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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Friihgeburtlichkeit und ihre Konsequenzen

In den letzten zwanzig Jahren kam es zu einem signifikanten Anstieg der
Uberlebensraten von Friihgeborenen. Durch die Einfiihrung neuer Techniken und
Therapien in der intensivmedizinischen Versorgung, wie den standardisierten Einsatz
von prinatalen Kortikosteroiden zur Induktion der Lungenreifung, die Verabreichung
exogenen Surfactants oder die Einfithrung neuer Beatmungsmethoden, ist es moglich
geworden, dass immer kleinere Frithgeborene iiberleben [1]. Gleichzeitig haben die
hoheren Uberlebensraten extrem kleiner Friihgeborener mit einem Geburtsgewicht unter
1000 g und einem Gestationsalter von 24 bis 26 Schwangerschaftswochen zu einem
Anstieg der Inzidenz der bronchopulmonalen Dysplasie, einer chronischen

Lungenerkrankung Frithgeborener, gefiihrt [2-4].

Frithgeborene leiden haufig am sogenannten Atemnotsyndrom (engl. RDS: respiratory
distress syndrome, Synonym: hyalines Membransyndrom). Es &duBlert sich meist
unmittelbar nach der Geburt mit zunehmender Atemnot mit sternalen und interkostalen
Einziehungen, Nasenfliigeln, exspiratorischem Stohnen und Zyanose. Das
Atemnotsyndrom ist eine Folge der Lungenunreife, gekennzeichnet durch einen
funktionellen, oder durch die Unreife der fetalen Lunge bedingten Mangel an
oberflichenaktivem Surfactant [5]. Verglichen mit Frithgeborenen, die kein
Atemnotsyndrom entwickeln, kommt es bei Patienten mit Atemnotsyndrom zu einer
gestorten Resorption von Fliissigkeit aus der Lunge [6], was zu einem erhohten

Wassergehalt der Lunge fiihrt [7, 8].

Eine der hiufigsten Konsequenzen des Atemnotsyndroms ist die Entwicklung einer
bronchopulmonalen Dysplasie (BPD).

Die bronchopulmonale Dysplasie (BPD, Synonym: chronische Lungenkrankheit, engl.
CLD: chronic lung disease) wird nach der NIH-Konsensuskonferenz folgendermafen

definiert [9]:
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Milde BPD erhohte FiO, mit 28 d,
keine erhohte FiO, mit 36 Wochen p.mfk

Moderate BPD < 30 % O, mit 36 Wochen p.mfk

Schwere BPD > 30 % 0O, und / oder Beatmung/CPAP
mit 36 Wochen p.m. "

" bei FG > 32 SSW erhéhter FiO, mit postnatalem Alter von > 56 d, Abkiirzungen: FiO, = inspiratorische
Sauerstoffkonzentration, d = Lebenstage, p.m. = post menstruationem, CPAP = kontinuierlicher positiver

Atemwegsdruck, SSW = Schwangerschaftswochen, BPD = Bronchopulmonale Dysplasie

Die frither iiblichen Definitionen nach Bancalari (FiO2 > 0,21 im Alter von 28
Lebenstagen, persistierende Atemnotsymptomatik, charakteristische radiologische
Lungenverdnderungen [10]) sowie nach Shennan (FiO2 > 0,21 mit 36 Wochen

postmenstruelles Alter [11]) wurden durch diese Beschreibung abgelost.

Die Entstehung der BPD ist multifaktorieller Genese. Wesentliche Voraussetzung fiir
die Entwicklung der Erkrankung stellt die Unreife der Lunge dar. Vor der Einfithrung
von exogen appliziertem Surfactant in die Therapie des Atemnotsyndroms stellten
maschinelle Beatmungsregime mit hohen Tidalvolumina und hoher Sauerstoffzufuhr
die wesentlichen Ursachen fiir die Entstehung einer BPD dar [12, 13]. Die Einfithrung
der Surfactant-Therapie ermoglichte zwar das Uberleben von sehr kleinen
Frithgeborenen und fiihrte zu einer Reduktion des Einflusses der Beatmung und der
Sauerstofftoxizitit auf die unreife Lunge, die erhoffte Auswirkung auf die Inzidenz der
BPD blieb jedoch aus [2]. Zusitzliche Faktoren wurden erkannt, die bei der Entstehung
der BPD eine Rolle zu spielen scheinen. So werden Entziindungsvorgiénge, alleine oder
in Verbindung mit Infektionen [14-18], eine Fliissigkeitsiiberladung der Lunge aufgrund
eines persistierenden Ductus arteriosus botalli oder aufgrund hoher Fliissigkeitszufuhr,
insbesondere in den ersten Lebenstagen [2, 19-21], Erndhrungsfaktoren [22] oder auch
eine frithe Nebennierenrindeninsuffizienz [23-25] als weitere pathogenetische Faktoren
diskutiert. Ferner zeigen Untersuchungen, dass genetische bzw. familidre Faktoren bei

der Entwicklung der BPD bedeutsam sind [26, 27].

10
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1.2 Fliissigkeitstransport am fetalen Lungenepithel

Im Mutterleib ist die fetale Lunge mit Fliissigkeit gefiillt. Dies ist von gro3er Bedeutung
fiir das Wachstum der Lunge [28, 29]. Man weil} heute, dass diese Fliissigkeit durch
aktive Sekretion von Chlorid-Ionen durch das fetale Lungenepithel in das

Alveolarlumen produziert wird [30-32].

Eine in der basolateralen Zellmembran gelegene Na‘-, K*- ATPase schafft einen
extrazelluldr-intrazelluliren Na*- Gradienten. Ein ebenfalls in der basolateralen
Membran gelegener Na'-, K-, 2 CI'- Cotransporter wird durch diesen Na*- Gradienten
angetrieben und schafft CI'- Ionen in die Zelle. Mit dem K*, das die Zelle durch K*-
Kanile in der basolateralen Membran verlisst, und dem Na*, welches durch die Na*-,
K*- ATPase nach extrazellulir transportiert wird, verlassen positive Ladungen die Zelle,
so dass intrazellulir negative Ladungen im Uberschuss vorliegen. Angetrieben
hierdurch verldsst ClI' die Zelle in Richtung Lumen. Na® und Wasser folgen
entsprechend dem elektrochemischen bzw. osmotischen Gradienten, so dass Fliissigkeit

ins Alveolarlumen sezerniert wird (siehe Abbildung 1) [33] .

Na™t Cl- Cl- H,0 Na™T
/I\ I T Lumen
W T T W
Kt K+t2CI"NaT H,0
— Yok
Kt Na™t

Abb. 1: Flissigkeitssekretion des fetalen Lungenepithels (modifiziert nach Elias et al.
[331)

11



Einleitung

Fiir einen effektiven Gasaustausch nach der Geburt ist es notwendig, dass diese
Fliissigkeit rasch aus dem Alveolarlumen resorbiert wird, d.h. in der Lunge muss eine
Umstellung von Fliissigkeitssekretion zu Fliissigkeitsabsorption stattfinden. Durch
Untersuchungen an Schafen [30] und isolierten Rattenlungen [34] konnte gezeigt
werden, dass die Entfernung der Fliissigkeit durch aktiven Na'- Transport aus dem
Alveolarlumen in das Interstitium erfolgt. Wasser folgt entsprechend dem osmotischen
Gradienten und wird weiter iiber die Blutgefie abtransportiert. Verantwortlich fiir den
Na*- Transport von der apikalen zur basolateralen Zelloberfliche sind die im
Lungenepithel vorkommenden wund fiir die Surfactantsekretion zustidndigen
Alveolarzellen Typ II [35-38]. Die in der basolateralen Zellmembran gelegene Na*-, K*-
ATPase transportiert Na*- Ionen aktiv iiber die Zellmembran ins Interstitium. Der
lumenseitige Eintritt der Na*- Ionen erfolgt iiber Na*- durchlissige Kanile in der
apikalen Zellmembran. K* verlisst die Zelle iiber basolaterale Kaliumkanile, Chlorid-
Tonen und Wasser folgen. Der transzellulire Na™- Gradient fiihrt so zu einer Resorption

von Fliissigkeit iiber das Epithel (siehe Abbildung 2) [39, 40].

Cl- Nat Amilorid H,0 CI-

/ | Lumen
O r

Abb. 2: Postnatale Fliissigkeitsabsorption des Lungenepithels (modifiziert nach Elias et
al. [33])
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1.3 Der Amilorid-sensitive epitheliale Natriumkanal (ENaC)

Bei den Na'- Kanilen in der apikalen Zellmembran handelt es sich hauptsichlich um
Amilorid-sensitive epitheliale Natriumkanile (ENaC). Ein weiterer Teil der Natrium-

Ionen gelangt iiber Amilorid-insensitive Natriumkanile in die Zelle [40].

ENaC ist ein selektiver, spannungsabhédngiger Kationenkanal, welcher sich durch seine
Sensitivitiit gegeniiber dem K*- sparenden Diuretikum Amilorid auszeichnet [41]. Er ist
Mitglied der ENaC/Degenerin Proteinfamilie und vermittelt den Na'- Transport iiber
unterschiedliche Epithelien wie Niere, Darm, Schwei3driisen und eben auch der Lunge
[41]. Die molekulare Struktur des epithelialen Natriumkanals wurde erstmals 1993 am
Beispiel des im distalen Kolon von Ratten lokalisierten ENaC beschrieben [42]. ENaC
ist ein hetero-oligomeres Protein und besteht aus drei homologen Untereinheiten (a-, -
und y-UE), welche erst in Kombination einen voll funktionsfihigen Kanal ausbilden
[43, 44]. Allerdings scheint die o-UE allein bereits einen funktionsfiahigen Kanal
generieren zu konnen, wihrend die B- und 7y-Untereinheiten dem Proteinkomplex
spezifische und regulatorische Eigenschaften verleihen [44]. Durch die Assoziation
dieser beiden Untereinheiten mit der a-UE bilden sich Kanile mit unterschiedlichen
Eigenschaften, die die Affinitit zum Natriumkanalblocker Amilorid, die Kanalkinetik
und die Ionenselektivitit betreffen, was darauf schlieBen ldsst, dass durch
unterschiedliche = Kombination der einzelnen Untereinheiten Kanidle mit
unterschiedlichen Eigenschaften entstehen [45, 46]. Bislang konnten ENaC von
verschiedenen Spezies einschlieBlich Mensch [47], Huhn [48], Rind [49] und Frosch
[50] kloniert werden. Natriumkanile werden entlang des gesamten Respirationstraktes,
vom Epithel der Nasenschleimhaut bis zu den Alveolen exprimiert [51]. Durch
Einzelkanal-Studien wurden bislang mindestens vier verschiedene Typen Amilorid-
sensitiver Natriumkanile im Epithel der Lunge entdeckt, die sich unter anderem durch

unterschiedliche Selektivitit fiir Natrium- gegeniiber Kalium-Ionen auszeichnen [52].

Die Permeabilitit der Zellmembran wird durch sogenannte Aquaporine (AQP) erhoht.

Diese finden sich in der Lunge im mikrovaskuldaren Endothel (AQP 1), in der

basolateralen Membran des respiratorischen Epithels (AQP 4) sowie in der apikalen

Membran von Alveolarzellen Typ I (AQP 5) [40]. Um den Zeitpunkt der Geburt kommt

es zu einer zunehmenden Expression dieser Wasserkanile, vor allem von Aquaporin 4

(AQP 4) [53, 54]. Allerdings konnte in Versuchen mit Aquaporin-knock-out-Mausen
13
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gezeigt werden, dass Aquaporine fiir die physiologische Fliissigkeitsclearance in der

Lunge von Neugeborenen nicht erforderlich sind [55, 56].

In verschiedenen Tierexperimenten konnte hingegen gezeigt werden, dass der ENaC fiir
die Fliissigkeitsabsorption in der Lunge essentiell ist. So fiihrte die intratracheale Gabe
der Na'- Kanalblocker Amilorid [57] oder Benzamil [58] bei neugeborenen
Meerschweinchen zu einer verzogerten Fliissigkeitsclearance der Lunge, zu Hypoxie
und respiratorischer Insuffizienz. Méuse, die kein funktionstiichtiges Gen fiir die a-UE
des ENaC besalBlen, entwickelten ebenfalls eine respiratorische Insuffizienz und starben
innerhalb von 40 Stunden nach der Geburt [59]. Versuche an Mause- und Rattenlungen
haben gezeigt, dass der tENaC mRNA-Gehalt mit steigendem Gestationsalter zunimmt
[60, 61]. In der sich entwickelnden Méuselunge konnte tENaC mRNA erst in einem
Gestationsalter von 16 Tagen (term = 20 Tage) nachgewiesen werden [62].
Untersuchungen an der fetalen Lunge des Menschen haben hingegen gezeigt, dass eine
Expression aller drei ENaC-Untereinheiten schon in den frithesten Stadien der
Lungenentwicklung nachgewiesen werden kann [63-65]. Dem stehen neueste
Untersuchungen gegeniiber, die die Expression von ENaC im Nasenepithel von
Friithgeborenen untersuchten, die eine deutliche Abhingigkeit von Gestationsalter

demonstrieren [66].

Um den Zeitpunkt der Geburt spielt nun die Regulation der ENaC-Expression und der
ENaC-Aktivitit eine wichtige Rolle fiir die postnatale Fliissigkeitsresorption, die eine
effektive Gasatmung ermdglicht. Verschiedene Faktoren spielen hierbei eine Rolle:
gegen Ende der Schwangerschaft kommt es unter dem Einfluss von Hormonen,
insbesondere von Glukokortikoiden und Schilddriisenhormonen, zu einer Zunahme der
Expression des ENaC in der apikalen Zellmembran [67-69]. Gleichzeitig nimmt die
Expression der basolateralen Na*-, K*- ATPase zu [70, 71]. Unter der Geburt kommt es
unter dem Einfluss von Katecholaminen, insbesondere von Adrenalin, zu einer
Aktivierung der exprimierten ENaC und zu einer zunehmenden Fliissigkeitsabsorption
[30, 72, 73]. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt iiber eine Aktivierung von -
Adrenorezeptoren und einen Anstieg des intrazelluliren cAMP-Gehaltes vermittelt wird
[74]. So fiithren B- [72] und B,- Agonisten [75], aber auch cAMP-Analoga [76] und
Phosphodiesterase-Inhibitoren [75] zu einer reversiblen Umstellung der fetalen Lunge
von der Fliissigkeitssekretion zur Fliissigkeitsabsorption. Dieser Effekt von f-Agonisten

auf die Natriumresorption konnte zudem direkt an Zellkulturen des distalen fetalen

14
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Lungenepithels nachgewiesen werden [77]. Einen weiteren Faktor stellen die mit der
Gasatmung auftretenden Anderungen des Sauerstoffpartialdruckes (pO,) dar. So konnte
in Versuchen mit Zellen des distalen fetalen Lungenepithels gezeigt werden, dass der
perinatale Anstieg des Sauerstoffpartialdruckes zu einer Zunahme des mRNA-Gehaltes
der a-, B- und y-Untereinheit des ENaC und so zu einer zunehmenden Expression des
Kanals fiihrt [78]. Zudem konnen miitterliche Sexualhormone wie Ostradiol und
Progesteron eine vermehrte Expression von Natriumkanilen in der spitfetalen Lunge
induzieren [79, 80]. Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass der Effekt dieser
Stimuli abhéngig vom Gestationsalter ist. So ist die unreife Lunge noch nicht in der

Lage von Fliissigkeitssekretion zu Fliissigkeitsabsorption zu wechseln [30, 72].

Diese Tatsache lidsst vermuten, dass in der unreifen Lunge, neben einem Mangel an
Surfactant, ein noch inaddquater Natriumtransport und damit eine konsekutive
unzureichende Fliissigkeitsresorption zur Entstehung des Atemnotsyndroms beitragen
[81, 82]. Helve et al. konnten zeigen, dass bei Frithgeborenen mit ANS die Expression
aller drei ENaC-Untereinheiten im Vergleich zu gesunden, reifen Neugeborenen
vermindert ist [83]. Durch Messung der nasalen transepithelialen Potentialdifferenz
Frithgeborener konnte auferdem nachgewiesen werden, dass Frithgeborene, die ein
Atemnotsyndrom entwickeln, am ersten Lebenstag ein weniger negatives
Nasenpotential sowie eine geringere Amilorid-sensitive Potentialdifferenz als
lungengesunde  Frithgeborene  haben und dass die  Amilorid-sensitive
Nasenpotentialdifferenz abhéngig vom Gestationsalter ist [6]. Parallel zur Verbesserung
der Atmung erreichen die Nasenpotentialdifferenz und der Amilorid-sensitive Anteil die
Werte von gesunden Neugeborenen [6]. Auch bei Reifgeborenen mit transitorischer
Tachypnoe, deren Ursache ein erhohter Wassergehalt der Lunge bei verzogerter
Fliissigkeitsabsorption ist, konnte ein verringerter Amilorid-sensitiver Potentialanteil

nachgewiesen werden [84].
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1.4 Die transepitheliale Nasenpotentialdifferenz

Aufgrund der geringen Grofe der Alveolen ist das Potential des Lungenepithels in vivo
technisch nicht zugédnglich. Allerdings kann ein durch aktive und passive
Ionentransportvorginge verursachtes Potential auch an der Nasenschleimhaut, die sich
dhnlich wie das Epithel der Lunge verhilt, gemessen werden, was Riickschliisse auf die

Ionentransportvorgédnge in den tieferen Atemwegen zulésst [85].

Knowles et al. fiihrten die ersten in-vivo-Messungen der Potentialdifferenz am
respiratorischen Epithel des Menschen durch und fanden dabei heraus, dass bei
Patienten mit der Erbkrankheit Mukoviszidose eine deutlich negativere
Potentialdifferenz gemessen werden konnte als bei gesunden Probanden [85-87].
Verantwortlich hierfiir ist die exzessiv gesteigerte Na“-Absorption bei Mukoviszidose-
Patienten, die aufgrund der gestorten Cl-Sekretion entsteht [88]. Folge ist eine
gesteigerte Riickresorption positiver Valenzen von der luminalen Seite und somit eine
VergroBerung der Potentialdifferenz im Vergleich zu gesunden Probanden. Ein Effekt,
der bei Kindern mit zystischer Fibrose bereits in der Neonatalperiode nachgewiesen
werden kann [89]. Die Messung der nasalen transepithelialen Potentialdifferenz kann
daher zur Objektivierung der Ionentransportstdorung bei Mukoviszidose und zur

Sicherung der Diagnose eingesetzt werden [90-94].

