Surfactantproteine bei Pulmonaler Alveolarproteinose

Christian Peter Paschen



Aus der Kinderklinik und Kinderpoliklinik
im Dr. von Haunerschen Kinderspitals

Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Professor Dr. med. D. Reinhardt

Surfactantproteine bei Pulmonaler Alveolarproteinose

Dissertation

zum Erwerb des Doktorgrades der Humanbiologie
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

vorgelegt von
Christian Peter Paschen
aus

Miinchen
2004



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Universitat Miinchen

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den
promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der mindlichen Prifung:

Prof. Dr. med. M. Griese

Priv. Doz. Dr. D. Rapaport
Prof. Dr. Dr. K.-S. Boos

Prof. Dr. med. Dr. h. c. K. Peter

21.12. 2004



Diese Arbeit widme ich meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis 5

Seite
ADKUIZUNZSVEIZEICHNIS ....eeiiiiiiiiee et e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e e eeantbaaeseaeeeeeenansrereaeaens 10
L. EINLEITUNG ...ttt ettt ettt st aessaenseesaessaenseensesnnensens 12
LA Zusammensetzung und physiologische Rolle von Surfactant ..............ccccceceenenene. 12
I.B Struktur und Funktion der Surfactantproteine und Phospholipide................c.......... 12
I.C Pulmonale Alveolarproteinose..........cceecvieruieeiieniieeiienie ettt 18
I.D Fragestellungen und Ziele der Arbeit.........cccueveeiieeiiieeiiieeeeceeee e 18
II. MATERIAL UND METHODEN .......ccooiiiiiiiieieeeeeee e 21
ILA Patienten und gesunde Kontrollgruppen...........ccceeeeeiiniiiiiiniieieieeeeeeeeeen 21
II.B Probengewinnung durch BAL und zytologische Beurteilung...........c..ccccovvenneennee. 22
II.C Quantitative ProteinbeStimmung ...........cceecvereeiiriinieniinieneee et 24
I.D LipideXtraktion .......cccvieciieiieeiieiie ettt ettt ettt e b e staeeve e e eebe e teeensaesaeesnseensnas 25
ILE Quantitative Phospholipidbestimmung............cccevieeiieniiieniieniieieeeeee e 26
ILF Enzyme-linked Immunosorbent ASSAY ..........c.cecveeieerieriiierieeiienieeriee e ereeene e 28
ILF.1 Quantitative SP-A BeStImMmUNG ...........ccccoceevuiecieiniiniieienieeneesieeeesee e 30
ILF.2 Quantitative SP-D BeSHMMUNG ...........c.cccccueeeeiueeeiieeeiieeeiieeeieeesieeenaeeeneaee e 32
II.G 1D Gelelektrophorese und Westernblotanalyse..........c.ccecevverieneriieniencnieneennenn 34
ILH 2D Gelelektrophorese und Westernblotting ...........ceeeeveeeieeeieenieenciienieeieeiee e 38
ILI Kapillarsurfactometer ..........ooieiiiiiiiiieiieee ettt 43
IL.J HPLC ettt st et h ettt ettt et sae et e 46
ILK StatistiSChe AUSWETTUNG.....c..eoviiiiiiiiieeiienttee ettt 48
I11. ERGEBNISSE ...ttt ettt sve e s e nseensesneensens 50
III.LA THERAPEUTISCHE HALBLUNGENLAVAGEN....... 50
11.A.1 GeSAMIZENAILSANALYSE ........c..cooeeeeeieiieiieeciieee ettt 50
HLA LT PrOteIN.cceiiiiieiieeiee ettt et e 50
HLAT.1.1 KONZENtration.....cc.eecuereieniieieniieieeienieeicete et 50
L0 092N I DO € (1Y ' 113 10 1<) 1 1 SR 54
HILA.1.2  Phospholipide........ccooiiiiiiiiiiiieiiieieee e 60
IMLA.1.2.1  KONZENTratioN.......eoieiiiieeiieeiie ettt 60
[IILA.1.2.2  GESAMIMENZE.......cceiurieeirieeiieeeiieeniieeeteeesteeesteeesebeeesareessaneeens 64
0 O T T SRS SRR 70
HMLA.1.3.1  KONZENtration.....cc.eecuereieniieieniieieeiesieeieeteeie e 70
ILA.1.3.2  GeSAMIMENZE.....ceeeivrieeeeiiieeeeiiiieeeeitteeeeriteeeeesireeeesnreeeeeenens 74
LA LA SP-Doa e 80
IMLA.1.4.1  KONZENtratioN.......coviiiiiieeiieiieeieeree ettt 80
[IILA.1.4.2  GESAMIMENGZE.......cceiurieeirieeiieeriieeeiieeeieeenieeesteeesebeeesareessaaeeens 84
11142 AUSWASCREINEIIK ..ot 90
ILA.2.T  PIOTEIN ..coiiiiiiiiieieeieet ettt st 90
IMLA2.1.1  KONZENTIAtION....c..eiiiiiiiieieeiie ettt 90
ILA.2.1.1.1 Juvenile Patienten ...........ccccoeeereriienieniniienieneeieneerieee 90
III.LA.2.1.1.2  Adulte Patienten...........ocoeerieeiiiniiiiniinieeeceeeeeieeee 92

III.A.2.1.1.3  Cholesterolpneumonitis ............ccccueevreerieerueenieesieenieeieenns 93



