von Curosurf®.

Verglichen mit Kontrollen die nur Surfactant/ CaCl, ohne PxB enthielten,
benétigten wir in  Curosurf®/CaCl,/PxB-Mischungen eine 4fach héhere
Mekoniumkonzentration (1,3mg/ml statt 0,31mg/ml) um ymin und ymax ZU erhdhen.
Die Zugabe von PxB erhoht also die Resistenz von Curosurf®/CaCl,-Gemischen

gegen die Inaktivierung durch Mekonium.
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4.3 Bakterienwachstum

Escherichia coli (E.coli)

Ausgehend von einer Konzentration von 10" KBE E.coli zu Versuchsbeginn,
sehen wir nach 5 Stunden Inkubation in reiner 0,9%iger Kochsalzlésung keine
signifikante Zunahme der KBE/ml.

Signifikant nimmt aber die Konzentration von E.coli nach 3 und 5 Stunden
Inkubationszeit in Mekonium und in Mekonium/Curosurf®-Gemischen etwa um den
Faktor 100 zu.

Im Gegensatz dazu kénnen PxB oder Curosurf®/PxB-Gemische bereits nach einer
Stunde die Proliferation von E.coli reduzieren. Nach 5 Stunden Inkubation wurde

das E.coli-Wachstum um den Faktor 10* reduziert.

E.coli
1011.
10 .
10 T ol
==+ [Vekonium
£ "=*= + Mekonium und Curosurf
E —+— + Mekonium und Polymyxin B
x "=*= + Mekonium und Curosurf”
und Polyrmyxin B
***p<0,001 vs. Kontrdle
*p<0,01 vs Kortrolle
102 r r . . . *p<0,05 vs. Kontrdle
0 1 2 3 4 5
Zeit [Std]
Abb. 19 EinfluR von Mekonium/Curosurf® und/oder PxB auf die Proliferation von
E.coli. Angegeben sind die Mittelwerte aus 5 Messungen +/- der SD

magnus.
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Gruppe-B-Streptokokken (GBS)

Auch GBS zeigen inkubiert in reiner 0,9%iger Kochsalzlésung kein Wachstum.

In mekoniumhaltigen Ansatzen nimmt die Konzentration der gram-positiven GBS
im Laufe der Inkubationszeit zu.

Gegenuber den Kontrollen zur Stunde 0 der Inkubation sehen wir nach 5 Stunden
Inkubationsdauer eine geringgradige Proliferation von GBS in den Ansatzen mit

Mekonium und in denen mit Mekonium/Curosurf®/PxB.

GBS
100
—— Kontrdlle
—=— + [\Vekonium
_ 108 |
£ "~ + Mekoniumund Curosurf
1]
ﬂxl —— + [Vekoniumund Polymyxin B
107 "=*= + Mekoniumund Curosurf”™
und Polynyxin B
106 ,
6
Zeit [Std.]
Abb. 20 Einflu von Mekonium/Curosurf® und/oder PxB auf die Proliferation von
GBS. Angegeben sind die Mittelwerte aus 5 Messungen +/- der SD

magnus.
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Staph.aureus

Auch die getesteten Staphylokokken zeigen kein signifikantes Wachstum nach 5
Stunden Inkubation in reiner 0,9%iger Kochsalz-16sung.
Die Proliferation von Staph. aureus wird auch durch Mekonium, Curosurf®

und/oder PxB ebenfalls nicht beeinflusst.

Staph.aureus

10°
—— Konfralle
- + [Vekonium
8 ,ﬁ.
E 10 "=*= + Mekonium und Curosurf™
g —— + Mekoniumund Polymyin B
. "*= + Mekonium und Curosurf™
10~ und Polyrmyxin B
106 1 1 1 1 1 ]
0 1 2 3 4 5 6
Zeit [Std]
Abb. 21 Einflull von Mekonium/Curosurf® und/oder PxB auf die Proliferation von

Staph. aureus. Angegeben sind die Mittelwerte aus 5 Messungen.

Zusammenfassend stellen wir fest, dass die oberflachenspannungs-reduzierenden
Eigenschaften des Curosurf® durch die Zugabe von PxB und/oder CaCl nicht
verschlechtert werden. Gleichzeitig behalt PxB seine gute antimikrobielle
Wirksamkeit gegen gram-negative Erreger, wie zum Beispiel E.coli, auch in
Gemischen mit Curosurf®.

Bereits die Anwesenheit von Mekonium allein fuhrt bei E. coli und bei GBS zur
Vermehrung der Bakterien.

Staph. aureus wird in seinem Proliferationsverhalten weder durch Mekonium allein

noch durch Curosurf® und/oder PxB beeinflusst.
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5. Diskussion

Exogene Surfactantpraparate haben sich beim Atemnotsyndrom des Fruh- und
Neugeborenen, aber auch bei anderen Erkrankungen, wie zum Beispiel dem
Mekoniumaspirationssyndrom (MAS) oder der konnatalen Pneumonie, als
wirksame Therapieoptionen etabliert.

Beim MAS dringt mekoniumhaltiges Fruchtwasser in den intraalveolaren Raum
ein, und das Mekonium kann mit dem Surfactant interagieren, bzw. es inaktivieren.
Immer wieder Gegenstand der Diskussionen ist die bestmdgliche Therapie beim
MAS.

