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1. Einleitung

1.1. Ausgangspunkt: Die lokale Abwehr in der Alveole

Die Lunge besitzt nach dem Gastrointestinaltrakt die grofite Oberflache aller Organe
gegeniiber der AuBBenwelt. Jeden Tag werden iiber 10.000 Liter Luft eingeatmet, die je nach
Region 5.000 bis 100.000 Aerosolteilchen/cm® Luft enthalten. Atemzug fiir Atemzug werden
einige Millionen Teilchen inhaliert, von inerten Mikropartikeln bis zu potentiell pathogenen
Mikroorganismen. Die kleinsten Partikel unter 10 um Grof3e konnen bis in die Endstrecke des
Bronchialsystems vordringen [165].

Sie treffen dort in den Alveolen auf eine iiber 100 m> grofle, aber sehr verletzliche Barriere,
die den Korper vor schidlichen Einfliissen schiitzen soll. Sie ist mit 0,2 - 0,5 um Breite im
Gegensatz zur Haut extrem diinn. Die Partikel miissen nicht, wie im Gastrointestinaltrakt,
verschiedene anatomische Abschnitte mit der Mdoglichkeit unterschiedlicher sequentieller
Abwehrmoglichkeiten passieren. Es existiert nur ein kleiner Pool von residenten Abwehr-
zellen, beispielsweise ein bis zwei Alveolarmakrophagen pro Alveole. Dabei muss auf Grund
der Néhe zu den Blutkapillaren ein hohes Mal} an lokaler Sterilitdt gewéhrleistet werden [92].
Deshalb wird fiir die Abwehr ein System bendtigt, das die Pathogene rasch erkennen und
eliminieren kann, das dazu eine Entziindungsreaktion je nach Bedarf diffizil abgestimmt
auslosen oder unterdriicken kann. SchlieBflich soll das fragile Alveolarsystem nicht durch
iberschiefende Inflammation beeintrachtigt werden.

Die Tatsache, dass sich schon bei gesunden Individuen nur selten Infektionen der tiefen
Atemwege ereignen, spricht fiir die Effizienz der bestehenden Abwehrmechanismen. Dabei
stellt sich die Frage, ob das Alveolarsystem auch beim immunkompromittieren Patienten,
z. B. nach einer zytostatischen Chemotherapie eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms, zur
gleichen Abwehrleistung fihig ist, kommt es doch in Folge der Zytostase zu einer Knochen-
markdepression und zur Hemmung immunkompetenter Zellen. Je nach Ausmall und Dauer
der Leukopenie steigt das Risiko fiir den Organismus, an einer Infektion zu erkranken.
Trotzdem akquirieren die meisten der zytostatisch therapierten Tumorpatienten keine
Pneumonie. Offensichtlich reicht die Schutzleistung der tiefen Atemwege auch wihrend der
Phase der Leukopenie aus, einer Infektion entgegenzuwirken

Es ist deshalb anzunehmen, dass neben der blutgebundenen zellulédren, ,,adaptiven Abwehr
nicht-zelluldre, ortstindige Mechanismen in der Alveole die Infektabwehr aufrecht erhalten,
sie nach einer Chemotherapie vielleicht sogar verstdrken und so fiir die niedrige Inzidenz von

Pneumonien unter standarddosierter zytostatischer Chemotherapie mit verantwortlich sind.
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Tatsdchlich konnte in den letzten Jahren belegt werden, dass der alveoldre Surfactant u. a. mit
seinen azelluldren Bestandteilen wie den Kollektinen einen wichtigen Beitrag zur Infekt-
abwehr leistet. Surfactantproteine A und D sowie Mannosebindendes Protein (MBP) als
Lektin-bindende Proteine haben ihre Bedeutung in der unspezifischen Infektabwehr, indem
sie z. B. die Phagozytose verschiedener Bakterien beschleunigen und selbst mit Mikro-
organismen interagieren konnen [48,251]. Auch Surfactantlipide, die durch ihren bipolaren
Charakter die unmittelbare Grenze an der Fliissigkeits-Luft-Schicht der Atemwege bilden,
beeinflussen die unspezifische Abwehr [224]. Die Mitarbeiter um Schiirch prigten fiir den

Surfactant deshalb den Begriff der ,,primary defense barrier* [79].

Systematische Untersuchungen zum humanen Surfactant unter antitumordser Chemotherapie
in vivo sind rar. Deshalb sollten in dieser Arbeit Charakteristika von Surfactant nach einer
zytostatischen Chemotherapie beschrieben werden unter besonderer Beriicksichtigung seiner
zelluldren und natiirlichen Abwehr, seiner biophysikalischen Funktion und seiner Fihigkeit,
immunmodulatorisch zu wirken. Im Vergleich mit den Daten von noch nicht therapierten
Tragern eines Bronchialkarzinoms und mit Normalpersonen sollte abgeschitzt werden, ob
sogar schon die Tridger eines Karzinoms primir Verdnderungen in Abwehr und Surfactant-

funktion aufweisen.
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1.2. Das Bronchialkarzinom: Haufigkeit, Einteilung, Therapie

Das Bronchialkarzinom muss auf Grund seiner Haufigkeit zu den groen Volkskrankheiten
gezidhlt werden. In Deutschland starben im Jahr 2002 mehr als 28.700 Ménner und fast 10.400
Frauen an Lungenkrebs. Beim Mann stellt es die hdufigste Todesursache an einem malignen
Organtumor dar. Fiir die Frau ist es eines der hdufigsten Karzinome. Sollte die seit Jahren
steigende Inzidenz anhalten, wird es in weniger als zwei Jahrzehnten bei der Frau ebenfalls
die hdufigste Todesursache an einem Organkrebs sein [131,221]. Brennan und Bray veroffent-
lichten vor kurzem eine aufwindige statistische Berechnung zur Mortalitit des Lungenkrebses
in 20 europdischen Lédndern, basierend auf Erkrankungsdaten der Jahre 1950 bis 1998. Sie
kalkulierten fiir die ndchsten Jahre in den meisten Lindern, so auch in Deutschland, eine
langsam abnehmende Lungenkrebsrate bei den Minnern. Bei Frauen wiirden die
Erkrankungen auf nicht absehbare Zeit hin weiter deutlich zunehmen [25]. Der Bericht des
Epidemiologischen Krebsregisters Niedersachsen aus 2003 bestitigt diese Entwicklung [192].
In den USA erwarten die Epidemiologen der American Cancer Society fiir das Jahr 2003
171.900 Neuerkrankungen an Lungenkrebs, 157.200 Menschen werden daran sterben. Mit
28 % aller Krebstoten nimmt das Bronchialkarzinom auch in den USA den ersten Rang in der
Krebstodstatistik ein [119]. Gerade haben Spira und Ettinger fiir dieses Jahr 173.700
Neuerkrankungen an Lungenkrebs in USA vorausberechnet, 164.440 werden daran sterben

[216].

Auf Grund therapeutischer und prognostischer Unterschiede hat sich die histo-zytologische
Einteilung in kleinzellige (SCLC = small cell lung carcinoma) und nicht-kleinzellige (NSCLC
= non small cell lung carcinoma) Bronchialkarzinome bewihrt. Die hdufigsten Subtypen des
NSCLC beinhalten das Plattenepithelkarzinom (30 - 40 %), das Adenokarzinom (25 - 30 %),
das groBzellige Karzinom (unter 10 %) und das adeno-squamése Karzinom (1 - 2 %). Noch
seltener werden das Karzinoid und das Bronchialdriisenkarzinom angetroffen. Das klein-
zellige Karzinom betrifft 20 — 25 % der Diagnosen. Die Héufigkeitsangaben schwanken
allerdings stark in Abhédngigkeit vom Untersuchungsgut. [226,227]. Bei 100 NSCLC fanden
Pathologen in 45 % nach sorgfiltiger histologischer Aufarbeitung des Resektions- oder
Obduktionsmaterials grolere Tumorheterogenititen [196]. Eine eingeschrinkte Aussagekraft
gilt auch fiir kleine Biopsien [228]. An der feingeweblich gestellten Diagnose eines
kleinzelligen Karzinoms muss dagegen, auch in Anbetracht des Einsatzes

immunhistochemischer Methoden, weniger Zweifel gehegt werden. Miiller fand in einer
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kleinen Serie aufgearbeiteter SCLC 82 % der Tumoren homogen differenziert [73]. Die
Haufigkeit, anhand bronchoskopischer Biopsien ein SCLC mit einem NSCLC zu
verwechseln, wurde von anderen Pathologen mit unter 10 % angegeben [196,228]. Hierbei
spielen sicherlich unterschiedliche Biopsieorte in den offenbar nicht selten heterogen
differenzierten Tumoren die Hauptrolle. Feingewebliche Diagnose und klinische Befunde

miissen bei der Diagnosestellung zusammen passen.

Fiir SCLC und NSCLC wird eine Stadieneinteilung von 0 — IV nach dem International
System for Staging Lung Cancer empfohlen, deren letzte Revision fiir die Lungentumoren
1997 erfolgte [169]. Sie beruht auf anatomischen Kriterien zu lokaler Tumorausdehnung,
Lymphknotenstatus sowie Fernmetastasen, der sog. TNM-Klassifikation (tumor-node-
metastasis) [102,103]. Fiir das SCLC hat sich wegen der bei Diagnosestellung schon oft fort-
geschrittenen Tumorausdehnung eine zusitzliche Unterscheidung in ,limited disease* (auf
einen Hemithorax begrenzter Tumor) und ,.extensive disease* bewihrt. Bei einigen Organ-

strukturen, z. B. des N. phrenicus, besteht allerdings eine uneinheitliche Einteilung [228,255].

Die Behandlung des kleinzelligen Bronchialkarzinoms hat sich als eine Domine der zyto-
statischen Polychemotherapie erwiesen, oftmals ergiinzt um eine lokoregionire Bestrahlung.
Eine Operation kommt zumeist nicht mehr in Frage. Andere, z. T. noch experimentelle
Behandlungsprinzipien wie Hochdosis-Chemotherapie [106], monoklonale Antikorper oder
Angiogenese-Hemmer haben die insgesamt schlechte Prognose bisher allenfalls fiir einzelne
Subgruppen giinstiger beeinflussen konnen. Allerdings gibt es hoffnungsvolle Ansidtze, mit
multimodalen Therapieversuchen einschlieBlich Operation die Uberlebensrate in den Stadien

IB — III B deutlich verbessern zu konnen [62,216].

Die zytostatische Chemotherapie wird in allen Tumorstadien des SCLC als prognose-
verbessernde Therapie, gelegentlich sogar in kurativem Ansatz, eingesetzt. Autoren im anglo-
amerikanischen Raum bevorzugen als Erstlinientherapie sowohl bei ,,limited disease* als auch
bei ,.extensive disease Cisplatin oder Carboplatin, kombiniert mit Etoposid [3,216]. In
Deutschland kommt héufig zuerst eine Kombination von Adriblastin, Cyclophosphamid und
Vincristin zur Anwendung. Die letzten von der Deutschen Gesellschaft fiir Pneumologie
(DGP) im Konsens mit anderen Fachgesellschaften erstellten Empfehlungen zur Therapie des
Bronchialkarzinoms nennen ohne Bevorzugung eines Schemas als etablierte Medikamente die

obigen Kombinationen, ergénzt um Ifosfamid/Etoposid [120,172,226].
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1.3. Pneumonie und Alveolitis nach zytostatischer Therapie

Zu den bedrohlichsten pulmonalen Komplikationen einer zytostatischen Behandlung zédhlen
die Pneumonie wihrend einer Neutropenie und die interstitielle Lungenentziindung
(synonym: Pneumonitis, Alveolitis) durch toxisch-allergische Wirkung der Chemo-

therapeutika.

Maligne Grunderkrankungen und antineoplastische Therapie fithren zu einer meist globalen
Beeintriachtigung der physiologischen Infektabwehr [106]. Bei Chemotherapien solider
Tumoren stehen Storungen der unspezifischen und zelluldren Abwehr im Vordergrund. Die
Neutropenie entsteht relativ langsam, unterschreitet im peripheren Blut oft nicht 100 Zellen/pl
und dauert zumeist kurz an (3 - 10 Tage). Es dominieren bakterielle Erreger [52]. In einer
neueren Studie bei Patienten mit bakteridmischen Pneumonien erwiesen sich Pneumokokken
und Pseudomonas spp. mit zusammen 70 % als die hdufigsten Erreger [30]. Daneben muss
mit Staphylokokken, Anaerobiern und Enterobakterien gerechnet werden [75].

Patienten mit himatologischen und lymphatischen Neoplasien haben meist schon zu Beginn
eine funktionelle Einschrinkung einer oder mehrerer Zellreihen. Die zumeist sehr aggressive
antineoplastische Chemotherapie fiihrt zu ausgeprigten, lang anhaltenden Neutropenien.
Deshalb sind in diesem Krankengut andere, sonst seltenere Erreger vorherrschend [52]. Unter
den immunsupprimierten Patienten in einer hdmatologisch-onkologischen Universitéitsklinik
betrug schon vor mehreren Jahren der Pneumonieanteil an den Infektionen ca. 50 % [23].
Nach einer Chemotherapie solider Tumoren wie dem Bronchialkarzinom besteht allerdings
ein deutlich geringeres Infektionsrisiko, das in seiner Grofle aber nur schwer abzuschitzen ist.
Die vorliegenden Daten zur Héufigkeit von Infektionen unter Chemotherapie werden
beispielsweise von der European Society of Biomodulation and Chemotherapy (ESBiC) als
nicht ausreichend angesehen, so dass sie 1999 eine europdische Studie zu Infektionen bei
Karzinompatienten ins Leben gerufen hat [122].

Eine internationale Arbeitsgruppe um Klastersky hatte in 2000 ein Score-System vorgestellt,
um rechtzeitig Patienten zu erkennen, die nach einer chemotherapie-induzierten febrilen
Neutropenie keine schweren Komplikationen entwickeln [128]. Dabei waren das Fehlen von
schweren Tumorsymptomen, Gewichtsverlust, Hypotonie, COPD, Dehydratation, Alter unter
60 Jahre sowie die Histologie eines soliden Tumors mit einem geringeren Risiko von
schweren Komplikationen oder Tod bei febriler Neutropenie assoziiert. Der Anteil von

Bronchialkarzinomen in dieser mehr als 750 Patienten umfassenden Studie betrug 8 %.
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Betrachtet man allein das Bronchialkarzinom, bietet es einige spezielle Aspekte wie die
retrostenotische Pneumonie oder eine Infektion in einem nekrotisch zerfallenden Tumor
[197]. Exakte Zahlen zur Inzidenz einer Pneumonie bei chemotherapiertem Lungenkarzinom
sind aber nicht erhiltlich. Lediglich in einer édlteren Arbeit haben Perlin et al. an 121 Patienten
mit Bronchialkarzinom verschiedener Histologie aus allen Tumorstadien bei 70 % der
Erkrankten wihrend des gesamten Krankheitsverlaufes eine pulmonale Infektion
dokumentiert [183], wobei hier ein hoher Anteil von retrostenotischen Infektionen und
Tumorzerfalls-Pneumonien unterstellt werden muss.

Dagegen lehrt die klinische Beobachtung, dass es nach Chemotherapie des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms eher selten zu ,,gewohnlichen* (nicht-tumornekrotischen, nicht-
obstruktiven) Pneumonien kommt, trotz Suppression des Immunsystems und trotz der hohen
Last an potentiell pathogenen Organismen, die tdglich bis in die Alveolen hinein inhaliert
werden. So gewinnt der Gedanke an einen gesteigerten lokalen Abwehrmechanismus an

Bedeutung.

Eine andere mogliche pulmonale Schadigung betrifft das Lungengeriist. Der Schadigungs-
mechanismus ist iiberwiegend toxischer, seltener allergischer Natur. Haufig (jedoch nicht bei
Cyclophosphamid) ist eine Beziehung zwischen kumulativer Dosis und dem Ausmal} der
pulmonalen Stérung zu erkennen. Zu den hiufigsten Auslosern, die zu einer Alveolitis fiihren,
gehoren Bleomycin, Busulfan und Mitomycin C. Jedoch auch fiir Cyclophosphamid und sehr
selten fiir Vinca-Alkaloide, die beide in der Behandlung des kleinzelligen Karzinoms
angewandt werden, sind Alveolitis und Fibrose bekannt [1]. Patel hat den Schéddigungs-
mechanismus als oxidative Degradierung des alveoldren Lipidlayers durch Cyclophosphamid
und seinen reaktiven Metaboliten beschrieben [179]. Ein intaktes antioxidatives System, wie
es auch das Surfactantprotein-A (SP-A) im pulmonalen Surfactant-System reprisentiert,
konnte moglicherweise die oxidativen Schéden begrenzen.

Neben diesem am hiufigsten anzutreffenden diffusen toxischen Alveolarschaden vermag
Cyclophosphamid auch eine Bronchiolitis obliterans mit organisierender Pneumonie (BOOP)
und eine unspezifische interstitielle Pneumonie zu induzieren [163]. Fiir Vincristin und
Adriamycin sind als seltene pulmonale Nebenwirkungen ebenfalls unspezifische interstitielle
Pneumonien dokumentiert [199].

Der sichere Nachweis auch leichtgradiger Alveolitiden und interstitieller Lungen-
schidigungen gelingt mit der bronchoalveoldren Lavage (BAL), die in der Regel eine erhohte

Gesamtzellzahl mit Lymphozytose oder mit Neutrophilie aufweist [21,173,185].
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1.4. Das Surfactantsystem

1.4.1. Anatomie und Physiologie des Alveolarsystems

Das Bronchialsystem endet nach etwa 16-18 dichotomen Verzweigungen in den 0,2 - 0,6 mm
durchmessenden Alveolen. Thre Gesamtheit umfasst eine Gasaustauschfliche von etwa 80 m’
in der Exspiration und 120 m” in der Inspiration. Sie sind ausgekleidet mit zweierlei Epithel-
zellen, den Pneumozyten Typ I und Typ II [166,245].

Die Pneumozyten Typ I oder Deckzellen iiberkleiden mit ihrem flachen, organellenarmen
Zellleib etwa 95 % der Basalmenbran-Fliche und bilden damit den Gegenpart des auf der
anderen Seite der Basalmenbran anliegenden Kapillarendothels des pulmonalarteriellen
GefiBsystems [166]. Erst in letzter Zeit wurde dem bis dahin als metabolisch inaktiv
angesehen Pneumozyten I eine wesentliche Rolle bei der alveoldren Fliissigkeitshomoostase
und bei der Regulation von Zellproliferation, Ionentransport und Peptidmetabolismus
zugestanden [121,248].

Die verbleibenden 5 % der Basalmenbran wird von den Pneumozyten Typ II bedeckt, die
trotz einem Durchmesser von 9 um um ein mehrfaches kleiner sind als die Typ I-Zellen. Sie
liegen einzeln und eingestreut im Verband der sie einfassenden Deckzellen und werden
deshalb auch als Nischenzellen bezeichnet. Pneumozyten II stellen etwa 15 % aller
Lungenparenchym-Zellen. Sie besitzen typischerweise auf ihrer Oberfliche Mikrovilli und im
Zytoplasma zahlreiche aktive Organellen. Im rauen endoplasmatischen Retikulum werden
nahezu alle Surfactant-Bestandteile neu synthetisiert oder reutilisiert, bevor sie im dichten
Golgi-Apparat weiter transformiert werden. Die Lamellenkorper mit ihrem charakteristischen
band- und zwiebelschalenartigen Aspekt dienen als Speicherorganellen fiir Phospholipide und
Surfactantproteine, bis sie ihren Inhalt durch Verschmelzung mit der Zellmembran
ausschleusen. Extrazellulér transformieren ihre Inhaltsstoffe rasch in tubulidres Myelin.

Neben der Surfactantsynthese und -sekretion ist der Pneumozyt II auch an zahlreichen
anderen Prozessen beteiligt. Dazu gehoren die Sekretion multipler Substanzen, Rezeptoren
und Botenstoffe wie Lysozym, Kathepsin H, Antiproteasen, Convertase, apoptose-
induzierende Membranrezeptoren, lysosomale Enzyme der Lamellenkorper. Der Pneumo-
zytII ist in die Reparatur geschidigter Deckzellen involviert und kann sich in einen
Pneumozyten Typ 1 transformieren. Er interagiert mit Fibroblasten, Endothelzellen,
Alveolarmakrophagen und Leukozyten. Mason und Williams bezeichneten den
Pneumozyten I deshalb als den ,,defender of the alveolus [158], was Fehrenbach in seiner
umfassenden Ubersicht iiber den aktuellen Wissensstand zum Pneumozyten II wieder

aufnahm [70].
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1.4.2. Physikalische Grundlagen zur Oberflichenspannung

Auf den die Alveolen auskleidenden Pneumozyten befindet sich ein diinner Fliissigkeitsfilm,
der Immunzellen, Botenstoffe, Serumproteine und Zellprodukte enthilt. Auf dieser schmalen
Fliissigkeitsschicht, die auch als Hypophase bezeichnet wird, breitet sich der Surfactant als
ein- bis mehrschichtiger molekularer Lipidfilm (auch als ,,Monolayer®, ,Bilayer* oder
»Multilayer benannt) aus. Er bildet die Grenzflache zwischen der alveoldren Luft und der
Hypophase. In der neueren Nomenklatur findet sich fiir die beiden Schichten (,,Layer* und

Hypophase) auch der Begriff der ,,epithelial lining fluid* (ELF).

Bei der Inspiration vergroBert sich die alveoldre Oberflache. Die dicht liegenden Molekiile
tiber der Hypophase werden auseinandergezogen und vertikal in der Fliissigkeit oder
horizontal an die vergroBerte Oberfliche bewegt. Dabei muss gegen molekulare Kohisions-
krifte Arbeit geleistet werden, die fiir die an die Oberfldche gebrachten Molekiile groBer ist
als fiir die im Inneren verbliecbenen Molekiile. Dementsprechend besitzen diese
Grenzflachenmolekiile eine hohere potentielle Energie. Diese Energie wird als Grenzfldchen-
energie oder Oberflichenspannung (OFS) bezeichnet. Sie ist die Arbeit, die pro Flichen-
einheit bei der Trennung zweier Phasen zur VergroBerung einer Oberfliche aufgebracht
werden muss [166].

Eine wesentliche physikalische Eigenschaft der OFS besagt, dass sie kleinstmogliche Fldchen
zu bilden versucht. In der Alveole bedeutet es, dass die ELF eine minimale alveolire
Oberfldache anstrebt, um den kleinstmdoglichen potientiellen Energiezustand zu erreichen.
Daraus resultiert eine Verkleinerung der Alveole und eine Erhohung des intraluminalen
Gasdrucks, der ohne Surfactant in Abhéngigkeit vom Radius der Alveole unterschiedlich

hoch wire. Dafiir hat Laplace das Gesetz formuliert:

2x OFS
R

P =

woraus folgt:

PxR

OFS =
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Das bedeutet: Der Gasdruck (P), auch Kollapsdruck der Alveolen bezeichnet, verhilt sich
proportional zur OFS und umgekehrt proportional zum Radius (R) der Alveole. Oder: Die
OFS ist bei konstantem Druck direkt abhéngig vom Radius.

Da Alveolen kein ausreichendes Stiitzgeriist besitzen, wiirden gemall dem Laplace schen
Gesetz kleine Alveolen mit geringem Radius auf Grund ihrer hohen OFS wihrend der
fortlaufenden In- und Exspiration zunehmend atelektatisch werden und ihre Luft in groBere

Alveolen mit geringerer OFS entleeren, die dadurch iiberbldht wiirden.

