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1. Einleitung

1.1 Surfactant
1.1.1 Entstehung und Bildung

Die Lunge ist Ort des alveolaren Gasaustauschs bei Saugetieren und somit auch
beim Menschen. Uber den passiven physikalischen Mechanismus der Diffusion
kommt es zur Aufnahme von Sauerstoff ins Blut und zur Abgabe von
Kohlenstoffdioxid in die ausgeatmete Luft. Da der Alveolarraum grol3flachigen
Kontakt zur Umwelt hat und somit auch zu Allergenen, Schadstoffen,
apathogenen sowie pathogenen Mikroorganismen, spielen immunologische
Funktionen eine wichtige Rolle. Unspezifische Abwehrfunktionen des
Respirationstraktes sind die mukozilidre Reinigung durch das respiratorische
Flimmerepithel, die Aktivierung von Alveolarmakrophagen sowie der Einsatz von
antimikrobiellen Substanzen, die im Bronchialsekret produziert werden. Die
Antikorperproduktion durch B-Lymphozyten sowie die Aktivierung von
sensibilisierten T-Zellen gehoren zur spezifischen Immunantwort des
Alveolarraumes.

95% der Lungenalveolen werden von flachen, unteilbaren Zellen mit nur wenigen
Organellen, sogenannten Typ | Pneumozyten (PN-I), ausgekleidet. Ihre
Hauptfunktion ist der Gasaustausch. In Abbildung 1 wird der schematische
Aufbau einer Alveole gezeigt.

Surfactant (= surface active agent) wird jedoch nur von den restlichen 5% der
alveolaren Zellen, den Typ Il Pneumozyten (PN-II), produziert. Diese Zelltypen
kénnen sich teilen und zu PN-I differenzieren. Weil der sich beim Frih- und
Neugeborenen entwickelnde Alveolarraum grof3flachigen Kontakt zum Atemgas
hat, spielen immunologische Prozesse hier eine grof3e Rolle. PN-II haben eine
wichtige Rolle in der Lungenclearance und Reparatur, indem sie proliferieren und
zu geschadigten Teilen der Lunge wandern. Zudem verflgen sie Uber spezielle
Organellen, genannt Lamellarkdrperchen. PN-Il tragen auch zur Immunabwehr
der Lunge bei, indem sie Zytokine und Chemokine sowohl produzieren als auch

mit ihnen interagieren (Homer et al., 2002; Thorley et al., 2007; Vanderbilt et al.,



2003; Whiterden et al., 2004). Surfactant wird im endoplasmatischen Retikulum
der PN-Il gebildet, um dann anschlieend zu deren intrazellularen
Lamellarkdrperchen transportiert und dort gespeichert zu werden. Es konnten
bislang uber 500 Proteine als Bestandteil von Lamellarkdrperchen in
Rattenlungen identifiziert werden (Ridsdale et al., 2011). Surfactant wird dann via
Exozytose an das alveolare Epithel abgegeben und ist dort an der Oberflache
aktiv. Die pranatale Bildung beginnt ab der 22. bis 24. Schwangerschaftswoche.
Ab der 35. Schwangerschaftswoche liegen ausreichende Mengen an Surfactant
vor, um eine adaquate Entfaltung der Lungen zu gewahrleisten. Die Surfactant-
Komponenten werden alle 4 bis 11 Stunden im Alveolarraum ersetzt, so dass
eine kontinuierliche Bildung notwendig ist (Baritussio et al., 1981).

Surfactant besteht zu 80-85% aus Phospholipiden (Phosphatidylcholin (PC),
Phosphatidylglycerol (PG) und Phosphatidylinositol (PI)), zu 10% aus neutralen
Proteinen und zu 5-10% aus den Surfactant-Proteinen A - D.

Die Synthese der Phospholipide beruht auf der Bereitstellung seiner
Synthesebausteine Cholin, Phosphat, Glycerol und Fettsauren (FS) in PN-II.
Letztere stammen zum einen als freie FS aus dem zirkulierenden Blut und zum
anderen aus Lipiden der Lipoproteine, die durch die Lipoproteinlipase
abgespalten werden. Durch das Membranfettsaurebindungsprotein werden FS
aus der Blutzirkulation inkorporiert oder durch die Phospholipasen (PL) aus den
Phospholipiden hydrolysiert.

Zentrale enzymatische Prozesse werden durch die Acetyl-CoA-Carboxylase, die
Fettsaure-Synthase (FAS) und die Citrat-Lyase gesteuert.

Lipofibroblasten speichern Triglyzeride in der Lunge, um sie als Substrat fiir PN-
Il bereitzustellen (Torday et al., 1995). Ganz aktuell wurde das Vorhandensein
von Lipofibroblasten in der menschlichen Lunge bewiesen, womit eindeutige
Ruckschlisse in Bezug auf regenerative therapeutische Ansatze aus
Mausexperimenten auf die menschliche Lunge gezogen werden konnen
(Schipke et al., 2021).

Glukokortikoide erzeugen pranatal eine Stimulation der Fettsdure-Synthase;

Schilddrisenhormone (Pope et al., 1988) und der Transforming Growth Factor



B1 (TGF-B1) fGhren wiederum zu einer Hemmung der Fettsaure-Synthase (Lu et
al., 2001).

®
Typ | Pneumozyt

Surfactant

Typ Il Pneumozyt

Abbildung 1: Schematischer Aufbau einer Alveole (eigene Darstellung)

1.1.2 Zusammensetzung

Surfactant ist eine komplexe, multifunktionale Substanz, die zu 90% aus Lipiden
besteht (Phospholipiden und Neutrallipiden) (Batenburg et al., 1992). Zu den
weiteren Bestandteilen gehdren eine Proteinfraktion, die zur Halfte aus
Plasmaproteinen besteht und zur anderen Halfte aus Surfactant-Proteinen (SP-
A, SP-B, SP-C und SP-D), sowie Kalzium-lonen.

Der Lipidanteil besteht zu 80% aus PC. Die Zusammensetzung der PC enthalt
zwei Fettsauren, Glycerol, Phosphatidsaure und Cholin. Diese FS haben eine
Lange von 14 oder 16 Kohlenstoffatomen (14 Kohlenstoffatome (C14:0) =

Myristinsaure; 16 Kohlenstoffatome (C16:0) = Palmitinsaure). Die FS sind



gesattigt oder haben eine cis-Doppelbindung und sind somit einfach ungesattigt
(Palmitoleinsaure (C16:1)).

Die Halfte der Phospholipidfraktion des Surfactant macht 1,2-Dipalmitoyl-PC
(PC16:0/16:0) aus. PC16:0/16:0 ist ein zwitterionisches Molekdl mit zwei
gesattigten FS wund erniedrigt die Oberflachenspannung. Es hat eine
Phasentbergangstemperatur tber 37°C mit dem Vorteil eine moglichst geringe
Oberflachenspannung zu bilden.

Palmitoyl-Palmitoleoyl-PC (PC16:0/16:1), ein einfach ungesattigtes PC, ist eine
weitere Hauptkomponente der PC des Surfactant und zudem spezifisch fur
Surfactant von Saugetieren.

Der dritte Hauptbestandteil der Surfactant-PC ist Palmitoyl-Myristoyl-PC
(PC16:0/14:0).

Palmitoyl-Oleoyl-PC (PC16:0/18:1) sowie Palmitoyl-Linoleoyl-PC (PC16:0/18:2)
liegen zwar ebenfalls aber in deutlich geringeren Konzentrationen vor.

Letztlich wird der Anteil der verschiedenen PC im Surfactant neben der
Entwicklung auch von der Atemphysiologie beeinflusst. PC16:0/16:1 findet sich
vermehrt bei Organismen mit erhéhter Atemruhefrequenz. PC16:0/14:0 findet
sich in erhdhter Konzentration wahrend der alveolaren Entwicklung (Bernhard et
al., 2001).

Der kommerzielle aus Schweinelungen gewonnene Surfactant Curosurf® enthalt
PC16:0/16:0 zu einem Anteil von 50,2 + 2,2%, PC16:0/14:0 zu 8,3 = 1,4%
PC16:0/16:1 zu 7,3 £ 1,6% und PC16:0/18:1 zu 15,1 + 0,9% in Bezug auf die
gesamte Phospholipidkonzentration. Des Weiteren kommen mit absteigendem
Anteil PC16:0/18:2, PC18:0/18:2, PC18:1/18:1, PC18:1/18:2, PC16:0/20:4, PC
18:0/20:4 und andere zu geringeren Prozentsatzen vor (Bernhard et al., 2000).
In Tabelle 1 sind die PC und FS mit dem Trivialnamen und der Strukturformel

aufgelistet.



Phosphatidylcholin | Anzahl der

bzw. freie Kohlenstoffatome: Strukturformel
Fettsaure Anzahl der
(Trivialname) Doppelbindungen
1,2-Dipalmitoyl-PC * PC16:0/16:0* W i ey
H,C 0 N o o N
(DPPC) : R e
HngA(
Palmitoyl-Palmitoleoyl- | PC16:0/16:1* PO i vy
pC* TR e
ch/\w\ﬂ/o 3
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HacWYD °
Myristoyl-Palmitoyl-PC | PC14:0/16:0 W f oy
HoC o/\;@Ho/ L*\O\A'i’\““
chWW/\(O
Palmitoyl-Oleoyl-PC* | PC16:0/18:1* e 1
y y e O/\;\/H\0/ L,\O\/\E‘H\CH
NN NN )
Palmitoyl-Linoleoyl-PC | PC16:0/18:2 PSSP S f e
y y e 0/\§<H\O/L—\O\/\N(\;H\CH
“3°W\:A:W/\(O :

Hexadecansaure C16:0 HOY\/\/\/\/\/\/\/CHS
(Palmitinsaure) o‘

Cis-A% C16:1 “O\(\/\/\/\—/\/\/vc“a
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All-Cis-A9%12- C18:2 HO A

) . CH
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Tabelle 1: Auflistung der PC und freien FS mit systematischem Namen;
Abkirzungen: PC — Phosphatidylcholin, C — freie Fettséure;

*: Hauptbestandteil von Surfactant

(eigene Darstellung)

PG macht ca. 11% der Lipidfraktion des Surfactant aus. Durch seine
ungesattigten Fettsdurereste wird die Viskositat der vom Surfactant gebildeten
Lipidschicht herabgesetzt. In geringerem Anteil sind noch Neutralfette und
Cholesterin vertreten.

Ein essentieller Bestandteil der Synthese der Phospholipide bzw. von Surfactant
in PN-II ist Phosphatidsaure. Diese entsteht aus Glucose oder Glykogen via
Glykolyse, woraus zuerst Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) entsteht. Es

existieren zwei verschiedene Wege im Lungenstoffwechsel, wie aus DHAP
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schliel3lich Phosphatidsaure entsteht (Wykle et al., 1977; Rooney, 1984). Zum
einen wird aus DHAP durch Reduktion durch die Glycerin-3-Phosphat-
Dehydrogenase Glycerin-3-Phosphat (G-3-P), was wiederum durch Acylierung
durch die Glycerin-3-Phosphat-Acyltransferase zur 1-Acylglycerin-3-Phosphat
(1-Acyl-G-3-P) wird. Zum anderen wird aus DHAP durch Acylierung Uber die
Dihydroxyaceton-Phosphat-Acyltransferase  zuerst  1-Acyldihydroxyaceton-
Phosphat (1-Acyl-DHAP), was durch die Acyldihydroxyaceton-Phosphat-
Reduktase zu 1-Acyl-G-3-P reduziert wird. Dies wird dann wieder durch die 1-
Acylglycerin-3-Phosphat-Acyltransferase zu Phosphatidsaure acyliert.

Aus Phosphatidsaure wird 1,2-Diacylglycerin (DAG) gebildet, was ein Baustein
der PC ist. Durch hydrolytische Phosphatabspaltung in den PN-II durch die
Phosphatidat-Phosphatase entsteht 1,2-DAG. Durch die DAG-Acyl-Transferase
entsteht schlie3lich Triacylglycerid (TAG), auch Triglyzerid genannt. 1,2-DAG ist
zudem  Ausgangspunkt fir die PC-Synthese: durch hydrolytische
Phosphatspaltung von Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat
(ADP) entsteht aus Cholin Phosphocholin. Hieraus wird mit Cytidintriphosphat
(CTP) unter Abspaltung von Pyrophosphat (PPa) durch die CTP-Cholinphosphat-
Cytidylyltransferase Cytidindiphosphat (CDP)-Cholin, welches zusammen mit
1,2-DAG unter Abspaltung von Cytidinmonophosphat (CMP) zu PC synthetisiert
wird. Zur de novo-Synthese der PC wird wie eben erwéhnt als zweiter Baustein
Cholin bendtigt, welches aus der Nahrung aufgenommen wird und zellul&ar nur
geringflugig Uber den Phosphatidylethanolamin-N-Methyltransferase-
Stoffwechselweg (PEMT-Pathway) selbst synthetisiert werden kann und damit zu
den essentiellen Nahrstoffen gehért (Shronts et al., 1997; Zhu et al., 2003). In
Abbildung 2 wird die Synthese von PC, Pl und PG aus dem Zentralmolekul
Phosphatidsaure  schematisch  dargestellt. Durch  Dephosphorylierung
(Abspaltung von Pyrophosphat unter Einfluss von CTP) entsteht aus dem
Zentralmolekdl Phosphatidsdure CDP-DAG, welches wiederum Uber
Phosphatidylglycerol-3-Phosphat (PG-3-P) und dann via hydrolytische
Phosphatabspaltung zu PG wird; in einem zweiten Syntheseweg entsteht aus
CDP-DAG durch Hinzunahme von Inositol und unter CMP-Abspaltung PI.
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Abbildung 2: Synthese von Phosphatidséure

Abkirzungen: ADP - Adenosindiphosphat, ATP — Adenosintriphosphat, CDP -
Cytidindiphosphat, CMP — Cytidinmonophosphat, CoA - Coenzym A, CTP -
Cytidintriphosphat, DAG — Diacylglycerol, DHAP — Dihydroxyacetonphosphat, G-3-P —
Glycerol-3-Phosphat, NAD/NADH - Nicotinamidadenindinukleotid, NADP/NADPH -
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, PG-3-P — Phosphatidylglycerol-3-Phosphat,
PP.— Pyrophosphat (P.0-*), Pi — Phosphat (PO.-), TAG — Triacylglycerid

(Quelle: adaptiert an Wolfgang Bernhard, Fetal and Neonatal Physiology, 2017)




Der PEMT-Pathway findet exklusiv in der Leber statt. Hierbei wird
Phosphatidylethanolamin zu PC dber die Phosphatidylethanolamin-N-
Methyltransferase, welche mit Methylgruppen aus Cholin bzw. Betain in drei
Stufen Phosphatidylethanolamin zu PC methyliert.

Cholin wird in die PN-1l aufgenommen und dann folgt eine Phosphorylierung tiber
die Cholinkinase zur Cholinphosphat. Hieraus entsteht durch die
CTP:Phosphocholin-Cytidylyltransferase CDP-Cholin.

CDP-Cholin wird mit DAG durch die Cholin-Phosphotransferase zu PC.

Durch den Lands-Zyklus entsteht ca. die Halfte der klassischen Surfactant-
Komponente PC16:0/16:0 (Lands et al., 1982). Das de novo-synthetisierte PC
wird durch die Phospholipase A2 (PLA2) und durch die Lysophosphatidylcholin-
Acyltransferase an seinen Fettsaureresten deacyliert und reacyliert (Zhao et al.,
2008; Kazachkov et al., 2008). Am Beispiel der Entstehung des PC16:0/16:0 wird
via Lands-Zyklus aus 1-Palmitoyl-2-Linoleoyl-PC durch die PLA2 das 1-
Palmitoyl-Glycero-PC unter Abspaltung von Linolséaure. Aus 1-Palmitoyl-Glycero-
PC entsteht durch die Lysophosphatidylcholin-Acyltransferase schliel3lich
PC16:0/16:0.

Bei Saugetieren sind die disaturierten PC16:0/16:0 und PC16:0/14:0 sowie das
einfach ungesattigte PC16:0/16:1 die Hauptbestandteile der Phospholipidfraktion
des Surfactant; die genaue Zusammensetzung &andert sich im Laufe der
alveolaren Entwicklung aufgrund der unterschiedlichen Anforderungen an die
Physiologie (Bernhard et al. 2001; Rau et al., 2004; Ridsdale et al., 2005).
Besonders der Effekt der Reduktion der Oberflachenspannung wird durch die
sich leichter verflussigenden PC16:0/14:0 (Phaseniubergangstemperatur von
27°C) und PC16:0/16:1 verstarkt und finden sich daher erhoht im Surfactant
Neugeborener als bei Erwachsenen auf Kosten des PC16:0/16:0. Ebenso ist die
Konzentration der Surfactant-Proteine SP-B und SP-C im Surfactant
Neugeborener erhoht (Bernhard et al., 2004).

PC16:0/16:0 gilt als Hauptbestandteil der Phospholipidfraktion des Surfactant. Es
wurde jedoch auch gezeigt, dass dies nicht bei allen Saugtieren der Fall ist, z.B.
ist PC16:0/16:0 nicht Hauptbestandteil des Surfactant bei Wombats, Schmalful3-
Beutelmausen und dem Beutelteufel (Lang C. et al., 2005).



Die Hypothese, dass eine erhohte alimentdre Zufuhr von FS zu einer
Veranderung der Phospholipidkonzentration von Surfactant fihrt, wurde in Bezug
auf C14:0 bestatigt. Durch Anreicherung von C14:0 in Milch konnte eine erhéhte
Konzentration von PC16:0/14:0 im Surfactant bei Ratten nachgewiesen werden
(Bernhard et al., 2011).

1.1.3 Funktionen

Surfactant bildet eine Grenzschicht der Alveole zwischen dem flussigen und
gasformigen Kompartiment.

Surfactant ist ein essentieller Bestandteil der neonatalen Lungenreife sowie der
Aufrechterhaltung der Lungenfunktion. Er sorgt daftir, dass durch eine Reduktion
der Oberflachenspannung die Entfaltung der Lunge mit niedrigem
intrapulmonalem Druck unterhalten wird.

Aufgrund der hohen Oberflaichenspannung der Lunge im Bereich der
Zwischenraume von Luft und Flissigkeit ist eine Entfaltung der Lunge schwierig.
Anhand der Druck-Volumen-Kurve konnte gezeigt werden, dass der pulmonale
Offnungsdruck von frilhgeborenen Hasen, die noch keinen Surfactant bilden
konnten, bei ca. 20 cm H20 lag, wohingegen der Offnungsdruck der mit
Surfactant behandelten Lungen auf 15 cm H20 fiel (Rider et al., 1992).

Die Young-Laplace-Gleichung beschreibt den Zusammenhang zwischen
Oberflachenspannung, Druck und Oberflachenkrimmung einer Flussigkeit.
Dadurch wird die Bedeutung von Surfactant auch bei der Exspiration deutlich.
Durch eine Verkleinerung des alveolaren Radius und somit der Flache der
Alveole wird der Druck gro3er, was zu einem Kollaps der Alveole fihrt. Durch
diese Anderung der Oberflache der alveolaren Gas-Flissigkeitsgrenze muss die
Oberflachenspannung reduziert werden, was eine Hauptfunktion des Surfactant

darstellt.



Young-Laplace-Gleichung: Ap = (711 + % )y

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

r = Radius

Zudem hat Surfactant wichtige immunologische Funktionen.

Die hydrophilen Surfactant-Proteine SP-A und SP-D gehéren zu diesen
wichtigen, angeborenen immunmodulatorischen Substanzen. Sie haben die
Fahigkeit, Kohlenhydrate zu erkennen und konnen dadurch mit den
Oberflachenantigenen von Erregern interagieren und somit die Phagozytose
durch Makrophagen induzieren. Zudem gibt es Hinweise, dass inflammatorische
Prozesse durch SP-A und SP-D moduliert werden. Auch die Hemmung von T-
Lymphozyten wird diesen Proteinfraktionen zugeschrieben.

Zudem wird die Surfactant-Produktion tUber negative Rickkopplung durch SP-A
angepasst. SP-D wird zudem eine Rolle im Metabolismus des Surfactant sowie
dessen Homoostase nachgesagt (Herbein et al., 2000).

Die hydrophoben Surfactant-Proteine SP-B und SP-C regulieren die
gleichmalige Verteilung des Surfactant auf der Alveolaroberflache und sind
wichtig fur dessen Stabilitat.

Die exakte biologische Funktion von PG ist noch unbekannt; es wird jedoch
angenommen, dass es einen Einfluss auf die Stabilitat der Alveolen sowie eine

Funktion in der angeborenen Immunantwort hat (Numata et al., 2010).

1.1.4 Stérungen

Das Atemnotsyndrom bei Friihgeburtlichkeit (RDS = Respiratory Distress
Syndrome) ist verursacht durch einen Surfactant-Mangel aufgrund einer noch
nicht ausreichenden Bildung von Surfactant. Durch einen hepatischen Mangel an

Cholin kommt es zu einer geringeren Synthese von PC.
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Beim Gestationsdiabetes kommt es zu einer Stérung der neonatalen Entwicklung
von PN-1l und somit zu einer unzureichenden Surfactant-Bildung.

