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“Given that mechanical ventilation with a rate of 30 breaths per minute will
distend the lungs more than 40,000 times per day, it is surprising that

mechanical ventilation is not more harmful.”

Reese H. Clark



1 Einleitung

In einem ersten Abschnitt soll in dieser Einleitung auf die embryonale Ent-
wicklung und auf Besonderheiten der kindlichen Lunge eingegangen werden,
die eine pulmonale Schidigung, insbesondere bei unreifen Neugeborenen in
der Peri- und Postnatalperiode begiinstigen. Es werden die pathophysiolo-
gischen Grundlagen der beatmungs-induzierten Lungenschadigung erortert
und die beteiligten Zelltypen vorgestellt. Anschliefend soll in diesem Zusam-

menhang die Bedeutung von Interleukin-8 und NGF sowie der entsprechen-

den Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 bzw. TrkA dargestellt werden.

1.1 Entwicklung der kindlichen Lunge

Die Entwicklung der kindlichen Lunge beginnt in der vierten Schwanger-
schaftswoche mit der Ausbildung der Lungenknospe aus dem Vorderdarm.
Bis zur 24. Schwangerschaftswoche hat sich die Lunge soweit entwickelt,
dass erste Bronchioli respiratorii vorhanden sind. Diese Bronchioli respiratorii
ermoglichen bereits in dieser frithen Schwangerschaftswoche einen gewissen
respiratorischen Gasaustausch. Da aber zum Einen die Vaskularisierung der
Lunge noch nicht abgeschlossen ist und zum Anderen die Lungenepithelzellen
weder ausreichend Surfactant bilden kénnen, noch in der Lage sind effektiv
alveoldre Fliissigkeit zu resobieren, miissen Frithgeborene dieser Schwanger-
schaftswoche in der Regel maschinell beatmet werden. Die weitere Entwick-
lung der Lunge und dichotome Aufteilung der Bronchiolen setzt sich noch

bis in das achte Lebensjahr fort [80].



1.2 Beatmungs-induzierte Lungenverletzung

Die Notwendigkeit der maschinellen Beatmung zur Aufrechterhaltung des
Gasaustausches und die haufigen pulmonalen und systemischen Infektionen
Friithgeborener sowie die Exposition der Lunge gegeniiber Sauerstoffradikalen
bahnen den Weg fiir einen beatmungs-induzierten Lungenschaden (engl. VILI
= ventilator-induced lung injury). In der Folge entwickelt sich eine chronische
Lungenerkrankung, die Bronchopulmonale Dysplasie (BPD) , welche durch
Sauerstoffbedarf nach der 36. postkonzeptionellen Schwangerschaftswoche ge-
kennzeichnet ist [3, 29]. In Folge der BPD kann sich der Gasaustausch in
der Lunge soweit verschlechtern, dass auch mit maximaler Beatmungsthera-
pie keine ausreichende Oxygenierung und Ventilation mehr erreicht werden

kann.

1.3 Pathophysiologische Grundlagen beatmungs-induzierter

Lungenverletzungen
1.3.1 Volutrauma

Die Bronchopulmonale Dysplasie wurde zum ersten Mal 1967 von Northway
et al. bei 13 maschinell beatmeten Kindern der 30. — 39. Schwangerschafts-
woche beschrieben [85]. Obgleich die BPD als Krankheit multifaktorieller
Genese betrachtet wird, ist nach neueren Studien an Kindern mit einem Ge-
burtsgewicht von unter 1250g der Einsatz von maschineller Beatmung einer
der grofiten Risikofakoren fiir die Entwicklung einer BPD [121, 129]. Dabei
scheint besonders dem Atemzugvolumen eine grole Bedeutung zuzukommen.
In Tiermodellen konnten durch hohe Atemzugvolumina pulmonale Mikro-
traumen und eine erhohte Kapillarpermeabilitit provoziert werden [124, 28].

Dies fiithrte zum verstarkten Einstrom von Blut, Fliissigkeit und Proteinen



in die Lunge und infolgedessen zu einer Beeintrichtigung der Lungenfunk-
tion durch Inaktivierung von Surfactant und inflammatorische Prozesse in
der Lunge [112]. Dariiberhinaus kann eine regionale Minderbeliiftung bei
sehr unreifen Frithgeborenen zu Uberblihung der beliifteten Lungenareale
fithren, was wiederum zur Zerstérung pulmonaler Ultrastruckturen fithren
kann [122]. Diesen pathophysiologischen Mechanismen entspricht das soge-

nannte Volutrauma, welches unter mechanischer Beatmung auftreten kann.

1.3.2 Atelectrauma

Lungenerkrankungen wie ARDS (acute respiratory distress syndrome) oder
RDS (respiratory distress syndrome) kénnen zu Atelektasen einzelner Lun-
genabschnitte und so zu einer Reduktion der funktionellen Lungenkapazitéit
fithren. Dabei kann der Kollaps von Alveolareinheiten einerseits die Folge
der Lungenschidigung sein, andererseits schédigen die sténdige Rekrutierung
und ,,De-Rekrutierung“ von Alveolareinheiten durch hohe Atemzugvolumina
die Lunge [83]. Eine Erhshung der funktionellen Residualkapazitét vermin-

dert diesen Vorgang und reduziert das Risiko fiir VILI [17].

1.3.3 Sauerstoff-Toxizitat

1975 vermuteten Philip et al., dass Sauerstoff, PPV-Beatmung (=positive
pressure ventilation) und Dauer der Beatmung urséchlich fiir das Entstehen
einer BPD verantwortlich sind [92]. In Tiermodellen wurde der toxische Ef-
fekt von Sauerstoff bestétigt. Maschinelle Beatmung mit hochprozentigem
Sauerstoff stort iiber die Bildung von Sauerstoffradikalen, Superoxiden und
Hydroxylionen die Alveolarisierung [94, 116]. Die Entwicklung der Lunge
Frithgeborener ist gegeniiber Sauerstoffradikalen besonders gefédhrdet, da sich

die antioxidativen Schutzsysteme erst im dritten Trimenon entwickeln [17].



1.3.4 lokale und systemische entziindliche Reaktionen

In der Vergangenheit wurden beatmungs-induzierte Lungenverletzungen zu-
meist als direkte Folge von Volu- bzw. Barotraumen der Lunge aufgefasst.
In den letzten Jahren riickt zunehmend die indirekt durch die Beatmung
bedingte Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine und die darauf fol-
gende neutrophile Infiltration der Lunge in den Mittelpunkt des Interesses.
So konnten Warner et al. 1998 in einem M&ausemodell nach 28-tagiger Beat-
mung mit einem FiO2 von 0,85 (entspricht einem inspiratorischen Sauerstoft-
Gehalt von 85%) einen starken Anstieg pro-inflammatorischer Zytokine bei
gleichzeitig verringerter Aleolisierung und verringerter Gesamtoberfliache der
Lunge feststellen [123]. Schultz et al. untersuchten 2003 in einer klinischen
Studie an 20 maschinell beatmeteten Frithgeborenen wéhrend der ersten zwei
Lebenswochen pro- und antiimflammatorische Zytokine. Hier kam es zu einer
vermehrten Ausschiittung der proinflammatorischen Zytokine Interleukin-8,
ENA-78 und Elastase [109].

Nach Uhlig et al. fithrt maschinelle Beatmung iiber verschiedene Mecha-

nismen zur Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren:

e [. Hohe Beatmungsdriicke und fehlender positiver endexpiratorischer
Druck (PEEP) koénnen zu einer Zerstorung der Alveolarmembran sowie
endothelialer und epithelialer Barrieren fiihren. Infolgedessen kommt es
zur Nekrose der Alveolarmembran und Freisetzung Entziindungsmedia-

toren sowie zur Aktivierung noch intakter Entziindungszellen.

e [I. Der Zusammenbruch der Barrieren fithrt zu einem Verlust der Kom-
partimentierung und zum Ausschwemmen von Zytokinen und Bakteri-

en.

e III. Weniger invasive Beatmungsstrategien, welche nicht zu Gewebsver-
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letzung fithren, konnen die Ausschiittung von Zytokinen iiber andere
Mechanismen induzieren, vermutlich iiber Dehnungs-aktivierte Signal-

kaskaden (Mechanotransduktion).

e [V. Beatmung mit steigendem positivem Druck fiithrt zu pulmonalem
Hypertonus und damit einhergehend zu erhchter Scherspannung, beides
bekannte Stimuli welche die Zytokinproduktion durch Endothelzellen
fordern [119].

Die vermehrte Ausschiittung proinflammatorischer Mediatoren ist von
besonderem Interesse, da sie bei der Pathogenese verschiedener neonataler
Krankheitsbilder wie zum Beispiel BPD, aber auch interventrikularer Hamor-
rhagie, nekrotisierender Enterokolitis und periventrikulérer Leukomalazie ei-

ne wichtige Rolle spielen [18, 39].

1.4 Entziindung und Immunantwort — beteiligte Zell-
typen

Die Immunabwehr des Menschen beginnt mit der pluripotenten Stammzel-
le. Aus diesen pluripotenten Zellen kénnen sich lymphatische Vorlauferzellen
oder myeoloide Vorlduferzellen entwickeln (s.Abb. 1). Aus den lymphatischen
Vorlauferzellen entwickelt sich das spezifische Immunsystem, die B- und T-
Lymphozyten. Die myeloiden Vorlauferzellen entwickeln sich weiter zu den
verschiedenen Granulozyten und Monozyten. Diese Zelltypen stellen das un-

spezifische Immunsystem dar.

1.4.1 Zellen des unspezifischen Immunsystems — Phagozyten

Zu den Phagozyten gehoren Makrophagen, neutrophile Granulozyten und

dentritische Zellen. Phagozyten erzeugen eine Reihe bakterien-toxischer Sub-
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Abbildung 1: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER ZELLEN DES
IMMUNSYSTEMS
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stanzen, u.a. Wasserstoffperoxid und Stickstoffoxid. In diesem als ,,Respirato-
ry Burst® bezeichneten Vorgang werden iiber die Aktivierung einer NADPH-
Oxidase bakteriotoxische Superoxide gebildet.

Es ist bekannt, dass maschinelle Beatmung zu einem Einstrom von neu-
trophilen Granulozyten und Makrophagen in die Lunge fiithrt und damit zur
Entstehung von BPD beitrdgt [114]. Im Folgenden sollen die wichtigsten Ar-
beiten hierzu kurz umrissen werden.

Makrophagen iibernehmen die unspezifische Erstabwehr und locken
chemotaktisch neutrophile Granulozyten an. Monozyten aus dem Blut dif-
ferenzieren sich kontinuierlich bei dem Durchtritt durch das Endothel ins
Gewebe zu Makrophagen. Diese kommen in grofler Zahl in der Lunge, Leber
und der Milz vor. Aktuelle Studien lassen vermuten, dass Alveolarmakropha-
gen in der Entstehung von VILI direkt und indirekt iiber die Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten eine Rolle spielen. Franz et al. konnten zei-
gen, dass hohe Tidalvolumina und niedrige end-expiratorische Driicke zur
Abnahme der Alveolarmakrophagen in der BAL fithren, vermutlich als Fol-
ge vermehrter Aktivierung und Adhésion. Durch Hemmung der Alveolar-
makrophagen konnten die Neutrophilenzahlen in der Lunge reduziert und
beatmungsinduzierte Lungenverletzungen verringert werden [33].

Neutrophile Granulozyten stellen die wichtigste Komponente der zel-
luldren Immunantwort dar.Erbliche Fehlfunktionen der neutrophilen Granu-
lozyten fithren zu lebensbedrohlichen bakteriellen Infektionen. Die Fahigkeit
neutrophiler Granulozyten, sich dem Geféssendothel anzulagern und es zu
durchwandern, ist elementar fiir ihre Funktion in der Immunabwehr [74]. Bis
zu einem Drittel aller neutrophilen Granulozyten auflerhalb des Knochen-
marks befinden sich in der Lunge. Durch diesen grofien Anteil kann die Lunge

die Zahl im Organismus zirkulierender neutrophiler Granuolzyten potentiell
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stark beeinflussen [17].

Dabei scheinen neutrophile Granulozyten in der Entwicklung verschiede-
ner Lungenerkrankungen mit inflammatorischer Komponente wie BPD oder
VILI eine zentrale Rolle zu spielen. Es konnte gezeigt werden, dass es in-
folge maschineller Beatmung zu einer neutrophilen Infiltration der Lunge
kommt [17]. In Tiermodellen fithrte maschinelle Beatmung zur Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren, gefolgt vom Einstrom neutrophiler Gra-
nulozyten in die Lunge [114]. Eine Verringerung des neutrophilen Einstro-
mes, z.B. im Tiermodell mit granulozyten-armen Hasen, zeigte weit weniger
pathologische Verdnderungen der Lungenfunktion infolge maschineller Beat-
mung [56]. Auch eine Blockade des Interleukin-8-Rezeptors CXCR2 fiihrte
zur Reduktion des neutrophilen Einstroms und zu verminderten Kompli-
kationen maschineller Beatmung [4, 56]. Die pathophysiologische Bedeutung
der Interleukin-8-Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 in diesem Zusammenhang

wird im entsprechenden Abschnitt weiter unten detaillierter dargestellt.

1.4.2 Zellen des spezifischen Immmunsystems — Lymphozyten

Es gibt B- und T-Lymphozyten, die sich in ihren Antigenrezeptoren und
dem Ort ihrer Differenzierung unterscheiden: T-Lymphozyten im Thymus
und B-Lymphozyten im Knochenmark. T-Lymphozyten differenzieren sich
nach Antigen-Kontakt zu T-Effektorzellen mit verschiedenen Funktionen. B-
Lymphozyten differenzieren sich nach Kontakt mit einem Antigen zu an-
tikorper-produzierenden Plasmazellen. Eine Sonderstellung nehmen die natiirli-
chen Killerzellen ein, die zwar aus derselben lymphatischen Vorlauferzelle
entstehen, aber keine Antigenspezifitidt besitzen.

