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I. Einleitung
Cystische Fibrose

Cystische Fibrose, im deutschen Sprachraum auch Mukoviszidose genannt, ist eine autosomal
rezessiv vererbbare Erkrankung, die durch Verdnderungen am CFTR Gen (Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) verursacht wird. Sie z#@hlt zu den hiufigsten
lebensverkiirzenden Stoffwechselerkrankungen (mittleres Uberleben 2001: 33,4 Jahre
(Gibson et al., 2003)). Das CFTR Gen befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms 7.
Mutationen dieses Gens wirken sich auf den Elektrolyttransport epithelialer Zellmembranen
aus. Die Folge ist eine pathologische, hochviskose Sekretion der exokrinen Driisen mit
konsekutiver Sekretretention und nachfolgender chronischer Entziindung. Davon betroffene
Organe sind unter anderem das Pankreas, der Verdauungstrakt, das hepatobilidre System, vor
allem aber die Atmungsorgane (Donaldson et al., 2003; Gibson et al., 2003).

Die Atemwegsbeteiligung ist fiir einen Grofteil der Morbiditit und Mortalitét bei cystischer
Fibrose (CF) verantwortlich. Bei Neugeborenen mit cystischer Fibrose sind die Lungen
zunichst steril und entziindungsfrei. Die pathologische Atemwegssekretion fiihrt dort bald
nach der Geburt zu gehiuft auftretenden bakteriellen Infektionen. Die Lunge reagiert auf
diese zunidchst akute Infektion mit einer iiberschieBenden und verlidngerten
Entziindungsreaktion. Trotz dieser starken Entziindungsreaktion persistiert die Infektion.
Durch die stindige Auseinandersetzung mit Mikroorganismen entsteht in den Bronchien eine
von neutrophilen Granulozyten beherrschte chronische Entziindung. Der Entziindungsprozess
beeinflusst wichtige Bestandteile der Atemwege, wie zum Beispiel die Surfactantproteine und
-lipide, wodurch die Entziindung und Obstruktion weiter aufrechterhalten wird. Bei
Fortschreiten der Lungenerkrankung finden auch Verdnderungen auf makrostruktureller
Ebene statt. Bronchiektasen, Zysten, Abszesse und Fibrosierungen des Lungenparenchyms
sind die Folgen. Die Lungenerkrankung weist bei Patienten mit gleichem Genotyp eine grofie
Variabilitidt auf. Viele der zu Grunde liegenden Mechanismen sind noch nicht bekannt

(Armstrong et al., 1997; Donaldson et al., 2003; Gibson et al., 2003; Hohlfeld et al., 1997).
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Surfactant

Lungensurfactant (engl.: surface active agent (oberflichenaktive Substanz)) ist eine
komplexe Emulsion aus verschiedenen Lipiden und Proteinen, die die Lungenalveolen und
kleinen Atemwege als Fliissigkeitsfilm auskleidet. Surfactant kann durch bronchoalveolire
Lavage (BAL) gewonnen werden. Es bildet die Grenzfliche zwischen Luft und
Lungengewebe und hat sowohl biophysikalische, als auch wichtige immunologische
Funktionen. Als stark oberflichenaktive Substanz setzt das Surfactant die
Oberflichenspannung herab und reduziert so die Atemarbeit, verhindert einen
endexspiratorischen Kollaps der Lungenblidschen und hilt die kleinen Atemwege bei normaler
und forcierter Atmung offen. AuBerdem schiitzt es die Lunge vor Verletzungen und vor
Infektionen durch eingeatmete Mikroorganismen, indem es mit verschiedenen Zellen des
Immunsystems und Krankheitserregern in Wechselwirkung tritt. Es erleichtert weiterhin den
Abtransport von Fremdmaterial aus den Alveolen (Cassidy et al., 1999; Crouch, 1998;
Enhorning, 1996; Frerking et al., 2001; Griese, 1999; Griese 2004; Kuroki et al., 1994;
Wright, 1997).

Das Surfactant besteht zu etwa 90 % aus Lipiden, groBtenteils Phospholipiden wie z. B.
Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) (65 %) und Phosphatidylglycerol. Das DPPC ist
hinsichtlich der Reduzierung der Oberflichenspannung der wichtigste Bestandteil des
Surfactant. Uber die Funktion der anderen Lipide (z. B. Cholesterin) ist nur wenig bekannt.
Die Proteine stellen mit einem Anteil von zirka zehn Prozent die zweite wichtige
Substanzgruppe des Surfactant dar. Darunter befinden sich die vier Surfactantproteine (SP-A,
-B, -C, -D) und verschiedene Serumproteine, deren Hauptbestandteil Albumin ist. Die
Surfactantproteine regeln die Bildung von Surfactant in den Alveolarzellen vom Typ II und
Clarazellen, modulieren die Abwehrreaktionen der Lunge und unterstiitzen die
biophysikalischen Surfactanteigenschaften. Die Surfactantproteine A und D sind hydrophil
und werden auf Grund ihrer Struktur (sie besitzen kollagenartige und lektinartige Anteile) als
Kollektine bezeichnet. Die Surfactantproteine B und C sind hydrophob.

Das SP-A kommt in erheblich gré8eren Mengen vor, als die anderen Surfactantproteine. Es ist
in vitro an Phospholipide gebunden und beschleunigt deren Adsorption an die Luft- Wasser-
Grenzfliche. AuBerdem wirkt das SP-A dem die Oberfliachenaktivitit von Surfactant
hemmenden Einfluss von Nichtsurfactantproteinen entgegen. Ferner wirkt es bei der
Regulation der Surfactanthombostase mit. Am bedeutsamsten sind jedoch die

immunologischen Aufgaben des SP-A. So stimuliert es die makrophagen- und
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lymphozytenabhingigen Abwehrfunktionen, bindet an ein breites Spektrum von
Krankheitserregern und wirkt antimikrobiell.

Das andere Kollektin SP-D wird von Alveolarzellen Typ II und von Clarazellen gebildet. Es
kann ebenso wie das SP-A an Lipide gebunden sein, liegt jedoch extrazelluldr vorwiegend in
seiner freien Form vor. Das SP-D bindet vor allem an gramnegative Bakterien an, interagiert
mit Alveolarmakrophagen und steigert so die Abtotung von Bakterien. Es hat keine
biophysikalische Funktion.

Die hydrophoben Surfactantproteine B und C werden ebenfalls von den Alveolarzellen Typ II
(das SP-B auch von Clarazellen) gebildet. Sie sind fiir die Bildung und das Recycling des
Surfactantfilms zustindig. Das SP-B beschleunigt die Bildung des oberflichenaktiven
Phospholipidfilms an der Luft-Wasser Grenzfldache. Die Adsorptionsrate wird durch SP-B um
den Faktor 150 gesteigert und kann durch Zugabe von Kalziumionen noch weiter
beschleunigt werden.

Das SP-C wird als einziges Surfactantprotein ausschlielich von Typ II- Alveolarzellen
produziert. Es ist fiir die Bildung und den Erhalt des Surfactantfilms zustindig, wobei die
Hauptaufgabe im Erhalt und der Stabilisierung der Oberfldchenaktivitit liegt. Es beschleunigt
die Adsorption der Phospholipide und erhoht die Widerstandsfdhigkeit des Surfactant
gegeniiber hemmenden Serumproteinen. Sowohl das SP-C als auch das SP-B steigern die
Phospholipidaufnahme der Typ II- Alveolarzellen.

(Crouch, 1998; Enhorning, 1996; Gardai et al., 2003; Griese, 1999; Griese, 2004; Kuroki et
al.,1994; Wright, 1997)

Surfactant bei cystischer Fibrose

Lungensurfactant spielt eine zentrale Rolle bei der biophysikalischen und immunologischen
Integritit der Lunge (Frerking et al., 2001; Wright, 1997). Die Surfactantproteine B und C
bilden zusammen mit den Phospholipiden normalerweise ein gut funktionierendes System,
das die Durchgéingigkeit der kleinen Atemwege und Alveolen (Enhorning, 1996; Griese, 1999)
gewihrleistet. Storungen der einzelnen Bestandteile dieses Systems konnen sich negativ auf
die Atmungsorgane auswirken. So fithrt zum Beispiel ein angeborener SP-B Mangel zu
Atemnot und baldigem Tod (Nogee et al., 1993). SP-C Mangelzustinde oder biochemische
Veridnderungen dieses Proteins verursachen interstitielle Lungenerkrankungen (Nogee et al.,
2001). Bei Kleinkindern, die Atemwegsinfektionen hatten, wurde ein Zusammenhang

zwischen einer verdnderten Phospholipidzusammensetzung und Lungenfunktionsstorungen
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nachgewiesen (Mander et al., 2002). So konnen also Defekte der einzelnen Bestandteile die
biophysikalischen Eigenschaften des Surfactant beeinflussen. Diese Mechanismen konnten
auch zu den bereits friith auftretenden Lungenfunktionsstorungen der CF Patienten beitragen.
Untersuchungen von Surfactant, das mittels BAL von CF Patienten gewonnen wurde,
lieferten die nachstehenden Ergebnisse. Die minimale Oberflichenspannung (mit dem
pulsierenden Blasensurfactometer gemessen) war bei dem Surfactant von Kleinkindern mit
CF (mittleres Alter 22,7 Monate, Standardabweichung 14,5), unabhéngig vom Vorhandensein
einer Atemwegsinfektion, im Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe nicht erhoht (Hull
et al., 1997). Bei etwas élteren Kindern mit CF (mittleres Alter 7,5 Jahre, Spannbreite 1 — 16
Jahre), die eine leicht verminderte Lungenfunktion hatten, (FEV, 82 % Soll, Spannbreite 40 —
103 % Soll) war die minimale Oberflichenspannung bereits erhoht. Es wurden bei diesen
Patienten weder Verdnderungen an der Konzentration der Gesamtphospholipide noch des
Dipalmitoylphosphatidylcholins festgestellt (Mander et al., 2002; Postle et al., 1999). Hiermit
vergleichbare Ergebnisse wurden auch bei dlteren Kindern und jungen Erwachsenen gefunden
(Griese et al., 1997). Diese Befunde lassen die Vermutung zu, dass bei Patienten mit CF die
Storung der biophysikalischen Surfactanteigenschaften schon friihzeitig, aber erst sekundér
auftritt.

Unbekannt ist noch, welche Rolle bei CF Patienten die Féahigkeit des Surfactant spielt, die
kleinen Atemwege offen zu halten (Enhorning, 1996) und wieweit diesbeziiglich Stérungen
bestehen. Es ist ebenfalls nicht bekannt, in welchen Konzentrationen die Surfactantproteine B
und C bei CF Patienten vorliegen. Am schwerwiegendsten ist jedoch die Unklarheit iiber die
Beziehung der einzelnen Parameter zur Lungenfunktion, zum Grad der Entziindung und zu
bakteriellen Infektionen.

Wie schon erwihnt, besitzt das Surfactant neben den biophysikalischen Eigenschaften
wichtige immunologische Aufgaben. So dienen die beiden Surfactantproteine A und D in der
Lunge als Entziindungsregulatoren. AuBerdem konnen sie an Endotoxine und an der
Oberfliche verschiedener Viren, Bakterien und Pilze anbinden und an deren Beseitigung
mitwirken (Crouch, 1998; Gardai et al.,, 2003; Wright, 1997). Defekte dieser
Surfactantproteine wirken sich infolgedessen negativ auf die Immunitit der Atemwege aus.
So haben zum Beispiel SP-A und SP-D defiziente Méuse eine schlechtere Clearance fiir
Mikroorganismen und reagieren auf deren Anwesenheit mit einer verlingerten und zudem
verstirkten Lungenentziindung. Deshalb ist zu vermuten, dass ein Mangel dieser
Surfactantproteine auch zu der bei cystischer Fibrose beschriebenen gesteigerten und

prolongierten Entziindungsreaktion  beitragen  konnte. Es wurden bereits
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Konzentrationsverdnderungen dieser Kollektine beschrieben: So zeigte sich beispielsweise bei
Kleinkindern mit CF unabhiéngig vom Vorhandensein einer Lungenentziindung eine erhohte
Konzentration von SP-A (Hull et al., 1997), bei ilteren Kindern und Erwachsenen mit CF
wurden verminderte SP-A Konzentrationen festgestellt (Griese et al., 1997; Meyer et al., 2000;
Postle et al., 1999). AuBerdem wurde bei CF Patienten der proteolytische Abbau von SP-A
beschrieben, wodurch die Hypothese unterstiitzt wird, dass die Entziindung in den
Atemwegen dieser Patienten zu einer verminderten Funktion von SP-A beitrédgt (von Bredow
et al., 2001; Griese et al., 2001; Rubio et al., 2004). Des Weiteren wurden sowohl bei jungen
CF Patienten (Noah et al., 2003) als auch bei CF Patienten mit bereits fortgeschrittener
Lungenkrankheit (Postle et al., 1999) verminderte SP-D Konzentrationen nachgewiesen. Die
Konzentration von SP-D korrelierte dabei negativ mit dem Grad der Entziindung. Diese
Untersuchungen fanden allerdings wéhrend klinisch aktiven Phasen der Lungenkrankheit statt.
Zusitzlich wurde die Fihigkeit SP-D abzubauen bei Proteasen, die aus Atemwegssekreten
von CF Patienten stammten, nachgewiesen (von Bredow et al., 2003). Ungeklart ist noch, ob
die SP-D Konzentration bei CF primér normal ist, ob die Konzentration dieses Proteins nur
mit dem Grad der Entziindung korreliert, oder ob sogar noch weitere Beziehungen zum
Beispiel zur biophysikalischen Surfactantaktivitit oder sogar zur Lungenfunktion bestehen.
Unbekannt ist auch, wie sich die Konzentrationen der einzelnen Surfactantkomponenten und

die biophysikalische Surfactantfunktion im Krankheitsverlauf veriandern.
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Fragestellungen

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die biophysikalischen und biochemischen
Eigenschaften des Lungensurfactants in einer groen Gruppe von CF Patienten zu
beschreiben, die in einem stabilen klinischen Zustand waren und deren Lungenfunktion im
Normbereich lag. Auflerdem sollten die Verdnderungen der biochemischen und
biophysikalischen Surfactantparameter, des Entziindungsgrades und der Lungenfunktion
aufgedeckt und dargestellt werden, die wihrend eines dreijdhrigen Zeitraumes stattfinden.

Wir stellten die Hypothese auf, dass die Surfactantfunktion die Lungenfunktion vorhersagen
kann, speziell die Lungenfunktion der kleinen Atemwege, in welchen ein friihes entziindliches
Infiltrat die biophysikalischen FEigenschaften beeinflusst. Zusitzlich interessierte uns, in
welchen Konzentrationen die Surfactantproteine und die Phospholipide unter diesen
Bedingungen vorlagen, wie hoch die Gesamtproteinkonzentration in der BAL- Fliissigkeit

war und wie sich diese Parameter in dem Beobachtungszeitraum veridndern wiirden.
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II. Material und Methoden

A. Patienten

Die Proben der Patienten mit cystischer Fibrose wurden im Rahmen der BEAT- Studie
(Bronchoalveolar Lavage for Evaluation of Early Antiinflammatory Treatment) mittels
bronchoalveoldrer Lavage gewonnen. Die BEAT- Studie hatte die Aufgabe den Effekt von
rhDNAse (Pulmozyme) auf die endobronchiale Entziindung bei CF Patienten zu beurteilen.
Diese Studie und die Untersuchung des Surfactantsystems wurden von den
Ethikkommissionen der teilnehmenden Zentren (siehe unten) genehmigt. Die Patienten gaben

ihr schriftliches Einverstindnis.

1. Ein- und Ausschlusskriterien der BEAT- Studie
Folgende Ein- und Ausschlusskriterien wurden fiir die Studie herangezogen:
e Alter > 5 Jahre.
¢ FEinsekundenkapazitit der Lungenfunktion (FEV;) > 80 % Soll; keine signifikanten
Verinderungen im Monat vor Studienbeginn.
e Keine akute Atemwegsinfektion oder pulmonale Exazerbation wihrend der letzten
sechs Wochen vor Studienbeginn.
e Keine Therapie mit thDNAse zwei Monate vor Studienbeginn.
e Keine antientziindliche Behandlung mit z.B. Ibuprofen, inhalativen oder systemischen
Kortikosteroide, o;- Antitrypsin.
e Keine allergische bronchopulmonale Aspergillose.
e Keine starken pulmonalen oder korperlichen Einschrinkungen.
e Keine schweren Organmanifestationen der cystischen Fibrose wie z.B. Leberzirrhose,

Diabetes mellitus.

2. Ablauf der BEAT- Studie

Die Patienten wurden von fiinf Studienzentren betreut: Berlin, Essen, Hannover, Koln,
Miinchen. Es wurden insgesamt 105 Patienten (53 ménnlich, 52 weiblich; Alter: 5 — 37 Jahre)
rekrutiert. Diese Patienten wurden einer bronchoalveolidren Lavage (BAL) unterzogen. Bei
einem Anteil von mehr als zehn Prozent neutrophiler Granulozyten in der BAL Fliissigkeit
nahmen die Patienten an der Randomisierung beziiglich des Therapiearms teil. 18 Patienten
hatten eine geringere relative Granulozytenzahl und wurden deshalb nicht randomisiert. Sie

nahmen weiterhin an der Studie teil und wurden auch die folgenden Male lavagiert. Von den
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88 randomisierten Patienten wurden 49 dem Behandlungsarm mit thDNAse (Pulmozyme)
zugewiesen, 39 Patienten bekamen kein Pulmozyme.

Die Patienten wurden insgesamt dreimal im Abstand von jeweils 18 Monaten lavagiert. Bis
zum Zeitpunkt der zweiten Lavage stiegen zehn, bis zur dritten Lavage insgesamt 40

Patienten aus der Studie aus.

3. Durchfiihrung der bronchoalveolédren Lavage und Verarbeitung der Proben
Die Patienten wurden in den jeweils zustindigen Zentren lavagiert. Es wurden flexible
Bronchoskope mit einem AufBlendurchmesser von 4,9 mm verwendet, bzw. 3,5 mm bei
Patienten unter 10 Jahre. Die Untersuchung wurde in vier Zentren in Lokalanidsthesie unter
Applikation von 2 — 4 ml 4 % Lidocainlosung vor Beginn der Bronchoskopie und zusitzlicher
Gabe von 1 — 4 ml 2 % Lidocainlésung unmittelbar vor dem Einfithren des Bronchoskops in
die Trachea durchgefiihrt. In diesen Zentren wurden die Patienten unter Anwendung von
Midazolam (0,2 — 0,3 mg/kg Korpergewicht; in zwei Zentren), Midazolam und Pethidin (0,5
mg/ kg Korpergewicht; in einem Zentrum) oder Propofol (2 mg/kg Korpergewicht; ein
Zentrum) sediert. In einem Zentrum wurde die Bronchoskopie in Vollnarkose unter
Verwendung von Lachgas und 2,5 Volumenprozent Halothan durchgefiihrt.

Es wurde die zum Oberlappen gehorende Lingula oder eines ihrer Segmente lavagiert. Dazu
wurden je Fraktion 20 ml (Gesamtvolumen 3 ml/kg Koérpergewicht), auf Korpertemperatur
erwiarmte physiologische Kochsalzlosung eingebracht. Bei Kindern unter 20 kg
Korpergewicht wurde ein Volumen von nur drei mal 1 ml/kg Korpergewicht verwendet.
AnschlieBend wurde die Fliissigkeit manuell aspiriert. Die erste gewonnene Fraktion wurde,
da sie den groflen Atemwegen zuzuordnen war getrennt bearbeitet und wurde in dieser Arbeit
nicht betrachtet. Alle danach gewonnenen Fraktionen wurden gepoolt und fiir die
Untersuchungen dieser Arbeit verwendet. Sie spiegeln die Situation der kleineren Atemwege
und Alveolen wider.

Fir die Durchfiihrung der mikrobiologischen Untersuchung wurden jeweils 2 ml des
gepoolten Materials verwendet. Keimzahlen von iiber 10° koloniebildenden Einheiten wurden
als relevante Besiedlung gewertet. Nach der Entnahme des Materials fiir die Mikrobiologie
wurde die Lavage durch eine Lage steriler Gaze gefiltert um Mucus zu entfernen. Zur
Entfernung der Zellen wurde die Lavage zehn Minuten lang bei 500 g zentrifugiert. Zur
Differenzierung der Zellen wurde ein Zellausstrich in May- Griinwald- Féirbung angefertigt
und 600 Zellen ausgezihlt. AnschlieBend wurde die Lavage aliquotiert und bei -80 °C bis zur

weiteren Verarbeitung (siche Abbildung 1) eingefroren.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Probenaufarbeitung.
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4. Patientenkollektiv fiir die Untersuchung der biophysikalischen Parameter

Fiir die Untersuchung der biophysikalischen Eigenschaften war eine Menge von mindestens
fiinf Milliliter je Lavage erforderlich. Bei einem zu geringen Probenvolumen oder dem Fehlen
der Lavage bis zum Abschluss der Messungen, wurden diese Proben nicht in die hier
dargestellten Untersuchungen einbezogen. Bei Patienten, die keine rhDNAse erhielten, wurde
dann auf die Proben des zweiten oder dritten Lavagezeitpunkts zuriickgegriffen (siehe Tabelle
im Anhang).

Es resultierte eine Gruppe von insgesamt 81 Patienten (43 weiblich, 38 minnlich). Von diesen
81 Proben stammten 68 vom Zeitpunkt der ersten Lavage, zehn von der zweiten und drei von
der dritten Lavage. Es wurden hiervon die Konzentrationen der einzelnen
Surfactantbestandteile gemessen und die biophysikalischen Eigenschaften untersucht. Diese
Gruppe wurde fiir den Vergleich mit einer lungengesunden Kontrollgruppe (n= 10) und fiir
die Suche nach Korrelationen zwischen den einzelnen Parametern herangezogen. Fiir die
Darstellung des zeitlichen Verlaufs wurden die Werte der Patienten verwendet, von denen
ausreichend Lavagematerial aus allen drei Zeitpunkten zur Verfiigung stand (siehe

Ergebnisteil, siche Tabelle im Anhang).

a. Klinische Parameter und Genetik der Patienten

Bei CF Patienten die élter als fiinf Jahre sind werden regelmiBig Kontrollen der
Lungenfunktion durchgefiihrt. Die Werte der Forcierten Vitalkapazitit (FVC) und der
Einsekundenkapazitit (FEV;) konnen lange Zeit normale Werte aufweisen. Die frithesten
Lungenverinderungen im Sinne einer obstruktiven Lungenerkrankung konnen bei den
exspiratorischen Fliissen bei kleinen Lungenvolumina (MEF,s) nachgewiesen werden. Ebenso
findet frithzeitig ein Anstieg des allerdings in dieser Arbeit nicht betrachteten
Residualvolumens statt. Negative Einfliisse auf die Lungenfunktionsparameter haben ein
schlechter Erndhrungsstatus, Diabetes mellitus, Infektionen mit Pseudomonas aeruginosa oder
Burkholderia cepacia und pulmonale Exazerbationen. Positiv wirken sich ein milder Genotyp
und ein suffizientes Pankreas auf die Lungenfunktion aus (Gibson et al., 2003).

Die Lungenfunktionswerte der hier untersuchten Patienten wurden vor jeder Lungenlavage
mittels Bodyplethysmographie ermittelt. Der Body Mass Index (BMI) wurde aus Korpergrof3e

und -gewicht errechnet.
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Median (Spannweite) Anzahl
Alter (Jahre) 11 (5-31) 81
BMI (kg/m®) 16,36 (12,93 — 33,60) 81
FVC (%Soll) 96,1 (70,1 — 126,3) 67
FEV, (%Soll) 93,5(52,0-121,1) 80
MEF;s (%Soll) 60,4 (5,6 — 154,6) 79
MEF;5/5 (%Soll) 73,6 (18,8 — 169,3) 76

Tabelle 1: Lungenfunktionswerte, Grofle und Erndhrungsstatus der CF Patienten (Einzelwerte

im Anhang).

Bei 68 der insgesamt 81 Patienten war die genetische Mutation bekannt. Beziiglich der

Mutation D-F 508 waren 47 Patienten homozygot und 16 heterozygot. Bei fiinf der fiir die D-

F 508 Mutante heterozygoten Patienten war der Defekt des anderen Gens bekannt. Fiinf der

68 Patienten hatten seltenere Mutationen (z. B. G551D, A455E). Bei dreizehn Patienten war

die Mutation unbekannt (sieche Anhang).
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b. Mikrobiologischer Befund

Die am hiufigsten bei CF Patienten nachgewiesenen Keime sind Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Haemophilus influenzae, Stenotrophomonas
maltophilia, Achromobacter xylosoxidans, Aspergillen und Mykobakterien. Bis auf die
Staphylokoken sind die genannten Keime opportunistische Krankheitserreger. Staphylococcus
aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa sind bei CF oft schon friihzeitig
nachweisbar (Gibson et al., 2003). Bei den hier untersuchten Patienten wurden in der BAL

folgende Keime nachgewiesen:

Anzahl der Patienten

Steril 18
Bakterien gesamt 62
Staphylococcus aureus 32
Haemophilus influenzae 17
Pseudomonas aeruginosa 20
andere Bakterien 17
Pilze gesamt 12
Aspergillus Spezies 4
Candida Spezies 8
andere Pilze 2
Keine Mikrobiologie vorhanden 1
Gesamt 81

Tabelle 2: Ubersichtstabelle der mikrobiologischen Befunde der BAL- Fliissigkeit (detaillierte
Auflistung im Anhang).
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B. Kontrollen

Die Kontrollproben stammten von zehn Kindern, die im Rahmen einer Operation im Hals-
Nasen-Ohren Bereich (z.B. Adenotomie) einer bronchoalveolidren Lavage unterzogen wurden.
Drei der Kinder waren weiblich und sieben ménnlich. Das mittlere Alter der Kinder betrug
4,5 Jahre die Altersspanne war 1,5 bis 8,5 Jahre (siehe Anhang). Die Kontrollen hatten keine
pulmonalen Erkrankungen. Es wurde keine Untersuchung der Lungenfunktion durchgefiihrt.
Die Studie und die Untersuchung des Surfactantsystems wurden von der zustindigen

Ethikkommission genehmigt. Die Patienten gaben ihr schriftliches Einverstindnis.



18 Material und Methoden: C. Arbeitstechniken

C. Arbeitstechniken
1. Gewinnung der LA- Fraktion
a. Material
e Aqua bidest. (H. Kerndl GmbH)
e Zentrifugenrohrchen (Beckmann)
e Zentrifuge (Beckmann Avanti J-30 I mit Rotor JA — 30.50)
® 15 ml Rohrchen, Greiner (Nr. 188271)
¢ 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefilie
¢ 2 ml Eppendorf Reaktionsgefile

b. Methode
Durch eine Zentrifugation bei 28000 — 73000 g entsteht ein surfactantreiches Pellet (LA-

Fraktion: engl. Large Aggregates) und ein Uberstand der die niedermolekulareren
Bestandteile (SA- Fraktion: engl. Small Aggregates) der BAL- Fliissigkeit enthilt (Griese,
1999).

Von der LA- Fraktion wurden in dieser Arbeit die Phosphatkonzentration, die
Oberfldchenspannung, und das % Offen bestimmt. Zur Trennung von SA- und LA- Fraktion
wurden 5 ml jeder nativen BAL Probe 30 Minuten lang bei einer Temperatur von 4 °C mit
40000 g (entsprach 18185 Umdrehungen pro Minute) zentrifugiert. Der Uberstand (SA-
Fraktion) wurde in Greiner Rohrchen iiberfiithrt und das Pellet (LA- Fraktion) in 1 ml Aqua
bidest. resuspendiert. AnschlieBend wurde das resuspendierte Pellet in Eppendorf
Reaktionsgefille pipettiert und dabei das exakte Volumen neu bestimmt. Die Pellets und

Uberstinde wurden bis zur weiteren Verwendung bei einer Temperatur von -80 °C gelagert.

2. Lipidextraktion nach Bligh- Dyer und Folch- Waschung
a. Material

e Methanol p. a. (Merck No. 1.06009.1000)

¢ Chloroform p. a. (Merck No. 1.02431.1000)

e Aqua bidest. (H. Kerndl GmbH)

e Pasteur Pipetten (Assistent, No. 567/2)

e Verschraubbare Reagenzgliser (Schott)

e Zentrifuge (Heraeus, Megafuge 1.0 R)

e Vortexer (Bender und Hobein AG, Vortexer Genie 2)
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b. Methode

Mit Hilfe der Lipidextraktion werden die lipophilen Probenbestandteile von den hydrophilen
getrennt, um sie einzeln untersuchen zu konnen. Die lipophilen Bestandteile (z.B.
Phospholipide, Surfactantprotein B und C) sind in der chloroformhaltigen Unterphase gelost,
die hydrophilen Stoffe (z.B. Surfactantproteine A und D) befinden sich in der methanol- und
wasserhaltigen Oberphase. Alle verwendeten Glasgefile wurden vor Gebrauch mit
Chloroform gespiilt, um eventuelle Lipidriickstinde zu entfernen.

Zu 0,5 ml des resuspendierten Pellet wurden 1,5 ml Wasser und 7,5 ml Chloroform-
Methanol- Gemisch (1: 2) gegeben. AnschlieBend wurde zehn Minuten lang gevortext.
Danach wurden 2,5 ml Chloroform und 2,5 ml Wasser zugefiigt und wieder zehn Minuten
gevortext, um eine Durchmischung der Phasen zu erreichen. Um die Phasen vollstindig
voneinander zu trennen, wurden die Proben bei Raumtemperatur zehn Minuten lang mit 2400
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Der Fliissigkeitsstand der Oberphase wurde am
Rohrchen markiert. Danach wurde die Unterphase mit Hilfe einer Pasteurpipette in ein
frisches Rohrchen abpipettiert (Bligh et al.,, 1959). Die Oberphase wurde mit der Folch

Waschung reextrahiert. Die Herstellung der Unterphase nach Folch erfolgte stets am selben

Tag frisch.

Chloroform 86 ml 172 ml
Methanol 14 ml 28 ml
Wasser 1 ml 2 ml

Tabelle 3: Rezept fiir die Folch Unterphase links fiir geringere, rechts fiir groBere Mengen

Die Rohrchen wurden mit der Folch- Unterphase bis zur jeweiligen Markierung aufgefiillt
und anschlieBend zehn Minuten gevortext. Danach wurden die Rohrchen bei Raumtemperatur
10 Minuten mit 2400 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Die Unterphasen wurden
abpipettiert und zu den zuerst abgenommenen Unterphasen gegeben. Die Oberphase und die
in manchen Fillen vorhandene Interphase wurden gemeinsam in ein anderes Rohrchen

abpipettiert (Folch at al., 1957).
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3. Bestimmung der Phosphatkonzentration
a. Material

e Schwefelsidure (Merck No. 1.00731.1000)

e Salpetersdure, rauchend 100 % (Merck No. 1.00455.1000)

e Methanol p. a. (Merck No. 1.06009.1000)

¢ Chloroform p. a. (Merck No. 1.02431.1000)

e Magnesiumnitrat Mg(NOs3), * 6H,0 suprapur (Merck No. 1.05855.0050)
e Ammoniummolybdat (Sigma No. 12027-67-7)

e Salzsiure, rauchend (Merck No. 1.00317.1000)

e Malachitgriin (oxalat) (Gurr Ceristain 3404545)

e Triton X-100 (Sigma No. 9002-93-1)

e Kaliumhydrogenphosphat KH,PO, z. A. (Merck No. 4873.1000)

e Aqua bidest. (H. Kerndl GmbH)

® Agssipettor (Assistent)

e Hamiltonspritze (Shorewood)

e Reagenzgliser (Assistent No. 2775/14)

¢ Filterpapier

e (lastrichter

e Mikrotiterplatte (Greiner; 96 Vertiefungen, transparent)

e Anthos htlll Mikrotiterplattenleser (Anthos Labtec Instruments, Typ 12600)

e Vortexer (Bender und Hobein AG, Vortexer Genie 2)

Um die Oberflichenaktivitit des Surfactant von unterschiedlichen Proben vergleichen zu
konnen, wurden vor der Messung der Oberfldchenspannung (siehe unten) alle Proben auf die
Phospholipidkonzentration von 1 mg/ml eingestellt. Dazu erfolgte die Bestimmung der

Phosphatkonzentration, aus der die Phospholipidkonzentration berechnet wurde.

Zur Messung der Phosphatkonzentration wurde das organische Phosphat der Unterphase
(siehe Lipidextraktion) mittels Magnesiumnitrat {iber offener Bunsenbrennerflamme
vollstindig in anorganisches Phosphat tiberfiihrt. Nach Zugabe des Firbereagenzes wurde die
Extinktion  photometrisch in  Vierfachmessung  bestimmt und  daraus die

Phosphatkonzentration berechnet (Duck-Chong, 1979).
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b. Herstellung gebeizter Reagenzgliser

Wegen der hohen Sensitivitit der hier durchgefiihrten Phosphatbestimmung wurden die
Reagenzgliser zuvor mit Beizlosung (konzentrierte Schwefelsdure und ca. 5 % konzentrierte
Salpetersdure) befiillt und iiber Nacht stehen gelassen, um eventuell vorhandene
Phosphatreste von der Glaswand zu entfernen. Die Reagenzgldser wurden dann dreimal mit

Aqua bidest. gespiilt.

c. Vorbereitung der Standards

Zur Herstellung der Stammlosung wurden 0,4387 g Kaliumhydrogenphosphat in 100 ml
einmolarer Salzsdure gelost. Von dieser Losung wurden 100 pl abpipettiert und im
Messkolben mit Salzsdure zu einem Volumen von 100 ml aufgefiillt.

Von einer Magnesiumnitrat- Losung (10 % w/v in Methanol) wurden 30 pl in gebeizte
Reagenzgliser pipettiert. Die Magnesiumnitrat- Losung wurde bei einer Temperatur von 85 —
100 °C verdampft und anschlieBend iiber der offenen Bunsenbrennerflamme vollstindig
verbrannt. In die so vorbereiteten Reagenzgliser (drei fiir jede Standardkonzentration) wurden

folgende Mengen an Stammldsung und einmolarer Salzsédure pipettiert:

Stammlosung (ul) Salzsdure (ul) Phosphatkonzentration (ug/ul)
0 1000 0

100 900 0,1

200 800 0,2

300 700 0,3

400 600 0,4

500 500 0,5

Tabelle 4: Verdiinnungsreihe des Phosphatstandards.

d. Herstellung des Farbreagenz

Reagenz A: Herstellung einer 4,2 % Ammoniummolybdat- Losung (w/v in 4,5 M Salzséure).

Reagenz B: Herstellung einer 0,3 % Malachitgriin- Losung (w/v in Aqua bidest.).

Reagenz C: 100 ml Reagenz A und 300 ml Reagenz B wurden gemischt, drei Stunden bei
Raumtemperatur stehengelassen und entstandene Prizipitate anschlieBend mit einem

Papierfilter entfernt.
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e. Vorbereitung der Proben

Die bei der Lipidextraktion gewonnenen Unterphasen wurden bei 40 °C unter der Zufuhr von
gasformigem Stickstoff eingedampft. AnschlieBend wurden sie in 1000 ul eines Gemisches
aus Chloroform und Methanol (2: 1) resuspendiert. Von jeder Probe wurden in zwei gebeizte
Reagenzgliser je 100 ul pipettiert. Nach Zugabe von 30 ul Magnesiumnitrat- Losung (10 %
w/v in Methanol) wurden die Proben bei 85 — 100 °C eingedampft. Danach wurde iiber
offener Bunsenbrennerflamme das organische Phosphat (z.B. Phospholipide) vollstindig in
anorganisches Phosphat tiberfiihrt. Nach Abkiihlung der Reagenzgléiser wurde das Phosphat in
1 ml einmolarer Salzsdure resuspendiert. Die Rohrchen wurden auf eine Temperatur von 90 —
95 °C erwirmt und 15 Minuten lang bei dieser Temperatur belassen. Im Wasserbad erfolgte
die erneute Abkiihlung auf Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Proben gevortext und

500 pl davon in gebeizte Reagenzgliser tiberfiihrt.

f. Durchfithrung der Messungen
Jeder Probe und jedem Standard wurde 15 pl Triton X-100 Lésung (1 % (w/v) in Aqua bidest.)
zugegeben. Triton X-100 erhoht die Stabilitit des Farbkomplexes und die Sensitivitit der

Messung.

Messung der Standards:

Zuerst wurden zur Errechnung der Standardkurve die Phosphatstandards in
Sechsfachbestimmung je  Konzentrationsstufe = gemessen. Dazu  wurde  jeder
Konzentrationsstufe 1 ml Reagenz C (sieche oben) zugegeben und anschlieBend wurden die
Standards gevortext. Von jedem geférbten Standard (drei je Konzentrationsstufe — siehe oben)
wurden 280 pl in jeweils zwei Vertiefungen der Mikrotiterplatte gefiillt. Die Messung wurde
im Photometer bei einer Wellenlinge von 650 nm durchgefiihrt. Aus diesen Werten wurde die
Standardkurve per Computer mit dem Programm GraphPad Prism 3 errechnet (Abbildung 2).
Messung der Proben:

Nach Zugabe von 1 ml des Reagenz C wurden die Proben gevortext und 280 pl davon in je
zwei Vertiefungen der Mikrotiterplatte gefiillt. So wurde die Phosphatkonzentration jeder
Probe durch Vierfachmessung bestimmt. Die Messung erfolgte im Photometer bei einer
Wellenldnge von 650 nm. Aus den gemessenen Absorptionswerten wurden iiber die zuvor
erstellte Standardkurve (Abbildung 2) die Phosphatkonzentrationen mit dem Programm

GraphPad Prism 3 am Computer berechnet.
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Abbildung 2: Beispiel einer Standardkurve

4. Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradford, 1975)

a. Material

Bio-Rad Proteinassay Farbstoffkonzentrat (Bio-Rad Laboratories GmbH No.500-0006)
Natriumchlorid (Merck No. 1.06404.1000)

Phosphatpuffer (PBS):
Na,HPO, 0,178 g
NaH,PO, 1,56 g
NaCl 8,76 g
in 1 1 Wasser l6sen und mit NaOH auf pH 7,4 einstellen

Bovines Serum Albumin BSAV (Paesel + Lorei No. 100568)

Aqua bidest (H. Kerndl GmbH)

Mikrotiterplatte (Greiner; 96 Vertiefungen, transparent)

Anthos htIlI Mikrotiterplattenleser (Anthos Labtec Instruments, Typ 12600)
Papierfilter

Glastrichter

b. Methode

Das

Bio-Rad Farbstoffkonzentrat wurde zuerst mit einem Papierfilter von Prizipitaten

gereinigt und anschlieBend mit destilliertem Wasser 1: 5 verdiinnt.

Als Standard wurde eine Verdiinnungsreihe aus BSA (in PBS Puffer) mit folgenden

Konzentrationen hergestellt: 5000 pg/ml, 2500 pg/ml, 1250 pg/ml, 625 pg/ml, 312,5 pg/ml,
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156,3 pg/ml, 78 pg/ml. Von jeder Konzentrationsstufe der Proteinstandards wurden in zwei
Vertiefungen der Mikrotiterplatte jeweils 5 ul pipettiert (Doppeltbestimmung).Die Proben
wurden in Dreifachbestimmung gemessen: Von jeder Probe wurden 5 ul (bei sehr geringem
Proteingehalt wurden 10 ul bzw. 20ul verwendet) in je drei Vertiefungen der Mikrotiterplatte
gefiillt und dazu 100 ul des verdiinnten Féarbereagenz pipettiert. Die Konzentrationen wurden

photometrisch bei einer Wellenldnge von 600 nm bestimmt.

5. Bestimmung der Konzentration von Surfactantprotein A

Die Bestimmung der SP-A Konzentrationen wurden von Mitarbeitern der Forschungsgruppe

Lunge, Miinchen durchgefiihrt.

a. Material

e (Carbonatpuffer: 15 mM Na,COs3, 35 mM NaHCOs3, pH 9,6

e TBS- Puffer: 10 mM Tris, 140 mM NaCl, pH 7,4, 0,1 % Triton X

e Blockpuffer: 1 % BSA in TBS

e Substratpuffer: ABTS- Puffer (Boehringer No. 1112597)

e ABTS- Losung: 10 mg ATBS, 10ul H,O; 30%, in 10 ml ABTS- Puffer
b. Methode

Von der Probe wurden 0,2 ml zusammen mit 0,8 ml 1 mM EDTA in 10 mM Tris auf einen
pH Wert von 7,4 eingestellt. Nach 1 min im Ultraschallbad wurde 0,1 ml Triton X (22%)
zugegeben. Nach anschlieBendem Vortexen wurde 10 min bei 10000 g zentrifugiert. Die
Standards wurden wie die Proben behandelt und anschlieBend BSA in einer Konzentration
von 1% zugegeben.