Neonatale Infektionen oder eine Mekoniumaspiration haben einen zu hohen
Verbrauch von Surfactant zur Folge oder hemmen dessen Produktion, was zu
einem sekundarem Atemnotsyndrom fuhren kann.

Des Weiteren ist der genetisch verursachte Surfactant-Protein-B-Mangel
bekannt, bei dem sich rasch postpartal ein Atemnotsyndrom entwickelt. Ein
ebenfalls genetisch bedingter Mangel an dem intrazellularen Transportprotein
ABC-AS fiihrt ebenso zu einem RDS. Beide Erkrankungen enden letal.

Der Surfactant-Protein-C-Mangel mit konsekutivem chronischem Surfactant-
Mangel mit der Folge einer interstitiellen Lungenerkrankung kommt oft erst im
Erwachsenenalter zur Auspragung.

Einen entscheidenden Einfluss auf die alveoldare Homodostase hat auch die
hochdosierte Sauerstofflangzeittherapie mit der Folge einer Schadigung des
Surfactant.

Surfactant-Dysfunktionen sind zudem bei COPD, Asthma oder zystischer Fibrose
bekannt (z.B. Hull et al., 1997).

Pneumonien und Sepsis bei Erwachsenen mit der Gefahr der Ausbildung eines
Acute Lung Injury (ALI) oder eines Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS)
gehen ebenfalls mit einer Dysfunktion von Surfactant einher (Cogo et al., 2007).
Infektionen des Respirationstraktes kdnnen zu einer Hemmung der Surfactant-
Synthese oder zu einer Beeintrachtigung der Surfactant-Sekretion fuhren (z.B.
Alcorn etal., 2004; Wu Y et al., 2007; Henderson et al., 2006; Perino et al., 2011).
Toxische Stoffe, wie z.B. Tabakrauch, kdnnen die Surfactant-Bildung, seine
Zusammensetzung und Sekretion negativ beeinflussen (Review von Scott,
2004).

1.1.5 Therapiemdglichkeiten

Zur Klinischen Anwendung kommt Surfactant bei Frihgeburten mit einem RDS,
welches durch einen priméren Surfactant-Mangel verursacht wurde. Dann wird

Surfactant postnatal substituiert (z.B. Modanlou et al., 1997). Dieser wird
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entweder aus tierischen Ressourcen (bovin oder porcin) hergestellt oder
rekombinant synthetisiert.

Es wird zeitlich unterschieden zwischen einer priméren oder friihen Therapie (ab
Geburt bis 60 Minuten postnatal) und einer Interventionsbehandlung (1 bis 2
Stunden postnatal bei Zeichen eines RDS). Eine friihe Behandlung wird bei
einem Gestationsalter von < 27 Schwangerschaftswochen und bei fehlender
vorangegangener Therapie der Mutter mit Kortikosteroiden empfohlen.

Bei einem Gestationsalter von der 27. bis zur 32. Schwangerschaftswoche wird
eine Interventionsbehandlung empfohlen. Hierdurch kann eine Ubertherapie
vermieden werden (AWMPF-Leitlinie Leitlinie der Gesellschaft fir Neonatologie
und Padiatrische Intensivmedizin (GNPI) und der Deutschen Gesellschaft fur
Kinder- und Jugendmedizin (DGKJ) zur Surfactant-Therapie des
Atemnotsyndroms Frithgeborener; zugrunde liegende Studie: Roja-Reyes et al.,
2012). Aktuell gibt es zwei gleichwertige Surfactant-Praparate auf dem Markt:
das bovine Surfactant-Praparat Alveofact® (Bovactant) sowie die porcine
Praparation Curosurf® (Poractant alfa) (Proquitté et al., 2007). Die empfohlene
initiale Dosierung betragt fur beide Praparate 100mg/kgKG zur Therapie des
unkomplizierten RDS (zugrunde liegende Studien zur Dosisfindung: Halliday et
al., 1993; Gortner et al., 1994). Bei schweren Verlaufen ist eine hdher dosierte
Initialtherapie mit z.B. 200mg/kgKG zu erwagen (Jobe, 1983; Sweet et al., 2016),
da neben dem primaren Surfactant-Mangel auch eine sekundare Surfactant-
Inaktivierung mdglich ist. Es werden bis zu drei Folgeapplikationen empfohlen
mit einer Dosierung von je 50 bis 100mg/kgKG. Eine Gesamtdosis von
300mg/kgKG sollte dabei nicht Gberschritten werden.

Die Gabe erfolgt intratracheal tiber einen Trachealtubus mit konsekutiver kurzer
mechanischer Beatmung (INSURE = |Intubation, Surfactant, Extubation).
Alternativ kann die Gabe Uber eine diinne, tracheale Sonde bei CPAP-Beatmung
unter Spontanatmung erfolgen (LISA = Less Invasive Surfactant Administration;
MIST = Minimally Invasive Surfactant Therapy) (Herting et al., 2013).

Zudem kann die endogene Bildung durch verschiedene Substanzen

(Kortikosteroide, Schilddriisenhormone, Ostrogen (z.B. Sullivan et al., 2002;
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Review von Rooney, 1984; Martini et al., 2000; Patrone et al., 2003) oder 3-2-
Sympathikomimetika) angeregt werden.

Klinisch ist die antenatale Gabe von Kortikosteroiden an die Mutter bei drohender
Frihgeburt ab dem Zeitpunkt der Lebensfahigkeit (d.h. ab der 24.
Schwangerschaftswoche) bis zum Ende der 34. Schwangerschaftswoche in den
Leitlinien fest verankert. Es werden 12mg Betamethason intramuskular appliziert
mit einer Wiederholung nach 24 Stunden mit dergleichen Dosis; der
Wirkungseintritt wird nach 18 Stunden erwartet (Quelle: AWMF-Leitlinie der
Deutschen Gesellschatft fir Gynakologie und Geburtshilfe e.V.).

Fir die Kombination aus einer antenatalen Kortikosteroid-Gabe an die Mutter und
einer postnatalen Surfactant-Gabe an das Neugeborene bei einem RDS wurden
additive Effekte bestatigt (Jobe et al., 1993; Kair et al., 1994).

Der Vorteil einer Kombination aus natdrlichem Surfactant (Survanta®) und
Budesonid, intratracheal appliziert, im Rahmen der initialen postnatalen Therapie
wurde bestéatigt; bei den in  die Studie eingeschlossenen 265
beatmungsbedirftigen Friihgeborenen mit einem Geburtsgewichts von < 1.500g
zeigte sich eine signifikante Senkung der Haufigkeit von Tod oder
bronchopulmonaler Dysplasie (Yeh et al., 2016) (Quelle: AWMF-Leitlinie der
GNPI und der DGKJ zur Surfactant-Therapie des Atemnotsyndroms
Frihgeborener).

Die mutterliche Gabe von Ambroxol bei Friihgeburtlichkeit zur Pravention eines
RDS hat sich als nicht effektiv erwiesen (Gonzalez et al., 2014).

Auch Prostaglandine haben einen positiven Einfluss auf die intrauterine
Produktion von Surfactant. Westover et al. zeigten 2012 den Einfluss von
Prostaglandinen im Rahmen intrauteriner Infektionen bei Schafen.

Im Gegensatz zu Kortikosteroiden hemmen Insulin (Martini et al., 2000) und
Androgene wiederum die Surfactant-Synthese.

Eine Substitution von Surfactant bei Erwachsenen mit einem ARDS z.B. im
Rahmen einer Pneumonie oder Sepsis wird derzeit nicht empfohlen (Lauer et al.,
2006).
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Es wird vermutet, dass die Gabe von Schilddriisenhormonen (Trijodthyronin) bei
Ratten im Rahmen einer Sepsis einen positiven Effekt auf die Lunge hat durch
die Aufrechterhaltung der Surfactant-Homdostase (Ksenzenko et al., 1997).

Bei Ratten konnte bestétigt werden, dass eine Glutathion-Gabe die Surfactant-
Phospholipide erhélt und somit die Schwere der Lungenbeteiligung im Rahmen

einer Sepsis abmildern kann (Velasquez et al., 2002).

1.2 Der Monozyt
1.2.1 Entstehung des Monozyten

In den Versuchsreihen dieser Arbeit wurden verschiedene Effekte von
Surfactant-Bestandteilen auf differenzierende monozytare Zellen als Modell far
Alveolarmakrophagen untersucht.

Aus pluripotenten Knochenmarksstammezellen entstehen durch die Leukopoese
drei Typen von Vorlauferzellen: Myeloblasten, Monoblasten und Lymphoblasten
(Abbildung 3).

Aus mononukledren Zellen im Knochenmark reifen Monozyten. Diese werden
beeinflusst durch Wachstumsfaktoren (GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen
Kolonie-stimulierender Faktor) und M-CSF (Monozyten Kolonie-stimulierender
Faktor)). Aus den Lymphoblasten entwickeln sich B- und T-Lymphozyten.

Uber viele Jahrzehnte war die Theorie vorherrschend, dass Monozyten aus dem
Knochenmark ins periphere Blut zirkulieren und aktiv ins Gewebe einwandern.
Sie differenzieren in den spezifischen Organen zu Makrophagen weiter (van
Furth und Cohn, 1968): Alveolarmakrophagen in der Lunge, dendritische Zellen
in Lymphknoten und oberflachlichen Geweben, Kupffer-Zellen in der Leber,
Histiozyten im Bindegewebe, Mikroglia im Gehirn, Osteoklasten im Knochen,
Langerhans-Zellen in der Haut und Hofbauer-Zellen in der Plazenta (Hume et al.,
1983). Zudem kdnnen sie sich in dendritische Zellen bei inflammatorischen
Prozessen entwickeln.

Zwischenzeitlich wurde diese Theorie jedoch kontrovers diskutiert. Es konnte

gezeigt werden, dass zirkulierende Monozyten keinen Anteil an lokalen
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Gewebemakrophagen (wie auch Alveolarmakrophagen) im Steady State haben
(Hashimoto et al., 2013).

Es wurde in vitro gezeigt, dass Vorlauferzellen von Makrophagen vor ihrer
Entwicklung aus den hamatopoetischen Knochenmarksstammzellen im
Dottersack zu finden sind (Palis et al., 1999; Betrand et al., 2005; Lux et al., 2008;
Kierdorf et al., 2013; Moore and Metcalf, 1970). Fetale Makrophagen kénnen sich
unabhangig von Myb, einem fir die hamatopoetischen Stammzellen
notwendigen Transkriptionsfaktor, entwickeln (Schulz et al., 2012).

Im Mausexperiment wurde gezeigt, dass sich mehrheitlich lokale
Gewebemakrophagen der verschiedenen Gewebe, namlich
Alveolarmakrophagen der Lunge, Mikroglia des Hirns, Langerhans-Zellen der
Epidermis und Kupffer-Zellen der Leber, unabhangig von hamatopoetischen
Stammzellen Uber Tie2+ oder Tek-Zellen entwickeln, die Csflr+-Erythro-myeloide
Vorlauferzellen (EMPs) erzeugen (Mass et al., 2016). Diese EMPs entwickeln
sich im Dottersack an Tag 8.5 der Embryogenese, wandern und besiedeln die
fetale Leber vor Tag 10.5 und bilden so die fetalen Erythrozyten, Makrophagen,
Granulozyten und Monozyten bis Tag 16.5. Im Anschluss daran werden
Erythrozyten, Granulozyten und Monozyten durch Zellen, die aus den
hamatopoetischen Stammzellen hervorgingen, ersetzt. Alveolarmakrophagen
wurden bei alteren Mausen zunehmend ersetzt; Kupffer-Zellen, Mikroglia und
Langerhans-Zellen wurden jedoch bei einjahrigen M&ausen nur zu einem
geringfugigen Anteil ersetzt. Schlussfolgernd wurde in der fetalen Leber eine
Hamatopoese durch Dottersack-EMPs sowie durch hamatopoetische
Stammzellen nachgewiesen. Dottersack-EMPs konnten als Ursprung fir
Gewebemakrophagen identifiziert werden (Gomez Perdiguero et al., 2015).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Himatopoese
(Quelle: http://dasimmunsystem.de/fileadmin/_processed /csm_Grafik
Immunzellen_Stammbaum_V3_ab609e3184.jpg; 10.3.2017)

1.2.2 Phanotypisierung des Monozyten

Zirkulierende Monozyten entstehen aus hamatopoetischen Stammzellen unter
dem Einfluss von Wachstumsfaktoren GM-CSF und M-CSF. Ihr fur ihre Spezies
typischer Oberflachenmarker ist CD14 (cluster of differentiation), ein
Proteinkomplex an der Zelloberflache, der eine Opsonin-Rezeptorfunktion besitzt
und bakterielle FS sowie Bestandteile der bakteriellen Zellmembran, sogenannte
Peptidoglykane, bindet.

In den untersuchten Versuchsreihen wurden mononukleare Zellen verwendet,
die das Oberflachenantigen CD14 trugen.

Im Jahr 2000 wurden Makrophagen in zwei verschiedene Phé&notypen unterteilt
(Mills et al., 2000):

Der M1-Ph&noptyp exprimiert CD80, CD86, CD68, MHC II, iINOS und SOCS3.
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Die M2-Phanotypisierung ist sehr komplex mit vielen Markern und scheint noch
nicht vollstandig aufgeklart zu sein. Der M2-Phanoptyp exprimiert den
Oberflachenmarker CD206 (auch bekannt als Makrophagen-Mannose-Rezeptor
(MMR)). Allerdings wurde in einer Studie gezeigt, dass CD206 auch von M1-
Makrophagen exprimiert wird. Daher wurde vorgeschlagen, dass die
Hochregulation von CD200R das spezifische phanotypische Merkmal von M2-
Makrophagen ist (Jaguin et al., 2013).

CD163 kann ebenfalls nicht zur Spezifikation von M2-Makrophagen dienen, da
dieser Marker nur in Kombination mit dem Transkriptionsfaktor CMAF M2-
Makrophagen identifiziert (Barros et al., 2013).

M2-Makrophagen exprimieren den Makrophagen-Galaktose-Typ Lektin (MGL1
und MGL2). Diese Makrophagen werden bei parasitaren Infektionen und
allergischen Erkrankungen des Respirationstrakts aktiviert (Raes et al., 2005).
CD68 wird von Makrophagen exprimiert und bindet oxLDL, Phosphatidylserin
und apoptotische Zellen. Dieses Oberflachenantigen dient als Rezeptor fir
Malaria-Sporozoiten bei einer Leberinfektion (Ramprasad et al., 1996; Ottnad et
al., 1995; Sambrano et al., 1995; Chistiakov et al., 2017).

Reife differenzierte Makrophagen verlieren im Verlauf den Oberflachenmarker
CD14 (Gordon et al., 2005).

Mittlerweile ist die Unterteilung in nur 2 Subtypen von Makrophagen tberholt;
Mantovani et al. beschrieben 2004 weitere Subtypen von M2-Makrophagen (den
M2a-, M2b- und M2c-Typ (von manchen Autoren wird auch der M2d-Typ
beschrieben)). Es wurden auch unabhéngig vom M1- oder M2-Subtyp Tumor-
assoziierte Makrophagen (TAM), CD169+-Makrophagen (kommen in Milz,
Lymphknoten, Leber und Knochenmark vor (Crocker et al., 1986)) und T-Zell-
Rezeptor+- (TCR+-)Makrophagen beschrieben.

M2-Makrophagen konnen sich in vitro unter dem Einfluss von bestimmten
Zytokinen wieder zu M1-Makrophagen umwandeln (Davis et al., 2013).

In den folgenden Versuchen wurden sowohl M1- als auch M2-Makrophagen
untersucht. Der untersuchte Oberflachenmarker CD14 ist auf allen

Alveolarmakrophagen zu finden.
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1.2.3 Funktion und Aufgaben im Organismus

Das mononuklear-phagozytare System (MPS) ist ein wichtiger Bestandteil der
zellularen, unspezifischen Immunabwehr, indem mittels Phagozytose
korperfremde Mikroorganismen bzw. Bestandteile eliminiert werden. CD14
bindet bakterielle FS und Peptidoglykane und mittels Antigenprasentation wird
die humorale, spezifische Immunantwort induziert. Auch koérpereigene
Substanzabfalle werden vom MPS eliminiert.

Monozyten zirkulieren im Blut und kénnen ins spezifische Gewebe einwandern
und dort weiter differenzieren; dies wurde jedoch in Frage gestellt und somit auch
dass zirkulierende Monozyten einen Anteil an lokalen Gewebemakrophagen,
dementsprechend auch an Alveolarmakrophagen, im Steady State haben
(Hashimoto et al.,, 2013). Zudem exprimieren sie verschiedene Zytokine,
Wachstumsfaktoren, Chemokine und Enzyme (z.B. Murdoch et al., 2004; Lewis
and Pollard, 2006).

Der Oberflachenrezeptor CD14 ist ein Glykoprotein, das sowohl Uber einen
Glycosylphosphatidylinositol-Anker gebunden an der Zellmembran vorkommt als
auch in l6slicher Form vorliegen kann und insbesondere auf Monozyten,
Makrophagen oder neutrophilen Granulozyten exprimiert wird (Pugin et al.,
1994). CD14 bindet zusammen mit dem Toll-like-Rezeptor 4 (TLR-4) den LPS-
Rezeptor, der das Endotoxin LPS der Zellwand von gram-negativen Bakterien
erkennt (Wright et al.,, 1990) und so eine inflammatorische Immunantwort
induziert, was eine Sekretion von Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) und
Interleukin-1B (IL-1B) zur Folge hat. Dadurch wird eine Entziindungsreaktion
initiiert. CD14 hat zudem die Funktion der Erkennung und Beseitigung von
apoptotischen Zellen (Devitt et al., 1995).

Die Unterteilung in 2 Subgruppen von Makrophagen beinhaltet einerseits den
M1-Phé&notyp. Dieser gilt der als proinflammatorisch, indem er das Enzym iNOS
(induzierbare NO-Synthase) bildet, was wiederum fur die Produktion von
zelltoxischen ~ NO-Radikalen  verantwortlich  ist. Zudem  bildet er
proinflammatorische Zytokine (z.B. IL-1-beta, TNF, IL-12, IL-18 und IL-23). Der
M1-Phé&notyp wird durch den GM-CSF (Fleetwood et al., 2007), Interferon-
gamma (IFN-y) (Nathan et al., 1983) und LPS (Guha et al., 2001) stimuliert.
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Der M2-Phéanotyp gilt als antiinflammatorisch, wird aktiviert durch Interleukin-4
(Stein et al.,, 1992), -10 und -13, Infektionen mit Pilzen, Parasiten oder
Helminthen, apoptotische Zellen, Immunkomplexe, M-CSF, Tumor-growth-
factor-beta (TGF-B) und andere Induktionswege. Er besitzt eine ausgepragte
Phagozytose-Kapazitat und hat Einfluss auf die Differenzierung von
Stammzellen. Zudem exprimiert er Wachstumsfaktoren und antiinflammatorische
Zytokine. Es finden sich M2-Markerproteine bei allen soliden Gewebstumoren.
Daher ist anzunehmen, dass diese einen antiinflammatorischen Effekt haben und
somit fur eine Art Immunsuppression der Tumoren sorgen und damit das
Tumorwachstum unterstitzen. Wundheilung und Angiogenese sind weitere
Funktionen von M2-Makrophagen (Mantovani et al., 2002; Solinas et al., 2009).
M1-Makrophagen sezernieren Tumornekrose-Faktor (TNF), IL-183, IL-12 und
weitere. M2-Makrophagen sezernieren in hohem AusmafR IL-10 und weniger
ausgepragt IL-12.

HLA-DR (human leucocyte antigen) ist ein Oberflachenantigen der MHC-II-
Klasse (major histocompatibility complex), das von antigenprasentierenden
Zellen exprimiert wird, z.B. von Makrophagen, B-Lymphozyten und dendritischen
Zellen. Das HLA-System steht fir das humane Leukozyten-Antigen-System.
MHC-1I-Komplexe besitzen zwei Untereinheiten (a und ), die in der Zellmembran
verankert sind. Sie besitzen vier extrazellulare Anteile (a1/2 und (1/2), die
schlie3lich das Antigen prasentieren. V.a. von fremden Zellen aufgenommene
Antigene werden nach Spaltung in Peptide an HLA-DR gebunden und so den T-
Lymphozyten fur die weitere Immunantwort an der Oberflache prasentiert; der T-
Zell-Rezeptor auf den T-Zellen erkennt und bindet schlief3lich das prasentierte
fremde Peptidantigen und fuhrt so zu einer Aktivierung (Reith et al., 1995; Mach
et al., 1995; Loffler/Petrides, 2014).

Marwitz et al. zeigten 1988, dass bei mononukledren Zellen von Neugeborenen
die HLA-DR-Expression signifikant hoher ist als bei Erwachsenen.