Der auf der Hypophase gelegene Surfactant ist in der Lage, die Grenzflachenenergie aufzu-
nehmen und in die Phospholipidschicht zu verteilen. Dadurch wird die OFS endexspiratorisch
derartig vermindert, dass in Alveolen jeglichen Durchmessers derselbe Kollapsdruck besteht
und sich keine Atelektasen entwickeln. Die OFS wird wihrend des gesamten Atemzyklus

gesenkt, so dass eine Verminderung der Atemarbeit resultiert (s. a. 1.4.7.).

1.4.3. Zusammensetzung des Surfactant

Surfactant besteht aus einem Lipid-Protein-Gemisch, das die gesamte alveoldre Oberfldche

auskleidet. Seine Zusammensetzung wird in Abbildung 1 aufgeschliisselt.

Surfactantproteine

Surfactantkomposition 20,

Serumproteine
8%

sonstige Lipide
5%

andere Phospholipide
3%

Sphingomyelin
2%

Phosphatidylinositol
2%

Phosphatidylethanolamin

gesattigtes Phosphatidylcholin o
4%

50%
Phosphatidylglycerol
7%

ungesattigtes
Phosphatidylcholin
17%

Abbildung 1: Zusammensetzung des Surfactant. Nach Hamm und Mitarbeiter [96].
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Mittels Ultrazentrifugation kann der Surfactant in zwei Fraktionen aufgetrennt werden. Die
sedimentierten groBen (oder schweren) Aggregate (,large aggregates”, LA) enthalten
tubuldres Myelin, Lamellenkorper, multilamelldre Vesikel [155] sowie Surfactantproteine und
reprisentieren damit die funktionell aktiven Surfactantanteile. Der Uberstand mit den kleinen
(oder leichten) Aggregaten (,,small aggregates®, SA) beinhaltet neben Zytokinen, Faktoren
u. 4. die kleinen Vesikel, die nahezu keine Oberflichenaktivitit besitzen. Beide Fraktionen
entsprechen verschiedenen metabolischen Phasen. Die groen, aktiven Aggregate
konvertieren in die inaktiven kleinen Aggregate, moglicherweise durch eine Carboxylesterase
vermittelt, ohne dass molekulare Mechanismen oder Substrate bisher genau bekannt sind
[202]. Diese biophysikalisch ungiinstige Konversion wird beschleunigt durch Serumproteine

oder Noxen [232].

1.4.4. Zur Struktur der Surfactantlipide
Lipide machen die Hauptkomponenten des Surfactant aus, von denen 90 % auf Phospholipide
entfallen, die restlichen 10 % iiberwiegend auf Cholesterin. Abgesehen vom anders
aufgebauten Sphingosin bestehen die Phospholipide in ihrem Kern aus Phosphorsidure und
Glycerin, an deren einem Ende zwei unverzweigte Fettsduren verestert sind. Am anderen
Ende steht in einer Esterbindung der Alkoholrest Cholin, Ethanolamin, Glycerol, Inositol oder
Serin (Abb. 2). Die Namensgebung der einzelnen Phospholipidklassen orientiert sich an
diesen Alkolholgruppen mit

e Phosphatidylcholin (PC), etwa 80 % aller Phospholipide

e Phosphatidylglycerol (PG), etwa 10 % aller Phospholipide

¢ Phosphatidylethanolamin (PE)

® Phosphatidylinositol (PI)

® Phosphatidylserin (PS)
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Abb. 2: Aufbau des Phospholipidmolekiils. Nach Tiryaki [231].

Sind die beiden am Glycerin anhaftenden Fettsdureketten gesittigt, wird das Phospholipid-
molekiil als disaturiert bezeichnet, ansonsten als unsaturiert. Bei der vorherrschenden
Phospholipidklasse, dem PC, sind 60 % der Fettsduren disaturiert. Die weitaus haufigste
Fettsdurekette stellt die Palmitinsdure, die als disaturierter Fettsdurerest mit Phosphorsiure,
Glycerin und Cholin das Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) bildet. DPPC macht die
Hilfte des gesamten Surfactants aus und ist das bedeutendste Phospholipidmolekiil fiir die

Herabsetzung der Oberfldachenspannung [12].

1.4.5. Riickblick in die Geschichte des Surfactant

Schon vor 75 Jahren hatte van Neergaard anhand seiner Berechungen der Oberflichen-
spannung an der Luft-Fliissigkeitsgrenze eine Substanz in den Alveolen postuliert, die ihrem
endexspiratorischen Kollaps entgegenwirkt [241]. Seinen Forschungen war jedoch die ange-
messene Beachtung versagt geblieben. Erst zwischen 1955 und 1958 machten Pattle und
Clements unabhingig voneinander die Entdeckung, dass sich in den Alveolen Substanzen
befinden, die die Oberflachenspannung mindern. Pattles Entdeckung von sehr niedrigen
Bldschenspannungen im Schaum des Lungenddems lieB ihn einen ,,anti-pulmonary edema

factor annehmen [180,181]. Clements bestimmte in Lungenextrakten die Oberflichen-
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spannungen bei unterschiedlich groBen alveoldren Oberflichen wund erstellte mit
verschiedenen instillierten Substanzen Druck-Volumen-Kurven. Aus den Beobachtungen,
dass erhohte Oberflichenspannung Atelektasen fordert, schlossen Clement und seine Co-
Autoren auf einen ,,anti-atelectasis factor [37,38]. Die gesuchte Substanz sollte laut Macklin
aus Granula (wohl die Lamellenkorper) der Pneumozyten II stammen [153]. Klaus und
Mitarbeiter [129] bewiesen, dass die Mitochondrienfraktion, durch deren Transformation
[Schulz, 209] sich die Lamellenkorper ausbilden, die hochste Oberflichenaktivitit aufwies.
Entsprechend der neu entdeckten Funktion als ,,surface active agent* wurde das Kunstwort
,Surfactant® kreiert.

Die experimentellen Daten wurden klinisch bedeutsam, indem Avery und Mead 1959 in
Neugeborenen-Lungen mit frithkindlichem Atenotsyndrom (IRDS) eine erhéhte Oberflichen-
spannung nachwiesen und einen Mangel an alveoldrer Grenzfliissigkeit dafiir verantwortlich
machten [8]. Pattle und Thomas entdeckten 1961 mittels Infrarot-Absorptions-Spektrometer
in der schaumigen Alveolarfliissigkeit das dem Ei-Lecithin dhnelnde Phosphatidylcholin, das
sie als ursdchlich fiir die Senkung der Oberfldchenspannung ansahen [182]. Buckingham wies
ebenfalls 1961 in den ,Fibrillen“ (gemeint ist wohl das tubulire Myelin) der
Alveolarfliissigkeit Stickstoff, Protein und Phospholipide nach [26]. Interessant waren auch
die Experimente von Klaus et al., die im selben Jahr aus dem getrockneten Alveolarschaum
von Rinderlungen Puder extrahierten, das zu 50 - 70 % aus Lipiden bestand, davon fast 75 %
aus Phospholipiden. Letztere konnten die Oberflichenspannung stirker senken als die
gesamte Lipidmischung. Als Hauptbestandteil des Surfactant isolierten sie Phospatidylcholin
(PC) [129]. Dass neben PC auch Phosphatidylglycerol einen wesentlichen Bestandteil des
Surfactant reprisentiert, indem es die Komprimierbarkeit je nach GroBe der alveoldren
Oberfliache veridndert, bemerkten Hallman und Gluck 1976 [94]. Den ersten Versuch eines
Surfactant-Aerosols unternahmen Chu et al. 1967 mit Dipalmitoylphosphatidylcholin
(DPPC), allerdings mit enttiuschendem Resultat [36].

Die Bildung der Surfactant-Komponenten Phospholipide, Proteine und Polysaccharide in den
Pneumozyten Typ II hatten schon 1972 Chevalier und Collet mittels autoradiographischer
Markierung festgestellt [34]. Den Nachweis, dass Surfactant intrazelluldr in den Lamellen-
korpern gespeichert wird, die sich extrazelluldr zu tubulirem Myelin umbauen, erbrachte
Williams 1977 mit Einsatz des Elektronenmikroskops [248].

Mehrere innovative Arbeitsgruppen hatten sich mit dem weiteren Verbleib des Surfactant

beschiftigt. Geiger und Mitarbeiter wiesen die Reabsorption des DPPC in Alveolarepithelien
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nach [80], Chandler et al. 1983 in die Pneumozyten Typ II [31]. Schon zuvor hatten King und
Martin 1980 eine Wiederaufnahme in Alveolarmakrophagen beobachtet [126].

Baritussio und Mitarbeiter beschrieben 1981 anhand radioaktiv markierter Precursor-
Substanzen, dass der intraalveoldre Surfactant-Turnover in einem Zeitraum von etwa 4 und 10
Stunden stattfand [11].

Seit den 80er Jahren waren die weiteren Forschungen immer vielfiltiger geworden, z. B.
durch Untersuchungen des Surfactant bei verschiedenen Lungenkrankheiten oder bei
exogenen Einfliissen, insbesondere aber durch die Hypothese, dass Surfactant eine Rolle in
der pulmonalen Abwehr und in der lokalen Immunmodulation einnimmt.

Die ersten Hinweise darauf hatten schon 1973 LaForce, Kelley und Huber gegeben. Sie
beschrieben eine verstirkte Elimination von Staph. aureus in Anwesenheit von alveoldrer
Grenzfliissigkeit und stellten damit erstmals eine Immunfunktion des Surfactant in den
Mittelpunkt [137]. Dass zwischen dem von King und Mitarbeitern im Jahr zuvor isolierten
SP-A [127] und einer gesteigerten Bakterienelimination ein direkter Zusammenhang besteht,
wurde jedoch erst in den 90er Jahren erkannt. Angestoen von den Forschungsarbeiten von
Tenner et al. 1989 an Makrophagen und Monozyten, die unter Zugabe von SP-A eine erhohte
Phagozytosebereitschaft aufwiesen [225], wurde in den weiteren Jahren bis heute eine
intensive Forschungsarbeit zum Anteil des SP-A an der pulmonalen Abwehr betrieben. Kuan
u. a. gaben 1992 der Hypothese weiteren Auftrieb, dass Surfactant auch der Infektabwehr
dient, nachdem sie die Bindung und Aggregation von gramnegativen Bakterien durch
Surfactantprotein-D demonstrieren konnten [134]. Heute besteht kein Zweifel mehr daran,
dass Surfactant zusitzlich zu seiner origindren Funktion als ,,surface active agent* auch eine

origindre Aufgabe in der priméren pulmonalen Abwehr innehat.

1.4.6. Bildung und Resorption der Surfactantlipide

Primér werden die Bausteine des Surfactant iiber das Blutgefi3system zugefiihrt, im Golgi-
Apparat und im endoplasmatischen Retikulum der Typ II-Pneumozyten synthetisiert und in
den osmiophilen Lamellenkorpern in der schon endgiiltigen Surfactant-Komposition
gespeichert. Nach deren Exozytose ins Alveolarlumen transformieren sich die Lamellen unter
Mitwirkung von SP-A und Calciumionen in tubuldres Myelin, das als extrazellulidres
Surfactant-Reservoir und Transportstruktur der Surfactantlipide von der Zelle zum Monolayer
gilt [234,236,250]

Die kontinuierliche Erneuerung wird, neben der de novo-Bildung, nahezu ausschlieBlich

ebenfalls von den Pneumozyten II geleistet, indem die Zellen den Surfactant oder seine
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Abbauprodukte wieder aufnehmen, katabolisieren und reutilisieren. Neben diesem
bedeutsamsten Recycling-Kreislauf gibt es verschiedene Wege der Clearance. So kdnnen
Alveolarmakrophagen, Pneumozyten II oder andere Epithelzellen Surfactant phagozytieren
und denaturieren [250]. Surfactant kann durch Phospholipasen abgebaut werden [235].
Mukoziliarer Transport oralwirts oder Lymphabfluss sind weitere Wege der Verkleinerung
des Surfactantpools [80].

Der Turnover im Alveolarraum ist betrdchtlich: er betrigt etwa 10 - 30 % der Surfactant-
menge pro Stunde [253]. Fiir seinen Hauptbestandteil, das Dipalmitoylphosphatidylcholin
betrdgt der Turnover etwa 5 Stunden [11]. Dagegen erscheint die Gesamtmenge des
Surfactant verhiltnisméBig gering. Auf 1 m* Alveolaroberfliche kommen etwa nur 50 mm’
des Oberfldchen-Layers [166]. Der extrazelluldre Surfactant-Pool des Erwachsenen diirfte
10 - 15 mg/kg KG betragen [98].

Neben den Pneumozyten II konnen auch Epithelzellen des tiefen Bronchialsystems
Surfactantkomponenten synthetisieren. Die Phospholipidzusammensetzung entspricht der des
alveoldren Milieus [20]. Dagegen produzieren Clarazellen der peripheren Bronchien
Surfactant ohne Dipalmitoylphosphatidylcholin [12].

Uber die humane Lunge hinaus ist Surfactant ein universell verbreitetes Lipid-Protein-
Gemisch, das auch in den Lungen von Séugetieren wie Ratten, Kaninchen oder
Meerschweinchen produziert wird. Bei den Tieren ist die Phospholipid-Zusammensetzung
entsprechend den Erfordernissen im Vergleich zu humanem Surfactant modifiziert [190].
Sogar Nicht-Mammalia wie Vogel nutzen Surfactant zur Verringerung der Oberflichen-
spannung ihrer tubuldren Atemwege. An ihre Bediirfnisse angepasst, ist ein hoher Anteil von

oberfldchenaktivem Dipalmitoylphosphatidylcholin nachzuweisen, dagegen kein SP-A [19].

1.4.7. Organisation und Funktion von Monolayer und Multilayer

Der Surfactant breitet sich mit einer Dicke von etwa 50 um iiber der gesamten wissrigen
Hypophase aus, auch bezeichnet als ,,Spreitung®. Die bipolaren Phospholipide tauchen mit
ihrer hydrophilen Alkoholgruppe in die Hypophase ein. Die lipophile Fettsaurekette ragt zum
Alveolarlumen. Dieser Aufbau ermdglicht es, die OFS der wissrigen Phase auf den Surfactant
iberzuleiten, der sie aufnimmt und als Seitdruck, ,,Spreitungsdruck®, weitergibt. Durch dieses
geradezu geniale Prinzip gelingt es der Lunge, die OFS der Alveolen zu erniedrigen [166].
Bei Surfactantiiberschuss nimmt auch er die energetisch giinstigste Form an und organisiert

sich zu kugeligen Vesikeln.
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Der elektronenmikroskopische Nachweis der kontinuierlichen Doppelschicht aus Hypophase
und Phospholipidlayer gelang zwei Arbeitsgruppen erst in den 90er Jahren [9,15]. Schiirch
und Mitarbeiter wiesen dabei nach, dass die vorhandene Phospholipidmenge fiir 2 - 5 Layer
ausreicht [211]. Das garantiert auch unter extremen ventilatorischen Bedingungen einen

intakten Alveolarfilm.

Auch unter den dynamischen Bedingungen der Atmung erweist sich der Surfactant als
auBergewohnlich geeignet, schnell auf die atemmechanischen Vorgaben zu reagieren.
Wihrend der exspiratorischen Reduktion der alveoldren Oberfliche kommt es zu einer
Uberkompression des Surfactant. Die DPPC-Molekiile lagern sich dichter aneinander, so dass
die OFS sinkt. Bei weiterer Kompression werden DPPC-Molekiile in die Tiefe gedringt, so
dass sich weitere Phospholipidschichten ausbilden, die wiederum eine weitere Senkung der
OFS bewirken. Dieser Vorgang konnte sogar elektronenmikroskopisch sichtbar gemacht
werden [4]. Einer Atelektasenbildung entgegen wirkt die zusitzliche Eigenschaft des DPPC,
unter Druck eine viskoOs-elastische Struktur auszubilden, die sich stabilisierend auf die
Alveole auswirkt. Der Kollapsdruck kann in vivo bei einer Kompression um 15 - 20 % auf
etwa 2 mN/m sinken [212]. Fiir die notwendige Fluiditit sorgen dann die Phospholipide PG
und PI [10] und die hydrophoben Surfactantproteine (s. a. Kapitel 1.4.9.).

Eine eingehende experimentelle, elektronenmikroskopisch gestiitzte Arbeit iiber die Multi-
layer-Organisation des Surfactant unter Kompression hat kiirzlich eine Arbeitsgruppe unter

der Mitwirkung von van Golde und Haagsman veroffentlicht [56].

1.4. 8. Aufgaben des Surfactantsystems

Die Hauptaufgabe des Surfactantsystems besteht darin, die Oberflichenspannung in den
terminalen Atemwegen zu senken. Neben dieser namensgebenden ,.klassischen* Funktion
erfiillt der Surfactant eine Vielzahl von Aufgaben, von denen im folgenden die wichtigsten

aufgelistet sind.
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Oberflichenaktive, ,,klassische** Funktionen

Verhinderung des Alveolenkollapses wihrend der Exspiration

Unterstiitzung der inspiratorischen Alveolenexpansion

Verringerung der Atemarbeit

Stabilisierung der kleinen Atemwege, Verhinderung eines Air-trapping

Verbesserung des mukozilidren Transportes

Vorbeugung eines Lungenddems durch Balancierung der hydrostatischen Filtrationskréfte
Aufnahme von inhalierten Mikropartikeln und Translokation in die Hypophase
Aufrechterhaltung einer gleichbleibenden Gasaustauschfliche

Verbesserung des Gasaustausches infolge Kompression der Hypophase (Spreitungsdruck)

Schutz der Hypophase vor Austrocknung

Nicht biophysikalische und immunologische Funktionen

Primire Immunbarriere, Hemmung von Adhésion und Invasion

Antioxidative Wirkung zum Schutz gegen freie Radikale

Aufnahme von inhalierten Mikropartikeln und Sedimentation in die Hypophase
Opsonierung zur erleichterten Phagozytose

Modulation von Chemotaxis, Phagozytose und ,,oxidative burst* der Makrophagen
Neutralisation von bakteriellen Toxinen

Inhibition endotoxin-stimulierender Zytokine aus Makrophagen

Neutralisation endogener Mediatoren wie freie Radikale und reaktive Spezies

Hemmung der Proliferation, Zytotoxizitdt und Immunglobulinproduktion durch Phospholipide

Tabelle 1: Funktionen des Surfactantsystems [nach 76,85,166]

Insbesondere durch die vielfdltigen Effekte der hydrophilen Surfactantproteine kann das
Alveolarsystem rasch und fein abgestimmt reagieren - bevor Eindringlinge sich iiber mehrere
Zellteilungszyklen ausbreiten konnen, bevor grofere physikalisch-chemische Schiden durch
kleine Partikel entstehen, bevor die langsamere adaptative Abwehr eingreifen kann.

McCormack und Whitsett bezeichnen das als optimale Abwehrstrategie [159].
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1.4.9. Die Surfactantproteine A, B, C und D

Proteine finden sich nur zu etwa 10 % im Surfactant. Vier Fiinftel davon stellen Serum-
proteine wie Albumin oder Harnstoff, die die alveolo-kapillire Membran passieren konnten.
Lediglich 2 % des gesamten Surfactant bestehen aus den vier spezifischen Surfactant-
proteinen, die 1988 in der Reihenfolge ihrer Entdeckung als SP-A, SP-B und SP-C benannt
wurden [189]. SP-D wurde erst ein Jahr nach Einfithrung dieser Nomenklatur entdeckt [184].
Die Proteine B und C haben Anteil an der Optimierung der Surfactantorganisation und
-funktion [212]. SP-A und SP-D gehoren als Kollektine zum natiirlichen Abwehrsystem.

Proteine mit einem kollagenartigen und einem N-terminalen Anteil sowie einer

kugelformigen Kohlenhydrat-bindenden Doméne (CRD) werden zur Familie der Kollektine

gerechnet. Mit ihrem freien C-terminalen Ende konnen sie an Molekiilmuster zahlreicher
Mikroorganismen binden und tragen wesentlich zur deren ersten, unspezifischen Abwehr
(,,innate immunity*) bei. Surfactantprotein-D, Mannose-bindendes Lektin (MBL) sowie das in
seiner Aufgabe noch unklare Leberkollektin-1 (CL-L1) stellen weitere humane Kollektine dar

[92,101,251].

Surfactantprotein-A ist das am besten untersuchte Kollektin. Entsprechend seinem
genetischen Code auf Chromosom 10 mit zwei Allelen und Splice-Varianten [74] wird es aus
248 Aminosduren im endoplasmatischen Retikulum der Pneumozyten gebildet, in den
Lamellenkorpern gespeichert und durch deren Verschmelzung mit der Zellwand aus-
geschleust [100].

An die endstiandige kurze N-terminale Region schlieBt sich eine Kollagen-dhnliche ldngere
Sequenz an, die iiber einen kurzen ,,Hals* in das C-terminale Ende iibergeht. Letzteres wird
auf Grund seiner Kohlenhydrat-bindenden Region (,,carbohydrate recognition domain®)
CRD-Domine genannt. SP-A ist damit dhnlich strukturiert wie SP-D, jedoch mit 20 nm
Linge um ein fiinffaches kiirzer. Drei Monomere legen sich zu einer um den Kollagen-
Bereich gedrillten Tripelhelix, dem Trimer, zusammen. Sechs Trimere formieren, stabilisiert
durch Disulfidbriicken am N-terminalen Ende, das ausdifferenzierte Oktadekamer-Molekiil,

dessen Aufbau an einen Tulpenstrauf} erinnert (Abb. 3) [92].
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Abb. 3: Die Struktur des SP-A-Molekiils [aus 92].

Als ein die Abwehr unterstiitzendes Molekiil scheint SP-A auch in extrapulmonalen Organen
des Menschen exprimiert zu werden, wie in Darm, Niere, Mittelohr, Brustdriise [Ubersicht in
92]. Sogar eine SP-A-Produktion in den mesothelialen und synovialen Hohlen wird

angenommen [57].

Der Schwerpunkt der SP-A-Funktion liegt in seiner Unterstiitzung der unspezifischen
Erstlinien-Abwehr im terminalen Bronchialsystem. Die CRD-Doméne bindet an Poly-
saccharide, Lipopolysaccharide (LPS), Membranproteine und Di-Mannose-Strukturen auf
Zellwanden von gram-positiven und gram-negativen Bakterien. Pilze und Pneumocystis
konnen iiber ihre Zellwand-Glykokonjugate erkannt werden. SP-A interagiert mit viralen
Lektinen, Mannose-Oligosacchariden oder speziellen Glycoproteinsequenzen [49]. SP-A kann
Mikroorganismen agglutinieren und aggregieren oder sich an Zellwandliganden anlagern und
so als Opsonin wirken. SP-A wirkt chemotaktisch und stimuliert die Phagozytose,
vorwiegend durch Aktivierung von Alveolarmakrophagen und Monozyten, aber auch auf
neutrophile Granulozyten und deren ,,respiratory burst®. Kiirzlich wurde sogar eine direkte
toxische Wirkung auf Bakterien nachgewiesen [254]. Seit wenigen Jahren sind auch
Beeinflussungen des adaptativen Immunsystems bekannt. Die Aktivitit von Lymphozyten
wird in der Regel gehemmt, ihre Effektoren (Entziindungsmediatoren, Immunglobuline)
erfahren eine Absenkung. Auf die Liberation von Histamin und einiger Interleukine wirkt

SP-A hemmend. In Abhingigkeit von verschiedenen Bedingungen kann es eine Entziindungs-
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reaktion (vermittelt z. B. durch freie Radikale oder Zytokine) beschleunigen oder bremsen
[nach 92,138,233].