In jedes Népfchen (Well) der Mikrotiterplatte wurde 100 ul des in Carbonatpuffer gelosten
Antikorpers (PC-6 1 pg/ml Carbonatpuffer) pipettiert. Fiir die optimale Adsorption des
Antikorpers an der Kunststoffoberfldche der Mikrotiterplatte wurde diese iiber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Um Verdunstung zu vermeiden wurde die Platte wie bei allen Arbeitsschritten mit
Parafilm abgedeckt. Die Losung und noch darin enthaltene Antikdrper wurden dekantiert und
verworfen. Um eine Bindung der nachfolgend zugefiigten Proteine an die Festphase zu
verhindern wurden die Wells mit 200 pl Blockpuffer befiillt. Das ganze wurde bei 37 °C eine

Stunde belassen und anschlieBend dreimal mit TBS- Puffer gewaschen.
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Anschlieend wurden die Standards in zwei Verdiinnungsreihen zur Bestimmung einer
Standardkurve aufgetragen. Die Standards wurden dazu mit Blockpuffer verdiinnt. Die
Proben wurden ebenfalls als Verdiinnungsreihe in Blockpuffer aufgetragen. Die
Ausgangskonzentration wurde so gewdhlt, dass die Konzentration im Messbereich lag. Die
Platte wurde zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS- Puffer
wurde ein polyklonaler Kaninchenantikdrper gegen humanes rekombinantes SP-A
aufgetragen. Er wurde 1 zu 100 in Blockpuffer verdiinnt. AnschlieBend wurden 100 ul davon
in jedes Well aufgetragen und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Zur Detektion des
Intermedidrkomplexes wurde Anti- Kaninchen- IgG von der Ziege verwendet. Es wurde 1 zu
5000 in Blockpuffer verdiinnt und nach dreimaligem Waschen mit TBS- Puffer 100 ul davon
in jedes Well pipettiert und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde
wieder dreimal mit TBS- Puffer gewaschen. Danach wurde in jedes Well 100 ul ABTS-

Substrat pipettiert und nach 30- 60 min bei 405 nm gelesen.

6. Bestimmung der Konzentration von Surfactantprotein B

Die Bestimmung der SP-B Konzentrationen wurden von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von
Dr. Reinhold Schmidt, Zentrum fiir Innere Medizin, Justus-Liebig-Universitit Giessen

durchgefiihrt.

a. Material
e Phosphatpuffer (PBS): 12 mM Na,HPO,4, 3 mM NaH,PO,, 150 mM NaCl, pH 7,4
e Verdiinnungspuffer: PBS/Propanol (1:1; v/v)
® Vorwaschpuffer: Diisopropylether/Butanol (3:2; v/v)

e  Waschpuffer: PBS, 0,5 % Tween 20, pH 7,4

¢ Blockpuffer: PBS, 1 % BSA (w/v),pH 7,4

e  Substratpuffer: 60 mM Natriumacetat, 50 mM NaH,PO,, pH 4,2

e ABTS- Losung: 20 mg ABTS und 10 pul H,O, (30%) in 30 ml Substratpuffer
b. Methode

Proben und Standards wurden zunéchst eins zu eins mit Propanol gemischt und anschlieend
mit Verdiinnungslosung auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt. Jeweils 100 pl pro Well

wurden anschliefend auf die Mikrotiterplatten iibertragen und bei 37 °C eingetrocknet. Um
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die Adsorption an die Platten zu optimieren, wurden danach jeweils 100 ul Trifluorethanol
zugegeben und wiederum bei 37 °C eingetrocknet. Zur Entfernung der Phospholipide wurde
dann 20 min lang bei Raumtemperatur mit Vorwaschpuffer inkubiert, dekantiert und zweimal
mit Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurde zwei Stunden lang bei Raumtemperatur mit
200 pl Blockpuffer geblockt und dann dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Mit dem SP-B-
Primir- Antikorper (200 ul/Well in einer Konzentration von 1,5 ug/ml Blockpuffer) wurden
die Platten dann fiir zwolf Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und wiederum dreimal mit
Waschpuffer gewaschen. Die SP-B- Sekundir- Antikorper wurden 1 zu 1000 in Blockpuffer
gelost und jeweils 200 ul/Well iiber drei Stunden vorsichtig bei Raumtemperatur geschiittelt.
Erneut folgte dreimaliges Waschen mit dem Waschpuffer. Der AB- Komplex wurde nach
Herstellervorschrift verdiinnt, in einer Menge von 200 ul/Well aufgetragen und nach
zweistiindigem Schiitteln bei Raumtemperatur durch dreimaliges Waschen mit Waschpuffer
entfernt. Danach wurden 200 ul ABTS- Losung pro Well einpipettiert, bei 4 °C iiber Nacht

inkubiert und am néchsten Tag bei 450 nm abgelesen (Kraemer et al., 1995).

7. Bestimmung der Konzentration von Surfactantprotein C

Die Bestimmung der SP-C Konzentrationen wurden von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von
Dr. Reinhold Schmidt, Zentrum fiir Innere Medizin, Justus-Liebig-Universitit Giessen

durchgefiihrt.

a. Material

e Losungsmischung: 2-Propanol/ H,O (80/20, v/v, pH 3,5)

e  Waschpuffer: 50 mM Tris/ HCI, 0,05 % Tween 20, pH 7,4
¢ Blockpuffer: 50 mM Tris/ HCl, 1 % BSA (w/v), pH 7,6
e  Substratpuffer: 60 mM Natriumacetat, 50 mM NaH,PO,, pH 4,2

e ABTS- Losung: 20 mg ABTS und 10 pl H,0,(30 %) in 30 ml Substratpuffer

b. Methode
Die Proben wurden eins zu fiinf (v/v), der SP-C- Standard seriell bis 3,125 ng/ml in

Losungsmischung verdiinnt. Davon wurden jeweils 100 pl in die Mikrotiterplatten
einpipettiert und {iiber Nacht bei 37 °C getrocknet. Pro Well wurde dann 100 pl
Trifluorethanol hinzugegeben und iiber drei Stunden bei 37 °C getrocknet, um das SP-C
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optimal an die Oberfldche der Platte zu binden. Daraufthin wurden die Phospholipide mit
Methanol ausgewaschen. 200 ul Methanol wurde pro Well hinzugegeben und die Platte 20
min lang vorsichtig bei Raumtemperatur geschiittelt. Das Losungsmittel wurde entfernt und
nochmals kurz mit Methanol, dann dreimal mit Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurde
mit jeweils 200 ul Blockpuffer pro Well fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur geblockt und
wiederum dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Der SP-C- Primir- Antikorper, der 1:200 in
Blockpuffer verdiinnt worden war, wurde dann in einer Menge von jeweils 200 ul eingesetzt
und konnte iiber einen Zeitraum von 12 bis 15 Stunden mit dem SP-C auf der Platte reagieren.
Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurde zwei Stunden lang mit 200 ul der
1:1000- Losung der SP-C- Sekundir- Antikorper in Blockpuffer inkubiert. Nach erneutem
dreimaligem Waschen wurden 200 pl des AB- Komplexes, der 1:50 in Blockpuffer verdiinnt
worden war, fiir zwei Stunden hinzugegeben. Auf dreimaliges Waschen folgte dann die
Farbreaktion mit 200 pul ABTS- Losung, die nach einer Nacht bei 4 °C am nichsten Tag bei
450 nm abgelesen wurde. (Schmidt et al., 2002)

8. Bestimmung der Konzentration von Surfactantprotein D
Die Bestimmung der SP-D Konzentrationen wurden von Mitarbeitern der Forschungsgruppe

Lunge, Miinchen durchgefiihrt.

a. Material
e Carbonatpuffer: 15 mM Na,CO3, 35 mM NaHCOs, pH 9,6

e TBS/ TC- Puffer: 10 mM Tris, 140 mM NaCl, 5 mM CaCl,, pH 7,4,
0,1 % Triton-X

¢ Blockpuffer: 1 % BSA in TBS/ TC Puffer

e Substratpuffer: ABTS- Puffer (Boehringer No. 1112597)

e ABTS- Losung: 10 mg ATBS, 10ul H,O; 30%, in 10 ml ATBS- Puffer
b. Methode

Von der Probe wurden 0,2 ml zusammen mit 0,8 ml 1 mM EDTA in 10 mM Tris auf einen
pH Wert von 7,4 eingestellt. Nach 1 min im Ultraschallbad wurde 0,1 ml Triton X (22%)
zugegeben. AnschlieBend wurde gevortext und dann 10 min bei 10000 g zentrifugiert. Die
Standards wurden wie die Proben behandelt und anschlieBend BSA in einer Konzentration

von 1% zugegeben.
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In jedes Népfchen (Wells) der Mikrotiterplatte wurde 100 pl des in Carbonatpuffer gelosten
Antikorpers (Crouch- Antikorper 1 zu 10000 in Carbonatpuffer) pipettiert. Fiir die optimale
Adsorption des Antikorpers an der Kunststoffoberflidche der Mikrotiterplatte wurde diese iiber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Um Verdunstung zu vermeiden wurde die Platte wie bei allen
Arbeitsschritten mit Parafilm abgedeckt. Die Losung und noch darin enthaltene Antikdrper
wurden dekantiert und verworfen. Um eine Bindung der nachfolgend zugefiigten Proteine an
die Festphase zu verhindern wurden die Wells mit 200 ul Blockpuffer befiillt. Das ganze
wurde bei 37 °C eine Stunde belassen und dann dreimal mit TBS/ TC- Puffer gewaschen.
AnschlieBend wurden die Standards in zwei Verdiinnungsreihen zur Bestimmung einer
Standardkurve aufgetragen. Die Standards wurden dazu mit Blockpuffer verdiinnt. Die
Proben wurden ebenfalls als Verdiinnungsreihe in Blockpuffer aufgetragen. Die
Ausgangskonzentration wurde so gewihlt, dass die Konzentration im Messbereich lag.

Die Platte wurde zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Danach wurde dreimal mit TBS/ TC-
Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde in jedes Well 100 ul eines polyklonalen
Mausantikorper gegen humanes rekombinantes SP-D (VI F 11 mouse- anti- SP-D)
(Konzentration von 1 ug/ml Blockpuffer) pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von einer
Stunde bei 37 °C wurde dreimal mit TBS/ TC gewaschen. Zur Detektion des
Intermedidrkomplexes wurde ein mit Peroxidase konjugiertes Anti- Maus- IgG vom
Kaninchen verwendet (Verdiinnung von 10 ul in 10 ml Blockpuffer). Es wurden 100 ul davon
in jedes Well pipettiert und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde
wieder dreimal mit TBS/ TC- Puffer gewaschen. Danach wurde in jedes Well 100 ul ABTS-

Substrat pipettiert und nach 30 — 60 min bei 405 nm gelesen.



Material und Methoden: C. Arbeitstechniken 29

9. Das pulsierende Blasensurfactometer: Messung der Oberflichenspannung

a. Material

Natriumchlorid (Merck No. 1.06404.1000)

HEPES (Sigma ECNo. 230-907-9)

EDTA disodium Salz plusone (Sigma 17-1324-01)
Kalziumchlorid Dihydrat (Merck 1.02382.0500)
Chloroform p. a. (Merck No. 1.02431.1000)

Salzsdure rauchend (Merck No. 1.00317.1000)
Natriumhydroxid (Merck No. 1.06498.1000)

Als Standard- Surfactant: Rindersurfactant (Thomae)

Aqua bidest. (H. Kerndl GmbH)

Pulsating Bubble Surfactometer (Electronetics Corporation)
Processed Sample Chambers (Electronetics Corporation bzw. General Transco, Inc.
No. C28010083)

Hamilton Spritze (Shorewood)

Wasserbad, 37 °C

pH- Meter

Thermometer

b. Bubble- Puffer

Die Oberflichenspannung wurde bei einer Phospholipidkonzentration von 1 mg/ml

durchgefiihrt. Dazu wurde das 40000 g Pellet in der Vakuumzentrifuge lyophilisiert und

anschliefend mit einer entsprechender Menge des so genannten Bubble- Puffers resuspendiert.

Die Messung der Oberflichenspannung erfolgte mit dem pulsierenden Blasensurfactometer.

Es wurde eine wissrige Losung folgender Substanzen hergestellt:

Natriumchlorid (58,44 g/mol) 140 mM
HEPES (238,3 g/mol) 10 mM

EDTA (372,2 g/mol) 0,5 mM
Kalziumchlorid (147,02 g/mol) 3,5 mM

Bei einer Temperatur von 37 °C wurde der pH- Wert mit Hilfe von Salzsdure und

Natronlauge auf den Wert 6,9 eingestellt.
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c. Das pulsierende Blasensurfactometer

1) Funktionsweise:

Die Probenkammer (Abbildung 3) wurde mittels Hamiltonspritze mit 30 pl der Testfliissigkeit
befiillt. Um physiologische Bedingungen zu simulieren wurde die Probekammer in das 37 °C
warme Wasserbad abgesenkt (Abbildung 4). Es fand kein Fliissigkeitsaustausch zwischen

Wasserbad und Testfliissigkeit statt.

Abbildung 3: Probenkammer des pulsierenden Blasensurfactometers. Kapazitit: 30 pl.

Lampe

Wasserbad mit
Probenkammer

Mikroskop

)

Abbildung 4: Pulsierendes Blasensurfactometer (Detailansicht).

Das pulsierende Blasensurfactometer mafl die Druckdifferenz iiber einer zwischen zwei
festgelegten Radien sinusformig pulsierenden Blase. Diese Blase befand sich in der
Testfliissigkeit innerhalb der Probenkammer. Sie wurde durch eine Vergroferung des
Innenvolumens der Probenkammer erzeugt und vor der Messung auf den kleineren Radius
eingestellt (Abbildung 5 links). Durch sinusférmig wiederkehrende Verdnderungen des
Volumens wechselte die BlasengroBe zwischen den zwei Radien (Abbildung 5). Die
BlasengrofSe wurde wihrend der Messung per Mikroskop optisch kontrolliert (Abbildung 4, 5)

und bei Abweichungen korrigiert.
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\ S

Abbildung 5:Blick durch das Mikroskop: links Blase mit minimalem, rechts mit maximalem

Durchmesser.

Aus der gemessenen Druckdifferenz und dem bekanntem Blasenradius wurde vom Gerit die
Oberflichenspannung iiber das LaPlace- Gesetz errechnet (Enhorning, 1977). Die Daten
wurden direkt an einen Computer iibermittelt und mit der der Software WINBUBS
ausgewertet.

Vor jedem Messtag wurde das Gerédt mit 300 ml Aqua bidest gespiilt. Das dafiir verwendete
Wasser wurde zuvor 30 Minuten lang gekocht, um geloste Gase weitgehend zu entfernen. Vor
der Verwendung wurde das Spiilwasser auf Raumtemperatur abgekiihlt. Das pulsierende
Blasensurfactometer wurde nach dem Spiilen kalibriert. Zur Qualitétssicherung wurde zu
Beginn eines jeden Messtages je eine Messung mit Wasser und Standard- Surfactant
durchgefiihrt. Entsprachen die gemessenen Oberflichenspannungen von Wasser und
Surfactant nicht den unten angegebenen Werten (Abbildung 6, 7), so erfolgte eine
Uberpriifung des Systems.
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Abbildung 6: Messung der Oberflichenspannung von Wasser (Ausschnitt): die minimale

Oberfldchenspannung (obere Hilfte des Ausdrucks) von Wasser betrug 70 £ 2 mN/m.
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Abbildung 7: Messung der Oberfldchenspannung bei Surfactant (Ausschnitt): die minimale

Oberflichenspannung von Surfactant betrug 0 + 2 mN/m.

i1) Durchfiihrung der Messungen:

Die Bestimmung der Oberfldchenspannung wurde am 40000 g Pellet durchgefiihrt. Es wurde
zunichst in der Vakuumzentrifuge lyophilisiert und durch Zugabe einer entsprechenden
Menge Bubble- Puffer auf eine Phospholipidkonzentration von 1 mg/ml eingestellt. Nach 30
Minuten Inkubation im 37 °C warmen Wasserbad wurde das Pellet 30 Sekunden lang zur
vollstindigen Homogenisierung gevortext. Fiir jede neue Messung wurde eine frische
Probekammer verwendet. Die Probekammern wurden mittels Hamilton Spritze mit 30 ul
Probe befiillt und dann an der Halterung des Gerits angebracht. Die Hamilton Spritze wurde
vor jedem Gebrauch mit Chloroform gespiilt, um Probereste zu entfernen.

Die Probekammer wurde in das 37 °C warme Wasserbad des Gerites abgesenkt. Zum
Angleichen der Temperatur wurde die Messung erst nach zwei Minuten gestartet. Zu Beginn
wurde die Oberflichenspannung nach der Adsorption gemessen (Abbildung 8). Die
oberfldchenaktiven Substanzen adsorbierten kurz nach dem Entstehen der Blase an der neu
gebildeten Grenzfldche zwischen Luft und Fliissigkeit. Die kleinste, zehn Sekunden nach Start
gemessene Oberflichenspannung war der Adsorptionswert. Danach pulsierte die Blase
zwischen den festgelegten Radien. Die Messung erfolgte kontinuierlich iiber einen Zeitraum
von fiinf Minuten. Fiir die Auswertung wurden die Oberflichenspannungswerte bei
minimalem Radius zum Zeitpunkt der ersten, fiinften, zehnten, 20., 30., 40., und 100.
Pulsation verwendet. Der Oberflichenspannungswert bei kleinstem Radius zum Zeitpunk der
100. Pulsation wurde als minimale Oberflichenspannung bezeichnet.

Am Schluss wurden die Proben mit der Hamilton Spritze aus der Probekammer entfernt, in
kleine Eppendorfer Rohrchen tiberfiihrt und fiir die Messung im Kapillarsurfactometer (siehe

unten) weiterverwendet.
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Abbildung 8: Messung der Oberflichenspannung einer Probe (Ausschnitt); Adsorption: 27,9
mN/m, minimale Oberfldchenspannung: 22 mN/m (nicht abgebildet).

10. Das Kapillarsurfactometer: % Offen und initialer Druck
a. Material

e Kapillarsurfactometer (Calmia Medical, Inc.)
e (Glaskapillaren (Calmia Medical, Inc. No. CSGC - 500)
e Pipette 0,5 pl (Calmia Medical, Inc.)

¢ Pipettenspitzen (Calmia Medical, Inc.)

b. Funktionsweise

Der Fliissigkeitsfilm der die kleinen Atemwege auskleidet wiirde sie ohne funktionsfdhiges
Surfactant aufgrund der Oberfldchenspannung verschlieBen: Zum einen durch das Kollabieren
der flexiblen Atemwegswinde, zum anderen durch die Formierung von Fliissigkeitssdulen
welche die Lumina der Atemwege verschlieBen. Diese Mechanismen treten besonders bei
kleinen Lungenvolumina (endexspiratorisch) in Kraft und fithren u. a. zu einem erhohten
Atemwegswiderstand. Ein gut funktionierendes Surfactant reduziert die Oberflichenspannung,
wirkt diesen Mechanismen entgegen und kann dadurch die kleinen Atemwege offen halten.
Das Kapillarsurfactometer simuliert die Gegebenheiten der kleinen (peripheren) Bronchien
und untersucht diese Eigenschaft des Surfactant. Durch die Verwendung starrer Kapillaren
wurde der Verschluss durch die Fliissigkeitssdule isoliert betrachtet (Cassidy et al., 1999;
Enhorning et al., 1996; Liu et al., 1991).

Die verwendeten Kapillaren wiesen in der Mitte eine Engstelle mit dem Innendurchmesser
von 0,255 mm auf. Es wurden 0,5 pl der Testfliissigkeit in die Engstelle der Kapillare
pipettiert. Durch die Fliissigkeit wurde die Engstelle funktionell verschlossen (Abbildung 10
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links). Die Kapillare wurde am Kapillarenhalter des Geriits aufgesteckt (Abbildung 9) und in
das 37 °C warmes Wasserbad abgesenkt, wobei das freie Ende der Kapillare keinen
Wasserkontakt hatte. Das Geriit erzeugte einen Luftstrom durch die Kapillare entgegen der
Testfliissigkeit. Aufgrund des Verschlusses durch die Fliissigkeit wurde ein positiver Druck
aufgebaut. Die Fliissigkeit wurde dadurch in den weitlumigen Teil der Kapillare
vorgeschoben und dort an die Wand der Kapillare gedriickt (Abbildung 10 rechts), so dass
dann die Luft ungehindert vorbeistromen konnte. Der Druck fiel dadurch auf Werte um Null
cm H,O ab.

Das Kapillarsurfactometer registrierte zwei Parameter. Zum einen den Druck, der zum
erstmaligen Offnen der Kapillare notig war. Dieser Wert wurde als initialer Druck (Einheit
cm H,0O) bezeichnet. Der andere Parameter wird im englischen Schrifttum % Open genannt
und wurde daher in dieser Arbeit als % Offen bezeichnet: das Verhiltnis der Zeit wihrend der

die Kapillare offen war, zur gesamten Messdauer; multipliziert mit 100.

Kapillare Wasserbad
Kapillarenhalter £ e st v
Temperatur- 7P = ,,
messfiihler - l Ll I I i I',I
- — — = \

Testfliissig-

Testfliissig
keit

-keit

Abbildung 10: Die Engstelle der Kapillare wéihrend einer Messung. Links: Die Testfliissigkeit
verschlieft die Einengung; Rechts: Die Fliissigkeit wurde durch den Luftstrom (durch Pfeile

dargestellt) in den breiteren Abschnitt verdringt.
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Bei der Untersuchung von reinem Surfactant blieb die Kapillare im Idealfall iiber die gesamte
Messzeit von 120 Sekunden offen. Die Kapillare war somit 100 % Offen (Abbildung 12).
Bestand die Testfliissigkeit hingegen aus einer Losung ohne Oberfldchenaktivitit, dann blieb
die Kapillare nicht offen: Die Fliissigkeit bewegte sich zuriick in die Engstelle und verschloss
sie wieder. Dies wiederholte sich bis zum Ende der Messung mehrfach. Daraus resultierte ein
Wert von 0 % Offen (Abbildung 11).

Vor jedem Messtag wurde das Kapillarsurfactometer mit Hilfe des Kalibrierungsbades auf
einen Druck von fiinf cm H,O geeicht. Anschliefend wurden zur Qualititssicherung je drei

Messungen mit Wasser und Standard- Surfactant durchgefiihrt.
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Abbildung 11: Beispiel einer Messung von Wasser mit dem Kapillarsurfactometer: Die

Kapillare war hier 0,0 % der Messzeit offen, initialer Druck: 10,1 cm H,O.
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Abbildung 12 Beispiel einer Messung von Surfactant mit dem Kapillarsurfactometer: Die

Kapillare war hier 96,7 % der Messzeit offen, initialer Druck: 4,7 cm H,O.

c. Messung der Proben:

Die Proben wurden vor jeder Messung 30 Sekunden lang gevortext und anschlieend 0,5 pl
davon in die Engstelle der Kapillare pipettiert. Es wurden aufgrund der oftmals relativ hohen
Standardabweichung bei jeder Probe mindestens drei Messungen (Abbildung 13)
durchgefiihrt und aus diesen Werten das arithmetische Mittel gebildet.
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Abbildung 13: Messungen von BAL- Fliissigkeit eines CF Patienten mit dem

Kapillarsurfactometer: Die Kapillare war im Mittel 74,2 % der Messzeit offen, Initialer

Druck im Mittel: 6,0 cmH,O.

11. Filtration der Uberstinde
a. Material

e Mikrosep- Mikrokonzentrator 1 kD (Filtron No.OD001C40)
e Zentrifuge (Beckmann Avanti J-30 I mit Rotor JLA — 16.250)

b. Methode

Es wurde auch der Einfluss der im Uberstand enthaltenen Proteine auf die
Oberflichenaktivitit des 40000 g Pellet untersucht werden. Die zum Lavagieren verwendete
Kochsalzlosung befand sich ebenso wie die Proteine im Uberstand. Da Salze wahrscheinlich
die Oberfldchenspannung von Surfactant herabsetzen kénnen (bisher unverdffentlichte Daten
der Forschungsgruppe Lunge, Miinchen), wurden die Uberstinde mit dem Mikrosep-

Konzentrator weitgehend entsalzt. Die Membranen der verwendeten Konzentratoren
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(Abbildung 14) waren fiir Molekiile mit einem Molekulargewicht von maximal 1 kD
durchlissig. Entsprechend wurden Salze und andere niedermolekulare Substanzen filtriert und
hohermolekulare Verbindungen (beispielsweise Proteine) von der Membran zuriickgehalten.
Damit war es moglich, den inhibitorischen Einfluss dieser Proteine auf die Surfactantaktivitét
isoliert zu betrachten.

Es wurde eine dem verwendeten Pelletvolumen iquivalente Menge an Uberstand in den
Vorlagebehilter (Abbildung 14) pipettiert. Bei 7500 g (6991 Umdrehungen pro Minute) und
einer Temperatur von 4 °C wurde 9 Stunden lang zentrifugiert. Der Grofiteil der Fliissigkeit
(durchschnittlich 87%) befand sich dann im Filtratbehélter (Abbildung 14, Tabelle 34). Um
das Konzentrat (entsalzte SA- Fraktion) vollstindig aus dem Vorlagegefil zu gewinnen,
wurde das mit dem Konzentratgefdll verschlossene Vorlagegefill umgedreht und 2 Minuten
lang bei 1600 Umdrehungen pro Minute und 4 °C riickzentrifugiert. Das Konzentrat wurde zu

dem dazugehorenden 40000 g Pellet (LA- Fraktion) pipettiert.

KonzentratgefiB |' Zentrifugation Riickzentrifugation

Vorlagebehilter

Membran

Filtratbehilter Konzentrat

Abbildung 14: Mikrokonzentrator; Zentrifugation, Riickzentrifugation.
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12. Statistik

Alle Lokalisationsmalle (Median, arithmetisches Mittel,), Streuungsmalle (Spannweite,
Standardabweichung, ...) und statistische Tests wurden mit der Software Prism 3 der Firma
GraphPad berechnet. Es wurden bevorzugt verteilungsfreie Malle wie Median und
Spannweite angegeben, da nicht bei allen Parametern von einer Normalverteilung
ausgegangen werden konnte. Bei manchen Abbildungen musste wegen Einschrinkungen
durch die Software auf parametrische Malle zuriickgegriffen werden.

Bei Vergleichen von Lagemalen verschiedener Gruppen wurde bei unabhéngigen Gruppen
der parameterfreie U- Test nach Mann- Whitney und bei abhingigen Stichproben der
verteilungsfreie Wilcoxon- Test verwendet. Die Korrelationen wurden mit dem nicht
parametrischen Spearman- Test auf Signifikanz gepriift. Die Nullhypothese wurde jeweils bei
p- Werten < 0,05 verworfen (Signifikanzniveau a= 0,05).

Mediane, Spannweiten und p- Werte wurden an den entsprechenden Stellen im Ergebnisteil
wiedergegeben. Finzelwerte und weitere Lage- und Streuungsmalle sind im tabellarischen
Anhang zu finden. Die Abbildungen wurden mit Hilfe der Software Prism 3 der Firma

GraphPad und mit Excel von Microsoft erzeugt.
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III. Ergebnisse
A. Genauigkeit der biophysikalischen Messungen

Zur Qualitdtssicherung  wurden zu Beginn jedes Messtages im  pulsierenden
Blasensurfactometer je eine Messung mit destilliertem Wasser und Surfactant durchgefiihrt
(siehe Methoden). Mit dem Kapillarsurfactometer wurden je drei bis vier Messungen mit
Wasser und Surfactant durchgefiihrt. Aus den Einzelwerten wurden der Median und der
Variationskoeffizient berechnet (Tabelle 5). In der grafischen Darstellung des % Offen und
des initialen Drucks (Abbildung 19, 20) wurden das arithmetische Mittel und der
Standardmessfehler der am jeweiligen Messtag gemessenen Einzelwerte verwendet (siehe
Anhang).

Wihrend des mehr als zweijdhrigen Zeitraumes waren die mit dem pulsierenden
Blasensurfactometer Werte und die mit dem Kapillarsurfactometer gemessenen Werte
adidquat und weitgehend stabil. Die wenigen Ausnahmen betrafen das Kapillarsurfactometer:
Gegen Ende der Untersuchungen wurden hier fiir Wasser zu hohe Werte gemessen
(Abbildung 19). Diese Werte standen mit Problemen beziiglich des Innendurchmessers der

Kapillaren in Zusammenhang. Fiir die Messungen wurde eine andere Charge verwendet.

1. Pulsierendes Blasensurfactometer

Wasser

Adsorption | 0,05 | 0,25 | 0,5 1,0 [1,5 (20 |25 |50

min | min | min |min [ min | min | min | min

Anzahl 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Minimum (mN/m) 68,4 68,1 | 66,9 689 |68,2 |68,2 583 |674 |66,5
Median (mN/m) 71,1 70,8 | 71,0 | 70,9 |70,1 |70,6 |70,5 | 70,5 |69,8
Maximum (mN/m) | 76,5 752 | 74,1 | 73,0 | 72,3 (73,8 | 71,9 | 72,8 | 71,5
Variationskoeffizient | 2,7 2.4 2.3 1,4 1,7 1,7 3,8 1,6 2,0
(%)

Tabelle 5: Oberflachenspannung von Wasser.
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Abbildung 16: Oberflichenspannung von Wasser; arithmetisches Mittel, Standardmessfehler.
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Surfactant
Adsorption | 0,05 | 0,25 | 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 5,0
min | min | min | min |min |min | min | min
Anzahl 25 25 |25 |25 25 25 25 25 25
Minimum (mN/m) 21,4 23 104 |00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Median (mN/m) 23,3 233143 |36 2,3 1,5 1,1 0,8 0,8
Maximum (mN/m) | 26,8 29912251204 | 144 | 11,2 |83 7,6 2,3
Variationskoeffizient | 4,8 20,2 | 94,6 | 105,7 | 106,7 | 115,8 | 113,7 | 122,4 | 82,9
(%)

Tabelle 6: Oberfldchenspannung von Surfactant.
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Abbildung 17: Adsorption und minimalen Oberflichenspannung von Surfactant an den

jeweiligen Messtagen.




42  Ergebnisse: B. Vergleich von Patienten mit cystischer Fibrose mit gesunden Kindern

)
3

20

10+

Oberflachenspannung (mN/m

0 T T T T
0 1 2 3 4 5

Pulsationszeit (min)

1

Abbildung 18: Oberflichenspannung von Surfactant; arithmetisches Mittel und

Standardmessfehler.

2. Kapillarsurfactometer

Wasser Surfactant
% Offen Initialer Druck | % Offen Initialer Druck
(cm H,0O) (cm H,0O)

Anzahl 25 25 25 25
Minimum (mN/m) 0,0 7,6 79,2 4,0
Median (mN/m) 0,4 9,4 93,0 4,8
Maximum (mN/m) 100,0 13,0 100,0 8,0
Variationskoeffizient (%) | 240,2 13,1 5,2 18,3

Tabelle 7: % Offen und initialer Druck.
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Abbildung 19: % Offen von Wasser und Surfactant an den jeweiligen Messtagen.
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Abbildung 20: initialer Druck von Wasser und Surfactant an den jeweiligen Messtagen.
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B. Vergleich zwischen Patienten mit cystischer Fibrose und gesunden Kindern

Die bronchoalveolédren Lavagen (BAL) der Patienten mit cystischer Fibrose wurden mit den
Lavagen der lungengesunden Kontrollen beziiglich der Recovery der gepoolten Fraktionen,
der Zellzahlen, der biochemischen und biophysikalischen Merkmale untersucht. Die Werte
der Patienten mit cystischer Fibrose wurden mit den gesunden Kontrollen verglichen

(Einzelwerte siehe Anhang).

1. Zellzahlen und biochemische Parameter

Die Patienten mit cystischer Fibrose waren signifikant idlter als die gesunden Kontrollen.
Hinsichtlich der Recovery der gepoolten Fraktionen unterschieden sich die beiden Gruppen
nicht. Die Gruppe der CF Patienten hatte im Vergleich mit der Kontrollgruppe eine um ein
vielfaches hohere Gesamtzellzahl. Die Granulozytenzahlen waren bei CF ebenfalls deutlich
erhoht. (Abbildungen 23, 24).

Die Proteinkonzentration der nativen Lavage war bei den Patienten mit cystischer Fibrose
verglichen mit den Kontrollen signifikant erhoht. Bei den CF Patienten war die
Phospholipidkonzentration signifikant geringer als bei der Kontrollgruppe (Abbildung 25). Es
lagen signifikante Unterschiede beziiglich der Konzentrationen der Surfactantproteine A und
C vor. Die Konzentration von Surfactantprotein A war bei der Kontrollgruppe mehr als
doppelt so hoch als bei den CF Patienten. Dagegen lag das Surfactantprotein C bei den

Kontrollen in niedrigerer Konzentration vor. Die Unterschiede der Surfactantproteine B und

D waren nicht signifikant (Abbildungen 26, 27).

Kontrollen Cystische Fibrose p- Wert

Alter (Jahre) 4,5 11,0 < 0,0001 *
(1,5-8.,5),10 (5,0-31,0), 81

Recovery (%) 0,63 0,68 0,8342
(0,40 - 0,86), 10 (0,0-0,99), 81

Gesamtzellzahl (10°/ml) 0,164 2,89 0,012 *
(0,072 - 0,330), 10 (0,010 — 159,0), 76

Neutrophile Granulozyten 1,0 214 < 0,0001 *

(%) (0,6 -8,0),9 (0,3-91), 80

Neutrophile Granulozyten 0,0017 0,124 0,0005 *

(10%/ml) (0,0 - 0,0092), 9 (0,0 - 132,0), 80
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Proteinkonzentration 68,4 96,0 0,025 *
(ug/ml) (38,0 - 153,9), 10 (23,9 -511,5), 81
Phospholipidkonzentration | 87,0 37,8 0,0009 *
(ug/ml) (37,0 - 222,0), 10 (4,2-369,1),79
Surfactantprotein A (ng/ml) | 8775 4141 0,0296 *
(2116 — 17733), 10 (222,7-21811), 81
Surfactantprotein B (ng/ml) | 789,0 567,3 0,5752
(253,1 - 1059), 10 (155,5-1434), 68
Surfactantprotein C (ng/ml) | 361,2 519,3 0,0494 *
(203,0 - 963,9), 10 (37,0 — 1557), 68
Surfactantprotein D (ng/ml) | 7,4 5,4 0,0546

(3,260 - 169,3), 10

(0,0-102,1), 81

Tabelle 8: Vergleich von Patienten mit cystischer Fibrose mit Kontrollen; Median

(Spannweite), Anzahl; *statistisch signifikanter Mann- Whitney- Test.
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Abbildung 21: Recovery der gepoolten Fraktionen; Einzelwerte und Mediane von CF

Patienten und gesunden Kontrollen.
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Abbildung 22: Alter; Einzelwerte und Mediane von Patienten mit cystischer Fibrose und

gesunden Kontrollen.
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Abbildung 23: Zellzahl und absolute Granulozytenzahl; Einzelwerte und Mediane von

Patienten mit cystischer Fibrose und Kontrollen.
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Abbildung 24: relative Granulozytenzahl; Einzelwerte und Mediane von Patienten mit

cystischer Fibrose und Kontrollen.
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Abbildung 26: Konzentrationen der Surfactantproteine A und B; Einzelwerte und Mediane

von Patienten mit cystischer Fibrose und Kontrollen.
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Abbildung 27: Konzentrationen der Surfactantproteine C und D; Einzelwerte und Mediane

von Patienten mit cystischer Fibrose und Kontrollen.
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2. Oberflichenspannung

Die mit dem pulsierenden Blasensurfactometer gemessenen Oberflichenspannungswerte des
40000 g Pellet waren bei den Kontrollen niedriger als bei den Patienten mit cystischer Fibrose.
Dieser Unterschied war aber zu keinem Zeitpunkt der Messung am pulsierenden

Blasensurfactometer statistisch signifikant (siehe Tabelle 9, Abbildung 28, 29).

Pulsationszeit (min) Kontrollen (n= 10) CF Patienten (n=75) p- Wert
0,00 35,8 (23,7 - 60,8) 45,1 (20,3 -175,3) 0,179
0,05 35,2 (23,7 -60,4) 45,1 (20,7 - 73,6) 0,190
0,25 23,7 (19,6 — 35,4) 22,9 (1,5-58,1) 0,677
0,50 22,9 (1,5-27,3) 22,1 (0,0-51,2) 0,897
1,00 22,1 (1,1 -24,1) 21,0 (0,4 — 45,9) 0,738
1,50 20,4 (1,1 -23,3) 20,7 (0,0 — 42,8) 0,437
2,00 19,2 (1,5 -23,3) 20,7 (0,0 —41,7) 0,394
2,50 17,8 (0,4 — 22,9) 20,3 (0,0 — 40,1) 0,210
5,00 12,0 (0,0 — 22,2) 19,9 (0,0 — 36,2) 0,069

Tabelle 9: Vergleich der Oberflichenspannungswerte in mN/m; Median (Spannweite); p-Wert
des Mann- Whitney- Tests.
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Abbildung 28: Oberflichenspannungswerte von gesunden Kontrollen und CF Patienten;

arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 29: Adsorption und minimale Oberflichenspannung; Einzelwerte und Mediane

von Patienten mit cystischer Fibrose und gesunden Kontrollen.

3. % Offen und initialer Druck

Die Werte des % Offen waren bei den Patienten mit CF deutlich und statistisch

hochsignifikant niedriger als bei der Kontrollgruppe. Die initialen Driicke waren

dementsprechend bei den CF Patienten hoher als bei den Kontrollen. Dieser Abweichung war

ebenfalls signifikant. (siche Tabelle 10 und Abbildung 30).

Kontrollen (n= 10) CF Patienten (n=79) p- Wert
% Offen 96,9 (82,5 —100,0) 7,8 (0,0 -97,9) < 0,0001 *
Initialer Druck (cm H,O) | 6,4 (5,3 -8,7) 7,8 (4,6 -12,0) 0,029 *

Tabelle 10: % Offen und initialer Druck bei Kontrollen und Patienten mit cystischer Fibrose;

Median (Spannweite); *Signifikanter Mann- Whitney- Test.
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Abbildung 30: % Offen und initialer Druck; Einzelwerte und Mediane von Patienten mit

cystischer Fibrose und Kontrollen.
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C. Vergleich verschiedener Gruppierungen

1. Geschlecht

Beziiglich aller hier untersuchten Parameter waren keine signifikanten Unterschiede zwischen

beiden Geschlechtern nachweisbar.

2. Studiengruppen

Es stellte sich die Frage, ob sich die randomisierten Patienten von den Patienten die von der
Randomisierung ausgeschlossen waren (relative Granulozytenzahl < 10% zum Zeitpunkt der
ersten Lavage) beziiglich weiterer Merkmale unterschieden.

Die nicht randomisierten Patienten hatten erheblich niedrigere relative und absolute Zahlen
neutrophiler Granulozyten in der BAL- Fliissigkeit (Abbildung 37). Die biophysikalischen
Werte, die Werte der Lungenfunktion, der Body Mass Index, und das Alter beider Gruppen
unterschieden sich nicht signifikant. Die Konzentration des Surfactantprotein A war bei den
randomisierten Patienten signifikant hoher als bei den nicht randomisierten Patienten
(Abbildung 39). Die Werte der anderen Surfactantproteine unterschieden sich nur tendenziell,
aber nicht statistisch signifikant. Sowohl die Proteinkonzentration als auch die
Phospholipidkonzentration waren bei den randomisierten Patienten signifikant hoher als bei

den nicht randomisierten Patienten (Abbildung 41).