Inhaltsverzeichnis 6

IIL.A.2.1.2  Gesamtmenge je S00 ml Portion..........ccceeeverveeneeecieenneennneenne. 94
III.LA.2.1.2.1 Juvenile Patienten ...........ccccceeveviieeiiieciireciie e 94
IMI.LA.2.1.2.2  Adulte Patienten...........ccceeviieniieeiieiieeieeieere e 96
III.LA.2.1.2.3  Cholesterolpneumonitis .........c.ccceeevueeeereeniereeneerieneenens 98

[IILA.2.1.3  Protein % GeSamit..........ccceeruieeiiieeniieeiie e e e evee e 99
III.LA.2.1.3.1 Juvenile Patienten ...........ccccceeveviiiriiiiniiiieciee e 99
IIT.A.2.1.3.2  Adulte Patienten...........ccceevveeciienieeiienieeieeeee e 101
III.A.2.1.3.3 Cholesterolpneumonitis ...........cccccuveerreeerieeerreeerireeennennn 102

[I.LA.2.2  Phospholipide......c.ccciiiiieiiiiiieie et 104

II1.A.2.2.1 KONZentration.........ccoveeeuieeeciieeciie e 104
III.A.2.2.1.1 Juvenile Patienten ............ccccceevveeiiienieeiienieeieeeeeeeeee 104
III.A.2.2.1.2  Adulte Patienten..........c.ccccouveeiiieeiiienieecee e 106
IIT.A.2.2.1.3  Cholesterolpneumonitis ..........c..cceereueerirerieerieneeenieeennenn 107

III.A.2.2.2  Gesamtmenge je 500 ml Portion..........cccceevvveevvieecieeeeieeenee. 107
II.A.2.2.2.1 Juvenile Patienten ............ccccceevveeiiienieeiienie e 107
II1.A.2.2.2.2  Adulte Patienten............ccccovveeiiieniiieeieeceeeeee e 110
II1.A.2.2.2.3  Cholesterolpneumonitis ...........c.cceeeeueerirenieenienreenieeennenn 111

III.A.2.2.3  Phospholipid % Gesamt..........ccccceviiriiirniiiiieniieiieneeeeeen 112
II1.A.2.2.3.1 Juvenile Patienten ............ccccceeveeeiiienieeiienieeieeeieeeeee. 112
II1.A.2.2.3.2  Adulte Patienten..........ccccecovveeviienciienieeeee e 114
II1.A.2.2.3.3 Cholesterolpneumonitis ..........cc.cceereueerirenieerienreenieeennenn 115

IILLA.2.3  SP-A ettt ettt ettt ettt e neesneenne s 116

IMLA.2.3.1  KONZENtIAtION....c..iiiiiiiieeiieeiieeie et eee et see v e sneeaeens 116
III.A.2.3.1.1 Juvenile Patienten ...........ccccceevvveeeriiieiniiieeniie e, 116
IIT.A.2.3.1.2  Adulte Patienten...........ccceevieeiiienieeiiieiecieeie e 118
III.A.2.3.1.3 Cholesterolpneumonitis ...........cccccueeerveeerureerreeerireeennenns 118

IM.A.2.3.2  Gesamtmenge je 500 ml Portion..........cccceeeevvenieeiienieeneennen. 118
III.A.2.3.2.1 Juvenile Patienten ...........ccccceevvveeeniiieiniiieeiie e, 118
IM1.A.2.3.2.2  Adulte Patienten...........ccceevvieiiieniieiieiecieeie e 121
II1.A.2.3.2.3 Cholesterolpneumonitis ...........cccccveeerreeerueeerreeerireeeneennn 121

IILA.2.3.3  SP-A % GESAML ...oovvieiiieiieeiieiie ettt 122
II1.A.2.3.3.1 Juvenile Patienten ...........cccceeevieeniieincieeeiee e, 122
II1.A.2.3.3.2  Adulte Patienten...........ccceeveeeiiieniieiienieeieeieeeee e 124
II1.A.2.3.3.3 Cholesterolpneumonitis ...........cccccueeerreeerureerreeerreeeneennn 124

IIILA.2.4  SP-D oottt ettt e be et 125

II1.A.2.4.1 KONZeNntration.........occuveeecuieeeiieeeiie e e 125
III.A.2.4.1.1 Juvenile Patienten ............ccccceevieriiienieeiienieeieeeieeeeee, 125
II1.A.2.4.1.2  Adulte Patienten..........ccccoccuveeviieiiiieeieeeee e 127
II1.A.2.4.1.3 Cholesterolpneumonitis .............ccceereueerirenieeneienreenieeennenn 127

III.LA.2.4.2  Gesamtmenge je 500 ml Portion..........cccceevvveeviieecieeenieenee, 127
III.A.2.4.2.1 Juvenile Patienten ............ccccceevieeiiienieeiienieeiieeieeeeee. 127
II1.A.2.4.2.2 Adulte Patienten..........ccccoccvveeiiieeciienieeeee e 130
II1.A.2.4.2.3 Cholesterolpneumonitis .............cceeeeueerirerieenienreeneeennenn 130

IIILA.2.4.3  SP-D % GESAML .....ceeruiieieiieiieeiieie ettt 131
II.A.2.4.3.1 Juvenile Patienten ............ccccceevieeiienieeciienieeieeeieeeeee 131
II1.A.2.4.3.2 Adulte Patienten..........c.ccecovveeeiieniiieeieecee e 133
II1.A.2.4.3.3 Cholesterolpneumonitis ...........c.cceereueerirerieenienreenieeeenenn 133