Mittlerweile sind mehrere Kollektin-bindende Rezeptoren oder Proteine auf Zellmembranen
bekannt. Alveolarmakrophagen und Pneumozyten II exprimieren als Bindungsstelle den SPR-
210-Rezeptor. Monozyten konnen SP-A iiber ihren C1qR,-Rezeptor binden. Pneumozyten 11
besitzen auf ihrer Zellmembran mehrere Bindungsproteine fiir SP-A [Ubersicht in 49].
Korpuskuldre Teilchen wie Pollen, Sporen oder inerte Mikropartikel schlagen auf dem
Surfactant nieder, werden benetzt und in die Hypophase sedimentiert, wo sie phagozytiert

werden [81]. Zuvor kann durch Bindung an SP-A eine Opsonierung erfolgen.

In den letzen 10 Jahren wurde eine kaum iiberschaubare Anzahl von Publikationen
veroffentlicht, die sich mit der Interaktion von SP-A und pathogenen Organismen sowie
seinen nicht-immunologischen Funktionen beschéftigten. Mehrere bedeutsame Arbeits-
gruppen haben in aktuellen Reviews den derzeitigen Wissensstand zusammengefasst: Crouch
und Wright 2001 [49], Haagsman 2002 [92], Hawgood und Poulain 2001 [101], Lawson and
Reid 2000 [139], McCormack und Whitsett 2002 [159].

Abb. 4: Die Gitternetzstruktur des tubuldren Myelin, elektronenmikroskopische Ansicht (a). Ausschnitt aus a,
Modellansicht: Vier SP-A-Molekiile formieren sich in je einer Gitterecke von tubuldrem Myelin mit ihren CRD-
Dominen und verbinden sich im Zentrum mit ihren N-terminalen Enden [aus 159].

Zu den wichtigen nicht-immunologischen Aufgaben des SP-A gehort es, das tubuldre Myelin
mit den sie enthaltenden Surfactantlipiden zu stabilisieren. Dazu lagert sich jeweils eine CRD-
Domine in jede Ecke eines Gitterquadrates; im Zentrum verbinden sich die vier N-terminalen

Enden (Abb. 4) [159]. SP-A hat eine hohe Affinitdt zu DPPC und reguliert die Organisation
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von Phospholipiden im Monolayer und dessen Flexibilitit [213]. Die Phospholipid-
Expression aus Pneumozyten Typ II wird durch SP-A gedrosselt, die Lipidaufname in
Alveolarmakrophagen verstarkt [195,252]. SP-A blockiert die Phospholipase A2 [72], und
schiitzt den Monolayer vor funktionellen Inhibitoren wie Serumproteinen [40]. Es hilft die
biophysikalische Integritit zu bewahren, indem es die Konversion von aktiven groBen
Aggregaten in inaktive kleine Aggregate verlangsamt [239].

Die wichtigsten Aufgaben des SP-A werden in Tabelle 2 zusammengefasst.

Nicht-immunologische Aufgaben Immunologische Aufgaben

Formierung des tubuléren Myelins Opsoninbildung

Surfactant-Sekretion und -Wiederaufnahme | Aggregation
modulieren (Surfactanthomdostase)

Schutz vor Inhibitoren des Surfactant Agglutination

Regulation und Ordnung des Phospholipid- | Verbesserte Phagozytose durch Makrophagen
einbaus in den Monolayer

Erhaltung der Oberflachenaktivitat Aktivierung von Neutrophilen, respiratory burst

T-Zell-Hemmung

Entziindungsférderung oder -hemmung

Chemotaxis fur Neutrophile und Makrophagen

Unterdrickung einer allergischen Reaktion

Tabelle 2: Die Rolle des SP-A im alveoldren Surfactant.

Bisher ist zwar keine eigentliche Erkrankung bekannt, die auf einem hereditiren SP-A-
Mangel beruht [159]. An SP-A-defizienten Miusen wurde aber eine erhohte Sensitivitit auf
die Surfactantinaktivierung durch Plasmaproteine und eine raschere Konversion von den
grofen in kleine Aggregate belegt [101,118]. Zudem fiihrt ein SP-A-Mangel zu Defiziten in
der lektin-vermittelten Abwehr und zur Ausbildung einer stirkeren Entziindungsreaktion
durch vermehrten Neutrophileneinstrom und Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies, die -

unerwiinscht - das Alveolarmilieu schidigen [92,159].

Surfactantprotein-B stellt ein kleines, hydrophobes Molekiil aus 79 Aminosduren dar. Die

Precursor-Form wird in den Typ II-Pneumozyten produziert, auf dem Weg in die

Lamellenkorper aktiviert und dort gespeichert [246]. Nach Exozytose in den Alveolarraum
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wirkt es bei der Bildung des tubuldren Myelins mit [191], beeinflusst durch seine positive
Ionenladung die molekulare Anordnung der anionischen Phospholipidschichten [39] und
beschleunigt die Bildung eines Surfactant-Multilayers durch  Akzeleration des
Eintauchvorgangs der Phospholipide in tiefere Schichten wihrend der Verkleinerung der
alveoldren Oberflache [46], was fiir die Funktion des Surfactant bei der Exspiration essentielle
Bedeutung hat. SP-B besitzt keine sekretorischen oder immunmodulatorischen Fihigkeiten.
Aus einem schweren SP-B-Mangel resultiert jedoch innerhalb der ersten Lebensjahre der Tod
an Lungenversagen [99]. Alveolarproteinosen werden mit Mutationen des SP-B-Gens in

Zusammenhang gebracht [87].

Surfactantprotein-C als kleines, hydrophobes Molekiil aus nur 35 Aminosduren, wird

ebenfalls als Precursor-Protein in den Pneumozyten II gebildet und zusammen mit SP-B und
Phospholipiden iiber die Lamallenkorper als Vesikel aus den Zellen ausgeschleust. Im
Alveolarraum im Uberfluss vorhanden, liegt es in der Phospholipidschicht oder iiberspannt
zwei Schichten [168]. Deshalb fordert es einerseits die Stabilitdt und die Ausbreitung der
Surfactantlipide in der Alveole. Andererseits kann es durch Ruptur die Kontinuitdt der
Phospholipidschicht unterbrechen und so deren Formation beeinflussen und die Verschieb-
lichkeit der Lipidmolekiile erleichtern [113,114]. Weiterhin vermittelt es calcium- und
druckabhidngig den raschen Transfer von Phospholipiden zwischen Surfactantschicht und
Vesikeln [124,175]. Moglicherweise schiitzt es vor Surfactantinaktivierung durch ein-
gedrungene Serumproteine, indem es sie bindet [214]. Das Fehlen von SP-C fiihrt zu
interstitiellen Lungenerkrankungen und begiinstigt moglicherweise die Emphysementstehung

[246].

Surfactantprotein-D ist aus 355 Aminosduren zusammengesetzt. Seine Funktion liegt nicht in

der spannungsvermindernden Interaktion mit Phospholipiden, sondern in der pulmonalen
Abwehr. Ahnlich dem SP-A und dem typischen Aufbau von Kollektinen folgend, besteht es
aus 4 Sequenzen: einem kurzen N-terminalen Ende, einer Kollagen-dhnlichen Sequenz, einer
kurzen ,,Halsregion und einem C-terminalem Ende, der ,,carbohydrate recognition domain*
(CRD) [46]. Wie bem SP-A lagern sich 3 Molekiile zum Trimer zusammen. 4 Trimere bilden
ein Dodekamer, das im Gegensatz zum SP-A nicht blumenstrau8dhnlich, sondern wie ein
Kreuz gelagert ist. Mit seinem C-terminalen Ende bindet es einerseits an bakterielle, virale
und fungale Zellwandstrukturen wie Lipopolysaccharide (LPS), oder an Endotoxine und

Glucoconjugate und fithrt so zur Aggregation und Agglutination zahlreicher
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Mikroorganismen, zur Hemmung viraler Hamagglutination und zur Opsoninbildung.
Andererseits interagiert es mit Alveolarmakrophagen und Pneumozyten Typ II und unterstiitzt
somit die Phagozytose und den ,respiratory burst®. Auch an Pollen und Stauballergene kann
SP-D mit einem seinen Enden binden [Ubersichten in 46,47,101]. Als Abwehr-Kollektin
wurde SP-D auch in anderen humanen Geweben (z. B. cholangio-pankreatisches Gangsystem,

Parotis) nachgewiesen [154]. Eine SP-D-Defizienz hat offenbar keine fatalen Folgen.

1.4.10. Surfactantverinderungen bei verschiedenen Lungenerkrankungen

Veridnderungen der Surfactantkomponenten konnen schwerwiegende Beeintrichtigungen
nach sich ziehen. Pathophysiologisch fiihrt eine Dysfunktion der Phospholipide iiber eine
verminderte Senkung der Oberflichenspannung zu Herabsetzung der Lungencompliance, zur
Erhohung der funktionellen Residualkapazitit und zur Dystelektase oder Atelektase. Die
Atemarbeit wird sich erhohen. Der Gasaustausch zwischen Alveole und Kapillare wird gestort
sein. Die verminderte antimikrobielle Aktivitit und eine iiberschieBende Entziindungsreaktion
bei SP-A-Mangel ist in Tierversuchen belegt [159]. Die natiirliche Elimination inerter

Mikropartikel (z. B. durch Tabakrauch) ist bei geschadigtem Surfactant verzogert [78,165].

Bei bakteriellen und sog. atypischen Pneumonien sind SP-A- und Lipidgehalt erniedrigt und
die OFS erhoht [90]. Ahnliche Verinderungen bestehen beim Adult Respiratory Distress
Syndrome (ARDS). Bakterien, Viren, freigesetzte Toxine, aber auch von korpereigenen
Entziindungszellen freigesetzte Phospholipasen und Proteasen ebenso wie Plasmaproteine und
Héamoglobin [66] inaktivieren direkt oder indirekt das Surfactantsystem. In der Lunge von
Asthmakranken ist die Surfactantfunktion gestort [108,109]. Frerking u. a. diskutierten
kiirzlich eine Beeintriachtigung des SP-A als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung einer COPD
[76]. Raucher weisen einen verminderten Phospholipidgehalt auf [110]. Bei idiopathischer
Lungenfibrose sind u. a. die groBen Aggregate vermindert, gleichermaflen bei Sarkoidose
[89].

Zahlreiche andere Lungenkrankheiten wurden auf Konzentration und Funktion verschiedener
Surfactant-Bestandteile untersucht. Ubersichten dazu bieten Devendra und Spragg [55] oder
Griese [85]. Eine ausfiihrliche Ubersicht iiber die zahlreichen Lungenerkrankungen, die mit
einer Verdnderung der Surfactantproteine assoziiert sind, gaben Hermans und Bernard in ihrer

Publikation iiber epithelspezifische Proteine der Lunge [104].
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1.5. Ziele dieser Arbeit

Durch die zytostatische Chemotherapie eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms erfahrt das
zelluldare Immunsystem eine erhebliche quantitative und qualitative Beeintrdchtigung. Das
eher seltene Ereignis einer nicht-poststenotischen Pneumonie bei chemotherapierten Patienten
lasst vermuten, dass ein lokales pulmonales Abwehrsystem Immunfunktionen gegeniiber
inhalierten Krankheitserregern wihrend der Phase der Knochenmarkdepression aufrecht
erhilt. Ein solches unspezifisches Abwehrsystem konnte durch das pulmonale Surfactant-
System, insbesondere die Kollektine SP-A und SP-D reprisentiert werden. Inwieweit das
lokale Surfactantsystem zum einen als primédre Immunbarriere, zum anderen in bio-
physikalischer Hinsicht in die Verdnderungen wiahrend zytoreduktiver Therapie mit

einbezogen ist, wurde bislang kaum charakterisiert.

In dieser Studie sollte bei Patienten mit Bronchialkarzinom gepriift werden, welchen Einfluss
eine zytoreduktive Chemotherapie auf die Funktion und Zusammensetzung von Surfactant
aus der bronchoalveoldren Lavage aufweist. Weiterhin sollte untersucht werden, welchen
differenziellen immunmodulatorischen Einfluss der aus der BAL isolierte Surfactant auf
Entziindungszellen ausiibt.

Da eine Rekrutierung von Patienten, die sowohl vor als auch nach einer Chemotherpaie
untersucht werden konnen, nicht moglich war, wurde in der vorliegenden Untersuchung
zunidchst in Form einer Pilotstudie bei unterschiedlichen Patienten Material gewonnen, um
abzuschitzen, ob grundsitzliche Anderungen der Surfactant-Zusammensetzung und Funktion
vorliegen. Dazu wurde bei Patienten mit Bronchialkarzinom entweder vor oder nach
Chemotherapie eine Bronchoskopie mit BAL durchgefiihrt und aus der BAL Surfactant
isoliert. Dieses Material wurde funktionell biophysikalisch charakterisiert, auf seine
Phospholipidaggregat-Zusammensetzung iiberpriift, und der Gehalt an SP-A in der BAL
bestimmt. Der isolierte Surfactant wurde zusdtzlich in in vitro-Experimenten mit
mononukledren Zellen des peripheren Blutes auf seine Fiahigkeiten charakterisiert, die LPS-
induzierte TNFa-Freisetzung und die mitogen-induzierte Zellproliferation zu modulieren.
Sofern sich in der vorliegenden Pilotstudie grundsitzliche Unterschiede nachweisen lassen
sollten, wiren in einem zweiten Schritt die vermuteten chemotherapiebedingten
Verdnderungen in einem konfirmatorischen Studiendesign an einer gepaarten

Patientenstichprobe mit einer a priori berechneten Stichprobengrof3e zu verifizieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Patienten und Probanden

Die initiale Studienkonzeption hatte die Untersuchung identischer Patienten vor und nach
Chemotherapie vorgesehen. Auf Grund der schwierigen Patientenrekrutierung mussten
unterschiedliche Personen in die beiden Kollektive aufgenommen werden. Trotz der
Teilnahme von vier Pneumologischen Zentren lieBen sich, unter Beachtung der genannten
Ausschlusskriterien, in dem vorbestimmten Zeitraum keine gro3e Anzahl von Patienten
gewinnen, die ein Studiendesign mit verbundener Stichprobe erlaubt hitte. In der Studie
wurden deshalb entsprechend der Machbarkeit insgesamt 65 Patienten und Probanden

untersucht, die sich auf 3 Kollektive verteilten.

Das erste Kollektiv umfasste 21 Patienten mit Bronchialkarzinom vor Einleitung einer
Chemotherapie. Es handelte sich um 15 Minner und 6 Frauen. Das mittlere Alter betrug
59,5 Jahre innerhalb einer Altersspanne von 37 bis 77 Jahren. Die Patienten befanden sich
zur Abkldrung eines vermuteten Bronchialkarzinoms in stationidrer Behandlung und waren
bisher noch nicht tumorspezifisch behandelt worden. Die Tumordiagnose war im
stationdren Verlauf mittels Bronchoskopie bzw. einmal durch eine Feinnadelpunktion von
Lebermetastasen zytologisch und/oder histologisch gesichert. Die Tumortypen verteilten
sich auf 8 kleinzellige Karzinome und 13 nicht-kleinzellige Karzinome (8 Plattenepithel-

und 5 Adenokarzinome). Die feingewebliche Diagnose passte zu den klinischen Befunden.

Die 16 Patienten des zweiten Kollektivs hatten einen Tag zuvor eine ACO-Chemotherapie
erhalten. Die 10 Minner und 6 Frauen wiesen ein durchschnittliches Alter von 61,3 Jahren
mit einer Altersspanne zwischen 47 und 80 Jahren auf. Ein Patient wurde nach dem
1. Zytostasekurs untersucht, 8 Patienten nach dem 2. Kurs, 4 nach dem 3. und 3 nach dem
4. Behandlungskurs (vgl. Tab. 1). Die Bronchoskopie erfolgte nach dem 3. oder 4.
Behandlungskurs oder bei unzureichendem Ansprechen nach dem 1. oder 2. Kurs (s. a.

Tab. 3). Der Zeitpunkt wurde vom behandelnden Pneumologen in der Klinik vorgegeben.

BAL nach Chemotherapie-Kurs Anzahl der Patienten, n = 16
1 1

2 8
3 4
4 3

Tabelle 3: Zeitliche Stellung der BAL im Chemotherapie-Ablauf.
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Unter den Patienten der beiden Kollektive befanden sich 17 Raucher und 17 Ex-Raucher.
Bei 3 Patienten blieb der Raucherstatus unsicher. Wer bis zu 4 Wochen vor der Broncho-
skopie inhalativ Tabak konsumiert hatte, wurde als Raucher eingestuft, ansonsten galt er
als Ex-Raucher. In beiden Kollektiven gab es keinen lebenslangen Nichtraucher.

Eine generelle Aufteilung in die Subgruppen Raucher und Ex-Raucher wurde nicht vor-
genommen, da die Kollektive klein waren. Die Rauchgewohnheiten in beiden Kollektiven
glichen sich mit 9 Rauchern und 9 Ex-Rauchern vor Therapie und 8 Rauchern und 8 Ex-

Rauchern nach Therapie.

Das Kontrollkollektiv stellten 28 gesunde Probanden (26 Minner, 2 Frauen, mittleres Alter
25,5 = 0,6 Jahre, Altersspanne 22 - 33 Jahre, Nichtraucher) dar, die sich im Rahmen

anderer Studien einer Bronchoskopie unterzogen hatten.

Eingeschlossene | Patienten/ | Alter Tumortyp
Proben Probanden
. m =15 59,5 SCLC =8
Vor Chemotheraple 21 w=6 + 1’9 Jahre NSCLC = 13
. m =10 61,1 SCLC =16
Nach Chemotheraple 16 w=6 +2 4Jahl‘e NSCLC =0
m = 26 25,5
Kontrollen 28 w=2 + 0,6 Jahre
m = 51
Gesamt 65 w=14

Tabelle 4: Demographie und Tumortypen.
Es bedeuten: m = méannlich, w = weiblich, SCLC = Kleinzelliges Bronchialkarzinom, NSCLC = Nicht-
kleinzelliges Bronchialkarzinom. Beim Alter sind die Gruppenmittelwerte + SEM angegeben.

Alter und Geschlechterverteilung zwischen Tumorpatienten und Kontrollpersonen
unterschieden sich deutlich (vgl. Tab. 4). Die Probandengruppe war weder alters- noch
geschlechtergematcht. Sie wurde nicht zu Vergleichen herangezogen, deren Parameter

einem moglichen Alters- oder Geschlechtereinfluss unterliegen.

Die Studie beinhaltet Patienten aus dem Klinikum Hannover Heidehaus (Dr. W. Mall), aus
der Abteilung Pneumologie an den beiden Standorten Klinikum Hannover Oststadt und
Medizinische Hochschule Hannover (seinerzeit Prof. Dr. H. Fabel) und aus der Abteilung
Kardiologie, Angiologie und Pneumologie der Universitit Magdeburg (seinerzeit PD Dr.

T. Welte, Leitung Prof. Dr. H. Klein).
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Die Belastung der Patienten bestand ausschlieBlich darin, sich bei einer ohnehin not-
wendigen Bronchoskopie im Rahmen des Tumorstagings oder einer Verlaufsbeurteilung
zusitzlich einer BAL zu unterziehen. Die Untersuchungsdauer verldngerte sich dadurch
um etwa 5 Minuten. Bedeutsame periprozeduale Komplikationen traten nicht ein.

Die Studie war von der Ethikkommission der Medizinischen Hochschule Hannover auf
ihrer Sitzung am 29. 9. 1998 unter der Nr. 1864 genehmigt worden. Die Patienten hatten in
die Studienteilnahme schriftlich eingewilligt.

Fiir die Patienten wurden Tumordaten, Raucherstatus, wesentliche Begleitkrankheiten,
Medikation, Lungenfunktionsparameter (VC, ITGV, FRC, FEV 1), Blutgase (pO,, pCO,)
und an Laborwerten Leukozyten, Gesamtprotein, BKS, CRP erfasst (vgl. Tabelle 5 und 6).

Geschlecht | Alter | Diagnose | Recovery | BAL-Ort | Tumotstaging | Raucher |FEV1| VC | FEV1%VC |ITGV
w 60 SC 50 Lin lim jal 229| 2,85 80,4| 2,75
m 60 | Sgamous 30 ML T2N3MO0 ja] 2,15| 2,92 73,6| 3,25
m 62 SC 39 Lin ext jal| 2,53| 3,38 749| 8,75
m 47 SC 42 ML ext Ex| 1,56| 2,10 74,3| 2,21
w 77 SC 42 ML lim Ex| 1,06| 1,48 71,6 2,17
w 57 SC 50 ML ext Ex| 1,75| 2,85 61,4| 3,82
m 69 SC 47 Lin ext Ex| 2,37| 3,45 68,7 | 4,25
m 58 SC 52 Lin ext jal| 3,50| 4,01 87,3| 5,07
w| 49 SC 61 Lin ext Ex| 2,27| 3,45 65,8| 3,37
w 57 SC 37 Lin ext jal 2,49| 3,46 72,0| 4,99
w 65 SC 33 Lin ext ja] 1,65| 2,44 67,6| 2,95
m 49 SC 59 Lin ext Ex| 3,89| 5,38 72,3| 4,84
m 75 SC 60 ML ext jal 1,47 2,35 62,6 4,24
m 80 SC 45 Lin lim ja] 2,01 291 69,1| 3,31
m 74 SC 44 ML ext jal 2,17| 3,00 72,3| 3,70
m 63 SC 35 Lin lim Ex| 1,46| 2,79 52,3| 5,50
w 55 SC 28 ML lim jal 1,43| 2,48 57,7| 4,84
w 62 SC 49 ML ext Ex| 2,00| 3,42 58,5| 3,55
m 74 SC 38 ML ext Ex| 2,93| 4,43 66,1| 5,28
m 66 | Sgamous 42 ML T4N2MO jal| 1,78| 3,20 55,6| 3,51
m 68 | Sgamous 30 ML T2NOMO Ex| 1,88]| 2,72 69,1 3,93
w 56 | Sgamous 20 Lin T4N2M1 jal| 2,42| 3,80 63,7| 4,46
m 46 Adeno 37 ML T4N2MO ja] 2,47| 3,35 73,7| 3,77
m 37 Adeno 80 ML T3N2MO ja] 454| 556 81,7| 5,17
m 65 SC 75 Lin ext jal 4,04| 4,20 96,2| 4,51
m 56 SC 41 ML ext Ex| 2,33| 2,76 84,4| n.d.
m 61 | Sgamous 43 Lin T4N2M1 Ex| 2,15| 38,94 54,6| 4,70
m 54 SC 35 Lin ext Ex| 2,34| 4,36 53,7| 3,72
m 63 | Sgamous 50 Lin T2N2MO Ex| 2,03| 2,81 72,2 2,19
m 60 Adeno 59 ML T2NOM1 Ex| 8,00| 3,90 76,9 n.d.
w| 50 SC 70 Lin lim n.d.| nd.| nd n.d.| n.d.
m 60 | Sgamous 48 Lin T2N1M1 n.d.| n.d| n.d n.d.| n.d.
m 58 Adeno 48 ML T2N1MO ja] 3,30| 4,20 78,6| 4,95
m 58 | Sgamous 38 Lin T3N2MO Ex| 2,06| 3,39 60,8| 4,35
w 54 Adeno 55 ML T2N2M1 Ex| 2,68| 3,38 79,3| 2,73
w 61 SC 68 ML lim ja] 2,05| 2,75 745| n.d.
m 60 SC 60 Lin ext n.d.| 290]| 3,50 82,9| n.d.

Tabelle 5: Basisdaten der Patienten.