Dass Bolusgaben von Surfactant (50 bis 200mg/kg Korpergewicht), wenn nétig
auch wiederholt gegeben, beim MAS die Oxygenierung verbessern, koénnen
Pilotstudien in den Neunzehnhundertneunzigern mehrfach demonstrieren (Auten
et al.,, 1991; Sun et al.,, 1993; Blanke und Jorch, 1993; Herting et al., 1995;
Halliday, 1996). Findlay et al. beobachten zudem 1996 in der ersten randomisiert
kontrollierten Studie diesbezlglich die positive Wirkung des kunstlichen Surfactant
beim MAS (Findlay et al., 1996). In einer Metaanalyse aus 4 randomisiert-
kontrollierten Studien schlussfolgern ElI Shahed et al. 2007, dass sich mit der
Bolusgabe von Surfactant zwar der Schweregrad der respiratorischen Problematik
und die ECMO-Bedurftigkeit reduzieren lasst, dass aber andererseits keine
Verbesserung der Mortalitat, der Krankenhausverweildauer, der Beatmungstage,
des Sauerstoffbedarfs und der langfristigen Entwicklung einer chronischen
Lungenschadigung erreicht wird (El Shahed et al., 2007).

Vom Gedanken der besseren Mekoniumauswaschung ausgehend wurde auch die
Bronchiallavage mit verdinntem Surfactant untersucht (Paranka et al., 1992;
Wiswell et al., 2002). In einer kleinen aktuellen Studie zeigt diese Methode zwar
eine Verbesserung der Oxygenierung, aber es besteht kein Vorteil hinsichtlich
Beatmungsdauer, der Komplikationen und Dauer des Klinikaufenthaltes
(Gadzinowski et al. 2008). Eine aktuelle Untersuchung von Dargaville et al. zeigt
ebenfalls keine Verbesserung hinsichtlich der Beatmungsdauer, allerdings wird
eine Reduzierung der Mortalitat insbesondere in Zentren ohne ECMO-M0dglichkeit
diskutiert (Dargaville et al., 2011).
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Um den Grad der Schadigung und den Inaktivierungsvorgang an sich besser zu
verstehen, ware es hilfreich genauere, Zahlen der intraalveolar vorliegenden
Surfactant- und Mekoniummengen zu wissen.

Bei reifen Neugeborenen bewegt sich die Gesamtmenge des alveolar
vorliegenden Surfactant zwischen 50 und 100mg/kg Korpergewicht (Rebello et al.,
1996), bzw. bei einem Alveolarvolumen definiert als die funktionelle
Residualkapazitat (FRC) der Lunge zwischen 25 und 30ml/kg Koérpergewicht
(Schmalisch et al., 1993). Geht man von einer gleichmassigen Verteilung des
Surfactant in den vor Geburt noch mit Fruchtwasser geflllten Alveolen aus, so
errechnet sich hieraus eine Surfactantkonzentation von ungefahr 2,5 bis 3mg/ml
Alveolarvolumen, was den in unserer Arbeit verwendeten Konzentration
entspricht. Bei der Literaturrecherche flr diese Arbeit konnten leider keine Daten
oder absolute Werte Uber Mekoniummengen in den Lungen von Kindern mit
einem MAS gefunden werden. Genaueres Wissen hieriber ware andererseits
sehr hilfreich, da man dann hieran eventuell die Gefahrdung, bzw. die Prognose

der Kinder mit einem MAS genauer abschatzen kdnnte.

In dieser Arbeit verwendeten wir lyophilisiertes Mekonium in Konzentrationen bis
5mg/ml. Dies entspricht ungefahr einer Konzentration von 20mg/ml nativem
Mekonium (6 bis 40g in 0,3 bis 2 Litern Fruchtwasser zum errechneten
Geburtstermin) (Brace et al., 1989). Welche Menge oder Verdlinnung an
Mekonium fur eine Surfactantinaktivierung erforderlich sein wirde, haben wir in
Anlehnung an eine Arbeit von Moses et al. uberlegt, der 1991 noch bei einer
Verdunnung von Mekonium um das 6500fache eine inhibitorische Wirkung auf
Surfactant nachweisen kann (Moses et al. 1991).

Beim MAS genau wie auch bei inflammatorischen Prozessen in der Lunge —
hervorgerufen entweder in Form einer ,sterilen® Inflammation oder auch direkt
erregerinduziert - spielt der Kontiniutatsverlust des Surfactantfilms, bzw. die
Stérung der Surfactantsynthese und die somit stattfindende Inaktivierung des
Surfactantsystems eine entscheidende Rolle. In den letzten Jahren und
Jahrzehnten wurden immer neue Strategien entwickelt und beschrieben, wie die
Resistenz von Surfactant gegen die Inaktivierung durch verschiedene Noxen zu
verbessern sein konnte. Verschiedene Ansatze werden im Folgenden

beschrieben.
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Zu aller erst scheint schlicht eine groRere Menge an Surfactant die
Inaktivierungsanfalligkeit zu reduzieren. In unserer Arbeit sehen wir bereits allein
durch die Erhdhung der Surfactantkonzentration und ohne die Zugabe von PxB
eine ymin unter 3mN/m, dies entspricht einer sehr niedrigen Oberflachenspannung.
Interessanterweise sagen Kobayashi et al. noch 1990, dass sie es als sehr kritisch
ansehen, mit exogenen Surfactantpraparaten, ahnlich dem bei unserer Arbeit
verwendeten Curosurf®, jemals ymin-Werte unter 3mN/m erreichen zu kdnnen
(Kobayashi et al., 1990).