Randomisiert Nicht randomisiert p- Wert

FVC (% Soll) 96,10 96,90 0,4667
(70,13 - 120,70), 51 (77,99 - 126,30), 16

FEV, (% Soll) 94,98 91,34 0,7867
(51,97 - 121,10), 64 (83,64 - 119,20), 16

MEF;s (% Soll) 59,83 62,05 0,6299
(5,60 - 154,60), 63 (17,75 - 93,98), 16

MEF;s/25 (% Soll) 74,00 67,90 0,3594
(18,83 - 169,30), 61 (47,73 - 128,20), 15

Body Mass Index (kg/mz) 16,49 16,09 0,8263
(12,93 - 27,25), 65 (14,61 - 33,60), 16

Alter (Jahre) 11,0 11,0 0,8588
(5,0 - 28,0), 65 (5,0-31,0), 16
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Adsorption (mN/m) 45,9 37,1 0,4040
(20,3 - 62,3), 60 (24,1-75,3), 15

Minimale Oberflichen- 20,0 15,5 0,3929

spannung (mN/m) (0,0 - 36,2), 60 (2,3-30,6), 15

% Offen 4,1 16,0 0,0857
(0,0 -97,9), 64 0,2-92,7), 15

initialer Druck (cm H,O) | 7,8 7,7 0,9253
(4,6 - 12,0), 64 (5,4-12,0), 15

Gesamtzellzahl (10°/ml) 4,43 0,74 0,0759
(0,01 - 159,0), 62 (0,02 - 15,15), 14

Neutrophile Granulozyten | 28,00 1,50 <0,0001*

(%) (1,30 - 91,00), 65 (0,30 - 30,40), 15

Neutrophile Granulozyten | 0,575 0,0118 0,0003 *

(10°/ml) (0,00 - 132,0), 64 (0,00 - 4,32), 16

SP-A (ng/ml) 4471,0 3447,0 0,0444 *
(222,7-21811), 65 (1077,0 — 6460), 16

SP-B (ng/ml) 609,5 517,0 0,1518
(155,5 - 1434,0), 54 (227,5-918.5), 14

SP-C (ng/ml) 513,8 543,8 0,5441
(37,0 - 1557,0), 54 (340,0 - 1121,0), 14

SP-D (ng/ml) 5,27 7,61 0,1821
(0,0 - 31,35), 65 (2,05 - 102,1), 16

Proteinkonzentration 103,4 (36,9 - 511,5), 75,0 (23,9 - 152,3), 0,0030 *

(ug/ml) 65 16

Phospholipidkonzentration | 40,27 21,80 0,0026 *

(ug/ml)

(8,83 -369,1), 64

(4,20 - 44,79), 15

Tabelle 11: Vergleich von randomisierten mit nicht randomisierten Patienten; Median

(Spannweite), Anzahl; *statistisch signifikanter Mann- Whitney- Test
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Abbildung 31: Einzelwerte der Vitalkapazitit und der Einsekundenkapazitit

randomisierten und nicht randomisierten Patienten.
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Abbildung 32: Einzelwerte des MEF,s und des MEF;s;5 von randomisierten und nicht

randomisierten Patienten.
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Abbildung 34: Einzelwerte der Adsorption und der minimalen Oberflichenspannung von

randomisierten und nicht randomisierten Patienten.
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nicht randomisierten Patienten.
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Abbildung 37: Einzelwerte der relativen und absoluten Granulozytenzahlen von

randomisierten und nicht randomisierten Patienten. Die Unterschiede waren signifikant

(Mann- Whitney- Test p< 0,05).
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Abbildung 38: Einzelwerte der Gesamtzellzahlen von randomisierten und nicht
randomisierten Patienten.
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Abbildung 39: Einzelwerte der SP-A und SP-B Konzentrationen von randomisierten und nicht

randomisierten Patienten. Der Unterschied bei der Konzentration des Surfactantprotein A war

statistisch signifikant (p= 0,0444).
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Abbildung 40: Einzelwerte der SP-C und SP-D Konzentrationen von randomisierten und nicht

randomisierten Patienten.
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Abbildung 41: Einzelwerte der Proteinkonzentration und der Phospholipidkonzentration von

randomisierten und nicht randomisierten Patienten. Die Unterschiede waren signifikant

(Mann- Whitney- Test p< 0,05).
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3. Mikrobiologie

Es wurden die Patienten mit cystischer Fibrose beziiglich des mikrobiologischen Befundes der
Lavage gruppiert. Dabei wurden zunichst die Patienten ohne Nachweis von Bakterien in der
Lavage (negative Mikrobiologie) mit den Patienten verglichen, bei denen Bakterien oder Pilze
in der Lavage nachgewiesen wurden (Tabelle 12, detaillierter mikrobiologischer Befund im

Anhang).

a. Vergleich zwischen Proben mit positivem und negativem mikrobiologischen

Befund

Die Einsekundenkapazitit und der maximale exspiratorische Fluss bei 25 % der Vitalkapazitit
waren bei den Patienten mit positivem mikrobiologischem Befund signifikant niedriger als bei
steriler Lavage. Bei den anderen Lungenfunktionsparametern waren keine signifikanten
Unterschiede nachweisbar. Der Body Mass Index und das Alter der Patienten beider Gruppen
waren nicht signifikant verschieden.

Von den im pulsierenden Blasensurfactometer gemessenen Oberfldchenspannungen waren die
Werte der Adsorption und der ersten bis zehnten Pulsation bei den Patienten mit positiver
Mikrobiologie gegeniiber den Patienten mit negativem Befund erhoht. Diese Unterschiede
waren jedoch nicht signifikant. Von der 20. bis zur 40. Pulsation waren die Unterschiede
signifikant. Die Werte der 50. Pulsation und minimale Oberfldchenspannung der Patienten mit
positivem Befund waren ebenfalls erhoht, aber nicht statistisch signifikant. Das % Offen war
bei Patienten mit positiver Mikrobiologie signifikant niedriger als bei Patienten mit steriler
Lavage. Die initialen Driicke unterschieden sich nicht.

Die betrachteten Zellparameter waren bei den Patienten mit positivem mikrobiologischen
Befund um ein vielfaches hoher als bei den Patienten ohne Nachweis von Keimen. Diese
Unterschiede waren auch statistisch signifikant.

Bei den Surfactantproteinen waren signifikante Unterschiede bei den Konzentrationen der
Proteine B und D festzustellen. Bei positiver Mikrobiologie war die Konzentration von SP-B
erhoht, die von SP-D verringert (Der Unterschied bei der Konzentration des Surfactantprotein
D war auch nach Ausschluss eines Ausreilerwerts (102 ng/ml) signifikant). Sowohl die
Gesamtproteinkonzentration, als auch die Phospholipidkonzentration waren bei den Patienten
mit nachgewiesenem Keimbefall signifikant hoher als bei steriler Lavage. Die Unterschiede
bei den iibrigen biochemischen Parametern waren nicht signifikant (Tabelle 12, Abbildungen

42 - 60).
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Keine bakterielle Bakterielle Besiedelung | p- Wert
Besiedelung

FVC (% Soll) 97,84 96,03 0,7241
(70,13 - 120,70), 17 (71,34 - 126,30), 50

FEV; (% Soll) 96,63 91,90 0,0345 *
(85,22 - 117,50), 18 (51,97 - 121,10), 62

MEF:s (% Soll) 79,98 56,76 0,0191 *
(17,75 - 154,60), 18 (5,60 - 144,10), 61

MEF;5/5 (% Soll) 80,54 72,99 0,1852
(48,09 - 128,20), 16 (18,83 - 169,30), 60

Body Mass Index (kg/m®) | 17,47 16,22 0,6278
(14,49 - 23,27), 19 (12,93 - 33,60), 62

Alter (Jahre) 11,00 11,0 0,5178
(5,0-16,0), 19 (5,0 -31,0), 62

Adsorption (mN/m) 41,3 45,9 0,5515
(20,6 - 58.5), 18 (20,3 - 75,3), 57

Pulsation 1 (mN/m) 41,1 45,9 0,5351
(20,7 - 58,1), 18 (20,7 - 73,6), 57

Pulsation 5 (mN/m) 21,8 23,7 0,0952
(4,7-40,9), 18 (1,5-58,1), 57

Pulsation 10 (mN/m) 21,2 22,6 0,2102
(6,4-359), 18 (0,0-51,2), 57

Pulsation 20 (mN/m) 20,1 22,0 0,0286 *
(3,7-29,1), 18 (0,4 - 45,9), 57

Pulsation 30 (mN/m) 19,8 21,7 0,0426 *
(4,3-24)5),18 (0,0 - 42,8), 57

Pulsation 40 (mN/m) 19,0 21,0 0,0465 *
(4,8-222),18 (0,0-41,7), 57

Pulsation 50 (mN/m) 18,9 21,0 0,0515
(3,3-21,8), 18 (0,0 - 40,1), 57

Minimale Oberflidchen- 17,6 20,6 0,0500

spannung (mN/m) (6,9 - 21,8), 18 (0,0 - 36,2), 57
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% Offen 22,3 4,1 0,0454 *
(0,1-94,9), 19 (0,0-97,9), 60

initialer Druck (cm H,0) 8,0 7,8 0,7875
(5,2-10,1), 19 (4,6 - 12,0), 60

Gesamtzellzahl (10°/ml) 0,14 6,00 0,0004 *
(0,02 - 68,00), 17 (0,01 - 159,00), 59

Neutrophile Granulozyten | 3,5 28,00 0,0011 *

(%) (0,30 - 52,00), 19 (0,70 - 91,00), 61

Neutrophile Granulozyten | 0,015 0,81 0,0004 *

(10%ml) (0,00 - 14,28), 18 (0,00 - 132,00), 62

SP-A (ng/ml) 4124,0 4292,0 0,1339
(222,7 - 1204,0), 19 (266,7 - 21811), 62

SP-B (ng/ml) 392,5 679,5 0,0057 *
(262,3 - 635,0), 15 (155,5 - 1434,0), 53

SP-C (ng/ml) 494,5 535,4 0,4331
(109,0 - 888,0), 15 (37,0 - 1557,0), 53

SP-D (ng/ml) 7,8 5,0 0,0174 *
(1,4-102,1), 19 (0,0-31,4), 62

Proteinkonzentration 79,0 104,4 0,0274 *

(ng/ml) (36,9 - 282,1), 19 (23,9 -511,5), 62

Phospholipidkonzentration | 26,7 40,2 0,0289 *

(ng/ml)

(10,8 - 111,1), 19

(4,2 -369,1), 60

Tabelle 12: Vergleich von Patienten mit positiver und negativer Mikrobiologie; Median

(Spannweite), Anzahl; *statistisch signifikanter Mann- Whitney- Test.

b. Vergleich von Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa mit

anderen Bakterien

Ferner stellte sich die Frage, ob es innerhalb der Gruppe der Patienten mit positivem

mikrobiologischen Befund Unterschiede gab. Dazu wurden die Patienten, bei denen

Staphylococcus aureus (34 Patienten) oder Pseudomonas aeruginosa (20 Patienten)

nachgewiesen wurden mit den Patienten verglichen, bei denen ausschlieBlich andere Keime

(10 Patienten) gefunden wurden. Von den 52 Patienten mit Pseudomonas aeruginosa und

Staphylococcus aureus waren zwei Patienten mit beiden Bakterien infiziert, 24 Patienten
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hatten Koinfektionen mit anderen Keimen. Bei dreizehn dieser 24 Patienten wurde
Haemophilus influenzae nachgewiesen.

Die Unterschiede zwischen den mit Pseudomonas oder Staphylokokken infizierten und den
mit anderen Keimen infizierten Patienten waren bei keinem der {iiberpriiften Parameter

statistisch signifikant (Tabelle 13, Abbildungen 42 - 60).

Staphylococcus aureus Andere Keime p- Wert
und Pseudomonas aer.

FVC (% Soll) 96,03 104,00 0,3785
(71,34 - 119,00), 44 (77,35 - 126,30), 6

FEV; (% Soll) 90,71 94,78 0,4160
(51,97 - 121,10), 52 (61,43 - 119,20), 10

MEF;s (% Soll) 56,76 54,31 0,9147
(5,60 - 144,10), 51 (19,66 - 98,36), 10

MEF;5/25 (% Soll) 72,54 78,84 0,6193
(18,83 - 169,30), 51 (31,57 - 125,20), 9

Body Mass Index (kg/mz) 16,33 15,90 0,8557
(12,93 - 27,25), 52 (14,52 - 33,60), 10

Alter (Jahre) 11,0 9,0 0,5854
(5,0 -31,0), 52 (5,0 - 19,0), 10

Adsorption (mN/m) 45,1 46,3 0,6071
(20,3 - 75,3), 48 (26,0- 62,3), 9

Pulsation 1 (mN/m) 44,9 46,3 0,6071
(20,7 - 73,6), 48 (25,6 - 62,3),9

Pulsation 5 (mN/m) 23,6 25,3 0,2787
(1,5-58,1),48 (19,9 -48,2),9

Pulsation 10 (mN/m) 22,4 23,8 0,2163
(0,0-51,2), 48 (20,3-45,1),9

Pulsation 20 (mN/m) 21,7 22,9 0,2644
(0,4 - 45,9), 48 (19,5 - 44,0), 9

Pulsation 30 (mN/m) 21,6 22,0 0,2552
(0,0 - 42,8), 48 (19,9 - 41,7), 9
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Pulsation 40 (mN/m) 21,2 20,7 0,3247
(0,0-41,7),48 (19,5 -41,7),9

Pulsation 50 (mN/m) 20,9 21,0 0,3194
(0,0-40,1), 48 (19,5 -39.,8), 9

Minimale Oberflichen- 20,2 20,7 0,2506

spannung (mN/m) (0,0 - 36,2), 48 (18,7-34,3),9

% Offen 2,9 5,1 0,6193
(0,0-95,7), 51 (0,0-97,9),9

initialer Druck (cm H,O) | 7,7 8,3 0,8930
(4,6 -12,0), 51 (6,5-10,0), 9

Gesamtzellzahl (10°/ml) 6,00 (0,01 - 159,00), 4,53 (0,32 - 52,50), 0,9115
49 10

Neutrophile Granulozyten | 28,00 13,85 0,1919

(%) (1,30 - 91,00), 51 (0,70 - 61,50), 10

Neutrophile Granulozyten | 1,02 0,22 0,8109

(10°/ml) (0,00 - 132,00), 52 (0,019 - 29,93), 10

SP-A (ng/ml) 4744.0 3257,0 0,1459
(266,7 - 21811), 52 (2086,0 — 8496,0), 10

SP-B (ng/ml) 712,5 411,0 0,0607
(193,1 - 1434,0), 45 (155,5-942,5), 8

SP-C (ng/ml) 545,2 430,5 0,2142
(37,0 - 1557,0), 45 (43,5-930,0), 8

SP-D (ng/ml) 4,9 5,1 0,9162
(0,0-31,4),52 (1,2-14,8), 10

Proteinkonzentration 109,4 78,8 0,3059

(ng/ml) (23,9 -511,5), 52 (47,1 - 382,4), 10

Phospholipidkonzentration | 40,3 36,9 0,9505

(ng/ml) (4,2 -369,1), 51 (11,8 -163,5), 9

Tabelle 13: Vergleich von Patienten mit Staphylococcus aureus bzw. Pseudomonas
aeruginosa mit anderen Keimen; Median (Spannweite), Anzahl; *statistisch signifikanter

Mann- Whitney- Test.
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c. Vergleich von Staphylococcus aureus mit Pseudomonas aeruginosa

Es stellte sich die Frage, ob sich die Werte der Patienten mit nachgewiesenem Staphylococcus

aureus von den Patienten mit Pseudomonas aeruginosa- Besiedlung unterschieden. Es waren

keine signifikanten Unterschiede festzustellen (Tabelle 14, Abbildungen 42 - 60).

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa | p- Wert

FVC (% Soll) 95,96 95,96 0,4091
(71,34 - 119,00), 27 (71,59 - 111,00), 19

FEV; (% Soll) 89,99 91,32 0,8931
(51,97 - 121,10), 34 (53,39 - 108,00), 20

MEF;s (% Soll) 56,03 58,84 0,9196
(23,66 - 115,90), 33 (5,60 - 144,10), 20

MEF;5/5 (% Soll) 72,38 72,46 0,8257
(32,06 - 131,40), 33 (18,83 - 169,30), 20

Body Mass Index (kg/m°) | 16,78 16,22 0,9929
(12,93 - 23,70), 34 (13,55 - 27,25), 20

Alter (Jahre) 11,0 11,0 0,7268
(5,0 - 28,0), 34 (5,0 -31,0), 20

Adsorption (mN/m) 47,6 36,4 0,1890
(21,8 - 62,3), 32 (20,3 -75,3), 18

Pulsation 1 (mN/m) 49,8 39.0 0,2350
(22,2 - 62,3), 30 (20,7 -73,6), 16

Pulsation 5 (mN/m) 23,4 24,5 0,9357
(1,5 - 50,6), 30 (14,5 -58,1), 16

Pulsation 10 (mN/m) 22,6 21,1 0,9173
(0,0 - 47,4), 30 (13,4-51,2), 16

Pulsation 20 (mN/m) 21,9 20,5 0,8808
(0,4 - 44,4), 30 (9,2-459), 16

Pulsation 30 (mN/m) 21,7 19,9 0,9908
(0,0 - 42,8), 30 (5,7-42,1), 16

Pulsation 40 (mN/m) 21,3 19,5 0,9724
(0,0 -41,7), 30 (0,0-394), 16
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Pulsation 50 (mN/m) 21,0 19,7 0,9724
(0,0 - 40,1), 30 (1,1-379), 16

Minimale Oberflichen- 20,5 18,6 0,9516

spannung (mN/m) (0,0 - 36,2), 32 (0,0 - 30,6), 18

% Offen 1,1 13,5 0,1260
(0,0-91,9), 34 (0,0-95,7), 19

initialer Druck (cm H,O) | 7,8 7,5 0,2280
(5,2-12,0), 34 4,6-11,1),19

Gesamtzellzahl (10°/ml) 9,95 0,75 0,0575
(0,01 - 159,00), 32 (0,04 - 97,00), 19

Neutrophile Granulozyten | 28,00 27,60 0,6697

(%) (1,30 - 91,00), 34 (1,50 - 67,00), 19

Neutrophile Granulozyten | 2,25 0,10 0,0691

(10°/ml) (0,00 - 132,00), 34 (0,00 - 21,15), 20

SP-A (ng/ml) 4990,0 3896,0 0,3290
(995,1 - 21811), 34 (266,7 — 14119), 20

SP-B (ng/ml) 727,5 580,0 0,1895
(193,1 - 1434,0), 31 (259,5 - 965,4), 15

SP-C (ng/ml) 552,0 483,9 0,1138
(37,0 - 1557,0), 31 (44,0 - 1121,0), 15

SP-D (ng/ml) 4.9 5,0 0,8719
(0,0-31,4), 34 (0,0 - 20,3), 20

Proteinkonzentration 116,6 102,6 0,5726

(ug/ml) (23,9 - 336,5), 34 (23,9-511,5), 20

Phospholipidkonzentration | 47,5 35,3 0,4868

(ug/ml)

(8,8-234,9), 34

(4,2 -369.,1), 19

Tabelle 14: Vergleich von Patienten mit Staphylococcus aureus mit Pseudomonas aeruginosa;

Median (Spannweite), Anzahl; *statistisch signifikanter Mann- Whitney- Test.
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Abbildung 42: Einzelwerte der Vitalkapazitit. Keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 43: Einzelwerte der Einsekundenkapazitit. Bei steriler Lavage signifikant hthere

Werte als bei positiver Mikrobiologie (p= 0,0471).
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Abbildung 44: Einzelwerte des MEF,s. Bei steriler Lavage signifikant hohere Werte als bei
positiver Mikrobiologie (p= 0,0100).
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Abbildung 45: Einzelwerte des MEF75,25. Keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 46: Einzelwerte des Body Mass Index. Keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 47: Einzelwerte der Adsorption. Keine signifikanten Unterschiede.

65



66 Ergebnisse: C. Vergleich verschiedener Gruppen

— 40_
S
> o o o
o o
S
o 30 %o oo o o
o % o o o
Q o o O o
< S I:'|:||:||:| DDI:II:I a g
= oo o oo oo
=] . 1=fil=]
c 2 20 - g
é 2 1" =« oOofho  oogoo o og0 —e—
[0} Bog Bog og o
o "
[&] u
i@ 10 " oo oo o o
= T of of Bo
8 | L] o o o
O DD DD a o
0 [u] [m} [u] (n] (n] [u]
el c = (0] w 4]
S [} Q = > 0
i) = © @ [0) o
7)) () o -g ‘5 C
2 k=
s ¥ s 803
m 5 ) &
© ©
2 o

Abbildung 48: FEinzelwerte der minimalen Oberflichenspannung. Bei steriler Lavage

signifikant niedrigere Werte als bei positiver Mikrobiologie (p=0,0299).
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Abbildung 49: Oberflichenspannungswerte von Patienten mit steriler Lavage und von
Patienten mit positiver Mikrobiologie (arithmetisches Mittel und Standardmessfehler).

*signifikanter Mann Whitney Test (p< 0,05).
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Abbildung 50: Einzelwerte des % Offen. Keine signifikanten Unterschiede.

15.0+
o ]
IN 12.5 oo oo oo
IS ngu ngﬂ o e o
o 10.0+ T o o
~ " EEEED Uggbﬂ o ngn Ogo
é u"n o8%0, Ooo ool oood
S 751 v mme spk o B e
. ol o o
o ut Pgofg  “godn o oo oo
o 5.0- M Opa0 a0 CE oo
© . o” o™ a”
=
c
= 2.57
0.0 = c S (0] (%] ]
> o) = > 7]
= = < 3 [ o
2 o c S £
'c{u + ] ] g’
os] 5 %) @
© ©
2] o

Abbildung 51: Einzelwerte des initialen Drucks. Keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 52: Einzelwerte der Gesamtzellzahl. Bei steriler Lavage signifikant niedrigere

Werte als bei positiver Mikrobiologie (p= 0,0004).
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Abbildung 53: Einzelwerte der relativen Granulozytenzahl. Bei steriler Lavage signifikant

niedrigere Werte als bei positiver Mikrobiologie (p= 0,0021).
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Abbildung 54: Einzelwerte der absoluten Granulozytenzahl. Bei steriler Lavage signifikant

niedrigere Werte als bei positiver Mikrobiologie (p= 0,0004).
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Abbildung 55: Finzelwerte der Konzentration des Surfactantprotein A. Keine signifikanten

Unterschiede.
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Abbildung 56: Einzelwerte der Konzentration des Surfactantprotein B. Signifikant hohere
Werte bei nachgewiesenem Staphylococcus aureus als bei nachgewiesenem Pseudomonas

aeruginosa (p= 0,0497).
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Abbildung 57: Einzelwerte der Konzentration des Surfactantprotein C. Keine signifikanten

Unterschiede.
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Abbildung 58: Einzelwerte der Konzentration des Surfactantprotein D. Bei steriler Lavage
signifikant hohere Werte als bei positiver Mikrobiologie (p= 0,0144). Nach Ausschluss des
AusreiBBerwerts bei 102 ng/ml blieb der Unterschied signifikant.
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Abbildung 59: Einzelwerte der Proteinkonzentration. Keine signifikanten Unterschiede.



72 Ergebnisse: C. Vergleich verschiedener Gruppen

400+
5 o o o
=
o
£ _ 300
Qo
c o
o o o o
22
B g 200+ o o o
Q=
- " "
L~
o . o o o
o
b 100 foo Y00n o oo a
c EE|:|I:|E| Ennnn =} EEDD o
ok o B Ee
B oBgoo
0 u et L o EEED o
= c = [0) (%) o]
> © o 5 > n
] 5 N 3 o e
2 o c S S
@ + © © >
m 5 %) o
®© ®©
2 o

Abbildung 60: Einzelwerte der absoluten Granulozytenzahl. Bei steriler Lavage signifikant

niedrigere Werte als bei positiver Mikrobiologie (p= 0,0375).
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D. Korrelationen

Die Anzahl der Wertepaare, die Werte des Korrelationskoeffizienten nach Spearman und die
p- Werte sind der Tabelle des jeweiligen Abschnitts zu entnehmen. Die Einzelwerte sind im

tabellarischen Anhang aufgefiihrt.

1. Biophysik

a. Adsorption

Die im pulsierenden Blasensurfactometer gemessene Adsorption war statistisch abhéngig von
der Recovery der gepoolten Fraktionen (riickgewonnenes Volumen der gepoolten Fraktionen
dividiert durch das instillierte Volumen der gepoolten Fraktionen in Prozent). Die Adsorption
korrelierte nicht mit den Werten der Lungenfunktion: forcierte Vitalkapazitit (FVC),
Forcierte Einsekundenkapazitit (FEV ), Maximale exspiratorische Atemstromstirke (MEF;s,
MEF;s)5). Die Korrelationen mit dem Alter und dem Body Mass Index der Patienten waren
statistisch ~ signifikant (Abbildung 62, 63). Es bestanden statistisch signifikante
Zusammenhinge mit den anderen biophysikalischen Parametern: Die Adsorption korrelierte
hochsignifikant mit der minimalen Oberflichenspannung. Auch ein negativer Zusammenhang
mit dem % Offen und eine positive Korrelation mit dem initialen Druck waren signifikant
(Abbildung 64 — 66). AuBlerdem korrelierten die Adsorptionswerte statistisch signifikant mit
der Gesamtzellzahl, mit der relativen und der absoluten Zahl der neutrophilen Granulozyten
(Abbildung 67 — 69). Es bestanden keine signifikanten Zusammenhinge mit den

biochemischen Parametern (siche Tabelle 15).
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Abbildung 61: Streudiagramm von Recovery und Adsorption (Spearman p= 0,0181) mit

linearer Regressionskurve.
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Abbildung 62: Streudiagramm von Adsorption und Alter (Spearman p= 0,0053) mit linearer

Regressionskurve.
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Abbildung 63: Streudiagramm von Adsorption und Body Mass Index (Spearman p= 0,031)

mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 64: Streudiagramm von Adsorption und minimaler Oberflichenspannung

(Spearman p< 0,0001) mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 65: Streudiagramm von Adsorption und % Offen (Spearman p= 0,0002) mit

linearer Regressionskurve.
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Abbildung 66: Streudiagramm von Adsorption und initialem Druck (Spearman p= 0,021) mit

linearer Regressionskurve.
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Abbildung 67: Streudiagramm von Adsorption und Gesamtzellzahl (Spearman p= 0,009) mit

linearer Regressionskurve.
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Abbildung 68: Streudiagramm von Adsorption und neutrophile Granulozyten (Spearman p=

0,009) mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 69: Streudiagramm von Adsorption und Zahl der neutrophile Granulozyten

(Spearman p= 0,002) mit linearer Regressionskurve.

Wertepaare Spearman r p- Wert
Recovery (%) 75 -0,2722 0,0181*
FVC (% Soll) 62 0,01645 0,8990
FEV, (% Soll) 74 -0,04200 0,7224
MEF;5 (% Soll) 73 -0,1825 0,1223
MEF;75,25 (% Soll) 71 -0,04421 0,7143
Body Mass Index (kg/m°) 75 0,2496 0,0308 *
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Alter (Jahre) 75 0,3191 0,0053 *
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 75 0,4839 <0,0001 *
% Offen 73 -0,4232 0,0002 *
initialer Druck (cm H,O) 73 0,2704 0,0207 *
Gesamtzellzahl (10°/ml) 70 0,3120 0,0086 *
Neutrophile Granulozyten (%) 75 0,2983 0,0093 *
Neutrophile Granulozyten (106/ml) 74 0,3531 0,0020 *
SP-A (ng/ml) 75 -0,1681 0,1493
SP-B (ng/ml) 64 -0,09380 0,4610
SP-C (ng/ml) 64 0,09353 0,4623
SP-D (ng/ml) 75 -0,1504 0,1978
Proteinkonzentration (pg/ml) 75 -0,08605 0,4629
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 73 -0,07768 0,5136

Tabelle 15: Korrelationen der Adsorption; *statistisch signifikant

b. Minimale Oberflachenspannung

Die im pulsierenden Blasensurfactometer gemessene minimale Oberflichenspannung war
statistisch abhéngig von der Recovery der Bronchiallavage (Abbildung 70). Die minimale
Oberflichenspannung korrelierte auerdem mit dem Alter der Patienten (Abbildung 71). Wie
oben bereits beschrieben gab es einen statistisch hochsignifikanten Zusammenhang zwischen
dem Adsorptionswert und der minimalen Oberflichenspannung (Abbildung 64). Signifikante
Korrelationen mit den anderen biophysikalischen Parametern konnten nicht nachgewiesen
werden. Die minimale Oberflichenspannung korrelierte aulerdem mit der relativen Anzahl
der neutrophilen Granulozyten (Abbildung 72). Mit den anderen Zellparametern bestand kein
signifikanter Zusammenhang. Bei Betrachtung der biochemischen Parameter wurden
signifikante Korrelationen zwischen der minimalen Oberflichenspannung und den
Konzentrationen der Surfactantproteine A und D gefunden (Abbildung 73, 74)(siehe Tabelle
16).
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Abbildung 70: Streudiagramm der Recovery und der minimalen Oberflichenspannung

(Spearman p= <0,0001) mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 71: Streudiagramm der minimalen Oberflichenspannung und neutrophilen

Granulozyten (Spearman p= 0,032) mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 72: Streudiagramm der minimalen Oberflichenspannung und neutrophilen

Granulozyten (Spearman p= 0,010) mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 73: Streudiagramm der Konzentration von Surfactantprotein A und der minimalen
Oberflichenspannung (Spearman p= 0,007) mit linearer Regressionskurve. Selbst nach
Ausschluss des Wertes von Surfactantprotein A oberhalb 21811 ng/ml (oberhalb der
vierfachen Standerdabweichung) blieb diese Korrelation signifikant (Spearman r= -0,331; p=

0,0039).
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Abbildung 74: Streudiagramm der Konzentration von Surfactantprotein D und der minimalen

Oberflichenspannung (Spearman p< 0,0001) mit linearer Regressionskurve. Rechts: nach

Ausschluss der Konzentration von Surfactantprotein D oberhalb 100 ng/ml (oberhalb der

vierfachen Standerdabweichung) blieb diese Korrelation hochsignifikant (Spearman r= -0,432;

p=0,0001).

Wertepaare Spearman r p- Wert
Recovery (%) 75 -0,4250 <0,0001 *
FVC (% Soll) 62 0,07268 0,5745
FEV, (% Soll) 74 0,01788 0,8798
MEF;s5 (% Soll) 73 -0,1271 0,2838
MEF75/25 (% SOH) 71 -0,03140 0,7949
Body Mass Index (kg/m°) 75 0,1396 0,2323
Alter (Jahre) 75 0,2484 0,0317 *
Adsorption (mN/m) 75 0,4839 <0,0001 *
% Offen 73 -0,1403 0,2365
initialer Druck (cm H,O) 73 0,2056 0,0810
Gesamtzellzahl (10°/ml) 70 0,1846 0,1260
Neutrophile Granulozyten (%) 75 0,2942 0,0104 *
Neutrophile Granulozyten (106/ml) 74 0,1969 0,0927
SP-A (ng/ml) 75 -0,3088 0,0070 *
SP-B (ng/ml) 64 0,1628 0,1987
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SP-C (ng/ml) 64 -0,1662 0,1894
SP-D (ng/ml) 75 -0,4484 <0,0001 *
Proteinkonzentration (ug/ml) 75 -0,001060 0,9928
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 73 0,04521 0,7041

Tabelle 16: Korrelationen der minimalen Oberfldchenspannung; *statistisch signifikant.

c. % Offen

Das im Kapillarsurfactometer gemessene % Offen korrelierte mit dem Body Mass Index und
dem Alter der Patienten (Abbildung (75, 76). Wie oben schon dargestellt wurde, korrelierte
die Adsorption mit dem % Offen (Abbildung 65). Zudem bestand eine hochsignifikante
negative Korrelation mit dem ebenfalls im Kapillarsurfactometer gemessenen initialen Druck
(Abbildung 77). Das % Offen korrelierte signifikant negativ mit der Gesamtzellzahl und den
relativen und absoluten Granulozytenzahlen (Abbildung 78 - 80). Das % Offen korrelierte
aulerdem positiv mit der Konzentration von Surfactantprotein D und negativ mit der
Proteinkonzentration (Abbildung 81, 82). Mit den anderen biochemischen Parametern waren

keine signifikanten Korrelationen nachweisbar (siehe Tabelle 17).
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Abbildung 75: Streudiagramm des Body Mass Index und des % Offen (Spearman p= 0,0076)

mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 76: Streudiagramm des Alters und des % Offen (Spearman p= 0,0061) mit linearer

Regressionskurve.
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Abbildung 77: Streudiagramm des initialen Drucks und des %Offen (Spearman p< 0,0001)

mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 78: Streudiagramm des % Offen und der Gesamtzellzahl (Spearman p= 0,006) mit

linearer Regressionskurve.
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Abbildung 79: Streudiagramm des % Offen und der neutrophilen Granulozyten (Spearman p=

0,0011) mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 80: Streudiagramm des % Offen und der Zahl der neutrophilen Granulozyten

(Spearman p= 0,0036) mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 81: Streudiagramm des %Offen und der Proteinkonzentration (Spearman p= 0,034)
mit linearer Regressionskurve. Nach Ausschluss der Proteinkonzentrationen oberhalb der

dritten Standardabweichung (> 360 pg/ml) blieb diese Korrelation statistisch signifikant

(Spearman r= -0,245; p= 0,031).
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Abbildung 82: Streudiagramm der Konzentration von Surfactantprotein D und des % Offen
(Spearman p= 0,012) mit linearer Regressionskurve. Auch nach Ausschluss der
Surfactantprotein D Konzentration oberhalb 100 ng/ml (oberhalb der vierfachen

Standerdabweichung) blieb diese Korrelation signifikant (Spearman r= 0,260; p= 0,021).

Wertepaare Spearman r p- Wert
Recovery (%) 79 0,07366 0,5188
FVC (% Soll) 65 -0,1151 0,3614
FEV, (% Soll) 78 -0,1285 0,2623
MEF;s (% Soll) 77 0,1553 0,1775
MEF;5/5 (% Soll) 74 -0,1252 0,2880
Body Mass Index (kg/m°) 79 -0,2983 0,0076 *
Alter (Jahre) 79 -0,3057 0,0061 *
Adsorption (mN/m) 73 -0,4232 0,0002 *
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 73 -0,1403 0,2365
initialer Druck (cm H,0) 79 -0,4300 <0,0001 *
Gesamtzellzahl (106/m1) 74 -0,3150 0,0063 *
Neutrophile Granulozyten (%) 78 -0,3639 0,0011 *
Neutrophile Granulozyten (10°/ml) 78 -0,3260 0,0036 *
SP-A (ng/ml) 79 0,1263 0,2672
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SP-B (ng/ml) 68 -0,0006 0,9962
SP-C (ng/ml) 68 0,1249 0,3102
SP-D (ng/ml) 79 0,2803 0,0123 *
Proteinkonzentration (pg/ml) 79 -0,2395 0,0335 *
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 79 -0,1425 0,2104

Tabelle 17: Korrelationen des %Offen; *statistisch signifikant.

d. Initialer Druck

Der im Kapillarsurfactometer gemessene initiale Druck korrelierte mit dem
Lungenfunktionsparameter MEF75,,5 (Abbildung 83). Er korrelierte nicht mit den anderen
Lungenfunktionsparametern, dem Body Mass Index oder dem Alter der Patienten. Wie schon
oben erwidhnt wurde korrelierte der initiale Druck mit der Adsorption (Abbildung 66) und
auBerdem mit dem % Offen (Abbildung 77). Die Konzentration des Surfactantprotein A war
der einzige biochemische Parameter, zu dem eine Korrelation bestand (Abbildung 84) (siehe

Tabelle 18).
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Abbildung 83: Streudiagramm des MEF;s;5 und des initialen Drucks (Spearman p= 0,048)

mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 84: Surfactantprotein A und Adsorption (Spearman p= 0,0018) mit linearer

Regressionskurve. Auch nach Entfernung des Surfactantprotein A Wertes, oberhalb der

vierfachen Standardabweichung (> 21000 ng/ml) aus der Statistik, blieb diese Korrelation
signifikant (Spearman r= -0,334; p= 0,0028).

Wertepaare Spearman r p- Wert
Recovery (%) 79 -0,0946 0,4068
FVC (% Soll) 65 0,2152 0,0852
FEV, (% Soll) 78 0,2128 0,0615
MEF;s (% Soll) 77 0,01274 0,9124
MEF;5/5 (% Soll) 74 0,2308 0,0479 *
Body Mass Index (kg/mz) 79 0,1837 0,1050
Alter (Jahre) 79 0,1233 0,2789
Adsorption (mN/m) 73 0,2704 0,0207 *
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 73 0,2056 0,0810
% Offen 79 -0,4300 0,0001 *
Gesamtzellzahl (106/m1) 74 0,09396 0,4259
Neutrophile Granulozyten (%) 78 0,1214 0,2898
Neutrophile Granulozyten (106/ml) 78 0,1222 0,2864
SP-A (ng/ml) 79 -0,3465 0,0018 *
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SP-B (ng/ml) 68 0,03230 0,7937
SP-C (ng/ml) 68 0,1249 0,3102
SP-D (ng/ml) 79 -0,1595 0,1603
Proteinkonzentration (ug/ml) 79 0,008022 0,9441
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 79 -0,02083 0,8554

Tabelle 18: Korrelationen des initialen Drucks; *statistisch signifikant.

2. Zellzahlen der bronchoalveoldren Lavage
a. Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl korrelierte nicht mit den Werten der Lungenfunktion, dem Alter oder dem
Body Mass Index. Sie korrelierte aber, wie zuvor dargestellt, positiv mit den
Adsorptionswerten (Abbildung 67) und negativ mit dem % Offen (Abbildung 78). Eine
signifikante Korrelation mit der minimalen Oberfldchenspannung und dem initialen Druck
wurde nicht nachgewiesen. Es bestanden hoch signifikante Korrelationen mit der relativen
und der absoluten Zahl neutrophiler Granulozyten. Die Gesamtzellzahl korrelierte aulerdem
signifikant negativ mit der Konzentration des Surfactantprotein D (Abbildung 87). Mit den
anderen Surfactantproteinen, der Proteinkonzentration und der Phospholipidkonzentration

bestanden keine signifikanten Zusammenhénge (siehe Tabelle 19).
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Abbildung 85: Zahl der neutrophilen Granulozyten und Gesamtzellzahl (Spearman p< 0,0001)

mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 86: Prozentualer Anteil der neutrophilen Granulozyten und Gesamtzellzahl
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Abbildung 87: Surfactantprotein D Konzentration und Gesamtzellzahl (Spearman p= 0,011)

mit linearer Regressionskurve. Nach Ausschluss des SP-D Werts bei 102,09 ng/ml der

aullerhalb des Bereichs der vierfachen Standardabweichung lag, blieb diese Korrelation

signifikant (Spearman r= -0,267; p= 0,021).

Wertepaare Spearman r p- Wert
Recovery (%) 76 -0,0786 0,4999
FVC (% Soll) 63 0,2006 0,1150
FEV, (% Soll) 76 -0,1151 0,3219
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MEF;s (% Soll) 75 -0,1914 0,1000
MEF;5/5 (% Soll) 72 -0,1038 0,3856
Body Mass Index (kg/mz) 76 0,1837 0,1121
Alter (Jahre) 76 0,1727 0,1357
Adsorption (mN/m) 70 0,3120 0,0086 *
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 70 0,1846 0,1260

% Offen 74 -0,3150 0,0063 *
initialer Druck (cm H,O) 74 0,09396 0,4259
Neutrophile Granulozyten (%) 75 0,4468 <0,0001 *
Neutrophile Granulozyten (10°/ml) 76 0,9382 <0,0001 *
SP-A (ng/ml) 76 0,1322 0,2549
SP-B (ng/ml) 64 0,1637 0,1963
SP-C (ng/ml) 64 0,05823 0,6477
SP-D (ng/ml) 76 -0,2887 0,0114 *
Proteinkonzentration (pg/ml) 76 0,1648 0,1549
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 74 0,1479 0,2086

Tabelle 19: Korrelationen der Gesamtzellzahl; *statistisch signifikant.

b. Die relative Granulozytenzahl

Die relative Zahl der neutrophilen Granulozyten korrelierte nicht mit den
Lungenfunktionsparametern, mit dem Body Mass Index, oder dem Alter der Patienten. Wie
bereits oben dargestellt bestand zur Adsorption und zur minimalen Oberflichenspannung eine
positive (Abbildung 68, 72), zum % Offen eine negative (Abbildung 79) Korrelation. Es
wurde keine Korrelation mit dem initialen Druck nachgewiesen. Die relative Zahl der
neutrophilen Granulozyten korrelierte hochsignifikant mit der Gesamtzellzahl (Abbildung 86).
Ebenfalls hochsignifikant war die Korrelation mit der absoluten Zahl der neutrophilen
Granulozyten. Von den biochemischen Parametern korrelierten die Konzentrationen des
Surfactantprotein B positiv und die des Surfactantprotein D negativ mit der relativen

Granulozytenzahl. Mit den iibrigen Surfactantproteinen war keine Korrelation festzustellen.
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Die Proteinkonzentration und die Phospholipidkonzentration korrelierten positiv mit der

relativen Zahl der neutrophilen Granulozyten (Abbildung 89) (sieche Tabelle 20).

neutrophile Granulozyten (%)
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Abbildung 88: Zahl neutrophiler Granulozyten und prozentualer Anteil der neutrophilen

Granulozyten an der Gesamtzellzahl (Spearman p< 0,0001) mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 89: Konzentration von Surfactantprotein B und neutrophile Granulozyten

(Spearman p= 0,0267) mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 90: Konzentration von Surfactantprotein D und neutrophile Granulozyten

(Spearman p= 0,0005) mit linearer Regressionskurve. Nach Ausschluss des SP-D Wertes bei

102,09 ng/ml, der auBerhalb des Bereichs der vierfachen Standardabweichung lag, blieb diese

Korrelation signifikant (Spearman r= -0,363; p=0,001).

400
c [ ]
0
<
£ ~ 300-
3
ga -
e, - .
2 E 200
= D [ ]
(o1
o =
% [ ] e
2 100 - . o e
c | =m "a a
o

0

T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
neutrophile Granulozyten (%)

Abbildung 91: Phospholipidkonzentration und neutrophile Granulozyten (Spearman p= 0,031)

mit linearer Regressionskurve. Nach Ausschluss der Phospholipidwerte, die grofler als 197,05

pg/ml waren und damit auBerhalb des Bereichs der dreifachen Standardabweichung lagen,

war diese Korrelation nicht mehr statistisch signifikant (Spearman r= 0,218; p= 0,060).
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Abbildung 92: Proteinkonzentration und neutrophile Granulozyten (Spearman p= 0,0001) mit
linearer Regressionskurve. Nach Ausschluss der Proteinwerte, die iiber 360 pg/ml waren und
damit auBerhalb des Bereichs der dreifachen Standardabweichung lagen, blieb diese

Korrelation signifikant (Spearman r= 0,405; p= 0,0003).