Geschlecht: m = ménnlich, w = weiblich. Alter: in Jahren. Diagnose: SC = Kleinzelliges Bronchialkarzinom,
Squamous = Plattenepithel-Bronchialkarzinom, Adeno = Adeno-Bronchialkarzinom. Recovery: Riick-
gewinnungsmenge der BAL in ml, BAL-Ort: ML = Mittellappen, Lin = Lingula, Staging: gemil TNM-
Klassifikation fiir Nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome (letzte Revision 1997); lim = limited disease, ext =
extensive disease fiir Kleinzellige Bronchialkarzinome. Tabakraucher: ja = aktuell Inhalationsraucher, Ex =
Ex-Raucher. FEV I = forciertes exspiratorisches Volumen in 1 Sekunde (in Liter/sek). VC = inspiratorische
Vitalkapazitit (in Liter). ITGV = intrathorakales Gasvolumen oder funktionelle Residualkapazitit (in Liter),
n. d. = nicht durchgefiihrt.
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Tabelle 6: Basisdaten der Probanden.

Geschlecht | Alter | Recovery | FEV 1 VC |FEV1%VC|ITGV-FRC |VC % Soll | ITGV % Soll
m 23 94| 4,98 5,42 92 3,72 86 104
m 23 84| 5,72 6,31 91 3,81 111 114
m 27 86| 4,87 5,55 88 4,03 101 120
m 26 88| 4,82 5,97 81 3,90 115 122
m 23 76| 5,41 6,65 81 3,18 113 94
m 24 80| 5,77 7,76 74 5,21 118 141
m 25 66| 4,62 5,49 84 3,78 102 116
m 24 76| 6,05 8,05 75 4,90 122 132
m 24 84| 5,41 6,52 83 3,97 105 111
m 24 72| 4,65 5,41 86 4,28 103 134
m 25 80| 3,78 4,52 84 1,73 93 57
m 22 73| 4,36 5,24 83 2,52 92 76
m 29 70| 4,62 5,80 80 4,11 109 124
m 24 80| 3,83 4,32 89 3,42 81 106
m 27 82| 4,51 5,02 89 3,72 86 107
m 24 83| 5,70 6,65 86 4,51 111 130
m 24 72| 5,64 7,56 75 5,27 119 144
m 25 88| 5,83 7,85 74 5,73 120 154
m 22 76| 4,63 5,46 85 2,64 95 79
w| 33 76| 3,37 4,13 81 n. d. 119 n. d.
m 32 82| 4,14 5,13 82 n. d. 90 n. d.
m 23 88| 4,93 6,08 81 n. d. 99 n. d.
m 27 72| 4,89 6,49 75 n. d. 103 n. d.
m 23 88| 4,78 5,40 88 n. d, 96 n. d.
m 25 58| 5,17 6,26 83 n.d, 104 n. d.
m 24 76| 4,63 5,80 80 n. d. 100 n. d.
m 28 84| 4,02 4,83 83 n. d. 93 n. d.
w| 33 77| 3,51 4,77 74 n. d. 121 n. d.

Geschlecht: m = ménnlich, w = weiblich. Alfer: in Jahren. Recovery: Riickgewinnungsmenge der BAL in ml,
BAL-Ort: ML = Mittellappen, Lin = Lingula. FEV I = forciertes exspiratorisches Volumen in 1 Sekunde (in
Liter/sek). VC = inspiratorische Vitalkapazitit (in Liter). ITGV = intrathorakales Gasvolumen oder
funktionelle Residualkapazitét (in Liter), n. d. = nicht durchgefiihrt.

Als Ausschlusskriterien von der Studie galten

Kontraindikationen gegen eine Chemotherapie oder eine Bronchoskopie (z. B.

Karnofsky-Index < 50 %, stark eingeschriankte Lungenfunktion)

beidseitiger Tumorbefall der Lunge

aktuelle oder kiirzlich abgelaufene Pneumonie der nicht tumortragenden Lunge

blutige oder stark schleimige BAL

nicht reprisentative BAL, erkennbar an einem Epithelzellen-Anteil von > 10 %

BAL-Riickgewinnungsrate von weniger als 20 %

mikrobiologische oder zytologische Hinweise (z. B. Neutrophilie > 11 %) auf eine

Infektion in der BAL

Hinweise auf eine durch Zytostatika induzierte Pneumonitis



Material und Methoden -28 -

2.2. Bronchoskopie
2.2.1. Fiberbronchoskopie

Die Bronchoskopie diente bei den Patienten vor Therapie der Diagnosestellung und
Stadieneinteilung des Karzinoms. Im therapierten Kollektiv erfolgte sie am Tag nach der
Chemotherapie.

Sie wurde mit Ausnahme von 3 Patienten (siehe Kap. 2.2.2.) als fiberoptische Spiegelung
in Lokalanisthesie vorgenommen. Zum obligatorischen Monitoring gehorten die Ableitung
eines 1-Kanal-EKG und der Herzfrequenz, die Messung der transkutanen Sauerstoff-
sattigung und die Anlage eines peripher-vendsen Zugangs.

Nach Primedikation mit 5 mg Hydrocodon und 0,5 mg Atropin subcutan etwa 30 Minuten
vor der Untersuchung inhalierten die Patienten etwa 15 Minuten lang 1,5 mg Salbutamol in
0,9 %iger NaCl-Losung iiber einen Inhalator. Zur Lokalanésthesie von Rachenschleimhaut
und Kehlkopf wurde 4%ige Lidocain-Losung aufgetragen. Die Anisthesie der unteren
Atemwege erfolgte mit 2%iger Lidocain-Losung. Die maximale Lidocaindosis iiberstieg
nicht 6 mg/kg KG. Nur vereinzelt wurde die zusitzliche Gabe von bis zu 2,5 mg
Midazolam notwendig. Wihrend der Untersuchung wurde iiber eine Nasensonde 2 - 4 1
Sauerstoff/min zugefiihrt.

Im Krankenhaus Heidehaus verliefen Inhalation und Lokalanésthesie modifiziert. Das
Inhalationsgemisch beinhaltete neben 1,5 mg Salbutamol in 0,9 %iger NaCl-Losung auch
2 ml einer 1%igen Oxybuprocain-Losung. Nach einer Inhalationszeit von 20 - 30 Minuten
wurden iiber eine Kehlkopfkaniile 2,5 ml einer 2%igen Lidocain-Losung auf die
Stimmbinder getrdufelt, gefolgt von 2 - 4 StéBen (20 - 40 mg) eines Lidocain-Pumpsprays
auf die Rachenschleimhaut. Bedarfsweise wurde die Lokalanésthesie nach Einfiihren des
Bronchoskops komplettiert durch Betrdufeln des Kehlkopfes und der Trachealschleimhaut
unter Sicht mit bis zu 10 ml einer 1%igen Lidocain-Losung. Die maximal applizierte
Gesamtdosis errechnete sich auf 190 mg und blieb damit unter der von den Herstellern
geforderten intravendsen Hochstdosis von 200 - 300 mg/Stunde [201] bzw. 4,5 mg/kg KG
[7].

Alle Raucher wurden dazu angehalten, mindestens 12 Stunden vor der Bronchoskopie

nicht zu rauchen.
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2.2.2. Narkosebronchoskopie

Die Bronchoskopie von 3 Patienten erfolgte in intravendser Kurznarkose (Hypnotikum
Methohexital, Muskelrelaxans Succinylcholin, Analgetikum Remifentanil) mit dem starren
Instrumentarium der Fa. Storz, Tuttlingen. Nach Abschluss der Probenentnahmen zur
Tumordiagnostik schloss sich die BAL in der oben beschriebenen Technik an iiber ein in

das starre Bronchoskopierohr eingefiihrtes flexibles Bronchoskop.

2.2.3. Gewinnung und primiire Verarbeitung der BAL

Die Technik der BAL richtete sich nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir
Pneumologie [54].

Zunichst erfolge die Inspektion des einsehbaren Bronchialsystems ggf. mit Entnahme der
notwendigen Gewebs- und Sekretproben. Im Anschluss daran wurde der dem Tumor
kontralaterale Lingula- oder Mittellappenbronchus auf Segment- oder Subsegmentebene
zur BAL-Entnahme mit dem Bronchoskop okkludiert (wedge position). In den ver-
schlossenen Bronchus wurden 20 ml einer korperwarmen 0,9 %igen NaCl-Losung
instilliert. Die riickgewonnene Portion wurde verworfen, um etwaige Verunreinigungen
aus der bronchialen Vorlaufstrecke (Lidocain, bronchiale Zellen) zu minimieren.

Fiir die nun folgende BAL wurden 100 ml warme Kochsalzlosung in 5 Einzelfraktionen
420 ml eingespiilt, sogleich mit niedrigem Sog atraumatisch abgesaugt und gepoolt
gesammelt. Durch Filterung iiber ein Mullnetz lielen sich eventuell noch vorhandene
grobe Schleimflocken zuriickhalten. Die gesiebte riickgewonnene Spiilfliissigkeit
(Recovery) wurde sofort auf Eis gelegt und gelangte ohne Unterbrechung der Kiihlkette
zur Primérzentrifugation ins Labor. Fiir jede Probe waren Zeitpunkt der BAL, Entnahme-

ort, Recovery und Ankunft im Labor protokolliert.

Die Primérzentrifugation der gekiihlten BAL erfolgte innerhalb einer Stunde nach ihrer
Entnahme aus dem Bronchialsystem. Das gepoolte Material wurde 10 Minuten lang mit
250 x g zentrifugiert, danach der zellfreie Uberstand in Plastikrohrchen und Eppendorfcups
portioniert und sofort bei —28° C fiir spétere Untersuchungen eingefroren.

Das Zellpellet wurde zur Ermittlung der Differenzialzytologie auf den Objekttrager
ausgestrichen, luftgetrocknet und mit einer May-Griinwald-Giemsa-Losung gefirbt. Die
mikroskopische Zellzdhlung und -differenzierung erfolgte als Doppelbestimmung manuell.
Dazu wurden 200 Zellen differenziert. Die Gesamtzellzahl wurde in der Neubauer

Zihlkammer bestimmt.
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2.3. Zytostatische Chemotherapie

Die Therapie mit Adriamycin, Cyclophosphamid und Vincristin gilt als etabliertes
Protokoll zur Erstbehandlung des SCLC [226]. Es existieren verschiedene, in ihrer Dosis
unterschiedliche Regimes [Ubersicht in 208]. In der Studie kam folgendes Protokoll zu

Anwendung:

Zytostatika: 60 mg/m2 KOF Adriamycin (= Doxorubicin) i.v.
1000 mg/m? KOF Cyclophosphamid i.v.
1,5 mg/m? KOF Vincristin (= Oncovin) i.v.
Wiederholung Tag 28

Begleitmedikation: 50 - 100 mg Metoclopramid per infusionem
100 mg Prednisolon i.v.
Dimenhydrinat i.v. oder Supp.

bedarfsweise Ondansetron 4 — 8 mg i.v. oder oral

Modifikationen: Bei Anzeichen einer peripheren Polyneuropathie, wie sie das Vinca-
alkaloid Vincristin hervorruft, wurde bei dem néchsten Chemotherapiekurs im Austausch
das wirkdhnliche Vinblastin in der Dosis 10 mg/m? KOF i.v. appliziert. Ein Patient erhielt
wegen anhaltender Knochenmarkdepression einen auf 50 % dosisreduzierten Kurs. Der
Zeitabstand von 4 Wochen bis zur nédchsten Zytostatikagabe konnte sich um eine Woche

verldngern wegen z. B. prolongierter Knochenmarkdepression.

2.4. Aufarbeitung der BAL
2.4.1. Ubersicht iiber die Arbeitsschritte

Die auf Eis gekiihlte BAL gelangte innerhalb einer Stunde nach Entnahme zur Weiter-

verarbeitung ins Labor. Die vorgesehenen Untersuchungen umfassten die

e Zelluldre Diagnostik: Zellzahlen und Differenzialzytologie

¢ Surfactantanalytik: Lipide (Gesamtphospholipide, kleine und grofle Aggregate)
Proteine (Gesamtprotein, Surfactantprotein-A)
Oberfldchenspannung (Ymin, Ymaxs Yads)

¢ Immunmodulation: TNFa-Sekretion aktivierter mononukleédrer Blutzellen

Proliferationshemmung aktivierter mononukledrer Blutzellen
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Wegen der deutlich reduzierten Menge an Surfactant-Phospholipiden (s. Kap. 3.2.1.)
konnte nicht jeder Patient komplett beziiglich aller vorgesehenen funktionellen und

immunologischen Parameter analysiert werden.
Eine orientierende Ubersicht (Abb. 5) soll vorab den Untersuchungsablauf verdeutlichen,

bevor die weiteren Arbeitsschritte kurz erldautert werden. (Die in Klammern angegebenen

Punkte beziehen sich auf den Methodik-Teil.)

BAL-Zentrifugation mit 250 x g (2.2.3.)

l l
! Zellpellet: zytologische Differenzierung (2.2.3.)
|
Uberstand — Proteinanalytik: Gesamtprotein, SP-A (2.4.3.)

l — Phospholipidbestimmung (PL) (2.4.2.)
l

Hochgeschwindigkeitszentrifugation mit 48.000 x g
l l

Pellet, resuspendiert — TNFa (2.4.5.) Uberstand — Phospholipidbestimmung fiir SA (2.4.2.)

— Proliferationshemmung (2.4.5.)
— Phospholipidbestimmung fir LA (2.4.2.)

— Surfactantaktivitit (2.4.4.)

Abbildung 5: Untersuchungsablauf der BAL. Ubersicht.

2.4.2. Gewinnung der Surfactant-Fraktionen, Lipidanalytik

Der zentrifugierten, zellfreien BAL wurden 2 x 500 pl als Proben fiir eine Doppel-
bestimmung der Phospholipide entnommen. Die iibrige BAL-Fliissigkeit wurde bei 0° C
mit 48000 x g fiir 60 Minuten lang zentrifugiert, um die Surfactantfraktionen aufzutrennen.
Die ,.groBBen Aggregate* (LA), die sich am Boden abgesetzt hatten, wurden resuspendiert
und nach Berechnung der Wiederfindungsrate, Konzentrationskorrektur und Erfassung des
Lipidverlustes der Phopholipidbestimmung (s. u.) zugefiihrt.

Aus dem Uberstand wurden nach Ultrazentrifugation Doppelproben fiir die Bestimmung

des Phospholipidgehaltes in den ,,kleinen Aggregaten* (SA) entnommen.
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Die Phospholipidmenge aus den drei Fraktionen (BAL-Uberstand, SA-Uberstand und LA-
Pellet) wurden in einem photometrischen Verfahren in Anlehnung an Bartlett [13]
bestimmt, indem nach einer Lipidextraktion und anschlieBendem thermischen und
chemischen Herauslosen des Phosphates aus dem Phospholipidmolekiil die Menge des
enthaltenen Phosphates analysiert und auf die Konzentration des Phospholipids
zuriickgerechnet wurde. Das in jeder Probe schon primir enthaltene wasserlosliche
anorganische Phosphat wurde zuvor, mittels Lipidextraktion nach Bligh und Dyer [22],
durch eine Chloroform/Methanol-Mischung von den hydrophoben Phospholipiden
getrennt. Eine eingehende Darstellung der aufwiéndigen Arbeitsschritte findet sich in der

Dissertationsarbeit von Tiryaki [231].

2.4.3. Proteinanalytik

Das Gesamtprotein in der zellfreien BAL wurde nach der von Lowry beschriebenen
Methode bestimmt [150]. Dabei bildet sich nach Reaktion von Eiweiflen mit einer
alkalischen Kupferlosung und Reduktion mittels Folin-Reagens (Phosphormolybdin-
phosphorwolframsdure) durch aromatische Aminosduren ein Farbstoff, dessen

photometrische Messung die Quantifizierung des Proteingehaltes erlaubt.

Die Bestimmung des SP-A erfolgte mittels ELISA wie folgt: Nach Vorlegen einer
Natrium(hydrogen)karbonat-Pufferlosung in die 96-Loch(Well)-Platte werden die
einzelnen Wells mit dem monoklonalen Maus-SP-A-Antikorper (AK) beschichtet und die
Platte iiber Nacht inkubiert. Auf die dreimalige Auswaschung mittels einer Tris-
Pufferlosung folgt eine 30miniitige Blockierung der noch nicht belegten Bindungskapazitit
mit einem irrelevanten Protein (Magermilch). Die Wells mit den an der Platte adsorbierten
Maus-SP-A-AK werden dann mit je 100 ul Proben beschickt. Zur Vergleichsmessung wird
eine Standardreihe mit 7 Verdiinnungen zwischen 20 ng und 0,3125 ng SP-A in jeweils
halbierter Konzentration mitgefiihrt. Nach 2,5stiindiger Inkubation und dreimaliger
emulgator- und puffergetragener Auswaschung wird das polyklonale Kaninchen-SP-A als
zweiter Antikorper einpipettiert, aus dem sich mit dem humanen SP-A Antigen-
Antikorper-Komplexe bilden. Magermilch blockiert wiederum noch ungebundene
Bindungsstellen. Nach Inkubation iiber Nacht werden ungebundene Kaninchen-Antikdrper
dreimalig mit einer Emulgator-Pufferlosung ausgewaschen. Der aufgetragene dritte
Antikorper, ein peroxidase-gekoppelter Esel-Kaninchen-Antikorper, bindet an die

vorhandenen AG-AK-Komplexe. Nach erneuter Inkubation iiber Nacht und dreimaligem
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Waschen mit Emulgator-Pufferlosung wird eine Losung aus Dinatriumphosphat,
Phenylendiamin und Wasserstoffperoxid zugegeben, die durch Peroxidase umgesetzt wird.
Nach 30 Minuten wird die Farbrektion mit einer Stoplosung (Schwefelsdure) beendet. Die
der SP-A-Konzentration proportionale Farbstoffkonzentration ldsst sich bei einer
Wellenldnge von A = 492 nm im Photometer bestimmen. Die Quantifizierung erfolgt
anhand der mitgefiihrten Standardlosung. Alle Messungen der Mikrotitrierplatte wurden

doppelt evaluiert.

2.4.4. Funktionelle Analytik

Mit dem von Enhorning 1977 entwickelten Pulsating Bubble Surfactometer (PBS) lassen
sich Eigenschaften des Surfactant an sphéarischen Oberflachen mit wechselndem Durch-
messer bestimmen, analog zur alveoldren Physiologie [65,67]. In einer temperierten,
korperwarmen (37° C) Probenkammer, die die zu untersuchende Probenfliissigkeit enthilt,
wird eine Luftblase mit einer mikroskopisch kontrollierten Grée von 0,40 mm gebildet.
Die GroBe der Luftblase wird automatisch durch Zufuhr und Ablassen von Luft in einem
zyklischen Rhythmus zwischen einem minimalen Radius von 0,40 mm (ypin) und einem
maximalen Radius von 0,55 (ymax) mm variiert, wobei die exakte Grofe unter mikro-
skopischer Sicht kontrolliert und ggf. korrigiert wird. Uber einen Druckabnehmer kann der
Druck aufgezeichnet werden, der notwendig ist, um die Luftblase in ihrem minimalen und
maximalen Radius offen zu halten. Daraus lédsst sich nach dem Gesetz von Laplace (AP =
2y/r) die Oberflichenspannung ymin bzw. ymax berechnen, die wiederum Riickschliisse auf
die Funktion des Surfactant zulisst.

Vor Beginn der Messungen an der pulsierenden Blase wird diese 10 Sekunden lang mit
konstantem Radius stehen gelassen. In dieser statischen Phase lagern sich die Phospho-
lipide an der Oberflidche der Luftblase an, werden dort gleichsam adsorbiert und bewirken
eine Minderung der Oberflichenspannung, die - als y,4s definiert - die Surfactantfunktion
unter statischen Bedingungen beschreibt.

Als Probenfliissigkeit dienten die resuspendierten LA-Pellets, die die zu untersuchenden
oberflachenaktiven Substanzen des Surfactant enthielten. Die PL-Konzentration in den
Proben wurde auf 1 mg/ml eingestellt. Als Pulsationsrate der Blase wurden 20/min
gewihlt, um dem humanen Atemzyklus nahe zu kommen.

Die Auswertung erfolgte computergestiitzt mit Software des Fraunhofer Institutes fiir
Toxikologie und Experimentelle Medizin und dem daraus weiterentwickelten Programm

Bubble ® (Schick/Hohlfeld, MHH 1996).
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2.4.5. Immunmodulation

In zwei experimentellen Ansdtzen wurde gepriift, ob Surfactant der untersuchten
Kollektive die Fihigkeit besitzt, die durch Lipopolysaccharide (LPS) induzierte TNFa-
Freisetzung von ,,peripheral blood monocytic cells* (PBMC) zu modulieren und die
Proliferationsfahigkeit von PBMC in unterschiedlicher Weise herabzusetzen.

Die im folgenden kurz beschriebenen Methoden sind allgemein standardisiert.

Fiir die Untersuchung der TNFo-Freisetzung wurden die aus heparinisiertem Blut gesunder
Probanden nach Dichtezentrifugation extrahierten mononukleédren Zellen (PBMC) in einer
Konzentration von 1x 10> Zellen/Well (=2x 10° Zellen/ml) zusammen mit 10 ng/well
(200 ng/ml) Lipopolysaccharid (LPS) als Stimulanz zur Zytokinfreisetzung, 100 pl
isoliertem Surfactant (1 mg/ml) der jeweiligen Kollektive oder Kulturmedium (RPMI
1640-FCS-PenStrep.) als Negativkontrolle in eine Mikrotiterplatte gegeben. Nach
Sstiindiger Inkubation im Brutschrank bei 37° C unter Zusatz von 5 % CO, wurde die
Mikrotiterplatte zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und bis zur weiteren Analyse
bei -80° C gelagert.

Fir die TNFo-Bestimmung mittels ELISA wurde die Mikrotiterplatte zunédchst den
Herstellerangaben entsprechend mit 100ul des 1:180 vorverdiinnten Capture-Antikorpers
tiber Nacht bei Raumtemperatur (RT) beschickt. Nach dreimaligem Waschen und Blocken
freier Bindungsstellen mit 300 ul Blockpuffer erfolgte nach erneutem Waschen die Zugabe
der Analysenproben bzw. des Standards (je 100 upl) fiir 2 h bei RT. Nach erneutem
Waschen erfolgte dann die Zugabe des Detection-Antikorpers (100 ul 1:180 verdiinnt) fiir
2 h bei RT. Als nidchstes wurden nach jeweils erneutem Waschen Streptavidin-Meerrettich-
Peroxidase (100 pl 1:200) fiir 20 min bei RT und die Substrat-Losung fiir 20 min bei RT
zugegeben und schlieBlich die Farbreaktion mit 50 ul Stop-Losung beendet. Die bei
450 nm im Photometer gemessene Farbintensitit (mit Referenz bei 570 nm) zeigte durch
Vergleich mit der mitgefiihrten Standardlosung die Konzentration des TNFo an. Die
doppelt bestimmten und gemittelten Ergebnisse wurden durch einen Quotienten, der aus
den Surfactant-behandelten PBMC und den Kontrollproben errechnet wurde, als

»Stimulationsindex‘ ausgedriickt.

Fiir die Untersuchung der Proliferationsfihigkeit wurden PBMC in einer Konzentration
von 1x 10° Zellen/well (=2 x 10° Zellen/ml) zusammen mit 5 ug/ml Phythdmagglutinin

(PHA) als Stimulator des Zellwachstums, 100 ul isoliertem Surfactant der jeweiligen
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Kollektive oder Kulturmedium (RPMI 1640-FCS-PenStrep.) als Negativkontrolle in die
Mikrotiterplatte eingesetzt. Nach 72stiindiger Inkubation im Brutschrank bei 37° C unter
Zusatz von 5% CO, wurden je Loch der Platte 10 ul’ H-markiertes Thymidin
(entsprechend 37 kBg/well) einpipettiert. Nach weiteren 4 Stunden wurden die Zellen
durch Absaugen der Platte mittels eines Zell-Harvesters auf eine Filterplatte gewonnen.
Nach Trocknung der Platte und Zugabe von jeweils 10 ul Szintillationsfliissigkeit wurde
die Menge des in die PBMC eingebauten radioaktiven Thymidins in einem Cell sampler
gemessen. Die doppelt bestimmten und gemittelten Ergebnisse wurden durch einen
Quotienten aus den Surfactant-behandelten PBMC und den Positivkontrollen als

,»Stimulationsindex‘* ausgedriickt.