Bei Gesunden tragen Na'- Absorption und CI- Sekretion zur gesamten
Nasenpotentialdifferenz bei. Um beide Komponenten zu trennen kann die Messung in
Anwesenheit des Na- Kanalblockers Amilorid durchgefiihrt werden. Amilorid ist als
kaliumsparendes Diuretikum bekannt. Durch reversible Blockade des ENaC fiihrt
Amilorid bei lokaler Anwendung in der Nase zu einer Positivierung des elektrischen
Potentials [95, 96]. Die Differenz der gemessenen Potentiale vor und nach Applikation
von Amilorid wird als ,,Amilorid-sensitiver Anteil der Nasenpotentialdifferenz*
bezeichnet. Er entspricht dem Anteil des durch Amilorid-sensitive Natriumkanile, unter
anderem des ENaC, erfolgten Transportes am Gesamtpotential und stellt somit einen
geeigneten Parameter zur Erfassung des Na'- Transportes dar. Eine Steigerung der
Fliissigkeitsresorption iiber den ENaC verbessert zudem die Compliance der Lunge. Es
konnte gezeigt werden, dass die Compliance vom Wassergehalt der Lunge abhéingt und

durch Surfactant als auch durch Diuretika verbessert wird [97, 98].
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1.5 Das B,- Sympathomimetikum Salbutamol

Salbutamol (Synonym: Albuterol, (RS)-2-tert-Butylamino-1-(4-hydroxy-3-
hydroxymethylphenyl)ethanol) gehort zur Wirkstoffklasse der selektiven -
Sympathomimetika. Sympathomimetika sind Substanzen, die entsprechend den
Transmittern Noradrenalin und Adrenalin das sympathische Nervensystem stimulieren.
Als direkt wirkendes Sympathomimetikum vermittelt Salbutamol seine Wirkung durch
die Stimulation von B,- Adrenozeptoren. Dies fiihrt an der Lunge zu einer Relaxation
der glatten Muskulatur der Bronchialwand und damit zu einer Bronchodilatation. Als
sogenannte Bronchospasmolytika werden B,- Sympathomimetika daher vor allem zur
Therapie des Asthma bronchiale und der chronisch obstruktiven Bronchitis eingesetzt.
Daneben fiihren B,- Sympathomimetika zu einer Relaxation der Uterus- und der
GefidBmuskulatur und haben auBlerdem einen antiallergischen Effekt iiber die Hemmung

der Histaminfreisetzung aus Mastzellen [99].

Abb. 3: Strukturformel Salbutamol (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez)
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Mit einer Halbwertszeit von 2,5 bis 6 Stunden zdhlt Salbutamol zu den kurzwirkenden
Bronchospasmolytika. Salbutamol wird vor allem per inhalationem verabreicht. Es
stehen zahlreiche Fertigpraparate fiir die Pulver- oder Druckgasinhalation, sowie
Inhalationslosungen fiir Vernebler zur Verfiigung. Fiir die Akuttherapie besteht
auflerdem die Moglichkeit der intravendsen oder subkutanen Gabe und es gibt Tabletten

oder Tropfen zur oralen Anwendung.

Unter der Behandlung mit Salbutamol konnen abhingig von der Dosierung und der
individuellen Empfindlichkeit folgende Nebenwirkungen auftreten:

e Feinschligiger Tremor, Ubelkeit, Missempfindungen im Mund- und
Rachenbereich, Schwitzen, Unruhe, Kopfschmerzen, Schwindel sowie selten
Muskelkrimpfe (diese Nebenwirkungen konnen sich bei Fortfiihrung der
Behandlung im Verlauf von 1 bis 2 Wochen zuriickbilden)

e Tachykardien, Tachyarrhythmien, Palpitationen sowie in seltenen Fillen
ventrikuldre Extrasystolen, pektangindse Beschwerden und eine Beeinflussung
des Blutdrucks (Senkung oder Steigerung)

e Metabolische Veridnderungen wie Hypokalidmie, Hyperglykdmie, Anstieg des
Insulinblutspiegels

e Vereinzelt Hyperaktivitit, Schlafstorungen, Halluzinationen (insbesondere bei
Kindern bis 12 Jahren)

e Vereinzelt Auftreten paradoxer Bronchospasmen

e Sehr selten Uberempfindlichkeitsreaktionen wie Juckreiz, Urtikaria, Exanthem,
Hypotonie oder Angioddem

(modifiziert nach Rote Liste® 2009, Rote Liste® Service GmbH, Frankfurt/Main)
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2 Zielsetzung

Die physiologische Unreife der Lunge bei extrem Frithgeborenen stellt eines der
grofiten Probleme bei der Versorgung dieser Kinder dar. Oft ist eine lange maschinelle
Beatmung mit hohen Beatmungsdriicken, hohen Tidalvolumina und hoher
Sauerstoffzufuhr notwendig, um einen ausreichenden Gastaustausch zu gewihrleisten.
Dies kann zu irreversibler Schidigung und zu Umbauvorgingen im Lungengewebe

fiithren.

Im Mutterleib ist die fetale Lunge noch mit Wasser gefiillt. Die Versorgung des Feten
mit Sauerstoff iibernimmt die feto-maternale Einheit, die Plazenta. Die physiologischen
Vorginge, die bei einer zeitgerechten Geburt dazu fiihren, dass es zu einer raschen
Resorption der Fliissigkeit aus dem Alveolarlumen und so zu einer postnatalen

Gasatmung kommt, kommen bei Frithgeborenen noch nicht zum tragen.

Bisher existiert noch keine Standardtherapie zur Induktion der Fliissigkeitsresorption
aus der Lunge. Aufbauend auf der Hypothese, dass bei extremen Frithgeborenen die
Resorption der alveoldren Fliissigkeit noch nicht ausreichend aktiviert ist und so, trotz
exogen applizierten Surfactants, die Gasatmung durch Fliissigkeit behindert wird, hat
die Infusion des P,- Sympathomimetikums Salbutamol zum Ziel, die Vorginge in der
Lunge, welche durch Geburtsbestrebungen und die Geburt am Termin induziert werden,

zu stimulieren und so die Fliissigkeitsresorption zu beschleunigen.

Primére Hypothese der Studie:

Die kontinuierliche Infusion des B,- Sympathomimetikums Salbutamol bei extrem
Frithgeborenen iiber sieben Tage fiihrt zu einer vermehrten Resorption von Fliissigkeit
aus der Lunge. Dies geschieht iiber eine vermehrte Aktivierung von epithelialen
Natriumkanélen. Dadurch wird das Lungenwasser vermindert und das Lungenvolumen

erhoht.

Fiir einen Anstieg der Funktion der epithelialen Natriumkanéle (ENaC) wéhrend der
Behandlung mit einem [,- Sympathomimetikum spricht eine Zunahme der Amilorid-

sensitiven Nasenpotentialdifferenz (A PD Amilorid).
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Sekundire Zielkriterien:

Basale Nasenpotentialdifferenz (basale PD in mV)

Relativer Amilorid-sensitiver Anteil der Nasenpotentialdifferenz:

Die relative Anderung der Nasenpotentialdifferenz zwischen der Perfusion mit
Salz-Losung und der Perfusion mit Amilorid-haltiger Salz-Losung gibt an,
welcher Anteil der Nasenpotentialdifferenz auf den Ionentransport der Amilorid-

sensitiven Natriumkanile zuriickzufiihren ist.

pulmonale Compliance und Resistance:

Die Compliance (C) der Lunge ist ein Maf fiir die elastische Dehnbarkeit der
Lunge. Sie ist definiert als Volumenédnderung (AV) pro Druckinderung (AP);
das bedeutet je groBer die Compliance, desto leichter dehnbar ist die Lunge.

Die Resistance (R) ist ein Mal} fiir die viskdsen Stromungswiderstinde in den
Atemwegen, die bei der Inspiration und der Exspiration zu iiberwinden sind. Sie
ist definiert als Druckdifferenz (AP) zwischen Anfang und Ende des gemessenen

Luftweges pro Atemstromstérke (Vol/Zeit). Es gilt: R = AP/Vol/sec. [100]

Oxygenationsindex (OI):

Der Oxygenationsindex ist ein Parameter, der sich besonders dazu eignet
schwere Gasaustauschstorungen bei beatmeten Patienten zu quantifizieren. Bei
reifen Neugeborenen dient die Hohe des OI zur Indikationsstellung fiir den
Einsatz einer extrakorporalen Membranoxygenierung (ECMO). Als Kriterium
fiir eine ECMO-Behandlung wird ein OI > 40 genannt [101].

Der Oxygenationsindex (OI) berechnet sich aus folgender Formel:

OI = FiO, [%] x MAD [cmH,0] x 100 / P,0,

Alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz (AaDOQO,):
Die alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz (AaDO;) beschreibt die
Differenz zwischen dem Sauerstoffpartialdruck in den Alveolen (P,O,) und dem

arteriellen Sauerstoffpartialdruck (P,0,). Diese Differenz ist bei einer leichten
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bis moderaten Gasaustauschstorung auch bei nicht beatmeten Patienten geeignet,

den Grad der Stérung zu quantifizieren [100].

¢ Kurzzeit-Outcome der Studienpatienten:

= Aufenthaltsdauer (Anzahl der Tage auf Intensivstation)

» Anzahl der Beatmungstage

* Diagnose einer bronchopulmonalen Dysplasie (BPD), definiert nach den
Kriterien der NIH-Konsensuskonferenz (siehe Einleitung) [9]

= Diagnose einer Hirnblutung (intraventrikuldre Himorrhagie, IVH) Grad
IIT (intraventrikuldre Blutung mit Ventrikeldilatation [102]) oder Grad
IV (intraventrikulidre Blutung mit Blutung ins Hirnparenchym [102])

= Diagnose einer Retinopathia praematurorum (ROP)

= Diagnose eines persistierenden Ductus arteriosus (PDA)

Die Studie hatte neben der Untersuchung eines moglichen Effektes von Salbutamol per
infusionem auf den Wassergehalt der Lunge, die Wasserresorption, die
Lungenmechanik, sowie das Kurzzeit-Outcome bei extrem Frithgeborenen zudem zum
Ziel, eine Dosis fiir das B,- Sympathomimetikum Salbutamol zu finden, bei der es zu

keinen wesentlichen systemischen Nebenwirkungen kommt.

Die medikamentosen Effekte von Salbutamol wurden mittels kardiovaskulirer
Daueriiberwachung und der Bestimmung von Blut-Elektrolyten und Blutzuckerwerten
tiberwacht. Untersucht wurden im Rahmen dieser Studie im Besonderen die
Auswirkungen von Salbutamol auf die Herzfrequenz, den Kaliumhaushalt sowie den

Glukosestoffwechsel der Probanden.
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Bei der durchgefiihrten Studie handelte es sich um eine Pilotstudie, in der der Effekt
von Salbutamol per infusionem auf den Wassergehalt der Lunge, die Wasserresorption
und die Lungenmechanik extrem Frithgeborener untersucht wurde. Auflerdem diente die

Pilotstudie der Dosisfindung fiir intravendses Salbutamol bei extrem Frithgeborenen.

Es handelte sich um einen Heilversuch als kontrollierte Studie mit einer Kontrollgruppe
und einer Therapiegruppe. Die Zuteilung zu den einzelnen Gruppen erfolgte nach dem
Zufallsprinzip (Randomisierung). Bei der Untersuchung diente die Gabe eines Placebos
als alleinige Vergleichstherapie, da eine Standardtherapie zur Induktion der

Fliissigkeitsresorption aus der Lunge extrem Frithgeborener bisher nicht existiert.

Da die Pilotstudie auch der Dosisfindung fiir das intravends verabreichte Salbutamol
diente, erfolgte keine Verblindung. Die Zuteilung der Studienpatienten zu den einzelnen

Gruppen war den ausfithrenden Personen der Studie bekannt.

Keiner der beiden Studiengruppen wurden anerkannte und indizierte Behandlungen bei
extremer Frithgeburtlichkeit vorenthalten. Es waren keine zusitzlichen, von der Routine

der Patientenversorgung abweichenden, Blut- oder Gewebeentnahmen erforderlich.

3.2 Ethische Begutachtung

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitit Miinchen gepriift und
befiirwortet. Vor Beginn der MaBnahmen wurde jeweils die Zustimmung beider
Elternteile eingeholt (siche Anhang). Fiir jeden Probanden wurde eine
Patientenversicherung abgeschlossen. Das Studienprotokoll entsprach den Grundsétzen
der Deklaration von Helsinki mit ihren Novellierungen von Tokio, 1975, Venedig,
1983, Hong Kong, 1989, Somerset West, 1996, Edinburgh, 2000, und Washington
2002. Die Studie wurde nach den Vorgaben der Verordnung iiber die Anwendung der
Guten Klinischen Praxis bei der Durchfiihrung von klinischen Studien mit
Arzneimitteln in der Version von 1996 (ICH-GCP-Guideline E6) durchgefiihrt. Die
Studie wurde entsprechend den Vorgaben des Arzneimittelgesetzes von 1976 vor

dessen Novellierung vom 29. August 2005 durchgefiihrt.
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3.3 Patientenkollektiv

Zwischen Februar 2005 und November 2006 wurden insgesamt zehn Frithgeborene aus
der neonatologischen Abteilung der Kinderklinik am Perinatalzentrum Grof3hadern
rekrutiert. Initial ergab eine Fallzahlschitzung eine Rekrutierung von 10 Patienten pro
Gruppe in zwei assoziierten Studienzentren (2. Zentrum: Neonatologie der Universitits-
Kinderklinik Ulm) (Power 0,8; o-Fehler von 0,05). Nachdem in Ulm eine
Patientenrekrutierung nicht erreicht werden konnte, wurde die Studie nach Rekrutierung
von 10 Patienten (5 pro Gruppe) nach 22 Monaten vorzeitig beendet. In der
Rekrutierungszeit wurden insgesamt 59 Patienten fiir die Studie erfasst. Im gleichen
Zeitraum wurden 36 Patienten fiir eine andere multizentrische Medikamentenstudie
rekrutiert (EUNO-27 Studie). 8 Patienten wurden primédr ausgeschlossen wegen
Fehlbildung oder Tod, 4 Patienten konnten nicht rekrutiert werden, da keine
Einwilligung der Eltern vorlag, 1 Patient war am 4. Lebenstag bereits extubiert und

deshalb nicht inkludierbar.

3.3.1 Einschlusskriterien

In die Studie eingeschlossen wurden weibliche und minnliche Friihgeborene, die vor
Vollendung der 28. Schwangerschaftswoche geboren wurden, ein Geburtsgewicht
zwischen 500 und 1000g aufwiesen und im Alter von 96 Stunden maschinell beatmet

werden mussten.

3.3.2 Ausschlusskriterien

Als Ausschlusskriterien galten das Fehlen der Einverstindniserklarung beider
Elternteile, eine Hirnblutung Grad III oder IV nach Papile [102], angeborene
Fehlbildungen, die sich auf die Funktion lebenswichtiger Organe auswirken kdnnten, so
Organfehlbildungen von Lunge, Herz, Gehirn oder des Gastrointestinaltraktes. Ein

offener Ductus arteriosus botalli stellte kein Ausschlusskriterium dar.

AuBerdem fiihrten die Notwendigkeit einer Dopamininfusion iiber Sug/kg/min oder der
Einsatz anderer Vasopressoren zur Kreislaufstabilisierung, sowie eine vorbestehende

Tachykardie iiber 160 Schldgen pro Minute zu einem Ausschluss aus der Studie.
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3.4 Studienprotokoll

3.4.1 Randomisierung

Die rekrutierten Patienten wurden nach dem Geburtsgewicht stratifiziert (500-749 g und
750-1000g) und im Alter von 96 Stunden nach Geburt randomisiert der Therapie- oder
Kontrollgruppe zugeteilt. Aufgrund der geringen Groe des Patientenkollektivs erfolgte
eine Blockrandomisierung, um eine gleich grole Therapie- und Kontrollgruppe zu

erhalten. Sowohl die Therapie- als auch die Kontrollgruppe enthielt je fiinf Patienten.

3.4.2 Therapiegruppe

Das Studienprotokoll sah vor, dass die Therapiegruppe 96 Stunden nach Geburt, d.h. ab
dem vierten Lebenstag eine intravendse Infusion mit Salbutamol in einer Konzentration
von maximal 0,02 mg/ml, beginnend mit 0,1 pg/kg/min, erhielt. Die Dosis sollte
schrittweise alle 15 Minuten um 30-40% gesteigert werden. Bei einem Anstieg der
Herzfrequenz um mehr als zehn Prozent des gemittelten Ausgangswertes der
vorangegangenen 24 Stunden sollte die Infusion gestoppt werden, um dann in einer um
einen Schritt reduzierten Dosis wieder fortgesetzt zu werden. Die so ermittelte maximal
tolerierte Salbutamoldosis sollte als Infusion iiber sieben Tage oder bis zur Extubation

des Patienten verabreicht werden.

Die entsprechenden Kombinationen von Patientengewicht, Infusionskonzentration und
Infusionsgeschwindigkeit wurden in Tabellenform vorausberechnet, so dass wéhrend

der Dosisfindung keine komplizierten Rechnungen notwendig waren (siche Anhang).

3.4.3 Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe erhielt vom vierten bis zum elften Lebenstag eine Infusion des fiir

Salbutamol verwendeten Losungsmittels, 5%-iger Glucose.