Die HLA-DR-Expression ist bei schwerer akuter Erkrankung (z.B. Sepsis) bei
Kindern signifikant erniedrigt, wobei die Anzahl der Monozyten im Vergleich zu

gesunden Kindern erhoht ist (Boeddha et al., 2018). Genel et al. zeigten 2010,
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dass eine erniedrigte HLA-DR-Expression von Monozyten bei einer neonatalen
Sepsis mit einem erhdhten Mortalitatsrisiko einhergeht.

Perry et al. postulierten 2003 jedoch, dass HLA-DR kein guter Prognosemarker
fur das Outcome von Patienten mit schwerer Sepsis sei; ihre Ergebnisse wiesen
keinen Zusammenhang einer niedrigen HLA-DR-Expression von Monozyten mit
einer erhohten Mortalitdt bei Erwachsenen nach. 2004 kamen Le Tulzo et al.
jedoch in einer Vergleichsstudie zu der Erkenntnis, dass eine verminderte HLA-
DR-Expression auf Monozyten mit einer erhhten Rate an Sekundarinfektionen
und erhohter Mortalitat einhergeht. Hieraus wurde geschlossen, dass eine
erniedrigte HLA-DR-Expression auf Monozyten mit einem schlechten Outcome
bei einer Sepsis verbunden ist und es wurde vermutet, dass hohe endogene
Cortisolspiegel die HLA-DR-Expression durch eine erniedrigte Klasse II-
Transaktivator A (CIITA)-Transkription vermindern.

Die Expression des Oberflachenantigens CD80, dem sogenannten
Lymphozyten-Aktivierungsantigen, erfolgt nach Aktivierung auf
antigenprasentierenden Zellen wie Makrophagen oder dendritischen Zellen.
CD80 ist ein Co-Stimulator fur die Aktivierung von T-Zellen tber die Bindung an
CD28; uber die Bindung an CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen-4) wird eine
Inaktivierung der T-Zellen induziert (Hathcock et al., 1994). CD80 wird nicht von
frisch isolierten humanen Monozyten exprimiert; durch LPS wird die Expression
von CDB8O0 initiiert und weniger ausgepragt auch von IFN-y (Schmittel et al., 1995).
CD8E6 ist ein Oberflachenantigen, das von aktivierten B-Zellen und Monozyten
exprimiert wird und als Co-Stimulator fur die T-Zell-Aktivierung fungiert. Die
Expression von CD86 wird durch LPS stimuliert (Lenschow et al., 1993).

Wie bei CD80 lauft iber die Bindung an CD28 eine Aktivierung von T-Zellen ab
und Uber CTLA-4 eine Inaktivierung der T-Zellen. Die Aktivierung der T-Zellen
l&uft Gber einen dualen Weg: das tiber MHC-II-Molekile prasentierte Antigen auf
der antigenprasentierenden Zelle interagiert mit dem T-Zell-Rezeptor der T-Zelle
und auf derselben antigenprésentierenden Zelle interagiert CD86 (CD80) mit
CD28 der T-Zelle (Murphy and Weaver, 2017; Coyle et al., 2001; Gause et al.,
1995).
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In den folgenden Versuchsreihen wurden neben CD14 die Oberflachenmarker
HLA-DR, CD80, CD86, CD28, CD25 und CD 4 untersucht.
Vorwiegend M1-Makrophagen exprimieren CD80; CD86 wird sowohl von M1-
Makrophagen als auch von M2b-Makrophagen exprimiert.

1.3 Der Lymphozyt
1.3.1 Entstehung des Lymphozyten

Lymphozyten differenzieren aus den Knochenmarksstammzellen zu 3 Subtypen:
den B-Lymphozyten, den T-Lymphozyten und den natirlichen Killerzellen (NK).
B- und T-Lymphozyten gehdren zum System der spezifischen Immunantwort,
indem sie mit ihren B- und T-Zell-Rezeptoren spezifische Antigene erkennen und
bek&ampfen kdnnen.

B-Lymphozyten reifen grof3tenteils im Knochenmark zu selbsttoleranten naiven
B-Lymphozyten, wandern dann ins periphere Blut und schlieBlich in die
sekundaren lymphatischen Organe (Milz, Lymphknoten, Mucosa-assoziiertes
lymphatisches Gewebe (MALT)). Dort geschieht die Aktivierung zu B-
Effektorzellen, also reifen Plasmazellen, die wiederum die spezifischen
Immunglobuline (lg) produzieren (zuerst IgM, dann daraus durch den
sogenannten Isotypenswitch IgD, IgE, 1gG und IgA).

T-Lymphozyten reifen im Thymus und werden in CD4+-T-Helferzellen und CD8+
zytotoxische Zellen unterteilt (schematische Darstellung in Abbildung 4).
Wahrend der Reifung im Thymus wandern die Lymphozyten von der
Thymusrinde in das Thymusmark. Hierbei entstehen tber verschiedene Stadien
die Oberflachenmarker CD4 und CD8 sowie die T-Zell-Rezeptoren. Diese haben
die Funktion, Antigene zu erkennen. Es sind sogenannte selbsttolerante Zellen
und sie verhindern eine autoimmune Reaktion. Dieser Reifeprozess unterliegt
einer strengen Autoregulation, was zu einem apoptotischen Absterben von 98%
der noch unreifen T-Lymphozyten fuhrt. Die verbleibenden 2% besitzen
schliel3lich die CD4- oder CD8-Oberflachenmarker sowie die Fahigkeit zur

Selbsttoleranz.
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Nach der Reifung wandern sie in das periphere Blut sowie die sekundaren
lymphatischen Organe (Milz, Lymphknoten, MALT), um von dort aus ihren
weiteren Aufgaben nachgehen zu konnen.

Zum Zwecke der klonalen Expansion der aktivierten T-Lymphozyten und somit
einer adaquaten Immunantwort werden Chemokine benétigt (z.B. IL-2).

CD28 ist ein Oberflachenantigen der T-Zellen und ist an der Aktivierung von T-
Zellen Uber die Bindung mit CD80 und CD86 der antigenprasentierenden Zelle
beteiligt. CD4 als Co-Rezeptor des TCR dient der Antigenerkennung durch den
TCR. CD4+-T-Lymphozyten werden als T-Helferzellen bezeichnet.
CD4+/CD25+-Zellen, sogenannte regulatorische T-Zellen (Treg), verhindern eine
Aktivierung des Immunsystems und produzieren die Zytokine IL-4, IL-10 und
TGF-B.
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Abbildung 4: Reifung der T-Lymphozyten im Thymus
(Quelle: ©Amboss GmbH, Berlin und Kéln, Germany;
https://www.amboss.com/de/wissen/Spezifisches_Immunsystem/; 18.3.2019)
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1.3.2 Phanotypisierung des Lymphozyten

T-Lymphozyten tragen als typischen Oberflaichenmarker CD3; zusatzlich
besitzen sie entweder CD4 oder CD8 als weiteres Oberflachenprotein.

Der T-Zell-Rezeptor (TCR) ist ein membranstandiges Immunglobulin an der
Oberflache der T-Lymphozyten mit einer heterodimeren Struktur von zwei
unterschiedlichen Ketten (Abbildung 5). Der TCR besteht zu 95% aus einer a-
und B-Kette (bei 5% der Zellen aus einer y- und d-Kette), die zusammen die
Antigenbindungsstelle (AgBS) bilden. Der CD3-Komplex ist ein Co-Rezeptor,
bildet mit dem TCR den TCR/CD3-Komplex und ist fir die Signaltransduktion ins
Zellinnere zustandig. Dieser ist im Aufbau variabel. Im experimentellen Setting
ist CD28 ein geeigneter Oberflachenmarker, um T-Zellen zu identifizieren, siehe
Methodenteil. Uber CD4 werden T-Helferzellen bestimmt und CD4+/CD25+-
Zellen kennzeichnen die Treg. Die Versuchsreihen fir diese Arbeit untersuchten
folgende Oberflachenantigene der T-Zellen: CD28, CD4 und CD25.

O W Extrazellulérraum

Intrazelluldrraum

CD3

Abbildung 5: Schematische Darstellung des TCR

variabler Aufbau des CD3-Komplexes, hier exemplarisch die Heterodimere €5 und ye
sowie das Homodimer {C

(Quelle: ©Amboss GmbH, Berlin und Kéln, Germany;
https://www.amboss.com/de/wissen/Spezifisches_Immunsystem/; 18.3.2019)

23


https://www.amboss.com/de/wissen/Spezifisches_Immunsystem/

B-Lymphozyten sind charakterisiert durch CD20 als Oberflachenprotein. Der B-
Zell-Rezeptor (BCR), ein Immunglobulin, befindet sich ebenfalls an der
Oberflache der B-Lymphozyten, ist membranstandig und Y-férmig (Abbildung 6).
Die beiden schweren Kette sind in der Zellmembran verankert, die leichten Ketten
dienen der Antigenbindung. Die Ketten Iga und IgB sorgen fir die
Signaltransduktion ins Zellinnere.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des BCR

B-Zell-Rezeptor (BCR) am Beispiel des IgM

(Quelle: ©Amboss GmbH, Berlin und Kdln, Germany;
https://www.amboss.com/de/wissen/Spezifisches_Immunsystem/; 18.3.2019)

Die Expression von IgD und IgM auf der Zellmembran ist typisch fur reife B-

Lymphozyten.

1.3.3 Funktion und Aufgaben im Organismus

Die in den folgenden Versuchsreihen untersuchten T-Lymphozyten zirkulieren im

peripheren Blut sowie in die sekundaren lymphatischen Organe.
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Wenn ihnen ein Antigen von einer antigenprasentierenden Zelle (z.B. einer
dendritischen Zelle) gezeigt wird, die das Antigen zuvor in der Peripherie
aufgenommen hat, interagieren die CD4+-T-Helferzellen mit dem MHC II-
Rezeptor der antigenprasentierenden Zelle. Dadurch geschieht das Priming
dieser zuvor naiven Zellen und die CD4+-T-Helferzellen entwickeln sich zu
weiteren Subtypen mit unterschiedlicher Funktion: TH1- (Abwehr intrazelluléarer
Pathogene), TH2- (Abwehr extrazellularer Pathogene, v.a.
Parasiten/Helminthen), TH17- (Abwehr extrazellularer Bakterien und Pilze), TfH-
und Treg-Zellen (Regulation von T-Zell-Subtypen, verhindern
Autoimmunreaktionen) wie in Abbildung 7 vereinfacht dargestellt.

T-Helferzellen produzieren auch verschiedene Zytokine je nach Unterart und
tragen somit zum Priming weiterer naiver CD4+-T-Zellen bei.

Die TH1-Zellen haben als Hauptaufgabe die Abwehr intrazellularer Pathogene
und produzieren IFN-y und IL-2. Sie wirken auf B-Lymphozyten, indem sie die
Antikdrperproduktion von opsonierenden 1gG-Antikbrpern anregen. Sie
unterstitzen Makrophagen, indem sie die antimikrobielle Fahigkeit verstarken,
um somit intrazellulare Pathogene zu eliminieren. Sie haben zudem einen
Einfluss auf naturliche Killerzellen und zytotoxische T-Zellen, wodurch die Lyse
bzw. Apoptose infizierter Zellen induziert wird.

Die TH2-Zellen kimmern sich um die Abwehr extrazellularer Pathogene, v.a. von
Parasiten bzw. Helminthen. Sie sezernieren IL-4, -5 und -13.

Sie regen die Antikorperproduktion der B-Lymphozyten von IgE-Antikérpern an,
welche einen antiparasitaren Effekt besitzen. Zudem interagieren sie mit
Mastzellen, Eosinophilen und Basophilen.

Eine weitere Subgruppe der T-Zellen sind die T-Gedachtniszellen. Sie zirkulieren
im peripheren Blut und kommen auch in den sekundéaren lymphatischen Organen
sowie in anderen Organen vor. Ihre Funktion ist die eines immunologischen
Gedachtnisses zur Wiedererkennung dadurch schnelleren Reaktion auf ein

bereits bekanntes Antigen.
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Abbildung 7: Differenzierung naiver T-Zellen zu T-Effektorzellen
(Quelle: ©Amboss GmbH, Berlin und Kéln, Germany;
https://www.amboss.com/de/wissen/Spezifisches Immunsystem/; 18.3.2019)

CD8+-Effektorzellen interagieren mit den MHC I-Rezeptoren der
antigenprasentierenden Zelle. Sie wirken zytotoxisch, indem sie die Apoptose
durch einen Virus infizierter Zellen oder entarteter Zellen einleiten. Sie setzen
zytotoxische Proteine frei (Perforine; diese bilden Poren in den Zielzellen) und
Enzyme (Granzyme; diese gelangen durch die neu entstandenen Poren in das
Zellinnere und I6sen dort die Apoptose aus). Oder sie aktivieren direkt den Fas-
Rezeptor, auch als Todesrezeptor bekannt;, Uber diesen extrinsischen Weg

werden Caspasen aktiviert und somit die Apoptose eingeleitet.
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Mononukleare Zellen und T-Lymphozyten beeinflussen sich gegenseitig.
Makrophagen als antigenprasentierende Zellen aus der monozytaren Zelllinie
prasentieren den T-Lymphozyten Teile eines zuvor phagozytierten Erregers tber
den MHC lI-Rezeptor. Das Antigen wird durch den TCR erkannt.
B-Lymphozyten wandern zwischen peripherem Blut und den sekundaren
lymphatischen Organen. Sie kbnnen Antigene selbst tUber ihren BCR erkennen,
nehmen diese auf und prasentieren sie Uber ihren eigenen MHC II-Rezeptor oder
sie interagieren mit dem MHC II-Rezeptor der antigenprasentierenden Zelle.

Im Rahmen der primaren Immunantwort im lymphatischen Organ wandern sie
aus dem Zentrum des Primarfollikels an die Marginalzone, um dort Kontakt mit
einem aktivierten T-Lymphozyten aufzubauen, der zum prasentierten Antigen
passt. Ein Teil der aktivierten B-Lymphozyten bildet den sogenannten
Primarfokus. Dadurch entstehen Plasmablasten, die IgM produzieren, jedoch
nach einiger Zeit absterben. Der andere Teil der B-Lymphozyten wandert
zusammen mit der entsprechend passenden T-Zelle ins Zentrum des
Primarfollikels, um dort ein sogenanntes Keimzentrum zu bilden. Hier werden
dann Plasmazellen gebildet, die die spezifischen Immunglobuline fir das Antigen
produzieren. Zudem werden B-Gedachtniszellen gebildet, um fur die sekundére
Immunantwort bei erneuter Prasentation des spezifischen Antigens schnell eine
Immunantwort zu induzieren. Diese B-Gedachtniszellen finden sich vor allem in

der Milz und in den Lymphknoten.

1.4 OKT3 und seine Effekte auf Lymphozyten

OKT3 ist ein monoklonaler Antikdrper gegen die Epsilon-Kette des humanen
CD3-Komplexes, der sich als Transmembranprotein auf T-Lymphozyten
befindet. Muromonab-CD3 (OKT3) war der erste zugelassene therapeutische
monoklonale Antikorper. Der CD3-Komplex besteht insgesamt aus 4
Polypeptidketten (eine Gamma- und Delta-Untereinheit und zwei Epsilon-
Ketten), welche fir den TCR von Bedeutung sind; die Gene, die fir diese
Untereinheiten kodieren, befinden sich auf Chromosom 11. Zusammen mit dem
TCR bildet CD3 den TCR-CD3-Komplex (Terhorst et al., 1996). Die Bindung
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eines von der antigenprasentierenden Zelle gezeigten MHC-Antigens an diesen
TCR-CD3-Komplex fuhrt Uber eine zusatzliche Costimulation (z.B. CD28 (dem
induzierbaren T-Zell-Costimulator (Icos) und dem Icos-Liganden) zu einer
Signaltransduktion ins Zellinnere des T-Lymphozyten, was wiederum zu einer
Phosphorylierung des zytoplasmatischen Anteils des CD3-Komplexes fihrt
(Hutloff et al., 1997). Dadurch wird das Protein ZAP-70 aktiviert und dies ist
wieder Ausgangspunkt fur Signalkaskaden zur Aktivierung von CD8-
Effektorzellen oder flr die Produktion von Zytokinen.

CD3 wird von Thymozyten sowie von allen reifen T-Zellen exprimiert.

OKT3 hat eine ausgepragte immunsuppressive Wirkung und wird daher nach
einer Herz-, Leber- oder Nierentransplantation als therapeutischer Ansatz bei
einer akuten, steroidresistenten Abstol3ungsreaktion eingesetzt.

OKT3 induziert die DNA-Synthese in Kulturen von humanen peripheren
Lymphozyten (Van Wauve et al., 1984). Anti-CD3-Ak werden auch zur
Stimulation von T-Zellen benutzt. Dieser Effekt wird in einem Teil der Versuche

genutzt.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Pulmonale Infekte stellen in der Neonatologie ein grol3es Problem fir das
frihgeborene Kind dar mit einer Vielzahl an Begleitkomplikationen. Die unreife
Lunge ist anfélliger fur Infekte. Zudem ist die Abwehrfunktion noch nicht
ausgereift, was das Risiko fur schwere bronchopulmonale Infekte birgt mit
moglicher Beatmungspflicht und hochdosierter Sauerstofftherapie. Die
Entwicklung einer durch den pulmonalen Infekt getriggerten Sepsis ist eine
gefurchtete Komplikation, zumal diese auch mit einer erhthten Mortalitat
einhergeht. Eine Early-onset-Sepsis (innerhalb der ersten 3 Lebenstage
auftretend) kommt in westlichen Landern mit einer Inzidenz von 0,05 bis 0,12%
aller lebend geborenen Kinder vor (Weston et al., 2011) und bei 1,5% aller

Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht von < 1500g (Wynn et al., 2013).
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Eine Late-onset-Sepsis (ab dem 4. Lebenstag bzw. bei Infektionen mit B-
Streptokokken ab dem 8. Lebenstag) tritt in westlichen Landern bei etwa 0,62%
aller Lebendgeborener auf (Didier et al., 2012).

Der Antrieb, diese experimentelle Arbeit zu initiieren, war es, einen kleinen
Baustein fur die Konzeption eines artifiziellen Surfactant beizutragen, der in
Zukunft in vitro hergestellt werden kann und der alle benétigten Eigenschaften
mitbringt, um das Outcome eines frihgeborenen Kindes von Seiten der
Lungenreifung und der pulmonalen Abwehr optimal zu verbessern.

Zum einen sollte die Phagozytose-Kapazitat der Alveolarmakrophagen maximal
ausgelastet werden, um somit Infekte im besten Fall zu verhindern oder
zumindest in ihrer Auspragung abzuschwachen. Denn Phospholipide
beeinflussen den Alveolarraum in vielfaltiger Weise. Das in den folgenden
experimentellen Settings verwendete Bakterium Escherichia coli ist der haufigste
Keim einer Early-onset-Sepsis bei Friihgeborenen mit einem Geburtsgewicht von
< 1500g (Hornik et al., 2012; Stoll et al., 2011; Zaidi et al., 1995).

Zum anderen war das Ziel, den Phanotyp dieser Makrophagen in vitro durch
Surfactant-Bestandteile so zu verandern, dass eine modulierte Expression von
Oberflachenmarkern ebenfalls die Abwehrfunktion der Lunge positiv beeinflusst
und neonatale pulmonale Infekte somit minimiert werden kénnen.

Die Untersuchung der Effekte der einzelnen Surfactant-Bestandteile (PC sowie
einzelne FS) zum einen auf periphere Monozyten, die aus Nabelschnurblut
isoliert wurden, und zum anderen auf periphere Monozyten aus Blut von
gesunden Erwachsenen sollte zum einen Aufschluss auf eine mdgliche
Veranderung der Phagozytose-Kapazitat bzw. des Phagozytose-Index geben je
nach angewandtem PC oder FS. Zum anderen wurde nach Inkubation mit den
Lipiden die Expression von verschiedenen Oberflachenmarkern analysiert (z.B.
CD14, CD86, CD80, HLA-DR, CD4, CD25 und CD28). Als weiteren Vergleich
wurde sowohl im Phagozytose-Ansatz als auch in der Phanotyp-Analyse das in
der Klinik verwendete Surfactant-Praparat Curosurf® verwendet und die
Monozyten auch hiermit inkubiert.