2.5. Methodenkritische Anmerkungen

Entsprechend der Machbarkeit wurden in dieser Arbeit Patienten vor und nach Chemo-
therapie als unverbundene Stichprobe untersucht und mit gesunden Normalprobanden
verglichen.

Da keine groBen systematischen Studien iiber das pulmonale Surfactantsystem bei
gesunden Erwachsenen existieren, wurde im Einklang mit den Empfehlungen von Griese
[85] Material von einem historischen Kontrollkollektiv aus dem eigenen Institut
herangezogen, zumal damit auf nicht indizierte Bronchoskopien verzichtet werden konnte.
Das Kontrollkollektiv unterschied sich aber in den Parametern Alter, Geschlecht und
Raucherstatus erheblich von den Patienten. Unter der Prdmisse gesunder Probanden
durften jedoch nur Nichtraucher eingeschlossen werden [85].

Mogliche oder bekannte Einfliisse des Tabakkonsums auf die untersuchten Parameter
werden in den jeweiligen Abschnitten des Kapitel 4 diskutiert, Einfliisse von Alter und
Geschlecht in Kapitel 4.4.

Durch unvermeidbare Vorgaben (geringe Anzahl der Teilnehmer, unverbundenes Design
der Patienten, Unterschiede zwischen Patienten- und Probandenkollektiv) wurde eine

verminderte Aussagekraft der Studie in Kauf genommen.

2.6. Statistik

Das in dieser Pilotstudie gewihlte unverbundene Studiendesign war auf die extrem
schwierige Patientenrekrutierung zuriickzufithren. Wir haben deshalb die initial
angestrebte Studienkonzeption einer verbundenen Patientenstichprobe verlassen miissen

und uns entschieden, entsprechend der Machbarkeit Material fiir die Analytik zu sammeln,
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um zu untersuchen, ob sich bei Vergleich unverbundener Patientengruppen iiberhaupt
Unterschiede entdecken lassen. Wegen der Umstellung auf eine Studienkonzeption
entsprechend der Machbarkeit wurde keine a priori Berechnung der Stichprobengréfen
aufgefiihrt. In dieser Pilotstudie sollte zunidchst abgeschitzt werden, ob iiberhaupt
Veridnderungen der Zusammensetzung und Funktion des Surfactant-Systems auftreten. Die
deskriptive Statistik wurde mit dem Programm GraphPad PRISM® der Firma GraphPad
Software, Inc., Version 3.00, erstellt. Zusitzlich kam zur Erarbeitung von Tabellen und
Grafiken die Software Microsoft® Excel 97 und Microsoft® Word 2000 zur Verwendung.
Die Ergebnisse wurden als arithmetische Mittelwerte mit dem Standardfehler des
Mittelwertes (+ SEM) dargestellt. In der Annahme nicht-normalverteilter Daten wurde der
nicht-parametrische U-Test von Mann und Whitney angewandt. Signifikanz wurde bei
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 angenommen. Bei signifikanten Gruppen-

unterschieden ist der exakte p-Wert angegeben.
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2.7. Aufstellung der verwendeten Materialien und Medikamente

Bronchoskopie

Atropin-Sufat Braun 0,5 mg, Braun, Melsungen

Dicodid Injektionslosung, Abbott, Wiesbaden

Dormicum 1 ml Injektionslosung, Roche, Grenzach-Wyhlen
Xylocain Viscos 2 %, AstraZeneca, Wedel

Xylocain Pumospray, AstraZeneca, Wedel

Novesine Losung 1 %, Wander, Niirnberg

Sultanol Fertiginhalat, GlaxoSmithCline, Miinchen
Medikamentenvernebler Nr. 3033678, Intersurgical, Wokingham
Monitoring fiir Pulsoxymeter und EKG-Ableitung, Driger, Liibeck
Intravendse Verweilkaniilen, Braun, Melsungen

NaCl-Losung 0,9 %, Eigenherstellung der Krankenhausapotheke
2-, 5-, 10- und 20ml-PP+PET-Spritzen, Becton Dickinson, USA
verschiedene Sterican-Kaniilen, Braun, Melsungen

10 ml-PP-Sammelrohrchen mit Stopfen, Sarstedt, Numbrecht
VerschlieSbare PP-SammelgefiBie 30 ml, Sarstedt, Numbrecht, Nr. 60.543.001
Fiberbronchoskope P 20 und P 30, Olympus Optical, Hamburg

Starres Instrumentarium fiir die Bronchoskopie, Storz, Tuttlingen

Primirzentrifugation, Ultrazentrifugation

Zentrifuge Biofuge B, Herius Septech

Parafilm M, American Can Company

Microtubes 1,5 ml, Nr. 72.690.500, Rohrchen mit Stopfen Nr. 55.539, Sarstedt, Numbrecht
Glasmesszylinder, Schott DURAN, Mainz

Ultrazentrifugation

Glasmesszylinder, Schott DURAN, Mainz

Magnetrithrer MA 2071 und Magnetriihrfische, Hecht-Assistent, Sondheim
Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 510 H, Bandelin electronic, Berlin
Zenrifugenrohrchen PP, Nr. 342082, Beckman, Palo Alto

Laborwaage Sartorius 1602 MP, Sartorius, Gottingen

Ultrazentrifuge J1-21 mit Rotor JA 20-1, Beckman, Palo Alto

Variable Kolbenhubpipette (200-100ul), Eppendorf, Hamburg

Glasrohrchen mit Schraubverschluss und Teflondichtung, Pyrex, England

Resuspendierung und PL-Messungen

Ringer-Lactat-Losung, Fresenius, Bad Homburg

variable Finnpipetten (1-40 pl, 40-200ul, 200-1000ul), Labsystems, Frankfurt

Kapillarspitzen 200 M1, Biozym Diagnostik, Hessisch-Oldendorf

Vortex, Typ REAX IR, Nr. 54113, Heidolph, Schwabach

Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 510 H, Bandelin electronic, Berlin

Analysenwaage BP 2218 Sartorius, Gottingen

Gldserne HPLC-Fliaschchen, Nr. 27230, Neolab, Heidelberg

Mikroeinsitze (G40, Nr. 300410) und Federn (S50, Nr. 300408), CS Gaschromatographie Service, Langerwehe
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Lipidextraktion

Methanol Chromasolv, Nr. 34860, Riedel de Haen, Seelze

Chloroform Chromasolv, Nr. 34854, Riedel de Haen, Seelze

Isotonische NaCl-Losung 0,9 %, Braun, Melsungen

Glasrohrchen (16 x 100 mm) mit Schraubverschluss und Teflondichtung, Pyrex, England
Multipipette 4981 und passende Combitips (5, und 10 ml), Eppendorf, Hamburg
Glasrohrchen mit Schraubverschluss und Teflondichtung, Pyrex, England

Vortex, Typ REAX IR, Nr. 54113, Heidolph, Schwabach

Ultrazentrifuge J2-21 und Rotor JA20-1, Beckman, Palo Alto, USA
Glas-Pasteurpipetten mit Pipettierhilfe, Nr E-1097, Neolab, Heidelberg

Phosphatbestimmung

Kaliumhydrogenphosphat p.a., Nr. 1.04873.0250, Merck, Darmstadt
Perchlorsdure 70% p.a., Nr. 1.00519.1000, Merck, Darmstadt

Perhydrol 30% p.a., Nr. 1.07209.0250, Merck, Darmstadt

Aqua dest. aus der Millipore-Anlage des Instututes

Schwefelsdure 95-97% p.a., Nr. 1.00731.1000, Merck, Darmstadt
Ascorbinsdure p.a., Nr. 1.00127.1000, Merck, Darmstadt

Laborreiniger Extran MA 03, phosphatfrei, Nr. 1.07550.2000, Merck, Darmstadt
Weithalsrundflaschen aus Glas mit Schliffstopfen, Schott DURAN, Mainz
Glasmesszylinder 50 ml, 100 ml, 250 ml, Schott, DURAN, Mainz
Trockenschrank, Typ I, Heraeus, Osterode

Fiolax-Reagenzgléser, DIN 12395, 16 x 160 mm, Schott, Mainz

variable Finnpipetten, Labsystems, Frankfurt

Multipipette plus 4981 Eppendorf, Hamburg, Nr, 612B7465, Merck, Darmstadt
dazu passende Combitips (5 und 10 ml), Eppendorf, Hamburg

Vortex, Reamix 2789, Hecht-Assistent, Sondheim

Thermoblock 2036/DA Liebisch, Bielefeld

Techne DB-3D Dri-Block, Cambridge

Wasserbad GFL Typ 1002, Nr. 1048989d, Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel
Spektralphotometer LKB Ultrospec K 4053, Biochrom, Cambridge

Einmalkiivetten halbmicro, Nr. 1201, Miiller ratiolab, Dreieich

Pulsating Bubble Surfactometer

Pulsating Bubble Surfactometer, Fasszange und Probenkammer C 280 10083, Lot/2894, Electronetics Corp, Amherst
Glasflasche, 2,0 1, Schott, DURAN, Mainz

Wasser, Chromasolv-Qualitit, Nr. 120592, Riedel de Haen, Seelze

Magnetriihrer mit Heizplatte, IKA Combimag, Typ RCT, Janke & Kunkel, Staufen
Wasserbad GFL Typ 1002, Nr. 1048989d, Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel
JK MS1 Minishaker IKA, Dynatec, Denkendorf

Ultraschallbad Bandelin Sonorex Typ RK 52, Bandelin electronic, Berlin
Pasteur-Plast-Pipette 150 mm, 3 ml, Eppendorf, Hamburg

variable Finnpipetten (1-40 ul, 40-200 ul), Labsystems, Frankfurt

Kapillarspitzen 200 ul, Biozym Diagnostik, Hessisch-Oldendorf

MethanolG Chomasolv, Nr. 34860, Riedel de Haen, Seelze
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Gesamtprotein

Albumin aus Rinderserum (Nr. 11920), Serva, Heidelberg
Natrium-Azid, Nr. 6688, Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid p. a., Nr. 6495, Merck, Darmstadt
Natriumkarbonat, Nr. 6392, Merck, Darmstadt
Kalium-Natrium-Tetrahydrat, Nr. 8087, Merck, Darmstadt
Kupfersulfat, Nr. 2790, Merck, Darmstadt

Folin-Ciocalteus Phenolreagenz, Nr. 9001, Merck, Darmstadt
Aqua dest. aus der Millipore-Anlage des Institutes
Zentrifugenanalyzer Cobas Fara II, Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen
Analysenwaage 1602 MP, Sartorius, Gottingen

Photometer MR 700, Heidolph, Schwabach

SP-A

ELISA-Mikrotitrierplatten U-Form, Nr. 650061, Greiner, Flacht
Mehrkanalpipette, Eppendorf, Hamburg

Multipipette plus 4981, Eppendorf, Hamburg, Nr. 612B7565, Merck, Darmstadt,
pH-Meter C 6820, Schott, Hotheim

Microplate Reader, Dynatech, Denkendorf
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan p.a., Nr. 1.083.820.500, Merck, Darmstadt
NaCl p.a. Nr 6404, Merck, Darmstadt

KCl p.a., Nr. 4936, Merck, Darmstadt

Na,HPO, p.a., Nr. 6580, Merck, Darmstadt

KH,PO, p.a., Nr. 4873, Merck, Darmstadt

Tween 20, P-1379, Sigma, Deisenhofen

Aqua dest. aus der Millipore-Anlage des Institutes

NaHCO; p.a., Nr. 1.063.290.500, Merck, Darmstadt

Na,COj; p.a., Nr. 1.069.320.500, Merck, Darmstadt

Na,HPO, p.a., Nr. 6580, Merck, Darmstadt

Perhydrol 30%, Nr. 1.072.090.250, Merck, Darmstadt

Phenylendiamin Nr. P9020, Sigma, Deisenhofen

Schwefelsdure 95-97 % p.a., Nr. 1.00731.1000, Merck, Darmstadt

Mouse anti human SP-A, MAB 3280, Chemikon, Harrow

Rabbit anti human SP-A, AB 3420, Chemikon, Harrow

Esel anti Kaninchen peroxidase-markiert, 711-035,152, Dianova, Hamburg

SP-A human recombinant, Clone 01-010, Altana Pharma, Konstanz

Isolation von PBMC
Laborfuge GL, Heraeus Sepatech, Osterode

Werkbank, HeraSafe, Heraeus, Hanau

Sterile 50ml-Rohrchen, Falcon, Becton Dickinson, San Jose
Sterilfilter (Porengrofle 0,2 um), Millipore, Eschborn
Kulturmedium RPMI 1640, Cambrex, Verviers

Ficoll-Paque ™plys Nr. 17-1440-03, Amersham Biosciences,
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Stimulationsversuche

Ready Safe Szintillationsfliissigkeit, Beckman, Palo Alto

Wallac Szintillationszihler 1409, Beckman, Palo Alto

Laborfuge GL, Heraeus Sepatech, Osterode

Multipipette mit passenden Combitips, Eppendorf, Hamburg

Mehrkanalpipette mit Pipettenspitzen, Eppendorf, Hamburg
96-Loch-Mikrotiterplatten, MaxiSorp Surface, Nunc-IMMUNO PLATE, Brand Products, Roskilde
*H-markiertes Thymidin (370kBg/ml), TRK 61, Amersham Buchler, Braunschweig
PHA Stamml6sung, Boehringer, Mannheim

Brutschrank, Heraeus, Berlin

Cell sampler, Canberra Packard, Dreieich

Harvester, Canberra Packard, Dreieich

LPS (L2630), Sigma, Deisenhofen

TNFa-ELISA

DuoSet ELISA human TNF-a, Nr. DY 210, R&D Systems, Minneapolis

Carbonatpuffer: 100 mM Na,CO; + 100 mM NaHCOs,pH 9,5, Fa.Merck, Darmstadt

Waschpuffer: 0,05%Tween 20, Sigma, Deisenhofen, in PBS (Fertiglosung)

Blockpuffer: 1% BSA, Sigma, Deisenhofen, 5% Sucrose (Fa. Merck, Darmstadt) in PBS mit NaNj

Reagent-Diluent: 1% BSA, Sigma, Deisenhofen, in PBS, pH 7,2 - 7,4

Substrate-Losung: Color-Reagent A (H,0,) + Color-Reagent B (Tetramethylbenzidine) (1:2), R&D Systems, Wiesbaden
Stop-Losung: 2N H,SOy, 95-97%, verdiinnt, Nr. 1.00731.1000, Merck, Darmstadt



Ergebnisse -41 -

3. Ergebnisse

3.1. Allgemeine BAL-Daten
3.1.1. Recovery

Die Riickgewinnungsrate (Recovery) der instillierten Spiilfliissigkeit betrug bei Patienten
vor Chemotherapie im Mittel 48,5 + 3,4 ml, bei den Patienten nach Chemotherapie 45,1
+ 2,4 ml. Zwischen beiden Kollektiven bestand kein Unterschied (p = 0,41).

Die Recovery der gesunden Probanden lag bei 78,9 + 1,5 ml. Zwischen den beiden
Patientenkollektiven und den gesunden Probanden war der Unterschied in der Riick-

gewinnung hochsignifikant (jeweils p < 0,0001) (vgl. Abb. 6).
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Abbildung 6: Riickgewinnungsrate der BAL von Patienten vor und einen Tag nach zytostatischer
Chemotherapie, verglichen mit Gesunden. Angegeben sind Mittelwerte + SEM. Die Klammern bezeichnen
das Signifikanzniveau.

3.1.2. Zellzahl und Differenzialzytologie

Gesamtzellzahl, Zellzahl in Bezug auf die riickgewonnene BAL-Menge und mikro-

skopische Zelldifferenzierung sind in den folgenden Tabellen 3 und 4 dargestellt.
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Gesamt- Zellen / pl
zellzahl [ x 10° ]

Vor Therapie |6,66 + 1,75 # 1112,9+235 %
n=21

Nach Therapie | 7,85 + 1,16 175,4 +23.8 #
n=16

Kontrolle 9,11 £0,92 1150+ 11,7
n=28

Tabelle 3: Gesamtzellzahl und Zellzahl/ul in der BAL von Patienten vor und einen Tag nach zytostatischer
Chemotherapie, verglichen mit Gesunden. Angegeben sind Mittelwerte + SEM.

* p < 0,05 fiir Vergleich zwischen Patienten.

# p < 0,05 fiir Vergleich mit Kontrolle.

Die Zellzahlen aller Kollektive wiesen die bekannt hohe Schwankungsbreite auf [39,51].
Sie lag bei den Patienten vor Therapie zwischen 0,3 und 32,60 x 10° (8 — 435/ul), nach
Therapie zwischen 0,2 und 20,2 x 10° (57 — 388/ul). Im Kontrollkollektiv fand sich eine
dhnlich breite Spanne von 3,0 bis 25,5 x 10° Zellen (56 —311/ul).

Die Gesamtzellzahlen zwischen Patienten und Kontrollprobanden sind auf Grund der
niedrigen Recovery beider Patientenkollektive nicht miteinander vergleichbar. Wird als
Bezugsparameter die riickgewonnene Spiilfliissigkeit gewihlt, ergibt sich eine signifikante
Erhohung der Zellzahlen nach Chemotherapie, die sowohl fiir den Vergleich zu vor

Therapie als auch zu den Probanden eine Signifikanz von < 0,05 erreichte (vgl. Tab. 3).

Sowohl bei den Patienten als auch bei den Probanden lagen die prozentualen Zellzahlen
innerhalb der groflen Schwankungsbreite der Norm von Gesunden, wie sie z. B. bei
Ettensohn u. a. und bei der DGP hinterlegt sind [53,68]. Ein Patient vor Therapie wies bei
einer niedrigen Gesamtzellzahl mit 24 % Lymphozyten und dementsprechender
Verminderung der Makrophagen eine abweichende Zusammensetzung auf. Alle {ibrigen
Parameter einschlieBlich seiner klinischen Daten zeigten keine auffilligen Abweichungen,

so dass er in die Studie eingeschlossen blieb.



Makrophagen Lymphozyten Neutrophile Granulozyten Eosinophile Granulozyten Epithelien
[x10°] [10%/ul] [ %] [x10°] [10%/ ul ] [ %] [x10°] [10%/ul] [ %] [x10°] [10%/ul] [ %] [x10°] [10%/pul] [ %]
vor Therapie | 7,003 117,2 94,620 |[0,213 3,310 34+14 0,082 1,668 18+0,7 0,013 0,270 02+0,1 0 0 0
n=19 +1,82 +£239 £0,10 + 1,4 +0,04 +0,82 +0,01 +0,15
# # # ®
nach Therapie | 7,399 165,3 949+1,1 [0314 6,943 29+1,1 0,093 2,221 1,606 0015 0,290 0,1+0,1 0,029 + 0,731 0,4+04
n=16 +1,08 219 +0,14 +33 +0,02 +0,52 +0,01 +0,24 0,03 +0,7
# # #
Kontrolle 8,596 108,4 94,4+0,6 0,333 4,125 4,1+05 [0,109 1,380 1,01 £0,3 0,043 0,575 02+0,1 0,045 + 0,520 0,5+0,3
n=28 +0,90 +114 +0,04 +0,49 +0,03 +0,39 +0,03 +0,43 0,025 £0,3

Tabelle 4: Differenzialzytologie der BAL von Patienten vor und einen Tag nach zytostatischer Chemotherapie, verglichen mit Gesunden. Angegeben sind Mittelwerte + SEM.

* p < 0,05 fiir Vergleich zwischen Patientenkollektiven.

# p < 0,05 fiir Vergleich mit Kontrolle.
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Die Anzahl der Makrophagen/ul riickgewonnene BAL wies zwischen den Patienten nach
Therapie und den Kontrollen einen signifikanten Unterschied auf (vgl. Tab. 4). Sonst
bestanden bei den Makrophagen sowohl in den Zellzahlen als auch in der prozentualen

Verteilung keine Unterschiede zwischen den Kollektiven.

Vergleiche zwischen den Lymphozyten der Kontrollprobanden und der Patienten
erreichten fiir die Gesamtzellzahl und die prozentuale Verteilung statistische Signifikanz
zwischen Kontollprobanden und den beiden Patientengruppen, nicht jedoch fiir die
Patienten untereinander. Bei der Lymphozytenzahl/ul riickgewonnene BAL war ein
Unterschied nur fiir die Patienten vor Therapie gegeniiber den Probanden nachzuweisen.

Wegen der numerisch geringen Differenzen auf dem Niveau von 3 - 4 % aller Zellen sind

die Unterschiede fiir die Aussage in dieser Studie zu vernachlidssigen.

Die neutrophilen Granulozyten/ul riickgewonnene BAL wiesen eine Differenz zwischen

den Patientenkollektiven auf. Sonst unterschieden sich die Kollektive nicht.

Auch die eosinophilen Granulozyten unterschieden sich im jeweiligen Vergleich der drei

Kollektive nicht.

In keiner BAL fand sich eine nennenswerte Anzahl von epithelialen Zellen, so dass das
Material als repridsentativ anzusehen war. Basophile Granulozyten, Plasmazellen und

Mastzellen fehlten erwartungsgemif [43,205].

3.1.3. Gesamtprotein

Das Gesamtprotein umfasste in allen drei Gruppen eine weite Spanne. Es betrug vor
Therapie zwischen 49 und 404,8 mg/l, im Mittel 112,3 £ 19,0 mg/l, nach Therapie
zwischen 49 und 381,7 mg/l, im Mittel 171,0 £ 21,9 mg/l. Bei den Probanden war die
Spanne schmaler; bei Werten von 49,2 bis 240,0 mg/l betrug das Mittel 110,4 + 9,4 mg/1
(Abb. 7).

Der Proteingehalt der untherapierten Patienten und der Probanden unterschied sich
statistisch nicht. Allerdings ergab sich eine Signifikanz fiir den Vergleich des Kollektives
nach Therapie gegeniiber vor Therapie (p = 0,011) und gegeniiber der Kontrollgruppe (p =
0,022).
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Abbildung 7: Der Gehalt an Gesamtprotein in der BAL von Patienten vor und einen Tag nach zytostatischer
Chemotherapie, verglichen mit Gesunden (Kontrolle). Angegeben sind Mittelwerte + SEM. Die Klammern
bezeichnen das Signifikanzniveau.

3.2. Surfactantzusammensetzung

3.2.1. Gesamt-Phospholipide

Die native, zellfreie BAL enthielt in jedem der drei Kollektive eine unterschiedliche
mittlere Konzentration an Phospholipiden (PL) (Abb. 8). Die Patienten vor Chemotherapie
wiesen im Durchschnitt 17,82 + 2,6 mg/l (Spanne von 6,15 bis 59,29 mg/l) auf. Nach
Chemotherapie stieg die mittlere PL-Konzentration auf 33,64 + 3,4 mg/ml an, die Spann-
breite (3,95 und 60,06 mg/l) lag weiter auseinander. Bei den Probanden betrug der
Mittelwert 48,37 + 1,8 mg/ml, die Spanne 28,7 bis 68,4 mg/I.

Die PL-Konzentrationen der beiden Patientenkollektive wichen hochsignifikant von-
einander ab (p = 0,0003). Ebenso hochsignifikant vermindert waren die Messwerte beider
Patientenkollektive im jeweiligen Vergleich mit den Probanden.