Auch Moses et al. steigern in ihrer Arbeit aus dem Jahr 1991 nur die
Surfactantkonzentration und finden heraus, dass aus ihrer Erhdhung eine dosis-
aber nicht stoichiometrische Erhéhung der Surfactantresistenz resultiert (Moses et
al., 1991). Sun et al. untersuchen 1993 den Effekt steigender Konzentrationen
humanen Mekoniums, eine der potentesten surfactantinaktivierenden Substanzen,
auf exogenen Surfactant (Curosurf®) in einer Phospholipidkonzentration von
10mg/ml  (Sun et al., 1993). Dies entspricht einer 4fach hoheren
Phospholipidkonzentration als in unserer Arbeit. Sie beobachten eine Inaktivierung
des von ihnen verwendeten exogenen Surfactantpraparats (Curosurf®) ab einer
Mekoniumkonzentration von 2,5mg/ml. Dies legt die Annahme nahe, dass
modifizierte Surfactantpraparate mit Phospholipidkonzentrationen unter 5mg/ml
sensibler gegenuber der mekoniuminduzierten Inaktivierung sind, als solche mit
héherem Phospholipidanteil.

Ende des letzten, vor allem aber zu Beginn dieses Jahrtausends kommt die Idee
auf, Surfactant durch die Zugabe von ionischen oder nicht-ionischen Polymeren
gegen eine Inaktivierung zu schitzen. Gemeinsam haben diese Substanzen eine
Art Bruckenfunktion an, je nach ihrer Ladung, verschiedenen Stellen des
Surfactantfiims. Somit sind geladene Polymere in der Lage, in vitro die
Inaktivierung von Surfactant durch Mekonium rickgangig zu machen und bei
Versuchstieren mit mekoniuminduzierten Lungenerkrankungen die Lungenfunktion
signifikant zu verbessern (Taeusch et al., 1999; Tashiro et al., 2003).

2005 zeigen Lu et al.,, dass das anionische Polymer Hyaluronsaure in einer
Konzentration von 1,0 bis 1,25mg/ml einer serum-induzierten Inaktivierung
verschiedener Surfactantpraparate in vitro vorbeugen kann (Lu et al., 2005).

Ochs et al. stellen 2006 Dextran als mogliche Substanz vor, die die Ultrastruktur

des Surfactant vor den Einflissen von Mekonium schitzt. 2008 beschreiben
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Calkovska et al. ebenso die positive Wirkung des Dextran. Sie untersuchen im
Tiermodell bei Kaninchen mit experimentellem MAS, wie gut aspiriertes Mekonium
aus der Lunge ausgewaschen werden kann. Hierfur vergleichen sie die
Mekoniumclearance durch die Lungenlavage mit Surfactant allein und einem
Surfactant-Dextran-Gemisch. Bei der Lavage mit dem Surfactant-Dextran-
Gemisch verbessert sich sowohl die Mekoniumclearance als auch die
Lungenfunktion allgemein (Calkovska et al., 2008).

In einer aktuellen Untersuchung aus dem Jahr 2011 haben Lu et al. verschiedene
Lipid-Mischungen (DPPC und Palmitoyloleoylphosphatidylcholin, bzw. DPPC,
Palmitoyloleoylphosphatidylcholin, Palmitoyloleoylphosphoglycerol und
Cholesterol) mit unterschiedlichen Anteilen an SP-B und SP-C vermischt. Als
nichtionische Polymere setzen sie Polyethylenglykol und Dextran, als anionisches
Polymer Hyaluronsaure zu. Untersucht haben sie in einem modifizierten Bubble-
Surfactometer, ob diese klnstlichen Mischungen verschiedener Bestandteile des
Surfactants eine ahnlich hohe oberflachen-spannungsreduzierende Wirkung
haben wie natirlicher Surfactant selbst. Zusatzlich wird die Anfalligkeit gegen eine
serum-induzierte Inaktivierung getestet. Hierbei zeigt sich, dass die Lipid-
Mischungen mit SP-B, SP-C (jeweils gewonnen und isoliert aus
Lungenlavageflussigkeit von Schweinen) und Hyaluronsdure mit oder ohne
Polyethylenglycol die niedrigste Inaktivierungsanfalligkeit besitzen und in ihrer
Wirksamkeit durchaus mit natlirlichem Surfactant vergleichbar sind. Sie
schlussfolgern, dass diese Mischungen bei der Behandlung mancher Arten der
Lungenschadigung hilfreich sein konnten (Lu et al., 2011).

1997 beschreiben Johansson und Curstedt PxB als potenten ,Nachahmer® der
SP-B-Funktion in einer stabilen Surfactantschicht (Johansson und Curstedt, 1997).
Dem voraus geht die Beschreibung von Cajal et al., die 1996 aufzeigen kann, wie
und wo genau die Einlagerung von PxB in Phospholipidmembranen geschieht
(Cajal et al. 1996). Genau dieser Mechanismus macht die antimikrobielle
Wirksamkeit des PxB dieser Substanz aus: nach Einlagerung in die
Bakterienmembran wird die Ladungsverteilung und somit die Membranstruktur
verandert, Poren enstehen und die Hulle der Bakterien wird funktionsunfahig. Dies
fuhrt zum Absterben des Erregers.

Bei der Inaktivierung des Surfactantfiims beim MAS oder einer Inflammation ist

ein ,Reissen“ der Lipidmembranen ein zentraler Mechanismus. 1995 proklamieren
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Schurch et al., dass eine der Hauptwirkungen des SP-B in der Vernetzung von
Lipidvesikeln  besteht. So vergrossert es das oberflachenassoziierte
Surfactantreservoir, aus welchem die Phospholipide in einer pulsierenden Blase
fur die Oberflachenadsorption verfiigbar gemacht werden. Der Surfactantfilm wird
so stabilisiert (Schurch et al., 1995).