Wertepaare Spearman r p- Wert
Recovery (%) 80 -0,0787 0,4875
FVC (% Soll) 66 0,04430 0,7239
FEV, (% Soll) 79 -0,1142 0,3164
MEF;s (% Soll) 78 -0,2048 0,0721
MEF;5/5 (% Soll) 75 -0,1314 0,2613
Body Mass Index (kg/m°) 80 0,2035 0,0702
Alter (Jahre) 80 0,2033 0,0705
Adsorption (mN/m) 75 0,2983 0,0093 *
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 75 0,2942 0,0104 *
% Offen 78 -0,3639 0,0011 *
initialer Druck (cm H,O) 77 0,1184 0,3049
Gesamtzellzahl (10°/ml) 75 0,4468 <0,0001 *
Neutrophile Granulozyten (10°/ml) 79 0,6728 <0,0001 *
SP-A (ng/ml) 80 0,02075 0,8550
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SP-B (ng/ml) 68 0,2688 0,0267 *
SP-C (ng/ml) 68 -0,07037 0,5685

SP-D (ng/ml) 80 -0,3814 0,0005 *
Proteinkonzentration (pg/ml) 80 0,4142 0,0001 *
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 78 0,2451 0,0306 *

Tabelle 20: Korrelationen des prozentualen Anteils der neutrophilen Granulozyten;

*statistisch signifikant.

c. Die absolute Granulozytenzahl

Die absolute Zahl neutrophiler Granulozyten korrelierte negativ mit der maximalen
exspiratorischen  Atemstromstidrke bei 25 % der Vitalkapazitit. Die anderen
Lungenfunktionsparameter, das Alter der Patienten und der Body Mass Index wiesen keinen
signifikanten Zusammenhang damit auf (Abbildung 93). Von den biophysikalischen
Parametern korrelierten der Adsorptionswert positiv (Abbildung 69) und das % Offen negativ
(Abbildung 80) mit der absoluten Zahl der neutrophilen Granulozyten. Die Konzentration des
Surfactantprotein D korrelierte negativ mit der absoluten Zahl der neutrophilen Granulozyten
(Abbildung 94). Nach Ausschluss der Phospholipidwerte, die oberhalb der dreifachen
Standardabweichung (360 pg/ml) lagen, wurde die Korrelation mit der Zahl der neutrophilen

Granulozyten statistisch signifikant (Abbildung 95) (siehe Tabelle 21).
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Abbildung 93: MEF,s und Zahl der neutrophile Granulozyten (Spearman p= 0,012) mit

linearer Regressionskurve.
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Abbildung 94: Konzentration von Surfactantprotein D und Zahl der neutrophilen
Granulozyten (Spearman p= 0,011) mit linearer Regressionskurve. Auch nach Ausschluss des
SP-D  Wertes bei 102,09 ng/ml, der auBerhalb des Bereichs der vierfachen
Standardabweichung lag, blieb diese Korrelation signifikant (Spearman r= -0,263; p= 0,019).
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Abbildung 95: Phospholipidkonzentration und Zahl der neutrophilen Granulozyten (Spearman
r= 0,256; p= 0,027) mit linearer Regressionskurve nach Ausschluss der Phospholipidwerte

oberhalb der dreifachen Standardabweichung.

Wertepaare Spearman r p- Wert
Recovery (%) 80 -0,1004 0,3757
FVC (% Soll) 67 0,1114 0,3694
FEV; (% Soll) 80 -0,1611 0,1533
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MEF;s (% Soll) 79 -0,2818 0,0119 *
MEF;5/5 (% Soll) 76 -0,1616 0,1631
Body Mass Index (kg/mz) 80 0,1963 0,0810
Alter (Jahre) 80 0,1728 0,1252
Adsorption (mN/m) 74 0,3531 0,0020 *
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 74 0,1969 0,0927

% Offen 78 -0,3260 0,0036 *
initialer Druck (cm H,O) 78 0,1222 0,2864
Gesamtzellzahl (10°/ml) 76 0,9382 <0,0001 *
Neutrophile Granulozyten (%) 79 0,6728 <0,0001 *
SP-A (ng/ml) 80 0,2036 0,0701
SP-B (ng/ml) 68 0,1695 0,1669
SP-C (ng/ml) 68 0,07817 0,5263
SP-D (ng/ml) 80 -0,2838 0,0107 *
Proteinkonzentration (pg/ml) 80 0,1986 0,0773
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 78 0,2122 0,0621

Tabelle 21: Korrelationen der Zahl der neutrophilen Granulozyten; *statistisch signifikant.
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3. Biochemische Parameter

a. Gesamtproteinkonzentration

Die Gesamtproteinkonzentration korrelierte negativ mit dem % Offen (Abbildung 81). Zu den
anderen biophysikalischen Parametern waren keine Korrelationen festzustellen. Die
Proteinkonzentration korrelierte eng mit der relativen Zahl der neutrophilen Granulozyten
(Abbildung 92). Es bestanden daneben eine hochsignifikante Korrelation zur
Phospholipidkonzentration (Abbildung 96) und eine Korrelation mit der Konzentration des
Surfactantprotein B (Abbildung 97). Nach Ausschluss der Proteinkonzentrationen oberhalb
der dreifachen Standardabweichung korrelierte die Proteinkonzentration mit der
Konzentration des Surfactantprotein A. Zuvor war diese Korrelation statistisch nicht

signifikant (Abbildung 98) (siehe Tabelle 22).
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Abbildung 96: Streudiagramm der Phospholipidkonzentration und der Proteinkonzentration
(Spearman p= 0,0001) mit linearer Regressionskurve. Nach Entfernen der
Proteinkonzentrationen oberhalb der dritten Standardabweichung (360 pg/ml) und der

Phospholipidwerte oberhalb der dritten Standardabweichung (197 pg/ml) aus der Statistik,
blieb diese Korrelation signifikant (Spearman r= 0,502; p< 0,0001).
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Abbildung 97: Surfactantprotein B und Proteinkonzentration (Spearman p= 0,0006) mit
linearer Regressionskurve. Nach Ausschluss der Proteinkonzentrationen oberhalb der
dreifachen Standardabweichung (360 pg/ml) aus der Statistik blieb diese Korrelation
weiterhin signifikant (Spearman r= 0,396; p= 0,0009).
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Abbildung 98: Streudiagramm von Surfactantprotein A und der Proteinkonzentration
(Spearman r= 0,249; p= 0,028) mit linearer Regressionskurve nach Ausschluss der

Proteinwerte oberhalb 360 pg/ul.
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Wertepaare Spearman r p- Wert
Recovery (%) 81 -0,0305 0,7868
FVC (% Soll) 67 0,1522 0,2190
FEV, (% Soll) 80 0,1479 0,1906
MEF:s (% Soll) 79 0,07757 0,4968
MEF;5/5 (% Soll) 76 0,1403 0,2268
Body Mass Index (kg/mz) 81 0,04869 0,6660
Alter (Jahre) 81 0,01575 0,8890
Adsorption (mN/m) 75 -0,08605 0,4629
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 75 -0,001060 0,9928
% Offen 79 -0,2395 0,0335 *
initialer Druck (cm H,O) 79 0,008022 0,9441
Gesamtzellzahl (106/m1) 76 0,1648 0,1549
Neutrophile Granulozyten (%) 80 0,4142 0,0001 *
Neutrophile Granulozyten (106/ml) 80 0,1986 0,0773
SP-A (ng/ml) 81 0,1682 0,1334
SP-B (ng/ml) 68 0,4065 0,0006 *
SP-C (ng/ml) 68 0,02168 0,8607
SP-D (ng/ml) 81 -0,0006098 0,9957
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 79 0,5617 0,0001 *

Tabelle 22: Korrelationen der Proteinkonzentration; *statistisch signifikant.

b. Phospholipidkonzentration

Die Phospholipidkonzentration korrelierte, wie bereits weiter oben gezeigt, mit der relativen
Zahl der neutrophilen Granulozyten in der Lavage (Abbildung 91) und nach Ausschluss der
Phospholipidwerte oberhalb der dreifachen Standardabweichung auch mit der absoluten Zahl
der neutrophilen Granulozyten (Abbildung 95). Sie korrelierte zudem mit der Konzentration
der Surfactantproteine A und B (Abbildung 99, 100). Wie bereits dargestellt korrelierte die
Proteinkonzentration mit der Phospholipidkonzentration (Abbildung 96). Signifikante
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Korrelationen mit den klinischen und den biophysikalischen Parametern konnten nicht

nachgewiesen werden (siehe Tabelle 23).
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Abbildung 99: Surfactantprotein A und Phospholipidkonzentration (Spearman p= 0,0019) mit
linearer Regressionskurve. Nach Ausschluss der Phospholipidwerte oberhalb der dritten
Standardabweichung (197 pg/ml) aus der Statistik, blieb diese Korrelation signifikant
(Spearman r= 0,371; p= 0,001).

400+

~ 300+

Phospholipidkonzentration
(ng/ml Pellet
— N
o o
° 9

0 250 500 750 1000 1250 1500

SP-B (ng/ml)
Abbildung 100: Surfactantprotein B und Phospholipidkonzentration (Spearman p= 0,0009)
mit linearer Regressionskurve. Nach Ausschluss der Phospholipidwerte oberhalb der dritten

Standardabweichung (197 pg/ml) aus der Statistik, blieb diese Korrelation signifikant
(Spearman r= 0,3592; p=0,0031).
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Wertepaare Spearman r p- Wert

Recovery (%) 79 0,0571 0,6170
FVC (% Soll) 65 0,08510 0,5003
FEV, (% Soll) 78 0,03633 0,7522
MEF:s (% Soll) 77 0,09469 0,4127
MEF;5/5 (% Soll) 74 0,1515 0,1976
Body Mass Index (kg/mz) 79 0,1070 0,3477
Alter (Jahre) 79 0,1401 0,2180
Adsorption (mN/m) 73 -0,07768 0,5136
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 73 0,04521 0,7041
% Offen 79 -0,1425 0,2104
initialer Druck (cm H,O) 79 -0,02083 0,8554
Gesamtzellzahl (106/m1) 74 0,1479 0,2086
Neutrophile Granulozyten (%) 78 0,2451 0,0306 *
Neutrophile Granulozyten (106/ml) 78 0,2122 0,0621
SP-A (ng/ml) 79 0,3439 0,0019 *
SP-B (ng/ml) 68 0,3943 0,0009 *
SP-C (ng/ml) 68 0,03363 0,7854
SP-D (ng/ml) 79 0,002093 0,9854
Proteinkonzentration (pg/ml) 79 0,5617 <0,0001 *

Tabelle 23: Korrelationen der Phospholipidkonzentration; *statistisch signifikant.

c. Surfactantprotein A

Wie bereits gezeigt, korrelierte die Konzentration des Surfactantprotein A negativ mit der
minimalen Oberflichenspannung (Abbildung 73) und dem initialen Druck (Abbildung 84).
Die Konzentration des Surfactantprotein A korrelierte mit der Phospholipidkonzentration
(Abbildung 99). Es bestand ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den
Konzentrationen der Surfactantproteine A und B (Abbildung 101). Nach Ausschluss der

Werte von Surfactantprotein D und A oberhalb der vierfachen Standardabweichung wurde die
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Korrelation zwischen beiden Surfactantproteinen signifikant (Abbildung 102). Es wurden

keine signifikanten Korrelationen mit den klinischen Parametern und den Zellzahlen

nachgewiesen (siehe Tabelle 24).
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Abbildung 101: Surfactantprotein A und Surfactantprotein B (Spearman p= 0,0379) mit

linearer Regressionskurve. Nach Ausschluss des Surfactantprotein A Wertes oberhalb der

vierfachen Standardabweichung (> 21000 ng/ml) von der Statistik, war diese Korrelation

nicht mehr signifikant (Spearman r= 0,2375; p= 0,0529).
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Abbildung 102: Streudiagramm von Surfactantprotein A und Surfactantprotein D (Spearman

r= 237; p= 0,036) mit linearer Regressionskurve nach Ausschluss des Surfactantprotein D

Wertes bei 102,09 ng/ml und des Surfactantprotein A Wertes bei 21811 ng/ml.
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Wertepaare Spearman r p- Wert
Recovery (%) 81 0,0746 0,5080
FVC (% Soll) 67 -0,1276 0,3035
FEV, (% Soll) 80 -0,1347 0,2334
MEF:s (% Soll) 79 0,08135 0,4760
MEF;5/5 (% Soll) 76 -0,1201 0,3014
Body Mass Index (kg/mz) 81 0,04923 0,6625
Alter (Jahre) 81 0,1413 0,2082
Adsorption (mN/m) 75 -0,1681 0,1493
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 75 -0,3088 0,0070 *
% Offen 79 0,1263 0,2672
initialer Druck (cm H,O) 79 -0,3465 0,0018 *
Gesamtzellzahl (106/m1) 76 0,1322 0,2549
Neutrophile Granulozyten (%) 80 0,02075 0,8550
Neutrophile Granulozyten (106/ml) 80 0,2036 0,0701
SP-B (ng/ml) 68 0,2523 0,0379 *
SP-C (ng/ml) 68 0,1628 0,1848
SP-D (ng/ml) 81 0,2019 0,0707
Proteinkonzentration (ug/ml) 81 0,1682 0,1334
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 79 0,3439 0,0019 *

Tabelle 24: Korrelationen des Surfactantprotein A; *statistisch signifikant.

d. Surfactantprotein B

Die Konzentration des Surfactantprotein B korrelierte, wie bereits gezeigt, mit der
Konzentration des Surfactantprotein A (Abbildung 101), der Proteinkonzentration (Abbildung
98) und der Phospholipidkonzentration(Abbildung 100). Es bestand ansonsten noch eine
hochsignifikante Korrelation mit dem Surfactantprotein C. Signifikante Korrelationen mit den

iibrigen hier betrachteten Parametern wurden nicht nachgewiesen (Tabelle 25).
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Abbildung 103: Surfactantprotein B und Surfactantprotein C (Spearman p= 0,0002) mit

linearer Regressionskurve.

Wertepaare Spearman r p- Wert
Recovery (%) 68 -0,0630 0,6097
FVC (% Soll) 56 0,1195 0,3806
FEV; (% Soll) 68 -0,03323 0,7879
MEF;s (% Soll) 67 -0,06383 0,6078
MEF;5/25 (% Soll) 64 -0,0938 0,4610
Body Mass Index (kg/mz) 68 -0,00571 0,9632
Alter (Jahre) 68 -0,03668 0,7665
Adsorption (mN/m) 64 0,1462 0,2490
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 64 0,1628 0,1987
% Offen 68 -0,0005919 0,9962
initialer Druck (cm H,0) 68 0,0323 0,7937
Gesamtzellzahl (10°/ml) 64 0,1637 0,1963
Neutrophile Granulozyten (%) 68 0,2688 0,0267 *
Neutrophile Granulozyten (10°/ml) 68 0,1695 0,1669
SP-A (ng/ml) 68 0,2523 0,0379 *
SP-C (ng/ml) 68 0,4402 0,0002 *
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SP-D (ng/ml) 68 -0,006719 0,9566
Proteinkonzentration (ug/ml) 68 0,4065 0,0006 *
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 68 0,3943 0,0009 *

Tabelle 25: Korrelationen des Surfactantprotein B; *statistisch signifikant.

e. Surfactantprotein C

Wie bereits dargestellt, korrelierte die Konzentration an Surfactantprotein C mit der
Konzentration des Surfactantprotein B (Abbildung 103). Zusitzlich bestand eine
hochsignifikante Korrelation mit der Konzentration des Surfactantprotein D. Zu keinen der

iibrigen Parameter bestand ein signifikanter Zusammenhang (siehe Tabelle 26).
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Abbildung 104: Konzentration von Surfactantprotein C und Surfactantprotein D (Spearman
p= 0,0093) mit linearer Regressionskurve. Nach Ausschluss des SP-D Wertes bei 102,09
ng/ml, der auBlerhalb des Bereichs der vierfachen Standardabweichung lag, blieb diese

Korrelation signifikant (Spearman r= 0,309; p= 0,0109).

Wertepaare Spearman r p- Wert
Recovery (%) 68 0,0717 0,5612
FVC (% Soll) 56 -0,1232 0,3658
FEV, (% Soll) 68 -0,1061 0,3893
MEF;s (% Soll) 67 0,03079 0,8046
MEF;5/5 (% Soll) 64 -0,1522 0,2300
Body Mass Index (kg/mz) 68 -0,1139 0,3553




Ergebnisse: D. Korrelation

107

Alter (Jahre) 68 -0,03486 0,7778
Adsorption (mN/m) 64 0,09353 0,4623
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 64 -0,1662 0,1894
% Offen 68 0,1249 0,3102
initialer Druck (cm H,O) 68 -0,05369 0,6636
Gesamtzellzahl (10°/ml) 64 0,05823 0,6477
Neutrophile Granulozyten (%) 68 -0,07037 0,5685
Neutrophile Granulozyten (106/ml) 68 0,07817 0,5263
SP-A (ng/ml) 68 0,1628 0,1848
SP-B (ng/ml) 68 0,4402 0,0002 *
SP-D (ng/ml) 68 0,3131 0,0093 *
Proteinkonzentration (pg/ml) 68 0,02168 0,8607
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 68 0,03363 0,7854

Tabelle 26: Korrelationen des Surfactantprotein C; *statistisch signifikant.

f. Surfactantprotein D

Die Konzentration von Surfactantprotein D war statistisch abhingig von der Recovery der
Bronchiallavage (Abbildung 105). Es konnte eine hochsignifikante negative Korrelation
zwischen der Konzentration des Surfactantprotein D und der minimalen Oberflichenspannung
statistisch belegt werden (Abbildung 74). Zum % Offen bestand ebenfalls eine signifikante
Korrelation (Abbildung 82). Nach Ausschluss des Surfactantprotein D Wertes oberhalb der
vierfachen Standardabweichung (102,09 ng/ml) war die Signifikanz beziiglich der
biophysikalischen ~Werte unverindert. Es waren signifikante Korrelationen zur
Gesamtzellzahl (Abbildung 87), zur Zahl der neutrophilen Granulozyten (Abbildung 94), zum
prozentualen Anteil der neutrophilen Granulozyten (Abbildung 90) und zur Konzentration des

Surfactantprotein C (Abbildung 104) nachweisbar (siche Tabelle 27).




108 Ergebnisse: D. Korrelation

150+
€ 100 ]
(@]
=S
(m)]
a
@ 50
: - l. J.._..:_:_.!, ..............
0 e e e,

T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

Recovery der gepoolten Fraktionen (%)

Abbildung 105: Streudiagramm von der Recovery und der Konzentration Surfactantprotein D
(Spearman p= 0,3505) mit linearer Regressionskurve; Nach Ausschluss des SP-D Wertes bei
102,09 ng/ml, der auBerhalb des Bereichs der vierfachen Standardabweichung lag, blieb diese
Korrelation signifikant (Spearman r= 0,3366; p= 0,0023).

Wertepaare Spearman r p- Wert
Recovery (%) 81 0,3505 0,0013*
FVC (% Soll) 67 -0,01457 0,9069
FEV, (% Soll) 80 -0,01009 0,9292
MEF;s (% Soll) 79 0,07139 0,5319
MEF;5/5 (% Soll) 76 -0,08455 0,4677
Body Mass Index (kg/mz) 81 -0,1334 0,2351
Alter (Jahre) 81 -0,1716 0,1256
Adsorption (mN/m) 75 -0,1504 0,1978
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 75 -0,4484 <0,0001 *
% Offen 79 0,2803 0,0123 *
initialer Druck (cm H,O) 79 -0,1595 0,1603
Gesamtzellzahl (10°/ml) 76 -0,2887 0,0114 *
Neutrophile Granulozyten (%) 80 -0,3814 0,0005 *
Neutrophile Granulozyten (106/ml) 80 -0,2838 0,0107 *
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SP-A (ng/ml) 81 0,2019 0,0707
SP-B (ng/ml) 68 -0,0067 0,9566
SP-C (ng/ml) 68 0,3131 0,0093 *
Proteinkonzentration (pg/ml) 81 -0,00061 0,9957
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 79 0,002093 0,9854

Tabelle 27: Korrelationen des Surfactantprotein D; * statistisch signifikant.

4. Alter

Es bestand eine signifikante Korrelation zwischen dem Alter und dem Body Mass Index
(Abbildung 106). Wie bereits oben beschrieben, korrelierten die Adsorption (Abbildung 67)
und die minimale Oberflichenspannung (Abbildung 71) positiv und das % Offen (Abbildung
76) negativ mit dem Alter der Patienten (siehe Tabelle 28).

o

Alter (Jahre)

Abbildung 106: Streudiagramm von Alter und Body Mass Index der Patienten (Spearman p<

0,0001) mit linearer Regressionskurve.

Wertepaare Spearman r p- Wert
Recovery (%) 81 -0,1076 0,3389
FVC (% Soll) 67 0,06930 0,5774
FEV, (% Soll) 80 0,09268 0,4135
MEF;s (% Soll) 79 -0,1217 0,2853
MEF;5/5 (% Soll) 76 0,01946 0,8675
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Body Mass Index (kg/mz) 81 0,7030 <0.0001 *
Adsorption (mN/m) 75 0,3191 0,0053 *
Minimale Oberflachenspannung (mN/m) | 75 0,2484 0,0317 *
% Offen 79 -0,3057 0,0061 *
initialer Druck (cm H,O) 79 0,1233 0,2789
Gesamtzellzahl (10°/ml) 76 0,1727 0,1357
Neutrophile Granulozyten (%) 80 0,2033 0,0705
Neutrophile Granulozyten (1 06/m1) 80 0,1728 0,1252
SP-A (ng/ml) 81 -0,1413 0,2082
SP-B (ng/ml) 68 -0,03668 0,7665
SP-C (ng/ml) 68 -0,03486 0,7778
SP-D (ng/ml) 81 -0,1716 0,1256
Proteinkonzentration (ug/ml) 81 0,01575 0,8890
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 79 -0,1401 0,2180

Tabelle 28: Korrelationen des Alters der Patienten; *statistisch signifikant.
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5. Body Mass Index

Der Body Mass Index der Patienten korrelierte mit zwei Lungenfunktionsparametern: FVC
und FEV, (Abbildung 107, 108). Wie bereits oben gezeigt bestanden statistisch signifikante
Zusammenhinge zwischen dem Body Mass Index und dem Alter (Abbildung 106), der
Adsorption (Abbildung 63) und dem % Offen (Abbildung 75) (siehe Tabelle 29).
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Abbildung 107: Streudiagramm von Body Mass Index und forcierter Vitalkapazitit

(Spearman p= 0,0053) mit linearer Regressionskurve.
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Abbildung 108: Streudiagramm von Body Mass Index und der Einsekundenkapazitit

(Spearman p= 0,0053) mit linearer Regressionskurve.
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Wertepaare Spearman r p- Wert

Recovery (%) 81 0,0514 0,6486
FVC (% Soll) 67 0,3373 0,0053 *
FEV, (% Soll) 80 0,2775 0,0127 *
MEF;s (% Soll) 79 -0,01827 0,8730
MEF;5/5 (% Soll) 76 0,1339 0,2487
Alter (Jahre) 81 0,7030 <0.0001 *
Adsorption (mN/m) 75 0,2496 0,0308 *
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 75 0,1396 0,2323
% Offen 79 -0,2983 0,0076 *
initialer Druck (cm H,O) 79 0,1837 0,1050
Gesamtzellzahl (10°/ml) 76 0,1837 0,1121
Neutrophile Granulozyten (%) 80 0,2035 0,0702
Neutrophile Granulozyten (106/ml) 80 0,1963 0,0810
SP-A (ng/ml) 81 -0,04923 0,6625
SP-B (ng/ml) 68 -0,005707 0,9632
SP-C (ng/ml) 68 -0,1139 0,3553
SP-D (ng/ml) 81 -0,1334 0,2351
Proteinkonzentration (pg/ml) 81 0,04869 0,6660
Phospholipidkonzentration (pug/ml) 79 -0,1070 0,3477

Tabelle 29: Korrelationen des Body Mass Indexes; *statistisch signifikant.
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E. Sequenzielle bronchoalveolidre Lavage

Die Patienten der BEAT- Studie wurden mit einem Abstand von jeweils 18 Monaten
insgesamt dreimal lavagiert (sieche Methoden).

In dieser Arbeit wurde die Verlaufsanalyse nur anhand der Patienten durchgefiihrt, bei denen
von allen drei Zeitpunkten geniigend Lavagematerial verfiigbar war, um die biophysikalischen
Eigenschaften untersuchen zu konnen. Bei 37 Patienten war eine Menge von mehr als 5 ml an
BAL- Fliissigkeit von allen drei BALs verfiigbar. Fiir eine Messung der Oberflichenspannung
mit dem pulsierenden Blasensurfactometer war eine Phospholipidmenge von mindestens 40
ug erforderlich. Diese Menge lag bei 22 dieser Patienten vor. Nachdem Proben von zwei
Patienten verloren gingen, blieben insgesamt 20 Patienten. Diese hatten ein mittleres Alter
von 9,5 Jahren (5 — 16 Jahre), 13 waren weiblich und 7 méinnlich (siehe Tabelle 30 und
Anhang), 9 Patienten mit und 11 ohne Pulmozyme (fiir die mikrobiologischen Befunde und
Einzelwerte siche Anhang).

Da fiir die Messung mit dem Kapillarsurfactometer nur eine Menge von 10 pg Phospholipid
notwendig war konnten diesbeziiglich 9 zusitzliche Patienten analysiert werden. Fiir die
Darstellung der Verldufe aller Parameter (z.B. Lungenfunktion, Proteinkonzentrationen,
Zellzahlen...) wurde primir die Gruppe der 20 Patienten betrachtet. Stellten sich die Verldufe

bei den 29 Patienten anders dar, so wurde das an entsprechender Stelle erwéhnt.

1. Unterschied zwischen den Verlaufsgruppen und der Grundgesamtheit

Zunachst wurde statistisch getestet, ob sich die im Verlauf beobachteten Patienten (n= 20 bzw.
29) beziiglich der untersuchten Parameter von der Grundgesamtheit (n= 81) unterschieden.
Dazu wurden die Werte der untersuchten Parameter der ersten Lavage mit dem nichtgepaarten
nichtparametrischen Test nach Mann Whitney verglichen. Es waren keine signifikanten

Unterschiede festzustellen (siehe Tabelle im Anhang).
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2. Verlauf

Die Werte der drei Lavagezeitpunkte wurden mit dem gepaarten nichtparametrischen Test

nach Wilcoxon verglichen (Tabelle 30, 31). Der Test nach Friedmann konnte wegen der bei

einigen Parametern fehlenden Werte nicht angewendet werden.

1. Lavage (0 Jahre)

2. Lavage (1,5 Jahre)

3. Lavage (3 Jahre)

FVC (% Soll)

90,95
(71,34 - 120,70), 19

87,96
(62,64 - 125,50), 18

85,85
(66,31 - 124,10), 16

FEV, (% Soll)

93,54
(51,97 - 117,50), 20

87,43
(61,32 - 127,90), 20

76,77
(61,05 - 119,90), 17

MEF;s (% Soll)

69,24
(27,14 - 154,60), 20

47,26
(19,35 - 127,90), 20

38,50
(15,79 - 107,90), 17

MEF75/25 (% SOH)

75,87
(32,06 - 128,20), 20

80,00
(46,21 - 124,70), 19

74,76
(34,75 - 123,40), 15

Body Mass Index 15,98 16,44 17,14
(kg/m?®) (12,93 - 21,85), 20 (13,97 - 23,70), 20 (14,58 - 25,46), 20
Adsorption (mN/m) 45,7 45,5 50,7

(20,3 - 55,4), 20 (22,9-63,9), 20 (22,9 - 69,6), 20
Min. Oberfldchensp. 18,6 18,0 19,8
(mN/m) (0,0 -21,0), 20 (1,1-32,7),20 (4,0-46,2), 20
% Offen 9,1 75,4 9,6

(0,0 - 86,8), 20 (0,1 -95,6), 20 (0,0-91,3), 20
initialer Druck 7,3 8,2 8,7
(cm H,0) (4,6 - 10,8), 20 (5,2-10,7), 20 (5,4-11,9),20
Gesamtzellzahl 0,56 5,12 3,22
(10°/ml) (0,01 - 108,00), 19 (0,08 - 137,50), 20 (0,22 - 114,20), 20
Neutrophile 15,35 20,20 21,65

Granulozyten (%)

(0,60 - 71,00), 20

(0,80 - 65,00), 19

(1,30 - 93,10), 20

Neutrophile
Granulozyten ( 10%/ml)

0,0517
(0,000 - 76,680), 20

0,233
(0,002 - 32,160), 19

0,711
(0,0029 - 73,320), 20

SP-A (ng/ml)

5312,0
(2409,0 - 13218,0),
20

5580,0
(1334,0 - 13048,0),
20

3782,0
(128,6 - 13624,0), 19
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SP-B (ng/ml)

397.5
(247,2 - 1219,0), 15

897.5
(472,5 - 1252,0), 20

847,0
(375,5 - 1602,0), 20

SP-C (ng/ml)

635.,0
(37,0 - 1557,0), 15

638,7
(391,5 - 2012,0), 20

581,2
(15,5 - 1489,0), 20

SP-D (ng/ml)

7,41
(1,17 - 22,06), 20

5,41
(1,48 - 43,46), 20

6,25
(0,00 - 48,21), 20

Proteinkonzentration 104,70 97,88 94,20
(ug/ml) (52,60 - 382,40), 20 | (46,60 - 193,40), 20 | (38,44 - 258,80), 19
Phospholipid - 50,37 33,56 32,64

konzentration (ug/ml) | (19,45 - 102,50), 20

(20,75 - 429,40), 20

(14,84 - 70,00), 20

Tabelle 30: Median (Spannweite), Anzahl.

1vs.2 Lavage | 2 vs.3 Lavage | 1 vs.3 Lavage
FVC (% Soll) 0,9152 0,0730 0,2293
FEV, (% Soll) 0,6342 0,0511 0,0955
MEF;s (% Soll) 0,0313 * 0,0865 0,0226 *
MEF;5/5 (% Soll) 0,9119 0,0107 * 0,0730
Body Mass Index (kg/m”) 0,0006 * 0,0067 * 0,0002 *
Adsorption (mN/m) 0,9182 0,1823 0,0183 *
Minimale Oberflichenspannung (mN/m) | 0,6882 0,0308 * 0,0104 *
% Offen 0,0026 * 0,0377 * 0,8593
initialer Druck (cm H,0) 0,2513 0,4039 0,0084 *
Gesamtzellzahl (10°/ml) 0,0308 * 0,5820 0,1013
Neutrophile Granulozyten (%) 0,5004 0,0308 * 0,1067
Neutrophile Granulozyten (10°/ml) 0,1395 0,3394 0,0492 *
SP-A (ng/ml) 0,9759 0,0659 0,1192
SP-B (ng/ml) 0,0479 * 0,6610 0,0256 *
SP-C (ng/ml) 0,5614 0,0880 0,2769
SP-D (ng/ml) 0,4170 0,9777 0,4387
Proteinkonzentration (pg/ml) 0,4387 0,9759 0,6364
Phospholipidkonzentration (ug/ml) 0,5820 0,0313 * 0,0060 *

Tabelle 31: p- Werte des Wilcoxon- Tests; *statistisch signifikanter Unterschied.
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a. Verlauf der biophysikalischen Parameter

Die Oberflichenspannungswerte der Adsorption stiegen von der ersten zur dritten Lavage
signifikant an (Abbildung 109, 110). Bei der minimalen Oberflichenspannung waren die
Werte des dritten Lavagezeitpunkts signifikant hoher, als die der ersten beiden Zeitpunkte
(Abbildung 111, 112). Das % Offen des zweiten Lavagezeitpunkts war verglichen mit den
Werten aus dem ersten und dem dritten Zeitpunkt signifikant hoher. Die Werte des ersten und
dritten Zeitpunkts unterschieden sich aber nicht wesentlich. Die Gruppe der 29 Patienten
verhielt sich @hnlich. Auch hier gab es einen signifikanten Anstieg vom ersten zum zweiten
Lavagezeitpunkt (Abbildung 113, 114). Der initiale Druck stiegen bei beiden Gruppen vom
ersten zum dritten Lavagezeitpunkt signifikant an. Der Anstieg der % Offen- Werte zum
zweiten Zeitpunkt wirkte sich nicht auf den initialen Druck aus (Abbildung 115, 116) (siehe
Tabelle 30, 31).
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Abbildung 109: Verlauf der Adsorption; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler
(mCystische Fibrose, oKontrollgruppe).



Ergebnisse: E. Sequenzielle bronchoalveolire Lavage 117

75+

50

25

Adsorption (mN/m)

Zeit (Jahre)

Abbildung 110: Einzelwerte der Adsorption im Verlauf.
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Abbildung 111: Verlauf minimalen Oberflichenspannung; arithmetisches Mittel und

Standardmessfehler (m Cystische Fibrose, o Kontrollgruppe).
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Abbildung 112: Einzelwerte der minimalen Oberflichenspannung im Verlauf.
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Abbildung 113: Verlauf des % Offen; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler; links:

Gruppe mit 20 Patienten, rechts: Gruppe mit insgesamt 29 Patienten (m Cystische Fibrose, O

Kontrollgruppe).
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Abbildung 114: Einzelwerte des % Offen im Verlauf; links: Gruppe mit 20 Patienten, rechts:

Gruppe mit insgesamt 29 Patienten.
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Abbildung 115: Verlauf des initialen Drucks; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler
(m Cystische Fibrose, o Kontrollgruppe).

15.0q

12.54

10.04

7.5+

5.0+

initialer Druck (cm H,0)

2.5+

0.0

0 1 2 3
Zeit (Jahre)

Abbildung 116: Einzelwerte des initialen Drucks im Verlauf.
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b. Verlauf von Lungenfunktion und Body Mass Index

Die forcierte Vitalkapazitit (FVC) und die Einsekundenkapazitit (FEV,) verschlechterten
sich im Beobachtungszeitraum nicht signifikant (Abbildung 117, 118). Auch die Werte des
MEF;5,,5 waren sehr stabil (Abbildung 120). Der maximale exspiratorische Fluss bei 25 % der
Vitalkapazitiat (MEF,s) dnderte sich dagegen deutlich: Die Werte zum Zeitpunkt der zweiten
und dritten Lavage waren signifikant schlechter als die Ausgangswerte (Abbildung 119). Der
Body Mass Index stieg wihrend des Beobachtungszeitraums kontinuierlich und signifikant an

(Abbildung 121) (siehe Tabelle 30, 31).
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Abbildung 117: Verlauf des FVC; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 118: Verlauf des FEV; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 119: Verlauf des MEF;s; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 120: Verlauf des MEF;s)5; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 121: Verlauf des Body Mass Index; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.

c. Verlauf der Zellzahlen

Die Anzahl der Zellen in der BAL- Fliissigkeit nahm im Beobachtungszeitraum insgesamt zu.
Aufgrund der sehr groBen interindividuellen Unterschiede war der Anstieg oft nicht statistisch
signifikant: Die Gesamtzellzahl der zweiten Lavage war signifikant hoher als zum Zeitpunkt
der ersten Lavage. Der Zuwachs im Gesamtzeitraum war aber nicht signifikant (Abbildung
122). Auch die relative Zahl neutrophiler Granulozyten stieg im Beobachtungszeitraum an.
Wegen der relativ grofen Standardabweichungen war nur der Anstieg vom zweitem zum
dritten Zeitpunkt signifikant (Abbildung 123). Bei der absoluten Zahl der neutrophilen
Granulozyten konnte ein signifikanter Anstieg der Werte im Beobachtungszeitraum

nachgewiesen werden (Abbildung 124) (siehe Tabelle 30, 31).
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Abbildung 122: Verlauf der Gesamtzellzahl; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler
(mCystische Fibrose, oKontrollgruppe).
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Abbildung 123: Verlauf der relativen Zahl neutrophiler Granulozyten; arithmetisches Mittel
und Standardmessfehler (m Cystische Fibrose, o Kontrollgruppe).
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Abbildung 124: Verlauf der absoluten Zahl der neutrophilen Granulozyten; arithmetisches

Mittel und Standardmessfehler (m Cystische Fibrose, o Kontrollgruppe).

d. Verlauf der biochemischen Parameter

Die Konzentration des Surfactantprotein B war zum Zeitpunkt der zweiten und dritten Lavage
signifikant hoher als zur ersten Lavage (Abbildung 126). Die Konzentrationen der anderen
Surfactantproteine #nderten sich innerhalb des Beobachtungszeitraum nur tendenziell
(Abbildung 125, 127, 128). Auch die Gesamtproteinkonzentration #nderte sich nicht
signifikant (Abbildung 129). Die Phospholipidkonzentration verminderte sich innerhalb der
drei Jahre signifikant (Abbildung 130) (siehe Tabelle 30, 31).
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Abbildung 125: Verlauf der Konzentration von Surfactantprotein A; arithmetisches Mittel und

Standardmessfehler (wm Cystische Fibrose, o Kontrollgruppe).
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Abbildung 126: Verlauf der Konzentration von Surfactantprotein B; arithmetisches Mittel und

Standardmessfehler (w Cystische Fibrose, o Kontrollgruppe).
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Abbildung 127: Verlauf der Konzentration von Surfactantprotein C; arithmetisches Mittel und

Standardmessfehler (m Cystische Fibrose, o Kontrollgruppe).
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Abbildung 128: Verlauf der Konzentration von Surfactantprotein D; arithmetisches Mittel und

Standardmessfehler (wm Cystische Fibrose, o Kontrollgruppe).
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Abbildung 129: Verlauf der Gesamtproteinkonzentration; arithmetisches Mittel und

Standardmessfehler (m Cystische Fibrose, o Kontrollgruppe).
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Abbildung 130: Verlauf der Phospholipidkonzentration; arithmetisches Mittel und

Standardmessfehler (m Cystische Fibrose, 0 Kontrollgruppe); links mit und rechts ohne einen
Ausreillerwert bei 429 pg/ml, der Zwischenzeitliche Anstieg war ohne diesen Wert nicht

signifikant.

3. Einfluss des Therapiearmes auf den Verlauf

Bei der Betrachtung des Verlaufs stellte sich die Frage nach dem Einfluss von Pulmozyme
(rhDNAse), das neun der im Verlauf dargestellten Patienten bekamen. Zwei Patienten waren
von der Randomisierung wegen einer zu geringen relativen Granulozytenzahl (< 10 %)
ausgeschlossen (siehe Material und Methoden).

Es wurden die Werte der Patienten ohne Pulmozyme mit denen der Pulmozymegruppe zum
Zeitpunkt der ersten und der dritten Lavage verglichen und die Unterschiede mit dem
nichtparametrischen ungepaarten Mann- Whitney- Test untersucht. Die zwei Patienten, die
von der Randomisierung ausgeschlossen waren wurden zunéchst zu den randomisierten
Patienten ohne Pulmozyme gezihlt. Die statistischen Tests wurden dann unter Ausschluss
dieser beiden Patienten erneut berechnet. Die dadurch entstehenden Unterschiede der Statistik

wurden an entsprechender Stelle erwéhnt.