III.A.2.5 SP-C mittels 1D Gelelektrophorese und Immunoblot bei Patient JO1 134

IMLLA.2.5.1  Reduzierte FOrm.......ccoocoeiiiieniiiiiiieeeeeeeeee e 134

1I1.A.2.5.2 Nicht — reduzierte FOrm ..o.um oo e 135



Inhaltsverzeichnis 7

[II.A.2.6  Pro SP-C mittels 1D Gelelektrophorese und Immunoblot bei

Patient JOT...coueiiieieeee e e 136

IMI.LA.2.6.1  Reduzierte FOrm........ccooiriiniiiiiiiiieeceeeeeeee e 136

III.LA.2.6.2  Nicht —reduzierte FOrm..........ccccoeviiieiiieeiieeeeeeee e, 138
II.LA.2.7 Gesamtauswaschcharakteristik mittels 2D Gelelektrophorese iiber

SIDErfArbuNg ...c..ooiiiiiii e 140

HMLA2.7.1  Patient JOL ..cccoooiiiiiiiiieiieeeeee et 140

IMLA2.7.2  Patient JO2 ......ccovoouieiieieeieieeeeee et 148

III.B HALBLUNGENLAVAGEN BEI PERFLUORCARBON-

SPULUNG . ...t 155

111.B.1 GeSamIZENAILSANALYSE ........ccc.ueeeeeeeeciieeiieeceeee et 155
ITLB.1. T PrOt@IN...cciiciiieciiecciie ettt e e sive e e eaeeeanaee s 155
II.B.1.1.1 Konzentration.........cooceeiiiiiiiniiiniiiieeccceeeeeeeeee e 155

II.B.1.1.2 GESAMIMENEZE ....c.eveeniiieiiieiieeteeete e 156

[I.B.1.2  Phospholipide......c..cccuiiiiiiiiiiieiieeiieee et 156
II1.B.1.2.1 KONZEeNtration.........ccouvieeivieeeiieeeiie e 156

II1.B.1.2.2 GESAMEIMENZE......eeeueveeeiieeeiieeeiieeeieeeeieeeereeeebeeesereeenareeennneas 157

1I1.B.2 AUSWASCRKINELIK ..ottt et e e ree e eaveaen 158
IIB.2.1T  PrOteIN.cceeiiiiiiiiiiiiieeteeteet ettt 158
II.B.2.1.1 KONZENtration.........cocvieeiiieeeiie et 158

II.B.2.1.2  Gesamtmenge je 500 ml Portion...........cccceevvvevieeviienieeneennnen. 159

[I1.B.2.1.3 Protein % Gesamt........c.coeviiiiiiiniiiiienieecee e 160

[1.B.2.2  Phospholipide.........ccuiiiiiiiiiiieiieciteie e 162
11.B.2.2.1 Konzentration.........cooceiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 162

II.B.2.2.2  Gesamtmenge je 500 ml Portion...........cccceevuvevveeviienieeneennnen. 163

[I1.B.2.2.3 Phospholipid % Gesamt.........c.ceveeiiienieeiienieeieneceeeeeee 164

III.C BIOPHYSIKALISCHE FUNKTIONEN.........cccccoooommmiiieiin 167
11L.C.1 POOL ... et 167
L C.1. T Y00PCI ceeiiiiiiieeiieeee ettt et ettt e et eesebeeeaeee s 167
III.C.1.2  INItial PrESSUIE....cceiuriieeiiieeiiieeiteeeite e et e e et e e sreeeeeeeesaeeesareeessseeennneeas 168

11.C.2 Verlauf wihrend der LaAVAZe .................cccueecueeeiieiieeiieiieeieesieeeie e 169
IILC. 2.1 Y00PCI ettt ettt et 169
HI.C.2.2  INItial PreSSUIC...cueietieriiieiieeiie ettt ettt ettt e e e ereeaeeenbeees 169
[I.C.2.3  Korrelation %open zu initial Pressure ..........ceeceeeveereeeiieeniieeneenieene 170

III.D ERARBEITUNG EINER MONITORING-METHODE

FUR DIE AUSWASCHEFFIZIENZ EINER LAVAGE....... 172
111.D.1 Bestimmung der geeigneten Wellenldnge................ccocoeevueeeecveiecveenceeenceenenne, 172
111.D.2 Auswaschkinetik gemessen als optische Dichte.................cccccueveeeeeenuennnne. 175
111.D.3 Zusammenhang zwischen der Absorption und einzelner

SUFFACIANIPATAMNELE ...t 179

ILD.3.T  PrOteIN...ccoiiioiiiiiiiiieiicieee ettt 179

[I1.D.3.2  Phospholipid ......ccccoiiiiiiiiieie e 181



Inhaltsverzeichnis 8

IIID.3.3 SP-A ettt ettt sttt 183
IIID.3.4  SP-D oottt ettt et e 185
111.D.4 Validierung der Methode....................cccueeecueieciieiiiiiieiieeeiieeeiee e 187