Auch Zaltash et al. beschreiben 2000, dass die Einlagerung des
membranstabilisierenden Molekuls PxB die Funktion des SP-B immitieren und
Ubernehmen kann (Zaltash et al., 2000).

Zudem unterstitzt PxB zwar den bidirektionalen Transfer von monoionischen
Phospholipiden (z.B. Phosphatidylglycerol), fur zwitterionische Molekile wie zum
Beispiel dem Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC), der Hauptkomponente des
Surfactant, wird dagegen nur in eine unidirektionale Transferrichtung zugelassen
(Cajal et al., 1996). DPPC wird so an der Luft-Flissigkeits-Grenze gehalten. Die
DPPC-Anreicherung an der Luft-FlUssigkeits-Grenze in der Alveole wird als ein
Hauptbestandteil der oberflachenreduzierenden Wirkung der Surfactantproteine
angenommen. Wir spekulieren, dass PxB hierbei durch eine Art ,Sortierung® der
Phospholipide eine wichtige positive Rolle spielen konnte.

2010 finden Acosta et al. heraus, dass kationische Additive, unter anderem PxB,
auch die seruminduzierte Surfactantinaktivierung hemmen. Sie testen neben PxB
auch die rein kationischen Additive Chitosan und das besser [Gsliche
Chitosanhydrochlorid, die aber beide nicht tber die Lipophilie des PxB verfugen.
PxB zeigt in ihrer Arbeit das beste Schutzverhalten gegen die seruminduzierte
Surfactantinaktivierung, wofur vor allem seine zusatzlich zum kationischen Aufbau
vorhandene lipophile Komponente verantwortlich gemacht wird (Acosta et al.,
2010).

Ein weiterer Ansatz zur Steigerung der Inaktivierungsresistenz ist die Veranderung
der verschiedenen Surfactantproteinanteile, insbesondere des SP-A.

Wird Curosurf®, eigentlich SP-A-frei, angereichert mit 5% SP-A, zeigt sich in vitro
eine deutlich gesteigerte Resistenz gegen die Inaktivierung durch Mekonium,
Fibrinogen, Albumin und Serum. Im Tierversuch an frihgeborenen Kaninchen
filhrt diese spezielle Surfactantmischung, verglichen mit reinem Curosurf®, zu
einer deutlich verbesserten Lungencompliance nach Surfactantinaktivierung durch

die intratracheale Gabe von Fibrinogen (Sun et al.,, 1997). Dass SP-A einen
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protektiven Einfluss auf Surfactant hat, wird durch die Beobachtung unterstutzt,
dass naturlicher Kaninchensurfactant (enthalt von Natur aus ungefahr 5% SP-A)
in vitro deutlich resistenter gegen die mekoniuminduzierte Inaktivierung ist als die
getesteten modifizierten Surfactantpraparate Curosurf®, Alveofact® und Survanta®
(Herting et al., 2001).

Um Unterschiede bezuglich der Resistenz von Surfactant gegen die
mekoniuminduzierte Inaktivierung zu untersuchen, verwenden wir in dieser Arbeit
eine Surfactantphospholipidkonzentration von 2,5mg/ml. Stichtenoth stellt in
begleitenden Untersuchungen zu unserer Arbeit fest, dass nur bei einer
Surfactantkonzentration von 2,5mg/ml in der Wilhelmy balance die PxB-Zugabe in
der Lage ist, die statische Oberflachenspannung signifikant zu reduzieren; bei
einer Surfactantkonzentration von 5mg/ml oder bei den Untersuchungen der
dynamischen Oberflachenspannung aller o.g. Gemische zeigen sich keine
positiven Auswirkungen durch die Zugabe von PxB. Diese Beobachtung sollte in
weiteren Untersuchungen verifiziert werden.

Bezlglich der notwendigen inaktivierungsreduzierenden Menge an PxB finden
sich verschiedene Ansatze.

Calkovska et al. finden 2005 eine verbesserte dynamische Oberflachenspannung
nach Zugabe von 2%igem PxB zu einem 2mg/ml-Surfactantgemisch (Calkovska et
al., 2005).

Fur die Inaktivierung von Curosurf®/CaCl,-Gemischen werden in unseren
Untersuchungen Mekoniumkonzentrationen von 0,3mg/ml bendtigt. Bereits nach
Zugabe von ,nur‘ 1%igem PxB hingegen sind Konzentrationen von 1,3mg/ml
Mekonium notwendig. Bereits im Vorfeld dieser Arbeit haben wir in einer
unveroffentlichten  Pilotstudie eine  ahnlich gute  Verbesserung der

Inaktivierungsresistenz gesehen.

Unserem Labor steht fur die Bestimmung der Oberflachenspannung das
Pulsating-Bubble-Surfactometer zur Verfigung, ein Gerat, das 1977 erstmals von
Enhorning in seiner Funktionsweise beschrieben wurde (Enhorning, 1977).
Mittlerweile gibt es andere Hilfsmittel, um die Oberflachenspannung zu messen,
wie zum Beispiel das Captive-Bubble-Surfactometer oder die Wilhelmy-Waage.