Kein Pulmozyme Pulmozyme p- Wert

FVC (% Soll) 88,60 94,19 0,5915
(77,35 - 119,0), 11 (71,34 - 120,7), 8

FEV; (% Soll) 93,87 93,37 0,8792
(74,63 - 117,2), 11 (51,97 -117.,5),9

MEF;s (% Soll) 73,36 56,03 0,4474
(47,86 - 154,6), 11 (27,14 - 107,1), 9
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MEF;5/5 (% Soll) 74,00 77,73 0,7612
(50,42 - 128,20), 11 (32,06 - 104,9), 9

Body Mass Index (kg/m°) 16,16 15,72 0,3234
(12,93 - 18,97), 11 (13,72 - 21,85), 9

Adsorption (mN/m) 48,9 43,6 0,5184
(24,9 - 55,1), 11 (20,3-554),9

Minimale Oberflichenspannung | 18,7 11,1 0,2388

(mN/m) (2,3-21,0), 11 (0,0-20,7),9

% Offen 8,6 9,5 0,7903
(0,0 - 86,8), 11 (0,0-57,0),9

initialer Druck (cm H,O) 7,8 6,5 0,4474
(5,2-10,4), 11 (4,6-10,8),9

Gesamtzellzahl (10°/ml) 2,88 0,32 0,8688
(0,01 - 108,00), 10 (0,04 - 24,00), 9

Neutrophile Granulozyten (%) 19,10 15,00 0,7041
(0,60 - 71,00), 11 (2,80 - 50,50), 9

Neutrophile Granulozyten 0,053 0,050 0,3620

(10%/ml) (0,000 - 76,68), 11 (0,0014 - 7,03), 9

SP-A (ng/ml) 5380.,0 5244.0 0,5949
(2409,0 - 13218,0), 11 | (2527,0 - 11653,0), 9

SP-B (ng/ml) 375.,5 610,8 0,6889
(290,2 - 1158,0), 9 (247,2 - 1219,0), 6

SP-C (ng/ml) 552,0 749,3 0,7756
(95,0 - 1298,0), 9 (37,0 - 1557,0), 6

SP-D (ng/ml) 6,9 11,5 0,1107
(1,2-14,6), 11 (2,2-22,1),9

Proteinkonzentration (ug/ml) 110,0 96,0 0,9394
(53,0-175,9), 11 (52,6-382,4),9

Phospholipidkonzentration 44.8 52,3 0,7612

(ng/ml)

(19,5 - 102,5), 11

(20,5 -81,2), 9

Tabelle 32: Median (Spannweite), Anzahl zum Zeitpunkt der ersten Lavage; *signifikante p-

Werte des Mann- Whitney- Tests.
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Kein Pulmozyme Pulmozyme p- Wert

FVC (% Soll) 85,85 84,95 0,9591
(66,31 - 124,1), 8 (67,81 - 120,7), 8

FEV, (% Soll) 76,77 79,49 0,8884
(61,05 -119,9), 9 (65,82-117,6), 8

MEF:s (% Soll) 53,74 36,77 0,9626
(16,35 - 107,9), 9 (15,79 - 94,74), 8

MEF;5/5 (% Soll) 52,26 78,27 0,4634
(34,75 -123,4), 8 (43,69 - 102,2), 7

Body Mass Index (kg/mz) 17,17 17,11 0,7041
(14,79 - 24,69), 11 (14,58 - 25,46), 9

Adsorption (mN/m) 60,0 47,0 0,2100
(27,9 - 66,2), 11 (22,9-69,6), 9

Minimale Oberflichenspannung | 19,9 19,7 0,8196

(mN/m) (5,8-46,2), 11 (4,0-42,4),9

% Offen 7,9 21,1 0,7612
(0,1 -288,5), 11 (0,0-91,3),9

initialer Druck (cm H,0) 8,2 8,9 0,9697
(6,0-11,9), 11 (5,4-10,3),9

Gesamizellzahl (10°/ml) 0,71 5,26 0,9697
(0,22 -114,2), 11 (0,22 - 57,00), 9

Neutrophile Granulozyten (%) 24,30 18,00 0,9093
(1,30 - 90,70), 11 (5,00 - 93,10), 9

Neutrophile Granulozyten 0,1349 0,9468 0,7041

(10°/ml) (0,00286 - 73,32), 11 | (0,0175 - 53,07), 9

SP-A (ng/ml) 5179,0 3148,0 0,1485
(1766,0 - 9393,0), 11 | (128,6 - 13624,0), 8

SP-B (ng/ml) 906,0 725,5 0,1715
(375,5 - 1473,0), 11 (377,5 - 1602,0), 9

SP-C (ng/ml) 581.,5 580,9 0,7041
(15,5-791,5), 11 (258,5 - 1489,0), 9

SP-D (ng/ml) 5.8 6,3 0,5434

(0,0 - 35,6), 11

(1,4-48,2),9
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Proteinkonzentration (ug/ml) 70,8 129,6 0,0435 *
(38,4-139,4), 10 (44,3 - 258,8), 9
84,8 0,0927 *
(38,4-1394),8"

Phospholipidkonzentration 36,4 25,3 0,5434

(ng/ml) (14,8 - 70,0), 11 (18,8 -44,6),9

Tabelle 33: Median (Spannweite), Anzahl zum Zeitpunkt der dritten Lavage; *signifikante p-
Werte des Mann- Whitney- Tests; * Der zweite p- Wert der Proteinkonzentration wurde unter

Ausschluss der zwel nicht randomisierten Patienten berechnet.

a. Biophysik

Beide Gruppen unterschieden sich hinsichtlich der biophysikalischen Parameter nicht
signifikant von einander. Die Adsorptionswerte der Patienten ohne Pulmozyme waren zum
Zeitpunkt der dritten Lavage etwas hoher als die der Pulmozymegruppe. Dieser Unterschied
war aber nicht statistisch signifikant (Abbildung 131). Die Werte der minimalen
Oberflichenspannung von Patienten ohne Pulmozyme waren zum Zeitpunkt der ersten
Lavage hoher als die der Pulmozymegruppe. Dieser Unterschied war ebenfalls nur gering und
nicht signifikant. Die Werte beider Gruppen stiegen im Beobachtungszeitraum insgesamt an
(Abbildung 132). Bei den mit dem Kapillarsurfactometer gemessenen Parametern ergaben
sich bei den beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 133) (siehe Tabelle
33).
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Abbildung 131: Verlauf der Adsorption von Patienten mit und ohne Pulmozyme;

arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 132: Verlauf der Minimalen Oberflichenspannung von Patienten mit und ohne

Pulmozyme; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 133: Verlauf des % Offen von Patienten mit und ohne Pulmozyme; arithmetisches

Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 134: Verlauf des initialen Drucks von Patienten mit und ohne Pulmozyme im;

arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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b. Lungenfunktion und Body Mass Index

Beziiglich der Lungenfunktion und des Body Mass Indexes konnten keine Unterschiede
zwischen der Pulmozymegruppe und der Plazebogruppe aufgedeckt werden (Abbildung 135 —
139) (siehe Tabelle 33).
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Abbildung 135: Verlauf der Forcierten Vitalkapazitit von Patienten mit und ohne Pulmozyme;

arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 136: Verlauf der Forcierten Einsekundenkapazitit von Patienten mit und ohne

Pulmozyme; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 137: Verlauf des MEF,s von Patienten mit und ohne Pulmozyme; arithmetisches

Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 138: Verlauf des MEF;s/,5 von Patienten mit und ohne Pulmozyme; arithmetisches

Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 139: Verlauf des BMI von Patienten mit und ohne Pulmozyme im; arithmetisches

Mittel und Standardmessfehler.
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c. Biochemische Parameter

Die Unterschiede der beiden Therapiegruppen beziiglich der Surfactantproteine waren nicht
signifikant (Abbildung 140 — 143). Die Konzentration des Surfactantprotein A war am Ende
des Beobachtungszeitraumes bei der Pulmozymegruppe nur tendenziell hoher als bei der
anderen Gruppe (Abbildung 140). Die nach den drei Jahren bei der Pulmozymegruppe
signifikant hohere Proteinkonzentration war nach Ausschluss der nichtrandomisierten

Patienten von der Statistik nur noch als Tendenz nachzuweisen (Abbildung 145) (siehe

Tabelle 33).

8000
— 6000

4000

SP-A (ng/ml

2000
—O— Pulmozyme

0 —a— kein Pulmozyme
T T T
0 1 2 3

Zeit (Jahre)

Abbildung 140: Verlauf der Konzentration des Surfactantprotein A von Patienten mit und

ohne Pulmozyme; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 141: Verlauf der Konzentration des Surfactantprotein B von Patienten mit und

ohne Pulmozyme; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 142: Verlauf der Konzentration des Surfactantprotein C von Patienten mit und

ohne Pulmozyme; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 143: Verlauf der Konzentration des Surfactantprotein D von Patienten mit und

ohne Pulmozyme; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.

E 1507 —=— Pulmozyme E 1507
é 1254 —— Placebo _§ 1254
c _ S _
S E 100 @ £ 100
5 89
Q - o —
i E 75 1—5 E 754
%‘& 504 %‘é'_’ 50
< <
g g
2 254 2 251
o o

0 T T T T 0

0 1 2 3
Zeit (Jahre)

—a— Pulmozyme

—0— Placebo

—_—

0 1 2 3
Zeit (Jahre)

Abbildung 144: Verlauf der Phospholipidkonzentration von Patienten mit und ohne

Pulmozyme; arithmetisches Mittel und Standardmessfehler; links mit und rechts ohne einen

Ausreiflerwert bei 429 pg/ml.
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Abbildung 145: Verlauf der Proteinkonzentration von Patienten mit und ohne Pulmozyme;
arithmetisches Mittel und Standardmessfehler; links mit und rechts ohne die zwei nicht

randomisierte Patienten; *signifikanter Unterschied.
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F. Der Einfluss der SA- Fraktion auf die Biophysik
Die oberflichenaktiven groBen Aggregate (LA- Fraktion: large aggregates) des 40.000 g

Pellets stehen in vivo unter dem Einfluss der im Uberstand (SA- Fraktion: small aggregates)
enthaltenen Proteine. Da die Oberfldchenaktivitit von Surfactant durch Proteine gehemmt
werden kann (Enhorning et al., 1993; Enhorning et al., 2000; Griese et al., 1997; Jarjour et al.,
1999) wurde der Einfluss der im Uberstands vorhandenen Proteine auf die biophysikalischen
Eigenschaften des Pellet untersucht. Dazu wurden 28 Proben von CF Patienten verwendet.
Der Proteingehalt der Uberstiinde wurde mit der Biorad- Methode bestimmit.

Das Pellet wurde urspriinglich aus fiinf ml Lavage gewonnen und nach dem Lyophilisieren in
einem ml Wasser resuspendiert. Um nun die jedem Pelletvolumen entsprechende Menge an
Uberstand zu erhalten, wurde das verwendete Pelletvolumen mit fiinf multipliziert (Tabelle 34
dritte Spalte). Bei der Bronchiallavage wird die Lunge mit physiologischer Kochsalzlosung
gespiilt. Der iiberwiegende Teil davon befindet sich nach der 40.000g- Zentrifugation im
Uberstand. Salze konnen vermutlich die Oberflichenspannung herabsetzen (unveroffentlichte
Daten der Forschungsgruppe Lunge). Um diesen FEinfluss zu minimieren, wurden die
Uberstinde mit Mikrosep- Konzentratoren entsalzt (siehe Methoden). Dadurch konnte ein

GroBteil (durchschnittlich 87 vol. %; siehe Tabelle 34) der Salzlosung entfernt werden.

Probe Nr. eingesetztes | eingesetztes | Konzentrat- | NaClim ¢ (NaCl) der
Pellet- Uberstand- volumen (ul) | Konzentrat' | Testlosung®
volumen (ul) | volumen (ul) (umol) (mol/1)

116-1 2232 1116,0 95 14,6 0,4

126-1 151,5 757,5 86 13,2 0,3

204-1 130,1 650,5 44 6,8 0,2

206-1 122,1 610,5 70 10,8 0,3

209-1 217,6 1088,0 65 10,0 0,3

213-1 246,2 1231,0 82 12,6 0,3

303-1 233,9 1169,5 104 16,0 0,4

304-1 35,6 178,0 51 7,9 0,2

306-1 92,3 461,5 64 9,9 0,2

314-1 133,9 669,5 86 13,2 0,3

408-1 63,7 318,5 120 18,5 0,5
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428-1 200,0 1000,0 83 12,8 0,3
503-1 210,3 1051,5 61 9,4 0,2
507-1 103,9 519,5 150 23,1 0,6
509-1 23,0 115,0 42 6.5 0,2
101-2 241,8 1209,0 120 18,5 0,5
103-2 112,7 563.,5 71 10,9 0,3
114-2 202,0 1010,0 95 14,6 0,4
119-2 72,3 361,5 53 8,2 0,2
124-2 97,3 486,5 106 16,3 0,4
401-2 167,1 835,5 55 8,5 0,2
404-2 240,2 1201,0 56 8,6 0,2
406-2 226,6 1133,0 120 18,5 0,5
106-3 187,8 939,0 84 12,9 0,3
107-3 152,6 763,0 84 12,9 0,3
111-3 187,1 935.,5 65 10,0 0,3
405-3 175,9 879,5 93 14,3 0,4
413-3 151,75 758,75 45 6,9 0,2

Tabelle 34: Fingesetzte Volumina der Uberstinde, Volumina der Konzentrate; 1gesch'aitztelr
Gehalt an Natriumchlorid bei einer angenommenen Konzentration von 154 mmol/l
(physiologische Kochsalzlosung). ’Die Endkonzentration bezog sich auf das Resuspendieren

in 40 pl modifizierten Bubble- Puffer.

Um eine Phospholipidkonzentration von 1 mg/ml zu erreichen wurden die Proben
anschlieBend in der Vakuumzentrifuge lyophilisiert und entsprechend mit einem
natriumchloridfreien Bubble- Puffer resuspendiert. Es wurde ein natriumchloridfreier Bubble-
Puffer verwendet, um die mit dem Konzentrat zugefiihrte Menge an Natriumchlorid nicht
weiter zu erhohen. Die Oberflichenspannung wurde im pulsierenden Blasensurfactometer
gemessen und anschlieBend das % Offen und der initiale Druck im Kapillarsurfactometer

bestimmt.
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1. Vergleich der Oberflichenspannungen

Die Oberflichenspannungen der mit den Uberstinden versetzten Pellets waren statistisch

signifikant hoher, als die der nativen Pellets. Der Unterschied war jedoch zum Zeitpunkt der

Adsorption, 0,05 Minuten nach Messbeginn und 2,5 Minuten nach Messbeginn nicht
statistisch signifikant (Tabelle 35, Abbildung 146, 147).

Pulsationszeit (min) | LA nativ (n=27) LA + SA (n=27) p- Wert
0,00 49,3 (26,0 - 75,3) 53,9 (33,7-62,3) 0,111
0,05 49,3 (25,6 —73,6) 52,9 (33,0-62,9) 0,237
0,25 26,0 (15,6 — 69,6) 43,6 (6,8 — 55,3) 0,033*
0,50 249 (11,4 -63,1) 40,5 (4,1 - 50,9) 0,037*
1,00 24,1 (3,7-55,3) 35,8 (2,4-50,1) 0,030*
1,50 23,7 (2,5-54,1) 34,3 (0,4 — 49,3) 0,033*
2,00 23,3 (5,3-53,0) 32,9 (0,8 — 48,7) 0,042*
2,50 23,0 (4,6 — 53,3) 30,8 (0,0 —48,1) 0,138
5,00 22,6 (3,6 —48,7) 29,3 (1,9-45,7) 0,020*

Tabelle 35: Vergleich der Oberflichenspannungen von nativem Pellet (LA) mit Pellet plus

Uberstand (LA + SA); Median (Spannweite) Werte in mN/m; *statistisch signifikanter

Wilcoxon- Test.
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Abbildung 146: Oberflichenspannungen von 27 nativen Pellets (LA nativ) verglichen mit den

Oberflichenspannungen der gleichen mit Uberstinden versetzten Pellets (LA + SA);

Arithmetisches Mittel mit Standardmessfehler.
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Abbildung 147: Vergleich von nativem Pellet (LA nativ) mit Pellet plus Uberstand.

Einzelwerte und Mediane der Adsorption und minimalen Oberflichenspannung; n= 27.

2. % Offen und initialer Druck

Die im Kapillarsurfactometer gemessenen Werte von % Offen waren bei nativem Pellet
signifikant hoher, als die Werte bei dem mit Uberstand versetzten Pellet. Die Unterschiede

des initialen Druckes waren nicht signifikant (Tabelle 36, Abbildung 148).

LA nativ (n= 28)

LA + SA (n=28)

Wilcoxon- Test

% Offen

12,34 (0,00 — 95,70)

1,23 (0,00 — 34,08)

p=0,0002*

Initialer Druck (cm H,0)

8,22 (6,17 - 10,33)

8,58 (6,63 - 12,50)

p=0,057*

Tabelle 36: % Offen, initialer Druck. Median (Spannweite) bei nativem Pellet (LA nativ)

verglichen mit Pellet plus Uberstand (LA + SA); *statistisch signifikanter Wilcoxon- Test.
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Abbildung 148: Vergleich von nativem Pellet (LA nativ) und mit Uberstand versetztem Pellet.

Einzelwerte und Mediane von % Offen und initialem Druck; n= 28.
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3. Abhingigkeit der Veridnderungen von der Proteinkonzentration

Es wurde iiberpriift, ob die hemmende Wirkung der Proteine mit der Proteinkonzentration in
Verbindung steht. Dazu wurde die Differenz aus den Werten der Oberfldchenspannung der
nativen Pellets und der jeweiligen mit Uberstand versetzten Pellets gebildet. Es wurde mit
dem Test nach Spearman keine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Anderung der
Oberflichenspannung und der Proteinkonzentration nachgewiesen (Abbildung 149). Ebenso
wurde mit den Werten fiir das % Offen und dem initialen Druck verfahren (Abbildung 150).

Hier bestand ebenfalls kein statistisch signifikanter Zusammenhang.
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Abbildung 149: Anderung der Adsorption und der minimalen Oberflichenspannung durch
Zugabe von Protein der SA-Fraktion (n=27).
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Abbildung 150: Anderung des %Offen und des minimalen initialen Drucks durch Zugabe von
Protein der SA-Fraktion (n= 27).
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G. Anderung der Biophysik von Rindersurfactant nach Proteinzugabe

Im vorausgehenden Abschnitt wurde der Einfluss der nach Zentrifugation im Uberstand (SA-
Fraktion) verbliebenen Proteine auf die Oberfldchenaktivitit der LA- Fraktion untersucht. Die
Wirkung dieser Proteine wurde nun mit der Wirkung von Serumproteinen bei verschiedenen
Konzentrationen verglichen. Da die mittlere Proteinkonzentration im vorhergehenden
Versuch 1,36 g/l und die maximale Konzentration 5,37 g/l waren, wurden in diesem Bereich
liegende Konzentrationen gewihlt. Die Zielkonzentrationen legten wir dem entsprechend auf

1,5 g/l und 4,5 g/l fest.

Es wurde ein Pool aus den Uberstinden von 16 verschiedenen CF Patienten hergestellt:

Probe Nr. 102-2 | 106-2 | 104-2 | 107-2 |108-2 |109-2 |110-2 |111-2
Menge (ml) 2,0 1,5 1,5 1,5 2,0 1,5 1,5 1,5
Probe Nr. 112-2 | 1152 |[116-2 |[118-2 |[120-2 |121-2 |125-2 |126-1
Menge (ml) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 2,0

Der Proteingehalt dieses Pools wurde mit Hilfe der Biorad- Methode in Dreifachmessung
bestimmt. Er betrug 52,79 pg/ml. Um den Einfluss der gelosten Salze moglichst gering zu
halten, wurde der Pool wie im vorangegangenen Abschnitt mit den Mikrosep- Konzentratoren
gefiltert (siehe auch Methoden). Der verwendete Filterriickstand hatte ein Volumen von 1,334
ml. Dieses Konzentrat wurde mittels Vakuumzentrifuge lyophilisiert und anschlieBend in 1 ml
Aqua bidest resuspendiert und die Proteinkonzentration erneut gemessen. Ergebnis: 1,264
mg/ml. Um die Zielkonzentrationen (s. o0.) zu erreichen, wurden zu jeweils fiinf
Surfactantproben (Phospholipidkonzentration 0,25 mg/ml) entsprechende Mengen an Protein
addiert.

Des Weiteren wurde der Proteingehalt von Blutserum eines gesunden Probanden in
Dreifachmessung bestimmt. Das Serum hatte eine Proteinkonzentration von 65,02 mg/ml. Um
Pipettierfehler zu reduzieren wurde das Serum 1: 10 verdiinnt. Es wurden zu sechs bzw.
sieben Rindersurfactant- Proben (Phospholipidkonzentration 0,25 mg/ml) entsprechende
Mengen an Serumprotein zugefiigt, um dort Proteinkonzentrationen von 1,5 bzw. 4,5 g/l zu
erhalten. ~ Mit dem  pulsierenden  Blasensurfactometer = wurden dann  die
Oberfldchenspannungen von fiinf Proben mit reinem Rindersurfactant
(Phospholipidkonzentration von 0.25 mg/ml) und die mit den Proteinen versetzten Proben
gemessen. AnschlieBend wurde im Kapillarsurfactometer von den gleichen Proben die

Offenzeit und der initiale Druck bestimmt.
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1. Oberflichenspannung

Einzelwerte sieche Anhang.
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Abbildung  151: Vergleich der Oberflichenspannungen von reinem Rindersurfactant,
Surfactant mit 1,5 g/l bzw. 4,5 g/l Protein der SA- Fraktion (Phospholipidkonzentrationen
jeweils 0,25 mg/ml); Arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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Abbildung 152: Darstellung der Oberflichenspannungen von reinem Rindersurfactant,
Surfactant nach Zusatz von 1,5 g/l bzw. 4,5 g/l Serumprotein (Phospholipidkonzentrationen

jeweils 0,25 mg/ml). Arithmetisches Mittel und Standardmessfehler.
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a. Adsorption

Der Adsorptionswert der Proben mit 1,5 g/l zugefiigtem Protein der SA- Fraktion war bereits
signifikant hoher als der von reinem Surfactant (Mann- Whitney- Test: p= 0,0159). Bei einer
Proteinkonzentration von 4,5 g/l war keine weitere signifikante Erhohung mehr festzustellen
(Mann- Whitney- Test: p=0,22).

Serumprotein hatte bei einer Konzentration von 1,5 g/l einen noch stirkeren hemmenden
Einfluss auf die Adsorption als das Protein der SA- Fraktion der gleichen Konzentration
(Mann- Whitney- Test: p= 0,0043). Bei Konzentrationen von jeweils 4,5 g/l Protein war der
stiarkere Einfluss der Serumproteine nur als Tendenz nachweisbar (Mann- Whitney- Test: p=

0,268) (Tabelle 37, Abbildung 153).

Median (Spannweite) Anzahl
Standard 24,10 (23,70 - 25,20) 5
+ 1,5 g/l SA- Protein 26,00 (25,20 - 31,00) 5
+ 1,5 g/l Serumprotein 36,30 (32,90 - 37,50) 6
+ 4,5 g/l SA- Protein 30,20 (26,80 - 49,70) 5
+ 4,5 g/l Serumprotein 35,60 (33,70 - 49,30) 7
Tabelle 37: Oberflichenspannungswerte in mN/m zum Zeitpunkt der Adsorption (Einzelwerte
im Anhang).
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Abbildung 153: Einzelwerte der Adsorption mit Medianen.
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b. Minimale Oberflichenspannung

Die Werte der minimalen Oberflichenspannung von reinem Rindersurfactant verglichen mit
den Werten nach Zugabe von 1,5 g/l Protein der SA- Fraktion bzw. 1,5 g/l zugegebenem
Serumprotein zeigten keinerlei Unterschiede (Mann- Whitney- Test: p= 0,69 bzw. p= 0,76).
Erst bei einer Konzentration von 4,5 g/l konnte bei dem Protein der SA- Fraktion eine
tendenzielle (Mann- Whitney- Test: p= 0,056) und bei Serumprotein eine signifikante
Erhohung (Mann- Whitney- Test: p= 0,048) der minimalen Oberflichenspannung
nachgewiesen werden (Tabelle 38, Abbildung 154).

Median (Spannweite) Anzahl
Standard 2,30 (0,0 - 3,50) 5
+ 1,5 g/l SA- Protein 2,30 (1,50 - 6,60) 5
+ 1,5 g/l Serumprotein 1,90 (1,10 - 8,60) 6
+ 4,5 g/l SA- Protein 8,60 (2,30 - 24,60) 5
+ 4,5 g/l Serumprotein 19,60 (1,50 - 31,90) 7

Tabelle 38: minimale Oberfldchenspannung in mN/m (Einzelwerte im Anhang).
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Abbildung 154: Einzelwerte der minimalen Oberflichenspannung mit Medianen.
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2. % Offen und initialer Druck

Die Proben aus dem vorausgegangen Versuch wurden fiir die Bestimmung des % Offen und

des initialen Drucks im Kapillarsurfactometer weiterverwendet. Die bei reinem Surfactant

gemessenen Werte des % Offen waren signifikant hoher als die Werte von Proben mit 1,5 g/l

zugegebenen Protein (Mann- Whitney- Test: SA- Protein p= 0,0079; Serumprotein p=

0,0043). Die hohere Konzentration von 4,5 g/l bewirkte keine stirkere Hemmung (Mann-

Whitney- Test: SA- Protein p= 0,31; Serumprotein p= 0,23). Das Protein der SA- Fraktion

unterschied sich hinsichtlich seiner Wirkung nicht von dem Serumprotein (Mann- Whitney-

Test: 1,5 g/l p=0,43; 4,5 g/l p= 0,34) (Tabelle 39, Abbildung 155).

Median (Spannweite)

Anzahl

Standard

100,0 (99,97 — 100,0)

5

+ 1,5 g/l SA- Protein

3,35 (0,17 - 10,35)

+ 1,5 g/l Serumprotein

0,95 (0,10 - 8,50)

+ 4,5 g/l SA- Protein

1,03 (0,57 - 2,27)

+ 4,5 g/l Serumprotein

4,83 (0,33 - 35,53)

5
6
5
7

Tabelle 39: % Offen (Einzelwerte im Anhang).
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Abbildung 155: % Offen: Einzelwerte mit Medianen.
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Auch die Werte des initialen Drucks von reinem Rindersurfactant unterschieden sich
signifikant von den Driicken, die nach Zugabe von 1,5 g/l Protein gemessen wurden (Mann-
Whitney- Test: SA- Protein p= 0,016; Serumprotein p= 0,017). Nach Zusatz von 1,5 g/l
Protein waren hohere Driicke notwendig, um die Kapillare erstmalig zu o6ffnen. Die
gemessenen Driicke der Proben mit 4,5 g/l Protein unterschieden sich nicht von denen mit 1,5
g/l Protein (Mann- Whitney- Test: SA- Protein p= 0,69; Serumprotein p= 0,84). Es waren
keine Unterschiede zwischen Serumprotein und dem Protein der SA- Fraktion feststellbar

(Mann- Whitney- Test: bei 1,5 g/l p= 1,00; bei 4,5 g/l p= 0,43) (Tabelle 40, Abbildung 156).

Median (Spannweite) Anzahl

Standard 5,47 (4,50 - 6,17) 5

+ 1,5 g/l SA- Protein

8,85 (6,03 - 9,53)

+ 1,5 g/l Serumprotein

8,32 (5,57 - 10,67)

+ 4,5 g/l SA- Protein

8,83 (7,93 -9,37)

+ 4,5 g/l Serumprotein

9,43 (5,47 - 10,08)

~N| WD O\ W

Tabelle 40: initialer Druck in cm H,O (Einzelwerte im Anhang).
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Abbildung 156: initialer Druck: Einzelwerte mit Medianen.
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IV. Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Verdnderungen des Surfactantsystems bei Patienten mit
cystischer Fibrose detailliert beschrieben und erstmals im Langzeitverlauf charakterisiert. Die
Besonderheit des Patientenkollektivs lag in einer im Normalbereich liegenden
Lungenfunktion und die Patienten befanden sich in einem klinisch stabilen Zustand. So
konnten Storungen erfasst werden, die im Krankheitsverlauf friithzeitig stattfinden. Die
festgestellten Besonderheiten wurden mit den mikrobiologischen Befunden, dem
Entziindungsgrad in den Atemwegen und der Lungenfunktion in Zusammenhang gebracht.
AuBerdem wurde der Verlauf aller Parameter wihrend eines dreijdhrigen
Beobachtungszeitraums beschrieben.

Am auffilligsten war der Zusammenhang, dass mit steigenden Entziindungswerten die
Surfactantfunktion abnahm. Diese Beziehung war sowohl fiir den Bereich der Alveolen
(Erhohung des Adsorptionswertes und der minimalen Oberflichenspannung), als auch der
kleinen Atemwege (Verminderung des % Offen) abzuleiten. Die Lungenfunktion (FVC und
FEV)) blieb davon unbeeintrichtigt. Weder der Entziindungsgrad noch die daraus folgende
Storung der Biophysik waren in Form von Lungenfunktionsstérungen (FVC, FEV))
nachweisbar. Der Fluss in den kleinen Bronchien (MEF,s5) erwies sich hier noch als der
empfindlichste Parameter der Lungenfunktion, indem er mit der Anzahl der Granulozyten
korrelierte und damit dem Ausmal der Entziindung. Keiner der biophysikalischen Parameter
korrelierte signifikant mit der Lungenfunktion. Diese fehlende Ubereinstimmung zwischen
dem Entziindungsgrad und der Lungenfunktion wurde auch bei anderen Studien beschrieben
(Konstan et al., 1994) und zeigt, dass Lungenfunktionsuntersuchungen nicht ausreichend
empfindlich sind, um Verdnderungen in frithen Krankheitsstadien, wie zum Beispiel bei
unseren Patienten nachweisen zu konnen. Empfindlichere Verfahren wie die hochauflésende
Computertomographie (de Jong et al., 2004) oder eine Kombination aus Spirometrie und
Computertomographie (Robinson et al., 2003) konnen bereits bei Patienten mit normaler
Lungenfunktion strukturelle Verinderungen aufdecken.

Die Oberflichenaktivitit des Surfactants der CF Patienten war verglichen mit den gesunden
Kontrollen insgesamt nur gering beeintrichtig. Die im pulsierenden Blasensurfactometer
gemessene Surfactantfunktion, die moglicherweise den Bereich der Alveolen am Besten
simuliert, war gut erhalten - und verglichen mit der Kontrollgruppe nur tendenziell schlechter.
Hingegen war die Surfactantfunktion, ermittelt mit dem Kapillarsurfactometer und die kleinen
Atemwege reprisentierend, bei vielen Patienten mit cystischer Fibrose erheblich gestort. Aus

diesen Beobachtungen ldsst sich das Modell einer entziindungsabhéngigen Verschlechterung
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der Surfactantfunktion fiir die kleinen Atemwegen ableiten, was letztlich zu einem erhohten
Atemwegswiderstand, einem Kollaps der kleinen Luftwege und zu air trapping (engl.

Luftfalle) fiihrt (Cassidy et al., 1999; Macklem et al., 1970).

Zur Untersuchung der zugrunde liegenden biochemischen Mechanismen wurden die
Konzentrationen der einzelnen Bestandteile des Surfactantsystems gemessen. Auffillig war
eine erhohte Gesamtproteinkonzentration, die eng mit dem Entziindungsgrad korrelierte. In
Untersuchungen an CF Patienten mit schwererer Lungenerkrankung wurden ebenfalls erhohte
Werte nachgewiesen (Griese et al., 1997). Eine erhohte Proteinkonzentration gilt sowohl bei
cystischer Fibrose (Frerking et al., 2001) als auch bei einigen anderen Lungenerkrankungen
(Griese 1999) als eine Hauptursache fiir verminderte Surfactantaktivitit. Serumproteine
konnen bei Entziindungsvorgédngen auf Grund von Wandverinderungen der Kapillaren in die
Alveolen und die kleinen Atemwege iibertreten. Der hemmende Einfluss der Serumproteine
auf die Surfactantfunktion in den Alveolen und auch in den kleinen Atemwegen wurde in
dieser Arbeit und auch in einigen anderen Studien aufgezeigt (Enhorning et al., 1993;
Enhorning et al., 2000; Griese et al., 1997; Jarjour et al., 1999). In unseren Untersuchungen
wurde zudem nachgewiesen, dass in den Atemwegssekreten der sich in einem frithen Stadium
der Lungenerkrankung befundenen CF Patienten bereits inhibitorisch wirkende Proteine
vorhanden waren. Ein Grossteil dieser Proteine befand sich nach der Zentrifugation im
Uberstand (SA- Fraktion). Es kann deshalb vermutet werden, dass die biophysikalische
Surfactantaktivitit in vivo sogar noch stidrker eingeschrénkt ist, als das in dem Vergleich mit
der Kontrollgruppe dargestellt wurde, bei dem nur die Funktion des nativen Pellets (LA-
Fraktion) verglichen wurde. Die hemmende Wirkung hing dabei nicht allein von der
Proteinkonzentration ab. Vermutlich war die Zusammensetzung der Proteine fiir die Stérke
der Hemmung entscheidend (Enhorning et al., 1993, Enhorning et al., 2000). So wirkten auch
Serumproteine in gleicher Konzentration stidrker inhibitorisch, als die in den
Atemwegssekreten dieser CF Patienten vorhandenen Proteine.

Eine weitere Ursache fiir die verminderte Surfactantaktivitit war vermutlich ein Mangel an
SP-A (siehe Tabelle 8), das einerseits die Adsorption der Phospholipide beschleunigt und
andererseits die hemmende Wirkung von Nichtsurfactantproteinen reduziert (Griese 1999,
Meyer et al., 2000). Mangelzustinde der anderen Surfactantproteine mit biophysikalischen
Funktionen SP-B und SP-C konnten nicht nachgewiesen werden. Die Konzentration von SP-

C war bei unseren Patienten interessanterweise sogar erhoht. Bisher gibt es beim Menschen
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nur wenige Studien beziiglich der SP-C Konzentration (Ballard et al., 2003; Griese et al.,
2002; Schmidt et al., 2003): Eine Untersuchung von Kindern mit malignen Tumoren, die
unter einer immunsuppressiven Therapie Lungeninfiltrate und Fieber entwickelt hatten, zeigte
ebenfalls erhohte SP-C Konzentrationen (Griese et al., 2002).

Eine veridnderte Zusammensetzung der Phospholipide erschien hier als Ursache fiir die
verminderte Surfactantaktivitit unwahrscheinlich, da in anderen Studien mit jungen CF
Patienten, deren Lungenfunktion bereits leicht gestort war, diesbeziiglich keine

Verinderungen nachgewiesen wurden (Mander et al., 2002; Postle et al., 1999).

Die Kollektine SP-A und SP-D konnen in ihrer Funktion als Entziindungsregulatoren sowohl
supprimierend als auch verstirkend auf Entziindungsvorginge wirken (Gardai et al., 2003).
Vermutlich spielen sie auch in Entziindungsvorgéngen bei cystischer Fibrose eine zentrale
Rolle. In einigen Studien wurden verminderte Konzentrationen von SP-A und SP-D bei
Patienten mit CF vorgefunden (Griese et al., 1997; Hull et al. 1997; Noah et al., 2003), die bei
Noah et al. negativ mit dem Entziindungsgrad korrelierten. Bei den hier untersuchten
Patienten war im Vergleich zu Gesunden lediglich die SP-A Konzentration erniedrigt, was
wahrscheinlich auf die geringere Entziindung, verglichen mit den Patienten von Noah et al.
zuriickzufithren ist. Entsprechend war bei positivem Keimnachweis innerhalb unserer CF
Patienten die SP-D Konzentration ebenfalls vermindert. Es wurde auch anhand von
Tiermodellen eine akute SP-D Erniedrigung nach Infektionen nachgewiesen (van Rozendaal
et al., 1999). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese der Beteiligung von SP-D bei der
Abwehr von Mikroorganismen. Die an der Reduktion von SP-D beteiligten Mechanismen
sind jedoch bisher nicht bekannt. Der proteolytische Abbau von SP-D durch aus neutrophilen
Granulozyten stammende Proteasen (von Bredow et al., 2003) war hier als Ursache
unwahrscheinlich, da bei einer kleinen Untergruppe von Patienten mit hoher
Granulozytenzahl keine Spaltprodukte nachgewiesen wurden (hier nicht dargestellte und
bisher unverdffentlichte Daten der Forschungsgruppe Lunge, Miinchen). Unabhéngig von der
zugrunde liegenden Ursache kann ein SP-A und SP-D Mangel die Phagozytose und Abtotung
von Mikroorganismen storen und dadurch zu der von neutrophilen Granulozyten dominierten
Entziindung beitragen (Bufler et al., 2003; Wu et al,, 2003). Andererseits konnte die
erniedrigte Konzentration der Kollektine auch eine Anpassung an die starke Belastung der
Atemwege bei CF durch zelluldre Riickstinde und Bakterien bedeuten. Die niedrige
Kollagenkonzentration kdnnte ein Schutz vor dem Perpetuieren der Entziindungskaskade sein,

da durch die Bindung der Kollagenendstiicke auf Epithelzellen und Makrophagen die
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Entziindungskaskade in Gang gesetzt wird (Gardai et al., 2003). Somit ist es ungewiss, ob

eine Substitution der Kollektine eine geeignete Therapieoption bei CF wiire.

Mit dieser Arbeit wurde erstmalig eine Langzeituntersuchung beziiglich der
Surfactantfunktion, der Lungenfunktion und der Entziindung der Atemwege bei CF Patienten
durchgefiihrt. Zusammenfassend wurde innerhalb des dreijdhrigen Beobachtungszeitraums
eine Abnahme der Surfactantaktivitit (Adsorption und minimale Oberflichenspannung) bei
gleichzeitigem Anstieg der neutrophilen Entziindung und Verschlechterung der
Lungenfunktion der kleinen Atemwege (MEF,s) nachgewiesen. Die der Verschlechterung der
Surfactantfunktion zugrunde liegenden Mechanismen sind noch weitgehend ungeklért: So
konnte im Beobachtungszeitraum keine Verminderung der vier Surfactantproteine festgestellt
werden, interessanterweise kam es aber zu einer Zunahme der SP-B Konzentration. Es ist
daher unwahrscheinlich, dass sich die Verminderung der Oberflachenaktivitit nur durch einen
einzigen Faktor erkldren lidsst. Wahrscheinlicher ist ein multifaktorielles Geschehen: eine
allmihliche Verdnderung der Zusammensetzung und Funktion der oberflichenaktiven
Fraktion, wie beispielsweise durch einen proteolytischen Funktionsverlust von
Surfactantproteinen ohne gleichzeitige Konzentrationsverminderung, und zusétzlich durch die
stiarkere lokale Entziindung bedingt, eine vermehrte Beimischung von inaktivierenden, aus der
SA- Fraktion stammenden Bestandteilen. Die Abnahme der Phospholipidkonzentration war
fir den Aktivitdtsverlust nicht verantwortlich, da die Oberflichenspannung bei konstanter

Phospholipidkonzentration (1 mg/ml) gemessen wurde.

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde das Surfactantsystem einer grolen Gruppe von CF Patienten mit im
Normbereich liegenden Lungenfunktionswerten anhand von Quer- und
Lingsschnittuntersuchungen (Beobachtungszeitraum: drei Jahre) detailliert beschrieben. Trotz
normaler Lungenfunktion war eine deutliche von neutrophilen Granulozyten dominierte
Entziindung der Atemwege nachweisbar. Die mit dem pulsierenden Blasensurfactometer
gemessene Surfactantfunktion der CF Patienten unterschied sich zu Beginn des
Beobachtungszeitraumes nur geringfiigig von Gesunden, nahm aber innerhalb der drei Jahre
ab. Hingegen blieb die mit dem Kapillarsurfactometer gemessene bereits zum ersten
Lavagezeitpunkt deutlich eingeschrinkte Surfactantfunktion im Beobachtungszeitraum stabil.