III.LE WEITERGEHENDE BIOCHEMISCHE

CHARAKTERISIERUNG EINZELNER PATIENTEN....... 193
11E.1 PNt JOI ...t 193
IIILE.1.1  Charakterisierung der Surfactantproteine mittels 1D
GeleleKtropPROTESE ........eevueeeiieiieeie ettt 193
MLE.1.1.1 SP=A et 193
MLE.1.1.2 SP-B e 194
ILE.1.1.3 Pro SP-B...o e 195
IILE.L.1.4  SP-C oottt st 196
IILE.1.1.5 Pro SP-C (BEETS) ..ciiiviieeiiieciie ettt 197
IILE.1.1.6 Pro SP-C (WhitSett) ......cceeevviieiiiieiiieeeiee e 198
MLE.1.1.7 SPD e 199
II.E.1.2  Charakterisierung der Surfactantproteine mittels 2D
GeleleKtrophoTeSe .......veeeeieeeiieecee e 200
IILE.1.2.1 Identifizierung einzelner Spots mittels Massenspektrometrie 200
ILE.1.2.2 SP=A ettt 202
ILE.1.2.3 Pro SP-Bo..oie e 203
IILE.1.2.4  SP-B et 204
IILLE.1.2.5 Pro SP-C (BEEIS) ..ccuuviiiieiiiee ettt e 205
ILE.1.2.6  Pro SP-C (WhitSEtt) ......ccceevuirieriieieeiesiieie e 206
MLE.1.2.7 SP-C e 207
ILLE.1.2.8 SPD e 208
IILE.1.2.9  Zweiter Antikdrper (goat o rabbit)........cccceevvevciierieniieniiennen. 209
IMLE. 1.3 GlycoSilierungsSmusSter ..........cccveeriuireeiuieeeiieeeiieeeieeeeeeeeseveeeseveeeeveees 210
ILE.1.3.1 N — Deglycosidase .........cccueriieriieiiiieniieeiiese et 210
HLE.1.3.1.1  Pro SP-Cu..oooeieieeeee e 210
HLE.1.3.1.2 Pro SP-Bu...ooiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 210
III.LE.1.3.2 O — Deglycosidase ........ceeeveeeeiieieiieeciieeciee e 213
HLE.1.3.2.1  Pro SP-Cu..cooiiiiiiiiiieeeeeeeeeee et 213
IILE.2 PALIENE JO2 ...ttt 214
HLE.2.1  GlycosilierungSmuster ..........c.ceeieriieriienieeniieeieeiee et eeee e 214
IILE.2.1.1 N — Deglycosidase .....ceervieerieeeiieeieeeie e 214
HLE.2.1.1.1  Pro SP-Cu..oooiiiiiiiiieeeeeeeee et 214
HLE.2.1.1.2  Pro SP-Bu..oooioieeee e 215

III.LF VARIABILITAT DER SURFACTANTPROTEINE

612325280 12541 21 6 N 217
IILF.1 POILEIE JOUL oottt e e e e e e e e e e e e e e e e s 217
III.LF.1.1  Variabilitdt des SP-C UbEr di€ ZE€It.....uuumeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 217
III.LF.1.2  Variabilitit des Pro SP-C Uber di€ Zeit .....ccceeeeeeeemmeeeeeeeeeeeieeeaeeeaeees 218

III.LF.1.3  Variabilitit der Surfactantbestandteile tiber die Zeit.......cceeeeuunnn........ 222



Inhaltsverzeichnis 9

1LF.2 PALICRE JO2 .ot e e e e e e e et eea e e e e e e e earararaeeeeas 225
III.F.2.1  Variabilitit der Surfactantbestandteile tiber die Zeit .........ceuvuueeeeeen.n. 225

III.G ERARBEITUNG EINER BESTIMMUNGSMETHODE

FUR SP-B MITTELS HPLC ... 229
111.G.1 EXtraktionSmethode ..................ccccuveeeuieeciieeieeeiee et 229
HILG.1.1  Native AUftraUng .....cccceevvieiiieeiieiie ettt 229
II1.G.1.2  Methode nach Bligh Dyer..........ccccouviiiiiieiiiiiiieceeeceeeee e 230
II.G.1.3  Neue Extraktionsmethode...........cccocveriiiiniiniininiiniecceeeceeen 231

111.G.2 Optimierung der TreNNUNG ...............cccueeeecueeeeieeeeieeecieeeeeeeereeesseeesseeensaeeens 232
HL.G.2.1  FHeBMIttel...ccuiiiiiieiiiiecieeeeeee e 232
II1.G.2.2  SAUlENtEMPETALUL ......cccuvieeiiieeiiee et eee e eee et e e e e sereeeenee s 234
11.G.3 Uberpriifung der TrenMURG .................ocveveeeeeeeeeereseeeeeeseeseeesessses s, 235
111.G.4 EiCRGOrAAE . ...ttt 237
11.G.5 VAIIATOTUNG ...ttt ettt ae b e seaeesee s 239
IIG.5. T PrAZISION..ccciiiiiiiiiitieeee ettt ettt e 239
[1.G.5.2 BeStiMMUNZSZIENZE.......ecoueeruieeiieeiiietieeieenieeereeteeeseensneeseenseesnseennns 240
II1.G.5.3  NaChWEISZIENZE .......eeevviieeiieeeiiie ettt ettt e e sveeeeeaee s 240

IV. DISKUSSION ...ttt ettt ettt e e st e b e naeeneenseenee e 241
IV.A Therapeutische Halblungenlavagen..............ccocoeiiiiiiiiiiiiiiiieie e, 241
IV.A1 GesamtgehaltsanalySe........cceeviveiiiiieeiiieieeiece e 241

| A W O B & 1153 |+ BRSPS RRTSURRR 241

IV.A.1.2  PhoSpholipide .....c.coovieiiiiiiieiieciecieeeeeeeee e 242

IVLALL3  SP-A ettt st seenaennaens 242

IVIALA  SP-Doa et 243

IV.A2 AuswaschKinetiK.........cc.eeeciieiiiiiciiiececcee e 243

IV.B Halblungenlavagen bei Perfluorcarboneinsptilung............cccoeevvevviennienieennnn. 244
IvV.C Biophysikalische FUNKtionen ............cccccveeiiiiiiiiieiiecceeeeeee e 245
IV.D Erarbeitung einer Monitoringmethode fiir die Auswascheffizienz ................ 246
IV.E Weitergehende biochemische Charakterisierung einzelner Patienten............ 247
IV.F Variabilitit der Surfactantproteine iiber die Zeit..........ccceevveeeiienieeieennennen. 248
IV.G Erarbeitung einer Bestimmungsmethode fiir SP-B mittels HPLC ................. 250
V. ZUSAMMENFASSUNG ..ottt 251
VI AINHANG ...ttt ettt ettt et e st esae et e entesseeseeneeeseenseas 253
VLA LiteraturverZeIChmis ........coiuieiiiiiiieiieie e 253
VLB TaADEIIETI ... e 260
VI.C DanKSaAGUNE .....c.uvieiiiieeiiieee ettt e e e e eeenaeas 311