Wie weiter oben bereits erwidhnt gehen Lungenerkrankungen wie VILI

oder BPD mit einer inflammatorischen Komponente einher. Im Rahmen die-
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ser entziindlichen Reaktion kommt es zum Einstrom von Entziindungszellen
wie neutrophilen Granulozyten und Makrophagen sowie zu einer vermehrten
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine. Neben Granulozyten und Ma-
krophagen sind auch Lymphozyten in chronischen Entziindungsprozessen in-
volviert [2]. Mehrere Studien untersuchten die Lymphozytenzahl frithgebo-
rener Kinder. Dabei konnten bei unreifen Kindern, bzw. bei Kinder welche
in der Folge BPD entwickelten, erniedrigte Lymphozytenzahlen festgestellt
werden [2, 14]. Diese erniedrigte Lymphozytenzahl kénnte zu der in dieser

Patientengruppe beobachtete Infektneigung beitragen [127].
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1.5 Entziindung und Immunantwort — zellulire Me-
chanismen

1.5.1 Interleukin-8 und seine Rezeptoren CXCR 1 + 2

Interleukin-8 Interleukin-8 gehort zu den Chemokinen. Chemokine sind
,chemoattractant cytokines®, Zytokine also die andere Zellgruppen chemo-
taktisch anlocken konnen. Chemokine werden in vier Gruppen eingeteilt,

abhéngig von den Cysteinresten am NH2-Ende des Molekiils

e CC-Chemokinen mit zwei benachbarten Cysteine

o CXC-Chemokinen, in denen eine weiter e Aminosaure die beiden Cy-

steine voneinander trennt

e CX3C-Chemokinen, bei denen die beiden Cysteine durch drei Ami-

noséduren getrennt sind und

e die XC-Chemokine, von denen bisher nur eines bekannt ist, mit nur

einem Cystein am NH2-terminalen Ende [73]

Chemokine spielen bei verschiedenen entziindlichen Erkrankungen eine

wichtige Rolle (Abb. 2) [72].
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Abbildung 2: CHEMOKINE BEI ENTZUNDLICHEN
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Die Produktion proinflammatorischer Chemokine kann durch gezielte Be-
atmung mit niedrigen Tidalvolumina und PEEP reduziert werden. Dies lasst
vermuten, dass invasive Beatmung iiber einen Anstieg proinflammatorischer
Chemokine zur Entstehung von VILI beitragt [33].

Interleukin-8 gehort zur Familie der CXC-Chemokine. CXC-Chemokinen
wirken an CXC-Rezeptoren, von denen aktuell fiinf verschiedene Typen be-
kannt sind (CXCR 1-5). Interleukin-8 bindet an die CXC-Rezeptoren 1 und
2 (CXCR1 + CXCR2), auf die im Weiteren genauer eingegangen wird. Einen
Uberblick iiber die bekannten CXC-Chemokine und deren Rezeptoren bietet
Tab. 1.

Tabelle 1: CXC-CHEMOKINE UND DEREN REZEPTOREN

CXC-Chemokin Rezeptor
IL-8 CXCR1 /CXCR2
PBP CXCR2
B-TG CXCR2

NAP-2 CXCR2
GRO a,b,g CXCR2
IP-10 CXCR3
SDF-1 CXCR4
BLC CXCR5

Interleukin-8 wird in der Lunge u.a. von Alveolarmakrophagen und Mo-
nozyten produziert. Es wirkt stark chemotaktisch und aktivierend auf neu-
trophile Granulozyten [13]. Weiter wirkt Interleukin-8 proinflammatorisch
[77] und hat Einfluss auf die Angiogenese [64]. Donnelly et al. entdeckten
Interleukin-8 als prognostischen Faktor fiir die Entwicklung eines akuten
Atemnotsyndroms (ARDS). Bei Patienten, welche im Verlauf an ARDS er-
krankten, konnte initial eine signifikante hohere Interleukin-8-Konzentration
im BALF gemessen werden im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ohne ARDS
[25].
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Obgleich eine grofle Anzahl Studien die pathophysiologische Bedeutung
von Interleukin-8 beim Erwachsenen untersuchten, sind nur wenige Daten
iiber Interleukin-8 beim Kind, speziell beim Neugeborenen, verfiighar. Eine
der wenigen Arbeiten mit Frithgeborenen stammte von Munshi et al.. Sie be-
obachteten bei 25 vor der 32. Schwangerschaftswoche geborenen Kindern, die
spiter eine BPD entwickelten, einen Anstieg von Interleukin-8 in den ersten
Lebenstagen, gefolgt von einer Erhohung der Neutrophilen-Zahl am 5. und
7. Lebenstag [81]. Eine inflammatorische Komponente bei der Entstehung
der BPD lasst auch eine Studie von Kotecha et al. vermuten. Neugeborene,
die spater BPD entwickelten, hatten am zehnten Lebenstag signifikant héhe-
re Interleukin-8-Werte und Neutrophilen-Zahlen im BALF als Neugeborene,
die keine BPD entwickelten [59].

Beim Menschen kommt Interleukin-8 sowohl in geléster Form im Blut
als auch gebunden an Endothelzellen der Blutgefisse vor. Sowohl in geloster
als auch gebundener Form scheint Interleukin-8 ein Aktivator der 2 - Inte-
grin - vermittelten Zelladhésion neutrophiler Granulozyten zu sein. Neutro-
phile Granulozyten, welche an der Gefdsswand entlangrollen, werden durch
Interleukin-8 gestoppt und binden an das Endothelium [24] . Luu et al. zeig-
ten, dass Interleukin-8 auch bei der Transmigration der neutrophilen Gra-
nulozyten durch das Endothel ins Gewebe benotigt wird [74]. Die Adhési-
on und Transmigration von neutrophilen Granulozyten aus der Blutbahn in
das Gewebe ist von grofler Bedeutung bei der unspezifischen Immunabwehr.
Ahnliche Wirkung hat Interleukin-8 auf Monozyten, auch hier wird die feste
Adhésion der Monozyten an der Gefisswand gefordert [37].

Durch die Initiierung und Unterhaltung einer inflammatorischen Kaskade
scheint Interleukin-8 eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der VILI zu

spielen.
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Interleukin-8 Rezeptoren CXCR1 + CXCR2 Zielrezeptoren fiir Interleukin-
8 sind CXCR1 und CXCR2 [105], beides G-Protein gekoppelte Rezeptoren
[110]. Beide Rezeptoren sind auf neutrophilen Granulozyten im Blut stark ex-
primiert [49, 16]. Auch andere Zellen des Immunsystems exprimieren CXCR1
und CXCR2, darunter Mastzellen [71], eosinophile Granulozyten [91], baso-
phile Granulozyten [61], T-Lymphozyten und Monozyten [66]. Die Akkumu-
lation von neutrophilen Granulozyten in der Lunge, getriggert unter anderem
durch maschinelle Beatmung, spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung
von BPD [114, 17]. Diese Akkumulation muss als dynamischer Prozess be-
trachtet werden, bestehend aus neutrophiler Migration in die Lunge einerseits
und kontrollierter Apoptose neutrophiler Granulozyten in der Lunge ande-
rerseits. CXCR1 und CXCR2 scheinen regulierend in diesen Prozess einzu-
greifen.

Dabei legen Studien von White et al. sowie Samanta et al. den Schluss
nahe, dass CXCR2 vor allem bei der Migration von neutrophilen Granulozy-
ten eine wichtige Rolle spielt [125, 106]. Spétere Studien bestéitigten dies und
zeigten weiter, dass eine selektive Blockade von CXCR2 sowohl die Trans-
migration als auch die Zelladhésion von neutrophilen Granulozyen massiv
behindert [74]. Auch zeigten granulozyten-arme Kaninchen weit weniger pa-
thologische Veranderungen der Lungenfunktion bei Beatmung [56].

Der Einstrom von neutrophilen Granulozyten in das Lungengewebe konn-
te durch eine Blockade von CXCR2 verringert und die beatmungs-induzierten
Verdnderungen abgeschwécht werden [4].

Die Aktivierung von CXCR1 scheint Einfluss auf die neutrophile Apop-
toserate zu haben. Interleukin-8 fiithrt in vitro zu einer Abnahme der neutro-
philen Apoptoserate [27]. Die zeitgleiche Gabe von Interleukin-8 und einem
spezifischen Anti-CXCR1-Antikérper hatte eine Normalisierung der neutro-
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philen Apoptoserate zur Folge verglichen mit neutrophilen Granulozyten,
welche mit Interleukin-8 allein inkubiert wurden [67]. Neben seiner Funktion
in der Regulation der Apoptoserate fiithrt CXCR1 bei hohen Interleukin-
8-Konzentrationen zu einer Aktivierung des Respiratory Burst [53], einem
wichtigen Mechanismus bei der Bekampfung bakterieller Infektionen. Eine

Ubersicht hierzu bietet Abb. 3.

Abbildung 3: Interleukin-8§ - PRODUKTION UND FUNKTION

CXCRI: -
Respiratory Burst A>——'
Hemmung der Apoptose Makrophagen

Neutroph. Monozyten
CXCR2: Granulozyt Fibroblasten
Chemotaxis Keratinozyten
Adhision Endothelzellen

Transmigration

1.5.2 NGF und TrkA

NGF NGF wurde als erstes Mitglied der

Familie der Neurotrophine, welche auch
Abbildung 4: RITA

LEVI-MONTALCINI
r .

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
Neurotrophin-3 (NT-3) und Neurotrophin-4/5
(NT-4/5) beinhaltet, vor mehr als fiinf Jahr-

zehnten von Rita Levi-Montalcini identifiziert
(s. Abb. 4) [68, 70]. 1986 erhielt sie zusammen
mit Stanley Cohen den Nobelpreis fiir Medi-
zin fiir ihre Arbeiten zu NGF. Neurotrophine
spielen bei der Entwicklung, dem Wachstum
und der Instandhaltung des Nervensystems ei-

ne wichtige Rolle sowohl in der Embryogenese
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als auch postnatal [70]. In den letzten Jahren wurden Neurotrophine auch
in nicht-neuronalem Gewebe wie Lunge, Nieren und Darm nachgewiesen
[100, 41, 40, 96].

Die unterschiedlichsten Zelltypen synthetisieren NGF in vitro. Dazu gehoren
Zellen des Immunsystems, d.h. Mastzellen [65, 84, 128], eosinophile Granu-
lozyten [113, 57], Lymphozyten [107, 63|, Monozyten [30] und Makrophagen
[75, 9]. Daneben produzieren auch Fibroblasten, Epithelzellen und Glatte-
Muskelzellen NGF [82, 118, 31, 93, 86, 34]. Einen Uberblick iiber NGF-
produzierende Zellen und NGF-Zielzellen beim Menschen gibt Tab. 2 [7].

Tabelle 2: NGF - PRODUZIERENDE UND SENSIBLE ZELLEN

Zellen NGF-prod. NGF-Zielzellen
Mastzellen + +
B-Lymphos + +
T-Zellen + +
CD4+Thl +- -
CD4+Th2 + -
Neutrophile - +
Eosinophile + +
Basophile - +
Epithelzellen + +
Fibroblasten + +

nmn

= noch keine Studie verfligbar

Studien der letzten Jahre legen den Schluss nahe, dass NGF auch bei
entziindlichen Reaktionen eine Schliisselrolle als Entziindungsmediator ein-
nimmt. NGF beeinflusst die Proliferation von B- und T-Lymphozyten, die
Produktion von Immunglobulinen und wirkt chemotaktisch auf neutrophile
Granulozyten in vitro und in vivo [87, 36, 8]. Bei Mastzellen stimuliert NGF
Reifung, Uberleben und Aktivierung (s. Abb. 5) [69, 1].

In der Lunge gehen erhéhte NGF-Spiegel mit bronchialer Hyperreakti-
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Abbildung 5: NGF-PRODUKTION UND FUNKTION

T- / B-Lymphozyten

Prohferathn Monozyten
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Chemotaxis Lymphozyten
Aktivierung @ Epithelzellen
Glatte-Muskelzellen
Mastzellen
Reifung
Aktivierung —<€—
Uberleben

vitdt und Asthma einher [48, 6]. Friberg et al. konnten im Tiermodell eine
Hyperreaktivitdt und eine verstédrkte bronchiale Obstruktion auf Histamin-
gabe nach vorheriger intravendser NGF-Gabe feststellen [35]. Hoyle et al.
kombinierten bei Mausen das NGF-codierende Gen mit dem Promotor des
lungenspezifischen Clara-Zell sekretorischen Proteins mit dem Resultat einer
spezifisch NGF {iberproduzierenden Maus. Diese M&use zeigten eine erhéhte
Sensitivitéit auf Reizung mit Capsaicin und einen in Folge erhéhten Atemwi-
derstand [52].

NGF scheint eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Unterhaltung
bronchialer Hyperreaktivitét zu spielen. Auch Frithgeborene kénnen bei lan-
ger maschineller Beatmung eine bronchiale Hyperreaktivitiat entwickeln [102].
Uber den Enstehungsmechanismus von bronchialer Hyperreaktivitit bei be-
atmeten Frithgeborenen und die Rolle von NGF bei diesem Vorgang ist al-

lerdings noch nichts bekannt.
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TrkA—Rezeptor fiir NGF Neurotrophine binden an zwei Rezeptortypen
auf der Zelloberfliche:

e Rezeptoren mit instrinsischer Tyrosin-Kinase-Aktivitét, den sogenann-

ten Trk-Rezeptoren

e p75-Rezeptoren aus der Familie der Tumor Nekrose Faktor-Rezeptoren

[33]

NGF bindet spezifisch mit hoher Affinitdt an TrkA-Rezeptoren und mit
niedriger Affinitét an den p75-Rezeptor [126].