3.4.4 Beide Gruppen

Alle Studienpatienten erhielten eine neonatologische Therapie gemidll den
stationsinternen Richtlinien. Es wurden keine medizinisch indizierten Therapien
ausgeschlossen. Es erfolgte die standardisierte Fliissigkeitszufuhr gemill den
stationsinternen Richtlinien: am ersten Lebenstag 80 ml/kg, im Folgenden ansteigend
um 20 ml/kg/d bis zum Erreichen von 160 ml/kg/d. Durch die Salbutamol-Infusion
wurde den Patienten keine zusitzliche Fliissigkeit zugefiihrt.
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3.4.5 Untersuchungen
Vor Beginn der Infusion, vier Stunden nach Infusionsbeginn sowie am elften Lebenstag
wurden bei den Studienpatienten beider Gruppen folgende Untersuchungen bzw.

folgende Messungen durchgefiihrt:

e Messung der transepithelialen Potentialdifferenz der Nasenschleimhaut

e Messung der elektrischen Impedanz des Thorax mittels elektrischer
Impedanztomographie (EIT)
Auf die Messmethodik der elektrischen Impedanztomographie sowie deren
Ergebnisse wird im Folgenden nicht nidher eingegangen, da diese bereits
ausfiihrlich in einer anderen Doktorarbeit zur Darstellung kommen.

¢ Lungenmechanische Messungen

Die Bestimmung von Blutelektrolyten sowie ein kontinuierliches kardiorespiratorisches
Monitoring  stellen  Routineuntersuchungen bzw. -maBnahmen bei allen
Intensivpatienten dar und werden zur kontinuierlichen Uberwachung durchgefiihrt. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden ab dem vierten Lebenstag bis einschlieBlich
eines Gestationsalters von 36 + 6 Schwangerschaftswochen erfasst, stellten aber keine

studienbedingten zusitzlichen Untersuchungen dar.

3.4.6 Abbruchkriterien

Das Studienprotokoll sah einen Abbruch der Studie beim einzelnen Patienten vor, wenn
ernsthafte Nebenwirkungen beobachtet werden, die in einem moglichen Zusammenhang
mit dem Medikament Salbutamol stehen, wenn ein Elternteil seine Einwilligung zur

Studie zuriickzieht oder wenn das Safety-Komitee die Studie unterbricht.

Das Auftreten einer schwerwiegenden Komplikation, die auf Salbutamol

zuriickzufiihren ist, fithrte zu einem Abbruch der Gesamtstudie.

3.5 Verwendete Studienlosungen

e Placebo-Losung:
Als Placebo-Losung diente die im Stationsbedarf tiblicherweise verwendete 5%-

ige Glukoseldsung.
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e Salbutamol-Losung:
Salbulair® 0,5 Injektionslosung (1 Amp. (1ml) enthilt 0,6 mg Salbutamolsulfat
(entspricht 0,5 mg Salbutamol), weitere Bestandteile: Natriumchlorid,
Schwefelsdaure, Wasser fiir Injektionszwecke, Fa. 3M Medica) wurde von der
Klinikumsapotheke in vier verschiedenen Konzentrationen (0,02 mg/ml, 0,05

mg/ml, 0,1 mg/ml und 0,2 mg/ml) bereitgestellt.

3.6 Technische Untersuchungen

3.6.1 Messung der transepithelialen Nasenpotentialdifferenz

3.6.1.1 Grundlagen

Die Regulation des Fliissigkeitshaushaltes am respiratorischen Epithel erfolgt iiber
aktive und passive lonentransportsysteme (sieche Einleitung). Durch diese
Ionentransportvorgidnge baut sich eine messbare elektrische Spannung auf, die
sogenannte transepitheliale Potentialdifferenz [87, 103]. Diese elektrische Spannung hat
eine Dimension von einigen Millivolt (mV), stellt ein durch verschiedene Ilonen
bedingtes Summenpotential dar und ist in Bezug auf die Submukosa lumennegativ [87,
103-105]. Das respiratorische Epithel der Nasenschleimhaut dhnelt in der Konfiguration
der Zellverbindungen und der Expression von spezifischen Membrantransportproteinen
dem Epithel der Luftwege [85].

Es konnte im Rahmen fritherer Untersuchungen gezeigt werden, dass die Submukosa
des respiratorischen Epithels isoelektrisch zur Subkutis ist [87, 106]. Daher ist es
moglich, die transepitheliale Potentialdifferenz als eine elektrische Spannung zwischen
dem Flimmerepithel der Nasenschleimhaut unterhalb der Concha inferior und der
Subkutis zu messen. Diese Messorte sind relativ einfach zu erreichen und es ist moglich
Verinderungen der transepithelialen Potentialdifferenz, z.B. nach lokaler
medikamentoser Beeinflussung, zu erfassen. Eine Moglichkeit der Beeinflussung der
Ionenstréme besteht in der Inhibition der Natrium-Kanile. Diese Blockierung kann
durch Amilorid hervorgerufen werden (sieche Abbildung 4). Hierbei handelt es sich
chemisch um N-amidino-3,5-diamino-6-chlorpyrazin-2-carboxamid und es gehort somit
zu den Cycloamidinen. Natrium und Amilorid wirken am Natrium-Kanal wie schnelle

Kompetitoren [107], wobei Amilorid eine geringere Affinitit aufweist. Durch das
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Verbleiben der Natrium-Ionen auf der luminalen Seite des respiratorischen Epithels,
kommt es zu einer Erhdhung der positiven Ladung in diesem Bereich, was eine

Verringerung der Potentialdifferenz zur Folge hat (siehe Abbildung 4).

a) basale PD b) Amilorid

respiratorisches Epithel respiratorisches Epithel

Lumen Interstitium Lumen Interstitium
K+
«<———Cl Na*

Na*#:?* 1 Na* >/—
-t—-12mV——+ -t— -5mV — > +

F':‘ Fl:‘

Abb. 4: Schematische Darstellung der Potentialdifferenz (PD) und der Ionen-
Transporter des respiratorischen Epithels: a) basale PD b) Anderung der PD auf die
Gabe des Natriumkanalblockers Amilorid (modifiziert nach Kersting et al.[108])

Die Messmethode wurde in der Literatur bereits vielfach vorbeschrieben [85, 90, 103,
108-110]. Eine Arbeitsgruppe um Southern entwickelte ein modifiziertes Protokoll zur
Messung des transepithelialen Nasenpotentials speziell bei Kindern. Sie konnten zeigen,
dass die Lage der Referenzelektrode nicht zwingend subkutan sein muss, wie hdufig in
der Literatur beschrieben [6, 84, 90, 108], sondern dass auch ein intravenoser-Katheter
eine valide Verbindung zur Referenzelektrode darstellt [111]. Besonders bei kleinen
Frith- und Neugeborenen ist die intravendse Anbringung von Vorteil, da so bereits
liegende intravasale Zuginge genutzt werden konnen und ein zusitzliches

Nadelstichtrauma vermieden werden kann.
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3.6.1.2 Materialien

Folgende Materialien und Zubehor wurden zum Aufbau und zur Durchfithrung der

transepithelialen Nasenpotentialmessung verwendet:

1 hochohmiges Voltmeter mit Messwertspeicher (Knick Portamess® 913,
Elektronische Messgerite, Berlin, Deutschland)

2 sterile Silber-/Silberchlorid-Elektroden (zuvor aus Silberdraht zugeschnitten
und mit 4%-iger Natrium-Hypochlorid-Lésung chloriert)

2 Infusionspumpen

3 Original Perfusor®-Leitungen, 150 cm (Fa. B. Braun Melsungen AG)

1 NabelgefidBkatheter, SCh (1,7 mm) (Fa. Tyco Healthcare, Irland)

2 Zuspritzleitungen (Fa. Medex Medical, Grof3britannien)

2 Drei-Wege-Hiéhne Discofix® (Fa. B. Braun Melsungen AG)

2 Perfusorspritzen Plastikpak® Perfusion syringe, 50 ml (Fa. BD Drogheda,
Irland)

1 Perfusorspritze, 20 ml, gefiillt mit Amiloridlésung

sterile Handschuhe

1 Skalpell

Evtl. Pflaster zum Fixieren des Nasenkatheters

3.6.1.3 Verwendete Losungen

Fiir die Messungen wurden zwei verschiedene Losungen bendtigt:

Isotone Kochsalz-Losung (0,9 %):

Verwendet wurde die im Stationsbedarf iiblicherweise verwendete isotone
Kochsalz-Losung (Elektrolyte in mmol/l: Na* 154; CI" 154; Fa. B. Braun
Melsungen AG)

Amiloridlésung (10™ mol/l):

Von der Klinikumsapotheke wurde sterilfiltriertes Amilorid-Hydrochlorid 0,03
mg ad 10 ml NaCl-Lésung aufgezogen in 20 ml-Perfusorspritzen bereitgestellt

und bis zum Gebrauch im Kiihlschrank aufbewahrt.
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3.6.1.4 Versuchsaufbau zur Messung der transepithelialen Nasenpotentialdifferenz
Der in dieser Studie verwendete Messaufbau ist in Abbildung 5 und 6 dargestellt. Als
Elektroden dienten zwei zuvor zugeschnittene und mit 4%-iger Natrium-Hypochlorid-
Losung chlorierte, sterilisierte Silber-Zargen, entsprechend Silber-/Silberchlorid-

Halbzellen.

untere Nasenmuschel

Nasenkatheter
Messelektrode Voltmeter
s
Referenzelektrode

Drei-Wege Hahn | = } / :@[%] NaCl 0,9%
m{% Amiloridlosung

NaCl 0,9%

Sptlung 2 ml/h

Abb. 5: Versuchsaufbau zur Messung der transepithelialen Nasenpotentialdifferenz;

Nullabgleich (modifiziert nach Thome et al. [80])
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Die Messelektrode wurde in eine Zuspritzleitung eingestochen, deren Gummistopfen
zuvor mit einem Skalpell vorbereitet worden war, um das Einstechen der sehr weichen
Elektrode zu erleichtern. Die Zuspritzleitung wurde dann einerseits mit einem diinnen 5-
Chariere Nabelgefdkatheter, der im Folgenden als Nasenkatheter bezeichnet wird, und
andererseits iiber zwei Drei-Wege-Hihne und eine Infusionsleitung mit einer 50 ml-
Perfusorspritze verbunden. Die 50 ml-Spritze enthielt sterile Kochsalz-Losung und
diente als Reservoir fiir die Spiilung des Systems. Die Referenzelektrode wurde in eine
zweite, ebenfalls iiber eine 50 ml-Spritze und eine Infusionsleitung mit steriler
Kochsalz-Losung gefiillte, Zuspritzleitung eingestochen, die zunichst an einen der Drei-
Wege-Hihne angeschlossen wurde. Die Silber-/Silberchloridelektroden wurden dann
iber ein mit Klemmen versehenes Kabel an das Voltmeter angeschlossen. Das gesamte
System war zunidchst mit steriler Kochsalz-Losung gefiillt und wurde mit 2 ml/h
perfundiert. Die aulerdem fiir die Messung benétigte Amiloridlosung wurde in einer 20

ml-Perfusorspritze iiber eine Infusionsleitung an den verbliebenen Drei-Wege-Hahn an

das System angeschlossen.

Abb. 6: Messaufbau
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Zunichst wurden Mess- und Referenzelektrode iiber einen Drei-Wege-Hahn
kurzgeschlossen. Dieser Nullabgleich diente zur Ermittlung einer etwaigen
Kurzschlussspannung und damit zur Uberpriifung der Stabilitit des Messsystems. Bei
vollstandiger Leitfahigkeit zeigte das Voltmeter keine oder nur geringe und konstante
Spannungswerte auf. Werte zwischen -1 und +1 mV wurden dabei toleriert. Der
Nullwertabgleich wurde iiber fiinf Minuten mit dem im Voltmeter integrierten

Messwertspeicher aufgezeichnet.

Der Autbau der Messkette erfolgte unter sterilen Bedingungen. Auflerdem wurde darauf
geachtet, dass sich in dem System keine Luftblasen befinden, da diese als isolierendes

Medium die Messung beeintrachtigen.

3.6.1.5 Versuchsablauf

Die Messung der transepithelialen Nasenpotentialdifferenz sowie die Messung der
Anderung der Potentialdifferenz auf die Gabe des Natriumkanalblockers Amilorid
wurde bei den Kindern der Therapiegruppe im Alter von 96 Stunden vor Beginn der
Salbutamol- bzw. Placeboinfusion, vier Stunden nach Beginn der Infusion, sowie am
11. Lebenstag durchgefiihrt. Nach dem Aufbau der Messkette sowie dem Nullabgleich
iiber fiinf Minuten wurde mit der Messung begonnen. Dazu wurde die
Referenzelektrode diskonnektiert und an einen bereits vorhandenen arteriellen oder
venosen Katheter angeschlossen (siehe Abbildung 7). Die Auswahl des verwendeten
Katheters erfolgte, da ein moglichst geringer elektrischer Widerstand fiir die Messung
bendtigt wurde, in folgender Rangfolge: Nabelarterienkatheter, periphere
Arterienkaniile, peripherer vendser Zugang, zentraler Venenkatheter. Der elektrische
Widerstand war abhédngig vom Inhalt, von der Linge und vom Durchmesser des

Katheters.
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untere Nasenmuschel

Nasenkatheter

Voltmeter

Messelektrode

l

zur Patienteninfusion

Drei-Wege Hahn 3/ C[E[%] NaCl 0,9%
Referenzelektrode
C@[g] Amiloridlosung

NaCl 0,9%

Spiilung 2 ml/h

Abb. 7: Versuchsaufbau bei der Messaufzeichnung (modifiziert nach Thome et al. [80])

Der Nasenkatheter wurde dann vorsichtig in den unteren Nasengang des Nasenlochs auf
der dem Beatmungstubus gegeniiberliegenden Seite vorgeschoben (siehe Abbildung 8).
Nach Aufsuchen der Stelle der maximal lumen-negativen Potentialdifferenz wurde der

Katheter gegebenenfalls mit einem diinnen Pflasterstreifen fixiert.
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Abb. 8: Einfithren des Nasenkatheters; am Brustkorb des Patienten sind die

Klebeelektroden fiir die Elektroimpedanz-Tomographie (EIT) zu sehen

Der Messwertspeicher des Voltmeters wurde zur Aufzeichnung des Potentials gestartet
und es wurde iiber fiinf Minuten ein stabiles Ausgangspotential aufgezeichnet. Bei einer
Lageverdnderung des Katheters durch Bewegungen des Kindes und einer dadurch
bedingten Veridnderung des Ausgangspotentials wurde die Aufzeichnung durch den
Messwertspeicher kurzzeitig gestoppt und erst nach Aufsuchen der Ausgangslage des
Katheters die Aufzeichnung wieder fortgesetzt.

Nach Ableitung des stabilen Ausgangspotentials wurde die Perfusionslosung von
Kochsalz-Losung auf die Amiloridlésung umgestellt. Die Amiloridlosung umspiilte die
Nasenschleimhaut ebenfalls mit 2 ml/h. Der Riickgang der Potentialdifferenz auf die
Gabe des Natriumkanalblockers Amilorid wurde iiber zwanzig Minuten aufgezeichnet.
Um eine mogliche Potentialdnderung der Silber-/Silberchlorid-Halbzellen wihrend der
Messung zu beriicksichtigen (Nullpunkt-Drift), wurden nach Beendigung der Messung
die Mess- und Referenzelektrode erneut kurzgeschlossen und die Differenz zum bereits

vor der Messung durchgefiihrten Nullabgleich aufgezeichnet.
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3.6.1.6 Auswertung der Messdaten

Fir die Aufzeichnung der Messwerte wurde der im Voltmeter integrierte
Messwertspeicher verwendet. Dieser speichert zwei Werte pro Minute. Mithilfe einer
Transfer-Software (Paraly® SW 109, Knick, Elektronische Messgerite, Berlin,
Deutschland) und eines Ubertragungskabels wurden die Daten nach Beendigung der

Messung auf einem PC ausgelesen und in ein Excel® Datenblatt iibertragen.

Abbildung 9 zeigt die Skizze einer Messaufzeichnung. Um die Daten auswerten zu
konnen, mussten die einzelnen Werte zunichst korrigiert werden, falls wihrend der
Messung eine Drift des Nullpunktes erfolgt war. Fiir jeden aufgezeichneten Messwert
wurde mit Hilfe folgender Gleichung und dem Programm Excel® (Microsoft Inc.,

Redmond, CA, USA) ein korrigierter Wert berechnet:
yi=y+(m-x+D>b)

Die Anderung des Potentials der Silber-/Silberchlorid-Halbzellen iiber die Zeit wurde
vereinfacht als lineare Gleichung angesehen, so dass mit Hilfe der Geradengleichung y

=m - X + b die korrigierten Werte berechnet werden konnten:
y*: korrigierter PD-Wert [mV]
y: PD-Wert zum Zeitpunkt x [mV]

m: Anderung des Potentials der Silber-/Silberchloridhalbzellen iiber den gesamten

Messzeitraum [mV/t] (entspricht der Steigung der Geraden)
X: Zeitpunkt der Messung [min]

b: Potential der Silber-/Silberchloridhalbzelle zu Beginn der Messung (entspricht dem
Schnittpunkt der Geraden mit der y-Achse)

Bei einer Anderung des Potentials der Silber-/Silberchlorid-Halbzellen von 0 mV auf -1
mV iiber den Zeitraum t der Messung ergibt sich somit fiir den zum Zeitpunkt x

gemessenen PD-Wert y ein korrigierter Wert von y‘ =y + (-1/t - x + 0).
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Potentialdifferenz [mV]

4

Zeit [min]
5 min 5 min 20 min 5 min
[ v T
\
KurzschlieB3en
Disk: ket . . der Elektroden
g é: Eolgll(lfr o égfn Beginn der Messaufzeichnung
l Amilorid
A
Suche nach der
Stelle mit dem T
negativsten Potential Amilorid erreicht

Nasenschleimhaut
Start der Amilorid-NaCl-Losung

- basale Nasenpotentialdifferenz
| Amilorid-insensitive Nasenpotentialdifferenz

Potentialinderung der Silber-/Silberchloridelektroden

Abb. 9: Charakteristische Nasenpotentialverdnderung wéhrend einer Messaufzeichnung

Werte, die aufgrund einer Lageverinderung des Nasenkatheters, beispielsweise durch
Herausgleiten wihrend der laufenden Messwertaufzeichnung, entstanden, wurden aus
der Berechnung herausgenommen. Um Verfilschungen durch Messartefakte, wie
beispielsweise ~ Storungen  der  Messkette ~ durch  Lufteinschliisse  oder
Bewegungsartefakte des Kindes, moglichst zu vermeiden, wurden jeweils die

arithmetischen Mittel der Potentiale iiber die gemessene Zeit berechnet.