VI.D LLEDENSTAUL ... enennnennne 312



Abkurzungsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

%open
°C
1D SDS Page

2D SDS Page

ABTS

AUC
BAL
BSA
CRD
DPPC
DTT
ECMO
EDTA
ELISA
ELSD
FPLC
GM-CSF

HPLC
IEP
IgG
IL3
IL5
kDa
LA
LDH
LDS
LOD
LOQ

Offnungszeit der Kapillare

Grad Celsius

Eindimensionale Sodiumdocecylsulfat
Polyacrylamidgelelektrophorese
Zweidimensionale Sodiumdocecylsulfat
Polyacrylamidgelelektrophorese
2,2-Azino-di-[3-ethylbenzthiazolinesulfonate(6)]
diammoniumsalz

Area under the curve
Bronchoalveolare Lavage

Bovines Serumalbumin

Carbohydrate Recognition Domain
Dipalmitoylphosphatidylcholine
Dithiothreitol

Extracorporale Membranoxygenierung
Ethylendiamintetraessigsaure

Enzyme linked immunosorbent assay
Evaporative Light Scattering Detector
Fast Protein Liquid Chromatography
Granulozyten Makrophagen - Kolonien
stimulierende Faktoren

High Pressure Liquid Chromatography
Isoelektrischer Punkt

Immunglobulin G

Interleukin 3

Interleukin 5

Kilodalton

Large Aggregates
Laktatdehydrogenase
Lithiumdodecylsulfat

Limit of detection

Limit of quantification



Abkurzungsverzeichnis

MES
min
MOPS
MS
oD
PAP
PBS
PFC
ROC
RSD
s.C.
SA
SEM
SFTPB
SFTPC
SP-A
SP-B
SP-C
SP-D
TBS
uv

2-Morpholino-ethansulfonsaure
Minuten
3-Morpholino-propansulfonsaure
Massenspektrometrie
optische Dichte

Pulmonale Alveolarproteinose
Phosphate buffered saline
Perfluorcarbon

Responder Operator Curve
Relative Standardabweichung
subkutan

Small Aggregates

Standard Error of Mean
Surfactantprotein B
Surfactantprotein C
Surfactantprotein A
Surfactantprotein B
Surfactantprotein C
Surfactantprotein D

Tris buffered saline

Ultraviolett



I. Einleitung 12

l. Einleitung

LA. Zusammensetzung und physiologische Rolle von Surfactant

Pulmonales Surfactant ist ein homogenes Gemisch aus Proteinen, Phospholipiden
und neutralen Lipiden.?? Surfactant befindet sich in dem Fliissigkeitsfilm, der die
Oberflache des Alveolarraumes der Lunge benetzt, und seine physiologische
Aufgabe besteht vor allem in der Senkung der Oberflachenspannung und der daraus
resultierenden  Stabilisierung der Alveolen wahrend der Atmung. Diese
oberflachenaktive Wirkung beruht hauptsachlich auf der amphiphilen Struktur der
Phospholipide Phosphatidylcholin und Phosphatidylglycerol. Surfactant gewahrleistet
eine ausreichende Oxygenierung bei gleichzeitiger Senkung der Atemarbeit.>*
Zudem ist Surfactant - insbesondere mit den Surfactantproteinen A und D - an der

lokalen Immunmodulation und pulmonalen Infektabwehr beteiligt.®

I.B. Struktur und Funktion der Surfactantproteine und Phospholipide

Eine bronchoalveolare Lavage A
besteht zu 90% aus Lipiden
und hat einen Proteinanteil von
etwa 10%.

Nur etwa die Halfte der
Proteine  sind  spezifische
Surfactantproteine, der Rest
sind Plasmaproteine.?? Bisher

sind vier surfactantspezifische

Proteine beschrieben worden:
SP-A, SP-B, SP-C und SP-D. 50 nm

Abbildung 1.B.1.: Surfactantproteine und Phospholipide in der
bronchoalveolaren Lavage?

Surfactantprotein A (SP-A) ist ein hydrophiles Glycoprotein mit einer Groflze von 28 -
36 Kilodalton, welches sowohl an der Regulation des Surfactantstoffwechsels

t 382 als auch die Inaktivierung von Surfactant verhindert.®> Des Weiteren

beteiligt is
beschleunigt SP-A die Ausrichtung der Phospholipide an der Luft - Wasser -

Grenzflache und stimuliert die Immunabwehr durch die Makrophagen.®® Das zur
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Gruppe der Collectine gehdrende Protein geht mittels seiner Lektindomane
oder Kohlenhydratbindungsstelle (carbohydrate-recognition-domain, CRD)
kalziumabhangige Bindungen mit Kohlenhydratoberflaichen ein'® und bindet so
Krankheitserreger, die dann als Agglutinate besser durch die mukoziliare Clearence
entfernt werden konnen.*” Menschliches SP-A ist ein Oligopeptid aus 228
Aminosauren. Am C-terminalen Ende befindet sich der Bereich der
Kohlenhydartbindungsstelle (carbohydrate-recognition-region, CRD), gefolgt von
einer kurzen Verbindungsdomane (neck region), einer langen collagenahnlichen
Region (collagenous-domain) und schlieBlich einer kurzen N-terminalen,
glycinreichen Disulfid-Domane (Aminoterminus). Seine einzelnen Ketten sind in
trimeren  Untereinheiten zusammengefasst, welche wiederum (Uber die