Aufgrund der deutlich reduzierten Gesamtmenge an Phospholipiden stand nicht fiir jeden
Patienten eine ausreichende Menge an Surfactant fiir die funktionellen und immuno-

logischen Experimente zur Verfiigung, so dass deren Fallzahl kleiner ausfiel.
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Abbildung 8: Der Gehalt an Gesamtphospholipiden (PL) in der BAL von Patienten vor und einen Tag nach
zytostatischer Chemotherapie, verglichen mit Gesunden (Kontrolle). Angegeben sind Mittelwerte + SEM.
Die Klammern bezeichnen das Signifikanzniveau.

3.2.2. SA und LA

Der ultrazentrifugierte Uberstand der BAL der Patienten vor Chemotherapie enthielt im
Mittel 95,7 £ 15,5 ug ,.kleine Aggregate* (SA) innerhalb einer weiten Spanne von 37,0 bis
281,2 ug. Der Mittelwert unterschied sich nicht (p=0,12) von den Patienten nach
Chemotherapie, der sich mit 114,9 + 13,6 ug (Spanne zwischen 40,1 und 239,8 ug)
errechnete. Beide Kollektive unterschieden sich jedoch von den Kontrollprobanden
(p =0,0009 bzw. p =0,0092), deren mittlerer SA-Wert bei 181,7 £ 17,0 ug in einer sehr
weiten Spanne von 13,8 bis 316,6 ug lag (Abb. 9).
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Abbildung 9: Der Gehalt an ,.kleinen Aggregaten‘ in der BAL von Patienten vor und einen Tag nach

zytostatischer Chemotherapie, verglichen mit Gesunden (Kontrolle). Es sind die Mittelwerte + SEM
angegeben. Die Klammern bezeichnen das Signifikanzniveau.

< 0,001
I
15001 0,001
| = | Vor Therapie n=21
Nach Therapie n=16
1000- Kontrolle n=28
=)
=
500+
0

Vor

Nach

Kontrolle

Abbildung 10: Der Gehalt an ,,grolen Aggregaten® in der BAL von Patienten vor und einen Tag nach

zytostatischer Chemotherapie, verglichen mit Gesunden (Kontrolle). Es sind die Mittelwerte + SEM
angegeben. Die Klammern bezeichnen das Signifikanzniveau.
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Ahnliche Resultate fanden sich bei den ,groBen Aggregaten® (LA) aus dem ultra-
zentrifugierten Pellet der BAL (Abb. 10). Es bestand knapp keine Signifikanz (p = 0,055)
bei den Gruppenmittelwerten zwischen den Patientenkollektiven (vor Therapie 188,8 +
808,5 ng). Beide Patientenkollektive wiesen dagegen eine hochsignifikante Abweichung
(p <0,0001) in der Gegeniiberstellung mit den Probanden auf. Deren Mittelwert betrug
1076 = 96,4 ug mit Maximalwerten von 429,38 und 2598,4 ng.

Fir die Beurteilung der PL-Funktion wurde das Verhiltnis der kleinen inaktiven
Surfactantaggregate zu den aktiven ,,groBen Aggregaten® als Quotient betrachtet (SA/LA).
Mit einer errechneten GroBle von 1,22 + 0,3 (Spanne 0,04 bis 5,69) fiir die Patienten vor
Therapie und 0,51 £ 0,07 (Spanne 0,12 bis 0,96) nach Chemotherapie erreichte der
Unterschied eine Signifikanz von p = 0,04. Die gesunden Probanden wiesen im Mittel
einen SA/LA-Quotienten von 0,19 + 0,02 zwischen den Maximalwerten 0,03 und 0,40 auf.
Damit war fiir die Probanden ein hochsignifikanter p-Wert < 0,0001 gegeniiber den beiden

Patientenkollektiven gegeben (Abb. 11).
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Abbildung 11: Der Quotient von ,,kleinen Aggregaten* und ,,groBen Aggregaten® in der BAL von Patienten
vor und einen Tag nach zytostatischer Chemotherapie, verglichen mit Gesunden (Kontrolle). Es sind die
Mittelwerte + SEM angegeben. Die Klammern bezeichnen das Signifikanzniveau.
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3.2.3. SP-A

Interessanterweise lagen die Mittelwerte des Surfactantprotein A bei den Patienten nach
Chemotherapie bedeutend hoher als bei den Patienten vor Therapie (p =0,0096). Sie
betrugen 2580 + 350 ng/ml vs. 4513 £+ 600 ng/ml (Abb. 12). Dabei umfasste die jeweilige
Spanne 408 bis 6809 bzw. 1091 bis 9515 ng/ml.

Auch wenn man allein die Subgruppe der kleinzelligen Karzinome ohne die NSCLC
miteinander vergleicht, dndert sich das Signifikanznievau mit p = 0,002 nur unbedeutend
(nicht graphisch dargestellt).

Die Messwerte der Kontrollgruppe betrugen im Mittel 2344 + 228 ng/ml. Sie entsprachen
in ihrer Hohe den Patientenwerten vor Therapie und unterschieden sich mit p = 0,0083 von

den Patienten nach Therapie.
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Abbildung 12: Der Gehalt von Surfactantprotein-A in der BAL von Patienten vor und einen Tag nach
zytostatischer Chemotherapie, verglichen mit gesunden Probanden (Kontrolle). Angegeben sind die
Mittelwerte + SEM. Die Klammern bezeichnen das Signifikanzniveau.

3.3. Surfactantfunktion

Eine wesentliche Aufgabe des Surfactant liegt in der Reduktion der alveoldren Ober-
flichenspannung (OFS). Durch Messung der OFS an unterschiedlich gekriimmten
Blaschen kann seine Funktionsfihigkeit eingeschétzt werden. Mit dem PBS existiert eine
etablierte Messmethode, die annidhernd physiologische Bedingungen simuliert. Fiir die

Untersuchung der Surfactantfunktion standen allerdings weniger Patienten zur Verfiigung.
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Abbildung 13: Die Oberflichenspannung einer 0,40 mm groBen Luftblase in der ,,grofle Aggregat-Fraktion*
aus der ultrazentrifugierten BAL von Patienten vor und einen Tag nach zytostatischer Chemotherapie und
von gesunden Probanden (Kontrolle). Die Messung erfolgte im PBS nach einer Sminiitigen Pulsations-
frequenz von 20/min. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM. Die Klammern bezeichnen das Signifikanz-
niveau.

In der Messung von Ymin war die Oberflichenspannung in beiden Patientengruppen
deutlich erhoht, aber mit p = 0,60 nicht unterschiedlich. Der Gruppenmittelwert betrug fiir
die Patienten vor Therapie 15,39 + 2,19 mN/m mit minimalen und maximalen Werten von
0,92 und 25,22 mN/m. Nach der Chemotherapie lag der Mittelwert bei 13,60 + 2,27 mN/m
in einem Bereich zwischen 0,82 und 23,21 mN/m. Die Probanden wiesen mit 2,02 +
0,37 mN/m (enge Streubreite von 0,0 bis 7,9) eine normale Oberflichenspannung auf. Sie
unterschied sich von den Patienten vor Therapie mit p < 0,0001 und von den Patienten

nach Therapie mit p < 0,0019 (Abb. 13).

Bei der Ermittlung von ymax lie3 sich, wie auch schon bei yni,, zwischen den Patienten-
kollektiven keine signifikante Differenz der Mittelwerte ableiten (p =0,72). Bei den
Patienten vor Therapie betrug das arithmetische Mittel 38,62 + 2,58 mN/m (Streubreite
zwischen 25,49 und 53,52 mN/m), bei den Patienten nach Therapie 39,98 + 2,17
(Streubreite 27,88 bis 51,69 nN/m). Die OFS beider Patientenkollektive lag dagegen
hochsignifikant (jeweils p <0,001) iiber der OFS der gesunden Probanden, deren
Mittelwert 29,22 + 0,56 mN/m (Spanne zwischen 15,99 und 31,83 mN/m) betrug (vgl.
Abb. 14).
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Abbildung 14: Die Oberflidchenspannung einer 0,55 mm groflen Luftblase in der ,,gro3e Aggregat-Fraktion*
aus der ultrazentrifugierten BAL von Patienten vor und einen Tag nach zytostatischer Chemotherapie und
von gesunden Probanden (Kontrolle). Die Messung erfolgte im PBS nach einer Sminiitigen Pulsations-
frequenz von 20/min. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM. Die Klammern bezeichnen das Signifikanz-
niveau.

Yads bezeichnet die OFS in einer Luftblase, die nach deren Bildung 10 Sekunden lang ohne
induzierte Druck- oder Volumenidnderung in der Tragerfliissigkeit der Probenkammer
ruhte. In diesem Zeitraum adsorbierten Phospholipide an die Grenzschicht der Luftblase.
Wiederum unterschieden sich die Mittelwerte der Patientenkollektive untereinander nicht
signifikant (p =0,68). Im einzelnen betrugen im Kollektiv vor Chemotherapie das
arithmetische Mittel 35,35 + 2,17 mN/m, minimaler Wert 23,35 maximaler Wert 47,85.
Nach Chemotherapie lielen sich 35,99 + 1,79 mN/m im Mittel, minimal 27,88, maximal
51,68 mN/m ermitteln (vgl. Abb. 15).

Die Probanden wiesen nach 10 Sekunden eine mittlere OFS von 23,48 mN/m auf bei einer
Spannbreite zwischen 20,25 und 43,20 mN/m auf. Fiir den Mittelwert errechneten sich

hochsignifikante Abweichungen zu beiden Patientengruppen von p < 0,0001.
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Abbildung 15: Die Oberflichenspannung einer Luftblase nach 10 Sekunden statischer Adsorption in der
,.grofe Aggregat-Fraktion* aus der ultrazentrifugierten BAL von Patienten vor und einen Tag nach
zytostatischer Chemotherapie und von gesunden Probanden (Kontrolle). Angegeben sind die Mittelwerte
+ SEM. Die Klammern bezeichnen das Signifikanzniveau.

3.4. Immunmodulation

Mit dem ersten Testansatz wurde der Frage nachgegangen, welchen Einfluss Surfactant
von Tumorpatienten auf die LPS-induzierte Freisetzung von TNFo aus mononukleédren
Zellen hat, die aus dem Blut gesunder Spender gewonnen waren (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC). Dazu wurde ein Stimulationsindex aus der exprimierten
Zytokinmenge der surfactant-inkubierten PBMC und der in lediglich einem neutralen

Medium inkubierten PBMC errechnet.

Das kleine Kollektiv von 6 Patienten vor Therapie wies einen breit gestreuten Stimu-
lationsindex zwischen 0,34 und 1,64 mit einem Mittelwert von 0,723 + 0,20 auf. Eine
deutlich geringere Streuung zeigte die etwas gro3ere Gruppe von 9 Patienten nach Chemo-
therapie mit einem Index zwischen 0,17 und 0,80 bei einem Mittelwert von 0,454 + 0,07.
Die gesunden Probanden lagen im arithmetischen Mittel bei 0,804 + 0,06 innerhalb einer
Spanne zwischen 0,36 und 1,63 (vgl. Abb. 16).

Die Betrachtung der Untergruppe der nativen NSCLC wies keinen Trend zu hoheren
TNFa-Werten auf als fir die SCLC, wie es eine frithere Arbeit an LPS-stimulierten
Leukozyten gezeigt hatte (ohne Abb.) [51].

Die LPS-induzierte Freisetzung von TNFa erbrachte keinen Unterschied im Vergleich der

beiden Patientenkollektive (p = 0,27) und der Patienten vor Therapie mit dem
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Kontrollkollektiv (p = 0,21). Dagegen fiihrte der aufbereitete Surfactant von Patienten nach
Chemotherapie gegeniiber den Probanden zu einer deutlichen Hemmung der TNFa-
Freisetzung (p = 0,003).

Bei der Interpretation der Ergebnisse miissen allerdings die geringen Patientenzahlen und

die teilweise breite Streuung beachtet werden.
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Abbildung 16: Freisetzung von TNFa aus PBMC (peripheral blood mononuclear cells) des peripheren
Blutes von gesunden Spendern unter dem Einfluss von isoliertem Surfactant von Patienten mit Bronchial-
karzinom vor und nach Chemotherapie und von gesunden Probanden (Kontrolle). Dargestellt ist der
Gruppenmittelwert + SEM des jeweiligen Stimulationsindex (Verhéltnis von Surfactant-behandelten und
Medium-behandelten PBMC). Die Klammern bezeichnen das Signifikanzniveau.

In einem zweiten Ansatz wurde untersucht, ob der aus den 3 Kollektiven isolierte
Surfactant eine proliferationshemmende Wirkung auf die durch PHA (Phythimagglutinin)
induzierte Proliferation von PBMC aufweist. Dazu wurde ein Stimulationsindex aus dem
Quotienten der Mitoserate der mit Surfactant und der mit neutralem Medium inkubierten
PBMC errechnet.

Die Patienten vor und nach Chemotherapie unterschieden sich im Stimulationsindex
untereinander signifikant (p = 0,0158). Die Fallzahl der erstgenannten Gruppe betrigt zwar
nur n =4, jedoch lagen die Werte bei einer Streuung von nur 0,005 eng um den Mittelwert
von 0,0138 beieinander. Die 11 Patienten nach Therapie boten einen durchschnittlichen
Stimulationsindex von 0,0248 + 0,0017. Der Minimalindex betrug 0,0001, der maximale
Indexwert 0,0196 (vgl. Abb. 17).
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Im Vergleich mit den Kontrollprobanden bestand fiir beide Kollektive eine hoch-
signifikante Hemmung der Proliferation: p =0,0016 bzw. p <0,0001. Die Probanden
wiesen im Mittel einen Index von 0,8186 + 0,055 bei einer Spanne zwischen 0,1000 und

1,2874 auf.
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Abbildung 17: Phythdmagglutinin(PHA)-induzierte Proliferation von PBMC (peripheral blood mononuclear
cells) des peripheren Blutes von gesunden Spendern unter dem Einfluss von isoliertem Surfactant von
Patienten mit Bronchialkarzinom vor und nach Chemotherapie und von gesunden Probanden (Kontrolle).
Dargestellt ist der Gruppenmittelwert + SEM des jeweiligen Stimulationsindexes (= Quotient von Surfactant-
behandelten und Medium-behandelten PBMC). Die Klammern bezeichnen das Signifikanzniveau.
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4. Diskussion

4.1. Vorbemerkungen

In dieser Arbeit wurden Wirkungen einer definierten zytostatischen Polychemotherapie auf
die zelluldre und lokale Abwehr im Alveolarraum und auf Zusammensetzung, Funktion und
Immunmodulation des Surfactant untersucht. Zwei Patientenkollektive mit einem gesicherten
Bronchialkarzinom, rekrutiert aus vier pneumologischen Zentren, wurden vor und nach
Applikation der Chemotherapie mit gesunden Probanden verglichen. Das Konzept der
vorliegenden Untersuchung basiert auf der klinischen Beobachtung, dass sich nach zyto-
reduktiven Chemotherapien verhdltnismidBig wenige Infektionen im Bronchialsystem
ereignen. Moglicherweise existiert ein lokales azellulires Abwehrsystem wie das pulmonle
Sufactantsystem, welches im Rahmen der zytoreduktiven Therapie eine protektive
Abwehrfunktion aufweist.

Die BAL vor Chemotherapie erfolgte im Rahmen der tumordiagnostischen Bronchoskopie.
Um lokale Einfliisse durch den Tumor selbst auszuschlieBen wie Einwirkungen auf die
Aktivitdat der Alveolarmakrophagen [115], auf die Proteinzusammensetzung [174], auf die
Zytologie [59] oder auf die Hohe des SP-A durch SP-A-Expression aus Adenokarzinomen
[146], wurde in der tumorfreien Lungenhilfte lavagiert.

Die BAL nach Chemotherapie fand grundsitzlich am Folgetag eines Chemotherapie-Kurses
statt. An diesem Zeitpunkt weit vor der erwarteten Knochenmarkdepression konnte eine
moglichst geringe Infektionsgefihrdung der Patienten durch die Bronchoskopie selbst
gewihrleistet werden.

Die Chemotherapie nach dem ACO-Protokoll eignet sich gut zu Untersuchungen, die einen
direkten Einfluss der Chemotherapie evaluieren wollen. Sie wird, anders als andere Regimes,
an nur einem Tag in einem engen Zeitrahmen appliziert, vergleichbar mit einer Bolusgabe.

Die Medikamentenspiegel sind nicht abhingig von der intestinalen Resorption.

4.2. Recovery
Die Riickgewinnungsrate der BAL-Fliissigkeit (Recovery) bei den gesunden Probanden lag
mit fast 79 % tiber den von verschiedenen Arbeitsgruppen angegebenen durchschnittlichen

Riickgewinnungsraten (Ettensohn u. a.: 63 %, [68], Deutsche Gesellschaft fiir Pneumologie:

50 - 60 % [53], Costabel: etwa 75 % in Mittellappen und Lingula [45]).
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Die Riickgewinnung in den beiden Patientenkollektiven betrug 48 % und 45 %. Diese
Differenz war nicht signifikant. Die im Vergleich zu den Probanden hochsignifikant
niedrigere Recovery (jeweils p < 0,0001) 148t sich durch pulmonale Begleiterkrankungen
erkldren. So litten die {iberwiegende Anzahl der Patienten an Erkrankungen wie Emphysem,
chronisch-obstruktiver Bronchitis oder chronisch-obstruktiver Lungenerkrankung und wiesen
pathologische Lungenfunktionswerte auf (vgl. Kap 2.1. Tab. 5). Bronchiale Obstruktion und
Lungeniiberbldhung vermindern die Riickgewinnungsrate [194], so dass sie unter 30 %
betragen kann [45]. Alle Patienten waren Raucher oder Ex-Raucher und wiesen ein hoheres
Lebensalter auf. Bei Rauchern und bei élteren Menschen haben einige Arbeitsgruppen
ebenfalls eine Verringerung der Recovery ausgewiesen [33,194,229], andere hingegen fanden
die Riickgewinnung nicht vermindert [111,206].

Trotz dieser patientenbedingten Einschrinkungen wurde das empfohlene Mindestvolumen
von 25 ml Recovery [43] nur bei einem Patienten mit einer Riickgewinnung von 20 ml

unterschritten.

4.3. Zytologie

Die Gesamtzellzahlen wiesen in unseren Kollektiven eine hohe Variabilitdt auf. Die beiden
hochsten Zellzahlen der lungengesunden, nichtrauchenden Probanden lagen mit 311 bzw.
300/ul (25,2 bzw. 21,0 x 106) sogar oberhalb der in der Literatur beschriebenen Werte. Die
hochsten Patientenwerte mit 435 bzw. 388/ul (20,2 bzw. 32,6 x 106) waren Rauchern
zuzuordnen. Die niedrigste Zellzahl vor Chemotherapie lag bei 8/ul bzw. 0,3 x 10°.

In der Differenzialzytologie wiesen die Patienten vor Therapiebeginn (dltere Patienten,
Raucher oder Ex-Raucher) gegeniiber den Probanden (geringeres Alter, Nichtraucher) eine
signifikant hohere absolute und anteilige Zahl von Lymphozyten auf, wéhrend sich
Makrophagen, neutrophile und eosinophile Granulozyten dagegen nicht unterschieden.
Derartige Schwankungsbreiten in der Gesamtzellzahl sind nicht ungewohnlich. Bei Ettensohn
und Mitarbeitern betrug die Zellzahl bei 78 gesunden Probanden 0,7 - 23 x 10° bzw. 4 -
267/ul [68]. In Querschnittuntersuchungen der gleichen Autoren mit bis zu 5 BAL je Proband
wies die intraindividuelle Zellzahl eine betrichtliche Variabilitit bis zum Faktor 4 auf [69].
Costabel nannte fiir gesunde Nichtraucher einen Normwert bis 13 x 10°. Bei sonst gesunden
Rauchern kann die Gesamtzellzahl bis zum 4fachen hoher liegen als bei Nichtrauchern. Als
Ursache gibt er eine erhohte Anzahl von Alveolarmakrophagen an [43].

Es besteht eine eindeutige positive Korrelation zwischen Recovery und Gesamtzellzahl [68].

Wegen der niedrigeren Riickgewinnungsraten in den Patientenkollektiven muss deshalb dem
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Parameter ,,Zellzahl/ul zuriickgewonnener BAL* mehr Bedeutung beigemessen werden als
der absoluten Zellzahl. Hierin unterschieden sich die Patienten vor Therapie nicht von den
Probanden.

Der Einfluss des Rauchens auf die Differenzialzytologie wird nicht einheitlich beurteilt.
Neben den absolut erhohten Makrophagen entsprechen bei Costabel der prozentuale Anteil
von Neutrophilen, Eosinophilen und Lymphozyten denen der Nichtraucher [43]. Andere
Untersucher berichteten bei Rauchern von einer normalen [204] oder sogar verminderten [59]
Anzahl an Alveolarmakrophagen oder von einem Anstieg der Lymphozyten-, Neutrophilen-
und Eosinophilenzahl [43,156].

In zwei kleinen Studien waren bei alten Menschen eine erhdhte Neutrophilenzahl bzw. eine
erhohte Gesamtzellzahl beschrieben worden [125,229]. Bei Ratten hatte eine Arbeitsgruppe
um Pabst nach Lipopeptid-Stimulation unterschiedliche Leukozytenzahlen in Abhéngigkeit
vom Lebensalter der Tiere nachgewiesen [151]. Dagegen haben laut Pokieser et al. die
Parameter Alter und Geschlecht keinen Einfluss auf die Verteilung der Zellen in der humanen
BAL [188]. Auch Ettensohn u. a. fanden in einem groBBeren Kollektiv keine Abhédngigkeit der
Differenzialzytologie von Lebensalter, Geschlecht, Korperlinge oder Rasse [68]. Deshalb
wurde in dieser Arbeit den Unterschieden zwischen Patienten und Probanden insbesondere
bei Alter und Geschlecht keine Bedeutung beigemessen.

Ob Lidocain einen Einfluss auf die Zellpopulationen besitzt, haben Baser et al. untersucht.
Die direkte Zugabe von 216 - 342 mg Lidocain zu 100 ml riickgewonnener BAL und eine
Lidocain-Expositionszeit von iiber 25 Minuten fiihrten zu einem geringen Anstieg der
Gesamtzellzahl und einem zeitabhingigen Verlust der in vitro-Lebensfdahigkeit von
Monozyten. In vivo bestand allerdings kein eindeutiger Unterschied [14]. Anhand dieser
Daten bleibt ein Lidocain-Einfluss fiir die hier untersuchten Patienten und Probanden bei
einer verwendeten Dosis von maximal 190 mg unbedeutend, zumal die erste aspirierte Portion
der Lavage, in der sich noch Beimengungen des Lokalanidsthetikums befunden hitten,

verworfen wurde.

Bezogen auf die riickgewonnene BAL-Menge waren bei Patienten einen Tag nach
Chemotherapie eine signifikant hohere Anzahl von Zellen im Alveolarraum nachzuweisen als
bei Patienten vor Therapiebeginn. Die hohere Zellzahl beruhte fast ausschlieBlich auf einer
Zunahme der Makrophagen. Die Anzahl der Lymphozyten und Neutrophilen war ebenfalls
groBer, ihr relativer Anteil aber niedriger. Die Differenz von 117 gegeniiber 165/ul bei den

Makrophagen war, wohl wegen der breiten Streuung der Messwerte, nur knapp nicht
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signifikant. Eine dhnliche Zellkonstellation mit mildem Anstieg der Gesamtzellzahl und der
Makrophagen beschreiben Arai und Shirai nach COP-BLAM-Therapien (Cyclophosphamid,
Vincristin, Prednison, Bleomycin, Adriamycin, Procarbazin) von B-Zell-Lymphomen [5].

Fiir die Neutrophilen liel sich die Differenz von 1,7 gegeniiber 2,2/ul zwar statistisch
absichern. Sie ist jedoch in dieser Grofe als unbedeutend zu werten, zumal ihr prozentualer
Anteil sogar sank.