Die Potentialdifferenz bei Perfusion der Nasenschleimhaut mit steriler Kochsalz-
Losung (basale PD) wurde iiber fiinf Minuten aufgezeichnet. Fiir die Auswertung wurde
mit Hilfe des Programms Excel® (Microsoft Inc., Redmond, CA, USA) der Mittelwert
dieser Messwerte berechnet. Fiir die Berechnung des arithmetischen Mittels der
Amilorid-insensitiven Nasenpotentialdifferenz (AisPD) wurden die letzten moglichst
artefaktfreien Minuten der Messaufzeichnung verwendet (siche Abbildung 9).
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Aus diesen Werten wurde die Amilorid-sensitive Nasenpotentialdifferenz (A Amilorid)

wie folgt berechnet:

A Amilorid = AisPD — basale PD

Der relative Amilorid-sensitive Anteil der Nasenpotentialdifferenz (A Amilorid in %)

wurde wie folgt bestimmt:

A Amilorid (%) = A Amilorid / basale PD x 100

Abbildung 10 zeigt den zeitlichen Verlauf einer Nasenpotentialmessung bei einer
Probandin der Kontrollgruppe mit einem Gestationsalter von 24 + 4

Schwangerschaftswochen.

Zeit [min)
v,

w, v, W, v, W, W, W,
v v v Vi el 8T W1 B D e T O S N AW
=T s oI " PR - B - A T I I o I o S B Y N o T = R N A e
0 W
1 / Potentialinderung der  Silber-
i /Silberchlorid-Halbzellen r
_— =2
>
g -3 ST ”
. Amilorid-insensitivg PD
& -4 e ——
@
E = Amilorid erreicht
= Nasenschleimhaut
E 6 Sjart der
E -7 Almilorid-Losung
= 8 A Amilorid
g
s Y J
y
~ -10
basale P
-11
-12

Abkiirzungen: X = Mittelwert; PD = Potentialdifferenz

Abb. 10: Zeitlicher Verlauf der Nasenpotentialmessung bei einem Probanden der 24 4/7
SSW (Kontrollgruppe)
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3.7 Dokumentation und Datenerfassung

Beobachtungsparameter

Als Stammdaten wurden von jedem Studienpatienten folgende Parameter erhoben:

e Zuteilung zur Therapie - (Salbutamol) oder Kontrollgruppe (Placebo)

e  Geschlecht (weiblich/méannlich)

e Gestationsalter (in SSW)

e Geburtsgewicht (in g)

¢ Geburtsmodus (Spontangeburt/Sectio caesarea/Zangen-/Vakuumgeburt)

e Vorliegen eines frithen vorzeitigen Blasensprungs (PPROM) (ja/nein)

¢ Durchfilhrung einer préanatalen Betamethason-Therapie zur Induktion der
Lungenreifung (ja/nein)

e Vorliegen eines histologisch gesicherten Amnioninfektionssyndroms (AIS)
(ja/nein)

e Menge applizierten Surfactants (in mg absolut)

¢ Intubationsdatum

e Tag der letzten Extubation

Im Verlauf wurden bei allen Studienpatienten bis einschlieBlich 36 + 6 SSW tiglich

folgende Daten erhoben:

e Aktueller Lebenstag
e Aktuelles Gewicht
e Korrigiertes Gestationsalter

e Tag der Beatmung

= Spezifische Beatmungsparameter:
Beatmungsmodus  (A/C  (assistiert-kontrollierte ~ Beatmung),  (S)IMV
((synchronisierte)  intermittierend  mandatorische  Beatmung), =~ HFOV
(Hochfrequenz-Oszillationsbeatmung), ~CPAP  (kontinuierlicher  positiver
Atemwegsdruck)), PIP (inspiratorischer Maximaldruck)*, PEEP (positiv-

endexspiratorischer Druck)*, MAD (mittlerer Atemwegsdruck)*, Frequenz*,
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Oszillationsamplitude™®, ti (Inspirationszeit [sec])*, te (Exspirationszeit [sec])*,
FiO, (Inspiratorische Sauerstoffkonzentration)*, Ol (Oxygenationsindex,
Berechnung: Ol = FiO; [%] x MAD [cmH;0] x 100 / P,0;), AaDO, (Alveolo-
arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz, Berechnung: AaDO, =P,0;, — P,0> ),
Compliance (Map fiir die elastische Dehnbarkeit der Lunge, Berechnung: C =
AV/AP), Resistance (Maf fiir die Stromungswiderstinde in den Atemwegen,
Berechnung: R = AP/Vol/sec)

*: Es wurde jeweils der hochste Wert in 24 Stunden, der mindestens fiir eine
Stunde bestand, erfasst

Blutgase:

pH*, P,CO, (Kohlendioxidpartialdruck)*, P,0O, (Sauerstoffpartialdruck)*, BE
(Base excess)*

*: Es wurde jeweils der schlechteste Wert in 24 Stunden erfasst

Blutgaswerte (Gerdt ABL 700, Radiometer, Kopenhagen) fiir Kalium® und
Glukose*

*: erfasst wurde der hochste Wert in 24 Stunden

°: erfasst wurde der niedrigste Wert in 24 Stunden

Gabe von Surfactant, ggf. die Menge

Gabe von Indometacin oder Durchfithrung einer Ligatur zum Verschluss eines
persistierenden Ductus arteriosus botalli

Diagnose einer Hirnblutung (intraventrikuldare Himorrhagie, IVH) Grad III oder
Grad IV

Diagnose einer ROP

Diagnose einer BPD

Nasenpotentialmessung

Bei jeder Nasenpotentialmessung wurden zusétzlich folgende Ereignisse protokolliert:

Beginn der Messaufzeichnung
Startzeitpunkt der nasalen Perfusion mit der Amilorid-Losung
Ende der Messaufzeichnung

Eventuelle Auffilligkeiten des Kindes, wie starke Bewegungen, Schluckauf o.4.
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3.8 Statistik

Zur Auswertung der gemessenen und erhobenen Daten sowie zur graphischen
Darstellung wurde das Softwarepaket SPSS® (Version 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL.
USA) verwendet. Aufgrund der geringen Fallzahl wurden zum Vergleich der beiden
Gruppen ausschlielich nichtparametrische Testverfahren herangezogen: bei gepaarten
(verbundenen) Stichproben der Wilcoxon-Test und bei nichtgepaarten (unverbundenen)
Stichproben der Mann-Whitney-U-Test (U-Test). Nominal skalierte Daten wurden
anhand des exakten Tests nach Fisher verglichen. Sollten mehr als zwei Stichproben
untersucht werden, kamen der Friedman-Test fiir gepaarte Vergleiche und der Kruskall-
Wallis-Test fiir nichtgepaarte Vergleiche zum Einsatz. Korrelationsuntersuchungen
erfolgten mit Hilfe des Korrelationskoeffizienten nach Spearman. Alle Tests wurden,
soweit nicht anders angegeben, zu einem zweiseitigen Signifikanzniveau von 0,05

durchgefiihrt.

Die graphische Aufbereitung der Daten erfolgte mittels Boxplots. Dabei kennzeichnet
die waagrechte, durchgezogene Linie in der Box den Median (X), die Box umgibt den
Bereich zwischen dem 25%- (Q;) und dem 75%- (Qs) Quartil. Die Lange der Box
beschreibt somit den Interquartilsabstand (IQR = Q»- Q;), d.h. den Bereich, der die
mittleren 50% der Stichprobenwerte enthélt. Die von der Box ausgehenden Striche
(,,whiskers*) kennzeichnen, sofern keine Ausreifler identifiziert wurden, den kleinsten
(Xmin) und den grofiten Wert (xm.x) der Daten. Liegen allerdings Ausreiler und
Extremwerte vor, so werden die whiskers nur bis zum 1,5-fachen Interquartilsabstand
gezeichnet. AusreiBler werden dann definiert als Werte, deren Abstand von der Box das
1,5- bis 3-fache des Interquartilsabstandes betrigt. Werte, deren Abstand mehr als das
3-fache der Boxhohe betrigt, werden als Extremwerte definiert. Ausreil3er werden durch

Punkte, Extremwerte durch Sterne dargestellt.
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4 Ergebnisse
4.1 Vergleich der Studiengruppen

In die Studie eingeschlossen wurden drei ménnliche und sieben weibliche Frithgeborene

mit einem Geburtsgewicht unter 1000 g, die vor Vollendung der 28.
Schwangerschaftswoche geboren wurden und im Alter von 96 Stunden maschinell

beatmet werden mussten.

Tabelle 1: Demographische Daten

Elacebo Salbutamol p Test

X +5/X (min- X +5/X (min-max)

max)
Anzahl 5 5
Geschlecht w : m 4:1 3:2 1,000 Fisher
Gestationsalter (Wochen) 243 +1/5 25,8 +1 0,016 MWU
Geburtsgewicht (g) 622 + 66 682 +78 0,421 MWU
Spontangeburt / Sectio 1/4 2/3 1,000 Fisher
prianat. Betamethason-Th. 1/5,3/5;1/5 0/5;3/5;2/5 1,000 Fisher
postnat. Dexamethason-Th.
ja/nein 312 1/4 0,524 Fisher
APGAR 1 min 3(1-7) 5(3-6) 0,357 MWU
APGAR 5 min 6 (3-9) 7(5-9) 0,897 MWU
APGAR 10 min 8(5-9) 8(7-9) 1,000 MWU
Na-pH 7,34 £2/25 7,35 £1/25 0,738 MWU
Surfactant (mg) 146 + 28 98 £51 0,111 MWwWU
PPROM ja/nein 4/1 2/3 0,524 Fisher
AIS ja/nein 4/1 2/3 0,524 Fisher

Abkiirzungen: Placebo = Kontrollgruppe, Salbutamol = Therapiegruppe, x = Mittelwert, s =
Standardabweichung, ¥ = Median, min = kleinster Wert, max = grofiter Wert, Fisher = Exakter Test nach
Fisher, MWU = Mann-Whitney-U-Test, m = minnlich, w = weiblich, prinat. Betamethason-Th. =
prinatale Betamethasontherapie (nein; 1 Gabe; 2 Gaben), postnat. Dexamethason-Th. = postnatale
Dexamethasontherapie; Na-pH = Nabelarterien-pH, PPROM = preterm premature rupture of membranes
(= frither vorzeitiger Blasensprung; definiert als Blasensprung vor der vollendeten 37.
Schwangerschaftswoche), AIS = Amnioninfektionssyndrom
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Fiinf Frithgeborene wurden nach dem Zufallsprinzip der Therapiegruppe zugeteilt und
erhielten iiber sieben Tage Salbutamol als Infusion. Die {ibrigen fiinf Patienten erhielten
Placebo (Kontrollgruppe). Zwischen der Therapie- und der Kontrollgruppe ergaben sich
auf einem Signifikanzniveau von p < 0,05 keine Unterschiede in Bezug auf Geschlecht,
Geburtsgewicht, Geburtsmodus, Durchfiihrung einer prénatalen Betamethason-Therapie
zur Lungenreifeinduktion, Durchfiihrung einer postnatalen Therapie mit Dexamethason,
APGAR-Werte, Nabelarterien-pH, die Menge applizierten Surfactants, das Vorliegen
eines frithen vorzeitigen Blasensprungs oder eines Amnioninfektionssyndroms (siehe

Tabelle 1).
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T T
Placebo Salbutamol

Abb. 11: Gestationsalter der Studiengruppen

Betrachtet man das Gestationsalter in beiden Gruppen, so fillt auf, dass die Patienten
der Kontrollgruppe ein signifikant niedrigeres Gestationsalter aufwiesen als die
Patienten der Therapiegruppe (p = 0,016; Mann-Whitney-Test). Aulerdem zeigt sich, dass
die Werte fiir das Gestationsalter in der Therapiegruppe mehr streuen als bei den
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Probanden der Kontrollgruppe (siehe Abbildung 11). Im Gegensatz dazu besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen hinsichtlich des Geburtsgewichtes (p =

0,421).

4.2 Salbutamol-Infusion

4.2.1 Dosisfindung

Gesamtdosis Salbutamol
Die Kinder der Therapiegruppe erhielten im Mittel eine kumulative Dosis von 241,85
pg/kg Salbutamol iiber sieben Tage. Die hochste iiber einen Zeitraum von sieben Tagen

tolerierte Dosis lag bei 502,00 ug/kg, die niedrigste bei 155,25 ug/kg.

Dosis in pg/kg/min
Die maximal applizierte Rate von Salbutamol lag bei den untersuchten Kindern bei 0,3

pg/kg/min, die niedrigste Rate bei 0,00625 pg/kg/min.

Tabelle 2: Salbutamoldosis

Dosis [pug/kg/min]

X (min-max)

Proband 1 0,12 (0,06 —0,3)
Proband 2 0,0125 (0,00625 - 0,1)
Proband 3 0,05 (0,05 -0,1)
Proband 4 0,025 (0,025 - 0,05)
Proband 5 0,0125 (0,0125 - 0,025)

Abkiirzungen: X = Median, min = Minimum, max = Maximum

42



Ergebnisse

Einschwemmphase

Das Studienprotokoll sah einen Beginn der Salbutamolinfusion mit einer Anfangsdosis
von ca. 0,1 pg/kg/min vor. Anschlieend sollte die Dosis schrittweise alle 15 Minuten
gesteigert werden. Abbildung 12 zeigt bei dem ersten Probanden der Therapiegruppe
die schrittweise Steigerung der Dosierung und den Verlauf der Herzfrequenz iiber die
ersten 205 Minuten. Bei einer anfangs applizierten Rate von 0,12 pg/kg/min wurde die
Dosis innerhalb von 50 Minuten auf einen Wert von 0,3 pug/kg/min gesteigert. Die zuvor
ermittelte Herzfrequenz-Grenze, bei deren Uberschreiten es zu einer Reduzierung der
Salbutamoldosierung kommen sollte, lag bei diesem Patienten bei 156 Schligen/min.
Bei Erreichen der Grenze wurde die Infusion kurz gestoppt und anschliefend in einer
um einen Schritt reduzierten Dosis wieder fortgesetzt. Die Abbildung zeigt deutlich,
dass es trotz weiterer Dosisreduktion schnell zu einem weiteren Anstieg der
Herzfrequenz bei diesem Probanden kam, der eine kontinuierliche Infusion iiber sieben
Tage verhinderte. Die in den ersten 24 Stunden verabreichte Dosis lag bei diesem
Probanden mit 159,6 pg/kg deutlich iiber der in den ersten 24 Stunden durchschnittlich

verabreichten Dosis von 53,5 pug/kg der folgenden vier Probanden.

Aufgrund dieser Erfahrung wurde bei den folgenden Probanden der Therapiegruppe auf
eine schnelle Aufdosierung verzichtet und die Anfangsdosis von 0,1 pg/kg/min
zunéchst beibehalten. Unter dieser Dosierung kam es jedoch nach ca. 70 - 90 Minuten
ebenfalls zu einem Anstieg der Herzfrequenz iiber die zuvor festgelegte

Herzfrequenzgrenze.

Daher wurde bei den folgenden Kindern das Studienprotokoll gedndert und zunéchst
mit einer sehr niedrigen Dosis von 0,025 pg/kg/min die Infusion gestartet. Unter dieser
Dosierung stieg die Herzfrequenz zwar nach ca. 70 - 90 Minuten ebenfalls an, sie blieb
jedoch unter der zuvor ermittelten Herzfrequenz-Grenze, so dass die Infusion bei diesen

Patienten nicht gestoppt werden musste (siehe Abbildung 13).
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Abb. 12: Salbutamol-Einschwemmphase (Proband 1)
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Klinische Wirkzeit

Bei einem spiteren Anstieg der Herzfrequenz iiber die zuvor ermittelte Grenze wurde
die Infusion ebenfalls gestoppt und nach Unterschreiten der Herzfrequenzgrenze mit der
zuvor verabreichten Konzentration wieder gestartet. Die beobachtete klinische Wirkzeit

nach Stoppen der Infusion betrug im Mittel 3 Stunden.

4.2.2 Auswirkungen auf die Herzfrequenz
Als B,-Sympathomimetikum fiihrt Salbutamol insbesondere bei hohen Dosen zu einem
Anstieg der Herzfrequenz (siehe Einleitung). Abbildung 14 zeigt den Verlauf der

Herzfrequenz in beiden Studiengruppen vom vierten bis zum elften Lebenstag.
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Abb. 14: Herzfrequenzverlauf Lebenstag 4 bis 11 in beiden Behandlungsgruppen (* p <
0,05 Kruskal-Wallis-Test)
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Es zeigt sich, dass die Kinder der Therapiegruppe eine tendenziell hohere Herzfrequenz
aufweisen als die Kinder der Kontrollgruppe. Ein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen ldsst sich jedoch nur fiir die Lebenstage acht bis zehn nachweisen (p <
0,05) (siehe Abbildung 14). Am Ende der Salbutamol- bzw. Placeboinfusion zeigte sich
kein signifikanter Unterschied beziiglich der Herzfrequenz zwischen den beiden

Studiengruppen (p = 0,190).

Innerhalb der Therapiegruppe zeigt sich zwar eine signifikante Anderung der
Herzfrequenz iiber den siebentédgigen Infusionszeitraum (p = 0,024, Friedman-Test). Bei
einseitiger Testung findet sich allerdings nur fiir die Lebenstage sieben bis zehn eine
erhohte Herzfrequenz im Vergleich zum Ausgangswert an Lebenstag vier (p (1-seitig) =
0,031, Wilcoxon-Test). Bei zweiseitiger Testung ldsst sich kein signifikanter

Unterschied nachweisen.