Die Hypothese ist, dass die jeweiligen PC und FS einen unterschiedlichen Effekt

auf die Phagozytose-Kapazitat bzw. den Phagozytose-Index und den Phanotyp
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(bzw. die Expression von Oberflaichenmarkern) bzw. die T-Zell-Proliferation
haben. Unter dieser Vorstellung ware eine in vitro-Herstellung eines Surfactant
mit entsprechend hoher dosiertem Anteil von PC oder FS, die einen positiven
Effekt auf die Phagozytose und auf die Expression von immunologisch
bedeutsamen Oberflachenmarkern haben, ein Therapieansatz, der in Zukunft die
Entwicklung von pulmonalen Infekten der Frihgeborenen positiv beeinflussen

koénnte.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Curosurf® Nycomed (Unterschleil3heim, D)

PC16:0/16:0 Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, Vereinigte
Staaten von Amerika)

PC16:0/16:1 Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, Vereinigte

Staaten von Amerika)

PC16:0/14:0 Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, Vereinigte
Staaten von Amerika)

PC14:0/16:0 Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, Vereinigte

Staaten von Amerika)

PC16:0/18:1 Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, Vereinigte
Staaten von Amerika)

freie FS C18:1 Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, Vereinigte

Staaten von Amerika)

freie FS C16:1 Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, Vereinigte
Staaten von Amerika)

freie FS C16:0 Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, Vereinigte

Staaten von Amerika)

freie FS C14:0 Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, Vereinigte
Staaten von Amerika)

Propidiumjodid Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, Vereinigte

Staaten von Amerika)
Heparin-Natrium B. Braun Melsungen AG (Melsungen, D)

IPTG Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, Vereinigte

Staaten von Amerika)
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Kanamycin

Polyglobin 10%

PFA (Paraformaldehyd)

Lissamin-DHPE

Monocyte Isolation Kit Il

Vybrant CFDA-SE

Cell Tracer Kit

2.1.2 Antikorper

Anti-CD14 Antikorper

Anti-CD3 Antikdrper (OKT3)

Anti-CD4 Antikorper
Anti-CD14 Antikorper
Anti-CD25 Antikorper
Anti-CD28 Antikorper
Anti-CD80 Antikorper
Anti-CD86 Antikorper
Anti-HLA-DR Antikorper
Anti-lgG1 Kontrolle

Anti-lgG2 Kontrolle

Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, Vereinigte

Staaten von Amerika)
Bayer (Leverkusen, D)

Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, Vereinigte

Staaten von Amerika)

Invitrogen/Molecular Probes (Eugene, OR,

Vereinigte Staaten von Amerika)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,

Vereinigte Staaten von Amerika)

Invitrogen/Molecular Probes (Eugene, OR,
Vereinigte Staaten von Amerika)

BD Biosciences (Heidelberg, D)

Ortho Diagnostics (Raritan, NJ, Vereinigte

Staaten von Amerika)

BD Biosciences (Heidelberg, D)
BD Biosciences (Heidelberg, D)
BD Biosciences (Heidelberg, D)
BD Biosciences (Heidelberg, D)
BD Biosciences (Heidelberg, D)
BD Biosciences (Heidelberg, D)
BD Biosciences (Heidelberg, D)
BD Biosciences (Heidelberg, D)

BD Biosciences (Heidelberg, D)
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2.1.3 Bakterien

Escherichia coli (DH5a GFP-mute2 Plasmid pCD353)

2.1.4 Medien und Puffer
Fotales Kalberserum (FCS) Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, Vereinigte
Staaten von Amerika)

Histopaque Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, Vereinigte

Staaten von Amerika)

Luminol Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, Vereinigte

Staaten von Amerika)

Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung,

PBS ohne Ca2+/Mg2+ Biochrom AG (Berlin, D)

RPMI-Medium Biochrom AG (Berlin, D)

Biocoll (Densitiy 1.077g/ml) Biochrom AG (Berlin, D)

FACS-Flow Becton-Dickinson (Heidelberg, D)

Lennox L Broth Medium Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA,

Vereinigte Staaten von Amerika)

2.1.5 Gerate

Brutschrank Heraeus GmbH (Hanau, D)

Zentrifuge Eppendorf AG (Hamburg, D)

FACS-Gerat Becton-Dickinson (Heidelberg, D)

Sysmex Sysmex Deutschland GmbH (Norderstedt, D)
Vortexer Agitateur Top-Mix, Bioblock Scientific (lllkirch-

Graffenstaden, F)
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Schittler NeolLab Migge (Heidelberg, D)

Wasserbad Kottermann (Uetze-Hanigsen, D)
Autoklave Wesa AG (Eupen, Belgien)
Sterilbank HeraSafe Heraeus GmbH (Hanau, D)

Ultraschallbad Transsonic 420 Elma GmbH (Singen, D)

24-/48-Well Platte Costar (Bodenheim, D)

FACS-Ro6hrchen Becton-Dickinson (Heidelberg, D)

50ml Spritzen B. Braun Melsungen AG (Melsungen, D)
Butterfly-Nadeln Becton-Dickinson (Heidelberg, D)

50ml konische Réhrchen Greiner Bio-One (Kremsmiinster, O)

Verschiedene Pipettenspitzen  Greiner Bio-One (Kremsmiinster, O)

2.1.6 Untersuchungsmaterial

Zur Praparierung peripherer mononuklearer Blutzellen (,peripheral blood
mononuclear cells“, PBMC) wurde Vollblut von Erwachsenen und reifen
Neugeborenen benutzt. Die die untersuchten Vollblutproben stammten zum
einen von zuféllig akquirierten, gesunden Erwachsenen (PB) und zum anderen
von ebenfalls zuféallig ausgewahltem Nabelschnurblut (NSB). Die Blutenthahme
bei Erwachsenen sowie aus der Nabelschnur wurde mit einer sterilen Butterfly-
Nadel und einer 50ml-Spritze durchgefuhrt.

Das Studienprotokoll wurde durch das Ethikkomitee der Universitat Tidbingen
genehmigt (Ethikvotum 248/2005A). Die PBMC wurden aus peripherem Vollblut
mittels einer Biocoll-Trennlésung und einer Dichtegradienten-Zentrifugation
isoliert (siehe 2.2.2).
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von Monozyten aus Vollblut

Die Isolierung der PBMC erfolgte mittels Biocoll-Trennlésung, indem eine
Dichtegradienten-Zentrifugation angewendet wurde (Orlikowsky et al., 2005).
Hierbei werden die verschiedenen festen Bestandteile des Vollblutes mittels
Zentrifugation anhand ihrer unterschiedlichen Dichtegrade getrennt und die
Monozyten konnen so abpipettiert werden. Es wurde zunachst unter der
Sterilbank 50ml Vollblut mit 200IE Heparin-Natrium versetzt und dann das
Vollblut 1:1 mit PBS verdinnt. Jeweils 25ml des verdinnten Vollblut-PSB-
Gemisches wurden dann in ein konisches 50ml-Rdhrchen auf jeweils 15ml
Biocoll-Trennldsung mit einer hohen Dichte von 1,077g/ml verteilt und dann bei
400 x g bei 18°C fur 25 Minuten zentrifugiert. Durch die dann entstandene
Schichtung konnte das zuoberst liegende Plasma inklusive der Thrombozyten
mit einer 10ml-Pipette abpipettiert werden. Die darunter liegende dinne Schicht,
die sogenannte Interphase, aus den peripheren mononukledren Zellen und
Lymphozyten lag direkt auf der Biocoll-Schicht und konnte abpipettiert und
weiterverwendet werden. Am Boden der 50ml-Rdhrchen befand sich eine Schicht
aus Erythrozyten und Granulozyten, die ebenfalls verworfen wurde.

Die Zellen der Interphase wurden auf 50ml mit kalter Phosphat-gepufferter
isotonischer Kochsalzlésung (PBS ohne Ca2+Mg2+) plus 5% hitzeinaktiviertem
fotalem bovinem Serum (FCS) verdinnt, in ein 50ml-Réhrchen tberfihrt und
wieder bei 500 x g bei 4°C uber 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet am Konus des Rohrchens aufgeruttelt und die
Waschung in PBS plus 5% FCS wiederholt. Dann wurde mit 400 x g bei 4°C uber
10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand wieder verworfen, das Zellpellet
aufgeruttelt und in 10-20ml des Mediums VLE-RPMI 1640 mit 10% FCS
resuspendiert. Die Zellzahl wurde im Sysmex bestimmit.

Die gewonnenen Zellen wurden dann zu jeweils 500l pro Vertiefung in eine 48-
Well-Zellkulturplatte aufgeteilt zu je 2 x 108 Zellen/ml. Sie wurden dann in einem
Brutschrank bei 37°C uber 24 Stunden und einer halbfeuchten Atmosphare mit
5% CO? mit den Surfactant-Bestandteilen inkubiert.
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Die Reinheit der entstandenen Zellpopulation lag bei > 92% CD14+-Zellen, wie
mittels FACS-Analyse nachgewiesen wurde. Hierzu wurde der Inhalt einer Zelle
mit 500ul mit FACS-Flow gewaschen und mit dem fluoreszierenden Antikorper
CD14 inkubiert (siehe Abschnitt 2.2.4). Anschlielend folgte die Messung im
FACS-Gerét.

2.2.2 Phosphatidylcholinpraparation und Inkubation mit Lipiden

Die PC-Spezies PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0
(Myristoyl-Palmitoyl-PC), PC16:0/18:1 sowie die freien FS C18:1, C16:1, C16:0
und C14:0 wurden als Fertigpraparate des Herstellers verwendet.

Die PC-Spezies wurden zudem durch das Forschungsteam Neonatologie nach
der Lipidextraktionsmethode (Bligh und Dyer, 1959) mittels Chloroform-
Methanol-Gemisch extrahiert, die lipidhaltige organische Phase eingedampft, in
PBS resuspendiert und nach einer Konzentrationsbestimmung (nach Barlett,
1959) fir die folgenden Versuche zur Verfugung gestellt.

Anschliel3end wurde eine Reinheitsprufung mittels einer
Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) (beschrieben in Bernhard et al.,
2001) durchgefinhrt.

Mittels elektrischem Vortexer Gber 3 Minuten mit Hilfe von sterilen Glaskigelchen
und anschlieBender Ultraschall-Homogenisierung wurde das getrocknete
Substrat in PBS Uber ihrer spezifischen Sol-Gel-Ubergangstemperatur wieder
aufgeldst (Raumtemperatur: PC16:0/14:0 und PC16:0/18:1, 45°C: PC16:0/16:0).
Nach Uberpriifung der Phospholipidkonzentrationen (Barlett, 1959) wurden diese
einheitlich auf eine Konzentration von 11pulmol/mlin dem Medium PBS verdinnt.
Die Phospholipidkonzentration von Curosurf® wurde ebenfalls ermittelt und auf
11pmol/ml angepasst.

Aufbewahrt in 100pul-Portionen bei einer Lagerung von -70°C wurden die
Suspensionen vor dem erneuten Gebrauch wieder auf eine Temperatur von 37°C
erwarmt und mit einer Drehzahl von 1400 rpm im Thermomixer Uber eine Minute

vermischt.
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Die Suspensionen wurden in einer endgultigen Konzentration von 1umol/ml in
1ml des Kulturmediums verwendet. Hierzu wurden die Surfactant-Bestandteile in
eine 24-Well Platte gegeben mit einer Endkonzentration von 1pumol/ml. Dann
wurden die PBMC mit einer Konzentration von 2x10%/ml ebenfalls in die 24-Well
Platte gegeben zu je 100ul pro Well. Es folgte die Inkubation bei 37°C im

Inkubator in einer halbfeuchten Atmosphéare mit 5% CO? Giber 24 Stunden.

2.2.3 Bakterien

Es wurde Escherichia coli DH5a vermehrt. Dies ist ein Bakterium, welches das
fur das grin fluoreszierende Protein (GFP) kodierende Plasmid pCD353 (E.coli-
GFP) enthélt, das eine prokaryotische Variante des GFP unter Kontrolle eines
Laktatpromoters exprimiert (Dehio et al., 1998).

Die Bakterienkultur wurde zur GFP-Induktion auf Agarplatten gezlchtet, die mit
Kanamycin  (30pg/ml) und Isopropyl-B-D-1-Thiogalactopyranosid (IPTG)
(100mM) versetzt worden waren. Hierzu wurden wenige Bakterien mit einer
Impfdse aus dem -70°C-Glycerol-Stock entnommen und in einem 50ml Réhrchen
in 5ml Lennox L Broth Medium mit 30ul Kanamycin aus dem Vorrat und 50ul
IPTG aus dem Vorrat angeimpft.

Nach einer Inkubation tGber Nacht bei 37°C im Schiittelgerat wurden 100ul der
Kultur in 5ml neues Lennox L Broth Medium Uberfihrt und nach 2 Stunden
gemessen. Die Bakterien sollten sich in einer exponentiellen Wachstumsphase
befinden. 100pul des Lennox L Broth Mediums wurden in eine Kuvette Uberfuhrt
und der OD (optical density) -Leerwert bestimmt. 100ul der E. coli-Probe wurden
bei einer OD600 mit 10mm-Strahlengang gemessen. Bei einer OD600 > 0,4
(frihe logarithmische Wachstumsphase = OD600 0.4-0.5) wurde der
Bakterienansatz auf Eis gestellt und die Bakterienanzahl errechnet. Die Bakterien
wurden anschlieRend gewaschen, in PBS resuspendiert und umgehend

weiterverarbeitet (Gille et al., 2006).
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2.2.4 Inkubation der vorinkubierten Monozyten mit E. coli

Die Zellkulturen wurden mit dem Ziel einer Multiplicity of Infection (MOI) von 1:50
mit E. coli-GFP bei einer Temperatur von 37°C in 5%igem CO? fir 45 Minuten
beimpft. Danach wurden die Zellen resuspendiert. Um nicht resorbierte bzw.
phagozytierte E. coli zu entfernen, wurde der Ansatz auf ein Kissen aus 1,5ml
inaktiviertem FCS in ein FACS-R6hrchen gegeben. Dann folgte die Zentrifugation
bei 200 x g und 4°C uber 5 Minuten. Der Uberstand wurde dekantiert, das
Zellpellet am Boden des RoOhrchens aufgerittelt und 2100l 2%iges
Paraformaldehyd (PFA) zugegeben und bei Raumtemperatur fir 10 Minuten
inkubiert. Dann wurde mit FACS-Flow bis zur Halfte des Rohrchens aufgefllt,
bei 200 x g und 4°C 5 Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder
verworfen, das Zellpellet aufgeruttelt und dann der CD14-Ak zugegeben (Gille et
al., 2006).

2.2.5 Zugabe von Polyglobin

Polyvalentes IgG (Polyglobin 10%) wurde der Halfte der einzelnen Proben
zeitgleich mit den Bakterien zu den Zellkulturen auf eine Endkonzentration von
1mg/ml zugegeben und bei einer Temperatur von 37°C in 5%igem CO? im

Inkubator fur 45 Minuten inkubiert und in 20l PBS resuspendiert.

2.2.6 Auswaschen der Lipide und Bakterien

Bevor eine Analyse der Zellen im FACS-Gerat stattfinden kann, ist eine
Reinigung der Zellsuspension von den Surfactant-Bestandteilen notwendig, da
sonst die Autofluoreszenz die Messung beeinflussen und stéren wirde. Daher
wurden die inkubierten Monozyten im Anschluss gewaschen und in FACS-
Rohrchen mit jeweils 2ml Histopaque-PBS-Kissen in einem Verhéltnis von 1:2
gegeben. Es folgte eine Zentrifugation bei 400 x g und bei einer Temperatur von
4°C Uber 10 Minuten ohne Bremse. Die Surfactant-Bande wurde mit einer blauen
Pipettenspitze abgezogen, der Uberstand verworfen und danach wurde das

Zellpellet wiederholt gewaschen und in 100ul PBS gegeben.

38



Durch die Durchflusszytometrie konnte bestéatigt werden, dass die Zellkultur
keine freien Bakterien oder extrazellularen Surfactant-Komplexe enthielt.

Die Zellen wurden in 2%iges PFA bei Raumtemperatur fir 10 Minuten gegeben,
anschlielend wieder gewaschen und gefarbt.

2.2.7 Inkubation mit Antikdrpern

Die Zellproben (jeweils 1 x 10° Zellen/ml in 100ul PBS resuspendiert) wurden
nach Ablauf der 48 Stunden zweimalig mit PBS gewaschen und jeweils mit den
fluoreszenzmarkierten Ak Anti-CD14, Anti-HLA-DR, Anti-CD86-, Anti-CD4-, Anti-
CD28-Ak bzw. den AK-Kombinationen Anti-CD80/Anti-CD86 und Anti-CD4/Anti-
CD25 oder der isotypen-spezifischen Kontrolle (titriert mit einer Verdiinnung von
1:20 bis 1:100, entsprechend 3-5ul des jeweiligen AK) fur 20 Minuten im Dunkeln
auf Eis oder im Kihlschrank inkubiert und wieder mit FACS-Flow gewaschen
(eiskaltes FACS-Flow bis zur Halfte des Ro6hrchens auffullen, 5-minitige
Zentrifugation bei 200 x g und 4°C). Der Uberstand wurde wieder dekantiert und
das Zellpellet am Boden des Rohrchens aufgeruttelt. Dann folgte die Messung
mit dem FACS-Gerat.

2.2.8 Inkubation der Lymphozyten mit OKT 3

Zur Bewertung der T-Zell-Proliferation wurde das Vybrant CFDA-SE Cell Tracer
Kit verwendet.

Zunachst erfolgte wie oben beschrieben die Inkubation mit den Surfactant-
Bestandteilen Uber 24 Stunden. AnschlieRend wurden die Surfactant-
Bestandteile wieder ausgewaschen mittels einem Histopaque-PBS-Kissen in
einem Verhéltnis von 1:2. Die Surfactant-Bande wurde abgezogen, der
Uberstand wurde dekantiert und das Pellet erneut zweimal gewaschen.

Dann erfolgte die Inkubation mit dem murinen, monoklonalen CD3-Rezeptor-
Antikdrper OKT3 Uber 48 Stunden und schlieBlich die CFSE-Farbung. 10l
wurden aus dem OKT3-Stock (Konzentration des Stocks Cstock= 500ug/ml) auf

1ml Zellsuspension gegeben. Die Endkonzentration lag dann bei cena=5ug/ml.
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Dieser Ansatz wurde bei 37°C im Brutschrank tber 48 Stunden in einer
halbfeuchten Atmosphéare mit 5%igem CO? inkubiert. Danach wurden die Zellen
wieder auf die Biocoll:PBS-L6sung gegeben und mit 400 x g bei Raumtemperatur
ohne Bremse uber 10 Minuten zentrifugiert.

OKT3 bindet an die Epsilon-Protein-Untereinheit des CD3-Rezeptors der T-
Zellen, welcher nur auf der Zelloberflache von T-Lymphozyten sowie Thymozyten
und zerebellaren Purkinje-Zellen zu finden ist. Der CD3-Rezeptor ist mit dem T-
Zell-Rezeptor assoziiert und interagiert mit diesem bei der
Signaltransduktion und der Aktivierung der T-Lymphozyten. Er wirkt somit als
Proliferationsstimulus.

Zur CFSE-Farbung wurde 5-Carboxyfluoreszein-Diazetat-Succinimidyl-Ester
(CFDA-SE) benutzt (Abbildung 8). Dieses diffundiert passiv in das Zytoplasma
und ist zunachst farblos sowie nicht-fluoreszent. Erst nach der Spaltung von zwei
seiner Azetatgruppen durch intrazellulare Esterasen wird es zum fluoreszenten,
Amin-reaktiven Carboxyfluoreszein-Succinimidyl-Ester (CFSE), kann dann die
zytoplasmatische Membran nicht mehr passieren und bleibt dadurch intrazellular
eingeschlossen. Nebenprodukte sowie unkonjugierte Reagenzien diffundieren
wieder passiv nach extrazellular und werden bei der Waschung entfernt.
Wahrend der Zellteilung kommt es zu einer gleichmafigen Verteilung von CFSE
an die neuen Zellen, die dann weniger fluoreszent sind als die Mutterzelle.

Die CFSE-Farbung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers (Molecular
Probes): dazu wurde Reagens A (=500upg CFSE) in 90ul von Reagens B
(DMSO=Dimethylsulfoxid) gelost. Hieraus wurden 2ul in 98ul PBS auf eine
Konzentration von 200uM verdinnt.

Aus dieser CFSE-Farbelésung wurden 25ul mit 1ml Zellsuspension (=2,5 x 107
PBMC) versetzt (Verhaltnis Monozyten zu T-Zellen ca. 1:3), was zu einer CFSE-
Endkonzentration von 5uM fluihrte. Die PBMC-Aufbereitung wurde fir diesen
Versuchsansatz ohne FCS durchgefihrt. Nach einer Inkubationszeit von 9
Minuten bei Raumtemperatur wurde die Farbung durch Zugabe von 6ml RPMI
mit 10% FCS wieder gestoppt.

Es folgte nach 2 Minuten Wartezeit bei Raumtemperatur die Waschung mit 25ml

PBS mit einer Zentrifugation bei 200 x g Giber 10 Minuten. Der Uberstand wurde
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dekantiert, das Zellpellet aufgerittelt und mit RPMI mit 10% FCS auf eine
Konzentration der Zellkulturen von 2 x 108 Zellen/ml verdinnt. Dann wurden die
Zellen auf eine 24-Well-Platte zu je 100ul pro Well verteilt, was dann 200 000
Zellen pro Well entsprach.

Abbildung 8: Chemische Struktur von CFDA-SE

Molekularformel: C29H19NO11.

(Quelle: ThermoFisher Scientific,
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/C1157; 25.5.2019)

2.2.9 Vitalitatskontrolle der Monozyten mit FACS-Analyse

Die Vitalitatskontrolle der Zellen erfolgte zundchst Uber die Zugabe von
Propidiumjodid (PJ) Uber 5 Minuten (5 mg/ml). Anschliel3end erfolgte die
Bestimmung der PJ*- Zellen in der FACS-Analyse. Bei vitalen Zellen kann die
Zellmembran nicht von PJ durchdrungen werden.