Die biophysikalische Surfactantfunktion korrelierte negativ mit dem Entziindungsgrad der
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kleinen Atemwege, nicht aber mit der Lungenfunktion. Die diesem Funktionsverlust zugrunde
liegenden Mechanismen beinhalteten eine, im Vergleich mit Gesunden erhohte
Gesamtproteinkonzentration. Es konnte ein hemmender Einfluss von Proteinen der SA-
Fraktion auf die oberfldchenaktive LA- Fraktion nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde
im Vergleich mit Gesunden ein Mangel an SP-A nachgewiesen, der ebenfalls zu dem
Funktionsverlust beitragen hat. Die Ergebnisse zeigen, wie entscheidend die in den kleinen
Atemwegen stattfindenden Verédnderungen sind und wie bedeutend spezifische

Therapieformen wiren.
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V. Anhang

A. Tabellen
1. Genauigkeit der biophysikalischen Messungen
a. Pulsierendes Blasensurfactometer

Abkiirzungen:
0,0 min: Adsorption (mN/m).
0,05 bis 2,5:  Oberfliachenspannungswerte der jeweiligen Pulsationszeiten in Minuten.
5,0: minimale Oberfldchenspannung (mN/m).
Wasser:
Tag 0,0 0,05 0,25 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 5,0
min

04.10. 00 | 76,5 75,2 74,1 73 70,4 73,8 69,7 72,8 71,5
05.10. 00 | 70,4 70,1 69,7 72,1 70,2 69,7 69,3 70,1 70,5
23.10.00 | 71,5 71,4 71,0 71,0 68,7 70,2 70,1 70,1 69,7
27.10.00 | 74,6 74,1 73,5 69,7 72,2 71,8 71,8 71,4 70,5
09.02. 01 | 68,4 68,6 71,0 71,0 71,4 70,5 71,0 71,0 70,5
12.02. 01 | 69,2 69,2 68,7 68,9 71,6 71,4 71,0 71,4 70,1
13.02.01 | 73,4 73,0 72,2 69,5 71,3 70,9 70,5 70,2 69,8
16.02. 01 | 73,0 73,0 72,2 72,2 72,2 72,0 71,9 71,4 68,1
19.02. 01 ] 70,0 70,0 69,9 71,6 68,9 71,0 71,4 70,1 71,0
23.02.01 | 70,7 70,4 69,9 69,8 70,1 70,1 69,9 69,7 67,7
25.07.01 | 72,3 72,1 68,1 70,2 69,1 68,9 68,5 70,9 69,2
27.07.01 | 71,5 71,5 71,0 70,8 70,9 70,6 70,9 70,9 70,9
31.07.01 | 71,9 71,9 72,4 69,9 69,7 69,8 69,5 69,8 69,9
01.08.01 | 70,4 70,1 70,2 70,9 72,3 70,6 70,6 70,8 68,1
03.08.01 | 72,3 71,8 66,9 70,5 68,2 68,2 68,5 68,5 68,8
04.08. 01 ] 73,8 72,6 70,1 70,6 69,9 70,1 68,7 67,4 68,2
08.08. 01 | 73,0 72,9 70,1 69,9 69,3 71,3 68,9 70,1 70,9
09.08.01 | 71,1 70,8 70,5 70,5 70,1 69,3 71,0 70,5 70,9
28.11.02 | 68,4 68,1 69.4 70,9 69,7 69,1 58,3 68,1 66,7
13.12.02 | 73,0 73,0 72,0 70,1 69,4 71,0 70,5 69,9 68,1
19.12.02 | 70,0 70,0 71,9 71,7 69,9 71,0 69,3 71,0 69,6
20.12. 02 | 70,7 70,8 71,1 71,0 70,2 69,3 68,2 69,9 66,5
21.12.02 | 70,7 70,8 71,8 71,7 71,8 71,4 71,3 70,9 71,0
21.01.03 | 69,6 69,6 72,0 72,2 68,9 71,4 71,2 70,9 71,0
22.01.03 | 70,0 70,0 72,2 70,9 71,4 71,3 71,0 70,6 69,3
04.10. 00 | 76,5 75,2 74,1 73,0 70,4 73,8 69,7 72,8 71,5
Spaltenstatistik — Wasser:

0,00 10,05 10,25 0,50 |1,00 [1,50 |2,00 |2,50 |5,00
Anzahl 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Minimum 68,4 |68,1 |669 |689 |682 [682 [583 |674 |665
25% Perzentile 70,0 170,0 1699 |70,0 |69,4 [69,8 |69,1 |699 |682
Median 71,1 170,8 | 71,0 |70,9 |70,1 |70,6 |70,5 |70,5 |69,8
75% Perzentile 73,0 172,8 | 72,1 |71,7 |714 |71,4 |71,0 |71,0 |70,9
Maximum 76,5 752 | 74,1 |730 |723 |73,8 |71,9 |72,8 |71,5
Arithmetisches Mittel | 71,5 | 71,2 |70,9 |70,8 |70,3 |70,6 |69,7 |703 |69,5
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Standardabweichung 1,9 1,7 1,6 1,0 1,2 1,2 2,6 1,1 1,4
Standardmessfehler 0,4 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,5 0,2 0,3
unteres 95% CI 70,65 | 70,53 | 70,20 | 70,42 | 69,82 | 70,10 | 68,64 | 69,87 | 68,95
Oberes 95% CI 72,26 | 71,95 | 71,55 | 71,23 | 70,80 | 71,08 | 70,80 | 70,80 | 70,13
Variationsk. (%) 2,73 1242 (232 1,38 | 1,70 [1,67 |3,76 | 1,60 |2,04
Standard- Surfactant:
Tag 0,0 0,05 0,25 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 5,0
min

04.10.00 | 26,8 26,8 22,5 20,4 9,7 6,1 4,2 2,7 1,1
05.10.00 | 23,3 23,3 20,8 19,1 6,9 1,6 0,0 0,4 1,2
23.10. 00 | 23,7 23,7 43 32 2,9 0,8 0,0 0,0 0,0
27.10.00 | 25,2 25,2 16,7 14,4 4.8 1,6 1,6 2,0 1,1
09.02. 01 | 23,7 23,7 2,4 1,2 1,2 0,8 1,2 1,1 1,2
12.02. 01 | 23,7 23,7 1,2 0,8 0,4 0,8 0,4 0,8 0,8
16.02.01 | 24,5 24,5 3,7 3,4 1,6 1,5 1,1 1,1 1,5
19.02. 01 | 22,6 21,8 1,2 1,2 1,2 0,8 0,8 0,8 0,8
23.02.01 | 21,8 23,7 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
25.07.01 |22,2 22,2 19,6 16,2 12,7 9,2 0,8 0,4 0,0
27.07.01 |22,6 22,9 7,6 5,2 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3
31.07.01 | 23,3 23,3 19,6 17,1 14,4 11,2 8,3 7,6 0,4
01.08.01 |21,4 21,4 3,5 2,4 0,8 0,4 0,8 0,4 0,4
03.08.01 | 22,6 22,2 2,3 1,6 0,4 0,8 0,8 0,4 0,4
04.08.01 | 21,8 21,8 4,0 3,6 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0
08.08.01 | 23,3 2,3 1,2 0,0 0,0 0,4 0,4 0,4 0,4
09.08. 01 |22,2 22,9 2,3 1,2 1,6 1,2 1,2 1,2 1,5
28.11.02 | 22,6 22,6 7,8 6,2 5,1 4,3 3,6 3,2 1,2
13.12.02 | 23,3 23,3 8,4 7,3 5,7 3,1 42 6,5 1,5
19.12.02 | 23,3 22,9 8,8 7,6 6,1 5,7 5,7 4,6 1,5
19.12.02 | 22,9 22,9 8,1 5,7 5,0 3,1 1,9 1,9 1,5
20.12.02 | 22,9 22,9 6,9 5,4 3,8 34 34 2,3 0,4
21.12.02 | 23,3 23,3 1,1 0,4 0,8 0,8 0,4 0,0 0,0
21.01.03 | 23,3 23,3 5,0 4,2 2,3 1,5 1,1 0,4 0,0
22.01.03 | 23,3 29,9 34 1,5 0,8 0,4 0,8 0,4 0,4
Spaltenstatistik — Surfactant:

0,00 (0,05 |025 050 |[1,00 |1,50 |2,00 [2,50 |[5,00
Anzahl 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Minimum 21,4 |23 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
25% Perzentile 22,6 224 |23 1,2 0,8 0,8 0,4 0,4 0,2
Median 233 23,3 (4,3 3,6 2,3 1,5 1,1 0,8 0,8
75% Perzentile 23,5 23,7 |8,6 7,5 5,4 3,3 2,9 2,3 1,4
Maximum 26,8 299 (225 1204 (144 |11,2 |83 7,6 2,3
Arithmetisches Mittel | 23,2 (22,7 |7,3 6,0 3,7 2,5 1,8 1,6 0,8
Standardabweichung 1,1 4,6 6,9 6,3 3,9 2,9 2,0 2,0 0,7
Standardmessfehler 0,2 0,9 1,4 1,3 0,8 0,6 0,4 0,4 0,1
unteres 95% CI 22,72 120,77 | 4,46 3,36 (2,04 |1,29 (095 |0,81 |0,52
Oberes 95% CI 23,65 | 24,55 110,17 | 8,58 |[5,26 |3,65 |2,64 |[246 |1,05
Variationsk. (%) 4,84 20,22 | 94,60 | 105,8 | 106,8 | 1159 | 113,8 | 122,4 | 82,96
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b. Kapillarsurfactometer
Abkiirzungen:

Arithm. M.:
SEM:

Arithmetisches Mittel
Standard Messfehler

% Offen — Wasser:

Messtag 1. Messung | 2. Messung | 3. Messung | 4. Messung | Arithm. M. | SEM
05.10.00 0,0 0,0 0,0 0 0
23.10.00 0,0 0,0 0 0
27.10.00 0,0 3,4 0,1 1,2 1,1
12.02.01 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
13.02.01 0,0 0,0 0,0 0 0
16.02.01 0,0 0,0 0,0 0 0
19.02.01 0,6 4,7 0,8 2,0 1,3
22.02.01 0,0 3,2 0,8 1,3 1,0
23.02.01 1,0 0,1 0,0 0,4 0,3
07.03.02 0,0 0,0 0,0 0 0
08.03.02 0,0 0,0 0,0 0 0
11.03.02 0,0 0,0 0,0 0 0
14.03.02 0,3 1,3 0,0 0,0 0,4 0,3
18.03.02 0,0 0,0 0,0 2,4 0,6 0,6
20.03.02 0,0 0,8 0,0 0,3 0,3
21.03.02 0,0 0,0 0,0 0 0
25.03.02 0,0 0,8 0,0 0,3 0,3
28.11.02 0,1 9,9 0,0 3,3 3,3
29.11.02 2,8 9,1 0,5 4,1 2,6
13.12.02 29,6 1,8 18,4 9,2 14,8 6,0
19.12.02 1,0 0,0 34,0 11,7 11,2
20.12.02 0,0 0,0 0,0 0 0
21.12.02 92,4 100,0 93,9 95,4 2,3
21.01.03 100,0 100,0 100,0 100 0
22.01.03 100,0 100,0 100,0 100 0
% Offen — Surfactant

Messtag 1. Messung | 2. Messung | 3. Messung | 4. Messung | Arithm. M. | SEM
05.10.00 95,0 100,0 99,9 98,3 1,7
23.10.00 99,9 99,9 100,0 99,9 0,0
27.10.00 95,4 99,9 96,1 97,1 1,4
12.02.01 94,2 100,0 99,8 98 1,9
13.02.01 99,9 99,9 94,5 98,1 1,8
16.02.01 95,2 92,6 95,9 94,6 1,0
19.02.01 100,0 100,0 100,0 100 0
22.02.01 100,0 100,0 100,0 100 0
23.02.01 100,0 100,0 100,0 100 0
07.03.02 94,7 90,9 94,2 94,1 93,5 0,9
08.03.02 95,0 90,4 85,5 90,7 90,4 1,9
11.03.02 90,0 89,6 90,4 90,0 0,2
14.03.02 90,4 88,1 94,1 90,9 1,7
18.03.02 94,8 90,4 91,0 92,1 1,4
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20.03.02 91,2 93,1 91,7 92,0 0,6
21.03.02 89,9 94,3 95,3 93,2 1,7
25.03.02 91,6 94.9 91,9 92,8 1,1
28.11.02 91,4 90,6 87,9 90,0 1,1
29.11.02 90,2 89,0 93,3 90,8 1,3
13.12.02 94,8 91,2 92,9 92,0 1,0
19.12.02 90,2 90,0 88,7 89,6 0,5
20.12.02 88,0 88,0 86,0 87,3 0,6
21.12.02 90,9 91,7 91,6 91,4 0,3
21.01.03 93,8 97,2 97,2 96,1 1,1
22.01.03 80,3 79,5 77,7 79,2 0,8
initialer Druck — Wasser:

Messtag 1. Messung | 2. Messung | 3. Messung | 4. Messung | Arithm. M. | SEM
05.10.00 7,8 8,1 7,9 7,9 0,1
23.10.00 11,6 11,8 11,7 0,1
27.10.00 8,4 11,2 8,4 9,3 0,9
12.02.01 7,3 7,9 9,0 8,1 0,5
13.02.01 8,2 8,0 8,2 8,1 0,1
16.02.01 7,6 7,4 7,8 7,6 0,1
19.02.01 8,8 11,0 8,3 9,4 0,8
22.02.01 7,7 8,8 8,5 8,3 0,3
23.02.01 10,2 10,5 10,4 10,4 0,1
07.03.02 9,2 8,9 8,9 9,0 0,1
08.03.02 9,6 9,2 9,0 9,3 0,2
11.03.02 9,7 9,7 9,7 9,7 0,0
14.03.02 9,9 10,3 10,1 9,7 10,0 0,1
18.03.02 10,0 10,6 10,1 10,0 10,2 0,1
20.03.02 9,6 9,5 9,1 9,4 0,2
21.03.02 10,6 10,8 10,6 10,7 0,1
25.03.02 11,1 10,6 11,6 11,1 0,3
28.11.02 10,3 10,7 8,4 9,8 0,7
29.11.02 9,8 9,6 9,5 9,6 0,1
13.12.02 10,3 9,9 10,1 10,8 10,3 0,2
19.12.02 13,7 12,6 12,7 13,0 0,4
20.12.02 8,9 8,4 8,9 8,7 0,2
21.12.02 8,5 8,5 8,8 8,6 0,1
21.01.03 9,2 7,9 8,9 8,7 0,4
22.01.03 9,7 8,0 9,3 9,0 0,5
initialer Druck — Surfactant:

Messtag 1. Messung | 2. Messung | 3. Messung | 4. Messung | Arithm. M. | SEM
05.10.00 4,7 4,0 4,2 4,3 0,2
23.10.00 6,2 5,6 5,5 5,8 0,2
27.10.00 6,7 8,5 8,9 8,0 0,7
12.02.01 9,0 5,8 4,9 6,6 1,2
13.02.01 4,6 4,9 5,1 4,9 0,1
16.02.01 5,9 5,7 4,9 5,5 0,3
19.02.01 5,1 5,6 4,9 5,2 0,2
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22.02.01 5,5 4,5 5,8 5,3 0,3
23.02.01 6,3 6,3 6,8 6,5 0,2
07.03.02 4,5 43 4.4 43 4.4 0,0
08.03.02 4,2 4,5 6,6 4,5 5,0 0,6
11.03.02 4,6 4,5 4.4 4,5 0,1
14.03.02 4,7 4,6 43 4,5 0,1
18.03.02 4,7 5,1 4,5 4,8 0,2
20.03.02 43 4,2 4.4 43 0,1
21.03.02 4,2 4.4 4,2 43 0,1
25.03.02 4,5 43 4,6 4,5 0,1
28.11.02 5,2 5,5 4,8 5,2 0,2
29.11.02 49 4,7 5,0 49 0,1
13.12.02 43 5,0 4,3 4,5 0,2
19.12.02 4,0 4,5 4,5 43 0,2
20.12.02 4.4 4,1 42 4,2 0,1
21.12.02 4,6 4.8 4.4 4,6 0,1
21.01.03 4,1 3,8 4,0 4,0 0,1
22.01.03 5,1 4,8 5,3 5,1 0,1
Spaltenstatistik — Kapillarsurfactometer:

Wasser Wasser Surfactant Surfactant

% Offen initialer Druck | % Offen initialer Druck

(cm H;0) (cm H,0)

Anzahl 25 25 25 25
Minimum 0,0 7,6 79,1 4,0
25% Perzentile 0,0 8,6 90,6 4.4
Median 0,4 9,4 93,0 4,8
75% Perzentile 3,7 10,3 98,1 5,2
Maximum 100,0 13,0 100,0 8,0
Arithmetisches Mittel | 13,4 9,5 93,5 5,0
Standardabweichung 32,3 1,2 4,9 0,9
Standardmessfehler 6,5 0,2 1,0 0,2
unteres 95% CI 0,11 9,00 91,52 4,62
Oberes 95% CI 26,75 10,03 95,54 5,37
Variationsk. (%) 240,23 13,10 5,21 18,28
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2. Kontrollgruppe

Abkiirzungen:
0,0 min: Adsorption (mN/m).
0,005 bis 2,5: Oberflichenspannungswerte der jeweiligen Pulsationszeiten in Minuten.
5,0: minimale Oberflichenspannung (mN/m).
Druck: initialer Druck (cm H,0).
Zellen: Gesamtzellzahl (10%ml).
% PMN: neutrophile Granulozyten (%).
PMN abs: neutrophile Granulozyten (10%ml).
SP-A: Surfactantprotein A Konzentration (ng/ml).
SP-B: Surfactantprotein A Konzentration (ng/ml).
SP-C: Surfactantprotein C Konzentration (ng/ml).
SP-D: Surfactantprotein D Konzentration (ng/ml).
Pro: Proteinkonzentration (ug/ml).
PL: Phospholipidkonzentration (ug/ml Pellet).
CL Konfidenzintervall.
Variationsk.: Variationskoeffizient.
Kontrolle | Geschlecht | Alter | 0,0 min | 0,05 10,25 (0,5 [1,0 | 1,5 |20 [25 |50
1 minnlich [ 4,0 |45,5 45,5126,4 | 24,1 | 22,5 ]20,8 | 20,0 | 18,2 ]2,3
2 ménnlich [4,5 |60,8 60,4 | 35,1 | 24,1 | 23,0 | 22,5 | 22,6 | 22,4 | 21,8
3 ménnlich [ 4,0 |23,7 23,7120,0|15218,6 |66 |82 (82 |16
4 ménnlich [3,0 |28,7 28,7 124,1|23,722,522,0]21,6|20,8]20,9
5 weiblich 7,0 | 35,6 35,6 129,6 | 27,3 | 24,1 | 23,3 | 23,3 [ 22,9 | 22,2
6 weiblich 6,5 |409 39,8 123,3]122,0]21,6 20,0 |18,3]16,0]9,7
7 weiblich 4,5 |50,5 50,1135,4124,5|229 22,0208 20,0 ]| 14,8
8 ménnlich [ 1,5 |359 34,8 122,01 18,8164 | 14,8 | 148 | 15,6 | 11,4
9 ménnlich [ 8,5 |249 249122,5]21,6 204 | 18,9 | 183|174 | 12,5
10 minnlich |50 |249 249 1196|1,5 |1,1 |1,1 |1,5 (04 [0,0
Kontrolle | % Offen | Druck | Zellen | % PMN | PMN abs | SP-A SP-B SP-C
1 100,0 5.3 0,33 0,00 0,00 9940,45 | 836,40 | 480,20
2 82,5 8,7 0,10 1,00 0,001 2631,70 | 415,28 | 349,70
3 94,8 6,1 0,155 |0,70 0,0011 13721,25 | 1059,15 | 450,62
4 83,4 8,3 0,083 | 2,00 0,0017 4497,55 |253,10 | 203,00
5 93,6 8,2 0,26 3,00 0,0078 9481,58 | 829,58 |399,92
6 92,9 5,5 0,072 | 0,50 0,0004 4800,82 | 748,38 | 320,92
7 100,0 6,7 0,115 | 8,00 0,0092 2115,98 | 511,83 | 358,00
8 99,9 5,8 0,173 | 1,00 0,0017 8067,57 | 429,30 | 330,00
9 99,9 5,9 0,18 3,00 0,0054 12951,60 | 836,85 | 963,90
10 99,0 6,8 0,263 17733,30 | 867,10 | 364,40
Kontrolle | SP-D Pro PL Recovery

Pool (%)
1 84,28 77,10 194,0 0,47
2 6,35 56,23 37,0 0,86
3 6,42 65,79 75,0 0,44
4 156,98 | 81,53 99,0 0,52
5 8,36 153,90 |61,0 0,86
6 3,26 70,26 64,0 0,69
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7 4,95 38,00 62,0 0,40
8 169,30 | 84,67 105,0 0,82
9 5,31 66,58 174,0 0,57
10 34,24 57,52 222,0 0,79
Spaltenstatistik:

Alter | 0,0 0,05 0,25 0,5 1,0 1,5 2,0

min

Anzahl 81 10 10 10 10 10 10 10
Minimum 5,0 23,7 23,7 19,6 1,5 1,1 1,1 1,5
25% Perzentile 8,0 24,9 24,9 21,0 17,0 12,5 10,7 11,5
Median 11,0 35,8 35,2 23,7 22,9 22,1 20,4 19,2
75% Perzentile 13,5 48,0 47,8 32,4 24,3 23,0 22,3 22,1
Maximum 31,0 60,8 60,4 354 27,3 24,1 23,3 23,3
Arithmetisches Mittel | 11,4 37,1 36,8 25,8 20,3 18,3 17,2 16,9
Standardabweichung 4,9 12,4 12,2 5,7 7,4 7,6 7,5 7,0
Standardmessfehler 0,5 3,9 3,9 1,8 2,3 2,4 2,4 2,2
unteres 95% CI 10,31 | 28,29 |28,10 |21,67 |14,98 | 12,87 | 11,80 | 11,93
Oberes 95% CI 12,48 | 45,99 | 45,58 |29,93 |25,58 |23,75 |22,60 |21,95
Variationsk. (%) 33,31 | 33,18 |22,38 |36,51 |41,55 |[43,87 |41,35 | 33,31

2,5 5,0 % Druck | Zellen | % PMN SP-A

Offen PMN abs

Anzahl 10 10 10 10 10 9 9 10
Minimum 0,4 0,0 82,5 5,3 0,072 0,0 0,0 2116
25% Perzentile 11,9 |20 88,2 5,6 0,092 | 0,600 |0,0007 | 3565
Median 17,8 12,0 |96,9 6,4 0,164 | 1,000 |0,0017 | 8775
75% Perzentile 21,6 | 21,4 |100,0 |82 0,262 | 3,000 |0,0066 | 13336
Maximum 22,9 22,2 |100,0 |[8,7 0,330 | 8,000 |0,0092 |17733
Arithmetisches Mittel | 16,2 | 11,7 | 94,6 6,7 0,173 | 2,133 |0,0031 | 8594
Standardabweichung 7,0 8,4 6,8 1,2 0,087 | 2,444 0,0034 | 5168
Standardmessfehler 2,2 2,7 2,1 0,4 0,027 | 0,815 0,0011 | 1634
unteres 95% CI 11,201 5,70 | 89,76 |5,82 (0,111 [0,255 |0,0005 | 4897
Oberes 95% CI 21,18 | 17,751 99,44 |7,60 |0,235 [4,012 |0,0058 | 12291
Variationsk. (%) 43,11 | 71,87 | 7,15 18,48 | 50,10 | 114,56 | 109,33 | 60,13

SP-B SP-C SP-D Pro PL Recovery

Pool (%)

Anzahl 10 10 10 10 10 10
Minimum 253,1 203,0 3,4 38,00 0,037 0,40
25% Perzentile 4223 325,5 5,1 56,88 0,062 0,46
Median 789,0 361,2 7,4 68,42 0,087 0,63
75% Perzentile 852,0 465,4 120,6 83,10 0,184 0,84
Maximum 1059 963,9 169,3 153,9 0,222 0,86
Arithmetisches Mittel | 678,7 4221 48,0 75,16 0,109 0,64
Standardabweichung 257,8 204,8 65,7 30,86 0,064 0,18
Standardmessfehler 81,53 64,78 20,8 9,76 0,020 0,058
unteres 95% CI 4943 275,5 0,97 53,08 0,063 0,51
Oberes 95% CI 863,1 568,6 94,92 97,23 0,155 0,77
Variationsk. (%) 37,99 48,53 136,96 41,06 58,83 28,48
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3. Patienten mit cystischer Fibrose

a. Verfiigbarkeit der Proben fiir die Korrelationen

Abkiirzu

ngen:

1. BAL: geniigend Material von 1. Lavage.
2. BAL: aus 1. Lavage zu wenig bzw. kein Material; kein Pulmozyme; geniigend Material aus

2.Lavage.

3. BAL: 1. und 2. Lavage: zu wenig bzw. kein Material; kein Pulmozyme; geniigend Material
der 3.Lavage.

W: zu wenig Material.

K: kein Material.

P: Pulmozyme, deshalb kein Ausweichen auf spitere Lavage moglich.

CS: nur ausreichend Material fiir Messung mit Kapillarsurfactometer vorhanden.

Patient | 101 102 103 104 105 106 107 108

Material | 1. BAL | 1. BAL |[1.BAL | W,P 1.BAL | 1.BAL | 1.BAL | W,2.

BAL

Patient | 109 110 111 112 113 114 115 116

Material | W, 2. 1.BAL | 1.BAL |W,2. K, W, W, 2. W, 2. 1. BAL
BAL BAL 3.BAL | BAL BAL

Patient | 117 118 119 120 121 122 123 124

Material | W, K, W, P 1.BAL | W, 2. 1.BAL | 1.BAL | W, K, W, 2.
K BAL K BAL

Patient | 125 126 201 202 203 204 205 206

Material | W, 2. 1.BAL | 1.BAL |W,P W, P 1.BAL |CS 1. 1. BAL
BAL BAL

Patient | 208 209 210 211 213 214 215 216

Material [ W, W, | 1.BAL |K,P 1.BAL | 1.BAL |[1.BAL |W,P W, W,
K K

Patient | 217 218 219 221 222 223 224 225

Material | 1. BAL [ 1.BAL | 1.BAL |1.BAL | 1.BAL |CS 1. 1. BAL | 1. BAL

BAL

Patient | 301 302 303 304 305 306 307 308

Material | W, 2. 1.BAL | 1.BAL |1.BAL | W, K, 1.BAL | W,P 1. BAL
BAL K

Patient | 309 310 311 312 313 314 315 316

Material | W, W, [ W,P W, P W, P W, K, I.BAL |W, W, |W,P
K K K

Patient | 401 402 403 404 405 406 407 408

Material | 1. BAL | 1.BAL | 1.BAL |1.BAL |[1.BAL |1.BAL | 1.BAL |1.BAL

Patient | 409 410 411 412 413 414 415 416

Material | 1. BAL [ 1. BAL | 1.BAL |1.BAL |1.BAL | W,W, |[1.BAL |1.BAL

3. BAL

Patient | 417 418 419 420 421 422 423 424

Material | 1. BAL | 1. BAL | 1.BAL | W,P 1.BAL | W,P 1. BAL | 1. BAL

Patient | 425 426 427 428 429 430 501 502

Material | W, 1.BAL |1.BAL |1.BAL |[1.BAL |1.BAL |K,P W, P
2.BAL
CS

Patient | 503 504 505 506 507 508 509 510

Material | 1. BAL [ 1. BAL | W, K, 1.BAL | 1.BAL | 1.BAL |1.BAL | W,
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CS K CS 2.BAL
CS

Patient | 511 512
Material | W, P 1. BAL
b. Werte fiir die Korrelationen
Abkiirzungen:
Patient: n-0: Probe der ersten Lavage.

n-2: Probe der zweiten Lavage.

n-3: Probe der dritten Lavage.
DNAse: 0: nicht randomisiert.

1: Pulmozyme (rhDNAse).

2: kein Pulmozyme.
BMI: Body Mass Index (kg/mz).
FVC: forcierte Vitalkapazitét (% Soll).
FEV: Einsekundenkapazitit (% Soll).
MEF;s: Maximaler exspiratorischer Fluss bei 25 % der Vitalkapazitit (% Soll).
MEF75.s:
0,0 min: Adsorption (mN/m).
0,005 bis 2,5: Oberfliachenspannungswerte der jeweiligen Pulsationszeiten in Minuten.
5,0: minimale Oberfldchenspannung (mN/m).
Druck: initialer Druck (cm H,0).
Zellen: Gesamtzellzahl (10%ml).
9% PMN: neutrophile Granulozyten (%).
PMN abs: neutrophile Granulozyten (10%ml).
SP-A: Surfactantprotein A Konzentration (ng/ml).
SP-B: Surfactantprotein A Konzentration (ng/ml).
SP-C: Surfactantprotein C Konzentration (ng/ml).
SP-D: Surfactantprotein D Konzentration (ng/ml).
Pro: Proteinkonzentration (ug/ml).
PL: Phospholipidkonzentration (ug/ml Pellet).
Einzelwerte:
Patient | Geschlecht | Alter DNAse | BMI FVC FEV, MEF,s | MEF:5)25
101-0 | weiblich 11 1 17,20 93,33 93,37 51,78 77,73
102-0 | weiblich 9 1 14,83 101,68 | 93,71 39,63 63,15
103-0 | ménnlich 8 2 16,36 112,67 | 100,34 | 57,99 74,00
105-0 | weiblich 15 2 22,89 88,21 88,29 42,61 105,05
106-0 | weiblich 10 1 15,75 82,36 79,83 56,03 62,95
107-0 | weiblich 9 2 18,17 111,87 95,64 | 51,15 60,54
108-2 | weiblich 13 2 18,33 105,72 | 111,24 | 74,96 67,94
109-2 | weiblich 9 2 15,15 93,93 89,43 39,61 73,43
110-0 | ménnlich 15 0 23,18 126,29 | 119,16 | 86,31 84,11
111-0 | weiblich 21 1 27,25 103,48 | 90,00 61,26 102,68
112-2 | ménnlich 7 0 15,68 113,32 | 83,64 38,08 47,73
113-3 | ménnlich 15 2 15,96 61,43 19,66 31,57
114-2 | ménnlich 12 0 15,70 88,62 87,28 60,40 66,13
116-0 | ménnlich 19 0 33,60 95,72 93,78 70,14 78,84
119-0 | weiblich 10 2 17,36 97,57 95,75 65,12 95,15
120-2 | weiblich 9 2 20,35 88,00 87,59 62,74 87,28
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121-0 | ménnlich 15 1 17,96 83,62 32,34 40,40
122-0 | weiblich 28 2 20,32 111,41 | 97,12 23,66 61,02
124-2 | ménnlich 14 2 17,20 86,45

125-2 | ménnlich 6 0 15,88 114,47 | 101,87 | 26,27 64,44
126-0 | ménnlich 12 2 18,31 108,64 | 99,27 111,89 | 108,59
201-0 | weiblich 13 2 18,97 119,01 | 117,18 | 86,99 118,97
204-0 | ménnlich 9 1 14,20 82,41 78,96 49,66 67,49
205-0 | ménnlich 8 1 14,52 92,86 43,09

206-0 | weiblich 13 1 18,97 86,09 56,76 61,34
209-0 | ménnlich 8 2 15,55 88,25 89,76 79,43
211-0 | ménnlich 9 1 13,72 71,34 51,97 27,14 32,06
212-0 | ménnlich 16 2 20,38 101,96 | 61,20 78,14
213-0 | weiblich 10 2 15,90 88,60 83,34 60,76 68,80
214-0 | weiblich 9 2 14,49 108,42 | 108,42 | 82,80 122,44
217-0 | weiblich 11 1 18,35 103,15 | 109,34

218-0 | minnlich 7 2 15,55 79,44 62,36 52,49
219-0 | weiblich 16 1 19,92 103,27 | 46,98 99,91
221-0 | ménnlich 11 1 18,24 87,55 78,45 52,19 66,26
222-0 | weiblich 13 1 21,17 85,29 36,14 76,11
223-0 | ménnlich 16 1 20,16 70,13 95,36 88,33 72,20
224-0 | weiblich 10 1 16,28 97,92 100,05 | 97,12 125,89
225-0 | weiblich 6 1 15,55 76,06 56,52 60,05
301-2 | weiblich 12 2 17,70 106,97 | 99,32 45,79 73,62
302-0 | minnlich 12 0 15,42 97,84 88,15 93,98 98,05
303-0 | ménnlich 7 1 15,68 107,09 | 98,97 77,50 74,00
304-0 | weiblich 12 1 18,97 93,74 96,90 56,01 108,81
306-0 | minnlich 12 1 17,31 107,00 | 105,77 | 101,62 | 107,17
308-0 | ménnlich 9 2 16,12 98,30 96,57 75,10 91,27
314-0 | ménnlich 7 1 16,08 96,10 89,63 53,28 63,08
401-0 | ménnlich 10 2 16,07 90,95 96,10 154,55 | 50,42
402-0 | ménnlich 11 2 15,77 93,60 90,87 57,28 72,54
403-0 | weiblich 7 1 14,56 95,78 98,36 101,67
404-0 | weiblich 6 2 12,93 81,50 86,71 73,36 57,19
405-0 | weiblich 5 2 16,16 78,90 79,25 51,07 62,50
406-0 | weiblich 11 1 15,72 83,55 91,77 95,66 104,90
407-0 | weiblich 8 1 14,45 78,14 80,51 37,80 56,62
408-0 | weiblich 11 1 21,30 98,25 99,17 69,88 90,46
409-0 | weiblich 13 1 18,41 89,11 97,15 59,83 104,08
410-0 | weiblich 7 1 16,49 120,70 | 117,54 | 85,07 104,10
411-0 | weiblich 15 0 17,72 77,99 93,87 77,15 128,19
412-0 | weiblich 10 2 17,36 110,50 | 117,27 | 103,28 | 117,57
413-0 | ménnlich 8 1 14,65 98,41 103,04 | 92,00 102,16
414-3 | weiblich 11 0 23,27 108,00 | 90,66 17,75 48,09
415-0 | ménnlich 11 0 18,43 108,53 | 92,77 56,32 63,56
416-0 | ménnlich 5 1 15,61 93,75 103,93 | 85,93 106,87
417-0 | ménnlich 14 2 18,31 91,44 85,38 41,11 52,02
418-0 | ménnlich 8 2 15,02 77,35 74,63 47,86 61,26
419-0 | weiblich 6 0 14,61 85,90 90,55 76,61 87,11
421-0 | ménnlich 9 1 14,04 95,04 80,37 46,69 53,45
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423-0 | weiblich 10 0 15,31 83,65 85,81 64,69 67,90
424-0 | weiblich 5 0 15,34 80,32 85,22 56,78
425-2 | weiblich 31 0 23,88 111,01 | 99,54 63,69 58,28
426-0 | mannlich 5 0 17,47 111,92 | 101,17 | 49,09 75,56
427-0 | weiblich 16 2 17,58 91,99 96,92 27,22 73,55
428-0 | ménnlich 6 0 14,96 93,16 88,61 70,56 66,26
429-0 | weiblich 24 0 16,30 95,96 92,02 33,71 72,38
430-0 | mdnnlich 19 2 23,70 118,30 | 121,13 | 115,90 | 131,39
503-0 | ménnlich 18 2 19,74 100,68 | 79,29 26,29 36,42
504-0 | ménnlich 13 1 15,55 82,01 97,34 82,19 74,78
506-3 mannlich 12 2 17,75
507-0 | weiblich 12 2 14,92 104,34 | 94,59 32,14 72,11
508-0 | ménnlich 16 1 21,85 115,30 | 111,71 | 107,10 | 85,52
509-0 | weiblich 6 1 13,55 96,89 107,96 | 144,13 | 169,25
510-2 | weiblich 16 2 19,48 71,59 53,39 5,60 18,83
512-0 | weiblich 5 2 15,91 112,20 | 117,45 | 93,33 125,22
Patient | 0,0 0,05 0,25 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 5,0
min
101-0 | 54,3 54,3 20,7 21,0 17,2 11,9 11,9 10,3 8,4
102-0 | 41,7 40,9 18,4 13,4 9,2 8,8 8,4 7,6 9,2
103-0 | 51,2 51,2 24,5 19,9 18,4 15,7 13,8 12,6 11,1
105-0 | 58,1 58,1 29,8 24,1 21,0 20,7 20,7 20,7 20,3
106-0 | 23,7 23,3 15,7 14,9 13,4 14,2 12,6 10,3 9,6
107-0 | 21,8 22,2 1,5 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0
108-2 | 55,1 54,7 22,4 22,5 21,3 21,3 21,4 21,0 21,8
109-2 |29,1 28,7 21,0 20,8 20,4 20,4 19,6 20,0 18,9
110-0 | 42,4 42,1 22,6 20,7 20,7 20,3 19,5 19,9 19,9
111-0 | 45,9 45,9 14,5 13,4 10,3 11,5 9,6 9,6 6,9
112-2 | 32,1 32,1 20,8 19,1 18,7 18,0 17,0 17,1 15,5
113-3 62,3 62,3 48,2 45,1 44,0 41,7 41,7 39,8 34,3
114-2 | 75,3 73,6 58,1 51,2 45,9 42,1 39,4 37,9 30,6
116-0 | 26,0 25,6 22,9 22,9 22,5 22,0 21,6 21,6 21,7
119-0 | 48,9 49,0 26,8 20,7 18,0 18,4 17,6 17,6 18,4
120-2
121-0 | 35,6 34,8 21,7 19,3 13,9 7,9 5,8 5,8 3,1
122-0 | 61,6 61,6 50,6 47,4 44,4 42,8 41,7 40,1 36,2
124-2 | 55,1 54,3 42,1 38,6 36,6 35,1 33,5 33,9 30,4
125-2 | 55,4 54,7 42,5 40,1 37,0 34,7 31,5 28,0 23,0
126-0 | 55,1 53,5 23,4 22,2 21,7 21,7 20,0 18,5 16,6
201-0 | 45,1 44,7 31,0 27,5 22,6 21,8 21,4 21,4 21,0
204-0 | 45,1 45,1 343 31,2 27,6 26,4 24,9 23,8 22,9
205-0
206-0 62,3 62,3 37,5 32,5 23,7 23,3 22,9 22,9 22,9
209-0 | 30,6 30,6 23,4 23,8 24,1 23,3 22,9 22,9 21,6
211-0 | 43,6 43,2 23,3 22,6 23,3 21,8 21,4 21,0 20,7
212-0 |54,3 53,9 23,7 22,6 22,1 21,4 21,3 21,3 21,0
213-0 |54,3 53,9 22,2 21,4 20,6 19,9 20,3 20,3 20,6
214-0 |20,6 20,7 19,9 20,7 20,3 20,7 20,7 20,3 19,5
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217-0 | 45,1 45,1 21,7 20,9 19,3 16,4 14,0 13,2 12,6
218-0 | 56,2 55,8 22,6 22,1 21,7 22,0 21,7 21,7 21,7
219-0 | 45,9 45,9 32,5 26,0 22,9 26,0 20,7 21,0 20,7
221-0 ]350,5 50,5 40,5 31,0 27,2 27,2 23,7 23,7 21,4
222-0 |50,1 49,7 31,0 22,9 22,6 21,8 21,0 20,7 19,9
223-0

224-0 | 32,9 32,9 21,8 21,4 20,7 20,3 19,5 19,9 0,0
225-0 |55.4 55,1 22,2 22,0 22,0 21,7 21,3 21,4 21,8
301-2 | 55,8 55,8 22,6 22,6 22,2 22,2 22,2 21,8 21,8
302-0 | 29,8 29,8 22,5 21,7 20,8 20,0 19,7 19,7 18,7
303-0 | 43,2 43,2 23,7 23,7 23,7 23,7 23,7 23,7 22,9
304-0 | 55,6 55,8 24,1 23,3 23,3 22,6 22,2 22,1 21,4
306-0 | 50,1 49,8 26,8 24,9 23,3 22,6 22,2 22,2 21,8
308-0 | 54,7 53,9 44,4 40,1 35,1 31,6 29,7 28,0 24,1
314-0 | 32,9 32,2 26,0 24.9 24,5 24,5 24,1 24,1 23,3
401-0 ]29,8 29,1 20,7 21,0 19,9 20,7 20,7 20,3 19,5
402-0 1474 47,0 20,7 20,7 19,9 19,5 19,5 19,5 18,7
403-0 | 46,3 46,3 31,4 25,2 22,9 21,4 20,7 19,5 18,7
404-0 ]32,9 32,1 21,0 20,7 19,5 20,7 19,9 19,5 18,7
405-0 | 24,9 24,1 19,9 19,5 19,5 19,5 19,1 18,7 18,0
406-0 | 20,3 20,7 18,4 14,5 11,1 5,7 0,0 1,1 0,0
407-0 |22,6 22,6 18,7 16,1 9,2 5,7 7,6 2,3 0,8
408-0 ] 33,3 33,0 27,5 30,0 30,8 31,2 30,0 29,6 27,6
409-0 | 58,5 58,1 40,9 35,9 29,1 24,5 22,2 21,8 21,8
410-0 | 25,6 25,2 21,8 21,4 21,0 20,3 20,7 20,7 18,7
411-0 | 50,1 49,7 27,2 23,7 21,4 23,3 21,4 21,8 21,0
412-0 ] 35,9 35,9 21,4 20,7 19,9 19,5 18,7 18,7 17,6
413-0 | 23,7 23,3 18,4 15,3 10,3 9,9 11,1 8,4 0,8
414-3 1264 25,6 4,7 6,4 3,7 4,3 4,8 3,3 13,2
415-0 | 24,1 23,7 214 21,4 9,9 8,8 11,9 9,9 6,9
416-0 | 50,1 49,0 21,8 21,0 20,3 19,1 16,8 16,8 11,1
417-0 ]26,8 26,0 20,7 20,3 20,3 19,5 19,1 18,7 16,4
418-0 | 51,2 51,2 19,9 20,3 19,5 19,9 20,7 20,7 19,9
419-0 | 28,3 27,5 14,9 11,5 9,2 5,7 8,4 5,0 2,3
421-0 49,3 49,0 25,6 20,3 19,9 18,7 17,2 16,1 11,1
423-0 |554 55,5 23,3 19,9 19,5 18,0 17,2 16,1 7,3
424-0 | 32,5 32,1 21,0 20,7 12,6 13,8 13,8 13,8 11,9
425-2

426-0 | 53,2 52,8 29,4 23,3 16,4 16,1 14,9 14,5 13,0
427-0 |57,0 56,6 41,3 38,2 32,5 28,7 25,6 22,6 22,2
428-0 49,3 49,3 20,0 18,7 13,8 11,4 10,0 11,0 14,0
429-0 | 37,1 37,1 31,4 32,7 29,6 29,1 27,3 27,2 25,7
430-0 | 44,0 44,0 21,8 18,7 15,3 14,9 15,3 15,3 14,9
503-0 |53,9 53,2 42,5 38,9 35,4 33,5 31,5 30,4 25,3
504-0

506-3 | 37,5 37,1 23,3 22,9 20,8 20,0 19,2 19,1 17,6
507-0 |]33,3 32,9 23,7 23,8 22,9 22,2 21,7 21,4 20,1
508-0 | 55,4 55,1 22,6 22,2 21,4 21,8 21,8 214 20,7
509-0 ]31,0 30,6 25,3 24,5 24,9 249 24,5 249 24,1
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510-2

512-0 |28,7 28,3 25,3 23,8 23,7 22,6 22,5 22,5 22,5
Patient | % Druck | Zellen | % PMN | SP-A SP-B SP-C SP-D