4.2.3 Auswirkungen auf Kalium und Blutzucker
Die Behandlung mit dem [B,-Sympathomimetikum Salbutamol kann zu metabolischen
Verinderungen in Form einer Erniedrigung des Kaliumspiegels und einer Erhohung des

Blutzuckerspiegels fiihren (siehe Einleitung).

Betrachtet man die Kaliumwerte in beiden Studiengruppen iiber den Zeitraum der
Studieninfusion, so ldsst sich sowohl bei den Probanden der Therapie- als auch bei den
Probanden der Kontrollgruppe ein signifikanter Anstieg der Werte beobachten (p =
0,008 bzw. p = 0,016, Friedman-Test). An den Lebenstagen sechs und zehn weisen die
Kinder der Therapiegruppe signifikant hthere Kaliumwerte auf als die Probanden der

Kontrollgruppe (p = 0,008 bzw. p = 0,032) (siche Abbildung 15).
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Abb. 15: Kalium-Haushalt Lebenstag 4 bis 11 in beiden Behandlungsgruppen (* p <
0,05 Kruskal-Wallis-Test)

Abbildung 16 zeigt die Blutzuckerwerte in beiden Studiengruppen vom vierten bis zum
elften Lebenstag. Weder die Kinder der Therapie- noch die Probanden der
Kontrollgruppe weisen eine signifikante Anderung der Blutzuckerwerte iiber den
siebentdgigen Infusionszeitraum auf (p = 0,747 bzw. p = 0,780, Friedman-Test). Auch
zwischen den Gruppen lésst sich kein signifikanter Unterschied fiir die Blutglukose-

Werte nachweisen (p > 0,05, Kruskal-Wallis Test).
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Abb. 16: Glukose-Stoffwechsel Lebenstag 4 bis 11 in beiden Behandlungsgruppen

4.3 Primaéres Zielkriterium: Amilorid-sensitive
Nasenpotentialdifferenz (A Amilorid)

Der Mittelwert der Amilorid-sensitiven Nasenpotentialdifferenz (A Amilorid) aller
Messungen lag in der Kontrollgruppe bei 6,50 mV (+1,46 mV SEM) und in der
Therapiegruppe bei 2,62 mV (£ 1,38 mV SEM).

Es fand sich kein signifikanter Unterschied fiir die Amilorid-sensitive
Nasenpotentialdifferenz zwischen den beiden Gruppen vor Beginn der Salbutamol-
bzw. Placeboinfusion (p = 0,056). Auch fiir die folgenden Messungen der Amilorid-
sensitiven Nasenpotentialdifferenz vier Stunden nach Beginn der Infusion, sowie nach
sieben Tagen, konnte kein Unterschied zwischen den Studiengruppen nachgewiesen

werden (p = 0,214 bzw. p = 0,971) (siehe Abbildung 17).
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Abb. 17: Amilorid-sensitive Nasenpotentialdifferenz (A Amilorid = Anderung der

Potentialdifferenz auf die Gabe von Amilorid)

Tabelle 3: Amilorid-sensitive Nasenpotentialdifferenz (mV), Kontrollgruppe

Zeit in Stunden nach Placeboinfusion
0 4 168
X+ SEM 8,00 £2,35 7,60 +2,50 3,25+275
x 6,00 6,00 * 2,00 *
Q1 5,00 3,00 0,00
Q5 13,00 13,00 6,50

Abkiirzungen: x = Mittelwert, SEM = standard error of the mean, X = Median, Q; = 25%-Quartil, Q; =
75%-Quartil, * p > 0,05 verglichen zum 0-Stunden-Wert (Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben)
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Tabelle 4: Amilorid-sensitive Nasenpotentialdifferenz (mV), Therapiegruppe

Zeit in Stunden nach Salbutamolinfusion
0 4 168
X+ SEM 1,75+ 1,03 4,00 + 3,33 1,75+1,93
x 2,00 2,00% 1,50%*
Q, 0,50 1,00 -1,50
Q5 3,00 2,00 5,00

Abkiirzungen: x = Mittelwert, SEM = standard error of the mean, ¥ = Median, Q; = 25%-Quartil, Q5 =
75%-Quartil, * p > 0,05 verglichen zum 0-Stunden-Wert (Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben)

Betrachtet man die Amilorid-sensitive Nasenpotentialdifferenz innerhalb der
Studiengruppen, so zeigt sich, dass weder innerhalb der ersten vier Stunden nach
Infusionsbeginn, noch am Ende der Infusion, eine signifikante Anderung der Amilorid-
sensitiven  Nasenpotentialdifferenz im  Vergleich zum  Ausgangswert vor

Infusionsbeginn nachweisbar ist (siehe Tabelle 3 und 4).

Es fand sich keine Korrelation zwischen der Amilorid-sensitiven
Nasenpotentialdifferenz und dem Gestationsalter (r = -0,155, p = 0,67) oder dem
Geburtsgewicht (r = 0,460, p =0,181).

50




Ergebnisse

4.4 Sekundiire Zielkriterien

4.4.1 Basale Nasenpotentialdifferenz (Basale PD)

Auch fiir die basale Nasenpotentialdifferenz (basale PD) bestand kein Unterschied
zwischen den beiden Gruppen sowohl vor Beginn der Salbutamol- bzw.
Placeboinfusion (p = 0,381), als auch vier Stunden nach Infusionsbeginn (p = 0,794)
und am Ende der Infusion (p = 0,486) (Abbildung 3). Die basale Potentialdifferenz lag
im Mittel bezogen auf alle Messungen bei - 12,14 mV in der Kontrollgruppe (standard
error of the mean SEM = 1,35 mV) und bei -10,43 mV in der Therapiegruppe (SEM =
1,47 mV).

p=0381 p=0,794 p = 0,486
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Abb. 18: Basale Nasenpotentialdifferenz (Basale PD)
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Tabelle 5: Basale PD (mV), Kontrollgruppe

Zeit in Stunden nach Placeboinfusion
0 4 168
X+ SEM -12,40 £ 2,29 -13,20 + 2,35 -10,50 £ 2,87
x -13,00 -16,00* -8,00%*
Q, -16,00 -16,00 -14,00
Q5 -10,00 -11,00 -7,00

Abkiirzungen: x = Mittelwert, SEM = standard error of the mean, ¥ = Median, Q; = 25%-Quartil, Q5 =
75%-Quartil, * p > 0,05 verglichen zum 0-Stunden-Wert (Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben)

Tabelle 6: Basale PD (mV), Therapiegruppe

Zeit in Stunden nach Salbutamolinfusion
0 4 168
X+ SEM -9,40+ 1,75 -13,80 £ 3,38 -7,50 + 0,87
x -8,00 -12,00* -7,00%
Q4 -13,00 -15,00 -8,50
Q5 -7,00 -10,00 -6,50

Abkiirzungen: X = Mittelwert, SEM = standard error of the mean, X = Median, Q; = 25%-Quartil, Q3 =
75%-Quartil, * p > 0,05 verglichen zum 0-Stunden-Wert (Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben)
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Betrachtet man wiederum die Werte fiir die basale Nasenpotentialdifferenz innerhalb
der Studiengruppen, so zeigt sich, dass weder in der Kontroll- noch in der
Therapiegruppe eine signifikante Anderung der basalen Potentialdifferenz iiber den
siebentdgigen Infusionszeitraum nachweisbar ist (sieche Tabelle 5 und 6). Bei den
Probanden der Therapiegruppe ist vier Stunden nach Beginn der Salbutamolinfusion
eine tendenzielle Negativierung der basalen Potentialdifferenz von im Mittel -9,40 mV
auf -13,80 mV nachweisbar, ohne dass dieser Unterschied jedoch Signifikanz erreicht (p

=0,5; Wilcoxon-Test).

4.4.2 Amilorid-sensitiver Anteil der Nasenpotentialdifferenz in %
Der relative Amilorid-sensitive Anteil der Nasenpotentialdifferenz (A Amilorid in %)
lag in der Placebogruppe bei 46,5% und in der Therapiegruppe bei 18,9% bezogen auf

alle Messungen.

Tabelle 7: Amilorid-sensitiver Anteil der Nasenpotentialdifferenz in %, Kontrollgruppe

Zeit in Stunden nach Placeboinfusion
0 4 168
X+ SEM 59,6% + 9,4% 54,6% + 12,0% 20,0% + 18,0%
x 60,0% 54,6% * 25,4% *
Q, 72,2% 72,2% 43,2%
Q5 40,0% 40,0% 3.2%

Abkiirzungen: X = Mittelwert, SEM = standard error of the mean, X = Median, Q; = 25%-Quartil, Q3 =
75%-Quartil, * p > 0,05 verglichen zum 0-Stunden-Wert (Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben)
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Tabelle 8: Amilorid-sensitiver Anteil der Nasenpotentialdifferenz in %, Therapiegruppe

Zeit in Stunden nach Salbutamolinfusion
0 4 168
X+ SEM 13,7% £ 9,7% 18,4% + 13,6% 24.9% + 27,9%
x 20,2% 16,7% * 23,6% *
Q, 26,8% 16,7% 71,4%
Q5 0,5% 13,3% 21,7%

Abkiirzungen: x = Mittelwert, SEM = standard error of the mean, ¥ = Median, Q; = 25%-Quartil, Q5 =
75%-Quartil, * p > 0,05 verglichen zum 0-Stunden-Wert (Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben)

Betrachtet man den relativen Amilorid-sensitiven Anteil der Nasenpotentialdifferenz
innerhalb der Studiengruppen, so zeigt sich, dass weder innerhalb der ersten vier
Stunden nach Infusionsbeginn, noch am Ende der Infusion, eine signifikante Anderung
im Vergleich zum Ausgangswert vor Infusionsbeginn nachweisbar ist (siehe Tabelle 7

und 8).

4.4.3 Compliance und Resistance

Weder die Kinder der Therapie- noch die Probanden der Kontrollgruppe weisen eine
signifikante Anderung der Compliance iiber den siebentigigen Infusionszeitraum auf (p
= 0,721 bzw. p = 0,973, Friedman-Test). Auch zwischen den Gruppen ldsst sich kein
signifikanter Unterschied fiir die Compliance nachweisen (p > 0,05, Kruskal-Wallis
Test) (sieche Abbildung 19). Betrachtet man die Resistance iiber den siebentdgigen
Zeitraum der Salbutamol- bzw. Placeboinfusion, so zeigt sich auch hier kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Studiengruppen (p > 0,05, Kruskal-
Wallis Test). Auch innerhalb der Gruppen ist keine signifikante Anderung der Werte fiir

die Resistance nachweisbar.
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Abb. 19: Compliance Lebenstag 4 bis 11 in beiden Behandlungsgruppen
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Abb. 20: Resistance Lebenstag 4 bis 11 in beiden Behandlungsgruppen
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4.4.5 Oxygenationsindex

Der Oxygenationsindex (OI) wurde nach folgender Formel berechnet:

Ol = FiO; [%] x MAP [cmH,0] x 100/ P,0;

p=0,151
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Abb. 21: Oxygenationsindex (OI)

Abbildung 21 zeigt den Oxygenationsindex in beiden Studiengruppen vor und nach der
siebentdgigen Salbutamol- bzw. Placeboinfusion. Es zeigt sich, dass die Probanden der
Kontrollgruppe am 11. Lebenstag einen tendenziell hoheren Oxygenationsindex
aufweisen als die Kinder der Therapiegruppe, ohne dass dieser Unterschied jedoch

Signifikanz erreicht (p = 0,151, Mann-Whitney-U-Test) (Abbildung 21).
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4.4.6 Alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz (AaDQO2)

Der AaDO, wurde nach folgender Formel berechnet:

AaD02 = PA02 — Pa02

AaDO;, = (Barodruck [mmHg]| - 47[mmHg]) x FiO; — P,CO, [mmHg] — P,O> [mmHg]

AaDO2 [mmHg]|
W L n
3 3 =

[
>
T

100

=713 [mmHg] x FiO, - P,CO; [mmHg] - P,0, [mmHg]

p=10,056
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Abb. 22: Alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz (AaDO,)

Betrachtet man die alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz (AaDO,) vor

Beginn der Salbutamol- bzw. Placeboinfusion und am Ende an Lebenstag 11, so fillt

auf, dass die Probanden der Kontrollgruppe deutlich hohere Werte aufweisen als die

Kinder der Therapiegruppe. Bei einseitiger Testung ergibt sich im Mann-Whitney-U-
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Test ein signifikanter Unterschied mit p = 0,028, bei zweiseitiger Testung ist dieser

Unterschied jedoch gerade nicht mehr signifikant (p = 0,056, siche Abbildung 22).

4.5 Kurzzeit-Outcome

Die Kinder der Kontrollgruppe blieben im Mittel 121 Tage auf der Intensivstation. Die
Aufenthaltsdauer der Probanden der Therapiegruppe betrug im Mittel 91 Tage.
Beziiglich der Aufenthaltsdauer zeigte sich somit im Mann-Whitney-U-Test ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen (p = 0,016) (siehe
Tabelle 9).

In der Placebogruppe betrug die durchschnittliche Beatmungsdauer 42 Tage, in der
Therapiegruppe 32 Tage. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Behandlungsgruppen (p = 0,365) (Tabelle 9).

Tabelle 9: Aufenthalts- und Beatmungsdauer

Placebo Salbutamol p
X*s Xz*s
Anzahl der Tage auf Intensivstation 121 £ 15 91 +16 0,016
Anzahl der Beatmungstage 42+5 32+£12 0,365

Abkiirzungen: X = Mittelwert, s = Standardabweichung, p-Wert nach Mann-Whitney-U-Test

Bei einem von fiinf Probanden der Therapiegruppe bestand im korrigierten Alter von 36
Schwangerschaftswochen (SSW) kein erhohter Sauerstoffbedarf mehr und es lagen
somit die Kriterien fiir die Diagnose einer milden BPD vor (siehe auch Einleitung). Vier
Patienten der Therapiegruppe entwickelten eine moderate BPD mit einem
Sauerstoffbedarf von weniger als 30% im Alter von 36 SSW. In der Kontrollgruppe
wurde die Diagnose einer moderaten BPD hingegen nur bei einem von fiinf Probanden
gestellt. Vier Kinder aus dieser Gruppe hatten im Alter von 36 SSW einen erhohten

Sauerstoffbedarf von mehr als 30% bzw. bedurften einer Atemunterstiitzung zur
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Aufrechterhaltung einer ausreichenden Sauerstoffsittigung des Blutes und erfiillten

damit die Kriterien einer schweren BPD.

Tabelle 10: Hiufigkeit einer bronchopulmonalen Dysplasie (BPD)

Placebo Salbutamol
Milde BPD Ovon5 1von5
Moderate BPD 1von5 4 von 5
Schwere BPD 4 von 5 0Ovon 5

Bei keinem der Probanden trat eine Hirnblutung Grad III/IV nach Papile [102] auf.
Zwei Frithgeborene der Placebogruppe erlitten eine leichtgradige Hirnblutung Grad I
(subependymale Blutung [102]) / Grad 1I (intraventrikulire Blutung ohne
Ventrikeldilatation [102]).

In der Therapiegruppe wurde ein Patient einer Lasertherapie bei Retinopathia
praematurorum zugefiihrt. In der Placebogruppe wurden zwei Probanden mit Laser

behandelt.

Bei drei Probanden der Kontrollgruppe wurde die Diagnose eines persistierenden
Ductus arteriosus botalli (PDA) gestellt und eine Therapie mit Indometacin/Ibuprofen
begonnen. Dabei wurden zwischen ein und drei Zyklen der Therapie verabreicht. In der
Therapiegruppe wurde bei vier Kindern ein PDA diagnostiziert und mit bis zu fiinf
Zyklen Indometacin/Ibuprofen behandelt. In beiden Studiengruppen mussten jeweils

zwel der Kinder mit PDA einem operativen Verschluss zugefiihrt werden.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Im Rahmen dieser Pilotstudie wurde erstmals der Effekt von intravends appliziertem
Salbutamol auf die Aktivitit epithelialer Natriumkanile (ENaC), den Wassergehalt der
Lunge und die Lungenmechanik bei extrem Frithgeborenen untersucht. Als MaB fiir die
Aktivitait des ENaC  diente die  Messung der  Amilorid-sensitiven
Nasenpotentialdifferenz. AuBerdem wurde der Effekt von Salbutamol auf das Kurzzeit-
Outcome dieser Kinder untersucht. Gleichzeitig diente die Studie dazu, eine
Salbutamoldosierung zu identifizieren, welche auch von extrem unreifen Frithgeborenen

iber eine Dauer von sieben Tagen toleriert wird.

Es konnten Daten von zehn extrem Frithgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter
1000 g und einem Gestationsalter von weniger als 28 Schwangerschaftswochen erhoben
werden. Fiinf Frilhgeborene mit einem mittleren Gestationsalter von 25,8
Schwangerschaftswochen erhielten vom vierten bis zum elften Lebenstag eine Infusion
mit dem B,-Sympathomimetikum Salbutamol, ohne dass klinisch relevante systemische
Effekte beobachtet werden konnten. Die Messung der transepithelialen
Nasenpotentialdifferenz sowie der Anderung der Potentialdifferenz auf die Gabe des
Natriumkanalblockers Amilorid konnte keinen Effekt von Salbutamol innerhalb der
Therapiegruppe und zwischen den beiden Studiengruppen nachweisen. Die Infusion
von Salbutamol zeigte keinen Effekt auf Compliance, Resistance und
Oxygenationsindex. Bei Infusionsende wiesen jedoch die Kinder der Therapiegruppe
bei einseitiger Testung einen signifikant niedrigeren alveolo-arteriellen-O2-Gradienten
auf verglichen zur Kontrollgruppe. Es bestand kein Unterschied zwischen den
Studiengruppen beziiglich BPD, ROP, IVH, PDA, AIS und Anzahl der Beatmungstage.
Die Kinder der Therapiegruppe wiesen jedoch eine signifikant niedrigere Anzahl an

Intensivtagen auf.