Abbildung 6: TrkA + NGF

TrkA besteht aus fiinf extrazellularen Doménen, wobei NGF nur an ei-
ne dieser Doménen, der Trk-d5-Domnéne, andockt. Der TrkA-Rezeptor wird
durch Dimerisation aktiviert, was zu einer Autophosphorylisation intrazel-
luldrer Tyrosin-Reste fiithrt. Dieser Effekt triggert die weitere Signaltrans-
duktionskaskade [120]. Abb. 6 zeigt die Struktur der TrkA-d5-Doméne (griin)
mit angedocktem NGF (blau und rot) [126].
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TrkA-Rezeptoren wurden auf unterschiedlichen Zelltypen nachgewiesen,
darunter Zellen des Nervensystems, des Immun- und endokrinen Systems
[87, 79, 89]. In der Lunge konnte TrkA auf Makrophagen, bronchialen glat-
ten Muskelzellen, Alveolen, auf lymphoidem Gewebe der Bronchien und auf
Zellen der glatten Arterienmuskulatur nachgewiesen werden [100]. Inflamma-
torische Zellen wie z.B. Monozyten oder B- und T-Lymphozyten exprimie-
ren TrkA und werden iiber NGF sowohl autokrin als auch parakrin reguliert
[63, 117, 30]. Auch auf neutrophilen Granulozyten wurde TrkA nachgewie-
sen. Hier scheint es Einfluss auf die neutrophile Uberlebenszeit und auf ver-
schiedener Abwehrfunktionen wie der Produktion von Superoxiden oder der

Phagozytose zu haben [55]

1.6 Zielsetzung

Interleukin-8 Langzeit-beatmete Friithgeborene sind einem hohen Risiko
beziiglich der Entstehung von VILI ausgesetzt. Zahlreiche Studien berichten
iiber hohe Konzentrationen des proinflammatorischen Zytokins Interleukin-8
im BALF dieser Kinder. Dennoch ist bisher wenig iiber die Expression der
Interleukin-8-Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 und deren biologische Rele-
vanz auf Entziindungszellen der Lunge bei diesen Patienten bekannt.

Unser Ziel war die klinisch-experimentelle Untersuchung der Interleukin-
8-Rezeptor-Interaktion und deren Auswirkung auf die Akkumulation von
Entziindungszellen in der Lunge beatmeter Frithgeborener longitudinal {iber

die gesamte Beatmungsdauer darzustellen.

NGF NGF konnte in den letzten Jahren als immunomodulatorischer Fak-
tor in chronischen Atemwegserkrankungen wie Asthma bronchiale oder bron-

chialer Hyperreaktivitéit identifiziert werden. Die Freisetzung von NGF wird
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durch proinflammatorische Zytokine (IL1-3, TNF-«), welche auch bei langzeit-
beatmeten Frithgeborenen erhoht sind, stimuliert. Uns interessierte ob NGF
auch im Trachealsekret Frithgeborener nachgewiesen werden kann, und falls
ja, ob die NGF-Konzentration von Beatmungsdauer oder anderen klinischen
Variablen abhéngig ist. Daneben wurde die Expression des hoch-affinen NGF-

Rezeptors TrkA auf pulmonalen Entziindungszellen untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Probanden

Diese prospektive Longitudinalstudie begann im Mai 2004, nachdem die
Ethikkommission ihr Einverstdndnis gegeben hatte. Es wurden alle intu-
biert beatmeten Neugeborenen, unabhéngig von Gestationsalter und Ge-
burtsgewicht, eingeschlossen. Ausschlusskriterien waren die Diagnose von
Mekonium-Aspirations-Syndrom sowie grofle Fehlbildungen. Die Kinder wur-
den im Zeitraum von Mai 2004 bis Januar 2005 im Universitatsklinikum
Grosshadern der Ludwig-Maximilian-Universitat Miinchen (29 Kinder) bzw.
der Universitatsfrauenklinik der Ludwig-Maximilian-Universitat Miinchen (2
Kinder) geboren. Die Eltern der Kinder gaben ihr Einverstéindnis zur Teil-
nahme an der Studie.

Insgesamt wurden 31 Kinder in die Studie eingeschlossen. Von diesen 31
Kindern verstarben zwei extrem unreife Kinder (Gestationsalter 25+0 SSW
bzw. 24+2 SSW) wihrend der Studie.

Fiir die Untersuchung des Trachealsekretes wurden die Kinder 6x pro
Woche, von Montag bis Samstag, mit Hilfe des Trachcare-Systems (Habel
Medizintechnik, Wien, Osterreich) abgesaugt, bis zur Extubation oder dem
Ausschluss aus der Studie. Die Kinder wurden morgens zwischen 8 Uhr und
10 Uhr abgesaugt. Nach Surfactant-Gabe wurden die Kinder fiir mindestens
6 Stunden nicht abgesaugt.

2.2 Sekretgewinnung und Verarbeitung

Fiir die Gewinnung des Sekretes wurden 0,5 ml pro Kilogramm Kérperge-
wicht sterile Kochsalzlosung (NaCl 0,9%), auf Kérpertemperatur vorgewérmt,

durch den Absaugkatheter in den endotrachealen Tubus eingespritzt und
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anschlieffend zusammen mit dem Sekret des Kindes abgesaugt. Der Absaug-
druck betrug je nach Grofle des Kindes maximal 0,2 mbar. Der Katheter wur-
de mit 0,5 ml Kochsalzlosung gespiilt und das herausgespiilte Sekret ebenfalls
gesammelt. Die gesamte Prozedur wurde einmal wiederholt.

Das Sekret wurde anschlieBend bei +4° Celsius gelagert und innerhalb
von drei Stunden weiterverarbeitet. Makroskopisch blutige Sekrete wurden
verworfen. Das Sekret wurde bei 500 g bzw. 1500 rpm bei 4+4° Celsius fiir 10
Minuten zentrifugiert. Nach Ablauf der 10 Minuten lieen wir die Zentrifuge
ohne Einsatz der Bremsfunktion ausrotieren. Der Uberstand des Sekretes
wurde abpippetiert und bei -72° Celsius fiir die spétere Zytokin - Bestimmung
eingefroren. Das Pellet wurde abhéngig von dem Wochentag auf verschiedene

Weise weiterverarbeitet (s. Abb. 7).

Abbildung 7: TAGESSCHEMA FUR DIE WEITERVERARBEITUNG
DES TRACHEALSEKRETES

0,5 ml 0,9% NaCl / kg KG 5
( +0,5 ml 0,9% NaCl zum Spiilen ) X

\/
Zentrifugieren bei 500g fur 10 min.

/v\

Mo/Mi/Fr taglich Uberstand Di/Do/Sa
Durchflusszytometrie fur ELISA Ausstriche
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2.3 FACS-Analyse

Die FACS-Analyse stellt eine Erweiterung der klassischen Durchflusszyto-

metrie dar. Sie ermoglicht eine schnelle Analyse verschiedener Parameter

in Fliissigkeit geloster Zellen. Ein Laser tastet die Zellen einzeln ab und

emittiert dabei ein durch Zellgréfle und Granularitét der Zelle beeinflusstes
Streulicht. Die Beugung des Laserlichts wird als Vorwirtsstreulicht (engl.
FSC=Forward Scatter) bezeichnet und erlaubt Riickschliisse auf die Zell-

grofle; die Brechung des Laserlichts wird als Seitwértsstreulicht (engl. SSC=Side Scatter)
bezeichnet und ist ein Maf fiir die Granularitét einer Zelle.

Zudem konnen die Zellproben mit fluoreszierenden Antikorpern gegen
die gewiinschten Oberflichenmarker beimpft werden. Die Antikorper tragen
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe, am hiufigsten verwendet werden FITC
(Fluorescein Isothiocyanate) oder PE (Pycoerythrin), die je ein unterschied-
liches Lichtriickemissionsmaximum haben. Daneben verwendeten wir auch
APC- (Allophycocyanin) bzw. Cy5- (Cyanine-5) gefirbte Antikorper (s. Tab.
3).

Je nach vorhandenem Durchflusszytometer lassen sich mit verschieden-
farbigen Lasern bis zu einem Dutzend verschiedener Oberflichenmarker auf
einer Zelle untersuchen. Auf diese Weise lésst sich beispielsweise die Expres-

sion mehrerer Rezeptortypen auf einzelnen Zellpopulationen beobachten.

Tabelle 3: VERWENDETE FLUORESZENZFARBSTOFFE

Fluorochrom|max. Anregung Riickemission Farbe

FITC 488nm 520nm griin

APC 595nm 660nm rot

Cy5 488nm 670nm rot

PE 488nm 575nm rot-orange
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2.3.1 Durchfiihrung

An den Tagen Montag, Mittwoch und Freitag wurden je 250 pl Pellet, auf-
geteilt auf fiinf Eppendorf-Réhrchen zu je 50 pl, fiir die Analyse von Ober-
flichenmarkern mit Hilfe eines Durchflusszytometers wie folgt vorbereitet.
Mit Ausnahme von TrkA waren alle Antikorper direkt fluoreszenz-markiert.
TrkA wurde indirekt fluoreszenz-markiert, d.h. ein zweiter fluoreszenz-markierter
Antikorper bindet an den ersten spezifischen Antikérper. Die drei Rohrchen
wurden nach unten gezeigtem Schema mit verschiedenen Antikorpern gefiarbt

(s. Tab. 4, CXCR1: CD181, Klon 5A12, Cy5; CXCR2: CD182, Klon 6C6,
APC; CD15: Klon MMA, FITC; alle Antikérper von BD Biosciences, San
Jose, USA. TrkA: Oncogene Research Products, Cambridge, USA).

Tabelle 4: ANTIKORPER-FARBESCHEMA

Tube Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3
Farbung
FITC CDI15 CD15 CD15
PE TRKa IgG
CYs5 CXCRI1 IgG
APC CXCR2 IgG

Verdiinnnungen in PBS

CD15 1:2
CXCRI1 1:2
CXCR2 1:2
IgG 1:2
TRKa 1:2

1. Von jedem Antikérper wurden 5 pl pippetiert. Die Antikérper wurden
im Verhéltnis 1:2 mit PBS verdiinnt. Pro Rohrchen war jede Farbung
(FITC, PE, CY5, APC) nur einmal enthalten.
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2. Die Proben wurden anschliefend fiir 20 Minuten bei +4° Celsius im

Dunkeln inkubiert.

3. Nach Zugabe von 250 pl PBS in jedes Rohrchen wurde die FACS-
Analyse durchgefiihrt.

4. Rohrchen Nr. 2 wurde indirekt fluoreszenz-gefirbt. Nach Zugabe des
TRKa-Antikérpers und Inkubation wie beschrieben wurden 300 pl PBS
zugegeben und bei 3000 rpm zentrifugiert. 250 pl Uberstand wurden
abpippetiert und danach 5 pl Goat-Antikérper zu dem Pellet gegeben
und 20 Minuten wie o.g. inkubiert. Danach wurden 250 pl PBS hinzu-

gegeben und durchflusszytometrisch analysiert.

Jede Probe wurde fiir 3 Minuten gemessen bzw. bis zum Erreichen einer

Zellzahl von 1 Million, je nachdem was zuerst eintrat.

2.3.2 Auswertung

Die Analyse und Auswertung der Proben erfolgte auf einem FACS-Calibur
mit dem Programm ,,Cellquest Pro* Version 4.0.2 (BD Biosciences, San Jo-
se, USA). In einem Dot-Plot-Schaubild wurden die Zellen nach Gréfle und
Granularitét geordnet dargestellt (s. Abb. 8).

In einem ersten Arbeitsschritt wurden Zelldetruitus und tote Zellen von
der weiteren Analyse anhand ihrer charakteristischen sehr geringen Grofie
und Granularitdt ausgeschlossen. Bei den verbleibenden Zellen wurde die
Expression von CXCR1 (% CXCR1+), CXCR2 (% CXCR2+)und TrkA
(% TrkA+) gemessen. Aufgrund der moglichen Autofluoreszenz der Zel-
len wurde bei jeder Messung zusitzlich ein Kontrollantikorper (=Isotyp-
Kontrolle) verwendet. Um die unspezifische Antikérperbindung bei der Be-

rechnung der Expressionswerte zu beriicksichtigen, wurde stets anhand dieser
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Isotyp-Kontrolle ein Cut-Off-Wert definiert (Abb. 9).

Abbildung 8: SSC-FSC GESAMTPOPULATION

il 1000
| I T T T N T T T

B0

S Height

S
P T

200

0

T TT"T"T7

0 200 400 600 800 1000
F3C-Height

Typische Darstellung der Gesamtpopulation aller Zellen des Trachealsekre-
tes eines Kindes. Die Y-Achse ( = Side-Scatter, SSC) zeigt die Granularitit
einer Zelle, die X-Achse ( = Forward-Scatter,FSC) ist ein Maf fiir die GroBe
einer Zelle. Es lisst sich klar eine Population von Zellen mit niedrigem FSC
und niedrigem SSC abgrenzen. Diese Zellen sind also sehr klein und haben
kaum granulére Zellstrukturen. Hierbei handelt es sich um Zelldetruitus. Die-

se Zelltriitmmer wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen.
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Abbildung 9: ANALYSE DER SUBPOPULATION AUS ABB. 8

- Data.001
(e B
'."":c:_-
= 4
=
e
T 27
]
o E
id ]
=
[}
o .,
10° 101 104
cxerl cy5
"o Data.004
L]
o
)
el
:I': o ]
L -
i
[T
= s
':',_,, e 0 0
= 0 ' ”'""'1 ' '””"'2 ' “'””'3 ' 4
10 10 10 10 10

igg cy5

Nachdem Zelldetruitus im FSC-SCC-Schaubild ausgeschlossen werden konn-
ten (s. Abb. 8) wurden die verbleibenden Zellen auf die Expression unserer
Rezeptoren hin untersucht. Beispielhaft ist hier die Analyse auf CXCR1 ge-
zeigt. Das obere Schaubild zeigt beispielhaft die Expression von CXCRI in
einem unserer Patienten. Die passende Isotyp-Kontrolle ist unten dargestellt.
Aus der Differenz zwischen CXCR1-Expression und unspezifischer Bindung

des Isotyps berechnet sich die tatséichliche Expression von CXCRI.
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2.4 Anfertigung und Auswertung der Awusstriche

Zu dem aus der Zentrifugation des Trachealsekretes (siche Abb. 7) gewon-
nenem Pellet wurden je 200 pl auf einem handelsiiblichen Objekttréiger ver-
strichen; die Ausstriche wurden unter einem Handfon bei Kaltluft getrocknet
und nach der Pappenheimmethode (May Griinwald + Giemsa) gefiirbt. Die
Ausstriche wurden unter einem Lichtmikroskop auf Keime und Pilze unter-
sucht. Es wurden 100 Zellen pro Ausstrich gezihlt und der prozentuale Anteil
an neutrophilen Granulozyten, unreifen Granulozyten, Lymphozyten, Alveo-
larmakrophagen, Monozyten, eosinophilen Granulozyten, basophilen Granu-
lozyten und Mastzellen sowie das Vorhandensein von Pilzen und Bakterien

notiert.

2.5 Quantitative Bestimmung der Zytokine

ELISA steht fiir Enzyme Linked Immunosorbent Assay und bezeichnet ein
immunologisches Nachweisverfahren auf Basis einer enzymatischen Farbreak-
tion.