Disulfidbricken am N-terminalen Ende zu Oktadecameren verknUpft sind.*

Carbohydrate

:-\.minfj- . B . Recogmition
Ir:'mu'mrl:I Lullu;;mon»lhummn_-‘-(fk Domain TRIMER OCTADECAMER

AR 4

Abbildung I.B.2.: Surfactantprotein A**

[Z] [+ OH [&4]

Surfactantprotein B (SP-B) ist ein hydrophobes, bei physiologischem pH positiv
geladenes Molekll mit einer Grole von etwa 8 Kilodalton. Seine Hauptaufgabe
besteht darin, die Formierung eines oberflachenaktiven Filmes zu beschleunigen,

t.2 Darlber hinaus

indem es die Adsorption der Lipide um den Faktor >150 erhoh
spielt SP-B eine grole Rolle bei der Bildung und Speicherung des Surfactants. Unter
anderem ist es fur die korrekte Lagerung der Phospholipide in Form von
konzentrischen Lamellen in den Lammellarkdrperchen verantwortlich.”* Das zur
Gruppe der Saposine gehdrende Protein besteht aus 79 Aminosauren, von denen
52% hydrophob sind. Dieser lipophile Charakter fuhrt dazu, dass es immer mit
Phospholipiden vergesellschaftet vorkommt. SP-B liegt meistens als Dimer vor. Die
Monomere besitzen o-helikale Strukturen und sind Uber sechs Disulfidbricken

verknuipft.®®
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Abbildung 1.B.3.: Surfactantprotein B®®

Surfactantprotein C (SP-C) ist ein sehr hydrophobes Polypeptid, mit einer GroRe von
4 Kilodalton. Wie auch SP-B stabilisiert es die
Oberflachenaktivitdt des Surfactantfilms wahrend

der Kompression und Expansion durch das Atmen.
Auch erhoht es die Aufnahme der Phospholipide in -;-J;: X A
Typ Il Pneumocyten.?>® Das Lipopeptid enthalt 35 4
Aminosauren, von denen 69% hydrophob sind. I
Die daraus resultierende Gesamthydrophobizitat

wird durch die doppelte Palmitylierung noch

verstarkt.3® Der mittlere, stark hydrophobe Teil | &

des Proteins bildet eine die Phospholipid e @

Doppelmembran durchspannende o - Helix.>*"®

Abbildung I.B.4.: Surfactantprotein c*

Surfactantprotein D (SP-D) ist ein hydrophiles, der Struktur von SP-A sehr ahnliches
Polypeptid mit einem Molekulargewicht von ca. 43 Kilodalton.?? Es gehort ebenfalls
der Gruppe der Collectine an, nur ist seine collagene Bindungsstelle viel groer und
mit einer viel kiirzeren Verbindungsregion mit der CRD Domane verkniipft."”> Am C-
terminalen Ende befindet sich der Bereich der Kohlenhydratbindungsstelle
(carbohydrate-recognition-region, CRD), gefolgt von einer sehr Kkurzen
Verbindungsdomane (neck region), einer langen collagenahnlichen Region
(collagenous-domain) und schlieBlich einer kurzen N-terminalen, glycinreichen

Disulfid-Domane (Aminoterminus). Das in nativen Lavagen gefundene SP-D besteht
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aus 12 Monomeren, von denen wieder jeweils drei zu einem Trimer formiert sind.
Vier Trimere bilden schliel3lich eine kreuzahnliche Gestalt. Diese Formation kann an
Oberflachenstrukturen von Bakterien und Zellen und unabhangig von der CRD
Region auch Uber einen speziellen Rezeptor an Alveolarmakrophagen binden.*? SP-
D hat vor allem immunologische Funktionen. Uber seine biophysikalischen

Funktionen ist wenig bekannt.

parboldrale roiMER DODECAMER

Aming- Recognition
Iu-nnnu Collagenous Ihmam ‘hﬂ'k [:Dm‘m

et @ §

Abbildung I.B.5.: Surfactantprotein D"’

Der Lipidanteil des Surfactants einer bronchoalveolaren Lavage besteht zu etwa

90% aus Phospholipiden, zu 10% Hydrophilic Head g{*:‘N‘CHm
aus Cholesterin und zu einem i’;:;mm 0::;_0
sehr geringen Teil aus Tri- mz_?H_fm
glyceriden. Die Hauptkompo- ety acitl EH(: EH(:

nente  (70-80%) der Phos- cH2 cu2
pholipide ist das Phosphatidyl- 5%
cholin, wovon ungefahr die Halfte ,f;‘jj G{(Z::gz
bis zwei Drittel in gesattigter HydrophobicTail i e

Form als Dipalmitoylphospatidyl- Abbildung I.B.6.: Phospholipide

cholin (DPPC) vorliegt. DPPC adsorbiert alleine nur sehr langsam an die Luft-
Wasser-Grenzflache. Calcium und die Surfactantproteine A,B und C beschleunigen
die Ausbildung des oberflichenaktiven Surfactantfiims erheblich.*®* Das
zweithaufigste Phospholipid ist mit 10% Phosphatidylglycerol. In geringeren Anteilen
kommen Phosphatidylinositol, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylserin und

Sphingomyelin vor.