5.2 Diskussion der Messmethodik

Die Messung der transepithelialen Nasenpotentialdifferenz wird seit einigen Jahren zur
Diagnostik der Mukoviszidose eingesetzt und wurde in der Literatur vielfach

vorbeschrieben [85, 90, 103, 108-110]. Die Messung der Nasenpotentialdifferenz bei
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Frithgeborenen stellt sich zwangsldufig schwieriger dar als bei erwachsenen Probanden

und es ergeben sich einige Besonderheiten.

In der Literatur wird héufig eine subkutane Lage der Referenzelektrode beschrieben [6,
84, 90]. Southern und Mitarbeiter konnten zeigen, dass auch ein intravenoser Katheter
eine valide Verbindung zur Referenzelektrode darstellt und so ein zusitzliches
Nadelstichtrauma bei kleinen Kindern umgangen werden kann [111]. Auf dieselbe
Arbeitsgruppe geht die Verwendung eines, wie auch in dieser Studie verwendeten,
kleineren einlumigen Nasenkatheters zuriick, der gleichzeitig der Perfusion und der
Elektrodenverbindung dient. AuBerdem konnte diese Gruppe zeigen, dass die
Perfusionsgeschwindigkeit des Nasenkatheters niedriger als bei Messungen an
Erwachsenen gewihlt werden kann und so eine Irritation des Kindes durch Fliissigkeit,
die in den Pharynx gelangt bzw. aus der Nase herausléuft, verringert werden kann. Eine
standige Perfusion des Messsystems ist notwendig, da sonst Luft, die zwischen Katheter
und Nasenschleimhaut gelangt, den Stromfluss unterbricht und so die Ableitung stort. In
der Literatur findet sich als verwendete Perfusionslosung sowohl Ringerlosung [84, 85,
110] als auch isotone Kochsalzlosung [108, 112]. Fir die Messung der
Nasenpotentialdifferenz im Rahmen dieser Studie wurde isotone Kochsalzldsung
verwendet. In der Regel wurde die Referenzelektrode an einen vorhandenen ebenfalls
mit Kochsalzlosung gefiillten Nabelarterienkatheter angeschlossen, so dass sich eine
mogliche Anderung des Potentials durch Diffusionsvorginge mit anderen Losungen
verhindern lie. Die in der Literatur hiufig beschriebene Trennung mittels Agar als
Salzbriicke [84] wurde, da die Referenzelektrode an einen zentralen Katheter

angeschlossen wurde, aus hygienischen Griinden nicht verwendet.

Das Problem einer moglichen Potentialinderung der Silber-/Silberchlorid-Halbzellen
wihrend der Messung wurde bereits angesprochen. Dieses Problem des ,,baseline drift*
[6] wurde auch von anderen Studiengruppen beschrieben. Durch den Kurzschluss von
Mess- und Referenzelektrode vor und nach einer Messung sowie die Aufzeichnung
dieses Kurzschluss-Potentials, wurde eine mogliche Potentialinderung bei der
Auswertung der Messdaten und der Berechnung der Amilorid-sensitiven

Nasenpotentialdifferenz beriicksichtigt (vergleiche Abschnitt 3.6.1.6).

Fiir den Messaufbau wurden chlorierte Silberdrihte entsprechend Silber-/Silberchlorid-
Halbzellen verwendet. Silber-/Silberchlorid-Elektroden zdhlen zu den sogenannten

Elektroden zweiter Art. Unter Elektroden zweiter Art versteht man
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Metallionenelektroden, bei welchen Kationen des Elektrodenmaterials mit Anionen des
Elektrolyten eine schwerlosliche Verbindung bilden koénnen [113]. Das
Elektrodenpotential einer solchen Elektrode wird nur von der Aktivitit der Anionen, in
diesem Fall der Chlorid-Ionen, bestimmt. Hilt man die Konzentration an Chlorid-Ionen
konstant, resultiert ein stabiles Potential. Infolge der Gegenwart von Chlorid-Ionen in
der Losung ist die Silber-Ionenkonzentration extrem klein und ist eindeutig bestimmt

durch das Gleichgewicht
Ag" + CI = AgCl
Fiir die Konzentration der Silber-lonen gilt:
KL =c(Ag")xc(CI)

Bei der verwendeten Kochsalz-Lésung mit einer Chlorid-Konzentration ¢ (CI') von 154
mmol/l und dem Loslichkeitsprodukt Ky von 1,77 x 107'° mol?/12 ergibt sich somit eine

Silberkonzentration ¢ (Ag") von maximal 1,15 x 10™ mol/l. [113]

Ein weiteres Problem stellt die Lage des Nasenkatheters bei Frithgeborenen dar. Der
Katheter sollte fiir die Messung im unteren Nasengang an der Stelle des maximal
negativen Potentials positioniert werden. Aufgrund der geringen Grof3e der Probanden
wurde auf eine rhinoskopische Kontrolle der Katheterlage, wie sie in der Regel bei
erwachsenen Probanden durchgefiihrt wird, verzichtet [85]. Die Lage des
Nasenkatheters wurde somit nur anhand der Messwerte, die das Voltmeter anzeigte,
ermittelt. Der Katheter wurde auf der dem Beatmungstubus gegeniiberliegenden Seite,
in der Regel im linken Nasenloch, platziert. Auf dieser Seite befand sich zumeist auch
eine Magensonde fiir die Erndhrung der kleinen Patienten, so dass eine Storung des
Kontaktes zwischen Nasenkatheter und Nasenschleimhaut durch die Magensonde zwar
nicht ausgeschlossen werden kann, aber wenig wahrscheinlich ist, da die verwendeten
Magensonden eher die Fixierung des Messkatheters an der optimalen Messposition

erleichterten und gegen die Umgebung als Isolatoren fungierten.

5.3 Medikamente

5.3.1 Salbutamol

Salbutamol ist ein seit vielen Jahren angewandtes sicheres und wirksames Medikament
zur Behandlung reversibler broncho-pulmonaler Obstruktionen [114]. In Deutschland

ist die Anwendung von Salbutamol nur bei Kindern iiber drei Jahren zugelassen.
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Dennoch wird Salbutamol im Rahmen des sogenannten ,,Off-Label-Use* bei Kindern
unter drei Jahren und auch bei Frith- und Neugeborenen seit vielen Jahren eingesetzt.
Unter ,,Off-Label-Use* versteht man die Behandlung mit einem Medikament, das fiir
die zu behandelnde Erkrankung, d.h. die vorgesehene Indikation und/oder fiir die
betreffende Patientengruppe nicht zugelassen ist. In Kinderkliniken betrigt die Rate an
,,Off-Label-Use* zwischen 16 und 62 %, auf Neugeborenenstationen liegt diese Rate
sogar zwischen 55 und 80 % [115]. Bei Sauglingen und Kleinkindern wird Salbutamol
in der Asthma-Therapie zumeist inhalativ als Dosieraerosol bzw. als Losung in einem
Vernebler [116-119] oder intravends verabreicht [120, 121]. Zur Behandlung einer
Hyperkalidimie wurde Salbutamol auch sehr kleinen Frithgeborenen intravends
verabreicht [122-124]. So konnte bei extrem Frithgeborenen mit einem mittleren
Gestationsalter von 26 Wochen durch eine Kurzzeitinfusion mit Salbutamol in einer
Dosierung von 4 pug/kg eine temporidre Reduktion des Kaliumspiegels erreicht werden
[124]. Auch die inhalative Gabe von Salbutamol bei extrem Frithgeborenen wurde
beschrieben [119, 125-127].

Von den in der Einleitung angegebenen Nebenwirkungen Salbutamols sind fiir das
Frithgeborene vor allem die kardialen Nebenwirkungen sowie die Auswirkungen auf
den Stoffwechsel von Bedeutung. Salbutamol fiihrt mit steigender Dosierung zu einer
iber B;-Adrenozeptoren vermittelten kardialen Stimulation und kann so einen Anstieg
der Herzfrequenz und des systolischen Blutdruckes bewirken [128, 129]. Bei einer
schlechten Kreislauffunktion kann dies durchaus therapeutisch erwiinscht sein. Hier
werden oft Katecholamine zur Kreislaufunterstiitzung eingesetzt. Bei einer guten
Kreislauffunktion sollte dies jedoch vermieden werden, um die zerebrale Durchblutung
nicht unndtig zu erhohen. Durch eine negative Korrelation von Herzfrequenz und
Schlagvolumen kann ein Anstieg des Herzzeitvolumens abgeschwécht werden und es
konnte gezeigt werden, dass auch Frithgeborene in der Lage sind, ihr Schlagvolumen zu
regulieren [130, 131]. Aus den bisherigen Untersuchungen zur intravendsen und
inhalativen Verabreichung von Salbutamol an Frithgeborenen ergeben sich keinerlei
Hinweise darauf, dass die Gabe eines [P,-Sympathomimetikums mit einer erhohten
Gefahr intrakranieller Blutungen assoziiert ist [119, 125, 127, 128]. In der Literatur
finden sich bisher keine Daten iiber eine kontinuierliche Infusion des [,-
Sympathomimetikums Salbutamol iiber sieben Tage bei extrem Frithgeborenen. In
bisherigen Untersuchungen wurde Salbutamol per infusionem bei Frithgeborenen als

Kurzzeitinfusion iiber 15-20 Minuten [122, 124] oder lingstens iiber einen Zeitraum

63



Diskussion

von 26 Stunden verabreicht [123]. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden bis auf
einen reversiblen Anstieg der Herzfrequenz keine anderen klinischen Nebeneffekte
beobachtet [122-124, 132]. Im Zuge der hier durchgefiihrten Pilotstudie fiihrte die
intravenose Gabe des B,-Sympathomimetikums Salbutamol ebenfalls zu einem Anstieg
der Herzfrequenz. Die Entwicklung einer anhaltenden Tachykardie konnte allerdings
durch die einschleichende Dosierung Salbutamols anhand der individuellen

Herzfrequenzgrenze der Probanden vermieden werden.

Uber die Aktivierung von P-Adrenozeptoren in der Leber und im Skelettmuskel fiihrt
Salbutamol zu einer Stimulation der Glykogenolyse und der Glukoneogenese, was zu
einem Anstieg der Glukose- und Laktatwerte im Blut fithren kann [128, 133]. Bei
Frithgeborenen besteht gerade in der ersten Lebenswoche ein erhohtes Risiko fiir
Storungen im Glukose-Stoffwechsel. Geringere Glykogen- und Fettreserven erhohen
das Risiko fiir die Entstehung einer Hypoglykdmie. Zur Aufrechterhaltung des
Glukosespiegels wird schon bald nach der Geburt eine kontinuierliche
Glukosesubstitution notig. Dies begiinstigt wiederum nicht selten die Entstehung einer
Hyperglykdmie [134]. Die Inzidenz der Hyperglykidmie bei extrem Frithgeborenen,
insbesondere bei Frithgeborenen mit einem Geburtsgewicht von weniger als 1000 g,
wird auf 60 bis 80 % geschitzt und scheint mit einer erhohten Morbiditidt und Mortalitét
assoziiert zu sein [135-137]. Bisher existiert keine einheitliche Definition fiir die
Hyperglykdmie bei Neugeborenen. Als obere Grenze wird hiufig ein Blutzuckerspiegel
von 150 mg/dl (8,3 mmol/l) angesehen [138]. In einer Ubersichtsarbeit von Hey wurde
als Definition fiir Hyperglykdmie sogar ein oberer Blutzuckerspiegel von > 216 mg/dl
(12 mmol/l) vorgeschlagen [139]. Gerade aufgrund der Tatsache, dass Friihgeborene
iiber verminderte Glykogenreserven verfiigen, ist eine deutliche Erhohung des
Blutzuckers unter einer Therapie mit einem [,-Sympathomimetikum nicht zu erwarten.
Unsere  Ergebnisse zeigen, dass die Kkontinuierliche Infusion des [»-
Sympathomimetikums Salbutamol iiber sieben Tage zu keiner wesentlichen Erhéhung

des Blutzuckers fiihrte.

Wie bereits erwidhnt, kann Salbutamol auch zur Behandlung einer Hyperkalidmie
eingesetzt werden. Dies beruht auf der Tatsache, dass es unter der Einwirkung von
Salbutamol zu einer Erniedrigung des Kaliumspiegels kommt [133, 140, 141].
Verursacht wird dieser hypokalidmische Effekt {iber eine [,-vermittelte Stimulation der

membrangebundenen Na*-, K*- ATPase, was zu einer Verschiebung von Kalium aus
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dem Extra- in den Intrazellulirraum und damit zu einer Erniedrigung des
Kaliumspiegels fithrt [122, 142, 143]. Unsere Ergebnisse zeigen, dass unter einer
kontinuierlichen Uberwachung des Elektrolythaushaltes der Patienten, der Entstehung
einer Hypokalidmie unter einer Dauerinfusion mit Salbutamol entgegengewirkt werden
kann. Sowohl bei den Kindern der Therapie- als auch bei den Kindern der
Kontrollgruppe ist ein Anstieg der Kaliumwerte iiber den siebentdgigen
Infusionszeitraum nachweisbar, der als Ausdruck der parenteralen Kaliumsubstitution

zu werten ist.

5.3.2 Amilorid

Amilorid ist ein Pyrazinoylguanidinderivat und wird als kaliumsparendes Diuretikum
meist in Kombinationspriparaten mit anderen Diuretika eingesetzt. Es wirkt in der
Niere an den luminalen Membranen der Hauptzellen in den spit distalen Tubuli und den
Sammelrohren und fiihrt iiber eine Blockade der epithelialen Natriumkanile (ENaC) zu
einer Hemmung der Natriumriickresorption. Uber die Natriumkanile gelangt Natrium
entlang eines von der basalen Na*-, K*- ATPase erzeugten Gradienten nach intrazellulir
und iiber die Na*-, K*- ATPase weiter ins Interstitium. Dadurch entsteht eine lumen-
negative transepitheliale Potentialdifferenz, die die treibende Kraft fiir die Sekretion von
K*- und H* -Tonen ist. Die Blockade der epithelialen Natriumkanile durch Amilorid
erhoht die Ausscheidung von Natrium um ca. 2% des Glomerulumfiltrates, gleichzeitig
wird die Ausscheidung von K*, H' und anderen Kationen wie Mg”* und Ca®

verringert [144].

Amilorid blockiert auch die Natriumkanile im respiratorischen Epithel der Lunge und
der Nase. Bei Applikation von Amilorid auf die Nasenschleimhaut werden die
epithelialen Natriumkandle blockiert und es kommt zu einer Depolarisation der
transepithelialen Potentialdifferenz [57, 95, 145]. Dieser Effekt von Amilorid wurde bei
der Messung der nasalen transepithelialen Potentialdifferenz im Rahmen dieser Studie
genutzt. Die Wirkung von inhalativ appliziertem Amilorid auf die Schleimhiute des
Respirationstraktes kann auch verwendet werden, um die Clearance des
Respirationstraktes bei der Erbkrankheit Mukoviszidose zu steigern [146]. Der
Mukoviszidose, auch Zystische Fibrose genannt, liegt ein Defekt im CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator gene) - Gen zugrunde, welches den
transmembrandsen Fluss von Chlorid iiber spezifische Chloridkanile reguliert. Folge

dieses Defektes am respiratorischen Epithel ist eine gestorte Chlorid-Sekretion und eine
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konsekutiv ~ gesteigerte =~ Natrium-Absorption.  Dies  fiihrt  wiederum  zur
Viskositdtszunahme und zur Bildung eines zéhen Sekretes [147, 148]. Es konnte gezeigt
werden, dass die viermal tédgliche Inhalation mit Amilorid iiber einen Zeitraum von 25
Wochen zu einer Zunahme der Konzentration von Natrium- und Chlorid-lonen im

Sputum und so zu einer Verfliissigung des zdhen Bronchialsekretes fiihrt [149].

Amilorid wird nach oraler Gabe zu 15 - 25 % resorbiert und hauptsdchlich durch renale
Exkretion des intakten Arzneimittels ausgeschieden [144]. Die Halbwertszeit betrigt je
nach Angabe 6 (Rote Liste® 2009, Rote Liste® Service GmbH, Frankfurt/Main) bis 21
[144] Stunden nach oraler Applikation. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Halbwertszeit von Amilorid nach Inhalation an der Oberfldche der Atemwege nur 35 bis
40 Minuten betrigt [95]. Bei lokaler Applikation und einem Abstand von mindestens 4
Stunden zwischen den Messungen der Nasenpotentialdifferenz im Rahmen dieser
Studie sollte somit kein Effekt der vorangegangenen Amiloridapplikation mehr
vorhanden gewesen sein. Amilorid wurde im Rahmen dieser Studie in einer 10™
molaren Losung verwendet. Es konnte in einigen fritheren Studien gezeigt werden, dass
in dieser Konzentration eine vollstdndige Inhibition der epithelialen Natriumkanéle an

der Nasenschleimhaut erreicht wird [111, 150].