Mit ELISA konnen kleinste Stoffkonzentrationen nachgewiesen werden.
Der gesuchte Stoff dient dabei als Antigen fiir einen spezifischen Antikorper.
Bei den von uns benutzten ELISAs handelt es sich um sogenannte Sandwich-
ELISAs, die zwei Antikorper verwenden. Dabei binden beide Antikorper
an verschiedene Strukturen desselben Antigens. Abb. 10 zeigt schematisch
den Aufbau einer Sandwich-Elisa. Der erste Antikorper, der sog. Coating-
Antikorper, wird an eine feste Phase gebunden (1). Das Antigen bindet an
den Coating-Antikérper (2). Nicht-gebundenes Antigen wird abgewaschen.
Der zweite Antikorper ist mit einem Enzym, meist alkalische Phosphatase,

versehen und bindet an das Antigen (3). Das Enzym katalysiert eine Farb-
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reaktion, die am Photometer verfolgt werden kann. Die Intensitédt der Farbe
ist dabei proportional zur Konzentration des zu bestimmenden Antigens in

der Probe.

Abbildung 10: AUFBAU EINER SANDWICH-ELISA

@ ) 3. Antikérper mit Enzym

&

2. zu untersuchendes Antigen

WYY Y Y YY) - Costing-Antsrper

1. der Coating-Antikorper wird an eine feste Phase gebunden, in der Regel

an die Wand des Wells.

2. Das Antigen bindet an den Coating-Antikorper. Nicht gebundenes An-

tigen wird abgewaschen.

3. Der zweite Antikorper bindet an das Antigen. Ein an den Antikorper
gebundenes Enzym katalysiert eine Farbreaktion deren Intensitét pro-

portional zu der Antigenmenge ist.

Durchfiihrung Es wurden die Mediatoren Interleukin-8 und NGF an den
Tagen nach Intubation 0, 1, 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42 bzw. bis zum Ende der
endotrachealen Beatmung bestimmt. Konnte an den genannten Tagen kein
Trachealsekret gewonnen werden, so wurde das bis maximal 24h frither oder
spiter gewonnene Sekret verwendet und der dazugehorige Intubationstag no-

tiert.

Korrekturfaktor fiir Trachealsekret Das aspirierte Trachealsekret ist
durch die bei der Gewinnung zugegebene Kochsalzlosung immer mehr oder

weniger stark verdiinnt. Die meist - diskutierten Korrekturfaktoren sind im
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Folgenden dargestellt:

e Albumin ist einfach zu messen, aber starken Schwankungen bei pulmo-

nalen Infektionen unterworfen.

e die sekretorische Komponente von IgA (IgAsc) ist besser als Korrek-
turfaktor geeignet als Albumin, allerdings teuer in der Messung und

bei gleichzeitigen Lungeninfektionen unzuverléssig.

e Harnstoff ist kostengiinstig zu messen, allerdings von der Dauer der

Aspiration und der Gefiafipermeabilitét abhingig [19].

Es ist somit zur Zeit kein valider, von Storgroflen wie Gestationsalter, pul-
monalen Infekten etc. unabhéngiger Korrekturfaktor bekannt. Entsprechend
der Empfehlung von deBlic et al. und der Furopean Respiratory Society ha-
ben wir auf die Bestimmung eines Korrekturfaktors bewusst verzichtet. Statt
dessen wurde, wie von der Furopean Respiratory Society empfohlen, ein strikt
standardisiertes Protokoll bei der Aspiration befolgt, um vergleichbare Re-

sultate zu erzielen [21].

Interleukin-8 Fiir die Bestimmung von Interleukin-8 wurde ein Instant-
ELISA-Kit benutzt (Enzyme-linked immunosorbent assay for quantitative
detection of soluble human Interleukin-8, Bender MedSystems GmbH, Vien-
na, Austria). Musste die Probe aufgrund zu geringen Materials oder aufler-
halb der Messbereichs des Tests liegenden Wertes verdiinnt werden, so wurde
die mitgelieferte Verdiinnungslosung benutzt. Die ELISA wurde nach Anlei-
tung des Herstellers durchgefiihrt und nach Inkubation mit einem ELISA-

Reader bei 450 nm gemessen.

NGF Fiir die Bestimmung von NGF wurde ein NGF-ELISA-Kit gewihlt
(NGF Emax Immunoassay System, Promega Corporation, Madison, USA).
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Die ELISA wurde nach dem mitgelieferten Protokoll des Herstellers durch-
gefiihrt. Die Proben wurden vor der Messung wie im Protokoll des Herstellers
empfohlen angeséduert bis zu einem pH von 2,6 und anschlieend neutrali-
siert (pH ~7,6). Dieses Procedere bewirkt eine Proteolyse und Umwandlung
der nicht-messbaren 7s-Form des NGF-Molekiils in die messbare 2s-Form; des
Weiteren wird NGF von 16slichen Rezeptoren gelost. Beide Effekte fiihren zu

einer verbesserten Nachweisbarkeit des NGF-Molekiils.

2.6 Dokumentation

Die gesamte Datenerhebung orientierte sich an der persénlichen 24h-Periodik
des Kindes. Die ersten 24h ab Geburt wurden als Tag 0 definiert, die zwei-
ten 24h als Tag 1 etc.. Ist im Folgenden von ,, Tagen“ die Rede, bezeichnet
dies also nicht Kalendertage, sondern die ersten, zweiten, dritten etc. 24h
ab Geburt. Unter Umstédnden erforderte der Gesundheitszustand der Pati-
enten eine leichte Abweichung von den geplanten Untersuchungstagen. Sta-
tistisch ausgewertete Tage und tatséchliche Untersuchungstage wurden wie

folgt standardisiert:

e Tag 1 entspricht tatsdchlichem Untersuchungstag 0 oder 1
e Tag 3 entspricht tatsdchlichem Untersuchungstag +1 Tag

e Tag 7 etc. enspricht tatsdchlichem Untersuchungstag +2 Tage

Von der Geburt an wurde die klinische Situation unserer Patienten um-
fangreich dokumentiert. Perinatal wichtige Daten wie Geschlecht, Mehrlings-
schwangerschaft, Geburtsgewicht, Gestationsalter, Entbindungsmodus (va-
ginal, primére Sectio caesarea, sekundére Sectio caesarea), Intubationszeit-
punkt, Amnioninfektionssyndrom, miitterliche Infektion, miitterliche Medi-

kation, miitterlicher Gestationsdiabetes, APGAR-Score nach 1min, 5min,
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10min, CRIB-Score, Blutgaswerte im Nabelschnurblut, eventuelle Gabe von

Surfactant und Zeitpunkt des Blasensprungs wurden bei Geburt erhoben.

2.7 Statistische Auswertung

Bei unseren Daten lag keine Normalverteilung vor. Es wurden somit nicht-
parametrische Tests fiir die statistische Auswertung gewéhlt. Fiir Intergruppen-
Analysen von Interleukin-8- und NGF-Konzentrationen sowie FACS-Daten
verwendeten wir den Mann- Whitney-U Test. Als parameterfreies Maf3 fiir
die Korrelation zwischen gewéhlten Variablen wurde der Rangkorrelations-
koeffizient nach Spearman berechnet. Ein a-Fehler von 0,05 wurde als sta-
tistisch signifikant bewertet. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Programm SPSS, Version 15.0 fiir Windows. Soweit nicht anders angegeben

sind die Werte als Median + Spannweite (Median[Spannweite]) dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten

Insgesamt wurden 30 frithgeborene Kinder in diese Studie eingeschlossen. Die

Kinder wurden anhand ihres Gestationsalter in zwei Gruppen eingeteilt:

e Gestationsaltergruppe I (GA I): Kinder der 23. - 28. Schwangerschafts-

woche

e Gestationsaltergruppe II (GA II): Kinder der 29. - 40. Schwanger-

schaftswoche

Tab. 5 zeigt die wichtigsten perinatalen Daten unserer Patienten. Beziiglich
des Geburtsmodus wird zwischen normaler (=vaginaler) Geburt sowie primérer
bzw. sekundérer Sectio caesarea unterschieden. Dabei bezeichnet der Termi-
nus ,primére Sectio caesarea® den im Rahmen der Geburtsplanung schon
vorzeitig geplanten Kaiserschnitt. Eine ,,sekundére Sectio caesarea® wird bei
wahrend der Geburt auftretenden ernsthaften kindlichen oder miitterlichen
Komplikationen durchgefiihrt.

Das Geburtsgewicht des Kindes kann mit Hilfe der entsprechenden Per-
zentilenkurven in Relation zum entsprechend des Gestationsalters zu erwar-
tenden Gewichtes gesetzt werden. Dabei bezeichnet ,SGA “ (=small for gesta-
tional age) ein Geburtsgewicht unterhalb der 10. Perzentile. ,LGA“ (=large
for gestational age) entspricht einem Gewicht oberhalb der 90. Perzentile.
Zwischen 10. und 90. Perzentile liegt das Normalgewicht ,AGA* (=appro-

priate for gestational age).
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Tabelle 5: PERINATALE DATEN

23.-28.SSW (GA) 29. - 40. SSW (GA 1)
n insgesamt 18 12
n %o n Y%
Geschlecht
m 12 67% 1 8%
f 6 33% 11 92%
Geburtsmodus
vaginal 2 12% 1 8%
primdre Sectio 8 44% 5 42%
sekunddre Sectio 8 44% 6 50%
Mehrlingsgeburt
Einlinge 11 61% 6 50%
Zwillinge 4 22% 6 50%
Drillinge 3 17% 0 0%
Geburtsgewicht
SGA 2 11% 1 8%
AGA 16 89% 11 92%
LGA 0 0%
RDS - Prophylaxe
durchgefiihrt 16 89% 11 92%
Geburtsgewicht
ELBW 14 78% 1 8%
VLBW 4 22% 8 67%
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Die Patientendaten sind in Abb. 6 dargestellt. 15 unserer Patienten waren
ELBWI (=extreme low birth weigt infants), d.h. Frithgeborene mit einem
Geburtsgewicht von <1000 g. Zwolf Babies waren VLBWI (=very low birth
weigt infants), d.h. sie wogen bei Geburt zwischen 1000 g und 1500 g.

13 unserer Patienten waren Mehrlingsgeburten. In elf dieser Félle mussten
beide, bzw. alle drei Kinder postnatal intubiert beatmet werden. In Tab. 6
sind die Mehrlingspaare mit geklammerten Buchstaben gekennzeichnet.

Zwei Kinder, Patient 4 und Patient 6, verstarben wihrend der Studie.
Patient 6 litt an einer viertgradigen intrakraniellen Blutung, progredien-
tem posthdmorrhagischem Hydrozephalus, angeborener Anédmie durch feta-
len Blutverlust und verstarb an respiratorischem Versagen. Pat. 4 verstarb
ebenfalls an respiratorischem Versagen in Verbindung mit akutem Nierenver-

sagen, Amnioninfektionssyndrom und Frithgeborenenanamie.
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Tabelle 6: PATIENTENDATEN

Intubations-  Gestations- Geburts- Mehrlings- APGAR

Pat.* tage alter Geschlecht gewicht  graviditit 1/5/10min
<28+0 SSW
1 45 23 +3 ménnlich 580 g Einling 6/6/7
2 44 23 +4 weiblich 621 g Einling 4/7/9
3(c) 44 24+2 mannlich 730 g Zwilling 2/4/7
4(c)t 18 24 +3 ménnlich 830 g Zwilling 1/2/5
5 40 24 +4 weiblich 670 g Einling 4/9/9
6t 8 2540 ménnlich 719 g Einling 2/6/8
7 17 25+1 weiblich 630 ¢g Einling 6/9/9
8(a) 16 25+2 weiblich 860 g Zwilling 4/7/9
9(a) 59 25+4 méannlich 875 ¢g Zwilling 5/9/9
10 44 26+0 ménnlich 870 g Einling 6/10/10
11 24 26+ 1 ménnlich 630 g Einling 2/2/6
12 52 26 +2 weiblich 660 g Einling 3/5/7
13 3 26 +3 méannlich 815¢g Einling 5/9/9
14 3 27 +2 ménnlich 805 ¢ Einling 4/3/6
15 1 27+4 ménnlich 1140 g Einling 3/8/8
16(e) 8 27+6 méannlich 1230 g Drilling 7/8/9
17(e) 9 27+6 ménnlich 1200 g Drilling 6/7/8
18(e) 5 27+6 weiblich 1240 g Drilling 6/9/9
>28+0SSW
19(b) 2 28 +2 weiblich 1150 g Zwilling 6/9/9
20(b) 2 28 +2 weiblich 1300 g Zwilling 7/8/9
21 5 28 +6 weiblich 1230 g Zwilling 8/10/10
22(d) 7 28+ 6 weiblich 1050 g Zwilling 3/7/7
23(d) 7 28+6 weiblich 1090 g Zwilling 4/6/7
24 7 29+0 weiblich 1340 g Einling 6/9/9
25 12 29+2 weiblich 830 g Einling 777
26 4 29+6 weiblich 1390 g Einling 6/9/9
27 5 30+5 weiblich 1370 g Einling 3/9/9
28 7 33+0 weiblich 1730 g Zwilling 8/10/10
29 2 34+2 weiblich 2360 g Einling 6/8/8
30 6 35+5 ménnlich 2250 g Einling 5/7/8

*Buchstaben kennzeichnen Mehrlingspaare
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3.2 Interleukin-8 und seine Rezeptoren CXCR1 und
CXCR2

3.2.1 Interleukin-8

Interleukin-8 konnte in allen Trachealsekreten nachgewiesen werden. Abb. 11

zeigt die gefundenen Interleukin-8-Konzentrationen relativ zur Beatmungs-

dauer.
Abbildung 11: Interleukin-8 Ubersicht
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Die Interleukin-8-Konzentration lag zwischen 304,8 pg/ml und 12422

pg/ml (Median). Es konnte keine Korrelation zwischen Beatmungsdauer und
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Interleukin-8-Konzentration festgestellt werden (p=0,057; p=0,6). Eine Ana-

lyse der Interleukin-8-Konzentrationen unter Beachtung des Gestationsalters

zeigt Abb. 12.