Erwahnenswert ist dies, da die Messungen im PBS gewissen Einschrankungen
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unterliegen: Liegt die Oberflachenspannung der Probenflissigkeit unter 10mN/m,
was bei gut wirksamen Surfactantpraparaten oder —gemischen der Fall sein sollte,
kommt es unter Kompression zum Kollaps der Blase oder es tritt das Phanomen
der ,tanzenden Blase“ auf; deshalb muss die Blasengrdfde anhand der definierten
maximalen GrolRe immer wieder mikroskopisch kontrolliert und gegebenenfalls
nachjustiert werden. Zusatzlich lauft eine ,tanzende Blase“ Gefahr, sich in einer
Ecke der Messkuvette festzusetzen und abzureilen. Hat sich eine Blase in einer
Klvettenecke festgesetzt, ist sie nicht mehr spharisch und das LaPlace’sche
Gesetz darf auf sie nicht mehr angewendet werden (Robertson und Schurch,
1998). Letztlich sind die im PBS gemessenen Werte aufgrund der Viskositat der
Probenflissigkeit lediglich bei minimalem und maximalem Radius annahernd
genau, da an diesen Messpunkten die Volumenanderung der Blase verglichen zur
Zeit am geringsten ist und hier viskositatsbedingte Effekte vernachlassigt werden
konnen (Hall et al., 1993). Die fur diese Arbeit gemessenen Werte hat Stichtenoth
in weitergehenden Versuchen mit einer Wilhelmy-Waage nachgemessen, wobei er

zu annahernd denselben Werten wie in unserer Arbeit kommt (Stichtenoth, 2006).

Vorgeschadigte Lungen sind besonders anfallig fur bakterielle Superinfektionen.
Betrachtet man das Proliferationsverhalten der in wunseren Versuchen
verwendeten Bakterien in verschiedenen Nahrmedien, so lassen sich folgende
Beobachtungen beschreiben: Bakterien vom Typ E.coli wachsen in
mekoniumhaltigem Fruchtwasser vermehrt. Auch Eidelmann et al. kommen 2002
zu ahnlichen Ergebnissen (Eidelmann et al., 2002). E.coli und GBS, nicht aber
Staph. aureus, zeigen in der vorliegenden Arbeit ein gesteigertes Wachstum nach
Zugabe von reinem Mekonium oder mekoniumhaltigen Surfactantgemischen.
Keine der hier verwendeten Bakterien zeigt Wachstumstendenzen in per se
nahrstofffreier Kochsalzlésung.

Curosurf® allein kann auf Bakterien wachstumshemmend wirken. Diese
Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen von Rauprich et al. die 2000
beschrieben, dass in Abwesenheit von Mekonium Curosurf® in Konzentrationen
von 1 bis 20mg/ml eine bakterizide Wirkung auf GBS zeigt, nicht aber auf E. coli
oder Staph. aureus (Rauprich et al., 2000).

Bryans sieht bereits 1967 eine erhdhte Mortalitat bei Ratten, denen zusatzlich zu

E.coli auch noch Mekonium intratracheal verabreicht wurde (Bryans, 1967).
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Eine andere Arbeit zeigt, dass Mekoniummengen uber 3mg/ml im Fruchtwasser
das Wachstum von E.coli und Listeria monocytogenes steigern, das von Staph.
aureus aber reduzieren (Florman und Teubner, 1969).

Daten einer aktuellen Untersuchung legen den Verdacht nahe, dass Mekonium
den eigentlich bakteriostatischen Effekt des Fruchtwassers aufhebt und das
Wachstum von E.coli und GBS steigert. Beide Bakterien zeigen ein gesteigertes
Wachstum sowohl bei hdéheren Konzentrationen von Mekonium als auch bei
langerer Inkubationsdauer (Eidelmann et al., 2002).

Eine andere Arbeit zeigt, dass mekoniumhaltige Kochsalzlésung, nicht aber
Kochsalzlésung allein, das Wachstum von E.coli, GBS und Staph. aureus sowie
auch anderer gram-positiver und —negativer Bakterien steigert (Lembet et al.,
2003).

PxB und SP-C binden in stoichiometrischer Art an den Lipid A-Komplex des
Lipopolysaccharids (LPS), einem Bestandteil der &auf’eren Membran gram-
negativer Erreger (Morrison und Jacobs, 1976; Augusto et al., 2001). Wie im
Ergebnisteil beschrieben, ist reines PxB im Vergleich zu PxB/Curosurf®-
Gemischen sehr viel besser in der Lage innerhalb der ersten Stunde das
Bakterienwachstum zu reduzieren. Eventuell spielt hierbei die primare und
bakterizid nicht so potente Bindung von SP-C statt PxB an LPS eine Rolle.
Unserer Meinung nach ist diese eigentliche Reduktion der antimikrobiellen
Wirkung aber vermutlich zu vernachlassigen.

Unsere Daten zeigen, dass PxB mit oder ohne Curosurf® das Wachstum von
E.coli in mekoniumhaltigen Losungen hemmt.

Die Aussagen, dass PxB einerseits sehr potent gegen gram-negative Bakterien
(Evans et al., 1999) nicht aber gegen gram-positive Erreger und Pilze wirkt
(Horton und Pankey, 1982), kénnen wir durch unsere Beobachtungen

unterstitzen.

Die tatsachliche Menge PxB die fur eine bakterizide Wirkung aufgenommen
werden muss, entspricht laut Hersteller ca. 1 bis 2mg/kg Kérpergewicht.

Calkovska et al. zeigen 2005 eine Erhdhung der Surfactantresistenz gegen die
albumininduzierte Inaktivierung bei Zugabe von 2% PxB, dies entspricht

umgerechnet auf das Korpergewicht einer Dosis von 2-4mg/kg (Calkovska et al.,
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2005). Die maximale Dosis von freiem PxB als Aerosol liegt bei 2,5mg/kg
Korpergewicht verteilt auf 4 Tagesdosen bei nierengesunden Erwachsenen
(Horton und Pankey, 1982).