5.4 Diskussion der Ergebnisse

In fritheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Nasen- und
Luftwegsepithelien folgende Gemeinsamkeiten aufweisen: Zylinderepithel, dhnliche
Zelltypen, dhnliche Konfiguration der Zellverbindungen [85], #hnliche
Zusammensetzung des Oberflichensekretes [151] und vergleichbare mukozilidre
Clearance [152]. Knowles folgerte daraus, dass Studien an Nasenepithelien zum
Verstindnis der Funktion der tieferen Atemwege beitragen konnen [85]. Durch
Messung der transepithelialen Potentialdifferenz in der Nase und den unteren
Luftwegen konnte Knowles zeigen, dass Probanden mit Mukoviszidose eine negativere
basale Potentialdifferenz sowie eine grofere Reduktion der Potentialdifferenz auf die
Gabe des Natriumkanalblockers Amilorid aufweisen als gesunde Probanden [86]. Als
Ursache fiir diese erhohte Potentialdifferenz bei Mukoviszidose-Patienten wurde die
exzessiv gesteigerte Natrium-Absorption {iber das respiratorische Epithel bei

gleichzeitig gestorter Chlorid-Sekretion erkannt [88, 148]. Eine Arbeitsgruppe um
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Gowen konnte zeigen, dass auch die transepitheliale Potentialdifferenz von
Neugeborenen mit Zystischer Fibrose grofer ist als bei gesunden Neugeborenen [89].
Als Nebenresultat beschrieb Gowen bereits im Rahmen dieser Untersuchung, dass
Probanden der Kontrollgruppe mit der Diagnose RDS tendenziell eine weniger negative

basale Nasenpotentialdifferenz aufwiesen.
Basale Nasenpotentialdifferenz (Basale PD)

Die basale Nasenpotentialdifferenz betrug in der hier durchgefiihrten Studie -12,14 mV
(Kontrollgruppe) bzw. -10,43 mV (Therapiegruppe) und entspricht damit Werten, die in
der Literatur fiir die Nasenpotentialdifferenz Frithgeborener mit entsprechendem
Gestationsalter gefunden werden konnen. Thome et al. untersuchten bei 29
Frithgeborenen mit einem Gestationsalter von weniger als 29 Schwangerschaftswochen
den Einfluss einer postnatalen Substitution von Ostradiol und Progesteron auf die
Nasenpotentialdifferenz [80]. Bei einem vergleichbaren mittleren Gestationsalter von
25,1 (Therapiegruppe) bzw. 25,7 (Kontrollgruppe) Schwangerschaftswochen wiesen die
Kinder in dieser Studie mit -10,6 mV (Therapiegruppe) bzw. -10,7 mV

(Kontrollgruppe) [80] eine vergleichbare basale Nasenpotentialdifferenz auf.

1997 veroffentlichte eine Arbeitsgruppe um Barker eine Studie an 31 Friihgeborenen
mit einem Gestationsalter von maximal 30 Schwangerschaftswochen, in welcher der
Zusammenhang zwischen dem epithelialen Natriumtransport und der Entwicklung eines
RDS untersucht wurde [6]. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass Frithgeborene mit RDS
eine weniger negative basale Nasenpotentialdifferenz aufweisen (-16,5 + 0,6 mV) als
lungengesunde Frithgeborene (-22,0 + 1,3 mV) [6], die eine &hnliche basale
Nasenpotentialdifferenz aufweisen wie gesunde Erwachsene [109, 110]. Barker et al.
zeigten aullerdem, dass die gemessenen Potentiale vom Gestationsalter und vom
Geburtsgewicht abhiingig sind. Mit zunehmendem Gestationsalter und Geburtsgewicht
kommt es =zu einer Zunahme der basalen und der Amilorid-sensitiven
Nasenpotentialdifferenz [6]. Dies konnte eine Erkldrung fiir die deutlich weniger
negativen Werte der basalen Potentialdifferenz in der hier durchgefiihrten Studie sein,
da die Probanden in der Barker-Studie mit 27,9 (Nicht-RDS-Gruppe) bzw. 27,2 (RDS-
Gruppe) Schwangerschaftswochen ein hoheres mittleres Gestationsalter aufwiesen. Die

vorgelegten Ergebnisse validieren somit die hier vorgestellte Messkette anhand der

Literaturdaten.
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Primiires Zielkriterium: Amilorid-sensitive Nasenpotentialdifferenz (A Amilorid)

Die Amilorid-sensitive Nasenpotentialdifferenz betrug in der hier durchgefiihrten Studie
im Gesamtdurchschnitt aller Messungen 6,50 mV in der Kontrollgruppe und 2,62 mV in
der Therapiegruppe. Vergleicht man diese Werte wiederum mit den Werten fiir die
Amilorid-sensitive Nasenpotentialdifferenz in der Studie durch Thome und Mitarbeiter,
so weisen die Probanden dieser Studie mit 6,5 mV (Therapiegruppe) bzw. 6,1 mV

(Kontrollgruppe) [80] dhnliche Werte auf.

Es konnte kein signifikanter = Unterschied fiir die  Amilorid-sensitive
Nasenpotentialdifferenz sowohl zwischen den Studiengruppen als auch innerhalb der
Gruppen iiber den siebentdgigen Zeitraum der Salbutamolinfusion gefunden werden.
Die Infusion des B,-Sympathomimetikums Salbutamol im Rahmen dieser Pilotstudie
hatte zum Ziel, die Vorgédnge in der Lunge, welche durch die Geburtsbestrebungen und
die Geburt am Termin induziert werden, bei Frithgeborenen zu simulieren und so iiber
eine Aktivierung der epithelialen Natriumkanile die Fliissigkeitsresorption aus der
Lunge zu beschleunigen. Bisher finden sich in der Literatur keine Daten iiber eine
kontinuierliche Infusion des B,-Sympathomimetikums Salbutamol iiber sieben Tage bei
extrem frithgeborenen Kindern. Die hier durchgefiihrte Pilotstudie hatte gleichzeitig
zum Ziel eine Dosis fiir Salbutamol zu finden, die uber einen Zeitraum von sieben
Tagen zu keinen wesentlichen Nebenwirkungen fiihrt. Durch die Erfahrungen bei den
beiden ersten Probanden der Therapiegruppe war es lediglich bei drei Probanden
moglich, Salbutamol kontinuierlich iiber sieben Tage zu verabreichen. Moglicherweise
ergibt sich hieraus eine Erkldrung fiir den nicht nachgewiesenen Effekt auf die
Amilorid-sensitive Nasenpotentialdifferenz und damit auf eine Aktivierung der

epithelialen Natriumkandile.

Frithere Untersuchungen haben eine Abhéngigkeit der basalen Nasenpotentialdifferenz
und der Amilorid-sensitiven Nasenpotentialdifferenz vom Gestationsalter gezeigt [6]. In
unserer Studie an extremen Frithgeborenen konnte kein Anstieg der Amilorid-sensitiven
Nasenpotentialdifferenz iiber den siebentégigen Infusionszeitraum oder eine Korrelation
zum Gestationsalter nachgewiesen werden. Ein Grund hierfiir konnte zum einen die
extreme Unreife der Probanden sein. In einer aktuelleren Studie konnte eine
Arbeitsgruppe um Helve zeigen, dass die Expression der ENaC-Untereinheiten vom
Gestationsalter abhingig ist [66]. Durch quantitative Analyse der a-, B- und YENaC-

mRNA bei 29 Frithgeborenen und 61 Reifgeborenen im postnatalen Alter von ein bis
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fiinf Stunden konnte ein starker Zusammenhang zwischen dem Gestationsalter und der
Expression der a- und B-ENaC-Untereinheiten nachgewiesen werden. Somit stiitzen
unsere Ergebnisse die Hypothese, dass bei extrem Friihgeborenen der ENaC noch nicht
in ausreichender Zahl exprimiert wird und folglich eine Therapie, die iiber eine
Aktivierung der epithelialen Natriumkanéle die Fliissigkeitsresorption begiinstigt, in
Frage zu stellen ist. Bei Kindern, die vor einem ontogenetisch festgelegten Anstieg der
Expression der epithelialen Natriumkanile geboren wurden, ist daher eine Korrelation
zwischen Gestationsalter und Amilorid-sensitiver Nasenpotentialdifferenz auch nicht zu

erwarten.

Andererseits wurden die ersten Messungen erst in einem Alter von 96 Stunden
durchgefiihrt. Wenn es zu einem physiologischen Anstieg der ENaC-Expression um den
Zeitraum der Geburt kommt, ist es daher auch méglich, dass dieser bereits innerhalb der
ersten Stunden nach Geburt erfolgt und somit im Rahmen dieser Untersuchung nicht

erfasst werden konnte.

Wie bereits in der Einleitung erwihnt, erfolgt ein Teil des Natriumtransportes iiber das
respiratorische Epithel iiber sogenannte Amilorid-insensitive Natriumkanile [40, 153] .
Untersuchungen haben gezeigt, dass — je nach Species - ca. 20 — 80% des
Natriumtransportes iiber solche Amilorid-insensitiven Transportmechanismen erfolgt
[154]. Betrachtet man den relativen  Amilorid-sensitiven  Anteil  der
Nasenpotentialdifferenz, der bei den Probanden im Rahmen dieser Studie gemessen
wurde (Placebogruppe 46,5%, Therapiegruppe 18,9%), so wird deutlich, dass die
Transportmechanismen {iber Amilorid-insensitive Natriumkandle moglicherweise
ebenso eine wichtige Rolle fiir die perinatale Fliissigkeitsabsorption spielen. Bisher
konnten die Amilorid-insensitiven Natriumkanile nicht ndher charakterisiert werden, da
kein vollstindig effektiver und selektiver Blocker, vergleichbar mit dem
Natriumkanalblocker Amilorid, existiert [153]. Eine moglicher ,,Kandidat* konnte ein
sogenannter ,,atypischer ENaC* (A-ENaC) darstellen, der sich vom klassischen ENaC
durch eine gednderte Stochiometrie, d.h. eine gednderte Zusammensetzung der

einzelnen Untereinheiten unterscheidet [153].

Somit wird deutlich, dass weitere Untersuchungen notwendig sind, um die komplexen
Zusammenhinge zwischen den ENaC-Untereinheiten, ihrer Regulation, ihrem Einfluss

auf die Potentialdifferenz und das Atemnotsyndrom zu verstehen.
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Compliance und Resistance

Wie bereits erwihnt, verbessert eine Steigerung der Fliissigkeitsresorption iiber den
ENaC zudem die Compliance der Lunge. Helve und Mitarbeiter konnten in einer
Untersuchung an 20 reifen, gesunden Neugeborenen zeigen, dass der Na'-Transport,
gemessen als Amilorid-sensitive Nasenpotentialdifferenz, mit der Compliance der
Lunge korreliert [98]. In einer Studie an neugeborenen Schweinen konnte gezeigt
werden, dass die Compliance vom Wassergehalt der Lunge abhéngt und durch
Surfactant als auch durch Diuretika verbessert wird [97]. B,-Sympathomimetika fithren
iiber eine Relaxation der glatten Bronchialmuskulatur zu einer Bronchodilatation und
damit zu einer Reduktion des Atemwegwiderstandes. Es konnte gezeigt werden, dass
die Gabe von B,-Sympathomimetika wie Salbutamol oder Formoterol per inhalationem
bei Frithgeborenen zu einem Anstieg der Compliance der Lunge fiihrt [155]. Es ist auch
moglich, dass die Verbesserung der Lungenfunktion hierbei auf eine Reduktion des
Wassergehaltes in den Lungenalveolen zuriickzufiithren ist [156]. In der hier
durchgefiihrten Studie zeigt sich sowohl zwischen den Studiengruppen als auch
innerhalb der Therapiegruppe kein Unterschied beziiglich der gemessenen
Lungenfunktionsparameter Compliance und Resistance iiber den siebentdgigen

Infusionszeitraum.

Oxygenationsindex (OI) und Alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz
(AaDO,)

Zur Beurteilung der Oxygenierungsfunktion der Lunge kann der Quotient aus dem
arteriellen Sauerstoffpartialdruck (P,0O,), der bei einer bestimmten inspiratorischen
Sauerstoffkonzentration (FO,) erreicht wird, berechnet werden. In der Neonatologie
wird dieser Parameter zur Einschétzung der Schwere einer pulmonalen Insuffizienz und
zur Indikationsstellung zur Beatmung mittels extrakorporaler Membranoxygenierung
(ECMO) herangezogen. Als Kriterium fiir eine ECMO-Behandlung wird ein OI > 40
genannt [101]. Die alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz (AaDO2) beschreibt
den Druckgradienten zwischen alveoldrem und arteriellem Sauerstoffpartialdruck. Die
AaDO:2 eignet sich daher gut zur Beurteilung des transpulmonalen Gasaustausches.
Alveolo-kapilldare Diffusionsstérungen fithren zu einem Anstieg des intrapulmonalen
Rechts-Links-Shunts und zu einer erhohten AaDO2. Zu den Ursachen gehoren z.B.
Atelektasen und Lungenddeme. Die Kinder der Kontrollgruppe zeigten nach dem

siebentdgigen Behandlungszeitraum einen tendenziell hoheren Oxygenationsindex als
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die Probanden der Therapiegruppe. Fiir den AaDO, ergab sich bei einseitiger Testung
ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Studiengruppen nach der
siebentdgigen Placebo- bzw. Salbutamolinfusion. Die Kinder der Kontrollgruppe
wiesen dabei deutlich hoherer Werte auf als die Kinder, die mit Salbutamol behandelt
wurden. Dieser Effekt konnte auf eine Verbesserung der Lungenfunktion durch die
intravendse Gabe von Salbutamol zuriickzufiihren sein. Andererseits zeigt sich bei der
geringen Fallzahl ein signifikanter Unterschied beziiglich des Gestationsalters zwischen
den beiden Studiengruppen, so dass die Unterschiede auch auf die noch unreiferen
Lungen der Probanden der Kontrollgruppe und damit den intensiveren

Beatmungsbedarf zuriickgefiihrt werden konnen.
Kurzzeitoutcome

Im Rahmen dieser Studie wurden desweiteren mogliche Effekte durch Salbutamol auf
das Kurzzeitoutcome der Probanden untersucht. Beziiglich der Entwicklung einer BPD,
einer ROP, eines PDA und der Anzahl der Beatmungstage zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Studiengruppen. Die Kinder der Therapiegruppe zeigten
allerdings eine signifikant niedrigere Anzahl an Aufenthaltstagen auf der
Intensivstation. Bei fehlender Verblindung und der sehr kleinen Fallzahl ist dieser
Unterschied allerdings mit Vorsicht zu interpretieren. Moglicherweise ist auch hier der
signifikante Unterschied beziiglich des Gestationsalters zwischen den beiden
Studiengruppen ursdchlich. Untersuchungen iiber das Outcome von extrem
Frithgeborenen haben allerdings gezeigt, dass ein niedrigeres Geburtsgewicht bezogen
auf das jeweilige Gestationsalter mit einem erhohten Mortalitétsrisiko einhergeht [157].
Beziiglich des Geburtsgewichts besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den

Studiengruppen.

5.5 Schlussfolgerung

Es konnte gezeigt werden, dass die Messung der transepithelialen

Nasenpotentialdifferenz bei extrem kleinen Frithgeborenen mit der verwendeten

Technik moglich ist. Durch die siebentdgige intravendse Gabe des [»-

Sympathomimetikums Salbutamol bei extrem Frithgeborenen werden die basale

Nasenpotentialdifferenz sowie der Amilorid-sensitive Anteil nicht signifikant

vergroflert. Es ist allerdings méglich, dass die Applikation von Salbutamol einen Effekt
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auf die Nasenpotentialdifferenz hat, dieser aber hier nicht nachgewiesen werden konnte.
Fiir die Durchfiihrung der Pilotstudie war zunichst eine Probandenanzahl von insgesamt
20 Frithgeborenen vorgesehen, die zu gleichen Teilen in der Neonatologie der
Universitdt Miinchen sowie in der Neonatologie der Universitidt Ulm rekrutiert werden
sollten. Bedingt durch den Wegfall der Universitit Ulm zur Durchfithrung der
Pilotstudie, war es lediglich moglich, 10 Frithgeborene in die Studie einzuschlieen.
Diese sehr kleine Fallzahl reichte nicht aus, um einen Unterschied fiir das Zielkriterium
Amilorid-sensitive Nasenpotentialdifferenz nachzuweisen. Bei einem angenommene [3-
Fehler von 0,20 besteht zudem eine Wahrscheinlichkeit von 20 %, dass ein in der
Grundgesamtheit bestehender Unterschied in dieser Stichprobe zufillig nicht gefunden
wurde. Da es sich bei der durchgefiihrten Studie um eine Pilotstudie handelte, die auch
der Dosisfindung von intravendsem Salbutamol bei extrem Frithgeborenen und der
Etablierung des Messprinzips der transepithelialen Nasenpotentialdifferenz am
Perinatalzentrum GroBhadern diente, ist die sehr kleine Fallzahl, die eine

konfirmatorische Signifikanzaussage verhindert, dennoch ethisch gerechtfertigt.

Bisher existieren keine Studien, die eine kontinuierliche intravendse Verabreichung von
Salbutamol bei extrem Frithgeborenen untersuchen, so dass Dosierung und klinisch
relevante Nebenwirkungen bei Frithgeborenen unbekannt sind. Es konnte gezeigt
werden, dass eine kontinuierliche Infusion des P,-Sympathomimetikums Salbutamol
iiber sieben Tage bei extrem Frithgeborenen moglich ist, ohne dass wesentliche
systemische Nebeneffekte beobachtet werden. Die intravendse Applikation von
Salbutamol fiihrte lediglich zu einem reversiblen Anstieg der Herzfrequenz, wie er auch
im Rahmen fritherer Studien mit Salbutamol bei extrem Frithgeborenen nachgewiesen
werden konnte [122, 123, 125, 126]. Auf Grund der geringen Fallzahl und der
individuell unterschiedlich tolerierten Dosis (siehe Tabelle 1) ist es schwierig, die hier
gefundene Salbutamoldosierung zu verallgemeinern. Sie kann allerdings als

Anhaltspunkt fiir weitere Untersuchungen dienen.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund: Durch die FEinfilhrung neuer Techniken und Therapien in der
intensivmedizinischen Versorgung von Frithgeborenen ist es moglich geworden, dass
immer kleinere Frithgeborene iiberleben. Doch trotz Surfactant-Therapie bleiben viele
Frithgeborene ateminsuffizient und entwickeln eine chronische Lungenerkrankung. Das
Atemnotsyndrom des Frithgeborenen ist neben dem Mangel an Surfactant durch eine
verminderte Kapazitiat zur Fliissigkeitsresorption des Alveolarepithels charakterisiert.
Die Resorption von Fliissigkeit aus der Lunge wird von epithelialen Natriumkanilen
(ENaC) induziert, welche unter anderem durch B-Sympathomimetika stimulierbar sind.
Ein MaB fiir die Aktivitit des ENaC stellt die Amplitude der Potentialdifferenzéinderung
des Nasenschleimhautpotentials nach Applikation des Na*-Kanalblockers Amilorid, die

sogenannte Amilorid-sensitive Nasenpotentialdifferenz, dar.