Apoptotische Zellen hingegen weisen Perforationen der Zellmembran auf,
wodurch PJ diese passieren kann und sich in die Zellen bzw. die DNA einlagert.

2.2.10 FACS-Analyse der monozytéaren Phagozytose und Messung der

Oberflachenrezeptoren von Monozyten/Lymphozyten

Die Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting)
ermdglicht es, Zellen anhand ihrer Lichtstreuungseigenschaften und emittierter

Fluoreszenzstrahlung zu charakterisieren (Abbildung 9). Phanotyp sowie
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funktionelle Eigenschaften kénnen durch intrazellulare Molekile bestimmt und
die Zellpopulationen dadurch analysiert werden.

Nach Farbung der Zellen mit monoklonalen Antikorpern, die wiederum selbst
oder Uber sekundéare Antikorper an Fluoreszenzfarbstoffe gebunden sind,
werden die einzelnen Zellen einer Einzelzellsuspension nacheinander
hydrodynamisch in eine Messkammer in einem Flussigkeitsstrom gezogen und
durch einen monochromatischen Laserstrahl angeleuchtet. Dadurch werden die
Elektronen auf ein hoheres Energieniveau gebracht. Nach Abgabe des
Laserpulses gehen die Elektronen wieder in ihr urspriingliches Energieniveau
zurlick und geben dabei die Energie in Form von Photonen ab.

Ein Photodetektor misst die Konzentration der emittierten Photonen, welche in
einem proportionalen Verhaltnis zur Menge an gebundenen Antikdrpern pro Zelle
steht.

Die verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe haben jeweils ein fur sie
charakteristisches  Emissionsspektrum. Dadurch  kdénnen verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe im FACS gleichzeitig gemessen werden.

Es werden spezifische, mit einem fluoreszierenden Molekil versehene
Antikdrper gegen das zu untersuchende Oberflachenantigen eingesetzt.

Auch die zu untersuchenden Zellen streuen das Licht des Laserstrahls. Dieses
Streulicht wird gemessen. Zum einem ist dies das Vorwartsstreulicht (FSC
= Forward Scatter), welches das in einen kleinen Winkel zum Laserstrahl
gestreute Licht misst. Somit kann eine Aussage Uber die GroRe einer Zelle
getroffen werden. Zum anderen wird das Seitwartsstreulicht (SSC = Side Scatter)
gemessen, welches das um 90° gestreute Licht des Laserstrahls misst und damit
die Granularitat und die Membranfaltung der Zelle charakterisiert.

Die Zellen werden in einer sogenannten Dot-Plot-Grafik gezeigt; dabei kodiert die
X-Achse das FSC und die Y-Achse das SSC bzw. fur die jeweiligen
Oberflachenantigene, die bestimmt wurden.

Dadurch koénnen verschiedene Zellgruppen sowie die phanotypischen und

molekularen Eigenschaften voneinander unterschieden und analysiert werden.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung einer Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)
(Quelle: ©B. Fuchs/Max Planck Institute for Marine Microbiology; https://www.mpi-
bremen.de/en/Flow-Cytometry.html; 11.06.2019)

Mittels taglich neu kalibrierter FACS-Analyse wurden sowohl die Effekte auf den
Phanotyp als auch die Phagozytose-Aktivitat gemessen.

Die Zellkulturen wurden auch zur Phanotypen-Analyse gewaschen und tber ein
Histopaque-PBS-Kissen gegeben mit anschliel3ender Zentrifugation bei 400 x g
tber 10 Minuten. Danach folgte erneut zweimaliges Waschen der Zellen und
schlief3lich eine Resuspension in 100ul PBS mit einer Endkonzentration von 1 x
108 Zellen/ml. Durch die Durchflusszytometrie konnte bestatigt werden, dass die
so erhaltene Zellkultur keine freien Bakterien oder extrazellularen Surfactant-
Komplexe enthielt.

Das Inkubieren der Zellen mit 10% Humanserum auf Eis fir 10 Minuten vor dem

Farben mit monoklonalen Antikdrpern oder der isotypen-spezifischen Kontrolle
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auf Eis im Dunkeln Gber eine Dauer von 20 Minuten wurde mit dem Ziel der
Verhinderung einer unspezifischen Bindung durchgefihrt.

Um eine Farbung der Zellen mit den jeweiligen monoklonalen Ak zu erreichen,
wurden diese entsprechend titriert (Verdiinnung von 1:20 bis 1:100), ebenso die
isotypen-spezifische Kontrolle in derselben Verdinnung.

Nach einer Inkubationszeit der PBMC mit den Antikdrpern Gber 20 Minuten folgte
eine dreimalige Waschung der Zellen mit dem FACS-Puffer bei 1600 rpm bei
einer Temperatur von 4°C uber 3 Minuten und anschlie3end die Analyse im
FACS-Gerat. Die FACS-Analyse generiert ein typisches Bild anhand der GréRRe
im FSC (x-Achse) und der Granularitat im SSC (y-Achse). Durch das Farben mit
dem CD14-Ak ist eine Abgrenzung der mononuklearen Zellen méglich, da CD14
ein fur Monozyten und Makrophagen typischer Oberflachenmarker ist. Auf diese
Weise konnte ein Monozyten-Gate festgelegt werden.

Der Phagozytose-Index steht fir den Anteil von GFP+-Makrophagen an den
CD14+-Makrophagen (CD14+-, GFP+-Makrophagen: CD14+-Makrophagen)
und wurde als Prozentwert angegeben.

Die Phagozytose-Kapazitat steht fur die Menge an GFP der CD14+-
Makrophagen und wurde mit der Einheit MFI (mittlere Fluoreszenzintensitat)
gemessen. Dies entspricht der bakteriellen Beladung der Zellen. Dies bedeutet,
je groRRer die MFI, desto groRRer ist die bakterielle Beladung.

Die Expression der Antigene auf den PBMC wurde ebenfalls als MFI gemessen.
Die MFI ist ein Mal3 fur die Menge gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes pro
Partikel. Bei Inkubation von Zellen mit fluoreszenzmarkierten Ak, wie in unseren
Versuchen durchgefihrt, ist die MFI proportional zur Anzahl der Antigene auf der
Zelle. Je hoher die MFI, desto mehr Antigene sind vorhanden.

Der Phagozytose-Index sowie die Phagozytose-Kapazitat und die Expression der
Oberflachenmarker wurden mit der Cellquest 3.3-Software fir Apple Macintosh
(BD Biosciences (Heidelberg, D)) analysiert.

Die Vergleiche beziehen sich stets auf die Kontrollgruppe, der kein Lipid zugefugt
wurde. Zur Darstellung der Ergebnisse als Grafik wurde die Kontrollgruppe auf

100% gesetzt und somit der relative Phagozytose-Index, die relative
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Phagozytose-Kapazitat mit relativer Fluoreszenzintensitat bzw. die relative
Expression der Oberflachenmarker bestimmt. Messgrol3e ist Prozent.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte durch die Angabe von Median mit
Interquartilsabstand (IQR) und unterem bzw. oberem Whisker (entsprechend

dem Minimal- und Maximalwert) als sogenannte Boxplots.

2.3 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der Statistiksoft-
ware GraphPad InStat (Version 3.0, GraphPad Software, San Diego, Vereinigte
Staaten von Amerika). Es wurde eine nicht-parametrische multiple Analyse zur
Auswertung der Daten mit dem Dunn‘s-Test durchgefiihrt, da bei den vorliegen-
den Daten keine Normalverteilung ermittelt werden konnte. Ein p-Wert von
kleiner 0,05 wurde als Signifikanzniveau angenommen. Ein p-Wert kleiner 0,01
wurde als sehr signifikant angenommen und ein p-Wert kleiner 0,001 als hdchst

signifikant.
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3. Ergebnisse

3.1 Phagozytose von PBMC aus PB

3.1.1 Phagozytose-Index

Der Phagozytose-Index von Escherichia coli (E. coli)-GFP der PBMC von adulten
Personen wurde nach Inkubation mit PC16:0/16:0 im Vergleich zur Kontrolle
ohne Lipid und ohne Zugabe von Polyglobin von 100% auf median 38,8% (IQR
35,45-44,6%) sehr signifikant reduziert (p<0,01) (Gille et al., 2006). Nach
Inkubation mit PC14:0/16:0 kam es zu einer signifikanten Verminderung des
Phagozytose-Index auf median 41% (38,0-48,1%) (p<0,05). Unter den anderen

Substanzen kam es zu keinen signifikanten Ergebnissen (fur PC16:0/18:1

gezeigt von Gille et al., 2006); siehe Abbildung 10.

Phagozytose-Index der PBMC aus PB ohne Polyglobin
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Abbildung 10: Phagozytose-Index (CD14*-, GFP*-Makrophagen: CD14*-
Makrophagen) der PBMC von Adulten ohne Polyglobin;

n=7 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,

PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=4 fiir C16:0 und C14.0.

Abkirzungen: GFP — griin fluoreszierendes Protein, PB — Blut von Erwachsenen, PBMC
— periphere mononukleére Blutzellen, PC — Phosphatidylcholin, C — freie Fettséaure.

p<0,05 * p<0,01 **

Daten sind Mediane mit Interquartilsabstédnden und oberem/unterem Whisker mit

Ausreil3ern, in Prozent dargestellt, Kontrollgruppe auf 100% festgesetzt.
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Mit Zugabe von Polyglobin wurde keine signifikante Anderung des Phagozytose-
Index bei den getesteten Substanzen festgestellt wie in Abbildung 11 dargestellt.

Phagozytose-Index der PBMC aus PB mit Polyglobin
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Abbildung 11: Phagozytose-Index (CD14*-, GFP*-Makrophagen:CD14*Makrophagen)
der PBMC von Adulten mit Polyglobin;

n=6 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=4 fiir C16:0 und C14.:0.

Abklirzungen: GFP — griin fluoreszierendes Protein, PB — Blut von Erwachsenen, PBMC
— periphere mononukleére Blutzellen.

Daten sind Mediane mit Interquartilsabstdnden und oberem/unterem Whisker mit
Ausreil3ern, in Prozent dargestellt, Kontrollgruppe auf 100% festgesetzt.
Farbabkiirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

3.1.2 Phagozytose-Kapazitat

Die Phagozytose-Kapazitat der PBMC aus Blut von Adulten wurde durch
PC16:0/16:0 und PC14:0/16:0 mit Polyglobin von 100% auf 58,1% (44,5-60,1%)
bzw. auf 57,5% (55,2-62,1%) sehr signifikant reduziert (p jeweils <0,01) im
Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Lipid. Dies wird in Abbildung 12 dargestellt.
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Ohne Polyglobin wurde dieser Effekt ebenfalls fur PC16:0/16:0 und PC14:0/16:0
bestétigt (Abbildung 13). Es kam zu einer hdchst signifikanten Verminderung der
Phagozytose-Kapazitat auf 38,8% im Median (35,4-44,6%) fur PC16:0/16:0 (Gille
et al., 2006) bzw. 41,0% (38,0-48,1%) fur PC14:0/16:0 (p jeweils <0,001). Mit
PC16:0/14:0 wurde in diesem Versuchsansatz zudem die Phagozytose-
Kapazitat sehr signifikant vermindert (p<0,01) auf 47,4% (43,3-58,2%) (Gille et
al., 2006).

Die anderen PC und FS sowie Curosurf® fiihrten zu keinem signifikanten Effekt
bezuglich der Phagozytose-Kapazitat mit oder ohne Zugabe von Polyglobin (fur
Curosurf® und PC16:0/18:1 ohne PG gezeigt von Gille et al., 2006).

Phagozytose-Kapazitit der PBMC aus PB mit Polyglobin
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Abbildung 12: Phagozytose-Kapazitét (als relative Fl der CD14*-Makrophagen, was der
bakteriellen Beladung entspricht) der PBMC von Adulten mit Polyglobin;

n=6 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=4 fiir C16:0 und C14:0.

Abkirzungen: GFP — griin fluoreszierendes Protein, FI — Fluoreszenzintensitédt, PB —
Blut von Erwachsenen, PBMC — periphere mononukleére Blutzellen. p<0,01 **.

Daten sind Mediane mit Interquartilsabstdnden und oberem/unterem Whisker, relative
Fluoreszenzintensitét in Prozent und mit Ausreillern dargestellt, Kontrollgruppe auf
100% festgesetzt.

Farbabkiirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.
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Phagozytose-Kapazitat der PBMC aus PB ohne Polyglobin
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Abbildung 13: Phagozytose-Kapazitét (als relative Fl der CD14*-Makrophagen, was der
bakteriellen Beladung entspricht) der PBMC von Adulten ohne Polyglobin;

n=7 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=4 fiir C16:0 und C14.:0.

Abkiirzungen: GFP — griin fluoreszierendes Protein, Fl — Fluoreszenzintensitédt, PB —
Blut von Erwachsenen, PBMC — periphere mononukleére Blutzellen.

p<0,01 **, p<0,001 ***,

Daten sind Mediane mit Interquartilsabstdnden und oberem/unterem Whisker, relative
Fluoreszenzintensitét in Prozent und mit AusreilSern dargestellt, Kontrollgruppe auf
100% festgesetzt.

Farbabkiirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

3.1.3 CD14-Expression der phagozytierenden PBMC

Nach Inkubation der phagozytierenden Zellen mit PC16:0/16:0 kam es mit
Zugabe von Polyglobin zu einer signifikanten Verminderung der CD14-
Expression von 100% der Kontrollgruppe auf median 59,6% (57,7-66,3%)
(p<0,05).

In Abbildung 15 wird dieser Effekt dargestellt.

Bei den weiteren Substanzen dieser Versuchsreihe wurden keine signifikanten
Anderungen der Expression des Oberflachenmarkers CD14 der PBMC aus PB

festgestellt.
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Dies gilt auch fir die gesamte Versuchsreihe ohne Polyglobin, siehe Abbildung
14. Hier konnte keine signifikante Anderung der CD14-Expression festgestellt

werden.

CD14-Expression phagozytierender PBMC aus PB ohne PG
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Abbildung 14: Expression des Oberflachenmarkers CD14 der phagozytierenden PBMC
aus PB ohne PG, als relative Fl in Prozent mit Medianen, Interquartilsabstdnden und
oberem/unterem Whisker ohne Ausreiller dargestellt. Kontrollgruppe auf 100%
festgesetzt.

n=7 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=4 fiir C16:0 und C14:0.

Abkiirzungen: Fl — Fluoreszenzintensitét, PB — Blut von Erwachsenen, PG — Polyglobin,
PBMC — periphere mononukleére Blutzellen.

Farbabkiirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.
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CD14-Expression phagozytierender PBMC aus PB mit PG
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Abbildung 15: Expression des Oberflichenmarkers CD14 der phagozytierenden PBMC
aus PB mit PG, als relative Fl in Prozent mit Medianen, Interquartilsabstédnden und
oberem/unterem Whisker mit Ausreillern dargestellt. Kontrollgruppe auf 100%
festgesetzt.

n=6 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=4 fiir C16:0 und C14:0. p<0,05 *.

Abkiirzungen: Fl — Fluoreszenzintensitét, PB — Blut von Erwachsenen, PG — Polyglobin,
PBMC — periphere mononukleére Blutzellen.

Farbabkirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

3.1.4 CD14-Expression der nicht phagozytierenden PBMC

Die Expression des Oberflachenmarkers CD14 der nicht phagozytierenden
PBMC von Adulten wurde ohne Bakterienzugabe nach Inkubation mit dem Fertig-
Surfactant Curosurf® sowie PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0,
PC14:0/16:0, PC16:0/18:1 sowie C18:1, C16:1, C16:0 und C14:0 weder mit noch
ohne Polyglobin im Vergleich zur Kontrollgruppe beeinflusst (fur PC16:0/18:1
ohne PG gezeigt von Gille et al., 2006; Versuche mit/ohne Polyglobin n=6/7 fur
Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=4 fur C16:0 und C14:0).
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3.2 Phagozytose der PBMC aus NSB
3.2.1 Phagozytose-Index

Der Phagozytose-Index der PBMC aus NSB wurde hochst signifikant vermindert
nach Inkubation mit PC16:0/16:0 und ohne zusatzliche Polyglobin-Zugabe von
100% auf 44,3% (27,1-55,1%) (p<0,001). Mit Polyglobin war dieser Effekt zwar
tendenziell sichtbar, allerdings nicht signifikant.

Unter PC16:0/14:0 kam es ohne Polyglobin-Zugabe ebenfalls zu einer
signifikanten Reduktion des Phagozytose-Index auf einen Median von 60,8%
(55,3-64,4%) (p<0,05), siehe Abbildung 16.

Mit Polyglobin wurde dieser Effekt nicht bestatigt (Abbildung 17).
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Abbildung 16: Phagozytose-Index (CD14*-, GFP*-Makrophagen: CD14*-Makrophagen)
der PBMC aus NSB ohne Polyglobin;

n=6 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=3 fiir C16:0 und C14.:0.

Abkirzungen: GFP — griin fluoreszierendes Protein, NSB — Nabelschnurblut, PBMC —
periphere mononukleére Blutzellen. p<0,05 *, p<0,01 ***

Daten sind Mediane mit Interquartilsabstdnden und oberem/unterem Whisker mit
Ausreil3ern, in Prozent dargestellt, Kontrollgruppe auf 100% festgesetzt.
Farbabkiirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.
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Phagozytose-Index der PBMC aus NSB mit Polyglobin
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Abbildung  17:  Phagozytose-Index (CD14+-, GFP+-Makrophagen: CD14+-
Makrophagen) der PBMC aus NSB mit Polyglobin;

n=6 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=4 fiir C16:0 und C14.:0.

Abkirzungen: GFP — griin fluoreszierendes Protein, NSB — Nabelschnurblut, PBMC —
periphere mononukleére Blutzellen.

Daten sind Mediane mit Interquartilsabstédnden und oberem/unterem Whisker mit
Ausreil3ern, in Prozent dargestellt, Kontrollgruppe auf 100% festgesetzt.
Farbabkiirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

3.2.2 Phagozytose-Kapazitat

Mit PC16:0/16:0 sowie mit PC14:0/16:0 kam es ohne Polyglobin zu einer hochst
signifikanten Verminderung (p<0,001), unter PC16:0/14:0 zu einer sehr
signifikanten Verminderung (p<0,01) sowie unter PC16:0/18:1 zu einer
signifikanten Verminderung (p<0,05) der Phagozytose-Kapazitat. Der Median
sank unter PC16:0/16:0 ohne Lipidzugabe auf 32,3% (30,3-42,4%), unter
PC14:0/16:0 auf 43,8% (41,4-48,1%), unter PC16:0/14:0 auf 50,7% (34,2-53,4%)
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und unter PC16:0/18:1 auf 58,9% (51,6-65,1%) ohne Zugabe von Polyglobin,
dargestellt in Abbildung 18.
Fur Curosurf®, PC16:0/16:1, sowie die FS ergab sich kein signifikanter Effekt auf
die Phagozytose-Kapazitat.

Phagozytose-Kapazitit der PBMC aus NSB ohne Polyglobin
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Abbildung 18: Phagozytose-Kapazitét (als relative FI der CD14+-Makrophagen, was der
bakteriellen Beladung entspricht) der PBMC aus NSB ohne Polyglobin;

n=6 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=3 fiir C16:0 und C14.0.

Abkiirzungen: GFP — griin fluoreszierendes Protein, Fl — Fluoreszenzintensitdt, NSB —
Nabelschnurblut, PBMC — periphere mononukleére Blutzellen.

p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001 ***,

Daten sind Mediane mit Interquartilsabstdnden und oberem/unterem Whisker, relative
Fluoreszenzintensitdt in Prozent und mit AusreiBern dargestellt, Kontrollgruppe auf
100% festgesetzt.

Farbabkiirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

Mit Polyglobin wurde die Phagozytose-Kapazitat nach Inkubation mit Curosurf®
und PC16:0/16:0 sehr signifikant (p jeweils <0,01) und mit PC16:0/14:0
signifikant vermindert (p<0,05), Abbildung 19. Im Median wurde die
Phagozytose-Kapazitat auf 46,0% (21,3-56,0%) fir Curosurf® und auf 39,3%

54



(18,6-47,6%) fur PC16:0/16:0 gesenkt. Unter PC16:0/14:0 fiel der Median auf
50,8% (24,4-55,5%) ab.

Phagozytose-Kapazitat der PBMC aus NSB mit Polyglobin
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Abbildung 19: Phagozytose-Kapazitét (als relative FI der CD14+-Makrophagen, was der
bakteriellen Beladung entspricht) der PBMC aus NSB mit Polyglobin;

n=6 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=4 fiir C16:0 und C14:0.

Abkirzungen: GFP — griin fluoreszierendes Protein, FI — Fluoreszenzintensitat, NSB —
Nabelschnurblut, PBMC — periphere mononukleére Blutzellen. p<0,05 * p<0,01 **,
Daten sind Mediane mit Interquartilsabstdnden und oberem/unterem Whisker, relative
Fluoreszenzintensitédt in Prozent und mit Ausreillern dargestellt, Kontrollgruppe auf
100% festgesetzt.

Farbabkiirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

3.2.3 CD14-Expression der phagozytierenden PBMC

Die Expression des Oberflachenmarkers CD14 phagozytierender Makrophagen
wurde durch keine der 10 getesteten Substanzen ohne Polyglobin signifikant
beeinflusst (n=6 fur Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1,
PC16:0/14.0, PC14:0/16:0, PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=3 fur C16:0 und
C14:0). Durch die Zugabe von Polyglobin zu den Versuchsansatzen wurde eine

signifikante Verminderung der CD14-Expression in Anwesenheit von
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PC16:0/14:0 festgestellt (p<0,05), Abbildung 20. Im Median wurde die CD14-
Expression von 100% der Kontrollgruppe auf 66,4% (49,7-76,5%) gesenkt.

CD14-Expression phagozytierender PBMC aus NSB mit PG
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Abbildung 20: Expression des Oberflachenmarkers CD14 der phagozytierenden PBMC
aus NSB mit PG, als relative FI dargestellt mit Medianen, Interquartilsabstdnden und
oberem/unterem Whisker, mit AusreiBern dargestellt. Kontrollgruppe auf 100%
festgesetzt.

n=6 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=4 fiir C16:0 und C14:0. p<0,05 *.

Abkiirzungen: Fl — Fluoreszenzintensitdt, NSB — Nabelschnurblut, PG — Polyglobin,
PBMC — periphere mononukleére Blutzellen.

Farbabkirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

3.2.4 CD14-Expression der nicht phagozytierenden PBMC

Die Expression des Oberflachenmarkers CD14 nicht phagozytierender PBMC
aus NSB wurde ohne Polyglobin durch keine der 10 getesteten Substanzen
signifikant beeinflusst (n=6 fur Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1,
PC16:0/14:0, PC14:0/16:0, PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=3 fur C16:0 und
C14:0).
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Mit Polyglobin kam es wie schon bei dem Versuchsansatz mit den
phagozytierenden PBMC auch hier bei den nicht phagozytierenden PBMC unter
PC16:0/14:0 zu einer signifikant verminderten CD-14-Expression (p<0,05) auf
median 67,1% (45,2-70,1%), Abbildung 21.
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Abbildung 21: Expression des Oberflachenmarkers CD14 der nicht phagozytierenden
PBMC aus NSB mit PG, als relative Fl dargestellt mit Medianen, Interquartilsabstdnden
und oberem/unterem Whisker, mit Ausreillern dargestellt. Kontrollgruppe auf 100%
festgesetzt.

n=6 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=4 fiir C16:0 und C14:0. p<0,05 *.

Abkiirzungen: FI — Fluoreszenzintensitdt, NSB — Nabelschnurblut, PG — Polyglobin,
PBMC — periphere mononukleére Blutzellen.

Farbabkirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

3.3 Phanotyp der PBMC aus PB
3.3.1 CD14-Expression

Es wurde eine sehr signifikant verminderte CD14-Expression im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Lipid analog zu den Ergebnissen der Phagozytose-
Versuchsreihen aus NSB mit PC16:0/14:0 von 100% in der Kontrollgruppe auf
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52,5% (51,5-82,5%) (p<0,01) festgestellt, dargestellt in Abbildung 22 (Gille et al.,
2006).

CD14-Expression der PBMC aus PB
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Abbildung 22: Expression des Oberflachenmarkers CD14 der PBMC aus PB, als
relative Fl dargestellt mit Medianen, Interquartilsabstéanden und oberem/unterem
Whisker, mit Ausrei3ern dargestellt. Kontrollgruppe auf 100% festgesetzt.

n=7 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=3 fiir C16:0 und C14:0. p<0,01 **,

Abkiirzungen: Fl — Fluoreszenzintensitét, PB — Blut von Erwachsenen, PG — Polyglobin,
PBMC — periphere mononukleére Blutzellen.

Farbabkirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

3.3.2 HLA-DR-Expression

Es wurde kein signifikanter Effekt auf die Expression von HLA-DR durch
Curosurf® oder die 9 weiteren Substanzen festgestellt (fir PC16:0/16:0 und
PC16:0/18:1 gezeigt von Gille et al., 2006; n=7 fur Kontrolle, Curosurf®,
PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0, PC16:0/18:1, C18:1,
C16:1; n=3 fur C16:0 und C14:0).

58



3.3.3 CD86-Expression

Es kam zu keiner signifikanten Anderung der Expression von CD86 nach Zugabe
der Substanzen im Vergleich zur Kontrollgruppe (fur Curosurf®, PC16:0/16:0,
PC16:0/14:0 und PC16:0/18:1 gezeigt von Gille et al., 2006; n=7 fur Kontrolle,
Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0, PC16:0/18:1,
C18:1, C16:1; n=3 fur C16:0 und C14:0).

3.3.4 Anteil der CD80+-Zellen an CD86+-Zellen

Die Zugabe der Surfactant-Bestandteile sowie von Curosurf® fuhrte zu keiner
signifikanten Zu- oder Abnahme des Anteils an CD80-positiven Makrophagen (fur
PC16:0/16:0 und PC16:0/18:1 gezeigt von Gille et al., 2006; n=7 fur Kontrolle,
Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0, PC16:0/18:1,
C18:1, C16:1; n=3 fur C16:0 und C14:0).

3.4 Phanotyp der PBMC aus NSB
3.4.1 CD14-Expression

Nach Zugabe der Surfactant-Bestandteile sowie Curosurf® kam es zu keinem
signifikanten Effekt bezuglich der Expression von CD14 (n=6 fir Kontrolle,
Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0, PC16:0/18:1,
C18:1, C16:1; n=1 fur C16:0 und C14:0).

3.4.2 HLA-DR-Expression

In dieser Versuchsreihe wurde kein signifikanter Effekt auf die Expression von
HLA-DR durch Curosurf® oder die 9 Surfactant-Bestandteile nachgewiesen, wie
in Abbildung 23 dargestellt.
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HLA-DR-Expression der PBMC aus NSB
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Abbildung 23: Expression des Oberflachenmarkers HLA-DR der PBMC aus NSB, als
relative Fl dargestellt mit Medianen, Interquartilsabstdnden und oberem/unterem
Whisker, mit Ausrei3ern dargestellt. Kontrollgruppe auf 100% festgesetzt.

n=5 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=1 fiir C16:0 und C14.0.

Abkiirzungen: Fl — Fluoreszenzintensitdt, NSB — Nabelschnurblut, PG — Polyglobin,
PBMC — periphere mononukleére Blutzellen.

Farbabkirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

3.4.3 CD86-Expression

Auch in diesen Versuchen kam zu keiner signifikanten Anderung der Expression
von CD86 nach Zugabe der Substanzen im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=5 fur
Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=1 fur C16:0 und C14:0).

3.4.4 Anteil der CD80+-Zellen an CD86+-Zellen

Der prozentuale Anteil CD80+-Zellen an CD86+-Zellen der PBMC aus NSB
anderte sich nach Inkubation mit den 10 verwendeten Substanzen nicht

signifikant im Vergleich mit der Kontrollgruppe ohne Lipid-Zugabe (n=5 fur
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Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=1 fur C16:0 und C14:0).

3.5 Phéanotyp der PBMC aus PB mit und ohne Inkubation von OKT3
3.5.1 CD28-Expression

Die CD28-Expression wurde mit OKT3 und mit Curosurf® signifikant vermindert
auf median 78,1% (p<0,05) (Gille et al., 2006) und mit C14:0 auf median 75,3%
(p<0,05), siehe Abbildung 24. Die anderen PC und FS veranderten die CD28-
Expression nicht (fur PC16:0/16:0 und PC16:0/18:1 gezeigt von Gille et al.,
2006).

CD28-Expression der PBMC aus PB mit OKT3
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Abbildung 24: CD28-Expression der PBMC aus PB mit OKTS3; als relative Fl dargestellt
mit Medianen, Interquartilsabsténden und oberem/unterem Whisker, mit Ausrei3ern
dargestellt. Kontrollgruppe auf 100% festgesetzt.

n=6 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=3 fiir C16:0 und C14:0. p<0,05 *.

Abkirzungen: FI — Fluoreszenzintensitdt, PB — Blut von Erwachsenen, PBMC —
periphere mononukleére Blutzellen.

Farbabkurzungen siehe Legende zu Abbildung 10.
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Ohne OKT wurde eine hdchst signifikante Verminderung der CD28-Expression
der PBMC aus PB mit PC16:0/14:0 auf median 58,5% (44,3-66,4%) (p<0,001)
festgestellt, siehe Abbildung 25.

CD28-Expression der PBMC aus PB ohne OKT3
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Abbildung 25: CD28-Expression der PBMC aus PB ohne OKT3; als relative Fl dargestellt
mit Medianen, Interquartilsabstdnden und oberem/unterem Whisker, mit AusreiSern
dargestellt. Kontrollgruppe auf 100% festgesetzt.

n=6 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=3 fiir C16:0 und C14:0. p<0,001 ***,

Abkiirzungen: FI — Fluoreszenzintensitdt, PB — Blut von Erwachsenen, PBMC -
periphere mononukleére Blutzellen.

Farbabkiirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

3.5.2 CD4-Expression

Weder mit noch ohne OKT3 wurde eine signifikante Anderung der CD4-
Expression unter den getesteten Substanzen beobachtet (n=6 fir Kontrolle,
Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0, PC16:0/18:1,
C18:1, C16:1; n=3 fur C16:0 und C14:0).
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3.5.3 Anteil der CD25+-Zellen an CD4+-Zellen

Auch in dieser Versuchsreihe wurden keine signifikanten Effekte durch die
verwendeten Substanzen nachgewiesen (n=6 fir Kontrolle, Curosurf®,
PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0, PC16:0/18:1, C18:1,
C16:1; n=3 fur C16:0 und C14:0).

3.6 Phanotyp der PBMC aus NSB mit und ohne Inkubation von OKT3
3.6.1 CD28-Expression

Dieser Ansatz untersuchte die CD28-Expression der PBMC aus NSB mit OKT3.
Es kam zu einem hdchst signifikanten Rickgang der CD28-Expression unter
PC16:0/14:0 auf median 61,5% (59,1-66,9%) (p<0,001), zu einem sehr
signifikanten Rickgang unter Curosurf® auf median 67,4% (61,9-77,7%)
(p<0,01) und zu einer signifikanten Reduktion unter PC14:0/16:0 auf 75,8%
(68,4-76,8%) (p<0,05), unter C18:1 auf 74,0% (68,9-76,7%) (p<0,05) und unter
C16:0 auf 60,0% (55,4-71,7%) (p<0,05) siehe Abbildung 26.
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CD28-Expression der PBMC aus NSB mit OKT3
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Abbildung 26: CD28-Expression der PBMC aus NSB mit OKT3; als relative FI dargestellt
mit Medianen, Interquartilsabstdnden und oberem/unterem Whisker, mit AusreiSern
dargestellt. Kontrollgruppe auf 100% festgesetzt.

n=6 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=3 fiir C16.:0 und C14:0. p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001 ***,
Abkirzungen: Fl — Fluoreszenzintensitdt, NSB — Nabelschnurblut, PBMC — periphere
mononukleére Blutzellen.

Farbabkirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

Ohne OKT3 wurde eine sehr signifikant verminderte CD28-Expression der PBMC
aus NSB mit PC16:0/14:0 auf median 47,6% (45,5-47,8%) (p<0,01) beobachtet
(Abbildung 27).
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CD28-Expression der PBMC aus NSB ohne OKT3
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Abbildung 27: CD28-Expression der PBMC aus NSB ohne OKT3; als relative FI
dargestellt mit Medianen, Interquartilsabstdnden und oberem/unterem Whisker, ohne
Ausreil3er dargestellt. Kontrollgruppe auf 100% festgesetzt.

n=5 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=3 fiir C16:0 und C14:0. p<0,01 **.

Abkirzungen: Fl — Fluoreszenzintensitdt, NSB — Nabelschnurblut, PBMC — periphere
mononukleére Blutzellen.

Farbabkirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

3.6.2 CD4-Expression

Diese Versuchsreihe ergab eine sehr signifikant verminderte CD4-Expression
der PBMC aus NSB unter Inkubation mit OKT3 und Curosurf® auf median 58,2%
(51,3-70,2%) (p<0,01), siehe Abbildung 28.
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CD4-Expression der PBMC aus NSB mit OKT3
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Abbildung 28: CD4-Expression der PBMC aus NSB mit OKT3; als relative FI| dargestellt
mit Medianen, Interquartilsabstdnden und oberem/unterem Whisker, mit AusreiSern
dargestellt. Kontrollgruppe auf 100% festgesetzt.

n=6 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=3 fiir C16:0 und C14:0. p<0,01 **.

Abkirzungen: Fl — Fluoreszenzintensitdt, NSB — Nabelschnurblut, PBMC — periphere
mononukleére Blutzellen.

Farbabkirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

Ohne OKT3 wurde keine Anderung der CD4-Expresssion festgestellt wie in
Abbildung 29 dargestellit.
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CD4-Expression der PBMC aus NSB ohne OKT3
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Abbildung 29: CD4-Expression der PBMC aus NSB ohne OKTS3; als relative Fl
dargestellt mit Medianen, Interquartilsabstdnden und oberem/unterem Whisker, mit
Ausreil3ern dargestellt. Kontrollgruppe auf 100% festgesetzt.

n=5 fiir Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0, PC14:0/16:0,
PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=3 fiir C16:0 und C14.:0.

Abkirzungen: Fl — Fluoreszenzintensitdt, NSB — Nabelschnurblut, PBMC — periphere
mononukleére Blutzellen.

Farbabkirzungen siehe Legende zu Abbildung 10.

3.6.3 Anteil der CD25+-Zellen an CD4+-Zellen

Weder mit noch ohne OKT kam es zu keiner signifikanten Anderung des Anteils
an CD25+-Zellen an CD4+-Zellen der PBMC aus NSB (Versuche mit/ohne OKTS3:
n=6/5 fur Kontrolle, Curosurf®, PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0,
PC14:0/16:0, PC16:0/18:1, C18:1, C16:1; n=3 fir C16:0 und C14:0).
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4. Diskussion

Die Surfactant-Zusammensetzung besteht aus vielen verschiedenen
Bestandteilen. Hier sind in erster Linie Phospholipide zu nennen, dann
Neutrallipide und schlieRlich Surfactant-spezifische Proteine (SP-A bis SP-D)
sowie Kalzium-lonen.

Das 1,2-Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin (PC16:0/16:0) ist ein Hauptbestandteil
der Phospholipidfraktion des Surfactant. Zusammen mit Palmitoyl-Myristoyl-
Phosphatidylcholin (PC16:0/14:0) und Palmitoyl-Palmitoleoly-Phosphatidylcholin
(PC16:0/16:1) macht es ca. 75-80% der Phospholipidfraktion des Surfactant aus.
Die Zusammensetzung des Surfactant andert sich im Laufe der alveolaren
Entwicklung. Der Anteil von PC16:0/14:0 und PC16:0/16:0 steigt, um die
Oberflachenspannung zu reduzieren. Der Anteil von Palmitoyl-Oleoyl-
Phosphatidylcholin (PC16:0/18:1) sinkt. Die Konzentration von PC16:0/14:0 sinkt
jedoch bei Lungenerkrankungen wie z.B. der bronchopulmonalen Dysplasie oder
dem Lungenemphysem ab (Bernhard et al., 2001; Ridsdale et al., 2005).

Durch die Phospholipase A2 (PLA2) entsteht eine hydrolytische Spaltung der
Fettsaure an der sn2-Position der Phospholipide, wodurch eine freie Fettsaure
und Lysophosphatidylcholin (LPC) entsteht. Es wurde eine erhdhte Aktivitat der
PLA2 bei Asthma, ARDS, akuter Pankreatitis und Prostata-Ca gesehen. Die
Spaltprodukte sollen die Surfactant-Funktion beeinflussen, indem die Reduktion
der Oberflachenspannung beeintrachtigt wird (Hall et al., 1992). Zudem konnte
bereits gezeigt werden, dass PC16:0/16:0 die durch den Fc-Rezeptor vermittelte
Phagozytose hemmt und LPC die Phagozytose steigert (Morito et al., 2000).

In unseren Experimenten wurden Makrophagen verwendet, die sich aus PBMC
entwickelten und noch keinen Kontakt zu Surfactant-Bestandteilen hatten. Diese
,ourfactant-naiven” Makrophagen sind noch unbeeinflusst von
immunmodulatorischen Effekten der Surfactant-Bestandteile. Im Gegensatz
hierzu stehen die Alveolarmakrophagen, die bereits mit Surfactant in Kontakt
kamen. Im Hinblick auf die Pathophysiologie einer pulmonalen
Inflammationsreaktion wandern ebenfalls ,Surfactant-naive® PBMC in das
Lungengewebe  ein. Die  Verminderung der dort anséassigen

Alveolarmakrophagen ist hierflir Ausschlag gebend. Die eingewanderten PBMC
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kommen erst dann mit Surfactant in Kontakt und unterliegen ggf. dort dann
maoglichen immunmodulatorischen Effekten (Sherman et al., 1994; Gille et al.,
2006).

Die Effekte der einzelnen Surfactant-Bestandteile auf sowohl die Phagozytose-
Kapazitat als auch den Phanotyp zu untersuchen ist essentiell, um sowohl die
physiologischen Prozesse als auch die Pathophysiologie bei z.B. ARDS,
Lungenemphysem, bronchopulmonaler Dysplasie etc. zu verstehen. In vivo
beeinflusst schliellich der gesamte Surfactant-Komplex mit allen Komponenten
die Homoostase des Alveolarraumes. Im Hinblick auf pathologische
Veranderungen wie z.B. inflammatorische Prozesse oder Surfactant-Mangel
beim Atemnotsyndrom der Frihgeborenen und mdgliche therapeutische
Interventionen kann die Kenntnis uber die Effekte der einzelnen Surfactant-
Bestandteile den therapeutischen Ansatz grundlegend beeinflussen. Dies betrifft
besonders die Surfactant-Applikation bei Friihgeborenen. Das Ziel ist es,
therapeutischen Surfactant perspektivisch aus Einzelbestandteilen so
herzustellen, dass Komponenten, die z.B. die Phagozytose positiv beeinflussen
oder andere positive immunologische Effekte erzielen, zu einem gréf3eren Anteil
verwendet werden als solche, fur die ein negativer Effekt wie z.B. eine Hemmung
der Phagozytose-Kapazitat beschrieben wurde.

Im Vergleich zu den Effekten auf Makrophagen aus Erwachsenenblut wurden
Makrophagen aus NSB verwendet mit der Hypothese, dass die Surfactant-
Bestandteile unterschiedliche Auswirkungen auf die beiden Zellpopulationen

haben.

Unspezifische Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsystems der

Lunge nach Inkubation mit Surfactant-Bestandteilen

Die erste Versuchsreihe beschreibt den Phagozytose-Index (CD14*-, GFP*-
Makrophagen: CD14*-Makrophagen) der PBMC aus PB, also den Anteil von
CD14-positiven, gfp-positiven Makrophagen an CD14-positiven Makrophagen
zum einen mit und ohne Zugabe von polyvalenten IgG (Polyglobin) unter dem
Einfluss der einzelnen PC (PC16:0/16:0, PC16:0/16:1, PC16:0/14:0,
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PC14:0/16:0, PC16:0/18:1) sowie den FS C18:1, C16:1, C16:0 und C14:0 im
Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Lipid-Zugabe.

Unter Zugabe von PC16:0/16:0 ohne Polyglobin-Zugabe kam es im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu einer sehr signifikanten Verminderung des Phagozytose-Index
(Gille et al., 2006). Mit PC14:0/16:0 wurde ebenfalls ohne Polyglobin eine
signifikante Verminderung festgestellt.

Im Versuchsansatz mit NSB wurde der Phagozytose-Index héchst signifikant
reduziert nach Inkubation mit PC16:0/16:0 ohne zusatzliche Polyglobin-Zugabe.
Mit Polyglobin und somit unter opsonierten Bakterien war dieser Effekt mit
PC16:0/16:0 zwar tendenziell sichtbar, allerdings nicht signifikant.

Mit PC16:0/14:0 kam es ohne Polyglobin-Zugabe bei den Versuchen mit NSB
ebenfalls zu einer signifikanten Verminderung des Phagozytose-Index. Diese
Versuche bestétigen die Hypothese, dass Surfactant-Bestandteile einen Effekt
auf das angeborene Immunsystem haben, indem der Phagozytose-Index
signifikant vermindert wurde. Mit opsonierten Bakterien durch Polyglobin konnte
dieser Effekt nicht bestatigt werden.

Polyglobin hat antiinfektiose Eigenschaften (Collins et al. 1987; Fisher et al.,
1958). Unsere Ergebnisse untermauern diesen Effekt, dass die Zugabe von
Polyglobin eine durch PC16:0/16:0 bzw. PC16:0/14:0 und PC14:0/16:0
ausgeloste Verminderung des Phagozytose-Index verhindert.