In unseren Untersuchungen wurde die Dosis des 1%igen PxB deshalb so gewahlt,
dass sie der klinisch Ublichen Dosis von 1-2mg/kg Korpergewicht entspricht, wenn

man eine Behandlung mit 100mg/kg Kérpergewicht durchfuhrt.

Trotz der guten Wirksamkeit gegen gram-negative Erreger sind die Polymyxine
immer noch ungern eingesetzte Substanzen. Ihre Nebenwirkungen, ihre Toxizitat
und die mit ihnen in Verbindung gebrachten Todesfalle, haben sie aus der
Routineanwendung herausgedrangt (Falagas und Kasiakou, 2006).

Wahrend die Inzidenz von allergischen Reaktionen bei 2%, die von milden
Reaktionen ohne konsekutiven Therapieabbruch bei knapp Uber 20% liegt und
damit im Vergleich zu anderen Chemotherapeutika nicht stark erhoht ist,
beschreiben Falagas und Kasiakou in einer systematischen Durchsicht alter
Berichte und Studien eine hohe Rate (20 bis 36%) an nephrotoxischen
Nebenwirkungen verschiedener Schweregrade. Die Wirkstoffdosis liegt allerdings
in alteren Studien viel hoéher als in neueren Untersuchungen (Falagas und
Kasiakou, 2006).

Diese neueren Untersuchungen mit einer niedrigeren Wirkstoffdosis zeigen
sowohl fur PxB als auch fur Colistin (Polymyxin E) dass die Haufigkeit
nephrologischer Nebenwirkungen bei 10 bis 18% liegt. Die Autoren weisen aber
explizit darauf hin, dass es zum Untersuchungszeitpunkt keine einheitliche
Definition des akuten Nierenversagens gibt und es sich in allen Fallen um
schwerstkranke Intensivpatienten handelt, die auch andere, flr sich allein oder in
der Kombination, nephrotoxische Medikamente erhalten haben (Falagas und
Kasiakou, 2006).

Als ausschlaggebender Pathomechanismus flr diese nephrotoxische Wirkung
aber auch fur die meisten anderen Nebenwirkungen, wird die Einlagerung des
Polymyxins an, bzw. in alle, also nicht nur den bakteriellen, Zellmembranen
vermutet. Die hierdurch entstehende Permeabilitatsstorung fuhrt zu einem
Einstrom von Anionen, Kationen und Wasser, was in letzter Konsequenz zu einer

Zellschwellung und —lyse fuhrt.
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Die Inzidenz der Neurotoxizitat wird im gleichen Artikel von Falagas und Kasiakou
in alteren Berichten mit 7 bis 27% angegeben und zwischen 1964 und 1973
werden acht Falle von Apnoen bei intramuskuléar mit Polymyxin behandelten
Patienten beschrieben (Falagas und Kasiakou, 2006).

Pathophysiologisch werden hierfir eine direkte prasynaptische Wirkung des
Polymyxins und eine Blockade der Acetylcholinausschuttung in den synaptischen
Spalt verantwortlich gemacht (McQuillen et al., 1967; Duncan, 1973).
Interessanterweise werden aber in neueren Untersuchungen der letzten 15 Jahre
keine neuromuskularen Blockaden oder Apnoen als Nebenwirkungen berichtet.

Ab den frihen 1960iger Jahren mehren sich Berichte Uber eine hohe Rate an
Nebenwirkungen, wobei neben der Nephrotoxizitdt auch eine neurotoxische
Wirkung mit Parasthesien, muskularer Schwache und vereinzelt sogar einer
Einschrankung der Atemmuskulatur beschrieben wird. Desweiteren wird eine
hepatotoxische Wirkung in einzelnen Berichten diskutiert (Falagas und Kasiakou,
2006).

Die oben genannten Berichte beschreiben allesamt Nebenwirkungen, die aus
einer intramuskularen oder intravendsen Gabe resultieren. Schon fruh erkannte
man jedoch auch den Nutzen vernebelter Polymyxine bei pulmonalen Infekten,
insbesondere bei Patienten mit einer cystischen Fibrose. Deren Keimspektrum
umfasst vermehrt gram-negative Keime wie Pseudomonas aeroginosa,
Stenotrophomonas maltophilia oder Vertreter aus dem Burkholderia-cepacia-
Komplex. Polymyxine sind aufgrund der oft multiplen Antibiotikaresistenzen dieser
Keime nicht selten die letzten wirksamen Substanzen. So kann Kumarasamy 2010
zeigen, dass selbst die hochgradig und sogar gegen Carbapeneme resistenten
Stamme von Klebsiella pneumoniae und E.coli bei Patienten mit cystischer
Fibrose, die ihre Resistenz der Bildung der NDM-1 (Neu-Delhi-Metallo-Beta-
Laktamase 1) verdanken, einem Enzym, das Carbapeneme hydrolysiert und
inaktiviert, mit Polymyxin E behandelbar sind (Kumarasamy et al., 2010).
Allerdings treten auch bei dieser Anwendungsart Nebenwirkungen auf. Sie reichen
von Halsschmerzen bis hin zur Bronchokonstriktion und pectanginésen
Beschwerden. Ihnen liegt als Pathomechanismus vermutlich die ausgepragte
Histaminliberation im Sinne einer allergischen Reaktion auf Polymyxine zu

Grunde. Dem kann aber — wie oben bereits erwahnt — durch eine genaue
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Dosisanpassung und der prophylaktischen Medikamentengabe, zum Beispiel von

Bronchodilatatoren, begegnet werden (Alothman et al., 2005).