Offen PMN | abs

101-0 10,3 9,3 24,00 |29,30 | 7,03 11653,20 | 1088,50 | 918,50 | 4,85
102-0 10,0 10,8 10,50 | 12,70 | 1,33 11369,00 | 1218,50 | 1556,50 | 13,48
103-0 104 7,1 49,00 |65,70 |32,19 | 13218,25| 1158,00 | 1298,00 | 7,04
105-0 10,0 8,1 56,00 |51,10 |28,62 |[3761,00 | 1064,50 | 604,00 | 3,69
106-0 19,5 7,7 4,56 11,00 | 0,50 5244,00 | 824,00 | 840,50 | 16,46
107-0 | 74,2 6,0 8,86 7,00 0,62 8354,00 | 926,00 | 1408,50 | 18,10
108-2 |3.,6 7,9 62,20 |52,00 |32,34 |[5199,00 | 727,50 | 743,50 | 4,40
109-2 | 88,4 7,4 2,97 1,30 0,039 |2561,00 |413,00 |489,50 | 16,21
110-0 2,66 0,70 0,019 | 3491,00 2,66
111-0 3,00 5,00 0,15 4225,00 8,51
112-2 | 6,6 12,0 14,20 30,40 |4,32 3491,00 | 653,50 | 722,50 |5,21
113-3 10,0 8,3 52,50 | 57,00 |29,93 |[2086,20 |942,50 |444,50 | 14,80
114-2 ]192,7 6,2 15,15 | 6,60 1,00 6431,00 |918,50 | 1121,00 | 18,64
116-0 | 73,6 10,0 6,40 0,70 0,04 2405,20 | 227,50 |376,50 |4,94
119-0 | 1,3 9,4 20,80 |44,30 |9,21 2482,00 | 580,00 | 385,00 | 3,62
120-2 10,5 7,1 6,90 47,00 |3,24 3042,70 4,68
121-0 | 13,5 5,9 28,60 | 36,00 | 10,30 [4940,00 |639,00 |218,50 |7,25
122-0 10,1 9,1 159,00 | 83,00 | 131,97 | 995,10 489,00 |522,00 |3,21
124-2 10,3 6,9 9,90 32,80 |3,25 10621,80 | 1316,50 | 937,50 | 3,94
125-2 15,1 6,8 2,45 4,00 0,10 3403,60 | 638,50 | 522,00 | 5,25
126-0 1,8 8,2 5,20 20,00 | 1,04 6041,00 | 467,00 | 552,00 | 3,65
201-0 10,0 10,4 108,00 | 71,00 | 76,68 |2747,80 |290,20 | 95,00 4,36
204-0 | 88,8 6,3 10,00 |21,00 |2,10 4707,00 | 887,10 | 545,24 |3,40
205-0 | 83,1 7,0 9,00 12,00 | 1,08 2966,00 | 446,50 | 605,50 | 4,50
206-0 | 10,2 8,2 40,00 |[31,00 | 12,40 |4258,20 | 712,50 | 724,00 | 16,45
209-0 91,9 6,6 21,00 | 28,00 |5,88 21811,00 | 875,70 | 570,81 | 2,13
211-0 04 7,4 3,00 2,80 0,08 3895,80 | 247,20 | 37,00 2,24
212-0 10,3 7,7 62,00 | 42,00 |26,04 |[2424,00 | 1434,00 | 824,00 | 5,20
213-0 10,7 8,0 15,00 |28,00 |4,20 3109,70 | 375,50 |930,00 | 1,17
214-0 |3,1 6,8 2,80 36,00 | 1,01 2309,00 |262,30 | 109,00 |2,70
217-0 |26,3 8,1 68,00 |21,00 | 14,28 |[5503,70 |491,00 | 888,00 | 7,90
218-0 10,0 9,2 19,00 | 15,00 | 2,85 4326,00 | 679,50 |574,50 |6,30
219-0 0,1 8,5 26,00 |29,00 |7,54 4814,00 | 155,50 | 43,50 3,90
221-0 |29 5,2 22,00 39,00 | 8,58 13135,00 | 413,20 | 334,00 |9,52
222-0 10,2 7,7 126,00 | 82,00 | 103,32 | 4471,00 | 193,10 | 128,50 | 0,00
223-0 7,8 7,1 1,00 52,00 | 0,52 4124,00 | 554,50 | 511,00 |5,40
224-0 10,5 7,8 25,00 |26,00 |6,50 5777,00 | 329,50 | 44,00 4,30
225-0 | 44,4 8,8 6,00 40,00 | 2,40 2043,00 | 380,00 | 454,00 |2,80
301-2 | 45,5 9,5 1,70 3,00 0,05 1432,33 | 392,50 | 470,00 | 5,05
302-0 | 66,7 8,0 1,00 0,00 1408,30 | 618,00 | 513,00 |[7,71
303-0 | 14,5 6,6 23,00 | 0,00 2595,30 |923,50 | 156,00 |2,12
304-0 | 0,1 9,7 0,01 28,00 | 0,00 5527,50 | 1101,00 | 143,00 | 5,02
306-0 | 0,2 9,7 25,00 | 0,00 2504,10 | 1186,00 | 453,50 | 4,01
308-0 | 51,2 11,1 5,90 28,00 | 1,65 2657,00 | 814,80 | 516,66 | 5,36
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314-0 |95,7 7,5 4,30 30,00 | 1,29 8791,00 | 965,40 |483,94 |2,91
401-0 |20,8 7,8 0,02 13,30 | 0,00 11204,00 | 345,00 | 494,50 | 13,06
402-0 10,3 7,0 97,00 |21,80 |21,15 |14119,00 | 259,50 |407,50 | 2,40
403-0 | 4,7 6,5 0,32 15,70 | 0,05 2527,00 11,52
404-0 | 443 5,2 0,01 10,80 | 0,00 5380,00 6,59
405-0 | 25,1 5,5 0,05 19,10 | 0,01 9934,30 7,74
406-0 | 40,0 4,6 0,04 3,40 0,00 6827,00 7,23
407-0 | 85,4 4,9 0,18 28,60 | 0,05 13293,75 10,73
408-0 |04 8,6 0,05 27,60 | 0,01 1936,00 | 468,00 | 405,50 | 0,00
409-0 10,1 9,8 0,03 51,50 | 0,02 2135,00 1,44
410-0 |223 5,2 0,09 16,30 | 0,01 4912,08 8,89
411-0 | 243 8,5 0,02 0,60 0,00 2408,87 | 369,00 | 635,00 | 7,58
412-0 | 76,4 8,7 0,02 11,10 | 0,00 3633,10 5,37
413-0 | 1,2 10,8 0,16 13,60 | 0,02 4781,20 | 580,00 | 482,50 |31,35
414-3 | 53,5 7,1 0,12 18,50 | 0,02 4441,70 | 538,00 | 378,50 | 11,38
415-0 |9,7 7,7 0,04 0,30 0,00 1815,07 | 369,00 | 594,50 | 8,22
416-0 0,6 10,1 0,16 1,50 0,00 222,71 307,00 |432,50 |21,04
4170 |14 8,4 0,14 34,20 | 0,05 6129,30 | 520,00 | 580,00 | 12,56
418-0 | 8,6 7,0 0,56 61,50 |0,34 3850,13 | 352,50 |416,50 |6,91
419-0 | 86,8 5,8 2,00 0,00 6459,50 | 553,00 | 766,00 | 14,57
421-0 | 16,0 6,3 0,07 50,50 | 0,04 3566,07 | 397,50 | 658,00 |12,33
423-0 | 86,7 6,3 0,04 1,10 0,00 444585 | 370,00 | 565,50 | 102,09
424-0 | 16,0 9,8 0,14 0,60 0,00 4128,40 | 441,00 | 688,50 | 23,07
425-2 5,1 5,4 0,43 0,00 1077,10 4,57
426-0 0,3 8,5 1,80 2,20 0,04 4141,25 | 635,00 | 340,00 | 7,64
427-0 10,0 9,2 0,08 11,00 | 0,01 2300,43 | 316,00 | 552,50 | 20,29
428-0 | 8,0 9,2 1,05 3,50 0,04 3151,40 | 496,00 | 388,50 |4,90
429-0 10,2 7,7 0,33 1,50 0,00 1688,50 | 291,50 | 432,00 | 2,05
430-0 | 1,1 8,6 0,36 26,20 | 0,09 5568,20 | 699,50 | 1197,00 | 17,71
503-0 0,6 12,0 19,00 91,00 | 17,29 [9189,90 | 935,90 |248,30 | 1,34
504-0 16,5 7,5 0,05 7,00 0,00 6722,40 | 895,20 |539,09 |1,72
506-3 94,9 5,9 2,00 4807,00 7,84
507-0 |87,1 8,2 0,13 53,00 | 0,07 1461,70 | 899,50 | 549,43 | 5,27
508-0 |57,0 6,5 0,14 15,00 | 0,02 6999,00 |293,70 | 200,50 | 22,06
509-0 |79 9,4 0,75 55,00 | 0,41 266,74 844,90 | 587,47 |3,44
510-2 |24,7 8,4 0,79 67,00 |0,53 2288,30 | 918,20 | 535,35 |0,826
512-0 97,9 8,4 0,38 12,00 | 0,05 8495,50 | 766,40 | 153,74 | 10,83
Patient | Pro PL Genetik 1 Genetik 2 Gesamt Pool
Recovery | Recovery
(%) (%)
101-0 160,17 | 79,34 | dF508/df508 unbekannt 0,63 0,72
102-0 137,70 | 79,55 | 1677 delta 0,59 0,63
103-0 146,90 | 65,77 | KM 19-2/XV2-1 | XV2c-1 0,69 0,81
105-0 128,80 | 90,82 | dF508/dF508 dF508 0,73 0,78
106-0 96,00 | 48,43 | dF508 unbekannt 0,78 0,86
107-0 116,10 | 66,47 0,66 0,71
108-2 45,12 | 38,64 | dF508 dF508 0,60 0,67
109-2 67,71 | 18,81 | dF508 dF508 0,66 0,80
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110-0 101,40 dF508 unbekannt 0,52 0,52
111-0 105,40 dF508 dF508 0,80 0,84
112-2 43,44 | 21,80 | dF508 dF508 0,70 0,86
113-3 205,50 | 163,50 | dF508 dF508 0,81 0,90
114-2 56,60 | 40,01 | dF508 dF508 0,63 0,74
116-0 47,11 | 36,93 | unbekannt unbekannt 0,94 0,99
119-0 110,00 | 77,09 | dF508 dF508 0,74 0,82
120-2 64,06 | 8,825 | dF508 W1282X 0,64 0,68
121-0 80,00 | 20,70 | Fehlt fehlt 0,80 0,85
122-0 154,20 | 24,29 | G551D G551 D 0,63 0,69
124-2 103,40 | 92,52 | dF508 DF508 0,53 0,62
125-2 50,39 | 28,70 | dF508 dF508 0,60 0,70
126-0 85,40 | 53,61 |dF508 dF508 0,64 0,70
201-0 141,43 | 38,95 | DF508 F508 0,03 0,00
204-0 98,20 | 63,36 0,05 0,00
205-0 65,80 | 11,80 | DF 508 DF 508 0,15 0,11
206-0 336,54 | 66,15 | DF508 DF508 0,04 0,00
209-0 80,70 | 37,13 | DF508 DF508 0,08 0,00
211-0 63,10 | 22,85 | dF508 dF508 0,12 0,00
212-0 166,70 | 15,93 0,03 0,00
213-0 53,00 | 33,00 | DF508 DF508 0,66 0,73
214-0 282,10 | 111,05 0,75 0.57
217-0 148,40 | 63,80 | dF508 DF508 0,71 0,77
218-0 79,60 | 70,94 | DF508 DF508 0,76 0,84
219-0 163,40 | 54,25 | dF508 DF508 0,48 0,52
221-0 157,50 | 56,85 | DF508 DF508 0,54 0,60
222-0 91,10 | 40,15 | DF508 dF508 0,70 0,77
223-0 79,00 | 10,80 0,48 0,52
224-0 99,80 | 33,10 0,20 0,19
225-0 64,50 | 14,50 | DF508 DF508 0,45 0,52
301-2 36,90 |23,35 | DF508 A455E 0,46 0,62
302-0 66,80 | 21,60 | unbekannt unbekannt 0,33 0,39
303-0 147,40 | 35,25 | DF 508 DF508 0,51 0,67
304-0 270,20 | 234,90 | DF 508 DF508 0,33 0,39
306-0 175,70 | 88,85 | DF508 DF508 0,29 0,29
308-0 108,80 | 20,42 | DF508 1078ddT 0,06 0,00
314-0 259,50 | 37,82 | DF508 DF508 0,40 0,50
401-0 88,59 | 36,43 | DF 508 DF 508 0,50 0,56
402-0 126,93 | 29,01 | DF 508 DF 508 0,39 0,40
403-0 382,40 | 81,15 | DF 508 DF 508 0,38 0,35
404-0 117,00 | 55,70 | DF 508 unbekannt 0,41 0,49
405-0 175,90 | 102,45 | DF 508 DF 508 0,74 0,87
406-0 85,61 |52,30 | df508 df508 0,73 0,80
407-0 156,15 | 197,50 | DF508 DF508 0,60 0,62
408-0 78,70 | 124,26 | DF508 DF508 0,33 0,33
409-0 101,12 | 28,50 | DF 508 DF 508 0,50 0,53
410-0 119,64 | 59,70 [ unbekannt unbekannt 0,73 0,80
411-0 73,44 | 19,45 | DF 508 DF508 0,06 0,00
412-0 65,12 | 26,65 | DF508 DF508 0,77 0,84
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413-0 121,73 | 46,63 | DF508 DF508 0,70 0,81
414-3 82,01 |19,69 | DF508 unbekannt 0,75 0,89
415-0 115,80 | 17,41 | DF 508 unbekannt 0,85 0,92
416-0 76,32 | 18,92 | DF 508 DF508 0,75 0,82
417-0 94,80 | 50,90 | unbekannt 0,69 0,92
418-0 69,61 | 25,19 | DF508 DF508 0,69 0,79
419-0 115,65 | 44,79 | DF508 21431delta+ 0,75 0,87
421-0 86,98 | 20,46 | DF508 DF508 0,81 0,90
423-0 49,00 | 25,70 | DF508 DF508 0,67 0,84
424-0 90,88 | 16,79 | DF508 unbekannt 0,69 0,76
425-2 152,33 | 4,20 DF508 unbekannt 0,89 0,95
426-0 76,59 | 31,80 | DF508 DF508 0,63 0,74
427-0 63,84 | 19,40 | DF508 unbekannt 0,06 0,00
428-0 79,60 | 40,00 | DF508 P347P 0,66 0,71
429-0 23,90 | 17,65 | DF508 DF508 0,51 0,56
430-0 309,05 | 27,11 | DF508 unbekannt 0,66 0,76
503-0 209,20 | 40,32 | DF508 DF508 0,62 0,74
504-0 67,90 |9,231 | R5553Xhetero 0,43 0,44
506-3 51,29 |[40,23 | unbekannt 0,38 0,44
507-0 243,44 | 79,29 | DF508 DF508 0,47 0,54
508-0 52,60 | 31,40 | fehlt fehlt 0,53 0,57
509-0 511,48 | 369,11 | DF508 J506s 0,27 0,29
510-2 74,90 | 23,10 | DF508 unbekannt 0,36 0,39
512-0 88,00 | 56,72 | DF508 DF508 0,78 0,90
Spaltenstatistik:

Alter | BMI | FVC | FEV, | MEF,s | MEFys,5 | % Druck

Offen
Anzahl 81 81 67 80 79 76 79 79
Minimum 5,0 12,93 | 70,13 | 51,97 | 5,60 18,83 0,0 4,6
25% Perzentile 8,0 15,55 | 88,00 | 85,95 | 45,79 61,92 0,4 6,8
Median 11,0 | 16,36 | 96,10 | 93,54 | 60,40 73,59 7,8 7,8
75% Perzentile 13,5 | 18,70 | 108,4 | 99,80 | 85,07 100,8 45,5 |9,1
Maximum 31,0 |33,60 | 126,3 | 121,1 | 154,6 169,3 97,9 12,0
Arithmetisches Mittel | 11,4 | 17,54 | 97,02 | 93,05 | 64,33 78,98 25,6 |79
Standardabweichung | 4,906 | 3,291 | 13,22 | 13,03 | 28,27 26,78 33,63 | 1,64
Standardmessfehler 0,545 10,366 | 1,615 | 1,457 | 3,181 3,072 3,78 0,18
unteres 95% CI 10,31 | 16,81 | 93,80 | 90,15 | 58,00 72,86 18,07 | 7,54
Oberes 95% CI 12,48 | 18,27 | 100,2 | 95,95 | 70,66 85,10 33,13 | 8,27
Variationsk. (%) 43.06 | 18.77 | 13.63 | 14.00 | 43.95 33.91 131.4 | 20.72
0,00 0,05 [0,25 |050 |[1,00 |1,50 |2,00 |2,50 |5,00

Anzahl 75 75 75 75 75 75 75 75 75
Minimum 20,3 20,7 | 1,5 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0
25% Perzentile 31,0 30,6 (21,0 {203 [18,7 |18,0 [16,8 | 16,1 | 13,0
Median 45,1 | 45,1 |22,9 (22,1 |21,0 (20,7 |20,7 20,3 |19,9
75% Perzentile 54,3 (53,9 (294 |249 |23,7 [23,3 |22,2 |222 |[21,8
Maximum 75,3 | 73,6 | 58,1 |51,2 [459 |42,8 |41,7 | 40,1 | 36,2
Arithmetisches Mittel | 42,9 |42,6 |258 |23,8 [21,5 |20,6 [19,8 |19,2 | 17,6
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Standardabweichung 12,87 | 12,84 19,47 |845 |8,27 |8,16 |7,83 |7,88 |7,79
Standardmessfehler 1,49 (1,48 |1,09 0,976 (0,95 (0,94 |090 |0,91 |0,90
unteres 95% CI 39,98 | 39,67 | 23,60 | 21,81 | 19,63 | 18,73 | 17,99 | 17,41 | 15,81
Oberes 95% CI 45,90 | 45,57 | 27,96 | 25,70 | 23,43 | 22,48 | 21,60 | 21,04 | 19,40
Variationsk. (%) 29.97 | 30.12 | 36.73 | 35.59 | 38.41 | 39.62 | 39.54 | 40.99 | 44.23
Zellen | % PMN | SP-A | SP-B SP-C SP-D | Pro
PMN | abs
Anzahl 76 80 80 81 68 68 81 81
Minimum 0,01 0,30 |0,0 222,77 | 155,5 37,0 0,0 23,90
25% Perzentile 0,14 6,80 | 0,01 2493 | 372,8 386,8 3,63 68,76
Median 2,89 21,401 0,12 4141 | 567,3 519,3 5,36 96,00
75% Perzentile 19,00 | 37,50 | 4,26 6085 | 891,2 646,5 11,11 | 147,9
Maximum 159,0 [91,00 | 132,0 | 21811 | 1434 1557 102,1 | 511,5
Arithmetisches Mittel | 16,38 | 25,77 | 7,70 5045 | 630,6 544.,8 8,91 121,2
Standardabweichung | 30,60 | 22,30 | 21,15 | 3725 |306,4 |310,4 12,15 | 82,41
Standardmessfehler 3,510 |2,493 (2,365 |413,9 | 37,16 37,64 1,350 |9,16
unteres 95% CI 9,39 20,80 | 2,99 4222 | 556,4 469,6 6,222 | 103,0
Oberes 95% CI 23,38 30,73 | 12,41 | 5869 | 704,8 619,9 11,59 |1394
Variationsk. (%) 186.80 | 86.54 | 274.67 | 73.83 | 48.59 56.97 136.38 | 67.98
PL Recovery Recovery
Gesamt (%) | Pool (%)
Anzahl 79 81 81
Minimum 4,20 0,03 0,0
25% Perzentile 21,80 0,40 0,44
Median 37,82 0,62 0,69
75% Perzentile 63,80 0,72 0,82
Maximum 369,10 0,94 1,13
Arithmetisches Mittel 52,55 0,54 0,60
Standardabweichung 53,79 0,24 0,29
Standardmessfehler 6,052 0,03 0,03
unteres 95% CI 40,51 0,49 0,54
Oberes 95% CI 64,60 0,59 0,66
Variationskoeffizient (%) | 102,35 43,44 47,93

c. Mikrobiologischer Befund CF Lavagen

Abkiirzungen:
MRSA:
Vergr.:
Lact.neg:
K.neg:

Sp:

Anaer:

Methicillin resistenter Staphylococcus aureus
vergriinend
Laktase negativ
Koagulase negativ
Spezies
Anaerobier

Patient

Mikrobiologischer Befund

101-0

Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae

102-0

Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae

103-0

Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae

105-0

Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, MRSA, vergr. Streptokokken,
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Aspergillus

106-0 | Staphylococcus aureus, Candida

107-0 | Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Aspergillus, Trichosporum
cutaneum

108-2 | Staphylococcus aureus, Haemophilus sp-lact.neg, Candida g, Sporophyten

109-2 | Staphylococcus aureus, vergr. Streptokokken

110-0 | vergr. Streptokokken, Neisseria apath, Bacillus .sp

111-0 | Pseudomonas aeruginosa, vergr .Streptokokken

112-2 | Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae

113-3 | P. pickettii, Veillonella sp. anaer, Prevot. sp. anaer, vergr. Streptokokken,
Staphylokokken K.neg.

114-2 | Pseudomonas aeruginosa

116-0 | Streptococcus anhaem.

119-0 | Pseudomonas aeruginosa

120-2 | Staphylococcus aureus, Staphylokokken K.neg

121-0 | Pseudomonas aeruginosa

122-0 | Staphylococcus aureus, Staphylokokken K.neg

124-2 | Staphylococcus aureus

125-2 | Haemophilus influenzae

126-0 | Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Staphylokokken K.neg

201-0 | Staphylococcus aureus

204-0 | Staphylococcus aureus

205-0 | Achromobacter xylosoxidans, Acinetobacter h.

206-0 | Staphylococcus aureus

209-0 | Staphylococcus aureus

211-0 | Staphylococcus aureus

212-0 | Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae

213-0 | Haemophilus influenzae

214-0 | negativ

217-0 | negativ

218-0 | Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae

219-0 | Candida

221-0 | Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae

222-0 | Staphylococcus aureus

223-0 | negativ

224-0 | Pseudomonas aeruginosa

225-0 | Staphylococcus aureus

301-2 | Keine Mikrobiologie

302-0 | negativ

303-0 | Pseudomonas aer., Haemophilus influenzae, andere H., Staphylokokken K.neg.

304-0 | Staphylococcus aureus, Candida

306-0 | Staphylococcus aureus, S.malt

308-0 | Pseudomonas aeruginosa

314-0 | Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae

401-0 | negativ

402-0 | Pseudomonas aeruginosa

403-0 | Haemophilus influenzae

404-0 | Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae

405-0 | Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
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406-0 | Pseudomonas aeruginosa
407-0 | Pseudomonas aeruginosa
408-0 | Pseudomonas aeruginosa, Candida
409-0 | negativ
410-0 | negativ
411-0 | negativ
412-0 | negativ
413-0 | Staphylococcus aureus
414-3 | negativ
415-0 | negativ
416-0 | negativ
417-0 | Pseudomonas aeruginosa
418-0 | Aspergillus fumigatus
419-0 | Staphylococcus aureus
421-0 | Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
423-0 | negativ
424-0 | negativ
425-2 | Pseudomonas aeruginosa
426-0 | negativ
427-0 | Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans
428-0 | negativ
429-0 | Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
430-0 | Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae
503-0 | Staphylococcus aureus
504-0 | Staphylococcus aureus
506-3 | negativ
507-0 | Staphylococcus aureus, Candida, S.malto
508-0 | negativ
509-0 | Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus, Streptococcus haemolyt
510-2 | Pseudomonas aeruginosa, Candida
512-0 | Eschericha coli
d. Sequenzielle BAL
Abkiirzungen: siehe Korrelation
Vergleich der Verlaufsgruppen mit der Grundgesamtheit:
Grundgesamtheit Bubble Gruppe p-
(1. Lavage) (1. Lavage) Wert
FVC (% Soll) 96,10 (70,13 - 126,30), 67 | 90,95 (71,34 - 120,70), 19 | 0,3202
FEV, (% Soll) 93,54 (51,97 - 121,10), 80 | 93,54 (51,97 - 117,50), 20 | 0,6510
MEF;s (% Soll) 60,40 (5,60 - 154,60), 79 | 69,24 (27,14 - 154,60), 20 | 0,2412
MEF;75/25 (% Soll) 73,59 (18,83 - 169,30), 76 | 75,87 (32,06 - 128,20), 20 | 0,8995
Body Mass Index (kg/m”) | 16,36 (12,93 - 33,60), 81 15,98 (12,93 - 21,85),20 | 0,1150
Alter (Jahre) 11,00 (5,00 - 31,00), 81 9,50 (5,00 - 16,00), 20 0,1546
Adsorption (mN/m) 45,1 (20,3 - 75,3), 75 45,7 (20,3 - 55,4), 20 0,5408
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Minimale 19,9 (0,0 - 36,2), 75 18,6 (0,0 - 21,0), 20 0,0639

Oberflichenspannung

(mN/m)

% Offen 7,8 (0,0-97,9), 79 9,1 (0,0 - 86,8), 20 0,8514

initialer Druck (cm H,0) 7,8 (4,6 -12,0), 79 7,3 (4,6 - 10,8), 20 0,2518

Gesamtzellzahl (10%/ml) 2,885 (0,01 - 159,00), 76 0,56 (0,01 - 108,00), 19 0,3286

Neutrophile Granulozyten | 21,40 (0,30 - 91,00), 80 15,35 (0,60 - 71,00), 20 0,5098

(%)

Neutrophile Granulozyten | 0,124 (0,00 - 132,00), 80 0,05172 (0,00 - 76,68), 20 | 0,5265

(10%ml)

SP-A (ng/ml) 4141,0 (222,7 - 21811,0), | 5312,0 (2409,0 - 13218,0), | 0,0892
81 20

SP-B (ng/ml) 567,3 (155,5 - 1434,0), 68 | 397,5 (247,2 - 1219,0), 15 | 0,3378

SP-C (ng/ml) 519,3 (37,0 - 1557,0), 68 635,0 (37,0 - 1557,0), 15 0,3260

SP-D (ng/ml) 5,36 (0,00 - 102,10), 81 7,41 (1,17 - 22,06), 20 0,3085

Proteinkonzentration 96,00 (23,9 - 511,5), 81 104,7 (52,6 - 382,4), 20 0,7077

(ng/ml)

Phospholipidkonzentration | 37,82 (4,20 - 369,10), 79 50,37 (19,45 - 102,50), 20 | 0,2208

(ng/ml)

Median (Spannweite), Anzahl; p- Wert des Mann Whitney Tests; Grundgesamtheit entspricht
den Patienten fiir die Korrelationen (n= 81); Bubble- Gruppe: Gruppe von 20 Patienten von
denen bei allen drei Lavagezeitpunkten geniigend Material vorhanden war um die
Oberflichenspannung im pulsierenden Blasensurfactometer zu messen.

Grundgesamtheit % Offen Gruppe p- Wert

(1. Lavage) (1. Lavage)
FVC (% Soll) 96,10 (70,13 - 126,30), 67 | 93,60 (71,34- 127,20), 27 | 0,4249
FEV; (% Soll) 93,54 (51,97 - 121,10), 80 | 93,71 (51,97 - 117,50), 29 | 0,8666
MEF;s (% Soll) 60,40 (5,60 - 154,60), 79 | 65,12 (25,66- 154,60), 29 | 0,4947
MEF;5/5 (% Soll) 73,59 (18,83 - 169,30), 76 | 76,11 (32,06 - 128,20), 29 | 0,7936
Body Mass Index (kg/mz) 16,36 (12,93 - 33,60), 81 | 16,16 (12,93 - 33,60), 29 | 0,5460
Alter (Jahre) 11,00 (5,00 - 31,00), 81 10,00 (5,00 - 19,00), 29 0,5459
% Offen 7,8 (0,0-97,9), 79 8,6 (0,0 - 86,8), 29 0,8843
initialer Druck (cm H,O) 7,8 (4,6 -12,0),79 7,5 (4,6 - 10,8), 29 0,3216
Gesamtzellzahl (10°/ml) 2,885 (0,01 - 159,00), 76 | 0,35 (0,01 - 126,00), 28 | 0,2576
Neutrophile Granulozyten | 21,40 (0,30 - 91,00), 80 13,60 (0,30- 82,00), 29 0,1812
1(\(17221tr0phile Granulozyten | 0,124 (0,00 - 132,00), 80 | 0,035 (0,00 - 103,30), 29 | 0,2926
(10%/ml)
SP-A (ng/ml) 4141,0 (222,7 - 21811,0), | 4781,0 (1815,0 - 0,2674
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81 14119,0), 29
SP-B (ng/ml) 567,3 (155,5 - 1434,0), 68 | 372,3 (193,1 - 1219,0), 24 | 0,0297*
SP-C (ng/ml) 519,3 (37,0 - 1557,0), 68 | 516,8 (37,0 - 1557,0), 24 | 0,9539
SP-D (ng/ml) 5,36 (0,00 - 102,10), 81 6,91 (0,00 - 31,35), 29 0,9055
Proteinkonzentration 96,0 (23,9 - 511,5), 81 99,36 (23,7 - 382,4), 29 0,8520
(ug/ml)
Phospholipidkonzentration | 37,82 (4,20 - 369,10), 79 | 40,15 (7,35 - 124,30), 29 | 0,7263

(ng/ml)

Median (Spannweite), Anzahl; p-Wert des Mann Whitney Tests; Grundgesamtheit entspricht
den Patienten fiir die Korrelationen (n= 81); % Offen- Gruppe: Gruppe von 29 Patienten von
denen bei allen drei Lavagezeitpunkten geniigend Material vorhanden war um das % Offen im

Kapillarsurfactometer zu bestimmen (Bubble- Gruppe plus neun weitere Patienten).

Einzelwerte im Verlauf:

Kursiv: Patienten der 9 Patienten der % Offen- Gruppe: 116, 222, 402, 408, 413, 414, 415,

504, 5006.

Patient Alter Geschl. DNAse Genetik 1 Genetik 2
1. Lavage

101 11 weiblich 1 dF508/df508 unbekannt

102 9 weiblich 1 1677 delta

103 8 maénnlich 2 KM 19-2/XV2-1 | XV2c-1

106 10 weiblich 1 dF508 unbekannt

119 10 weiblich 2 dF508 dF508

126 12 maénnlich 2 dF508 dF508

201 13 weiblich 2 dF508 dF508

211 9 mannlich 1 dF508 dF508

213 10 weiblich 2 DF508 DF508

401 10 ménnlich 2 DF 508 DF 508

403 7 weiblich 1 DF 508 DF 508

404 6 weiblich 2 DF 508 unbekannt

405 5 weiblich 2 DF 508 DF 508

406 11 weiblich 1 df508 df508

410 7 weiblich 1 unbekannt unbekannt

411 15 weiblich 0 DF508 DF508

418 8 ménnlich 2 DF508 DF508

419 6 weiblich 0 DF508 21431delta+

421 9 ménnlich 1 DF508 DF508

508 16 mannlich 1 fehlt fehlt

116 19 mdénnlich 0 unbekannt unbekannt

222 13 weiblich 1 DF508 dF508

402 11 méinnlich 2 DF 508 DF 508

408 11 weiblich 1 DF508 DF508

413 8 mdéinnlich 1 DF508 DF508

414 17 weiblich 0 DF508 unbekannt

415 11 mdnnlich 0 DF 508 unbekannt

504 13 mdnnlich 1 R5553Xhetero

506 9 mdnnlich 2 unbekannt
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Patient BMI BMI BMI FVC FVC FvC FEV,
1.Lavage | 2.Lavage | 3.Lavage | l.Lavage | 2.Lavage | 3.Lavage | 1.Lavage
101 17,20 17,80 20,77 93,33 83,58 80,97 93,37
102 14,83 15,43 17,11 101,68 86,92 98,30 93,71
103 16,36 16,42 16,70 112,67 83,44 88,95 100,34
106 15,75 18,36 19,11 82,36 87,77 79,83
119 17,36 16,23 16,94 97,57 78,62 95,75
126 18,31 20,71 21,64 108,64 125,52 124,09 99,27
201 18,98 22,27 24,69 119,01 117,18
211 13,72 14,48 15,30 71,34 88,92 51,97
213 15,90 16,44 18,82 88,60 88,15 83,34
401 16,07 16,44 17,36 90,95 108,83 98,28 96,10
403 14,56 15,38 16,27 82,92 78,11 95,78
404 12,93 15,00 16,76 81,50 91,08 83,83 86,71
405 16,16 17,19 17,17 78,90 97,38 71,00 79,25
406 15,72 17,70 16,17 83,55 62,64 67,81 91,77
410 16,49 17,71 18,05 120,70 115,49 107,53 117,54
411 17,72 20,18 21,55 77,99 84,05 87,87 93,87
418 15,02 16,10 15,65 77,35 78,38 66,31 74,63
419 14,61 16,39 14,79 85,90 99,01 73,86 90,55
421 14,04 13,97 14,58 95,04 88,76 68,42 80,37
508 21,85 23,70 25,46 115,30 121,05 120,71 111,71
116 33,60 33,02 32,54 95,72 95,51 93,78
222 21,17 22,31 21,23 85,29
402 15,77 16,17 16,23 93,60 95,47 87,61 90,87
408 21,30 21,30 21,26 98,25 96,44 81,92 99,17
413 14,65 13,72 14,35 98,41 97,86 97,85 103,04
414 21,77 22,05 23,27 127,20 110,15 108,00 116,90
415 18,43 18,42 19,16 108,53 100,05 109,36 92,77
504 15,55 18,00 18,78 82,01 87,16 96,95 97,34
506 16,69 18,43 17,75 76,75 83,49 78,96
Patient FEV;, FEV, MEF;; MEF;; MEF;; MEF;5/55 | MEF75,25
2.Lavage | 3.Lavage | 1.Lavage | 2.Lavage | 3.Lavage | 1.Lavage | 2.Lavage
101 82,55 75,73 51,78 36,36 15,79 77,73 73,12
102 85,41 97,82 39,63 44,02 38,50 63,15 97,84
103 62,14 70,73 57,99 19,35 25,33 74,00
106 79,64 56,03 25,92 62,95 59,71
119 74,72 76,77 65,12 24,65 16,35 95,15 69,07
126 120,28 119,92 111,89 68,53 93,32 108,59 91,20
201 124,94 86,99 74,84 118,97 124,70
211 76,99 65,93 27,14 56,35 29,00 32,06 65,36
213 81,35 60,76 45,08 68,80 51,47
401 107,89 93,82 154,55 84,69 53,74 50,42 90,91
403 89,67 83,25 98,36 81,85 65,34 101,67 103,80
404 98,49 95,49 73,36 114,58 107,85 57,19 110,09
405 89,45 66,92 51,07 33,19 22,21 62,50 48,57
406 61,32 73,39 95,66 22,29 35,03 104,90 51,28
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410 127,92 111,79 85,07 99,80 55,14 104,10 123,08
411 90,07 94,14 77,15 65,49 54,59 128,19 120,12
418 78,00 61,05 47,86 31,84 106,96 61,26 46,21
419 106,29 73,90 76,61 49,43 25,57 87,11 80,00
421 79,09 65,82 46,69 37,44 33,42 53,45 52,13
508 124,04 117,61 107,10 127,89 94,74 85,52 110,10
116 93,59 92,29 70,14 66,05 83,98 78,84 81,35
222 77,47 36,14 29,61 76,11 59,94
402 81,91 64,26 57,28 38,19 13,43 72,54 41,29
408 87,96 66,43 69,88 26,44 8,78 90,46 62,41
413 87,49 94,72 92,00 30,10 74,06 102,16 58,02
414 94,36 90,66 38,90 20,28 17,75 88,87 55,37
415 80,92 86,16 56,32 47,05 44,53 63,56 44,84
504 86,53 79,61 82,19 70,52 42,84 74,78 64,95
506 86,00 25,66 76,07 54,48 96,50
Patient | MEF7s,5 | Adsorption | Adsorption | Adsorption | Min. Min. Min.
3.Lavage | 1.Lavage 2.Lavage 3.Lavage Oberflsp. | Oberflsp. | Oberflsp.
1.Lavage | 2.Lavage | 3.Lavage
101 61,82 54,3 55,1 29,1 8,4 22,6 19,7
102 89,55 41,7 60,4 29,8 9,2 22,2 16,4
103 39,85 51,2 40,9 61,2 11,1 23,0 22,1
106 23,7 45,5 69,6 9,6 9,9 42,4
119 50,96 48,9 61,6 52,4 18,4 32,7 19,7
126 96,67 55,1 45,5 60,4 16,6 21,7 19,9
201 45,1 26,8 64,6 21,0 20,5 46,2
211 43,6 56,2 60,0 20,7 15,4 38,9
213 54,3 37,9 63,5 20,6 29,2 39,7
401 53,55 29,8 63,9 47,4 19,5 22,6 20,1
403 74,76 46,3 27,9 44,0 18,7 22,1 25,3
404 98,62 32,9 31,7 36,3 18,7 14,0 5,8
405 34,75 24.9 22,9 27,9 18,0 3.9 19,7
406 78,27 20,3 47,0 22,9 0,0 3,6 19,6
410 82,03 25,6 24,5 52,0 18,7 2,1 20,4
411 123,39 50,1 53,5 66,2 21,0 3,6 19,5
418 51,2 45,5 60,0 19,9 23,3 20,6
419 38,08 28,3 25,5 40,9 2,3 3,6 11,8
421 43,69 49,3 53,5 49,3 11,1 13,2 4,0
508 102,23 55,4 26,8 47,0 20,7 1,1 18,5
116 83,19 26,0 45,1 21,7 3,7
222 50,1 57,0 19,9 17,2
402 17,61 47,4 18,7
408 24,70 33,3 49,3 27,6 24,1
413 85,32 23,7 56,6 0,8 2,7
414 48,09 26,4 13,2
415 24,1 6,9
504 44,48
506 37,5 17,6
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Patient % Offen | % Offen | % Offen | Druck Druck Druck Zellen
1.Lavage | 2.Lavage | 3.Lavage | 1.Lavage | 2.Lavage | 3.Lavage | l.Lavage
101 0,3 85,5 0,0 9,3 7,0 9,9 24,00
102 0,0 89,9 91,3 10,8 10,6 6,7 10,50
103 0,4 1,5 7,9 7,1 8,2 6,0 49,00
106 9,5 73,7 87,2 7,7 5,3 9,8 4,56
119 1,3 0,1 0,2 9,4 8,0 8,2 20,80
126 1,8 6,6 1,1 8,2 8,8 9,6 5,20
201 0,0 95,6 3.4 10,4 8,2 11,9 108,00
211 0,4 78,8 24,6 7,4 9,7 9,7 3,00
213 0,7 2,3 3,7 9,0 10,7 11,5 15,00
401 20,8 77,0 11,3 7,8 8,0 7,0 0,02
403 4,7 0,6 0,3 6,5 7,5 8,9 0,32
404 443 58,4 88,5 5,2 10,3 7,6 0,01
405 25,1 80,7 17,3 5,5 10,0 9,6 0,05
406 40,0 0,1 21,1 4,6 8,8 6,4 0,04
410 22,3 92,5 27,7 5,2 7,2 10,3 0,09
411 24,3 78,3 42,8 8,5 6,9 9,8 0,02
418 8,6 0,1 0,1 7,0 9,4 8,0 0,56
419 86,8 95,4 74,2 5,8 5,6 7,1
421 16,0 20,9 0,8 6,3 6,9 5,4 0,07
508 57,0 93,6 5,0 6,5 5,2 8,6 0,14
116 73,6 92,3 94,1 10,0 6,0 7,5 6,40
222 0,2 85,4 9,3 7,7 8,1 9,2 126,00
402 0,3 5,3 0,1 7,0 7,1 8,8 97,00
408 0,4 24,9 0,6 8,6 6,6 8,4 0,05
413 1,2 55,7 93,6 10,8 10,2 7,7 0,16
414 82,0 42,9 53,5 55 8,7 7,1 0,38
415 9,7 10,7 14,8 7,7 8,1 9,0 0,04
504 6,5 8,8 84,7 7,5 6,0 5,4 0,05
506 79,3 100,0 94,9 6,1 7,1 5,9 0,27
Patient Zellen Zellen PMNabs | PMNabs | PMNabs | %PMN 9%PMN
2.Lavage | 3.Lavage | 1.Lavage | 2.Lavage | 3.Lavage | 1.Lavage | 2.Lavage
101 11,90 57,00 7,032 5,117 53,067 29,30 43,00
102 8,84 5,26 1,334 1,786 0,947 12,70 20,20
103 94,60 45,60 32,193 32,164 15,869 65,70 34,00
106 8,84 10,60 0,502 0,177 1,219 11,00 2,00
119 40,00 114,20 9,214 14,000 73,316 44,30 35,00
126 40,00 8,80 1,040 13,520 4,893 20,00 33,80
201 17,00 26,00 76,68 1,87 23,58 71,00 11,00
211 15,00 11,00 0,084 5,10 7,04 2,80 34,00
213 34,00 9,20 4,20 22,10 6,348 28,00 65,00
401 0,10 0,28 0,0023 0,009 0,026 13,30 9,40
403 1,39 1,17 0,050 0,367 0,475 15,70 26,40
404 0,08 0,62 0,0011 0,028 0,060 10,80 34,80
405 0,24 0,71 0,0096 0,022 0,135 19,10 9,20
406 0,15 9,14 0,0014 0,025 7,185 3,40 16,40
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410 0,83 0,53 0,015 0,056 0,041 16,30 6,30
411 0,91 0,22 0,0001 0,233 0,003 0,60 25,60
418 0,87 0,44 0,053 0,055 0,107 9,50 6,30
419 0,55 0,34 0,000 0,078 0,005 2,00 14,20
421 0,25 0,22 0,035 0,002 0,021 50,50 0,80
508 137,50 0,35 0,021 0,018 15,00
116 12,80 7,25 0,045 0,026 0,087 0,70 0,20
222 48,00 89,00 103,32 46,08 70,31 82,00 96,00
402 0,43 1,11 21,146 0,203 0,638 21,80 47,20
408 0,10 0,97 0,0138 0,036 0,715 27,60 35,60
413 0,65 0,61 0,022 0,104 0,207 13,60 16,00
414 0,26 0,12 0,0019 0,005 0,022 0,50 1,80
415 0,22 0,11 0,0001 0,005 0,002 0,30 2,40
504 0,50 0,20 0,004 0,095 0,014 7,00 19,00
506 0,09 0,019 0,001 7,00 1,00
Patient %PMN PL PL PL Prot. Prot. Prot.
3.Lavage | 1.Lavage | 2.Lavage | 3.Lavage | 1.Lavage |2.Lavage | 3.Lavage
101 93,10 79,34 33,74 23,46 160,17 94,90 235,47
102 18,00 79,55 31,30 18,80 137,70 128,80 55,79
103 34,80 65,77 75,59 37,43 146,90 96,90 94,20
106 11,50 48,43 21,19 42,60 96,00 81,00 98,80
119 64,20 77,09 118,91 70,00 110,00 90,30 82,70
126 55,60 53,61 429,40 38,60 99,36 115,40 58,90
201 90,70 38,95 28,59 14,84 141,43 115,20
211 64,00 22,85 25,20 44,59 63,10 81,83 205,50
213 69,00 33,00 89,64 25,06 53,00 193,40 129,23
401 9,30 36,43 50,35 22,83 88,59 111,71 46,86
403 40,60 81,15 20,75 20,70 382,40 112,30 258,80
404 9,60 55,70 33,30 33,40 117,00 49,66 38,44
405 19,00 102,45 98,00 46,84 175,90 103,30 86,90
406 78,60 52,30 35,30 31,88 85,61 175,90 121,00
410 7,70 59,70 22,10 21,90 119,64 149,79 44,32
411 1,30 19,45 22,40 18,82 73,44 46,60 50,62
418 24,30 25,19 33,37 42,90 69,61 83,73 139,38
419 1,50 44,79 44,60 36,40 115,65 60,56 55,77
421 9,60 20,46 36,00 25,25 86,98 98,85 129,55
508 5,00 31,40 28,12 40,80 52,60 95,30 190,26
116 1,20 36,93 13,62 18,00 47,11 88,30 51,90
222 79,00 40,15 20,31 11,80 91,10 97,00 150,00
402 57,50 29,01 11,50 15,68 126,93 71,29 89,21
408 73,70 124,26 11,90 23,16 163,48 43,00 75,16
413 34,00 46,63 50,90 13,64 121,73 91,48 34,72
414 18,50 21,59 6,85 19,69 23,70 41,19 82,01
415 1,50 17,41 6,85 7,30 115,80 71,12 64,28
504 7,00 9,23 35,11 29,70 67,90 124,77 81,06
506 2,00 7,35 13,71 40,23 26,50 39,24 51,29
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Patient SP-A SP-A SP-A SP-B SP-B SP-B SP-C
1.Lavage | 2.Lavage | 3.Lavage | l.Lavage | 2.Lavage | 3.Lavage | 1.Lavage
101 11653,20 | 7423,00 | 128,60 1088,50 | 538,00 725,50 918,50
102 11369,00 | 3597,00 | 3478,60 | 1218,50 | 574,50 674,00 1556,50
103 13218,25 | 5453,00 | 5399,50 | 1158,00 | 948,50 1433,00 | 1298,00
106 5244,00 | 7651,00 | 3781,50 | 824,00 656,50 522,00 840,50
119 2482,00 | 11152,70 | 7335,00 | 580,00 1034,00 | 958,50 385,00
126 6041,00 |4185,80 |[3144,00 | 467,00 899,50 769,00 552,00
201 2747,80 | 6254,00 290,20 436,80 2579,18 | 95,00
211 3895,80 | 3711,50 247,20 3890,00 | 37,00
213 3109,70 | 3109,70 375,50 1766,00 | 930,00
401 11204,00 | 9080,00 | 3623,50 | 345,00 926,50 697,00 494,50
403 2527,00 | 1334,30 | 1551,20 472,50 632,50
404 5380,00 |2752,40 |5179,10 624,00 1473,00
405 9934,30 | 9915,60 | 9392,80 1251,50 | 847,00
406 6827,00 |5269,20 | 13624,00 912,50 1602,00
410 4912,08 | 4984,93 | 2732,30 377,50
411 2408,87 | 5706,20 | 4580,80 | 369,00 544,50 375,50 635,00
418 3850,13 | 3143,60 | 5715,40 | 352,50 648,00 847,00 416,50
419 6459,50 |8922,20 | 7371,20 | 553,00 1048,00 | 1189,50 | 766,00
421 3566,07 |5978,50 |2818,30 | 397,50 1067,50 | 732,50 658,00
508 6999,00 | 13048,00 293,70 631,60 200,50
116 2405,20 | 2380,30 | 2063,00 | 227,50 421,50 335,50 376,50
222 4471,00 | 7360,00 | 4471,00 | 193,10 128,50
402 14119,00 | 3734,10 | 3097,30 | 259,50 515,50 752,00 407,50
408 1936,00 | 2435,10 | 3551,60 | 468,00 465,00 551,00 405,50
413 4781,20 | 4751,80 | 2252,40 | 580,00 762,00 219,80 482,50
414 3204,45 | 1435,90 | 4441,70 | 239,00 380,00 538,00 562,00
415 1815,07 | 1843,20 | 1243,60 | 369,00 426,50 274,50 594,50
504 6722,40 | 6624,80 | 12073,50 | 446,90 552,80 139,30
506 2669,00 | 2412,50 |4807,00 | 233,80 262,90 92,20
Patient SP-C SP-C SP-D SP-D SP-D
2.Lavage | 3.Lavage | 1.Lavage | 2.Lavage | 3.Lavage
101 892,00 258,50 4,85 5,53 48,21
102 835,00 608,50 13,48 7,87 1,40
103 632,50 327,50 7,04 8,74 35,60
106 622,50 711,50 16,46 22,06 6,21
119 391,50 791,50 3,62 4,21 2,02
126 634,00 459,00 3,65 37,20 3,72
201 146,00 4,36 5,30 2,73
211 2,24 1,52 7,78
213 1,17 2,66 13,33
401 976,50 346,00 13,06 1,48 9,54
403 753,00 460,00 11,52 3,14 6,28
404 532,00 602,50 6,59 3,40 11,13
405 2011,50 | 643,50 7,74 9,75 6,47
406 675,00 1488,50 | 7,23 6,08 6,94
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410 474,00 8,89 4,26 4,38