Abbildung 12: Interleukin-8 nach Gestationsalter

5000
Gestationsalter
W 23-28 Wochen
i [29-40 Wochen
4000 —
E -
> 3000 —
Q- . p=0,04
2 11
£ J
3 J
= 2000 —
o J
£ 4
1000 —
T T T T T T T T
1 3 7 14 21 28 35 42

Beatmungstage

Hier zeigt sich ein Trend zu hoheren Interleukin-8-Werten in der ersten
Beatmungswoche bei unreiferen Kindern gegeniiber reiferen Kindern (GA =689
pg/ml [10303 pg/ml] vs GA I1=347 pg/ml [2270 pg/ml]; p=0.07). In GA I
stieg Interleukin-8 von Tag 1 zu Tag 3 signifikant an (505.3 pg/ml [1567
pg/ml] an Tag 1; 1409.9 pg/ml [5307 pg/ml] an Tag 3; p=0.04), ohne weiteren

Anstieg bis Tag 7. Im weiteren Verlauf blieben die Interleukin-8-Konzentrationen
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in einem Bereich zwischen 591.8 pg/ml und 1086.8 pg/ml. Im Gegensatz dazu
konnten wir in GA II einen Abfall der Interleukin-8-Konzentration mit nied-

rigsten Werten unmittelbar vor der Extubation messen (p= -0,443; p=0,06).
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3.2.2 CXCR1

Wir beobachteten einen zunehmenden Anteil CXCR1+ Zellen wéhrend der
Beatmung (s. Abb. 13). Die Zunahme CXCRI1+ Zellen korrelierte hochsi-
gnifikant mit der Beatmungsdauer (p=0.48; p=0,001). Dabei konnten keine
Unterschiede zwischen den beiden Gestationsaltersgruppen GA I und GA II

festgestellt werden.

Abbildung 13: CXCR1-Expression Ubersicht
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Abb. 14 zeigt den zeitlichen Verlauf CXCR1+ Zellen in Relation zur Be-

atmungsdauer, eingeteilt in drei Gruppen: Kurzzeitig beatmete Kinder (max.
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1 Woche), mittelfristig beatmete Kinder (2-4 Wochen), langfristig beatmete
Kinder (>4 Wochen). Auch hier zeigt sich eine hochsignifikante Zunahme der
CXCRI1-Expression bei steigender Beatmungsdauer (p=0,516; p<0,001).

Abbildung 14: CXCR1-Expression nach Beatmungsgruppen
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Wiéhrend innerhalb der ersten Beatmungswoche nur 11,4% [62,8%] der
Zellen im Trachealsekret CXCR1+ sind, steigt dieser Wert auf 53% [83,7%]
nach zwei bis vier Wochen bzw. 67% [49%)] nach mehr als vier Wochen ma-

schineller Beatmung an.
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3.2.3 CXCR2

Den zeitlichen Verlauf CXCR2+ Zellen zeigt Abb. 15.

Abbildung 15: CXCR2-Expression Ubersicht
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Mit Beginn der maschinellen Beatmung kommt es binnen zwei Wochen zu
einem hochsignifikanten Anstieg CXCR2+ Zellen (p=0,508; p<0,001). Das
Maximalniveau wird an Tag 14 erreicht (50,1%[67,3%]). Im Gegensatz zu
CXCR1 kommt es iiber den 14. Beatmungstag hinaus zu keinem weiteren
Anstieg der CXCR2-Expression. Vielmehr konnten wir einen Abfall CXCR2+
Zellen bis zum Ende der Beatmung feststellen (p= -0,533; p=0,001). Der
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in Abb. 15 erkennbare Anstieg von Tag 35 zu Tag 42 ist nicht signifikant
(p=0,29).

Eine entsprechend des Gestationsalters differenziertere Auswertung zeig-
te signifikante Unterschiede bei der Expression von CXCR2 auf Zellen des
Trachealsekretes (s. Abb. 16).

Abbildung 16: CXCR2-Expression nach Gestationsalter

100 _
p =0.003 Gestationsalter
: ' W 23-28 Wochen
[H29-40 Wochen
p=003 p=0.001 |
75 = m
c 1 =0.001
2 1 P M
(]
N
& 50—
14 i
Q
>< -
3
= J
25 —
1™ %= 18 a
0 T T T T T T T T
1 3 7 14 21 28 35 42
Beatmungstage

Zu Beginn der Beatmung wiesen beide Gestationsaltersgruppen einen ver-
gleichbaren Anteil CXCR2+ Zellen auf (7,6% [4,1%] in GA T vs. 5,2%[8,6%]
in GA IT; p=0,4). An Tag 3 und Tag 7 konnten in GA T mehr CXCR2+ Zel-
len gefunden werden (Tag 3: 17% [50,6%)] in GA T vs. 3% [4,4%] in GA II;
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p=0,001; Tag 7: 40,7% [67,9%] in GA T vs. 5,5% [8,1%] in GA II; p=0,032).
Der Anstieg CXCR2+ Zellen in GA I setzte sich bis zum 14. Beatmungs-
tag fort (7,6% [4,1%] an Tag 1; 50,1% [67,3%] an Tag 14; p=0,41; p=0,003).
Anschlieflend konnte ein Abfall bis Tag 42 beobachtet werden (p= -0.51;
p=0.001) mit minimalen Werten an Tag 28 (4,4% [38,6%]). Im Gegensatz
dazu exprimierten in GA II wihrend der gesamten Beatmungsperiode nur

3,1%-5,5% der Zellen CXCR2.
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3.3 NGF und TrkA
3.3.1 NGF

NGF konnte im Trachealsekret von allen unseren Patienten nachgewiesen
werden. Mit steigender Beatmungsdauer konnte eine stark signifikante Ab-
nahme der NGF-Konzentration festgestellt werden (p= -0,520; p<0,001).

Dabei zeigten sich signifikante Unterschiede in der NGF-Konzentration
zwischen beiden Gestationsaltersgruppen. Die reiferen Kinder (GA II) hat-
ten signfikant hohere NGF-Konzentrationen (108,5 pg/ml [1001,3 pg/ml] in
GA II vs. 59,2 pg/ml [877,5 pg/ml] in GA I; p=0,025).

Wir konnten eine starke Korrelation zwischen NGF-Konzentration und
ELBW-Status festellen. ELBW-Kinder hatten weit niedrigere NGF-Werte
im Vergleich zu Kindern mit einem Geburtsgewicht >1000g (p= -0,561;
p<0,001). Um diesen Zusammenhang zwischen NGF-Konzentration und nied-
rigem Geburtsgewicht genauer zu eruieren wurde eine Subpopulation selek-
tiert. Einschlusskriterien fiir die Aufnahme in diese Subpopulation waren ein
Gestationsalter <30. SSW, mindestens zwei valide NGF-Messungen in den
ersten 48 Lebensstunden sowie eine Beatmungsdauer von mindestens sieben
Tage bei den ELBW. Insgesamt wurden zwolf ELBW- und neun VLBW-
Kinder ausgewahlt. Tab. 7 zeigt die Charakteristika dieser Subpopulation.

Im Weiteren werden die zwolf ELBW-Kinder als Gruppe A bezeichnet,
die neun VLBW-Kinder als Gruppe B. Es zeigten sich signifikante Unter-
schiede in der Beatmungsdauer zwischen diesen Gruppen. Alle Kinder der
Gruppe B (VLBWI) waren bis zum neunten Lebenstag extubiert. Im Gegen-
satz dazu waren in Gruppe A (ELBWI) am 14. Lebenstag 11/12 Kindern
beatmet, am 21. Lebenstag 8/12, am 28. Lebenstag 7/12, und 4 Kinder iiber

den 35. Lebenstag hinaus.
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Tabelle 7: NGF SUBPOPULATION

Gruppe A (ELBWs) Gruppe B (VLBWs)
n 12 9
Gestationsalter, Wochen 23 -28 (25)** 27-30(28)
Geburtsgewicht, g 580 - 875 (695)** 1050 - 1390 (1230)
SGA (< 10. Perzentile) 3/12 0/9
Geschlecht n (%)

m 6 (50%) 2 (22%)

f 6 (50%) 7 (78%)
Beatmungsdauer, d 7-51(29)** 2-9(7)
postnatal Dexamethason i.v. 5712 0/9
BPD, 36 Wochen 11/12* 0/9

Werte in Klammern zeigen Median, **p < 0,001; *p=0,01

Keines der Kinder erhielt Dexamethason in den ersten zwei Lebenswo-
chen. Fiinf ELBW-Kinder aus Gruppe A erhielten zur Extubation Dexame-
thason i.v. (jeweils nach dem 21. Lebenstag).

Wir konnten signifikante Unterschiede in der NGF-Konzentration zwi-
schen beiden Gruppen in der ersten Lebenswoche feststellen (Abb. 17). An
Tag 1 zeigten sich niedrigere NGF-Konzentrationen in Gruppe A im Ver-
gleich zu den VLBWI der Gruppe B (Gruppe A=67,6 pg/ml [141,8 pg/ml];
Gruppe B=497,8 pg/ml[871,8 pg/ml|; p=0,04). In Gruppe B konnten an Tag
3 die hochsten NGF-Konzentrationen gemessen werden (59,4 pg/ml [409,9
pg/ml], gefolgt von einem signifikanten Abfall der Konzentration bis Tag 7
(p=0,003).
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Abbildung 17: NGF nach Gestationsalter
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Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der NGF-Konzentration in Grup-
pe A (s. Abb. 18) zeigt sich ein signifikanter Abfall von Tag 1 bzw. Tag 3
auf Tag 7 (Tag 1=67,6 pg/ml [141,8 pg/ml]; Tag 3=77,1 pg/ml [409,9 pgml];
Tag 7=19,6 pg/ml [63,5 pg/ml]; p<0,003). Dariiber hinaus andauernde Beat-
mung fithrte zu NGF-Konzentrationen zwischen 11,8 pg/ml und 54,1 pg/ml
(Median). Bei iiber den Tag 28 hinaus beatmeteten Kindern konnten leicht

ansteigende NGF-Konzentrationen festgestellt werden (p>0,05).
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NGF pg/ml

Abbildung 18: NGF Gruppe A (ELWBI)
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3.3.2 TrkA

Der hoch-affine NGF-Rezeptor TrkA konnte ab dem ersten Lebenstag auf
Zellen des Trachealsekretes aller Kinder nachgewiesen werden (s. Abb. 19).
Dabei variierte der Prozentsatz TrkA+ Zellen im Verlauf der Beatmungsperi-
ode zwischen 47% und 96% (Spannweite). Der mediane Anteil TrkA+ Zellen
lag bis zur Extubation zwischen 69% und 83%.

Abbildung 19: TrkA
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Analog zur Abb. 17 (Vergleich NGF in ELBWI/VLBWI) zeigt Abb. 20
die erste Beatmungswoche, separiert in ELBWI und VLBWI. Im Gegen-
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satz zu NGF konnten wir keine signifikanten Unterschiede in der Expression
von TrkA zwischen beiden Gestationsaltersgruppen feststellen (TrkA+ Zel-
len an Tag 1: 68,9%[16%] in ELBWI vs. 61,6%[9,9%] in VLBWI, p=0,82;
Tag 3: 43,5%[78,3%] in ELBWI vs. 75,3%21,4%] in VLBWI, p=0,26; Tag
7:67,2%[53,3%] in ELBWI vs. 75,1%[9,4%] in VLBWI, p=0,14). In beiden
Gruppen konnten keine Verédnderungen des Anteils TrkA+ Zellen wéhrend

der Beatmung festgestellt werden.

Abbildung 20: TrkA
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3.4 Zellulare Zusammensetzung des Trachealsekrets
3.4.1 Ubersicht

Tab. 8 zeigt die Zellzusammensetzung des Trachealsekrets geordnet nach
Héufigkeit des Auftretens der entsprechenden Zellpopulation. Neutrophile
Granulozyten, Lymphozyten und Alveolarmakrophagen stellen zusammen

mehr als 95% der Zellen im Trachealsekret.

Tabelle 8: ZELLULARE ZUSAMMENSETZUNG DES

TRACHEALSEKRETS
Median [Spannweite]

Neutrophile G. 49% [87%]

Lymphozyten 32% [85%]
Alveolire Makrophagen 6% [91%)]
Monozyten 2% [9%]
Eosinophile G. 0% [8%]
Basophile G. 0% [0%]

Insgesamt wurden 158 Ausstriche ausgewertet

3.4.2 Neutrophile Granulozyten

Abb. 21 zeigt den zeitlichen Verlauf des Anteils neutrophiler Granulozyten
an der Gesamtzellzahl des Trachealsekret. Wir konnten in den ersten 7 Ta-
gen einen signifikanten Abfall der neutrophilen Granulozyten feststellen (p=
-0,328; p=0,004). Im weiteren Verlauf zeigten sich keine weiteren Verdnde-
rungen. Im Folgenden untersuchten wir den Einfluss des Gestationsalter. Es
zeigte sich, dass der in Abb. 21 beobachtete Abfall der neutrophilen Granu-
lozyten in der ersten Beatmungswoche allein den reiferen Kindern der GA 11

zuzuschreiben war (s. Abb. 22).
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Abbildung 21: NEUTROPHILE GRANULOZYTEN Ubersicht
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Im Gegenzug dazu konnten wir in GA T (23.-28.- SSW) keine signifikan-
ten Verdnderungen der Anzahl neutrophiler Granulozyten wihrend der Be-
atmungsperiode festgestellen (p=0,067). Tendenziell zeigten sich in GA II
(29.-40. SSW) hohere initiale Neutrophilenzahlen im Trachealsekret im Ver-
gleich zu den unreiferen Kindern von GA T (56%[60%] in GA T vs. 67%[40%]
in GA II; p=0,0064). Dabei nahmen die neutrophilen Granulozyten in GA 11
wéhrend der Beatmung stetig ab bis zu einem Niedrigstwert unmittelbar vor
der Extubation. Die Neutrophilenzahlen sanken signifikant von 67% an Tag 1
bis auf 46% an Tag 7 ab (67%[40%] an Tag 1; 46%[29%| an Tag 7; p= -0,582;
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p<0,001). Dieser Abfall korreliert mit dem in dieser Gruppe beobachteten

Abfall der Interleukin-8-Konzentration im selben Zeitraum (p = 0.814; p =
0.007).