Die Phagozytose-Kapazitat (gemessen in mittlerer Fluoreszenzintensitat (MFI)
der CD14*-Makrophagen, was der bakteriellen Beladung entspricht) von PBMC
aus PB wurde nach Inkubation jeweils mit PC16:0/16:0 (Gille et al., 2006) und
mit PC14:0/16:0 ohne Polyglobin sehr signifikant vermindert.

In dem Versuchsansatz mit PBMC aus PB kam es mit Polyglobin zu einem
signifikanten Effekt: mit PC16:0/16:0 und PC14:0/16:0 wurde eine sehr
signifikante Verminderung der Phagozytose-Kapazitat nachgewiesen. Dies steht
im Gegensatz zum neutralisierenden Effekt von Polyglobin auf den Phagozytose-
Index.

Im Versuchsansatz mit PBMC aus NSB wurde fur PC16:0/16:0 und PC14:0/16:0
eine hochst signifikante, fur PC16:0/14:0 eine sehr signifikante sowie fur das

ubiquitér in Zellmembranen von Eukaryonten vorkommende PC16:0/18:1 eine
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signifikante Verminderung der Phagozytose-Kapazitat ohne Zugabe von
Polyglobin festgestellt.

Mit Polyglobin wurde die Phagozytose-Kapazitat der PBMC aus NSB mit
Curosurf® und PC16:0/16:0 sehr signifikant und mit PC16:0/14:0 signifikant
verringert.

In Zusammenschau der Ergebnisse wurde ein hemmender Effekt eines der
Hauptbestandteile des Surfactant, namlich PC16:0/16:0 auf sowohl den
Phagozytose-Index als auch die Phagozytose-Kapazitat der PBMC aus PB und
aus NSB ohne Polyglobin-Zugabe nachgewiesen, sowie auf die Phagozytose-
Kapazitat beider Ubergruppen mit Polyglobin. Der Phagozytose-Index wurde
zudem noch von einem wichtigen Surfactant-Bestandteil, PC16:0/14:0, in der
Versuchsreihe der PBMC aus PB und mit PC14:0/16:0 bei PBMC aus NSB
vermindert, jeweils ohne Polyglobin-Zugabe. Es wurde ferner in einem Teil der
Versuche bestatigt, dass der Einsatz des Immunglobulins Polyglobin diese

Effekte der Surfactant-Bestandteile auf die Phagozytose verhindert.

Die Hypothese, dass Surfactant-Bestandteile nicht nur physikalische
Eigenschaften im alveoldaren Raum besitzen, sondern vielmehr auch flr
immunologische Effekte verantwortlich sind, wird durch die vorliegenden
Ergebnisse bestatigt. Polyglobin hebt diese Effekte teilweise wieder auf.

Es lasst sich zudem vermuten, dass PBMC aus NSB anfalliger fur
Immunmodulatoren in Form von PC als Surfactant-Bestandteile sind als jene
Zellen aus PB. Bei dem Versuchsansatz mit NSB fuhrten sowohl PC16:0/16:0 als
auch PC16:0/14:0, PC14:0/16:0 und PC16:0/18:1 zu einer Verminderung des
Phagozytose-Index (ohne Polyglobin). Im Gegensatz hierzu wurde bei den PB-
Zellen nur bei 2 Substanzen ein verminderter Phagozytose-Index nachgewiesen.
Der Versuchsansatz der Zellen aus NSB mit Polyglobin ergab zudem signifikante
Ergebnisse in Bezug auf die Verminderung des Phagozytose-Index nach der
Inkubation mit folgenden 3 Substanzen: Curosurf®, PC16:0/16:0 und
PC16:0/14:0.

Die erhthte Anfalligkeit fir bakterielle Infektionen von Neugeborenen im

Vergleich zu Erwachsenen ist nicht durch eine unterschiedliche Anzahl von
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mononukledren Zellen oder einen Unterschied in der Phagozytose-Kapazitat im
Vergleich zu Adulten zu erklaren (Dretschmer et al., 1976; Orlowski et al., 1976;
Speer et al., 1988; Gille et al., 2006). Der Grund fur die erhohte Anfalligkeit der
PBMC aus NSB im Vergleich zu denen aus PB fir die o.g.
immunmodulatorischen Effekte der PC ist noch unklar. Es bedarf hier weiterer

Untersuchungen.

Es wurden keine signifikanten Anderungen festgestellt beziiglich der Expression
des fir die Erkennung des LPS der bakteriellen Zellwand wichtigen
Oberflachenmarkers CD14 der phagozytierenden PBMC von Adulten nach
Inkubation mit den 10 getesteten Substanzen ohne Polyglobin.

Mit Polyglobin und nach Inkubation mit PC16:0/16:0 wurde jedoch eine
signifikante Verminderung der CD14-Expression der phagozytierenden PBMC
festgestellt.

Dies untermauert wiederum die Hypothese, dass Surfactant-Bestandteile
immunmodulatorische Effekte aufweisen. Insbesondere PC16:0/16:0 scheint hier
eine besondere Rolle zuzukommen. In vorangegangenen Studien wurde bereits
eine verminderte Expression des Oberflachenmarkers CD14 nach Inkubation mit
Surfactant-Lipiden bei Monozyten der Zelllinie THP-1 beschrieben sowie eine
erhéhte CD14-Expression durch SP-A (Kremlev et al., 1997).

Die Expression des Oberflaichenmarkers CD14 von nicht phagozytierenden
PBMC von Adulten wurde durch keine der getesteten Substanzen beeinflusst (fur
PC16:0/18:1 gezeigt von Gille et al., 2006). Dies galt fur die Versuchsreihen mit
und ohne Polyglobin.

In der Versuchsgruppe der phagozytierenden PBMC aus NSB ergab sich kein
signifikanter Effekt auf die Expression des Oberflachenmarkers CD14 mit den
getesteten Surfactant-Bestandteilen oder dem Fertig-Surfactant Curosurf® ohne
Polyglobin-Zugabe.

Ebenso verhielt sich das Ergebnis der Versuchsreihe mit nicht phagozytierenden
PBMC aus NSB: auch hier konnte kein Effekt auf die Expression von CD14 nach

Inkubation mit den genannten Substanzen festgestellt werden.
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Mit Polyglobin wurde jedoch sowohl im Versuchsansatz mit phagozytierenden als
auch mit nicht-phagozytierenden PBMC aus NSB eine signifikante Verminderung
der CD14-Expression in Anwesenheit von PC16:0/14:0 festgestellt.

Es bedarf weiterer Versuche mit ggf. einer veranderten Konzentration der
Surfactant-Bestandteile oder einer verlangerten Inkubationszeit der untersuchten

Substanzen, um die vorliegenden heterogenen Ergebnisse weiter zu analysieren.

Veranderungen des Phanotyps der PBMC nach Inkubation mit Surfactant-

Bestandteilen

In dieser Versuchsreihe wurde die Expression der Oberflachenantigene CD14,
CD80, CD86 und HLA-DR der isolierten PBMC aus PB nach Inkubation mit den
10 bereits erwdhnten Substanzen untersucht.

Es wurde eine sehr signifikante Reduktion der CD14-Expression im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Lipid mit PC16:0/14:0 festgestellt. PC16:0/14:0 kommt eine
besondere Bedeutung zu, da dies im Laufe der alveolaren Entwicklung
zunehmend von den Typ II-Pneumozyten gebildet wird und fiir die Reduktion der
Oberflachenspannung zusammen mit PC16:0/16:0 verantwortlich ist.

Frihere Studien belegen eine positive Korrelation der Atemfrequenz und des
Anteils an PC16:0/14:0 und PC16:0/16:0 bei folgenden Saugetieren: Mausen,
Ratten und Schweinen (Bernhard et al., 2001).

Numata et al. konnten im Jahr 2010 zeigen, dass durch den Surfactant-
Bestandteil Palmitoyl-Oleoyl-Phosphatidylglycerol (PG16:0/18:1) eine Infektion
und Inflammation durch das RSV-Virus verhindert werden kann. Dies wird durch
Interaktion des PG16:0/18:1 mit dem TLR4 hervorgerufen. Dieser bildet
zusammen mit CD14 die AgBS fur das LPS der gramnegativen Bakterien.

Die hier vorliegende Versuchsreihe bestétigt eine verminderte CD14-Expression
durch die Surfactant-Komponente PC16:0/14:0 bei PB (Gille et al., 2006). Dies
konnte eine verschlechterte Immunabwehr in Anwesenheit von PC16:0/14:0
bedeuten. Versuche an Mausen mit einer Depletion von CD14 bestatigten, dass
eine niedrige LPS-Stimulation zu keiner Makrophagen-Aktivierung fihrte und
auch weniger Zytokine sezerniert wurden (Moore et al., 2000). Eine vermehrte

CD14-Expression der Monozyten-Zelllinie THP-1 durch das Surfactant-Protein A
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ist bereits von Kremlev et al. vorbeschrieben. Durch die gleichzeitige Inkubation
der Zellen mit Lipidbestandteilen des Surfactant wurde diese vermehrte CD14-
Expression wieder blockiert (Kremlev et al., 1997). Die hier vorliegenden
Ergebnisse bestatigen einen inhibierenden Effekt auf die CD14-Expression durch
einzelne Surfactant-Lipide.

Im Versuchsansatz der PBMC aus NSB wurde kein signifikanter Effekt der
Surfactant-Lipide oder Curosurf® auf die Expression des Oberflachenantigens
CD14 nachgewiesen.

Die Analyse der Expression des Oberflachenmarkers HLA-DR ergab weder fir
die Monozyten aus PB noch fiir die aus NSB eine signifikante Anderung nach
Inkubation mit den Surfactant-Lipiden oder mit Curosurf®.

Die Hypothese, dass Surfactant-Bestandteile, bzw. die hier getesteten PC oder
freien FS einen Effekt auf die Expression von HLA-DR und somit Uber diesen
Weg einen Effekt auf die angeborene Immunabwehr haben, wurde in diesen
Versuchen nicht bestatigt. Vorhergehende Studien konnten den Einfluss der
HLA-DR-Expression auf die Immunabwehr belegen: Eine negative Korrelation
einer niedrigen HLA-DR-Expression auf humanen Leukozyten mit einer erhéhten
Mortalitat bei septischem Schock wurde bereits 2006 gezeigt (Monneret et al.).
Kampalath et al. zeigten 1998 eine niedrigere CD4- und HLA-DR-Expression bei
PBMC aus NSB im Vergleich zu PBMC aus PB. Es wurde zudem nachgewiesen,
dass ca. 10% der CD14-positiven Monozyten weder CD4 noch HLA-DR
exprimierten. Dies kdnnte die beeintrachtigte Immunantwort bei Neugeborenen
mitbegrinden. Auch EI-Mohandes et al. konnten 1995 zeigen, dass HLA-DR auf
PBMC aus NSB vermindert exprimiert wird.

Im Jahr 2004 zeigten Hallwirth et al., dass bei Frihgeborenen mit einem sehr
niedrigen Geburtsgewicht (Geburt zwischen der 24. und 31. Gestationswoche)
die Phagozytose-Kapazitat und die CD64-Expression der PBMC aus NSB am
hochsten war im Vergleich zu Frihgeborenen der 32. bis 36. Gestationswoche
und im Vergleich zu Termingeborenen. Die HLA-DR-Expression war jedoch
signifikant reduziert bei Frihgeborenen mit einem sehr niedrigen
Geburtsgewicht. Hieraus schlossen die Autoren, dass dies zu einer erniedrigten

Kapazitat fuhrt, Antigen zu prasentieren. Zudem wurde postuliert, dass
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Monozyten verschiedene funktionelle Eigenschaften im Laufe der
fortschreitenden Schwangerschaft haben. Laut den Autoren ist dies ein moglicher
Grund fiur die hohe Inzidenz von Infektionen bei Frihgeborenen mit einem sehr

niedrigen Geburtsgewicht.

Mit einer weiteren Versuchsreihe fur diese Arbeit wurde der Effekt der Surfactant-
Bestandteile bzw. des Fertig-Surfactant Curosurf® auf den Anteil an CD80-
positiven Makrophagen untersucht. Sowohl im Ansatz mit PBMC aus PB als auch
im Ansatz mit den Zellen aus NSB wurde kein signifikanter Effekt beobachtet.
Die Expression von CD86 wurde durch die bereits genannten Substanzen
ebenfalls nicht signifikant beeinflusst — weder im Ansatz mit PB noch in dem mit
NSB.

Der Zusammenhang einer vermehrten oder verminderten Expression von CD80
bzw. CD86 mit immunmodulatorischen Effekten wurde in der Vergangenheit
bereits nachgewiesen: IFN-gamma verursacht eine Differenzierung der
Makrophagen durch Hochregulation der CD80- und CD86-Expression. IL-10
kann die Expression von CD80 und CD86 reduzieren. Dies fihrt zu einer
Zerstorung von T-Zellen durch Makrophagen und somit zu einer beeintrachtigten
Immunantwort (Orlikowsky et al., 1999).

Die Hypothese, dass Surfactant-Bestandteile einen Effekt auf den Phanotyp von
Monozyten und somit auf die Immunitatslage haben, wurde in diesen Versuchen
fur HLA-DR, CD80 und CD86 nicht bestatigt (fur PB und PC16:0/16:0 und
PC16:0/18:1 gezeigt von Gille et al., 2006).

Veranderungen des Phanotyps der PBMC nach Inkubation mit Surfactant-
Bestandteilen bzw. FS und OKT3

Die Auswirkung von Surfactant-Bestandteilen und FS auf die adaptive
Immunantwort und somit die T-Zell-Stimulation war das Thema dieser
Versuchsreihen.

CD28 ist ein Oberflachenantigen der T-Zellen und ist an der Aktivierung von T-
Zellen tber die Bindung mit CD80 und CD86 der antigenprasentierenden Zelle
beteiligt.
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CD4 als Co-Rezeptor des TCR dient der Antigenerkennung durch den TCR.
CD4+-T-Lymphozyten werden als T-Helferzellen bezeichnet.
CD4+/CD25+-Zellen, sogenannte regulatorische T-Zellen (Treg), verhindern eine
Aktivierung des Immunsystems und produzieren die Zytokine IL-4, IL-10 und
TGF-B.

Anti-CD3-Ak (OKT3) wurde der Halfte der Versuche zur T-Zell-Stimulation
zugegeben. Die vorliegenden Versuche zeigten einen signifikanten Effekt vieler
der getesteten Substanzen auf die CD28-Expression mit OKT3. Dies gilt sowohl
fur den Ansatz mit PB als auch fir den mit NSB. In der Versuchsreihe mit Zellen
aus PB wurde eine signifikante Verminderung der CD28-Expression mit
Curosurf® (Gille et al., 2006) und C14:0 festgestellt. In der NSB-Versuchsreihe
verursachten funf Substanzen eine unterschiedlich signifikante Verminderung
der CD28-Expression: mit PC16:0/14:0 wurde eine hochst signifikante, mit
Curosurf® eine sehr signifikante und mit PC14:0/16:0, C18:1 und C16:0 eine
signifikante Verminderung nachgewiesen.

Ohne OKT3 wurde fur PC16:0/14:0 eine hochst signifikante Verminderung der
CD28-Expression im Ansatz mit PB festgestellt. Die NSB-Versuchsreihe lieferte
eine sehr signifikant verminderte CD28-Expression nach Inkubation mit
PC16:0/14:0.

Die CD4-Expression der PBMC aus PB wurde weder mit OKT3 noch ohne OKT3
durch eine der getesteten Substanzen signifikant beeinflusst.

Die Versuche mit NSB zeigten nach Inkubation mit Curosurf® und mit OKT3 eine
sehr signifikant verminderte CD4-Expression. Ohne OKT3 wurde Kkein
signifikanter Effekt nachgewiesen.

Der Anteil CD25+-Zellen an CD4+-Zellen, der Treg, wurde in beiden
Versuchsgruppen (PB und NSB) weder mit noch ohne OKT3 durch eine der
Substanzen signifikant beeinflusst. Die Treg scheinen weder durch OKT3 noch
durch Lipide stimuliert oder gehemmt zu werden.

Die Versuche zeigen deutlich, dass nach der Inkubation mit OKT3 zur T-Zell-
Stimulation mehr der untersuchten Substanzen signifikante Effekte auf die
Expression der Oberflachenantigene CD28 und CD4 ausiben als ohne die

Stimulation durch OKT3. Dies hat mdglicherweise quantitative sowie qualitative
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Ursachen: zum einen die erhdhte Rezeptordichte der durch OKT3 stimulierten T-
Zellen und zum anderen die vermutete erhdhte Empfindlichkeit der Rezeptoren
nach OKT3-Stimulation.

Ebenso scheinen die Zellen aus NSB empfanglicher auf die getesteten
Substanzen zu reagieren, da hier funf Substanzen zu einer verminderten CD28-
Expression gefihrt haben. Im Vergleich dazu wurde die CD28-Expression der
PBMC aus PB nur durch zwei Substanzen vermindert. Dieser Effekt der erhdohten
Empfindlichkeit der NSB-Zellen auf immunmodulatorische Substanzen kénnte

eine der Ursachen fiur die reduzierte Immunitat von Neugeborenen sein.

Schlussfolgerung

Die zweifach gesattigten PC16:0/16:0, PC16:0/14:0 und PC14:0/16:0 hatten in
Zusammenschau aller Daten am haufigsten einen Effekt in Bezug auf
Phagozytose und Phéanotyp auf die mononukledren Zellen. Keine der freien FS
erzielte einen signifikanten Effekt, genauso wenig wie das einfach ungesattigte
PC16:0/16:1. Das ebenfalls einfach ungesattigte PC16:0/18:1 fuhrte nur in einer
Versuchsreihe zu einem signifikanten Effekt: es induzierte eine signifikante
Verminderung der Phagozytose-Kapazitat ohne Polyglobin-Zugabe bei PBMC
aus NSB. PC16:0/18:1 kommt in der Zellmembran von Eukaryonten vor. Zudem
kommt es mehr im Lungengewebe selbst vor als sezerniert im Alveolarraum
(Bernhard et al., 2001). Die ubiquitdre Présenz dieses PC spiegelt sich
maoglicherweise in einer Art Neutralitdt in Bezug auf die Reaktionsfreudigkeit
wider als sogenannte inerte Substanz. Dies konnte eine Erklarung fur den

fehlenden Effekt auf den Ph&anotyp sein.

Auch nach der Inkubation mit Curosurf® ergab sich nur in einer Versuchsreihe
ein sehr signifikanter Effekt: eine verminderte Phagozytose-Kapazitat mit
Polyglobin bei PBMC aus NSB.

Unterschiedliche  Phasenlbergangstemperaturen  der  einzelnen  PC
(PC16:0/16:0 ist fest bei Kérpertemperatur) sind ein mdglicher kleiner Baustein
fur die Erklarung der unterschiedlichen Effekte. Sie erklaren die oben genannten

Ergebnisse aber nicht suffizient.
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Das zweifach gesattigte und haufig zu den o.g. Effekten fuhrende PC16:0/14:0
hat eine kurze Fettsdurekette, was mdoglicherweise die Reaktionsfahigkeit
beeinflusst.

Die T-Zell-Versuche zeigen deutlich, dass unter der Inkubation mit OKT3 zur T-
Zell-Stimulation mehrere der untersuchten Substanzen signifikante Effekte auf
die Expression der Oberflachenantigene CD28 und CD4 ausiben. Dies hat
moglicherweise quantitative sowie qualitative Ursachen: zum einen die erhohte
Rezeptordichte der durch OKT3 stimulierten T-Zellen und zum anderen die
vermutete erhdohte Empfindlichkeit der Rezeptoren nach OKT3-Stimulation.
CD25+/CD4+-Zellen wurden jedoch in keinem Versuch signifikant beeinflusst.
Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte Surfactant-Bestandteile eindeutige
immunmodulatorische Effekte ausiiben. In allen Versuchsreihen wirkten sich die
Effekte der Lipide inhibitorisch auf die Immunkompetenz der Zellen aus: die
Phagozytose-Kapazitat sowie der Phagozytose-Index wurden vermindert,
ebenso die Expression der Oberflachenantigene CD14, CD4 und CD 28.
Zudem scheinen PBMC aus NSB anfalliger auf eben diese Substanzen zu
reagieren.

Uber die pathophysiologischen und biochemischen Mechanismen, die diese
Effekte verursachen, kann ohne weitere Versuchsreihen keine genaue Aussage
getroffen werden.

Um der Fragestellung weiter nachzugehen, in welcher Auspragung Surfactant-
Bestandteile bzw. FS Effekte auf die Phagozytose oder den Phanotyp der PBMC
haben, sollten weitere Versuchsreihen folgen mit modifizierten Parametern wie
z.B. unterschiedlichen Konzentrationen der Surfactant-Bestandteile oder einer
prolongierten Inkubation der Monozyten mit Surfactant-Bestandteilen.
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5. Zusammenfassung

In dieser experimentellen Arbeit wurden Effekte von Surfactant-Lipiden auf
differenzierende monozytare Zellen als Modell fir Alveolarmakrophagen
untersucht.