Fragestellung: Im Rahmen dieser Pilotstudie wurde der Einfluss von intravends
appliziertem Salbutamol auf die Aktivitit des ENaC, gemessen als Amilorid-sensitive
Potentialdifferenz der Nasenschleimhaut, untersucht. Gleichzeitig war es Ziel dieser
Studie, eine Salbutamoldosierung zu identifizieren, welche auch von extrem unreifen
Frithgeborenen iiber eine Dauer von sieben Tagen toleriert wird. Auflerdem sollte der
Effekt von Salbutamol auf das Kurzzeit-Outcome der Studienkinder abgeschitzt

werden.

Methodik: Zehn Friihgeborene, die mit einem Geburtsgewicht von weniger als 1000 g
und einem Gestationsalter unter 29 Schwangerschaftswochen geboren wurden, wurden
randomisiert mit Salbutamol oder Placebo vom 4. bis zum 11. Lebenstag behandelt. Vor
Beginn der Infusion, vier Stunden nach Beginn sowie am 11. Lebenstag wurde das
Ruhepotential der Nasenschleimhaut (basale PD) und die Anderung der

Potentialdifferenz auf Amilorid (A Amilorid) bestimmt.

Ergebnisse: Die Messung der transepithelialen Nasenpotentialdifferenz sowie der
Anderung der Potentialdifferenz auf die Gabe des Natriumkanalblockers Amilorid
konnte keinen Effekt von Salbutamol innerhalb der Therapiegruppe und zwischen den
beiden Studiengruppen nachweisen. Die Infusion von Salbutamol zeigte keinen Effekt
auf Compliance, Resistance und Oygenationsindex. Bei Infusionsende wiesen jedoch

die Kinder der Therapiegruppe bei einseitiger Testung einen signifikant niedrigeren
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alveolo-arteriellen-O2-Gradienten auf verglichen zur Kontrollgruppe. Es bestand kein
Unterschied zwischen den Studiengruppen beziiglich BPD, ROP, IVH, PDA, AIS und
Anzahl der Beatmungstage. Die Kinder der Therapiegruppe wiesen jedoch eine
signifikant niedrigere Anzahl an Intensivtagen auf, was sich jedoch durch ein

signifikant hoheres Gestationsalter der Kinder in der Therapiegruppe erkldren konnte.

Schlussfolgerung: Unsere Daten zeigen keinen Effekt einer B-sympathomimetischen
Stimulation epithelialer Natriumkandle am respiratorischen Epithel extrem
Frithgeborener. Unsere Daten stiitzen die Hypothese, dass diese Kinder den ENaC noch
nicht in ausreichender Zahl exprimieren und stellen so eine ENaC-stimulierende
Therapie mit dem Ziel die Fliissigkeitsresorption aus der Lunge zu begiinstigen in
Frage. Da dies die erste Studie ist, die den Effekt von intravends appliziertem
Salbutamol auf die Nasenpotentialdifferenz von extrem Frithgeborenen untersucht und
diese an einem sehr kleinen Kollektiv durchgefithrt wurde, werden weitere
Untersuchungen notwendig sein, um die Funktion und die Regulation des ENaC und

seinen Einfluss auf das Atemnotsyndrom zu verstehen.
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Elternaufklirung und Zustimmungserkldrung

Titel der Studie: Weniger Lungenwasser durch Salbutamol - Pilotstudie

Liebe Eltern,

wihrend der Schwangerschaft ist die Lunge eines jeden Kindes mit Fruchtwasser
gefiillt. Die Lunge produziert diese Fruchtwasser sogar selbst, damit sie ausreichend
wachsen kann. Da Thr Kind vor der Geburt iiber die Nabelschnur mit Néhrstoffen und
Sauerstoff versorgt wird, ist die Lunge zu diesem Zeitpunkt fiir den Gasaustausch nicht
erforderlich. Nach der Geburt aber ist sie fiir die Sauerstoffversorgung Thres Kindes
dringend notwendig. Deshalb muss das Wasser dann rasch aus der Lunge abgepumpt
werden. Millionen winzig kleiner Pumpen befordern es aus der Lunge in den
Blutkreislauf. Von dort gelangt es in die Nieren und wird mit dem Urin ausgeschieden.

Wird Ihr Kind zu friih geboren, so ist es auf ein Leben auflerhalb des Mutterleibes noch
nicht richtig vorbereitet. Alle Organe sind noch unreif, auch die Lunge. Daher ist die
Lunge viel weniger gut in der Lage, das Wasser abzupumpen. Von der Natur ist das ja
zu diesem frithen Zeitpunkt auch noch gar nicht vorgesehen. Deshalb haben
Frithgeborene erwiesenermallen mehr Wasser in der Lunge als Reifgeborene, was ihnen
die Atmung erschwert. Trotz aller unserer Bemiihungen mit Lungenreifetherapie vor der
Geburt und des Einsatzes von Surfactant, einem Medikament, welches hilft, die Lunge
zu entfalten, konnen viele Frithgeborene zunichst nicht allein atmen und brauchen die
Hilfe einer Maschine.

Neuere Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass bestimmte Medikamente, z.B.
Salbutamol, die bisher nur zur Behandlung des Asthma eingesetzt wurden, die Lunge
veranlassen konnen, das Wasser schneller und wirksamer abzupumpen. Dadurch konnte
sich die Lungenfunktion deutlich verbessern, so dass die Frithgeborenen schneller von
der Beatmungsmaschine wegkommen und alleine atmen.

Wir mochten in dieser Studie untersuchen, ob und in welchem Ausmaf3 Salbutamol den
Wassertransport aus der Lunge steigert und den Wassergehalt der Lunge verringert
sowie die Auswirkungen eine Salbutamol-Infusion auf die Elastizitit der Lunge hat.
AuBerdem wollen wir die optimale Dosierung fiir diesen Zweck ermitteln.
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Falls Thr Kind an dieser Studie teilnimmt, wird es zufillig einer von zwei Gruppen
zugewiesen:

1. Thr Kind erhilt Salbutamol kontinuierlich wéhrend der ersten 7 Lebenstage.
2. Thr Kind erhilt kein Salbutamol, stattdessen wird ein ,,Scheinmedikament
gegeben (Placebo).

Salbutamol wird seit vielen Jahren zur Behandlung von Asthma bei Kindern und
Erwachsenen eingesetzt und ist gut vertrdglich. Alle bekannten Nebenwirkungen
bestehen nur so lange, wie das Medikament gegeben wird, und verschwinden nach dem
Absetzen rasch. Hauptsichlich kann eine Beschleunigung des Herzschlages auftreten.
Die Herzfrequenz wird aber bei allen Frithgeborenen kontinuierlich iiberwacht; falls sie
zu schnell werden sollte, wird die Dosis des Salbutamols reduziert.

Die Messung des Wassertransportes erfolgt in der Nase, da diese leichter zugédnglich ist
als die Lunge. Hierfiir wird ein diinner Katheter etwa 1-2 cm tief in die Nase eingefiihrt.
Durch den Katheter fliet langsam eine Losung, die genau soviel Salze enthilt wie die
korpereigene Fliissigkeit. Uber den Katheter messen wir die elektrische Spannung der
Nasenschleimhaut. Die Messung verursacht keine Schmerzen, hat keine
Nebenwirkungen und dauert etwa %2 Stunde. Sie wird jeweils am 2.-3. und 6.-7.
Lebenstag durchgefiihrt.

Die Messung des Lungenwassergehaltes erfolgt iiber den elektrischen Widerstand im
Brustkorb. Mit dieser Methode wird ohnehin bei allen Frithgeborenen die Atemtétigkeit
tiberwacht. Um genau genug messen zu konnen, miissen wir lediglich mehr Elektroden
auf den Brustkorb kleben (8 anstelle von 3). Die Messung verursacht keine Schmerzen,
hat keine Nebenwirkungen und wird wihrend der ersten 4 Stunden der Salbutamol-
Infusion, und noch einmal am 6.-7. Lebenstag durchgefiihrt.

Die Elastizitit der Lunge bestimmen wir mit Hilfe des Beatmungsgerites, das ihr Kind
fiir den Gasaustausch benotigt.

Im Urin und Blut Thres Kinds wird wihrend der Studie dariiber hinaus die

Ausscheidung von Salzen bestimmt, ohne dass wir zusitzlich zur normalen Routine
Blutproben entnehmen werden. Durch die Teilnahme an dieser Untersuchung wird
Ihrem Kind keine andere, iibliche Therapie vorenthalten.

FREIWILLIGKEIT

Die Teilnahme an diesem Forschungsprojekt ist freiwillig. Ihr Einverstindnis kann
jederzeit und ohne Angabe von Griinden widerrufen werden. Dieser eventuelle
Widerruf hat keine Auswirkungen auf die weitere medizinische Behandlung bzw.
Betreuung Ihres Kindes.

VERSICHERUNG:

Da es sich bei dieser Untersuchung um eine Arzneimittelpriifung laut
Arzneimittelgesetz handelt, wurde fiir Thr Kind wird eine Versicherung abgeschlossen,
mit einer Deckungssumme von 500,000.- €.

Die Versicherungsscheinnummer lautet: 70-5627793-0, Anmeldenummer
1302200407, beim Gerling Versicherungskonzern.

ERREICHBARKEIT DES PRUFARZTES:
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Der Priifarzt der Studie ist Oberarzt Dr. Andreas W. Flemmer.

Sollten wihrend des Verlaufes des Forschungsprojektes Fragen auftauchen, so konnen
Sie jederzeit die Ansprechpartner Dr. AW. Flemmer oder den diensthabenden Arzt
unter den Telefonnummern:

089-7095-2807, 089-7095-2808 oder 089-7095-2803 erreichen.

In Notfillen gilt folgende Nummer: 0172-8365023

SCHWEIGEPFLICHT/DATENSCHUTZ:

Alle Personen, welche Thr Kind im Rahmen dieses Forschungsprojekts betreuen,
unterliegen der irztlichen Schweigepflicht und sind auf das Datengeheimnis
verpflichtet.

Die studienbezogenen Untersuchungsergebnisse werden in der Krankenakte
festgehalten. Sie sollen in anonymisierter Form in wissenschaftlichen
Veroffentlichungen verwendet werden.

Soweit es zur Kontrolle der korrekten Datenerhebung erforderlich ist, diirfen
autorisierte Personen (z.B.: des Auftraggebers, der Universitit) Einsicht in die
studienrelevanten Teile der Krankenakte nehmen.

Sofern zur Einsichtnahme autorisierte Personen nicht der obengenannten
arztlichen Schweigepflicht unterliegen, stellen personenbezogene Daten, von denen
sie bei der Kontrolle Kenntnis erlangen, Betriebsgeheimnisse dar, die geheim zu
halten sind.

Datum Name des/d(;}' aufkliarenden
Arztes/Arztin
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Elterneinwilligung:

Inhalt, Vorgehensweise, Risiken und Ziel des obengenannten Forschungsprojektes sowie die
Befugnis zur Einsichtnahme in die erhobenen Daten hat mir / uns Dr. ...

ausreichend erklirt.
Ich/Wir hatte(n) Gelegenheit Fragen zu stellen und habe(n) hierauf Antwort erhalten.

Ich/Wir hatte(n) ausreichend Zeit, mich/uns fiir oder gegen die Teilnahme meines / unseres

Kindes am Projekt zu entscheiden.
Eine Kopie der Elterninformation und Einwilligungserkldarung habe(n) ich/wir erhalten.

Ich/Wir willigen in die Teilnahme unseres Kindes an diesem Forschungsprojekt ein.

Ort, Datum (Unterschrift der Mutter)
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INFORMATION UND EINWILLIGUNGSERKLARUNG ZUM
DATENSCHUTZ

Bei wissenschaftlichen Studien werden personliche Daten und medizinische
Befunde iiber Ihr Kind erhoben. Die Speicherung, Auswertung und Weitergabe
dieser studienbezogenen Daten erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen und setzt
vor Teilnahme an der Studie folgende freiwillige Einwilligung voraus:

1. Ich / Wir erklire(n) mich / uns damit einverstanden, dass im Rahmen
dieser Studie erhobene Daten / Krankheitsdaten meines / unseres Kindes
auf Fragebogen und elektronischen Datentrigern aufgezeichnet und ohne
Namensnennung verarbeitet werden.

2. AuBerdem erklire(n) ich/wir mich/uns damit einverstanden, dass eine
autorisierte und zur Verschwiegenheit verpflichtete Person (z.B.: des
Auftraggebers, der Universitiit) in die erhobenen personenbezogenen Daten
meines / unseres Kindes Einsicht nimmt, soweit dies fiir die Uberpriifung
des Projektes notwendig ist. Fiir diese Manahme entbinde(n) ich / wir den
Arzt von der drztlichen Schweigepflicht.

Ort, Datum (Unterschrift des Vaters) (Unterschrift der Mutter)

Ort, Datum (Unterschrift des aufkldrenden Arztes)  (Vorname, Name des

aufkldrenden Arztes)
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Gewichtsklasse 501-600 |Rechengewicht 550,00 HF-Grenze:
Name
Randomisierung
Uhrzeit Sollzeit [min] Konz [mg/ml] Infusion [mi/h] Dosis [pg/kg/min] Herzfreq MAD_blut MAD_RR Crs Rrs RP NPD EIT EIT Diff
2h Mittel --> -> 0,00 0,00
0 0,02 0,20 0,12
15 0,30 0,18
30 0,40 0,24
0,50 0,30
0,60 0,36
45 0,05 0,20 0,30
60 0,30 0,45
75 0,40 0,61
90 0,50 0,76
0,70 1,06
0,90 1,36
1,20 1,82
1,60 2,42
2,20 3,33
0,10 0,20 0,61
105 0,30 0,91
120 0,40 1,21
135 0,50 1,52
0,70 2,12
0,90 2,73
1,20 3,64
0,20 0,20 1,21
150 0,30 1,82
165 0,40 2,42
180 0,50 3,03
195 0,60 3,64
210 0,70 4,24
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Gewichtsklasse 601-700 |Rechengewicht 650,00 HF-Grenze:
Name
Randomisierung
Uhrzeit Sollzeit [min] Konz [mg/ml] Infusion [ml/h] Dosis [ng/kg/min] Herzfreq MAD_blut MAD_RR Crs Rrs RP NPD EIT EIT _Diff
2h Mittel --> -> 0,00 0,00
0 0,02 0,20 0,10
15 0,30 0,15
30 0,40 0,21
0,60 0,31
0,70 0,36
45 0,05 0,20 0,26
60 0,30 0,38
75 0,40 0,51
90 0,50 0,64
0,70 0,90
0,90 1,15
1,20 1,54
1,60 2,05
2,20 2,82
0,10 0,20 0,51
105 0,30 0,77
120 0,40 1,03
135 0,50 1,28
0,70 1,79
0,90 2,31
1,20 3,08
0,20 0,20 1,03
150 0,30 1,54
165 0,40 2,05
180 0,50 2,56
195 0,60 3,08
210 0,70 3,59
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Gewichtsklasse 701-800 | Rechengewicht 750,00 HF-Grenze:
Name
Randomisierung
Uhrzeit Sollzeit [min] Konz [mg/ml] Infusion [ml/h] Dosis [ug/kg/min] Herzfreq MAD_blut MAD_RR Crs Rrs RP NPD EIT EIT Diff
2h Mittel --> > 0,00 0,00
0,02 0,20 0,09
0 0,30 0,13
15 0,40 0,18
30 0,60 0,27
0,70 0,31
0,05 0,20 0,22
45 0,30 0,33
60 0,40 0,44
75 0,50 0,56
0,70 0,78
0,90 1,00
1,20 1,33
1,60 1,78
2,20 2,44
0,10 0,20 0,44
90 0,30 0,67
105 0,40 0,89
120 0,50 1,11
0,70 1,56
0,90 2,00
1,20 2,67
0,20 0,20 0,89
135 0,30 1,33
150 0,40 1,78
165 0,50 2,22
180 0,60 2,67
195 0,70 3,11
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Gewichtsklasse 801-900 | Rechengewicht 850,00 HF-Grenze:
Name
Randomisierung
Uhrzeit Sollzeit [min] Konz [mg/mi] Infusion [ml/h] Dosis [pg/kg/min] Herzfreq MAD_blut MAD_RR Crs Rrs RP NPD EIT EIT Diff
2h Mittel --> —> 0,00 0,00
0,02 0,20 0,08
0,30 0,12
0 0,40 0,16
15 0,50 0,20
0,70 0,27
0,05 0,20 0,20
30 0,30 0,29
45 0,40 0,39
60 0,50 0,49
0,70 0,69
0,90 0,88
1,20 1,18
1,60 1,57
2,20 2,16
0,10 0,20 0,39
75 0,30 0,59
90 0,40 0,78
105 0,50 0,98
0,70 1,37
0,90 1,76
1,20 2,35
0,20 0,20 0,78
120 0,30 1,18
135 0,40 1,57
150 0,50 1,96
165 0,60 2,35
180 0,70 2,75
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Gewichtsklasse 901-1000 | Rechengewicht 950,00 HF-Grenze:
Name
Randomisierung
Uhrzeit Sollzeit [min] Konz [mg/ml] Infusion [ml/h] Dosis [pg/kg/min] Herzfreq MAD_blut MAD_RR Crs Rrs RP NPD EIT EIT Diff
2h Mittel --> -> 0,00 0,00
0,02 0,20 0,07
0,30 0,11
0 0,40 0,14
15 0,50 0,18
0,70 0,25
0,05 0,20 0,18
30 0,30 0,26
45 0,40 0,35
60 0,50 0,44
0,70 0,61
0,90 0,79
1,20 1,05
1,60 1,40
2,20 1,93
0,10 0,20 0,35
75 0,30 0,53
90 0,40 0,70
105 0,50 0,88
0,70 1,23
0,90 1,58
1,20 2,11
0,20 0,20 0,70
120 0,30 1,05
135 0,40 1,40
150 0,50 1,75
165 0,60 2,11
180 0,70 2,46
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