Abbildung 22: NEUTROPHILE GRANULOZYTEN nach Gestationsalter
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3.4.3 Alveolarmakrophagen

Abb. 23 zeigt die gefundenen Daten. Wir konnten einen hochsignifikanten

Anstieg der Alveolarmakrophagen von Tag 1 bis Tag 21 feststellen (0%[23%)]
an Tag 1, 32%[80%] an Tag 21; p=0,459; p<0,001).
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Abbildung 23: Alveolarmakrophagen Ubersicht
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An Tag 21 wurde der hochste Anteil an Alveolarmakrophagen an der
Gesamtzellularitit des Trachealsekretes wiahrend der gesamten Beatmungs-
periode festgestellt. Bei den iiber Tag 21 hinaus beatmeten Kindern konnte
in der Folge eine tendenzielle Abnahme der Alveolarmakrophagen beobachtet
werden (32%[80%)] an Tag 21, 5%[16%)] an Tag 42; p= -0,21; p=0,08).

Abb. 24 zeigt den Einfluss des Gestationsalters auf die Alveolarmakro-
phagen.

Bemerkenswert ist, dass der in Abb. 23 beobachtete Anstieg der Alveo-

larmakrophagen offensichtlich nur den unreiferen Kindern der GA I zuzu-

60



Abbildung 24: Alveolarmakrophagen nach Gestationsalter
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schreiben ist (0%[23%] an Tag 1, 32%[80%| an Tag 21; p=0,34; p=0,004).
Nach Erreichen eines Maximalwertes an Tag 21 kam es bis zum Ende der
Beatmungsperiode zu einem signifikanten Abfall der Alveolarmakrophagen
(p=-0,27; p=0,035). Bei Kindern der GA II konnte im Gegenzug dazu keine
Anderung der Alveolarmakrophagen wihrend der Beatmungsperiode festge-
stellt werden. An Tag 7 konnten in GA II signifikant niedrigere Anteile an
Alveolarmakrophagen im Vergleich zu GA I gefunden werden (9%[62%)] in
GA T vs. 0%[18%] in GA II; p=0,001).
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung

Maschinelle Beatmung schidigt die Lunge auf verschiedene Weise. Neben
der direkten Verletzung der Lunge durch hohe Beatmungsdriicke (Barotrau-
ma) oder hohe Atemzugvolumina (Volutrauma) spielt die durch freigesetzte
proinflammatorische Mediatoren hervorgerufene Entziindungsreaktion eine
wichtige Rolle. Diese pulmonale Entziindungsreaktion geht mit dem Einstrom
neutrophiler Granulozyten in die Lunge einher. Dabei scheint das Ausmafl
der pulmonalen Neutrophilie entscheidende Folgen fiir das weitere Krank-
heitsgeschehen zu haben.

Die zeitliche Dynamik des neutrophilen Einstroms in der Postpartalpe-
riode wurde in verschiedenen Studien untersucht, allerdings nur iiber einen
kurzen Zeitraum. Unsere Arbeit bestétigt deren Ergebnisse und zeigt weiter,
das konstant hohe Neutrophilenzahlen im Trachealsekret Frithgeborener der
23.-28. SSW (GA I) bis zum Ende der Beatmungs-/Beobachtungsperiode,
d.h. bis zu 42 Tage postpartal, bestehen bleiben. Weiter konnten wir zeigen
das die Neutrophilenzahlen in reiferen Kindern der 29.-40. SSW (GA II) bis
zur Extubation stark abnahmen und ein Minimun direkt prae extubationem
erreichen.

Interleukin-8 ist als potentes Chemokin bekannt und wirkt stark che-
motaktisch und aktivierend auf neutrophile Granulozyten. Wir konnten einen
Trend zu hoheren Interleukin-8-Konzentrationen wéhrend der ersten Be-
atmungswoche in Kindern der GA I im Vergleich zu Kindern der GA II
feststellen. In GA 1 zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Interleukin-8-
Konzentration innerhalb der ersten drei Beatmungstage. Im weiteren Ver-

lauf zeigten sich in dieser Gruppe keine weiteren Verdnderungen. In GA II
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war eine tendenzielle Abnahme der Interleukin-8-Konzentration wiahrend der
Beatmung festzustellen. Die niedrigsten Konzentrationen konnten in dieser
Gruppe unmittelbar vor der Extubation gefunden werden. Der Abfall der
Interleukin-8-Konzentration korrelierte dabei mit der beobachteten Abnah-
me der Neutrophilenzahlen im Trachealsekret dieser Gruppe.

Die Wirkung von Interleukin-8 wird iiber die beiden Chemokin-Rezeptoren
CXCR1 und CXCR2 vermittelt. In der vorliegenden Arbeit berichten wir
erstmals iiber die Expression dieser Rezeptoren auch auf Zellen des Tracheal-
sekretes Frithgeborener und {iber ihren zeitlichen Verlauf sowie ihre Relation
zu den beobachteten Neutrophilenzahlen.

Wir beobachteten einen starken Anstieg der CXCR1+ Zellen wéhrend
der Beatmung, ohne Unterschiede zwischen beiden Gestationsaltersgruppen
feststellen zu konnen. Demgegeniiber wurde CXCR2 an Tag 3 und Tag 7
auf Zellen von GA T signifikant stérker exprimiert. In GA T zeigte sich eine
Zunahme der CXCR2+ Zellen innerhalb der ersten 14 Beatmungstage. Im
weiteren Verlauf fiel der Anteil CXCR2+ Zellen in GA 1 bis Tag 42 wieder ab.
In GA II blieb der Anteil CXCR2+ Zellen wihrend der Beatmung konstant
niedrig.

NGF, urspiinglich vor allem in Zusammenhang mit der Entwicklung
des embryonalen Nervensystems betrachtet, findet zunehmend Beachtung
als inflammatorischer Mediator in der Entwicklung chronischer pulmonaler
Entziindungen wie Asthma bronchiale und bronchiale Hyperreaktivitiat. Un-
sere Studie beschreibt als erste NGF und seinen hoch-affinen Rezeptor TrkA
bei Neugeborenen. Wir konnten NGF' in allen Trachealaspiraten nachwei-
sen, extrem unreife Kinder der 23. SSW eingeschlossen. Dabei zeigten die
Kinder in Gruppe A (ELBWI, Geburtsgewicht <1000g) niedrigere NGF-

Konzentrationen an Tag 1 verglichen mit groBeren Neugeborenen (VLBWI,
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Geburtsgewicht >1000g). Signifikante Anderungen der NGF-Konzentration
zeigten sich nur in Gruppe A. Hier konnten hohere NGF-Konzentrationen an
den ersten drei Tagen, gefolgt von einem Abfall auf niedrigere Werte an Tag
7 beobachtet werden. Dariiber hinaus konnten wir den hoch-affinen NGF-
Rezeptor TrkA auf Zellen des Trachealsekretes des entsprechenden Zeitrau-

mes nachweisen.

4.2 Methoden
4.2.1 Trachealsekret

Ein grundsétzliches Problem bei der Arbeit mit Trachealsekret bzw. ELF
stellt die potentielle Verdiinnung durch die bei der Gewinnung verwendete
Kochsalzlosung dar. Dies fiithrt zu Schwierigkeiten in der Interpretation von
diagnostischen Untersuchungen in ELF. In der Literatur sind verschiedene
Ansitze beschrieben, um die Verdiinnung quantitativ erfassen und korrigie-
ren zu konnen. Die am haufigsten diskutierten Moglichkeiten sind die Bestim-
mung von Albumin, Harnstoff oder IgAsc im ELF [19, 76, 97]. Die theore-
tischen Anforderungen an einen reliablen Verdiinnungsmarker werden leider
von keinem der genannten Stoffe erfiillt. Dieser miisste, unabhéngig von pul-
monalen oder systemischen Erkrankungen, Gestationalter etc. in zuverlissig
bestimmbarer Konzentration im ELF und einem validen Kontrollmedium,
z.B. Blut, in bekanntem Verhéltnis nachweisbar sein.

Es zeigte sich, dass pulmonale Infektion die Albuminkonzentration im
ELF stark beeinflussten.

Harnstoff diffundiert als kleines Molekiil frei zwischen verschiedenen Kom-
partimenten und miisste theoretisch in der gleichen Konzentration im Blut

und im ELF enthalten sein. In Studien war die HarnstoffTkonzentration aber
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sowohl von der Dauer der BAL als auch von der veréinderten Kapillarper-
meabilitdt im Rahmen pulmonaler Erkrankungen abhingig [21].

Auch IgAsc variierte in seiner Konzentration abhéngig von pulmonalen
Infektionen [20].

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass momentan kein valider Verdiinnungs-
marker bekannt ist. Unproblematisch sind relative, nicht auf ein bestimmtes
Volumen bezogene Aussagen, z.B. Anteil der neutrophilen Granulozyten in
Relation zur Gesamtzellzahl. Fiir azelluldre Bestandteile im ELF, z.B. Che-
mokine, muss vor allem die genau standardisierte Durchfithrung der BAL
bzw. Aspiration eingehalten werden, um vergleichbare Ergebnisse zu erhal-
ten [47]. In Anbetracht dieser Erkenntnisse haben wir uns in der vorliegenden
Arbeit gegen die Verwendung eines Verdiinnungsmarkers entschieden. Ent-
sprechend den Empfehlungen der Furopean Respiratory Society wurde statt-
dessen ein standardisiertes Protokoll aller Arbeitsschritte bei der Gewinnung

des Trachealsekretes strikt befolgt [21, 47].

4.2.2 FACS

Die Durchflusszytometrie ist ein etabliertes Verfahren zur Analyse zelluldrer
Oberflachenantigene [108]. In den letzten Jahren wird die Durchflusszytome-
trie zunehmend zur Analyse von BALF und induziertem Sputum verwendet
[12, 44, 51, 104]. Die vorliegende Arbeit ist die erste ihrer Art, die sich mit
der FACS-Analyse von Trachealsekret frithgeborener Kinder beschéftigt.
Erwartungsgeméaf gestaltete sich die FACS-Analyse von Trachealsekret
schwieriger als die Analyse von Vollblut. Problematisch war dabei vor allem
die zum Teil niedrige Zellzahl im Trachealsekret, die eine valide statistische
Analyse erschwerte. Theoretisch ist es mit FACS moglich, verschiedene Zell-

typen, z.B. neutrophile Granulozyten, anhand ihrer Morphologie und der

65



Expression spezifischer Oberflichenmarker zu identifizieren. Um diese ver-
schiedenen Zelltypen zuverldssig voneinander trennen zu konnen, ist aber
eine gewisse Mindestgesamtzellzahl erforderlich. Kotecha et al. sahen in ih-
rer Arbeit bei dhnlicher Fragestellung wegen zu geringer Zellzahlen von einer
FACS-Analyse ab [60]. Auch wir mussten im Laufe der Studie feststellen,
dass die Gesamtzellzahl eine Differenzierung in verschiedene Subpopulatio-
nen nicht immer erlaubte. Wir entschlossen uns daher zu einer vereinfachten
Analyse der Gesamtzellpopulation. Leider kénnen wir so nur Aussagen iiber
die Expression betrachteter Rezeptoren auf allen Zellen des Trachealsekrets
machen, d.h. ohne Subklassifikation in neutrophile Granulozyten, Alveolar-
makrophagen etc.. Auf diese Weise war eine zuverlassige und valide Analyse
und statistische Auswertung der gezeigten Werte problemlos moglich.

Die mikroskopische Auswertung der Ausstriche (s. Abb. 8) zeigte, dass
neutrophile Granulozyten mit 49% die bei Weitem dominierende Zellgrup-
pe im Trachealsekret bilden. In zahlreichen Studien wurde {iber eine star-
ke Expression der beiden Interleukin-8-Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 auf
neutrophilen Granulozyten berichtet [49, 16, 125, 4]. Es erscheint somit ver-
tretbar, die beobachteten Verdanderungen in der Expression von CXCR1 und
CXCR2 primér den neutrophilen Granulozyten zuzuschreiben.

Eine hohere Zellausbeute ist wohl nur mit dem Einsatz von invasiver-
en, fiir das Frithgeborene belastenderen Methoden wie zum Beispiel BAL zu
erreichen. Unter diesen Umsténden wére eine longitudinale, tégliche Untersu-
chung wie in unserer Studie mit Trachealsekret durchgefiihrt, nicht méglich
gewesen. Besonders problematisch bzgl. der Zellzahl im Trachealsekret waren
die reiferen Kinder von GA II (>29. SSW). Bei nur kurzer Beatmungsdauer
und relativ guter Lungenfunktion waren die Zellzahlen hier meist niedriger

als bei den unreiferen Kindern. Folglich konnte nur ein Teil der von diesen
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Kindern mit FACS untersuchten Daten ausgewertet werden.

4.2.3 Ausstriche

Zytospins dienen der morphologischen Differenzierung von Zellen im BALF
bzw. Trachealsekret und werden routineméflig auch bei Kindern zu diagno-
stischen Zwecken durchgefithrt [95, 101]. Es ist seit langem bekannt, dass
pulmonale Entziindungsprozesse die zellulare Zusammensetzung des BALF
bzw. des Trachealsekretes verdndern. Einen erfahrenen Untersucher voraus-
gesetzt, ermdoglichen Zytospins die zuverlassige Differenzierung der zelluldren
Fraktion des BALF. Zu bemerken ist, dass die manuelle Analyse sehr zeitauf-
wendig ist, was den Einsatz dieser Methode in bestimmten Fragestellungen,
zum Beispiel bei longitudinalen Studien iiber lange Zeitrdume mit hohen

Fallzahlen, nur mit groem Aufwand ermoglicht.

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Die Bedeutung von Interleukin-8 und seinen Zielrezeptoren
CXCR1 und CXCR2 fiir die Entwicklung beatmungsindu-

zierter Lungenverletzung

Die beatmungsinduzierte Lungenschiddigung (ventilator induced lung inju-
ry=VILI) ist eine hdufige und schwere Komplikation bei iiber einen langeren
Zeitraum beatmeten Frithgeborenen. Es wird heutzutage angenommen, dass
ein Ungleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Einfliissen in
der Lunge mit einem Uberwiegen entziindlicher Mechanismen eine Schliissel-
rolle in der Entwicklung dieses Krankheitsbildes iibernimmt. Proinflamma-
torische Mediatoren und Entziindungszellen konnten bei betroffenen Friihge-

borenen bevorzugt und in erhéhtem Mafle nachgewiesen werden, darunter

67



Interleukin-8, neutrophile Granulozyten und Makrophagen [114, 42, 43, 59].
Dabei konnte gezeigt werden, dass erhohte Interleukin-8-Konzentrationen
und neutrophile Infiltration der Lunge mit der Entwicklung beatmungsin-
duzierter Lungenschédigung einhergehen [114, 60, 59, 42].