411 826,50 581,50 7,58 6,45 5,78

418 544,50 791,50 6,91 4,72 0,00

419 955,00 15,50 14,57 6,43 1,41

421 660,60 574,00 12,33 2,94 4,17

508 419,20 22,06 43,46 23,66

116 583,00 362,50 4,94 7,70 9,20

222 0,00 0,00 0,00

402 588,00 661,50 2,40 4,75 3,78

408 495,00 561,00 0,00 1,69 0,00

413 283,00 328,00 31,35 3,09 9,57

414 302,00 378,50 3,16 5,63 11,38

415 589,00 434,00 8,22 8,66 7,75

504 152,00 1,72 4,81 12,19

506 87,00 3,83 6,31 7,84

Patient | Mibi. 1.Lavage Mibi. 2.Lavage Mibi. 3.Lavage

101 S.aur, H.inf P.aer, S.aur, P.pickettii,
vergr.Str, Staph.K.neg,
Neiss.apath

102 S.aur, H.inf S.aur, vergr.Str S.aur, vergr.Str,
Prevot.inter,
Prevot.sp.anae, H.parainf,
Str.pyog

103 S.aur, H.inf S.aur, H.inf, vergr.Str S.aur, H.inf,
Prevot.sp.anaer, Str.D
Gr.B, Baci.cereus

106 S.aur, Cand S.aur, Pneumok S.aur, H.inf, H.parainf,
vergr.Str, Cand

119 P.aer P.aer, A.fum, Schimmelp. | P.aer, vergr.Str,
Staph.K.neg,
Prevot.sp.anaer

126 S.aur, H.inf, Staph.K.neg | S.aur, H.inf, vergr.Str S.aur, H.inf

201 S.aur S.aur S.aur

211 S.aur Lactobacillus S.aur

213 H.inf Cand neg

401 neg S.aur neg

403 H.inf S.aur S.aur, Asp

404 S.aur, H.inf neg S.aur, H.inf, A.fum

405 S.aur, P.aer S.aur S.aur

406 P.aer Cand P.aer

410 neg neg Peptococcaceae

411 neg H.inf S.aur, H.inf

418 A.fum neg neg

419 S.aur H.inf H.inf

421 P.aer, Klebs P.aer P.aer

508 neg S.aur, P.aer S.aur

116 Str.anhaem S.aur, vergr.Str vergr.Str, Staph.K.neg

222 S.aur S.aur, H.inf S.aur




180 Tabellarischer Anhang: 3. CF Patienten

402 P.aer P.aer P.aer

408 P.aer, Cand P.aer P.aer

413 S.aur H.inf H.inf

414 neg neg neg

415 neg neg neg

504 S.aur S.aur, Asp S.aur, H.inf
506 P.aer, Asp, Cand Cand, Asp neg

4. Der Einfluss der SA- Fraktion auf die Biophysik

a. Pulsierendes Blasensurfactometer
Natives Pellet:

Patient 0,0 0,05 0,25 0,5 1,0 1,5 2,0 2.5 5,0
min

116-1 26,0 25,6 22,9 22,9 22,5 22,0 21,6 21,6 21,7

126-1 55,1 53,5 23,4 22,2 21,7 21,7 20,0 18,5 16,6

204-1 45,1 45,1 34,4 31,2 27,6 26,4 24,9 23,8 22,9

206-1 62,3 62,3 37,5 32,5 23,7 23,3 22,9 22,9 22,9

209-1 30,6 30,6 23,4 23,8 24,1 23,3 22,9 22,9 21,6

213-1 54,3 53,9 22,2 21,4 20,6 19,9 20,3 20,3 20,6

303-1 43,2 43,2 23,7 23,7 23,7 23,7 23,7 23,7 22,9

304-1 55,6 55,8 24,1 23,3 23,3 22,6 22,2 22,1 21,4

306-1 50,1 49,8 26,8 24,9 23,3 22,6 22,2 22,2 21,8

314-1 32,9 32,2 26,0 24,9 24,5 24,5 24,1 24,1 23,3

408-1 33,3 33,0 27,5 30,0 30,8 31,2 30,0 29,6 27,6

428-1 49,3 49,3 20,0 18,7 13,8 11,4 10,0 11,0 14,0

503-1 53,9 53,2 42,5 38,9 35,4 33,5 31,5 30,4 25,3

507-1 33,3 32,9 23,7 23,8 22,9 22,2 21,7 21,4 20,1

509-1 31,0 30,6 25,3 24,5 24.9 249 24,5 249 24,1

101-2 55,1 54,7 31,4 25,6 24,1 23,7 23,4 23,0 22,6

103-2 40,9 40,9 28,4 26,1 24.9 23,7 23,4 23,7 23,0

114-2 75,3 73,6 58,1 51,2 45,9 42,1 39,4 37,9 30,6

119-2 61,6 60,8 47,1 39,5 35,9 34,3 34,7 31,6 32,7

124-2 55,1 54,3 42,1 38,6 36,6 35,1 33,5 33,9 30,4

401-2 63,9 63,1 47,0 39,8 28,7 24,1 23,3 23,3 22,6

404-2 31,7 31,0 15,6 13,6 14,0 14,0 14,3 14,2 14,0

406-2 47,0 46,7 18,4 11,4 3,7 2,5 5,3 4,6 3,6

106-3 69,6 69,2 69,6 63,1 54,3 50,5 48,2 47,4 42,4

107-3 64,6 64,2 60,8 58,9 55,3 54,1 53,0 53,3 48,7

111-3 32,5 31,7 22,9 22,1 21,7 21,3 20,9 21,3 20,4

119-,3 52,4 52,0 26,6 21,7 20,4 19,7 19,2 19,5 19,7

404-,3 36,3 35,6 10,0 2,0 1,2 3,2 0,0 0,4 5,8

405-3 27,9 27,9 21,2 21,3 19,7 19,6 19,9 19,9 19,7

Oberflichenspannungswerte in mN/m; Die Werte der Proben 119-3 und 403-3 wurden nicht
in die Statistik einbezogen, da von den selben Patienten bereits Proben anderer
Lavagezeitpunkte verwendet wurden.

Pulsationszeit (min) 0,00 10,05 10,25 0,50 |1,00 [1,50 |2,00 |2,50 |5,00

Anzahl 27 27 27 27 27 27 27 27 27
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Minimum 26,0 | 256 | 156 |114 |3,7 2,5 5,3 4,6 3,6
25% Perzentile 32,9 (32,2 |229 |222 (21,7 |21,7 |209 |21,3 [204
Median 49,3 1493 |26,0 (249 |24,1 |[23,7 |23,3 (23,0 |22,6
75% Perzentile 55,6 |558 |42,1 |38,6 |30,8 |31,2 |30,0 [29,6 |253
Maximum 75,3 | 73,6 |69,6 (63,1 |553 |54,1 |53,0 [53,3 |48,7
Arithmetisches Mittel | 47,5 | 47,0 |32,1 [29,6 |27,0 |259 |[253 [24,9 |23,6
Standardabweichung 14,06 | 13,91 | 13,99 | 12,51 | 11,30 | 10,75 | 10,07 | 9,88 | 8,50
Standardmessfehler 2,71 12,68 |2,69 (241 |[2,17 |2,07 |1,94 |1,91 |1,64
unteres 95% CI 41,89 | 41,50 | 26,54 | 24,60 | 22,48 | 21,61 | 21,27 | 21,04 | 20,25
Oberes 95% CI 53,01 | 52,51 | 37,61 | 34,50 | 31,42 | 30,11 | 29,24 | 28,85 | 26,98
Variationsk. (%) 29.63 | 29.60 | 43.63 | 42.32 | 41.92 | 41.56 | 39.88 | 39.60 | 36.02
Natives Pellet plus Uberstand:
Patient 0,0 0,05 0,25 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 5,0
min
116-1 56,6 56,6 47,4 40,5 34,3 28,0 24,1 29,1 22,9
126-1 54,3 53,9 50,1 49,3 47,1 47,4 47,0 45,2 42,8
204-1 45,4 44,0 29,6 24,9 23,7 22,5 21,7 21,3 21,0
206-1 57,7 57,4 46,3 44.4 40,5 37,8 37,0 36,3 33,9
209-1 38,6 38,2 30,0 26,8 25,3 24,5 23,7 24,1 23,3
213-1 55,4 55,1 43,6 39,0 35,4 31,2 29,2 26,9 24.9
301-1 45,5 45,5 39,7 37,5 35,6 34,4 32,9 31,7 25,2
303-1 53,2 52,9 44,2 40,9 37,0 34,3 33,5 32,3 26,6
304-1 55,1 55,1 46,7 44,4 42,1 41,3 39,8 39,8 37,9
306-1 49,7 49,8 42,8 41,0 39,7 38,6 37,6 36,8 35,2
314-1 33,7 33,0 24,1 23,3 22,6 22,5 21,8 22,1 21,6
408-1 55,4 55,2 49,9 48,7 48,3 47,4 46,0 45,2 42,5
428-1 55,1 55,1 444 40,5 35,8 33,9 29,2 26,5 21,7
503-1 56,6 56,6 48,5 47,1 432 41,7 40,1 38,6 33,9
507-1 37,1 37,0 34,7 33,3 32,3 31,5 31,4 30,8 29,7
509-1 36,7 36,3 31,2 30,8 30,0 29,6 29,2 29,2 28,4
101-2 58,1 57,7 50,1 48,3 46,7 45,8 44,8 43,6 41,3
103-2 49,7 49,7 45,8 44.8 432 42,5 41,7 10,1 36,2
114-2 37,1 36,7 8,2 5,0 2,4 1,6 2,9 1,6 1,9
119-2 48,9 49,0 47,1 45,6 43,0 42,5 41,7 40,5 36,6
124-2 54,7 54,7 46,3 42,8 39,7 38,2 39,7 38,2 33,5
401-2 45,5 44.8 17,1 14,7 11,4 11,1 9,2 6,5 7,2
404-2 49,7 49,3 37,0 33,3 29,4 23.8 22,2 21,6 21,8
406-2 53,9 53,3 40,9 38,6 36,2 34,3 33,7 32,9 29,3
106-3 55,4 55,1 41,7 36,6 30,8 26,1 24,5 24,5 24,5
107-3 62,3 62,3 55,3 50,9 50,1 49,3 48,7 48,1 45,7
111-3 61,9 61,6 49,0 45,9 42,1 39,0 37,5 36,7 31,7
119-3 58,9 58,5 47,9 44,8 40,6 39,7 37,0 36,2 33,5
404-3 48,2 47,8 6,8 4,1 3,3 0,4 0,8 0,0 1,2
405-3 53,9 53,9 50,4 22,2 20,6 19,9 18,7 17,7 15,8

Oberflichenspannungswerte in mN/m; Die Werte der Proben 119-3 und 403-3 wurden nicht
in die Statistik einbezogen, da von den selben Patienten bereits Proben anderer
Lavagezeitpunkte verwendet wurden. Der Wert der Probe 301-1 wurde nicht in die Statistik
einbezogen, da es von dieser Probe keine Messung des nativen Pellet gibt.
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Pulsationszeit (min) 0,00 10,05 {025 [0,50 |1,00 [1,50 |2,00 [2,50 |5,00
Anzahl 27 27 27 27 27 27 27 27 27
Minimum 33,7 33,0 |82 5,0 2,4 1,6 2,9 1,6 1,9
25% Perzentile 45,5 | 44,8 |34,7 30,8 | 294 (245 |23,7 (22,1 |21,8
Median 53,9 | 539 |444 |40,5 |36,2 |343 |33,5 (30,8 |29,3
75% Perzentile 554 | 552 |48,5 [456 |43,0 (41,7 |40,1 [38,6 |36,2
Maximum 62,3 62,3 |553 |50,9 |50,1 |49,3 |48,7 |48,1 |45,7
Arithmetisches Mittel | 50,8 | 50,5 [40,8 |37,2 |[34,6 |32,8 |31,7 |29,9 |28,6
Standardabweichung 7,98 |8,11 |11,12|11,39|11,35(11,43| 11,42 (11,88 10,42
Standardmessfehler 1,54 | 1,56 |2,14 |2,19 [2,18 [2,20 |2,20 |2,29 |2,01
unteres 95% CI 47,65 | 47,32 | 36,43 | 32,66 | 30,06 | 28,31 | 27,21 | 25,16 | 24,46
Oberes 95% CI 53,96 | 53,74 | 45,23 | 41,68 | 39,04 | 37,35 | 36,24 | 34,56 | 32,71
Variationsk. (%) 15.71 | 16.04 | 27.23 | 30.65 | 32.84 | 34.81 | 35.98 | 39.79 | 36.45
b. Kapillarsurfactometer
Natives Pellet:

9%0Offen Initialer Druck (cm H,0)
116-1 14,3 94,7 87,8 97,5 10,8 9,3 9,7 10,1
126-1 0,0 5,3 0,1 6,7 10,2 7,8
204-1 88,9 87,3 90,1 5,5 5,4 8,0
206-1 0,0 23,4 7,2 8,6 7,5 8,4
209-1 100,0 100,0 97,0 70,4 6,4 6,3 6,8 7,0
213-1 1,9 0,0 0,2 9,1 7,7 10,1
303-1 4,6 43,6 3,7 6,0 5,6 7,8 6,8 6,0
304-1 0,0 0,0 0,2 10,4 10,5 8,2
306-1 0,2 0,3 0,1 10,5 8,0 10,4
314-1 99,9 87,2 100,0 7,0 8,5 7,1
408-1 0,0 0,8 0,5 8,9 7,9 9,0
428-1 0,0 24,0 0,0 8,2 9,7 9,7
503-1 1,4 0,0 0,3 11,9 12,1 12,1
507-1 59,9 86,7 91,3 6,2 6,1 6,0
509-1 1,2 10,6 11,8 9,5 10,1 8,5
101-2 59,1 96,9 99,9 86,2 8,0 7,2 6,4 6,5
103-2 0,0 1,0 3,6 8,6 8,2 7,8
114-2 92,8 92,7 92,6 6,3 6,0 6,2
119-2 0,0 0,0 0,3 8,3 7,6 8,8
124-2 0,1 0,0 0,8 7,6 7,2 6,0
401-2 58,7 80,4 92,0 6,4 8,2 9,5
404-2 60,6 50,2 64,5 9,9 10,7 10,4
406-2 0,1 0,2 0,0 9,1 7,8 9,6
106-3 87,6 90,2 95,9 75,0 9,2 10,0 9,8 10,0
107-3 0,6 0,9 0,0 5,3 6,0 7,4
111-3 0,0 0,0 0,0 10,0 9,6 10,0
119-3 0,1 0,4 0,1 9,0 7,4 8,3
404-3 83,6 93,3 88,5 9,6 7,4 5,9
405-3 50,6 1,3 8,9 8,4 9,3 10,2 10,5 8,5
413-3 97,2 88,0 95,6 8,3 8,4 6,3
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Pellet plus Uberstand:
% Offen Initialer Druck (cm H,O)
116-1 1,9 0,5 0,5 6,4 7,5 8,6
126-1 0,0 0,4 0,1 8,2 6,9 7,7
204-1 13,3 69,6 64,6 8,4 | 14,5 7,6 9,3 9,2 8,9 7,1
206-1 2,2 19,9 1,3 3,8 8,9 9,4 9,9 8,6
209-1 0,3 10,6 14,6 10,2 7,8 6,1
213-1 2,2 0,5 1,0 9,7 12,2 9,2
303-1 1,9 1,1 0,8 6,4 8,5 9,0
304-1 2,2 1,5 0,0 7,8 8,4 9,5
306-1 0,5 0,0 0,0 9,5 9,5 9,5
314-1 3,4 0,3 2,6 7,3 9,5 6,3
408-1 0,1 0,0 0,0 8,6 8,6 8,6
428-1 0,8 4,2 0,8 2,8 8,5 6,2 7,7 7,4
503-1 1,1 1,0 0,8 8,6 8,3 8,5
507-1 0,9 0,6 2,1 9,5 9,5 9,5
509-1 0,4 0,2 0,5 9,4 9,4 9,4
101-2 1,9 2,8 3,2 7,4 6,2 7,8
103-2 0,0 0,0 0,0 10,1 10,1 9,2
114-2 3,0 10,8 4,5 8,0 6,1 5,8
119-2 0,0 0,0 0,0 10,0 10,0 10,1
124-2 2,0 2,5 1,0 6,7 8,0 8,3
401-2 0,8 5,0 3,3 9,5 5,6 7,8
404-2 0,2 0,1 2,8 0,0 10,1 11,4 6,0 10,3
406-2 0,6 0,1 0,4 3,9 10,0 11,9 12,6 8,4
106-3 1,0 0,4 0,1 8,2 9,9 9,9
107-3 0,2 0,0 0,0 10,0 10,1 9,9
111-3 5,1 1,3 2,4 8,6 7,6 7,8
119-3 0,8 11,6 0,0 6,2 8,3 9,6 8,1 9,4
404-3 53 5,8 3,1 6,9 6,8 7,2
405-3 1,0 0,6 0,8 12,5 12,5 12,5
413-3 2,5 2,0 2,2 9,6 12,5 8,8
Spaltenstatistik:
%0ffen Initialer Druck (cm H,0)
Natives Pellet | Pellet plus Natives Pellet | Pellet plus
Uberstand Uberstand
Anzahl 28 28 28 28
Minimum 0,0 0,0 6,2 6,6
25% Perzentile 0,5 0,4 7,0 7,7
Median 12,3 1,2 8,2 8,6
75% Perzentile 86,3 2.4 9.5 9,7
Maximum 95,7 34,1 10,3 12,5
Arithmetisches Mittel 37,6 2,9 8,2 8,8
Standardabweichung 40,63 6,45 1,31 1,32
Standardmessfehler 7,68 1,22 0,25 0,25
unteres 95% CI 21,82 0,44 7,72 8,33
Oberes 95% CI 53,33 5,45 8,74 9,35
Variationskoeffizient (%) 108.12 219.33 15.91 14.89
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c. Proteinkonzentration und Anderung der biophysikalischen Eigenschaften

Patient | Protein - A Adsorption | A minimale A %Offen A initialer
konzentration | (mN/m) Oberflidchensp. Druck
(g/) (mN/m) (cm H;0)

116-1 | 0,85 30,6 1,2 72,6 -2,5
126-1 | 1,71 -0,8 26,2 1,6 -0,6
204-1 | 1,50 0,3 -1,9 54,7 2,1
206-1 |0,94 -4,6 11,0 3,4 1,0
209-1 | 1,76 8,0 1,7 83,4 1,4
213-1 | 1,02 1,1 4,3 -0,5 1,4
303-1 | 3,78 10,0 3,7 13,2 1,4
304-1 | 1,01 -0,5 16,5 -1,2 -1,1
306-1 | 1,82 -0,4 13,4 0,0 -0,2
314-1 | 3,23 0,8 -1,7 93,6 0,2
408-1 | 1,17 22,1 14,9 0,4 0,0
428-1 |3,33 5,8 7,7 5,9 -1,8
503-1 |5,37 2,7 8,6 86,2 0,3
507-1 | 3,36 3,8 9,6 55,8 3,0
509-1 | 1,53 5,7 4,3 7,5 0,0
101-2 | 2,71 3,0 18,7 82,9 0,1
103-2 | 1,19 8,8 13,2 1,5 1,6
114-2 | 1,22 -38,2 -28,7 86,6 0,5
119-2 10,32 -12,7 3,9 0,1 1,8
124-2 | 1,26 -0,4 3,1 -1,5 0,7
401-2 | 1,31 -18,4 -15,4 74,0 -0,4
404-2 1,23 18,0 7,8 57,7 -0,9
406-2 | 4,28 6,9 25,7 -1,2 1,9
106-3 | 1,08 -14,2 -17,9 86,7 -0,4
107-3 | 1,36 -2,3 -3,0 0,4 3,8
111-3 10,75 29,4 11,3 -2,9 -1,9
119-3 6,5 13,8 -4,5 0,6
404-3 11,9 -4,6 -4,4 -1,9
405-3 | 1,59 26,0 -3,9 16,5 2,9
413-3 92,4 2,6

Die Proben 119-3 und 404-3 flossen aus oben genanntem Grund nicht in die Statistik ein. Bei
den Uberstand der Probe 413-3 ist die Proteinkonzentration nicht bestimmt worden. Die
Oberflichenspannung konnte bei Probe 413-3 wegen zu geringer Phospholipidkonzentration
des Pellet nicht bestimmt werden.

5. Anderung der Biophysik von Rindersurfactant nach Proteinzugabe
a. Nativer Standard Surfactant

Pulsationszeit (min) 0,00 [0,05 0,25 |0,50 | 1,00 |[1,50 [2,00 |2,50 |5,00

Standard 1 23,7 |124,1 [18,77 |42 2,7 0,8 0,8 1,1 0,0
Standard 2 24,1 (23,8 (220 |114 |6,1 2,3 2,3 2,3 2,3
Standard 3 25,2 252 |220 |12,2 |10,5 |95 9,0 5,1 2,7
Standard 4 25,2 25,2 |23,7 |225 |13,6 [10,1 [5,8 2,3 2,3

Standard 5 23,77 23,7 (234 |229 19,7 [16,0 |148 |13,8 |35
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Anzahl 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Minimum 23,7 23,7 |18,7 |42 2,7 0,8 0,8 1,1 0,0
Median 241 (24,1 (22,0 |12,2 |10,5 |9,5 5,8 2,3 2,3
Maximum 25,2 252 23,7 |229 |[19,7 (16,0 |14,8 | 13,8 |3,5
Arithmetisches Mittel | 24,4 | 24,4 22,0 | 14,6 | 10,5 |7,7 6,5 49 2,2
Standardabweichung | 0,77 0,75 (1,98 |799 |6,60 |6,22 |561 |5,18 | 1,30
Standardmessfehler 0,34 10,33 0,89 3,57 (295 (2,78 |2,51 |232 |0,59
unteres 95% CI 23,43 123,47 |19,50 | 4,72 |2,32 [0,02 |-0,42 |-1,51 | 0,54
Oberes 95% CI 25,33 | 25,33 | 24,42 | 24,56 | 18,72 | 15,46 | 13,50 | 11,35 | 3,78
Variationsk. (%) 3,14 (3,05 |9,03 |54,59|62,78 | 80,34 | 85,73 | 105,2 | 60,33
% Offen initialer Druck (cm H,0)
Standard 1 100,0 | 100,0 | 100,0 43 4,7 4,5
Standard 2 100,0 |100,0 | 100,0 7,0 6,2 5,3
Standard 3 100,0 |100,0 | 100,0 5,6 5,7 5,1
Standard 4 100,0 [99,9 100,0 5,9 5,7 5,8
Standard 5 100,0 | 100,0 | 100,0 5,2 4,8 5,6
Anzahl 5 5
Minimum 100,0 4,5
Median 100,0 5,5
Maximum 100,0 6,2
Arithmetisches Mittel 100,0 5.4
Standardabweichung 0,01 0,63
Standardmessfehler 0,01 0,28
unteres 95% CI 99,97 4,64
Oberes 95% CI 100,0 6,21
Variationskoeffizient (%) 0.01 11.65
b. Standard plus 1,5 g/l Protein aus dem Uberstand
Pulsationszeit (min) 0,00 10,05 {025 [0,50 |1,00 [1,50 |2,00 [2,50 |5,00
Probe 1 30,6 |30,6 (229 |22,5 (208 |17,0 [9,0 6,1 1,5
Probe 2 252 1252 |[24,1 |237 [229 |21,6 |20,8 [20,5 |5,1
Probe 3 31,0 |30,6 |23,7 |230 [20,5 |14,8 |9,7 6,6 2,3
Probe 4 26,0 |26,0 [24,5 |23,7 [229 [225 |21,2 (20,5 |6,6
Probe 5 26,0 1260 |24,1 [233 |204 (185 |17,0 (14,8 |23
Anzahl 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Minimum 252 1252 |229 (22,5 [20,4 |14,8 |9,0 6,1 1,5
Median 26,0 |26,0 |24,1 |23,3 (208 |18,5 |17,0 |14,8 |2,3
Maximum 31,0 |130,6 [24,5 |23,7 [229 [225 |21,2 [20,5 |6,6
Arithmetisches Mittel | 27,8 | 27,7 23,9 (23,2 (21,5 [18,9 |[15,5 |13,7 |3,6
Standardabweichung 2,80 2,70 |0,61 [0,51 |1,29 (3,20 |5,89 [7,10 |2,18
Standardmessfehler 1,25 | 1,20 0,27 (0,23 (058 |1,43 |2,63 |3,18 [0,98
unteres 95% CI 24,29 | 24,35 | 23,11 | 22,61 | 19,90 | 14,91 | 8,23 | 4,88 | 0,85
Oberes 95% CI 31,23 | 31,01 | 24,61 | 23,87 | 23,10 | 22,85 | 22,85 | 22,52 | 6,268
Variationsk. (%) 10.08 [ 9.70 | 2.54 [2.19 |598 |[16.92|37.89|51.85|61.27
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% Offen initialer Druck (cm H,O)
Probe 1 0,3 0,2 10,0 10,7 | 6,6 10,7
Probe 2 2,6 9,9 (0,0 0,9 10,6 | 9.4 9,5 8,6
Probe 3 0,0 46 |0,1 0,1 7,9 6,9 8,9 9,8
Probe 4 1,3 2,8 7,7 6,2 6,0 5,9
Probe 5 26,7 100 |14,6 |0,1 10,4 | 10,4 5,9 8,7
Anzahl 5 5
Minimum 0,2 6,0
Median 3,4 8,9
Maximum 10,4 9,5
Arithmetisches Mittel 3,8 8,4
Standardabweichung 3,97 1,41
Standardmessfehler 1,78 0,63
unteres 95% CI -1,13 6,67
Oberes 95% CI 8,73 10,17
Variationskoeffizient (%) 104.51 16.72
c. Standard plus 4,5 g/l Protein aus dem Uberstand
Pulsationszeit (min) 0,00 {005 |025 (0,50 |[1,00 |1,50 |2,00 [2,50 [5,00
Probe 1 30,2 1299 [233 |229 |21,6 (204 |19,2 [18,5 |8,6
Probe 2 49,7 49,7 28,8 (233 [19,5 |152 |12,5 (10,3 |23
Probe 3 35,6 (35,6 |24,1 |23,7 (22,5 |21,7 |20,8 |19,6 |3,9
Probe 4 30,2 (30,2 |21,2 |19,6 (149 |148 |14,8 | 14,0 [ 11,9
Probe 5 26,8 26,8 |245 |24,1 |24,1 |23,77 |24,1 |24,1 |24,6
Anzahl 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Minimum 26,8 (26,8 |21,2 |19,6 (149 |[14,8 |12,5 |10,3 |2,3
Median 30,2 (30,2 |24,1 |23,3 (21,6 |204 |19,2 | 18,5 |[8,6
Maximum 49,7 149,7 |28,8 (24,1 |24,1 |23,7 (24,1 [24,1 |24,6
Arithmetisches Mittel | 34,5 |344 |244 (22,7 20,5 |19,2 |183 (17,3 | 10,3
Standardabweichung 9,06 19,10 |2,78 | 1,80 |3,55 [3,98 |[4,65 |5,31 |8,87
Standardmessfehler 4,05314,07 |1,24 (0,81 |1,59 |1,78 |2,08 |[2,38 |3,97
unteres 95% CI 23,25 | 23,14 | 20,93 | 20,48 | 16,11 | 14,22 | 12,50 | 10,70 | -0,76
Oberes 95% CI 45,751 45,74 | 27,83 | 24,96 | 24,93 | 24,10 | 24,06 | 23,90 | 21,28
Variationsk. (%) 26.27 (2642|1140 | 7.92 |17.32]20.76 | 25.45 | 30.70 | 86.48

% Offen initialer Druck (cm H,O)

Probe 1 0,4 0,3 2,4 10,0 8,6 7,9
Probe 2 0,3 0,4 1,0 9,8 7,5 9,2
Probe 3 0,8 0,9 1,3 9,8 10,2 8,1
Probe 4 2,7 0,0 4,1 6,9 10,7 6,2
Probe 5 1,0 1,1 2,3 10,7 8,1 6,3
Anzahl 5 5
Minimum 0,6 7,9
Median 1,0 8,8
Maximum 2,3 9,4
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Arithmetisches Mittel 1,3 8,7
Standardabweichung 0,64 0,54
Standardmessfehler 0,29 0,24
unteres 95% CI 0,47 8,99
Oberes 95% CI 2,07 9,34
Variationskoeffizient (%) 50,79 6,25
d. Standard plus 1,5 g/l Serumprotein
Pulsationszeit (min) 0,00 10,05 {025 [0,50 |1,00 [1,50 |2,00 [2,50 |5,00
Probe 1 37,5 1364 [22,0 |13,0 |9,7 8,4 7,3 6,5 1,1
Probe 2 36,3 |359 |24,1 |229 |21,7 |20,8 |20,8 [204 |79
Probe 3 35,6 |352 |24,1 |23,7 |21,7 |20,8 |20,1 [20,0 |8,6
Probe 4 37,1 36,7 (23,7 |174 146 |152 |14,8 |12,9 | 1,5
Probe 5 329 32,5 (22,0 |152 |109 |10,1 |84 7,3 2,3
Probe 6 36,3 | 356 [229 |93 5,0 2,3 2,3 2,3 1,5
Anzahl 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Minimum 329 32,5 [220 |93 5,0 2,3 2,3 2,3 1,1
25% Perzentile 343 1339 (220 |11,2 |74 5,4 4,8 4,4 1,3
Median 36,3 |358 [233 |16,3 |12,8 |12,7 |11,6 [10,1 | 1,9
75% Perzentile 37,3 |136,6 24,1 |233 |21,7 |20,8 [20,5 |20,2 |8,3
Maximum 37,5 |36,7 |24,1 |23,7 |21,7 |20,8 |20,8 |[204 |8,6
Arithmetisches Mittel | 35,95 | 35,38 | 23,13 | 16,92 | 13,93 | 12,93 | 12,28 | 11,57 | 3,82
Standardabweichung 1,64 | 1,51 098 |[5,63 (6,75 |7,36 |7,48 |7,49 | 3,46
Standardmessfehler 0,67 10,62 |040 |[2,30 |2,76 [3,00 |3,05 [3,06 |1,41
unteres 95% CI 34,23 133,80 22,10 11,01 | 6,85 |521 |[4,44 |3,70 [0,18
Oberes 95% CI 37,67 136,97 | 24,16 | 22,82 | 21,02 | 20,65 | 20,13 | 19,43 | 7,45
Variationsk. (%) 455 |4.27 |4.24 |33.27|48.47|56.88 | 60.87 | 64.77 | 90.74
% Offen initialer Druck (cm H,O)
Probe 1 8,6 9,2 7,7 5,2 6,2 8,2
Probe 2 0,1 3,0 0,1 10,6 6,8 9,3
Probe 3 0,3 0,1 0,1 10,2 10,7 11,1
Probe 4 0,2 0,1 0,0 8,8 10,6 10,7
Probe 5 1,1 0,6 0,8 6,2 10,1 6,9
Probe 6 34 9,9 5,0 5,9 5,4 5,4
Anzahl 6 6
Minimum 0,1 5,6
25% Perzentile 0,1 6,1
Median 1,0 8,3
75% Perzentile 7,3 10,4
Maximum 8,5 10,7
Arithmetisches Mittel 2,8 8,2
Standardabweichung 3,59 1,99
Standardmessfehler 1,47 0,81
unteres 95% CI -0,97 6,15
Oberes 95% CI 6,56 10,33
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| Variationskoeffizient (%) | 128.51 | 24.19

e. Standard plus 4,5 g/l Serumprotein

Pulsationszeit (min) 0,00 {005 |025 (0,50 |[1,00 |1,50 |2,00 [2,50 [5,00

Probe 1 344 (34,0 |22,5 |20,8 [19,6 |18,5 |18,2 | 17,1 |[12,8

Probe 2 49,3 1493 | 46,3 |452 |43,6 (42,1 |40,5 [382 |31,9

Probe 3 33,7 |33,3 [21,6 |184 |150 |122 |11,4 |13,6 |27

Probe 4 37,5 |37,1 245 |24,1 |23,3 |233 [22,5 |22,0 |19,6

Probe 5 478 1478 |42,8 (40,6 |38,2 |358 |[33,5 (30,6 |24,9

Probe 6 35,6 |352 [234 |18,3 [134 |90 4,6 2,3 1,5

Probe 7 344 1343 |24,1 |23,8 [229 |22,0 [21,2 |21,0 |19,6

Anzahl 7 7 7 7 7 7 7 7 7

Minimum 33,7 |33,3 [21,6 |18,3 |[134 |90 4,6 2,3 1,5

25% Perzentile 344 (34,0 |225 |184 [150 [12,2 |11,4 |13,6 |2,7

Median 35,6 352 |24,1 |23,8 (22,9 [22,0 |21,2 |21,0 [19,6

75% Perzentile 47,8 |47,8 |42,8 [40,6 |38,2 [358 |33,5 [30,6 |24,9

Maximum 49,3 1493 | 46,3 |452 |43,6 (42,1 |40,5 [382 |31,9

Arithmetisches Mittel | 39,0 | 38,7 |29,3 |27,3 |25,1 |23,3 |21,7 [20,7 |16,1

Standardabweichung 6,68 |[6,84 |10,50| 1097 11,48 (11,99 |12,28 11,60 | 11,22

Standardmessfehler 2,53 1259 397 (4,15 [434 453 4,64 (4,39 [4,24

unteres 95% CI 32,78 132,39 | 19,60 | 17,17 | 14,52 | 12,19 | 10,35 | 9,95 | 5,77

Oberes 95% CI 45,14 | 45,04 | 39,03 | 37,46 | 35,76 | 34,36 | 33,05 | 31,42 | 26,52

Variationsk. (%) 17.15 | 17.66 | 35.82 | 40.17 | 45.67 | 51.51 | 56.58 | 56.10 | 69.50
% Offen initialer Druck (cm H,O)

Probe 1 15,9 | 15,7 |6,8 7,7 | 8,8 9,8

Probe 2 35,3 (37,8 |33,5 99 (9,6 9,1

Probe 3 0,6 0,6 0,9 9,8 10,0 |8,5

Probe 4 0,4 0,3 0,3 94 9,3 11,1

Probe 5 19,7 129,9 |45 13,1 |94 |9,8 10,8 10,3

Probe 6 2,1 1,1 0,1 6,3 19,0 8,5

Probe 7 1,5 9,7 3,3 56 |5,6 5,2

Anzahl 7 7

Minimum 0,3 5,5

25% Perzentile 0,7 7,9

Median 4,8 9,4

75% Perzentile 16,8 9,9

Maximum 35,5 10,1

Arithmetisches Mittel 10,3 8,7

Standardabweichung 12,85 1,62

Standardmessfehler 4,86 0,61

unteres 95% CI -1,59 7,24

Oberes 95% CI 22,19 10,23

Variationskoeffizient (%) 124.79 18.51
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