Typ-lI-Pneumocyten sind der Ort der Surfactanthomoostase. Neben den auf den
Gasaustausch spezialisierten, flachen, weit ausgedehnten Typ-I-Zellen kleiden sie
als Epithelzellen etwa 10% der Oberfliche der Alveolen aus.’’ Sie sind weit groRer

als Typ-I-Zellen, von kubischer Gestalt und befinden sich vorzugsweise in den Ecken



I. Einleitung 16

der Alveolarwande. lhr typisches Strukturmerkmal sind Lamellenkdrperchen, die

Speicherorganellen fiir Surfactant.

Die Synthese der Surfactantproteine geschieht
im endoplasmatischen Reticulum der Typ-ll-Pneumozyten. Anschlielend werden sie
am Golgi - Apparat und an multivesicularen Korperchen modifiziert und dann
intrazellular in Form von Lamellenkdrperchen gespeichert. Die Lamellenkdrperchen

sind in mehreren Lipidschichten um den proteinreichen Kern angeordnet und stellen

die  charakteristischen  Speicher- ) nucleus _z /

. . | == |

organellen fur Surfactant dar. Sie R = e [

, , | |

werden durch Exocytose in die | c:j+ —_— ‘
. . —

wassrige  Subphase, die den Gl ———s——— |

Alveolarraum auskleidet, sezerniert. |

Die Sekretion wird vor allem Uber die

MVE

+

Atemfi d hied —
emfrequenz und  verschiedenen f1 |
Agonisten an R-adrenergen und L8 " |

Vasopressinrezeptoren gesteuert.?* Im
Alveolarraum bildet das Surfactant

zunachst tubuldares Mpyelin, eine

\
———-We Il gell
Type | cell
I

'

|
II H] !
|

l

|||I |

LB /1]

i\

|
|
|
|
| ...,/%ceu

'
Struktur aus gitterférmig angeordneten |
Roéhrchen. Seine Ausbildung bendtigt
Kalzium, SP-A und

SP-B. Dieses tubulare Myelin hat die

Phospholipide,

Fahigkeit, sehr schnell eine mono-

o ot

surface-associated surfactant reservoir

molekulare Phospholipid Grenzschicht

Luft

auszubilden.” Dabei interagieren ihre polaren Kopfgruppen mit der wéssrigen

zwischen und Wasser Abbildung I.B.7.: Surfactantmetabolismus’®

Phase, wahrend die hydrophoben Acylketten in die Luftumgebung gerichtet sind.
DPPC, als Hauptbestandteil dieser Grenzschicht, liegt im festen Aggregatszustand
vor und widersteht so den starken Kompressionskréften wihrend der Expiration.”
Mono- und mulivesikulares Surfactant liegt gelost in der wassrigen Phase vor. Bei
Kompression wahrend der Atmung wird DPPC aus der Grenzschicht gedrickt
(squeeze out), um die Oberflachenspannung noch mehr zu reduzieren. Der Abbau
des Surfactants geschieht Uber zwei verschiedene Wege: Zum einen wird Surfactant
von Alveolarmakrophagen zum anderen

phagozytiert, nehmen die Typ-ll-

Pneumozyten das als kleine Vesikel vorliegende Surfactant wieder auf. Diese
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Wiederaufnahme wird durch samtliche Surfactantproteine und Calcium gefoérdert.?*%’
Nach der Wiederaufnahme in die Typ-lI-Pneumozyten wird das Surfactant entweder
abgebaut und dessen Bestandteile zur Resynthese genutzt, oder die Phospholipide
werden bis zur erneuten Sezernierung in den Lamellenkdrperchen gespeichert.”® Ein
kleiner Teil von verbrauchtem Surfactant wird Uber die Atemwege nach oben und

schlieRlich in den Magen-Darm-Trakt abtransportiert.®°

I.C. Pulmonale Alveolarproteinose

Bei der pulmonalen Alveolarproteinose (PAP) handelt es sich um eine ungewdhnliche
diffuse Lungenerkrankung, die durch die Anhaufung grof3er Mengen phospholipid- und
proteinhaltiger Materialien in den Alveolen der Lungen gekennzeichnet ist. Die
pathogenetische  Ursache  dieser Erkrankung ist eine  Stérung der
Surfactanthomoostase, d.h. Imbalance von sezerniertem und wieder aus dem
Alveolarraum beseitigtem Surfactantmaterial. Da dieses Ungleichgewicht eine Folge
von sehr vielen unterschiedlichen Pathomechanismen sein kann, macht die grol3e
klinische Variabilitat hinsichtlich Prasentation und Verlauf verstéandlich und erklart,
dass die PAP nur als klinischer Phanotyp aufzufassen ist.®

PAP ist mit etwa 1 Erkrankung pro 2 Mio. Einwohner eher den seltenen
Lungenerkrankungen zuzurechnen.”® Fiir die Praxis hat sich eine Einteilung der PAP
in Abhangigkeit vom Lebensalter bewahrt:

Die neonatale, d.h. kongenitale Form (Typ |) der PAP zeichnet sich aus durch eine
SP-B  Defizienz und das Vorhandensein von SP-C-Proformen aus.*
Immunhistochemisch kann bei allen Patienten mit einer PAP eine abnorme
intraalveolare SP-A Akkumulation unabhangig vom Lebensalter bei Erkrankungs-
beginn und klinischem Verlauf nachweisen.” Das klinische Bild zeigt bei dieser Form
der PAP ein sich innerhalb der ersten Lebensstunden entwickelndes Atemnotsyndrom,
welches sich auch durch verschiedenste Therapieansatze (SP-B Substitution, ECMO,
Dexamethason, etc.) nicht bessert. Die erkrankten Neugeborenen versterben
innerhalb der ersten Lebenswochen oder -monate an einer respiratorischen
Insuffizienz.” Als molekulare Grundlage dieses hereditaren SP-B Mangels gilt die
Mutation des auf Chromosom 2 gelegenen und 11 Introns enthaltenden SP-B Gens.
Bislang wurden 35 Mutationen beschrieben, welche zu einer kongenitalen SP-B