Interleukin-8 ist ein potentes Chemokin, welches auf neutrophile Granulo-
zyten und Makrophagen chemotaktisch und antiapoptotisch wirkt, und bei
chronischen Lungenerkrankungen erhoht ist [27, 62, 81, 58, 13]. Die Wirkung
von Interleukin-8 wird dabei iiber zwei Rezeptoren vermittelt, CXCR1 und
CXCR2 (entspr. IL8R-A und IL8R-B). Beide Rezeptoren sind G-Protein-
vermittelt und werden sowohl auf neutrophilen Granulozyten als auch auf
Makrophagen exprimiert [50, 16, 5].

CXCR1 und CXCR2 vermitteln den chemotaktischen und antiapoptoti-
schen Effekt von Interleukin-8 auf neutrophile Granulozyten [125, 4, 27, 67].
Die Akkumulation neutrophiler Granulozyten in der Lunge ist ein dynami-
scher Prozess, bestehend aus neutrophiler Migration aus dem Blut und Til-
gung aus der Lunge durch Apoptose und Phagozytose.

Die Inkubation mit Interleukin-8 fithrte bei neutrophile Granulozyten in
vitro zu einer Abnahme der Apoptoserate [27, 67, 38]. Es wird kontrovers
diskutiert, welcher der beiden CXC-Rezeptoren, oder ob etwa beide Rezep-
toren zusammen, diesen Effekt vermittelt. Dunican et al. beobachteten eine
Abnahme der neutrophilen Apoptoserate unter dem Einfluss von Interleukin-
8 sowie eine Downregulation von CXCR2. Gleichzeitig blieb CXCR1 weiter
stark exprimiert. Sie schlussfolgerten, dass die neutrophile Apoptose primér
iiber CXCR1 gesteuert wird [26]. Glynn et al. inkubierten neutrophile Granu-
loyzten mit Gro-a, einem CXC-Chemokin, welches ausschliellich an CXCR2
bindet (im Gegensatz zu Interleukin-8, welches an beide CXC-Rezeptoren

bindet). Ebenso wie Interleukin-8 fithrte auch Gro-a zu einer Abnahme der
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Apoptoserate. Durch einen selektiven CXCR2-Antikorper konnte dieser Ef-
fekt antagonisiert werden. Interleukin-8 fithrte auch bei gleichzeitiger Inkuba-
tion mit besagtem CXCR2-Antagonisten zu einer Abnahme der neutrophilen
Apoptoserate [38].

Neben dem gezeigten Einfluss auf die neutrophile Apoptoserate wirkt
Interleukin-8 stark chemotaktisch auf neutrophile Granuloyzen. Dabei fiihrt
sowohl in vitro als auch in vivo die Gabe eines spezifischen CXCR2-Antagonisten
in Gegenwart von Interleukin-8 zu einer verminderten neutrophilen Chemota-
xis [125, 4]. Im Tiermodell konnte durch die Gabe dieses CXCR2-Antagonisten
wéahrend der Beatmungsperiode die Entwicklung beatmungsinduzierter Lun-

genschiadigung reduziert werden [4].

In unserer Arbeit konnten wir signifikante Unterschiede in der Migration
von neutrophilen Granulozyten in die Lunge von Kindern der 23.-28. SSW
(GA I) gegeniiber Kindern der 29.-40. SSW (GA 1II) feststellen. Wir beob-
achteten eine persistierende Neutrophilie bei den unreifen Kindern der GA 1.
Im Gegensatz dazu fielen die Neutrophilenzahlen bei den reiferen Kindern in-
nerhalb der ersten Woche stark ab. In dieser Gruppe konnten die niedrigsten
Neutrophilenzahlen unmittelbar vor der Extubation gemessen werden. Diese
Ergebnisse decken sich mit denen von Kotecha et al. gefundenen Resultaten
[60]. Auch hier blieben die neutrophilen Granulozyten in der Gruppe der un-
reiferen Kinder (Gestationsalter: Median=26. SSW) persistierend auf hohem
Niveau, wihrend sie bei den reiferen Kindern (Gestationsalter: Median=31.
SSW) bis zum zehnten Tag konstant abfielen. Aufgrund zu geringer Zellzah-
len im Trachealsekret fithrten Kotecha et al. keine FACS-Analyse durch. Sie
erklarten die beobachtete Persistenz hoher Neutrophilenzahlen bei den unrei-

feren Kindern mit einer niedrigeren neutrophilen Apoptoserate im Zytospin
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in dieser Kohorte verglichen mit den reiferen Kindern.

Wir beobachteten einen Anstieg der Alveolarmakrophagen in GA T bis
zu einem Maximalwert an Tag 21. Im Gegenzug dazu konnten wir bei den
reiferen Kindern (GA II) keine Verdnderung wihrend der Beatmungsperiode
feststellen. Zum Ende der ersten Beatmungswoche zeigte diese Kinder signi-
fikant niedrigere Makrophagenzahlen im Vergleich zu Kindern in GA 1.
Verschiedene extrinsische Faktoren wirken auf neutrophilen Granulozyten in
entziindlichem Milieu proapoptotisch, darunter der death-receptor Fas und
TRAIL (tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand) [98, 99]. Bei-
de Liganden werden auf Makrophagen exprimiert und stellen eine mégliche
Schnittstelle dar durch welche Makrophagen die Apoptose von neutrophilen
Granulozyten regulieren koénnen [10, 46].

Kotecha et al. berichteten bei einer vergleichbaren Patientenpopulation
iitber einen Einstrom von Alveolarmakrophagen in die Lunge, gefolgt von
einer Zunahme der neutrophilen Apoptoserate und folgend einer Abnahme
der Neutrophilenzahlen mit einer Latenzzeit von mehreren Tagen [60]. Wir
konnten auch nach Erreichen des Alveolarmakrophagen-Maximums am 21.
Lebenstag keine signifikante Abnahme der Neutrophilenzahlen feststellen,
wobei wir lichtmikroskopisch nicht zwischen vitalen und einem moglicherwei-
se zunehmendem Anteil apoptotischer neutrophiler Granulozyten unterschie-
den haben. Klinisch besserte sich die pulmonale Funktion in diesem Zeitraum
so dass bis zum 42. Lebenstag alle Kinder extubiert werden konnten. Der ge-
ringere Anteil Alveolarmakrophagen im Trachealsekret der reiferen Kindern
reflektiert vermutlich die primér reduzierte entziindliche Aktivitéit der Lunge
in dieser Population.

Zahlreiche Studien berichten iiber hohe Interleukin-8-Konzentrationen im
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BALF frithgeborener Babies [114, 59]. Wir beobachteten einen signifikan-
ten Anstieg der Interleukin-8-Konzentration innerhalb der ersten drei Tage
in GA I und tendenziell niedrigere Interleukin-8-Konzentrationen in GA II
(p=0,07). Die von uns gefundenen Interleukin-8-Konzentrationen sind ver-
gleichbar mit anderen Studien die ebenfalls Trachealsekret verwendeten. Dies
validiert unser Vorgehen bei der Gewinnung des Trachealsekretes [54].

Nach unserem Wissen berichtet die vorliegende Arbeit als Erste die Ex-
pression von CXCR1 und CXCR2 im Trachealsekret frithgeborener Kinder.
Wir konnten einen Anstieg des Anteils CXCR14 Zellen wiahrend der Be-
atmungsperiode in beiden Gestationsaltersgruppen feststellen. Der Anteil
CXCR2+ Zellen bei den unreifen Babies der GA I nahm bis Tag 14 zu. Wir
beobachteten eine persistierende Neutrophilie bei den unreifen, iiber einen
langeren Zeitraum beatmeten Kindern (GA I). Entsprechend der weiter oben
im Text zitierten Arbeiten zur Funktion von CXCR auf neutrophile Granu-
lozyten konnte die beobachtete Neutrophilie, zumindest zum Teil, Folge der
vermehrten Expression dieser chemotaktisch und anti-apoptotisch wirksamen
Rezeptoren sein.

Ein Vergleich der Alveolarmakrophagenzahl und der CXCR2-Expression
zeigt einen Anstieg der CXCR2-Expression im Vorfeld des Makrophagenein-
stroms. Studien zur Entwicklung atherosklerotischer Neubildungen berichten
iiber eine zentrale Rolle von CXCR2 fiir die Akkumulation von Makropha-
gen [5]. Leider konnten wir in unserer Arbeit die CXCR2-Expression nur
fiir die Gesamtzellularitit des Trachealsekretes bestimmen. Wir kénnen da-
her zu diesem Zeitpunkt nur vermuten, dass der beobachtete Einstrom von

Makrophagen Folge der gesteigerten CXCR2-Expression ist.
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4.3.2 Die Bedeutung von NGF und seinem Zielrezeptoren TrkA

fiir die Entwicklung beatmungsinduzierter Lungenverletzung

NGF NGF spielt als Neurotrophin eine wichtige Rolle in der Entwicklung
und der Funktion des zentralen und peripheren Nervensystems. Dariiber
hinaus haben Arbeiten der letzten Jahre gezeigt, dass NGF auf vielfiltige
Art und Weise immunmodulatorisch wirkt. Auf neutrophile Granulozyten
wirkt NGF chemotaktisch und stimuliert die Produktion von Superoxiden.
NGF gilt mittlerweile als wichtiger Mediator fiir die Entwicklung bronchialer
Hyperreaktivitdt und Asthma bronchiale [23, 22, 52]. Als Produktionsort fiir
NGF in der Lunge konnte eine Reihe von Zelltypen identifiziert werden, dar-
unter Epithelzellen der Luftwege, glatte Muskelzellen und Fibroblasten. Die
Anwesenheit von Zytokinen wie IL1-46 und TNF-« scheint dabei die Freiset-
zung von NGF zu stimulieren [32, 86, 34]. Mechanische Beatmung wieder-
um fiihrte in mehreren Studien an frithgeborenen Kindern zu einer erhéhten
Konzentration inflammatorischer Zytokine wie Interleukin-8, Interleukin-6
und Interleukin-1-3 im Trachealsekret [81, 78]. Uber einen lingeren Zeit-
raum beatmete Frithgeborene sind préadisponiert fiir die Entwicklung einer
BPD und zeigen hiufig pathologische Lungenfunktionstests [103, 90]. In der
vorliegenden Arbeit soll in diesem Zusammenhang die Rolle von NGF fiir die
Entwicklung einer BPD bzw. pathologischer Lungenfunktion néher betrach-
tet werden.

In der Literatur sind nur wenige konkrete Angaben iiber NGF-Werte
beim Menschen zu finden. Eine der umfangreichsten Arbeiten wurde von
Serrano et al. an 157 Erwachsenen durchgefiihrt. Die durchschnittliche NGF-
Konzentration im Blut lag hier bei 194 pg/ml, mit signifikant hoheren Kon-
zentrationen bei Méannern verglichen mit Frauen ( 243 pg/ml vs. 112 pg/ml)
[111]. Haddad et al. fanden signifikante Unterschiede in der NGF-Konzentration
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im Nabelschnurblut frith- und reifgeborener Kinder (13,7 pg/ml vs. 21,2
pg/ml) [45]. Auch BDNF, ein weiterer Vetreter der Neurotrophine, konnte
mit zunehmendem Gestationsalter in signifikant steigenden Konzentrationen
im Nabelschnurblut nachgewiesen werden [15]. Olgart et al. beschrieben im
Zusammenhang mit Asthma NGF-Konzentration im BALF erwachsener Pa-
tienten. Die NGF-Konzentrationen lagen hier bei 119 pg/ml in der Gruppe
der Asthma-Patienten bzw. 53,9 pg/ml in der Kontrollgruppe [48]. In einer
Arbeit iiber die Rolle von NGF bei Williams- und Down-Syndrom konnten
Calamandrei et. al in der gesunden Kontrollgruppe NGF-Konzentrationen im
Blut zwischen 17 pg/ml bis 23,5 pg/ml finden [11]. Tab. 9 zeigt eine Ubersicht

iiber die genannten Arbeiten.

Tabelle 9: NGF Literaturibersicht

Studie n Pat. Medium NGF-Konzentration Besonderheiten
Serrano, 1996 | 157 Blut 112 pg/ml (Q) - 243 pg/ml (&) Erwachsene
Friihgeborene (I);
Haddad, 1994 | 61 NSB* 13,7 pg/ml (I) - 21,2 pg/ml (11 .
acaad, -7 pg/ml (1) -2 pg/ml (1D Reifgeborene (I1)
Asthmatiker (IT) vs.
Olgart, 2002 14 BALF 53,9 mg/pl (I) - 119 mg/pl (I)  Kontrollgruppe (1) ;
Erwachsene

Calamandrei, 2-6 Jahre alt (I); 8-12
26 Blut 1 1(I)-23,5 1 (11
2000 ut 17 pg/ml (1) - 23,5 pg/ml (1) Jahre alt (IT)

*NSB=Nabelschnurblut

Nach unserem Wissen beschreibt die vorliegende Arbeit als erste NGF
im Trachealsekret des frithgeborenen Kindes. NGF konnte bei allen Kindern

schon innerhalb des ersten Lebenstages festgestellt werden. Dabei beobach-
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teten wir signifikant niedrigere NGF-Konzentrationen an Tag 1 in ELBWI
(Geburtsgewicht <1000g, Gruppe A) im Vergleich zu VLBWI (Geburtsge-
wicht 1000g-1500g, Gruppe B). Es ist nicht auszuschliessen das Unterschiede
in der Beatmung, z.B. MAP oder FiO2, dafiir die Ursache sind. Ein Ver-
gleich der Beatmungsparameter zwischen beiden Gruppen zeigte jedoch kei-
ne signifikanten Unterschiede. Chouthai et al. und Haddad et al. berichten in
ihren Arbeiten {iber erniedrigte NGF-Konzentrationen im Nabelschnurblut
Frithgeborener im Vergleich zu Reifgeborenen [15, 45]. Bis auf ein Kind waren
in unserer Studie alle Kinder in der Gruppe der ELBWI zwischen der 23. und
26. SSW geboren. Es scheint berechtigt anzunehmen, dass die beobachteten
Unterschiede der NGF-Konzentration an Tag 1 Folge der extremen Unreife
der Kinder in Gruppe A sind.