Um die lokalen antimikrobiellen Effekte der Polymyxine zu verbessern, wird um die
Jahrtausendwende erstmalig versucht, Wirkstoffe in Liposomen einzupacken.
Dieses Vorgehen hat sich bereits bei anderen Praparaten, wie zum Beispiel dem
AmBisome®, bewahrt. In diesem Fall ist der antimykotische Wirkstoff Amphotericin
B in vor allem aus Phospholipiden bestehende lipophile Liposomen ,verpackt und
kann dadurch besser in die einzelnen Korperkompartimente aufgenommen
werden.

Omri hat 2002 zeigen kdnnen, dass PxB, eingebettet in Liposomen aus DPPC und
Cholesterol, durch diese spezielle inhalative Galenik in vitro bei Pseudomonas
aeroginosa-positiven Ratten eine gute Wirksamkeit hat. Allerdings hangt die
Wirksamkeit des PxB entscheidend von der Zusammensetzung der Liposomen ab
(Omri et al., 2002; McAllister et al., 1999).

Betrachtet man noch einmal das Thema der Antibiotikaresistenzen, so stellt man
fest, dass in der heutigen Zeit die Zahl der hochgradig resistenten Keime zunimmt.
Dadurch erleben die Polymyxine und andere antimikrobiell wirksame Peptide im
Moment eine Renaissance. Es gibt bereits mehrere aktuelle Studien, die die
Nebenwirkungsraten des PxB als deutlich geringer einschatzen als zuerst
angenommen, die richtige und individuell angepasste Dosierung vorrausgesetzt
(Falagas und Rafailidis, 2009; losifidis et al. 2009).

Antimikrobielle Peptide (AMP) sind sehr alte Substanzen, die nicht nur beim
Menschen sondern auch oder vor allem in der Tier- und Pflanzenwelt den
Hauptpfeiler der Abwehr mikrobieller Attacken darstellen. Vor allem Spezies, die
nicht Uber ein angeborenes leukozytengestitztes Immunsystem verfugen,
produzieren eine Vielzahl verschiedener AMP. 2002 waren mehr als 500
verschiedene AMP bekannt, wobei ihre Zahl zwar stetig zunimmt, aber die genaue
Bedeutung der einzelnen Proteine noch in vielen Fallen im Dunkeln liegt. In Zeiten
der immer starker ausgepragten Resistenzlage auch gegenuber neu entwickelten
Antibiotika erlangen die AMP mehr und mehr Bedeutung (Zasloff, 2002).

Erstmals als eigene Klasse antimikrobiell wirksamer Substanzen werden sie 1987

von Zasloff beschrieben, der sie auf der Haut des afrikanischen Krallenfroschs

5. Diskussion 56



(Xenopus laevis) als naturliche Infektionsbarriere nachweisen kann (Zasloff,
1987).

AMP stellen die erste Linie des angeborenen Immunsystems dar und bilden bei
Pflanzen und Nicht-Wirbeltieren, die nicht Uber ein lern- bzw. anpassungsfahiges
Immunsystem verfugen, den essentiellen Abwehrmechanismus (Bulet et al., 2004;
Kasahara et al., 2004). Je nach Protein wirken sie antibakteriell, -viral und —fungal
(Brandenburg et al., 2012).

In den letzten 50 Jahren wurde bei jedem neu entwickelten Antibiotikum innerhalb
weniger Jahre eine Resistenzentwicklung beschrieben (Palumbi, 2001 und Perron
et al., 2006). Obwohl AMP seit vielen Jahrtausenden allgegenwartig sind, sind
Resistenzen gegen sie zwar moglich aber doch selten. Der Grund hierfur liegt
wahrscheinlich hauptsachlich in ihrem primar physikalischen Wirkmechanismus:
im Gegensatz zu den meisten anderen antimikrobiell wirksamen Substanzen
binden AMP nicht an spezifische Rezeptoren, sondern als meist kationische
Proteine interagieren sie direkt mit negativ geladenen Bestandteilen der
Bakterienmembran, werden dann in diese eingeschleust und bilden Poren aus, die
letzten Endes die Zellhomdostase des Bakteriums storen und so zu ihrem
Untergang fuhren (Yang et al., 2000). Ein anderer, ebenfalls primar physikalischer
Wirkmechanismus der zur Zerstérung der bakteriellen Zellwand fuhrt, ist die fatale
Depolarisation der normalerweise geladenen Hulle ebenfalls durch die
Einlagerung von AMP (Westerhoff et al., 1989).

Bakterien mussten also, wollten sie eine Resistenz gegen AMP aufbauen, Uber
eine grundlegend anders geartete Membranstruktur verfligen, dahingehend dass
in ihrer Zellwand keine Andockstellen fir die AMP vorhanden sind (wie zum
Beispiel bei Morganella- oder Serratia-Spezies); als zweite Moglichkeit kdnnten
sie, wie im Fall des Porphyromonas gingivalis, spezifische Proteasen bilden, die
die AMP spalten und so unwirksam machen. Evolutionar stellen sich aber beide
Wege, sind sie nicht von Grund auf vorhanden, als sehr kompliziert, zeit- und
energieaufwendig dar (Zasloff, 2002).