Die Makrophagen stellten jeweils einen Anteil von mehr als 94 % der alveolidren Zellen und
unterschieden sich in ihrem Anteil bei den drei Kollektiven nicht. Deshalb kommt fiir die
hohere Zellzahl nach der Therapie keine chemotherapie-induzierte Alveolitis in Betracht. Die
manifeste alveoldre Schidigung durch Zytostatika ist durch eine lymphozytire oder eine
gemischte lymphozytir-neutrophile Alveolitis charakterisiert [1], selbst bei klinisch
asymptomatischen Patienten [21]. Beide Patientenkollektive beinhalteten eine nahezu
identische Anzahl von Rauchern und Ex-Rauchern, so dass auch der Raucherstatus keine
Erklédrung fiir die hohere Zellzahl bietet.

Wie spiter noch ausgefiihrt, fand sich nach der Chemotherapie ein erhohtes Gesamtprotein.
Eine mogliche Ursache fiir die hohere Zellzahl konnte deshalb in einer gestorten kapilldren
Barriere mit Zell- und Eiweileinstrom liegen. In Kap. 4.5. wird auf die mogliche Schiadigung

der alveolo-kapilldren Grenzschicht niher eingegangen.

Die bisherigen Erkenntnisse zu Verdnderungen der Alveolarzytologie beruhen auf broncho-
alveoldren Lavagen wenige Wochen nach den Chemotherapiekursen, die sowohl von stabilen
als auch ansteigenden und abfallenden Zellzahlen berichteten. 3 Wochen nach dem 2. Kurs
einer Chemotherapie mit ACO und Etoposid bei 17 SCLC (davon 12 gematcht) beschrieben
Hosker und Koautoren einen Abfall der Gesamtzellzahl bei unverdnderter Differenzial-
Verteilung [116]. Zum gleichen Resultat gelangten Rossi und Mitarbeiter nach MACC-
Chemotherapien (Melphalan, Methotrexat, Cyclophosphamid, Doxorubicin) in 8 gepaarten
Patienten mit Bronchialkarzinom [200]. Capelli et al. hatten Ergebnisse zu 6 Patienten mit
Bronchialkarzinom publiziert, deren Zellzahl und zellulire Zusammensetzung einen Monat
nach Abschluss einer Chemotherapie ohne signifikante Verdnderung zu 31 anderen Patienten
vor Therapie geblieben waren [29]. Eine Studie zeitnah nach Chemotherapie stammt von
Cooper und Mitarbeitern. Sie konnten in der BAL von Rattenlungen aufzeigen, dass schon
16 Stunden nach intraperitonealer Injektion von Cyclophosphamid unreife Makrophagen in
den Alveolarraum einstromten und sich der prozentuale Anteil der Lymphozyten verminderte

[42]. Dagegen demonstrierten Santosousso u. a. ebenfalls an Ratten nach s.c.-Applikation von
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Cyclophosphamid ab Tag 4 eine Verminderung der Alveolarmakrophagen in der BAL, die

sich nach weiteren Zytostatikagaben verstirkte [203].

4.4. Einfliisse von Geschlecht, Alter und Narkosebronchoskopie

Fir SP-A im Serum wurde kein signifikanter Unterschied zwischen Ménnern und Frauen
gefunden [173a]. Uber SP-A in der BAL sind keine vergleichenden Untersuchungen zu einem
Geschlechterunterschied veroffentlicht. Deshalb kann im Einklang mit den Daten der
Literatur davon ausgegangen werden, dass die Uberzahl an minnlichen Probanden und

Patienten die Ergebnisse dieser Studie nicht beeinflusst hat.

Beziiglich des SP-A fanden Lesur und Mitarbeiter an Probanden einer weiten Altersspanne
keinen Einfluss des Lebensalters auf den SP-A-Gehalt in der BAL [141], ebenso Betsuyaku
et al. [20a]. Die letztere Arbeitsgruppe beschrieb zudem ein niedrigeres SP-A bei Rauchern
mit einem gesicherten Emphysem in mittlerem und hoherem Alter gegeniiber jiingeren
Rauchern und Nichtrauchern. In dieser Arbeit dagegen liegen die SP-A-Werte beider
Patientengruppen nicht unter denen der Probanden. Alle Patienten dieser Studie weisen ein
mittleres und hoheres Alter auf, so dass der bei Betsuyaku et al. aufgezeigte Unterschied fiir
die Altersgruppen fiir die Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit nur eine untergeordnete

Rolle spielen diirfte.

In der postnatal reifenden Lunge und bei bis zu 8jdhrigen Kindern sind Unterschiede im
Gehalt von Surfactantproteinen und in der Konzentration und der biologischen Wirksamkeit
von PL gegeniiber Erwachsenen beschrieben [19a,119a,191a]. Dagegen gibt es fiir gesunde
Erwachsene zu einer Abhingigkeit der PL oder der Surfactantfunktion von Alter oder
Geschlecht keine Untersuchungen. Thnen kommt auch in der Ubersichtsliteratur keine
Bedeutung zu. Deshalb ist davon auszugehen, dass die Unterschiede in Alter und Geschlecht
zwischen den Kollektiven der Probanden und der Patienten in dieser Arbeit unberiicksichtigt

bleiben konnen.

Von den drei Patienten, die in dieser Studie eine Allgemeinnarkose erhalten hatten, wiesen
zwei mit 30 ml und 42 ml eine etwas niedrigere BAL-Ausbeute im Vergleich zum Gruppen-
mittelwert von 48 ml auf. Die Zahl der Neutrophilen und der Gesamtzellen bewegte sich

innerhalb der gewohnten Schwankungsbreite.
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Die wenigen Daten iiber einen Vergleich von Allgemeinnarkose gegeniiber Lokalanésthesie
ergeben kein einheitliches Bild. Kuylenstierna u. a. [136] beschrieben in der BAL von 9
Patienten in Allgemeinnarkose die Zelldifferenzierung und das Albumin/Serumalbumin-
Verhiltnis als nicht different von 16 gesunden Probanden in lokaler Anisthesie. Gesamt-
zellzahl und Recovery waren jedoch erniedrigt. Die Arbeitsgruppe um de Blasio [53]
bestitigte eine geringere BAL-Recovery in Allgemeinnarkose, bestimmte jedoch hohere
Neutrophilenzahlen. Einen hoheren Neutrophilenanteil sowie eine erhohte Gesamtzellzahl
fanden Eliraz et al. [64] in der BAL von 26 lungengesunden Patienten eine Stunde nach

Beatmungsbeginn verglichen mit dem Zeitpunkt direkt nach der Intubation.

4.5. Gesamtprotein

Klech gab den Gehalt bei Normalpersonen bei ungefihr 70 mg/l an [130]. Andere Autoren
nannten, in Abhidngigkeit von der Untersuchungsmethode, hohere Werte um 90 mg/l
[85,156,210]. Der mittlere Proteingehalt der BAL vor Chemotherapie war mit dem der
Probanden nahezu identisch und lag mit etwa 112 mg/l gering iiber dem Bereich der oben
genannten Studien. Die weiten Spannen der Messwerte sind nicht ungewdhnlich. Auffillig
war dagegen die Hohe des mittleren Proteingehaltes von 171 mg/l nach der Chemotherapie im
Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. Dieser Befund konnte als Schidigung der alveolo-
kapilldren Grenze gewertet werden. Einen Proteinanstieg von 150 auf 290 mg/I fand auch die
Arbeitsgruppe um Capelli und Vellutti einen Monat nach Abschlu3 der Chemotherapie von
6 Bronchialkarzinomen und bezeichnete zytotoxische Schaden der alveolo-kapilldaren Barriere
als wahrscheinliche Ursache [29]. Auch Cooper und Koautoren berichteten von einem
Albuminanstieg nach niedrig dosierter intraperitonealer Gabe von Cyclophosphamid bei
Ratten und werteten das Ergebnis als Ausdruck einer Lungenschiddigung [42].

Dagegen waren Hosker u. Mitarbeiter zu anderen Resultaten gelangt. Bei Patienten mit einem
Bronchialkarzinom war der Gehalt an Protein vor dem 3. ACO-Kurs unveridndert zum
Ausgangswert geblieben [116]. Auch Bhalla u. a. fanden bei 9 Patienten nach 4 Kursen einer
CAF-Induktionstherapie (Cyclophosphamid, Adriamycin, 5-FU) keinen Proteinanstieg im
Vergleich zu Gesunden [21].

Eine Schiddigung der alveolo-kapillaren Grenzschicht durch Rauchen hatten Arbeitsgruppen
um Mancini und Schmekel verneint [156,206].

Moglicherweise reflektiert die Proteinzunahme nur eine akute, kurzfristige Reaktion der
alveolo-kapilliren Membran oder eine Pneumozytendysfunktion auf die toxische Chemo-

therapie. Diesbeziiglich besteht zukiinftig noch Klarungsbedarf.
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4.6. SP-A

Das interessanteste Ergebnis im Sinne der aufgestellten Hypothese war eine Erhohung des
Surfactantprotein-A bei den Patienten nach Chemotherapie. Wihrend sich die Werte vor
Therapie nicht von denen der Probanden unterschieden, lag die Konzentration des Kollektins

einen Tag nach der zytostatischen Therapie signifikant hoher (p = 0,0096).

Untersuchungen zum Gehalt von Surfactantprotein-A in der BAL von Tumorpatienten sind
rar. Lediglich eine Arbeitsgruppe um Halme hatte das SP-A bei 16 Patienten mit SCLC, die
zuvor einen lokalen Progress nach Chemotherapie aufwiesen, vor Einleitung der
Tumorbestrahlung bestimmt. Dabei waren hohe SP-A-Spiegel mit einem hohen Ausmal} an
Schiden nach der folgenden Strahlentherapie behaftet, so dass die Autoren die Rolle des
SP-A als Pridiktionswert fiir die Entwicklung von strahleninduzierten Lungenschiden
diskutierten [95]. Griese und Mitarbeiter berichteten iiber 24 Kinder mit unterschiedlichen
Tumoren, deren SP-A-Gehalt in der BAL auf das 4fache erhoht war. Allerdings waren die
Kinder immunsupprimiert, hatten Lungenverschattungen und Fieber [86]. Dariiber hinaus
kann lediglich auf zwei tierexperimentelle Studien verwiesen werden, in denen
Chemotherapeutika zur Fibroseinduktion benutzt wurden. Nach intratrachealer Bleomycin-
instillation verdnderten sich an Tag 4,21 und 28 nur die Phospholipide, nicht die
Konzentrationen von Surfactantprotein-A [112]. SP-A und Bleomycin steigerten synergistisch
die Freisetzung proentziindlicher Zytokine aus Makrophagen-Zelllinien [117]. Diese
Ergebnisse sind allerdings fiir Vergleiche nur bedingt geeignet, weil es sich um

experimentelle Modelle im Zusammenhang mit der Induktion einer Lungenfibrose handelte.

Beide Patienten-Kollektive waren beziiglich Alter, Geschlecht und Raucherstatus miteinander
vergleichbar, so dass der Unterschied nicht auf diese Merkmale zuriickzufiihren sein diirfte.
Die Gruppen waren mit 21 bzw. 16 Patienten zwar nur klein. Nahezu alle in dieser Arbeit
zitierten Studien wiesen aber dhnliche oder niedrigere Teilnehmerzahlen auf. Es bleibt jedoch
ungeklirt, ob und inwieweit das Ergebnis durch das Studiendesign beeinflusst war, was fiir
die Konzeption kiinftiger Studien beachtet werden muss.

Im Einklang mit den Ergebnissen von Hamm et al. sowie Lesur et al. [97,141] wichen die
SP-A-Werte der Raucher und Ex-Raucher vor Therapie nicht ab von denen der nicht-
rauchenden Probanden. Sie waren nicht erniedrigt, wie es von anderen Arbeitsgruppen fiir
Raucher berichtet worden war [16,20a,111,215a]. Auf eine weitergehende vergleichende

Bewertung der SP-A-Konzentration der Probanden mit den Patienten iiber die aufgezeigte
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Plausibilitat der Messwerte hinaus wird wegen fehlender gematchter Gruppen bei den

Parametern Rauchen, Alter und Geschlecht verzichtet.

Es ist denkbar, dass eine Erhohung des SP-A-Gehaltes nach Chemotherapie einen erhohten
Schutz vor pulmonalen Infektionen durch verstirkte Opsonierung, Neutralisierung von
Bakterien sowie Aggregatbildung und Antigen-Prisentation, sogar durch eine antikOrperartige
Funktion, bieten konnte.

Zahlreiche Mikroorganismen, die eine Pneumonie auslésen, werden durch SP-A in ihrer
Aktivitit beeinflusst. So wurde Mycoplasma pneumoniae iiber die Affinitit von SP-A zu
deren Lipidliganden gehemmt [35]. SP-A stimuliert die Phagozytose von Streptococcus
pneumoniae durch Alveolarmakrophagen. [230]. Das Respiratory syncytial virus verlor durch
Bindung an SP-A seine Infektiositit, SP-A verbesserte seine Phagozytose durch Alveolar-
makrophagen [82,142]. Es neutralisierte das Influenza A-Virus durch Bindung des CRD an
Virusprotein [18]. Fiir Staphylococcus aureus wirkte es als Opsonin [157], ebenso fiir Herpes
simplex Typ I [238]. Auch fiir Haemophilus influenzae Typ I agierte SP-A als Opsonin und
forderte dessen Aggregation [162]. Es bewirkte durch Bindung an bakterielle LPS eine
raschere Elimination von E. coli [220]. Erstmalig wurde auch iiber eine direkte antibakterielle
Aktivitit, dhnlich Antikorpern, gegen E. coli berichtet [254].

SP-A-defiziente Miuse zeigten eine erhohte Empfanglichkeit fiir Infektionen mit B-Strepto-
kokken [144], Pneumocystis carinii [145] und Pseudomonas aeruginosa [143]. SP-A band an
Pseudomonas aeruginosa und Cryptococcus neoformans, allerdings ohne Opsonineffekt
[27,242]. Alveolarmakrophagen in transplantierten Lungen wurden durch Zugabe von SP-A
zur Phagozytose und Produktion von Stickstoffradikalen stimuliert, so dass sie Klebsiella
pneumoniae verstirkt eliminierten [105]. Eine Ubersicht iiber die Interaktionen des SP-A mit

pathogenen Organismen geben van Golde [234] und Crouch und Wright [49].

Neben direkten Wirkungen auf Erreger entfaltet SP-A zahlreiche zelluldre Effekte im Wirt. Es
bewirkte die Bildung toxischer Sauerstoffradikale aus Makrophagen (,,respiratory burst*), um
eine Phagozytose einleiten [234]. Es inhibierte direkt die Proliferation von CD3*/CD4"-
Lymphozyten [24]. Die Expression proinflammatorischer Zytokine wie INFy oder
Interleukin-2 aus Lymphozyten wurde durch SP-A gehemmt, unter bestimmten Bedingungen
jedoch auch gesteigert [134, Review in 48,249]. Die Freisetzung von NO aus Makrophagen

wurde, je nach deren Vorstimulation, gesteigert oder gehemmt [219]. Gegenteilige Effekte
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iibte es auch auf TNFa aus, dessen Liberation durch SP-A unterdriickt wurde [161,198], aber
auch heraufreguliert werden konnte [132,133]. Haagsman und Wright et al. hielten die
jeweilige Wirkung fiir abhéngig von Faktoren wie Art und Aktivierungsstatus der
Effektorzellen, Art und Menge des Pathogens oder aktueller Struktur des Surfactantproteins
[92,251].

Zu den sowohl proinflammatorischen als auch antiinflammatorischen Immunantworten des
SP-A wird gegenwirtig die Meinung vertreten, dass SP-A als , first line-defense* die lokale
Abwehr iiber das Makophagen-Monozytensystem heraufregulieren soll. Wenn sich jedoch
schon eine Entziindung im Alveolarraum ausgebildet hat, hemmt SP-A die proentziindlichen
Zytokine und somit einen Granulozyten- und Lymphozyteneinstrom, um die empfindliche
Balance im Alveolarsystem nicht durch exzessive und destruierende Entziindungsreaktionen
zu schiadigen [92,233,251]. Die gegenseitige Beeinflussung von Signalstoffen und SP-A

sowie der Ablauf der Aktivierungskaskaden sind derzeitig Gegenstand intensiver Forschung.

Beziiglich der Entziindungsmodulation erzielte SP-A noch auf weitere humane Abwehr-
systeme Effekte, die von Interesse sind. In Untersuchungen von Watford u. a. schien es die
Clg-vermittelte Komplementaktivierung zu behindern und damit die Initiation einer
Entziindungskaskade zu erschweren [243]. Es verstirkte die Aufnahme apoptotischer
Granulozyten in Alveolarmakrophagen und trug damit zur Aufldsung einer Entziindung bei
[193]. Mit Pneumozyten II interagierte es iiber einen Oberflichenrezeptor und beeinflusste so
direkt die Surfactant-Expression [32,222]. Dariiber hinaus setzte SP-A iiber seinen auf
Pneumozyten exprimierten Rezeptor SPAR eine Signalkaskade in Gang, die letztlich Typ II-
Pneumozyten vor Apoptose schiitzte. Das konnte nach Meinung von White und Strayer die
bekannte hohe Widerstandsfihigkeit gegen Verletzungen und die gute Re-Epithelialisierung
geschidigter Alveolen erkliren [245]. In diesem Zusammenhang sind auch die
Beobachtungen der Arbeitsgruppe um McCormack bedeutsam, die bei einer SP-A-
Uberexpression eine verminderte Anfilligkeit des Surfactant gegeniiber Inaktivierung durch

Proteine feststellte [63].

Unsere Befunde eines erhohten SP-A-Gehaltes direkt nach der zytostatischen Behandlung von
Bronchialkarzinomen unterstiitzen die Hypothese einer Heraufregulation eines lokalen
Abwehrsystems. Die Elimination pathogener Organismen und apoptotischer Zellen konnte
beschleunigt werden. Suppression der Zytokinausschiittung, verminderte Bildung reaktiver

Sauerstoffspezies, Hemmung der Komplementkaskade und Lymphozytensuppression konnten
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unerwiinschte {iiberschieende Entziindungsreaktionen vermindern. Gerade auch ein
moglicher Schutz von Pneumozyten II durch SP-A kann im Rahmen der zytostatischen
Chemotherapie bedeutsam sein. Ob sich der Anstieg des SP-A auf einen engen Zeitraum
direkt nach der Chemotherapie beschrinkt oder ldnger andauert, bedarf weiterer
Untersuchungen. Halme u. a. hatten bei einigen ihrer chemotherapeutisch und z. T. mit INFy

behandelten Karzinompatienten wenige Monate spiter ein erhohtes SP-A gefunden [95].

Vollig unklar bleibt derzeit, iiber welchen Mechanismus die mutmaBliche Heraufregulation
des SP-A nach der zytostatischen Chemotherapie erreicht wurde.

Es konnte sich um eine kompensatorische Sekretion aus noch intakten Pneumozyten handeln.
Denkbar wire auch eine vermehrte SP-A-Liberation aus destruierten Pneumozyten.
Moglicherweise verlangsamen defiziente Pneumozyten den Prozess der SP-A-Degradierung
bzw. der SP-A-Wiederaufnahme. Ob Funktionseinbuflen durch strukturelle Verdnderungen
der Pneumozyten II eine Rolle spielen, konnte elektronenmikroskopisch nachgewiesen
werden. Dass bei unspezifischen akuten Lungenschidden die SP-A-Konzentration ansteigt,
hatte schon Crouch aufgezeigt [47]. Glucocorticoide erhohen die Expression aller Surfactant-
proteine [87]. Deshalb ist es denkbar, dass die Erhohung von SP-A im Kollektiv nach der
zytostatischen Therapie mit beeinflusst wurde durch die Begleitmedikation, die fiir jeden
Patienten einmalig 100 mg Prednisolon am Tag vor der Zytostase umfasste. In diesem Fall
wiirde das sonst immunsuppressive Steroid einen giinstigen Effekt auf die lokale Abwehr

ausiiben.

Von weiterer Bedeutung fiir das Verstindnis von alveoldrer Abwehr und Infektion wiren
Kenntnisse iiber Kollektine und Zytokine im Nadir einer Knochenmarkdepression 7 - 10 Tage
nach Chemotherapie. Das erhohte Infektionsrisiko diirfte der Durchfiihrbarkeit einer
Bronchoskopie zu wissenschaftlichen Zwecken wihrend der zytostatischen Behandlung

jedoch enge Grenzen setzen.

4.7. Phospholipide und Surfactantfunktion

Die origindre Funktion der Phospholipide (PL) besteht in der Reduktion der Oberfldchen-
spannung (OFS) im terminalen Bronchialsystem. Hierzu ist neben einer ausreichenden Menge
an PL das Verhiltnis von oberflichenaktiven ,,groBen Aggregate” (LA) zu wenig aktiven

,kleinen Aggregaten* (LA) von entscheidender Bedeutung.
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Wihrend die Probanden die erwarteten normalen Werte aufwiesen, zeigten sich bei den
Tumorpatienten schwerwiegende Storungen. Die Menge an PL war in beiden Kollektiven
signifikant unter den Wert Gesunder erniedrigt [85]. Der Phospholipid-Abfall ging besonders
zu Lasten der aktiven ,,grolen Aggregate®. Bei Vergleich mit den Probanden waren die LA
nicht nur in ihrer Menge hochsignifikant vermindert. Zusitzlich bestand ein gestortes
Verhiltnis von SA und LA zu Ungunsten der oberflichenaktiven Formen, was fiir eine
vermehrte metabolische Konversion der LA zu den SA spricht. Uberraschend betrafen die
Veridnderungen beide Patientenkollektive. Ebenso iiberraschend wiesen die Patienten vor
Therapie durchweg die ungiinstigsten Werte fiir simtliche Lipid-Parameter auf, was sich fiir
die PL und fiir SA/LA sogar in signifikanten Differenzen gegeniiber dem therapierten
Kollektiv niederschlug. Die Gegeniiberstellung der LA blieb nur knapp unterhalb des
Signifikanzniveaus.

Eine inflammatorisch bedingte Konversion der Surfactantaggregate mit konsekutiver
Surfactantdysfunktion, wie sie fiir eine Reihe von Lungenerkrankungen mit einhergehender
Entziindungsreaktion beschrieben wurde, ist nicht anzunehmen [Ubersichten bei 85 und 90].
So fanden sich beziiglich der zellularen BAL-Zusammensetzung keine Hinweise fiir eine
Entziindung. Als weitere mogliche Ursache kommt Rauchen in Betracht, denn Tabakrauch-
partikel schiddigen die Surfactantfunktion direkt [107] und bewirken zudem eine stark
verlangsamte alveoldre Clearance [165]. Wenigstens 34 der 37 Patienten hatten Tabakkonsum
angegeben (9/9 Raucher/Ex-Raucher in einem, 8/8 im anderen Kollektiv). Ein Einfluss des
Rauchens auf die Unterschiede in den Lipidparametern beider Patientengruppen ist deshalb
nicht anzunehmen. Die Surfactantergebnisse fritherer Studien sind nicht einheitlich. Bei
Rauchern wurden die Phospholipide teils als gering erhoht [110], als erniedrigt [71,149,152],
aber auch als in etwa unverindert im Vergleich zu Nichtrauchern gefunden [111,156,223], es
bestand jedoch zumeist eine eingeschrinkte Oberflachenaktivitit [98,110,223]. Von den
Phospholipid-Subgruppen zeigten einige Untersuchungen das Phosphatidylcholin unverédndert
[156], andere erniedrigt [223], wobei eine erhohte Oberflichenspannung gemessen wurde
[206].