Wir konnten besonders in den ELBWI der Gruppe A eine Abnahme
der NGF-Konzentrationen innerhalb der ersten sieben Tage feststellen. Zum
momentanen Zeitpunkt kénnen wir nicht beantworten, ob die hohen NGF-
Konzentrationen an Tag 1 und Tag 3 Folge maschineller Beatmung sind oder
ob sie mit anderen Faktoren in kausalem Zusammenhang stehen. Es ist be-
kannt, dass die Freisetzung von NGF aus Epithel- und glatten Muskelzellen
des Bronchialsystems sowie aus Fibroblasten durch verschiedene Zytokine
wie IL1-8 und TNF-« getriggert wird [31, 86, 34]. Bei frithgeborenen Kin-
dern welche in der Folge BPD entwickelten, konnten erhchte Konzentrationen
einiger dieser Zytokine in den ersten Lebenstagen festgestellt werden, darun-
ter IL1-3, TNF-« und IL6 [54]. In unserer Studienpopulation entwickelten
bis auf ein Kind alle Kinder der Gruppe A in der Folge BPD. Es ist denkbar,
dass die relativ hohen NGF-Konenzentrationen in den ersten Tagen in die-
ser Gruppe die Konsequenz erhohter Zytokin-Freisetzungen sind. In Gruppe

B, in der kein Kind BPD entwickelte, konnte kein signifikanter Abfall der
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NGF-Konzentration festgestellt werden. Die Freisetzung von NGF konnte
also direkte Folge der maschinellen Beatmung sein oder indirekt die Konse-
quenz erhohter Zytokin-Konzentration.

Im Vergleich zu den oben genannten Studien (s. auch Abb. 9) fillt auf,
dass die von uns gefundenen NGF-Konzentrationen initial teilweise mehr als
zehnmal so hoch sind (Gruppe A=67,6 pg/ml; Gruppe B=497,8 pg/ml). Bei
linger beatmeten Kindern konnten wir im weiteren Verlauf NGF-Konzentration
von durchschnittlich 23,2 - 54,2 pg/ml feststellen. Aus Mangel an Vergleichs-
werten fiir NGF-Konzentrationen bei frithgeborenen Kindern kann an dieser
Stelle iiber die eventuelle pathologische Bedeutung der gefundenen NGEF-
Konzentrationen nur spekuliert werden. Betrachtet man die in Abb. 9 ge-
zeigten NGF-Konzentrationen, so scheinen die in unserer Studie beobachte-
ten Werte aber durchaus relevant.

Bei Miusen fithrte die Uberexpression von NGF zu sensorischer Hyperin-
nervation und erhohtem Atemwegswiderstand [52]. Obstruktion und Hyper-
reagibilitéit der kleinen Luftwege wird haufig bei frithgeborenen Kindern mit
BPD beobachtet [103, 90, 115]. Es scheint berechtigt anzunehmen, dass NGF
zu der bei Frithgeborenen mit BPD berichteten Hyperreagibilitit der Luft-
wege beitrigt. Letztlich kann diese Frage allein anhand unserer Studie aber

leider nicht beantwortet werden.

TrkA In der Literatur ist der chemotaktische Effekt von NGF auf neutro-
phile Granulozyten beschrieben [8, 36]. Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es
keine Arbeit, die klar differenziert, welcher der beiden NGF-bindenden Re-
zeptoren, TrkA oder p75, diesen Effekt vermittelt. Es ist zu beachten, dass
NGF mit hoher Affinitédt spezifisch an TrkA bindet. P75 bindet mit nied-

riger Affinitét sowohl NGF als auch andere Neurotrophine (Brain-derived
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neurotrophic factor, Neurotrophin-3, Neurotrophin-4/5) [126]. Nach unse-
rem Wissen ist nur fiir NGF eine chemotaktische Wirkung auf neutrophile
Granulozyten beschrieben. Dies legt die Vermutung nahe, dass die chemo-
taktische Aktivierung neutrophiler Granulozyten iiber NGF iiberwiegend via
TrkA vermittelt wird.

Die vorliegende Arbeit beschreibt als erste die Expression des hochaffinen
NGF-spezifischen Rezeptors TrkA auf Zellen des Trachealsekretes frithge-
borener Kinder. Auffallend ist der konstant hohe Anteil TrkA+ Zellen im
Trachealsekret (s. Abb. 19). Bemerkenswert ist, dass TrkA in unserer Studi-
enpopulation auf mehr Zellen des Trachealsekretes exprimiert wurde als der
in der Literatur weit mehr beachtete neutrophil-chemotaktische Interleukin-
8-Rezeptor CXCR2 (p<0,001). NGF konnte im Rahmen entziindlicher pul-
monaler Erkrankungen Einfluss auf die Akkumulation neutrophiler Granulo-

zyten haben.
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4.3.3 Ausblick

Unsere Ergebnisse zu Interleukin-8-Konzentrationen und pulmonaler Neutro-
philie decken sich im Wesentlichen mit denen anderer Studien. Dies validiert
unsere Studienpopulation und den Ablauf der Trachealsekretaspiration. Wir
berichten zum ersten Mal iiber die Expression von CXCR1 und CXCR2 auf
Zellen des Trachealsekretes bei Neugeborenen der 23.-40. SSW. Der beob-
achtete Anstieg der Alveolarmakrophagen innerhalb der ersten drei Wochen
konnte Folge der gesteigerten Expression von CXCR2 sein. Der starke An-
stieg CXCR1+ Zellen wéhrend des gesamten Beatmungszeitraumes kénnte
durch eine Verminderung der neutrophilen Apoptoserate zu der beobachteten
persistierenden Neutrophilie beitragen.

Wir konnten NGF und seinen hoch-affinen Rezeptor TrkA ab dem ersten
Lebenstag in Trachealsekreten frithgeborener Kinder der 23.-30. SSW nach-
weisen. Dabei beobachteten wir signifikant niedrigere NGF-Konzentrationen
an Tag 1 in den ELBWI im Vergleich zu den reiferen VLBWI. Vermutlich
ist dies Folge der extremen Unreife dieser Kinder. NGF und TrkA konnten
wéahrend bis zu 42 Tagen maschineller Beatmung im Trachealsekret nachge-

wiesen werden.

Die Pravention und Therapie der beatmungsinduzierten Lungenschadi-
gung beim Frithgeborenen wird auch in Zukunft eine grofie Herausforde-
rung fiir Arzte und Eltern darstellen. Studien der letzten Jahre zeigen, dass
CXCR1 und CXCR2 eine zentrale Rolle in der pathophysiologischen Entste-
hung dieser Erkrankung spielen. Erste Ergebnisse im Tiermodell zum Einsatz
spezifischer Antikorper gegen diese Rezeptoren sind sehr ermutigend. Wir
konnten zum ersten Mal diese Rezeptoren auch bei frithgeborenen Kindern

nachweisen. In weiteren Studien mit gréfferen Fallzahlen muss die Rolle dieser
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Rezeptoren nun weiter beleuchtet werden. Dabei ist vor allem eine spezifi-
sche Auswertung der Expression fiir die verschiedenen Zellpopulationen, also
neutrophile Granulozyten, Makrophagen etc., erstrebenswert. Moglichweise
ist es in diesem Zusammenhang sinnvoll, zugunsten einer hoheren Zellaus-
beute im Trachealsekret auf invasivere Moglichkeiten der Sekretgewinnung,
z.B. BAL, zuriickzugreifen. Allerdings wére dieses Vorgehen aufgrund seiner
Invasivitdat mit Sicherheit nicht zur longitudinalen Beobachtung geeignet.
Wir konnten zum ersten Mal NGF und seinen Rezeptor TrkA im Tra-
chealsekret frithgeborener Kinder nachweisen. Die Bedeutung von NGF bei
chronisch-inflammatorischen Erkrankungen der Lunge des Adulten ist Inhalt
umfangreicher Studien. Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass NGF und
TrkA auch beim frithgeborenen Kind an der Regulation der Atemwege be-
teiligt sind. Das genauere Verstdndnis der Wirkmechanismen von NGF und
seiner Bedeutung fiir die Pravention und Therapie der beatmungsinduzier-
ten Lungenschiadigung beim Frithgeborenen muss in Zukunft Ziel weiterer

Studien sein.
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5 Zusammenfassung

Einleitung Die bronchopulmonale Dysplasie ist eine haufige Komplikation
langzeitbeatmeter Frithgeborener. Entziindliche Prozesse in der Lunge spielen
in der Pathogenese eine Schliisselrolle. Infolge maschineller Beatmung kommt
es bei diesen Patienten zu einem Anstieg proinflammatorischer Zytokine und
zu einem Einstrom neutrophiler Granulozyten und Alveolarmakrophagen in
die Lunge. Im spéteren Leben findet sich bei diesen Kindern héufig eine
Hyperreagibilitdat der Luftwege, potentiell verursacht durch ein Remodelling
der Luftwege infolge der Beatmungs-induzierten Lungenschédigung und der
damit einhergehenden chronischen Inflammation.

Interleukin-8 ist ein potentes, in der Lunge unter anderem von Alveolare-
pithelzellen sezerniertes Chemokin. U.a. stimuliert Interleukin-8 die Migra-
tion und Aktivierung von Entziindungszellen. Die Wirkung von Interleukin-8
auf neutrophile Granulozyten und Makrophagen wird dabei iiber die Interleukin-
8-Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 vermittelt.

NGF (Nerve Growth Factor) ist ein Neurotrophin, welches in Tiermo-
dellen die Hyperreagibilitdt und Entziindung der Luftwege moduliert sowie
die Migration von Lungenfibroblasten und Proliferation bronchialer SMC
(smooth muscle cells) stimuliert. Die Wirkung von NGF wird spezifisch iiber
den TrkA (Tropomyosinrezeptorkinase A) vermittelt.

Das Ziel dieser Arbeit war die longitudinale Untersuchung der Interleukin-
8- bzw. NGF-Rezeptorinteraktion und deren Rolle beziiglich der Akkumula-

tion von Entziindungszellen in der kindlichen Lunge.

Methoden Unsere Patienten wurden sechsmal pro Woche endotracheal
abgesaugt. In dem so gewonnenen Trachealsekret wurde alternierend die

Expression der Interleukin-8- und NGF-Rezeptoren mit FACS durchflusszy-
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tometrisch bestimmt bzw. im Ausstrichpraparat die Zellpopulationen licht-
mikroskopisch ausgezahlt. Die Interleukin-8- respektive NGF-Konzentration
wurde téglich mit ELISA bestimmt. Der klinische Zustand der Patienten

wurde umfangreich dokumentiert.

Ergebnisse 30 Patienten wurden in die Studie eingeschlossen, davon 18
Kinder mit einem Gestationsalter <29 Wochen (GA I) und zwolf reifere
Kinder (GA II). Wir beobachteten konstant hohe Neutrophilenzahlen in der
Lunge der unreiferen Kinder. Im Gegenzug dazu konnten wir bei den rei-
feren Kindern eine Abnahme der Neutrophilenzahlen bis auf ein Minimum
direkt prae extubationem feststellen (p<0,001). Die Kinder der GA 1 zeig-
ten einen Anstieg der Interleukin-8-Konzentration in den ersten drei Tagen
(p<0,05), wihrend wir bei den reiferen Kinder eine tendentielle Abnahme
wéhrend der Beatmung feststellten (p= -0,443; p=0,06). Dabei korrelierte
die Interleukin-8-Konzentration mit der Abnahme der Neutrophilenzahlen in
dieser Population (p = 0.814; p = 0.007).

Unabhéngig vom Gestationsalter beobachteten wir einen starken Anstieg
CXCR1+ Zellen im Trachelsekret (p=0.48; p=0,001). Wihrend der Anteil
CXCR2+ Zellen in GA II konstant blieb, zeigte sich in GA I ein Anstieg
wihrend der ersten 14 Beatmungstage (p=0,41; p=0,003).

Wir konnten erstmals NGF und die Expression des NGF-Rezeptors TrkA
beim Frithgeborenen nachweisen. Dabei zeigten sich bei extrem friihreifen
Kindern mit einem Geburtsgewicht <1000g niedrigere NGF-Konzentrationen
als bei reiferen Kindern (p<0,05). Bei allen Kindern konnte TrkA auf den

Zellen des Trachealsekretes nachgewiesen werden.

Diskussion Die Akkumulation neutrophiler Granulozyten in der Lunge

ist ein dynamischer Prozess bestehend aus neutrophiler Migration und kon-
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trollierter Apoptose. Der starke Anstieg CXCR1+ Zellen wihrend der Be-
atmungsphase konnte durch Verminderung der neutrophilen Apoptosera-
te zu der beobachteten persistierenden Neutrophilie beitragen. Der Anstieg
CXCR2+ Zellen in den ersten beiden Wochen kénnte zu dem beobachteten
Einstrom von Alveolarmakrophagen fiihren.

Wir konnten eine starke Expression von TrkA auf Zellen des Trachealse-
kretes feststellen. In Anbetracht der beschriebenen chemotaktischen Wirkung
von NGF auf neutrophile Granulozyten ist anzunehmen, dass NGF auch beim
Frithgeborenen Einfluss auf die Akkumulation neutrophiler Granulozyten in

der Lunge hat.
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6 Anhang

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

ARDS acute respiratory distress syndrome
BALF bronchoalveolar lining fluid

BPD Bronchopulmonale Dysplasie

CLD chronic lung disease

CXCL8 alt: IL8-Interleukin8

CXCR1 CXCL8-Rezeptor 1; alt: IL8-RA

CXCR2 CXL8-Rezeptor 2; alt: IL8-RB

ELBWI extreme low birth weight infants

ELF epithelial lining fluid

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FACS fluorescent activated cell sorting

FiO2 inspiratorische Sauerstoff-Konzentration
FSC Forward angle light scatter

MAP mean airway pressure

NGF Nerve Growth factor

SMC smooth muscle cell

SSC side angle light scatter

TrkA Tropomyosinrezeptor Kinase A; Zielrezeptor fir NGF
VILI ventilator-induced lung injury

VLBWI very low birth weight infants
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