2006 gelang es Perron et al. erstmals und entgegen allen Erwartungen im Labor
eine Resistenz gegen AMP dadurch zu erzeugen, dass er Bakterien langere Zeit
und Uber mehrere Generationen subletalen Mengen an AMP aussetzte (Perron et

al., 2006). Dies zeigt, dass Resistenzen zwar selten, aber dennoch mdglich sind
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und bei allen weiteren Einsatzen der AMP, zum Beispiel als Konservierungsmittel
in der Nahrungsmittelindustrie, beachtet werden sollten. Es werden auflerdem
mehr und mehr Mechanismen aufgedeckt, wie gram-negative Erreger den
Angriffen von AMP widerstehen konnen. Der Fokus sollte dementsprechend
zuerst auf der weiteren Erforschung dieser Resistenzwege und der
Langzeitvertraglichkeit der AMP liegen, da wie oben bereits erwahnt, die
Nebenwirkungen der im gesamten Korper wirkenden AMP schlecht im Voraus

abgeschatzt werden kénnen (Gruenheid und Le Moual, 2012).

Zusammenfassend konnen wir zeigen, dass PxB-haltige Surfactantgemische in
vitro in der Lage sind, der mekoniuminduzierten Surfactantinaktivierung
vorzubeugen. Die antimikrobielle Wirksamkeit des PxB gegen gram-negative
Erreger, in unserer Arbeit E.coli, ist in diesen Gemischen nicht schlechter als in
PxB allein.

Mit dem PxB scheint eine inaktivierungsprotektive Substanz gefunden, die noch
dazu ihre antibiotische Wirksamkeit, vor allem gegen gram-negative Erreger, zu
behalten scheint. Dies wiederum koénnte helfen, die inflammatorischen Prozesse in
der Lunge zu bremsen, eine Ausbreitung der Infektion einzudammen und durch
die Stabilisierung des Surfactantsystems die respiratorische Insuffizienz in
positiver Weise zu beeinflussen.

PxB kombiniert mit exogenem Surfactant stellt also mdglicherweise eine sinnvolle
Erganzung der Therapie bei einer neonatalen Pneumonie oder einem Mekonium-
aspirationssyndrom dar. Weitere tierexperimentelle Untersuchungen sollten

folgen.
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6. Zusammenfassung

Die Inaktivierung des pulmonalen Surfactant spielt unter anderem bei der
Mekoniumaspiration und im Rahmen von konnatalen Pneumonien eine
entscheidende pathophysiologische Rolle. Die Hauptwirkung der funktionierenden
Surfactantschicht in der Lunge besteht in der Reduktion der Oberflachenspannung
der Alveole und so in der Reduktion der zu leistenden Atemarbeit. AuRerdem
verhindert das Surfactant den endexspiratorischen Kollaps der Alveolen.
Verschiedene Verfahren, die das pulmonale Surfactant resistenter gegentber der
Inaktivierung durch Mekonium machen sollten, wurden bereits untersucht. Eine
davon ist die Addition kationischer Peptide, die durch ein ,cross-linking“ der
Surfactantmembranen diese stabilisieren und die Inaktivierungsresistenz des
Surfactant erhéhen. In unserer Arbeit wahlen wir mit dem Polymyxin B (PxB) eines
dieser Peptide aus, welches zusatzlich noch eine antibiotische Wirkung auf gram-
negative Keime, wie zum Beispiel Escherichia coli (E.coli), hat.

Die zentrale Frage dieser Arbeit ist, ob nach Vermischen von Surfactant und PxB
beide Substanzen ihre Wirksamkeit hinsichtlich der Oberflachenspannungs-
reduktion und der Proliferationshemmung behalten.

Hierfur wird mit dem Pulsating Bubble Surfactometer in unterschiedlich
konzentrierten PxB/Surfactant-Gemischen die Oberflachenspannung nach Zugabe
verschiedener Mengen an Mekonium gemessen.

Fur die Beurteilung der antibiotischen Wirksamkeit wird das Proliferationsverhalten
von Gruppe-B-Streptokokken (GBS), E.coli und Staph. aureus in Gegenwart der
PxB/Surfactant-Gemische mit und ohne Mekonium bestimmt.

Wir kénnen beobachten, dass im Vergleich zu Surfactant alleine, PxB/Surfactant-
Gemische eine 4-fach hohere Menge an Mekonium bendtigten, um ihre
oberflachenspannungsreduzierende Wirkung abzuschwachen. Auch verbessert
bereits die Zugabe von CaCl, allein die oberflachenspannungsreduzierende
Wirkung von Surfactant.

AuRerdem reduzieren PxB/Surfactant-Gemische signifikant das Wachstum von E.
coli, nicht aber das von GBS oder Staph. aureus.

Die Inkubation allein mit Mekonium steigert die Proliferationsrate von E. coli und
GBS.

Zusammenfassend konnen wir zeigen, dass PxB-haltige Surfactantgemische in

vitro in der Lage sind, die mekoniuminduzierte Surfactantinaktivierung zu
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erschweren. Die antimikrobielle Wirksamkeit des PxB gegen gram-negative
Erreger, in unserem Fall E.coli, ist in diesen Gemischen nicht schlechter als die

von PxB allein.

Die zu den antimikrobiellen Peptiden zahlende Gruppe der Polymyxine ist bis ins
vergangene Jahrtausend hinein wegen vermeintlich hoher Raten an schweren
Nebenwirkungen stark in Verruf geraten. Betrachtet man aktuelle Einschatzungen

und Zahlen, ist dies aber vermutlich nur eingeschrankt haltbar.

PxB kombiniert mit exogenem Surfactant stellt also mdglicherweise eine sinnvolle
Erganzung der Therapie bei einer neonatalen Pneumonie oder einem Mekonium-
Aspirations-Syndrom dar. Weitere tierexperimentelle Untersuchungen sollten

folgen.
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