Die Lipidergebnisse passen gut zu der hier ebenfalls gezeigten Surfactantdysfunktion der
Patienten. Sowohl bei minimaler als auch bei maximaler Ausdehnung der Luftblase im PBS
erwies sich die OFS bei den Tumorpatienten gegeniiber den Probanden als hochsignifikant
erhoht. Eine besonders auffillige Diskrepanz boten die Messwerte der Luftblase bei kleinem

Durchmesser. Wihrend sie sich bei den Probanden um 2 mN/m bewegten, betrug die OFS bei
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den Patienten etwa das 7fache. Bei maximalem Durchmesser machte die Differenz etwa 25 %
aus.

Aufgrund des Verlustes an Oberfldchenaktivitit muss fiir die untersuchten Tumorpatienten
insbesondere endexspiratorisch, aber auch endinspiratorisch, eine erhohte Kollapsneigung der
Alveolen und eine erhohte Atemarbeit angenommen werden. Die Funktionseinschrinkung
betraf ebenso die Adsorption der Lipide bei einer 10 Sekunden lang still stehenden Luftblase,
so dass auch bei annihrend statischer Ventilation in Atemmittellage mit einer verstidrkten
Kollapsneigung der Alveolen gerechnet werden muss. Im Gegensatz zum Lipidstatus

unterschied sich die Surfactantfunktion beider Patientenkollektive nicht.

Die bisher publizierten Phospholipiddaten bei Bronchialkarzinom gehen lediglich auf PL-
Subgruppen ein. Nach zytostatischer Chemotherapie mit MACC hatten Rossi et al. bei
8 gepaarten Patienten nach Therapie eines Bronchialkarzinoms erniedrigte Werte fiir
Phosphatidylcholin (PC) und erhthte Werte fiir Phosphatidylglycerol (PG) gemessen. Vor der
Zytostasegabe hatten beide Lipide den Normwerten von Kontrollpersonen entsprochen [200].
Dagegen erwies sich das Phosphatidylcholin bei 22 Rauchern mit Plattenepithel-Bronchial-
karzinom in der Untersuchung von Arias-Diaz und Mitarbeitern als erniedrigt im Vergleich zu
8 Rauchern ohne Karzinom [6]. Eine Chemotherapie dieser Patienten war nicht erfolgt.
Dariiber hinaus waren Phospholipide einschlieBlich ihrer funktionellen Subgruppen und deren
Einfliisse auf die Oberflichenspannung beim karzinomerkrankten Menschen bisher nicht
systematisch untersucht worden. Die wenigen tierexperimentellen Studien beschiftigten sich
ausschlieBlich mit der tracheobronchialen Applikation von Bleomycin zur Fibroseinduktion
[112,140,148,176]. Sie sind aufgrund des starken lokalen Entziindungsreizes nicht geeignet

fiir Vergleiche mit i.v.-Zytostatika zur Tumortherapie.

Ein erhohter Gehalt an Proteinen, wie er in den Proben nach Therapie gemessen wurde, ist in
der Lage, die Konversion von LA in SA zu beschleunigen [232] und die Surfactantfunktion zu
behindern [215]. Wahrscheinlich spielt die Proteininhibition hier aber nur eine untergeordnete
Rolle, denn im Kollektiv vor Therapie, in dem die schwersten Surfactant-Beeintrachtigungen
fiir PL, LA und SA/LA detektiert worden waren, entsprach das Protein den Normwerten der

Probanden.

Bei der COPD wurden die PL als stark erniedrigt [152], jedoch auch als normal [93] ermittelt.

Der PL-Spiegel kann durch aktivierte Phospholipasen sinken, die aus Entziindungszellen
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stammen [2]. Beim Emphysem kommt es zum Anstieg von Elastasen, die Surfactant-
Komponenten denaturieren konnen [187]. Infolge einer Reduktion von Pneumozyten II wird
weniger Surfactant synthetisiert und sezerniert [177]. COPD und Emphysem wurden bei den
Tumorpatienten gehduft angetroffen (vgl. Kap. 2.1, Tab. 5), so dass diese Mechanismen einen
Einfluss haben konnten.

Auf eine andere denkbare Ursache fiir erniedrigte PL, die angesichts der héufigen
Malnutrition von Tumorpatienten Bedeutung erlangen konnte, machten Guthmann und
Mitarbeiter in einer tierexperimentellen Arbeit aufmerksam. Sie wiesen an Ratten mit Vitamin
E-Mangel auf die Unterdriickung der PL-Synthese und seines wichtigsten Anteils, dem
Phosphatidylcholin hin [91]. Mogliche nutritive Einfliisse auf die Zusammensetzung der

humanen BAL sind bisher noch nicht publiziert.

Daneben muss auch ein moglicher methodenbedingter Einfluss auf die differente
Komposition und Funktion der Phospholipide in den Kollektiven, in denen sich unter-
schiedliche Patienten gegeniiberstanden, diskutiert werden, der aber in seiner Bedeutung und
seinem Ausmall schwierig abzugrenzen ist, zumal die Parameter Alter, Geschlecht,
Tabakkonsum und Begleiterkrankungen beider Gruppen vergleichbar waren. Erst bei
identischen Patienten vor und nach Chemotherapie konnten die Unterschiede eindeutig der
Therapie zugeschrieben werden. Es muss zukiinftigen Studien vorbehalten bleiben, mit einem
verbundenen Design und einer groBeren Teilnehmerzahl die erhaltenen Ergebnisse zu

verifizieren.

Selbst unter Einbeziehung dieser einschrinkenden methodischen Aspekte sprechen die
dargestellten Ergebnisse einer gestorten Surfactantfunktion und -aggregation fiir eine
Verinderung der extrazelluliren PL-Morphologie und -Zusammensetzung bei den
Tumortrigern. Moglicherweise kommt es durch das Karzinom zu einer Storung der PL-
Synthese oder zu einer Storung der extrazelluliren Anordnung der PL, iiber deren Ablauf
noch keine Erkenntnisse vorliegen. Komplizierend kommt hinzu, dass die extrazellulidre
Morphologie der Surfactant-Aggregate zu tubuldarem Myelin durch SP-A mit gesteuert wird
[239], so dass Verdnderungen des Surfactantprotein-A, wie es in einem der Kollektive
nachgewiesen wurde, ebenfalls einen Einfluss auf die Struktur und Funktion des Surfactant
haben kann.

Nachdem andere Ursachen fiir die Dysbalance der Phospholipide und die eingeschrinkte

biophysikalische Aktivitidt keine iiberzeugende Erkldarung bieten, miissen humorale oder
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immunvermittelte Einfliisse des malignen Tumors diskutiert werden. Beispielsweise sind
gerade fiir Bronchialkarzinome eine Fiille von Paraneoplasien bekannt [46]. Alveolar-
makrophagen zeigten in der gesunden Lungenhilfte von Tridgern eines Bronchialkarzinoms
eine verdanderte Aktivitidt. Hosker und Mitarbeiter demonstrierten vor Chemotherapie mittels
Chemilumineszenz eine erhohte Phagozytose-Aktivitdt [115], nach Chemotherapie eine
Verminderung [116]. McDonald und Atkins nahmen sogar einen generalisierten Immundefekt
bei Tridgern von Bronchialkarzinomen an, nachdem mit INFy stimulierte Alveolarmakro-
phagen in beiden Lungenhilften eine verminderte Zytostaseaktivitit im Vergleich zu
Kontrollpersonen aufgewiesen hatten [160].

Als Hinweis fiir einen Einfluss von Tumorprodukten auf den Surfactant konnte gewertet
werden, dass mit der Reduktion der Tumorzellmenge infolge der ACO-Kurse sich ein hoch-
signifikanter Anstieg der Phospholipide von 17,8 mg/dl auf nahezu die doppelte Menge und
ein gleichsinniger Anstieg der oberflachenaktiven ,,groen Aggregate* von im Mittel 197 ug
auf 321 pg nachweisen lie. Dementsprechend lief sich eine signifikante Verbesserung der
Surfactantkonversion evaluieren, dargestellt am geringeren SA/LA-Quotienten. In zeitlichem
Zusammenhang mit der zytostatischen Behandlung verinderten sich essentielle Bestandteile
der alveoldren Grenzschicht zu einer verbesserten Surfactanthomdoostase hin. Das ldsst die
Hypothese eines parakrinen oder immunvermittelten Einflusses des Bronchialkarzinoms auf

die Menge und die Zusammensetzung der Phospholipide im Surfactant zu.

4.8. Immunmodulation durch Surfactant

TNFa gehort mit anderen Interleukinen zu den proinflammatorischen Zytokinen. Nach Frei-
setzung aus Alveolarmakrophagen und Pneumozyten II aktiviert es ortsstindige Entziindungs-
zellen und regt sie zur Bildung von toxischen Sauerstoffradikalen und zytolytischen Faktoren
an. Es Iost eine entziindungsfordernde Zytokinkaskade aus, reguliert Apoptose, fordert
chemotaktisch die Migration von Granulozyten und Monozyten und steigert nicht zuletzt
Gewebsdestruktion und Fibrogenese [123,138,217].

Um der Frage nachzugehen, welche immunologischen Wirkungen Surfactant von Tumor-
patienten haben kann, wurde exemplarisch die LPS-induzierte Freisetzung von TNFa aus
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) und das Proliferationsverhalten von
PBMC nach Inkubation mit Surfactant von Patienten und von gesunden Probanden
untersucht.

Die Bestimmung der LPS-induzierten TNFa-Freisetzung aus PBMC ergab keine signifikante

Differenz zwischen den beiden Patientengruppen. Wegen der breiten Streuung und der
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geringeren Anzahl eignete sich das untherapierte Patientenkollektiv jedoch nur eingeschrinkt
zur statistischen Auswertung. Dagegen bewirkte das Surfactant-Material der chemo-
therapierten Patienten im Vergleich mit den Probanden eine signifikante Hemmung der
Zytokinproduktion.

Bei Kremlev u. a. waren es die Surfactantlipide, die eine Suppression der TNFa-Produktion
aus SP-A-stimulierten isolierten Monozytenreihen bewirkt hatten [133]. Die dosisabhingige
Hemmung der TNFa-Liberation aus Rattenmakrophagen durch Rindersurfactant beschrieben
Talati und Mitarbeiter [224]. Demgegeniiber wies in dieser Studie die TNF-a-Freisetzung
keinen Zusammenhang mit der Hohe der Gesamt-PL auf. Vielmehr wurden im Kollektiv der
Probanden sowohl die hochste PL-Konzentration als auch die hochsten TNF-a-Werte
gemessen. Moglicherweise befanden sich noch Spuren von Zytostatika in der BAL, so dass
die niedrigere Stimulationsfahigkeit nach Chemotherapie auch auf die tags zuvor erfolgte
Zytostase zuriickzufiihren sein konnte. Um das Phianomen zu kldren, wire eine Bestimmung
der Medikamentenspiegel in der BAL notig. Fiir dieses Kompartiment existieren noch keine
Untersuchungen zu Wirkstoffspiegeln. Im Plasma erreicht Vincristinsulfat einen triphasischen
Wirkspiegel, dessen terminale Halbwertszeit (HWZ) 19 - 156 Stunden umfasst [88]. Die erst
in der Leber aktivierten wirksamen Metaboliten von Cyclophosphamid haben eine kurze
mittlere HWZ von 7 Stunden, sind aber im Plasma bis 72 Stunden nachweisbar [17].
Adriamycin wird rasch u. a. in der Lunge angereichert. Im Plasma besitzt es eine biphasische
HWZ von 3 und 30 - 50 Stunden [186]. Alle drei Chemotherapeutika kommen deshalb fiir
biologische Wirkungen auf zelluldre Funktionen einen Tag nach Therapie in Frage.

Gegen einen nennenswerten Medikamenteneinfluss sprechen die Ergebnisse von Santosuosso
und Mitarbeitern. Sie hatten demonstriert, dass mit INFy und LPS stimulierte Lungengewebs-
Makrophagen von Ratten, die nach repetitiver s.c.-Gabe von Cyclophosphamid (Tage 0, 3, 5,
7, 9) am Tag 10 entnommen waren, ihre Fihigkeit behalten hatten, normale TNFa-Mengen

freizusetzen [203].

Die PHA-induzierte Proliferation von PBMC wurde durch den Patienten-Surfactant beider
Tumorkollektive nahezu vollstindig unterdriickt. Der schmale Streubereich der Messwerte
weist den Ergebnissen trotz der nur geringen Patientenzahlen (n=4, n=11) doch eine
Bedeutung zu.

Santosuosso et al. hatten vergleichbare Untersuchungen an Ratten-Makrophagen publiziert
[203]. In einem aufwindigen Studiendesign (Cyclophosphamid-Gaben s. c. an den Tagen 0, 3,
5,7,9, BAL an den Tagen 4, 10, 14, Isolation von Alveolarmakrophagen, Messung der mit
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GM-CSF stimulierten oder unstimulierten Proliferation mittels Beta-Counter) fanden sie eine
signifikante Abnahme der Proliferation an den Tagen 4 und 10 im Vergleich zu den
Kontrolltieren. An Tag 14 zeigten die stimulierten und unstimulierten Makrophagen im
Vergleich mit den Kontrollen wieder eine normale, in der Tendenz sogar gesteigerte
Proliferationsfihigkeit. Die Autoren konstatierten, dass die Cyclophosphamid-Wirkung sich
auf den Zeitraum der Therapie beschridnkt und schon wenige Tage nach Abschluf3 der
Zytostase eine vollstindige Erholung der Makrophagen nachzuweisen ist.

Wihrend die nahezu maximale Hemmung der Proliferation durch Surfactant nach Therapie
auf die am Tag zuvor stattgefundene antineoplastische Behandlung zuriickfiihrbar wire, z B.
durch noch enthaltene Zytostatikaspuren, iiberrascht in dieser Studie die ebenfalls starke
Wachstumshemmung des Surfactant vor Zytostase und bleibt in ihrer Ursache vollig unklar.
Zu untersuchen wiren nicht nur immunsuppressive Einfliisse durch Medikamente wie
topische oder systemische Corticosteroide, sondern auch besonders eine etwaige humorale
Hemmung der Proliferation durch das Bronchialkarzinom selbst. Neben Wirkspiegel-
Bestimmungen der Zytostatika und anderer applizierter Medikamente im isolierten Surfactant
miissten die Daten durch groere Fallzahlen an miteinander verbundenen Patienten vor und
nach Therapie sowie durch zusitzliche Experimente beziiglich eines Tumoreinflusses per se

abgesichert werden.

4.9. Resiimee

Zusammenfassend ldsst sich - unter Beachtung der durch das Studiendesign gegebenen
Begrenzungen - ein Einfluss der Chemotherapie auf den Surfactant vermuten. Nach der
antineoplastischen Therapie mit ACO liegt das SP-A signifikant hoher, was einen
verbesserten Schutz vor alveoldren Infektionen bedeuten kann. Die verminderte Ausschiittung
des proinflammatorischen Zytokins TNFa zeigt immunologische Einfliisse von Surfactant
nach Chemotherapie an. Das erhohte Gesamtprotein konnte auf eine Alteration der alveolo-
kapilliren Grenze hinweisen.

Die Phospholipid-Zusammensetzung ist nicht nur bei den Patienten nach Chemotherapie
erheblich gestort. Die untherapierten Karzinompatienten weisen eine noch stidrkere
Verminderung der Gesamtphospholipide und der oberflachenaktiven ,,groBen Aggregate* auf.
Die biophysikalische Minderfunktion des Surfactant kann auf diese Phospholipidergebnisse
zuriickgefiihrt werden. Der Surfactant beider Patientengruppen bewirkt eine Hemmung der
Proliferationsfahigkeit monozytirer Zellen. Moglicherweise beruhen einige dieser

Verinderungen auf einem parakrinen oder immunologischen Tumoreinfluss.
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Die wesentlichen Resultate dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Nach einer zytostatischen Chemotherapie mit ACO finden sich bei Patienten mit
Bronchialkarzinom hohere SP-A-Spiegel in der BAL als bei Patienten mit Bronchial-
karzinom vor Chemotherapie, was fiir eine verbesserte lokale Abwehrleistung
sprechen kann.

e Bei Patienten mit Bronchialkarzinom ist die Phospholipidzusammensetzung des
Surfactant besonders ungiinstig beeinflusst, da es - iiber einen bisher unbekannten
Weg - zu einer Reduzierung der Phospholipide und zu einer vermehrten Konversion
oberflachenaktiver LA mit einer konsekutiven biophysikalischen Surfactant-
Dysfunktion kommt.

e Bei Patienten mit Bronchialkarzinom sind nach zytostatischer Therapie die Phospho-
lipide und die biologisch aktiven LA hoher als bei Patienten vor einer Chemotherapie,
allerdings nicht in einem Malle, die die gestorte Surfactant-Funktion verbessert.

e Aus der BAL isolierter Surfactant von Patienten mit Bronchialkarzinom bewirkt,
moglicherweise auf noch unbekanntem humoralen Weg, eine Proliferationshemmung

von mononukledren Zellen.

Diese Resultate konnen aber durch die kleinen Fallzahlen, nicht identische Patienten beider
Tumorkollektive und die in Basisdaten abweichenden Probanden moglicherweise mit auf die
Studienbedingungen zuriickzufiihren sein und nicht eindeutig nur der zytostatischen
Chemotherapie zugeschrieben werden. Deshalb zeigt diese Arbeit Perspektiven auf, die in
zukiinftigen Studien unter Korrektur der genannten methodischen Begrenzungen erhirtet

werden miissten.
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5. Zusammenfassung

Eine zytostatische Chemotherapie reduziert die zellulire Abwehr, so dass das Risiko fiir die
Ausbildung einer lebensbedrohlichen Allgemeininfektion steigt.

Mit den Kollektinen des pulmonalen Surfactantsystems SP-A und SP-D besitzt die Lunge ein
zusitzliches lokales Abwehrsystem, iiber dessen Reaktion im Rahmen einer Chemotherapie
bisher wenig bekannt ist. Auch die Funktion der Surfactantlipide wéhrend einer
Chemotherapie ist bisher kaum untersucht. Aus diesem Grund haben wir bei Patienten mit
einem Bronchialkarzinom evaluiert, ob es vor und nach einer Chemotherapie zu Ver-
dnderungen im Surfactantsystem und zu einer Immunmodulation durch Surfactant kommt.
Hierzu wurden 16 Patienten mit einem kleinzelligen Bronchialkarzinom einen Tag nach
zytostatischer Therapie mit Adriamycin, Cyclophosphamid und Vincristin einer Broncho-
skopie mit bronchoalveoldren Lavage unterzogen. Sie wurden in einem unverbundenen
Design verglichen mit 21 Patienten, die an einem bisher untherapierten Bronchialkarzinom
erkrankt waren. Als Normalkollektiv dienten 28 gesunde Probanden. Nach Auszidhlung der
zelluldren Bestandteile wurde aus der BAL Surfactant isoliert, funktionell und biochemisch
charakterisiert und auf seine immunmodulatorische Potenz hin gepriift.

Trotz reduzierter Recovery in den Patientenkollektiven fand sich in der BAL von Patienten
nach Chemotherapie eine erhohte Zellzahl, vorwiegend durch Alveolarmakrophagen.
Zusitzlich fand sich ein erhohtes Gesamtprotein, was auf eine gestorte Permeabilitit der
alveolo-kapilldren Grenze hindeuten konnte. Unter dem Einfluss der Chemotherapie kam es
zu einer Erhohung des SP-A, so dass eine Steigerung der alveoldren first-line-defense gegen
Mikroorganismen postuliert werden kann.

In der Lipid- und Funktionsanalytik wiesen beide Patientenkollektive eine geringere Menge
an Phospholipiden, groBen Aggregaten (LA) und kleinen Aggregaten (SA) auf. Der erhohte
SA/LA-Quotient spricht fiir eine vermehrte metabolische Konversion von den oberfldchen-
aktiven LA zu den inaktiven SA. Am ungiinstigsten waren die Verdnderungen vor Therapie
ausgeprigt. Ubereinstimmend dazu wurde eine schwere Stoérung der biophysikalischen
Surfactantfunktion beider Tumorkollektive ermittelt.

Isolierter Surfactant der chemotherapierten Patienten war in der Lage, sowohl die TNFa-Frei-
setzung aus mononukledren Blutzellen als auch deren Proliferation zu hemmen, moglicher-
weise infolge Restmengen von Zytostatika in der Alveolarfliissigkeit. Besonders stark wurde
die Zellproliferation durch den Surfactant der untherapierten Patienten supprimiert, so dass

moglicherweise im isolierten Surfactant auch humorale Faktoren eine Rolle fiir die
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Proliferationshemmung spielen. Moglicherweise konnten sogar durch das Bronchialkarzinom
selbst Surfactantlipide, Surfactantfunktion und zellulire Funktionen im alveoliren
Kompartiment verdndert werden.

Auf Grund der Zusammensetzung der Kollektive ldsst sich aber nicht zweifelsfrei
beantworten, ob die Unterschiede zwischen den beiden Patientengruppen eindeutig der
Chemotherapie zuzuschreiben sind. Es hat sich zwar die Annahme erhirtet, dass eine
zytostatische Chemotherapie Einfluss nehmen kann auf das lokale pulmonale Abwehrsystem
der Kollektine, auf die Phospholipidzusammensetzung und die biophysikalische Funktion von
Surfactant sowie auf die konsekutive Fihigkeit des Surfactant, zellulire Immunfunktionen zu
modulieren. Die weitere Forschungsarbeit auf diesem Gebiet wird aber die hier prisentierten
perspektivischen Ergebnisse mit einem entsprechend geédndertem Studiendesign verifizieren

miissen.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

zytostatische Medikamente Adriamycin, Cyclophosphamid, Vincristin
Antigen

Antikorper

bronchoalveolire Lavage

Blutkorperchen-Senkungsgeschwindigkeit

Oberfliachenspannung nach 10 Sekunden statischer Adsorption
Mittelwert der wihrend dynamischer Messung bei maximalem Blasenradius ermittelten OFS
Mittelwert der wihrend dynamischer Messung bei minimalem Blasenradius ermittelten OFS
siche FAC

zytostatische Medikamente Cyclophosphamid, Vincristin, Prednison, Bleomycin, Adriamycin,
Procarbazin

Chronisch-obstruktive Lungenerkrankung

carbohydrate recognition domain, C-terminales Ende von Surfactant-Proteinen
C-reaktives Protein

Dipalmitoylphosphatidylcholin

Deutsche Gesellschaft fiir Pneumologie

epithelial lining fluid

zytostatische Medikamente 5-Fluouracil, Adriamycin, Cyclophosphamid
forciertes exspiratorisches Volumen in 1 Sekunde

funktionelle Residualkapazitit

Granulozyten- und Makrophagenstimulierender Faktor

Halbwertszeit

intrathorakales Gasvolumen

intravenos

Interferon gamma

Kilobequerel

Korperoberflache

Korpergewicht
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Lipopolysaccharid
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mannose binding protein

Medizinische Hochschule Hannover

Millinewton pro Meter
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Oberflachenspannung

Probabilitit, Irrtumswahrscheinlichkeit

Sauerstoffpartialdruck

Kohlendioxidpartialdruck

peripher blood mononuclear cells

Pulsating Bubble Surfactometer

Phosphatidylcholin

Phosphatidylethanolamin

Polyethylen

Phosphatidylglycerol

Phythédmagglutinin

Phosphatidylinositol

Phospholipide

Polypropylen

Phosphatidylserin

»small aggregates”, kleine Surfactantaggregate

Quotient aus ,,small aggregates* und ,,large aggregates*

subcutan

small cell lung cancer, kleinzelliges Bronchialkarzinom

Standardfehler des Mittelwertes

SP-A, -B, -C, -D Surfactantprotein-A, -B, -C, -D

TNFa
vC

Tumornekrosefaktor alpha
inspiratorische Vitalkapazitit
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