Hintergrund ist die erhohte Infektanfalligkeit und hohe Inzidenz pulmonaler
Infektionen bei Frihgeborenen. Die posthatale Surfactant-Gabe st
therapeutischer Standard der Therapie des Atemnotsyndroms Friihgeborener in
der Neonatologie. In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von Surfactant-
Lipiden auf differenzierende mononukleare Blutzellen gepriift.

Die Effekte von Surfactant-Bestandteilen (Phosphatidylcholine), ihrer Fettsauren
und des klinisch verwendeten Surfactant-Praparats Curosurf® auf periphere
mononukledre Blutzellen wurde untersucht an mononukledren Blutzellen
Erwachsener sowie von Nabelschnurblut. Zielparameter waren Veranderungen
der Phagozytose-Kapazitat bzw. des Phagozytose-Index und potentielle
Unterschiede zwischen den Erwachsenen und reifen Neugeborenen. Die Halfte
der Proben wurde mit polyvalentem Immunglobulin versetzt. Des Weiteren
wurden die Effekte auf die Expression von Oberflachenmarkern analysiert
(CD14, CD86, CD80 und HLA-DR).

Die dritte Versuchsreihe beinhaltete die Analyse der Oberflachenmarker von T-
Zellen (CD4+, CD28+ und CD25+) mit und ohne Stimulation durch den murinen,
monoklonalen CD3-Rezeptor-Antikdrper OKT3. Es wurden immunmodulierende
Effekte surfactant-spezifischer Phosphatidylcholine, Curosurf® und einzelner
Fettsduren nachgewiesen.

Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin (PC16:0/16:0), Hauptbestandteil des humanen
Surfactant, erniedrigt ohne Polyglobin den Phagozytose-Index sowohl bei den
Zellen Erwachsener als auch des Nabelschnurblutes. Mit Myristoyl-Palmitoyl-PC
(PC14:0/16:0) wurde dies bei Erwachsenen und mit Palmitoyl-Myristoyl-PC
(PC16:0/14:0) bei Nabelschnurblutzellen gefunden. Die Phagozytose-Kapazitat
wurde durch Dipalmitoyl-PC, Palmitoyl-Myristoyl-PC und Myristoyl-Palmitoyl-PC
bei Erwachsenen- und Nabelschnurblutzellen (ohne Polyglobin) vermindert.
Palmitoyl-Oleoyl-PC  (PC16:0/18:1) erzielte diesen Effekt zudem bei
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Nabelschnurblut. In Anwesenheit von Polyglobin wurde eine verminderte
Phagozytose-Kapazitat durch Dipalmitoyl-PC und Myristoyl-Palmitoyl-PC bei den
Zellen Erwachsener und durch Curosurf®, Dipalmitoyl-PC und Palmitoyl-
Myristoyl-PC bei Nabelschnurblut festgestelit.

Dipalmitoyl-PC verminderte die CD14-Expression phagozytierender Zellen aus
Erwachsenenblut mit Polyglobin, Palmitoyl-Myristoyl-PC mit Nabelschnurblut
sowohl bei phagozytierenden als auch bei nicht-phagozytierenden monozytéren
Zellen. Dipalmitoyl-PC verursachte eine Verminderung von Phagozytose-Index
und -Kapazitat. Analoge Wirkungen hatten Palmitoyl-Myristoyl-PC und Myristoyl-
Palmitoyl-PC, nicht aber die Fettsauren.

Palmitoyl-Myristoyl-PC verminderte bei Zellen Erwachsener die CD14-
Expression, nicht aber die Oberflachenmarker HLA-DR, CD86 und
CD80+/CD86+. T-Zellen mit und ohne OKT3-Stimulation zeigten bei
Erwachsenen mit OKT3 eine Reduktion der CD28-Expression unter Curosurf®
und auch mit Myristinsaure (C14:0), ohne OKT3 durch Palmitoyl-Myristoyl-PC.
Im Nabelschnurblut-Ansatz wurde eine Reduktion der CD28-Expression mit
OKT3 bei Palmitoyl-Myristoyl-PC, Curosurf®, Myristoyl-Palmitoyl-PC, Olsaure
(C18:1) und Palmitinsdure (C16:0) nachgewiesen. Ohne OKT3 wurde dieser
Effekt bei Palmitoyl-Myristoyl-PC festgestellt. Curosurf® verminderte zudem die
CD4-Expression OKT3-stimulierter Zellen aus Nabelschnurblut. OKT3 scheint
die Zellen aus Nabelschnurblut anféalliger fur die immunmodulatorischen Effekte
der Lipide zu machen. Auf CD4 im Erwachsenenblut-Ansatz sowie auf die
CD25+/CD4+-Zellen sowohl bei Blut von Erwachsenen als auch bei
Nabelschnurblut wurden keine Effekte festgestellt. Offensichtlich hat das
surfactant-spezifische Lipidgemisch einen Einfluss auf die Immunfunktion der
Alveolarmakrophagen. Dabei zeigten sich differenzierte Effekte der einzelnen
Substanzen auf die Phagozytose, den Phanotyp und die T-Zell-Proliferation.

Die inhibitorischen, immunmodulatorischen Effekte der Phosphatidylcholine und
Fettsduren sollten Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Surfactant-
Phospholipide spielen offenbar eine Rolle in der Makrophagenfunktion und
Differenzierung sowie T-Zellaktivierung. Dies kann fir das Lipid-Design

synthetisch hergestellter therapeutischer Surfactants von grol3er Bedeutung sein.
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9. Anhang

Original-Daten zu Phagozytose, Phanotyp der PBMC und T-Zellen

Kontr. |1 | 2 [3 [ 4 |5 [ 6 | 7 [8 [9 [10 |
Ad 3.1.1 | ohne PG

Median 100 68,6 38,8 68,5 47,4 63,1 41,0 67,7 71,7 69,0 76,2

IQR 100; 53,1, | 354, |51,9; |433;, |487, |38,0; |545 |632 |643;, |734
100 76,9 44,6 74,1 58,2 74,3 48,1 84,9 78,9 75,3 88,0

Ad 3.1.1 | mit PG

Median 100 95,4 61,2 97,8 96,3 92,5 81,1 106,3 | 103,0 | 101,4 | 103,7

IQR 100; 86,6; 53,2; 94,1; 89,4; 91,6; 78,49 | 100,2; | 101,6; | 91,0;1 | 101,6;
100 103,5 | 76,7 101,8 | 108,2 | 97,7 3,5 117,2 | 116,5 | 04,6 107,6

Ad 3.1.2 | ohne PG

Median 100 68,6 38,8 68,5 47,4 63,1 41,0 67,7 71,7 69,0 76,2

IQR 100; 53,1, | 354, |51,9;, |433;, |48,7, | 38,0, |545, |632, |643; | 734,
100 76,9 44,6 74,1 58,2 74,3 48,1 84,9 78,9 75,3 88,0

Ad 3.1.2 | mit PG

Median 100 85,6 58,1 85,7 68,5 86,5 57,5 96,4 101,4 | 83,5 91,7

IQR 100; 76,0, | 44,5, | 77,8, |629, | 80,0; 55,2, |885;, | 708, |623, |84,7,
100 97,5 60,1 93,4 77,8 88,6 62,1 1124 | 112,3 | 109,3 | 100,2

Ad 3.1.3 | ohne PG

Median 100 90,8 84,4 74,0 76,2 106,5 | 79,2 90,8 91,3 92,3 92,4

IQR 100; 84,0; 69,3; 60,9; 66,7; 88,2; 71,3; 81,8; 84,5; 82,1; 79,1;
100 112,4 | 105,1 | 93,7 106,5 | 112,1 | 96,9 114,2 | 114,21 | 116,2 | 1145

Ad 3.1.3 | mit PG

Median 100 92,4 59,6 86,2 75,3 97,1 86,9 88,5 96,0 107,6 | 80,5

IQR 100;10 | 84,1, 57,7, 66,5; 66,1; 88,8; 69,8; 77,2; 73,9; 90,7; 73,8;
0 95,4 66,3 105,5 | 95,3 106,9 | 93,6 92,9 106,4 | 116,1 | 110,9

Ad 3.1.4 | ohne PG

Median | 100 1106 | 81,4 87,7 93,1 101,1 | 93,3 92,7 97,9 93,8 110,2

IOR 100; 94,9; |733;, |709;, |783;, |768;, |789, |773;, |789; |772, |87,
100 1353 | 98,3 99,2 107,6 | 118,3 | 96,0 113,6 | 112,8 | 1253 | 118,4

Ad 3.1.4 | mit PG

Median | 100 94,1 78,7 71,6 96,8 101,0 | 86,0 86,8 100,2 | 88,8 100,5

IQR 100; 86,8, | 616; | 70,6, | 755, |686, |77,0, |803;, |835 |739;, |771,
100 129,1 | 88,6 96,9 130,2 | 128,1 | 112,2 | 99,6 119,2 | 115,0 | 132,2

Ad 3.2.1 | ohne PG

Median | 100 742 |443 |767 |608 |921 [724 [e82 [977 [1021 [e9s8

IOR 100, | 57.6; | 27,1, | 69.4; |553; | 72,9, | 563 |67.6, | 845 |957, |6L5
100 851 |551 |948 |e44 |944 |817 |848 |1061 | 1028 |911

Ad3.2.1 | mit PG

Median | 100 |91,6 [786 |101,8 [918 [1040 998 [1014 | 1094 | 1047 | 1061 |
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IQR 100; 75,4, | 70,7, |99,7, | 84,2, |965 |956;, |994; | 1030 | 100,2; | 1048,
100 98,0 88,6 105,0 | 100,4 | 106,0 | 106,8 | 105,3 | 113,4 | 105,8 | 109,5

Ad 3.2.2 | ohne PG

Median 100 71,2 32,3 66,1 50,7 58,9 43,8 54,2 97,0 93,6 86,3

IQR 100; 63,2; 30,3; 57,4, 34,2; 51,6; 41,4, 53,4, 82,5; 84,8; 72,5;
100 92,8 42,4 76,6 53,4 65,1 48,1 74,9 110,2 | 123,4 | 94,2

Ad 3.2.2 | mit PG

Median 100 46,0 39,3 56,8 50,8 53,6 55,5 40,9 64,1 43,5 61,4

IQOR 100; 21,3; | 18,6; | 24)5; |24,4; |243; |238; |155; | 256; | 16,2; | 26,0;
100 56,0 47,6 69,5 55,5 68,9 70,4 72,4 75,2 71,3 70,7

Ad 3.2.3 | ohne PG

Median 100 1519 | 99,1 92,3 87,3 100,2 | 120,3 | 122,3 | 80,3 83,6 116,4

IQR 100; 113,5; | 72,9; | 77,9; | 62,6; | 89,3; 111,7; | 105,1; | 69,4; | 75,2; | 72,6;
100 1936 | 1146 | 111,2 | 116,7 | 120,8 | 136,2 | 163,2 | 93,4 137,6 | 138,7

Ad 3.2.3 | mit PG

Median 100 91,5 72,9 72,7 66,4 83,9 86,3 70,6 75,2 73,1 74,5

IQR 100; 78,3; 56,4; 60,7; 49,7; 73,6; 62,4, 58,3; 73,2; 59,5; 61,1;
100 110,7 | 103,5 | 80,7 76,5 105,6 | 93,6 83,7 79,3 100,3 | 88,7

Ad 3.2.4 | ohne PG

Median 100 99,9 86,4 95,2 94,9 92,6 90,4 161,8 | 78,7 125,9 | 120,8

IQR 100; 88,0; 80,8; 75,8; 82,8; 77,0; 88,1; 124,7; | 58,7; 115,4; | 94,8;
100 116,7 | 89,6 108,8 | 103,83 | 105,3 | 99,3 165,2 | 82,5 153,7 | 148,3

Ad 3.2.4 | mit PG

Median 100 99,4 70,4 75,1 67,1 92,3 79,3 74,8 85,9 88,0 82,0

IQOR 100;10 | 74,0;1 | 62,1;7 | 66,8;8 | 45,2;7 | 72,1;9 | 69,7;1 | 68,0;8 | 75,2;9 | 76,7;9 | 72,1;9
0 18,5 9,6 0,9 0,1 7,5 01,9 7,3 9,9 3,1 0,0

Ad 3.3.1

Median 100 71,5 85,6 71,2 52,5 99,3 78,0 68,7 86,2 78,7 92,3

IQR 100; 61,6; | 74,5, |68,9; |515 |873; |600; |675 |702 |745; |8509;
100 96,7 94,8 94,8 82,5 114,3 | 87,4 68,8 95,6 87,2 94,2

Ad 3.3.2

Median 100 65,0 108,7 | 104,7 | 1459 | 75,6 124,0 | 109,9 | 109,0 | 84,7 62,7

IQR 100; 55,6; | 87,1; | 104,3; | 137,9; | 57,9; | 82,1; | 71,8; | 557, | 615 | 58,9;
100 227,8 | 164,3 | 160,7 | 344,3 | 159,1 | 174,0 | 122,5 | 1344 | 85,8 99,4

Ad 3.3.3

Median 100 82,7 131,7 | 113,12 | 107,4 | 1134 | 88,3 116,6 | 94,9 116,6 | 100,2

IQR 100; 79,0, | 111,0; | 94,4, | 100,7, | 97,2; | 83,8; | 102,6; | 87,0, | 102,6; | 89,0;
100 118,4 | 153,6 | 127,4 | 112,2 | 122,0 | 95,1 118,3 | 100,4 | 118,3 | 118,9

Ad 3.3.4

Median 100 134,8 | 205,7 | 70,9 86,1 139,4 | 92,3 166,0 | 92,7 117,8 | 109,6

IQR 100; 94,7, | 135,44, | 43,5, | 73,8, | 97,0, | 43,1, | 153,9; | 76,6, | 90,5, | 93,8;
100 236,3 | 244,7 | 216,1 | 97,6 211,7 | 128,5 | 166,7 | 120,2 | 282,3 | 226,4

Ad 3.4.1

Median | 100 |73,7 [933 [814 [834 [s857 |89 [747 |762 |1162 | 084
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IQR 100; 67,6, |831, |771, |676, |783;, |709; |74,7, |706, |116,2; | 773,
100 76,2 109,0 | 96,4 106,5 | 87,9 1122 | 74,7 98,0 116,2 | 1112
Ad 3.4.2
Median 100 67,2 87,8 112,0 | 120,3 | 88,6 71,0 194,4 | 59,3 1110 | 73,3
IQR 100; 60,1, | 80,2, |59,3; |110,2;|57,3;, | 70,4, | 194,4,|51,2, | 111,0; | 71,3,
100 111,7 | 1418 | 122,0 | 151,8 | 121,1 | 88,7 1944 | 78,5 111,0 | 107,6
Ad 3.4.3
Median 100 103,6 | 82,0 97,6 32,6 103,8 | 52,4 80,6 101,9 | 82,7 85,7
IQOR 100; 90,7; 74,5; 41,3; 28,0; 77.,4; 43,9; 80,6; 87,9; 82,7; 65,2;
100 120,4 | 1714 | 2250 | 735 140,3 | 74,9 80,6 121,4 | 82,7 110,2
Ad 3.4.4
Median 100 134,8 | 205,7 | 70,9 86,1 1394 | 92,3 166,0 | 92,7 117,8 | 109,6
IQR 100; 94,7; 135,4; | 43,5; 73,8; 97,0; 43,1; 153,9; | 76,6; 90,5; 93,8;
100 236,3 | 244,7 | 216,1 | 97,6 211,7 | 128,5 | 166,7 | 120,2 | 282,3 | 226,4
Ad 3.5.1 | ohne
OKT3
Median 100 91,0 80,1 77,8 58,5 86,7 75,5 104,5 | 80,6 85,7 82,7
IQR 100; 79,1; 78,3; 71,8; 44.3; 72,7, 65,1; 84,4; 75,2; 76,9; 73,4;
100 97,8 86,5 92,9 66,4 105,1 | 79,8 222,8 | 106,3 | 95,8 99,2
Ad 3.5.1 | mit
OKT3
Median 100 78,1 95,7 95,9 72,8 88,1 90,8 75,6 79,7 75,3 98,5
IQR 100; 57,0; 93,3; 91,4; 66,9; 86,4; 87,9; 62,4; 74,6; 68,4; 90,1;
100 90,3 98,1 98,9 87,9 106,1 | 95,1 83,9 87,1 76,1 100,4
Ad 3.5.2 | ohne
OKT3
Median 100 88,5 98,2 100,1 | 73,3 93,0 79,9 73,9 88,1 77,7 90,0
IOR 100; 77,9; 88,8; 93,1; 65,7; 80,0; 66,9; 71,0; 75,6; 72,5; 79,1;
100 92,8 101, 105,7 | 83,9 101,3 | 89,6 138,0 | 102,0 | 90,8 99,3
Ad 3.5.2 | mit
OKT3
Median 100 81,4 102,6 | 96,0 88,1 101,6 | 93,2 97,5 98,5 87,3 98,2
IQR 100; 69,4; 94,3; 92,9; 79,6; 98,0; 89,8; 84,8; 93,8; 86,5; 92,3;
100 91,5 107,5 | 115,6 | 102,2 | 104,12 | 103,8 | 98,0 101,9 | 97,0 102,3
Ad 3.5.3 | ohne
OKT3
Median 100 87,0 91,5 75,2 58,9 86,5 85,4 202,1 | 100,0 | 487,2 | 83,7
IQR 100; 80,5; 80,1; 61,2; 44.9; 70,3; 66,6; 110,8; | 80,1; 252,9; | 61,4;
100 100,3 | 107,5 | 103,0 | 94,9 105,4 | 104,6 | 336,9 | 134,9 | 635,7 | 113,0
Ad 3.5.3 | mit
OKT3
Median 100 94,3 101,8 | 94,0 73,3 98,5 93,8 96,8 102,6 | 105,3 | 98,6
IQR 100; 78,4, |889, |86,3;, |723, |941 |804; |80,7, |923;, |974, |872
100 113,3 | 108,2 | 108,1 | 89,0 100,7 | 107,4 | 105,9 | 109,7 | 109,3 | 1131
Ad 3.6.1 | ohne
OKT3
Median 100 102,9 | 911 84,5 47,6 65,0 74,9 84,9 79,6 81,3 86,8
IOR 100; 99,1; 65,0; 77,0; 45,5; 64,0; 49,1; 74,0; 75,5; 71,9; 82,4;
100 107,7 | 78,0 102,8 | 47,8 82,6 86,0 85,6 98,5 82,0 96,1
Ad 3.6.1 | mit
OKT3
Median 100 67,4 75,2 81,0 61,5 95,0 75,8 60,0 82,9 65,3 74,0
IQR 100; 61,9; 67,4; 72,4; 59,1; 78,4; 68,4; 55,4; 79,0; 62,6; 68,9;

98




100 | 777 |891 |845 |e669 [1030 |768 [717 |879 [758 |767 |
Ad 3.6.2 | ohne
OKT3
Median 100 82,9 86,8 92,5 72,3 73,2 79,9 91,7 92,7 85,5 96,1
IQR 100; 63,3; 71,2; 78,0; 72,2; 69,6; 71,1; 81,2; 69,9; 75,3; 95,3;
100 87,7 87,7 100,2 | 73,2 97,4 80,2 92,7 101,0 | 89,9 103,3
Ad 3.6.2 | mit
OKT3
Median | 100 58,2 98,7 |1075 | 90,2 |981 [900 |1020 |99,6 | 1043 | 88,0
IQR 100; 51,3; 96,4, 89,1; 79,7, 88,6; 75,2; 90,3; 88,5; 86,5; 85,9;
100 70,2 112,2 | 117,8 | 95,5 104,1 | 96,8 104,7 | 108,8 | 106,8 | 97,1
Ad 3.6.3 | ohne
OKT3
Median | 100 128,7 | 113,0 | 110,7 | 71,4 |127,8 | 78,6 | 1449 | 981 |992 |721
IQR 100; 103,7; | 85,7; 109,7; | 70,4; 125,0; | 41,8; 103,7; | 89,3; 60,7; 35,7;
100 181,3 | 117,12 | 157,9 | 95,8 1446 | 96,3 158,3 | 139,9 | 134,7 | 100,0
Ad 3.6.3 | mit
OKT3
Median | 100 79,8 | 1225 | 1262 | 930 |975 |77,3 |1081 |836 |[874 |754
IQR 100; 59,6; 105,0; | 102,6; | 69,9; 92,7; 48,2; 79,9; 72,1; 58,7; 69,0;
100 105,4 | 140,7 | 136,7 | 114,0 | 108,8 | 104,0 | 122,5 | 95,3 103,1 | 92,3

Tabelle 3: Median und IQR der Original-Daten, Kontrolle auf 100% gesetzt
Abklrzungen: IQR — Interquartilsabstand, PG — Polyglobin, Kontr. — Kontrolle, 1 -

Curosurf®, 2 — PC16:0/16:0, 3 — PC16:0/16:1, 4 — PC16:0/14:0, 5 — PC16:0/18:1, 6 —

PC14:0/18:1, 7 - C16:0, 8 — C16:1, 9 — C14:0, 10 - C18:1

99