Defizienz fiihren.*®”” Die mit etwa 50-60% haufigste Mutation 121ins2 substituiert 3
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Basen (GAA) fur ein einzelnes Nukleotid Cytosin, was zur Zerstérung von Exon 121
fihrt.?® Da reifes intrazelluldres SP-B pathophysiologisch eine entscheidende Rolle bei
der Prozessierung von pro SP-C zu reifem SP-C spielt, fuhrt fehlendes SP-B zu einer
Anhaufung von aberranten SP-C Formen im Alveolarraum. Die einzige therapeutische
Option bei Patienten mit hereditarem SP-B Mangel ist die Lungentransplantation.

Zu der Gruppe der kindlichen Form der PAP (Typ Il) liegen kaum molekulare Befunde
vor. Sie umfasst Kinder mit maRig ausgepragter SP-B-Defizienz'’und Anreicherung
des inkomplett prozessierten proSP-B im Alveolarraum oder Defekten der
gemeinsamen R-Kette des GM-CSF/IL3/IL5-Rezeptors.”® Die Typ-Il-Alveolar-
proteinose weist ferner eine maRige intraalveolare SP-D Akkumulation auf.” Als
Therapie besteht die Moglichkeit der therapeutischen Lungenlavage.

Die Pathogenese der juvenilen und adulten PAP (Typ Ill) ist noch ungeklart. Viele
Befunde weisen blockierende Autoantikdrper gegen GM-CSF nach.*' Auch wurde
eine intraalveolare Akkumulation eines inkomplett prozessierten pro SP-B und eine
maRige intraalveoldre SP-D Akkumulation beobachtet.” Als Therapie der Wahl gilt die

therapeutische Ganzlungenlavage, die meist sehr gut anspricht.

Tabelle I.C.1: Differenzierung der Pulmonalen Alveolarproteinose nach Brasch et al.’

TYP I TYP I TYP 1l

Neugeborenen und Sauglings-, Kindes- und
Sauglingsalter Erwachsenenalter

Erkrankungsbeginn Neugeborenenalter

Intraalveolare SP-A-Akkumulation

Neonatale Form Kindliche Form | Juvenile/Erwachsene Form

Immunhistochemische | Kongenitaler SP-B Mangel
Befunde und intraalveolare Intraalveolare Akkumulation eines partiell

Akkumulation eines partiell prozessierten proSP-B
prozessierten pro SP-C

121 ins2, 122delT, weitere

Ursache SFTPB Mutationen

Mutation / GM-CSF Autoantikérper

Klinischer Verlauf letal nicht letal

I.D. Fragestellungen und Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Untersuchung von pediatrischen und
adulten pulmonalen Alveolarproteinosen. In diesem Zusammenhang soll im

Besonderen naher auf die Analyse der Lavagen, den Zusammenhang zwischen
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klinischem Verlauf, therapeutischer Interventionen und den Surfactantparametern

und der Analyse einer aberranten pro SP-C Form eingegangen werden.

Die gestellten Ziele lassen sich in Form folgender Fragen zusammenfassen:

Analyse der Lavagen:

a)

Wieviel Surfactant wird durch eine Ganzlungenlavage aus der Lunge
gewaschen?
Wie grof3 sind die Unterschiede zwischen rechter und linker Lungenseite und

wie grol} ist die Variabilitat der Auswascheffizienz im Langzeitverlauf?

Wie ist bei der einzelnen Lavage die Kinetik in Abhangigkeit von den
gewonnen Fraktionen fur den Gehalt an Phospholipiden , SP-A, SP-B, SP-C,
SP-D und den pro Formen?

Besteht ein Zusammenhang zwischen der Tribung (optischen Dichte) und
den Surfactantparametern, so dass durch einfache photometrische Messung
die Auswascheffizienz simultan wahrend der Untersuchung verfolgt werden
kann? Bei welcher Wellenlange sollte hier ein optimales Monitoring erfolgen?
Wie verandert sich die Lavage durch Einspulung von Perfluorcarbon wahrend
der BAL?

Wie ist die biophysikalische Surfactantfunktion der PAP Patienten im
Vergleich zu Kontrollpatienten und wie verandert sich diese im Verlauf der

Lavage?

Biochemische Charakterisierung einzelner Patienten:

a)

b)

Welche Veranderungen im Muster der Surfactantproteine lassen sich bei
einem PAP Patienten mit einer Mutation im SP-C Gen erkennen?
Welches Glycosilierungsmuster zeigen zwei PAP Patienten bei ihren

Proformen?
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Zusammenhang zwischen klinischem Verlauf, therapeutischer Intervention und den

Surfactantparametern:

a) Gibt es eine Korrelation zwischen klinischem Effekt und biochemisch
nachgewiesener Menge an entferntem Surfactant? Welchen EinfluR hat in
diesem Zusammenhang die Therapie mit Glucocoticoiden und GM-CSF?

b) Welchen Einflul hat die Applikationsform von GM-CSF? (subcutan oder
inhalativ?)

c) Wie verandern sich die pro-Formen von SP-C im Langzeitverlauf bei Patienten
mit PAP?

Quantifizierung von SP-B:

a) Lasst sich fur die Quantifizierung von SP-B eine HPLC Methode entwickeln,

die auf samtliche Patienten anwendbar ist?
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1. Material und Methoden

IlLA. Patienten und gesunde Kontroligruppen

Das Patientenkollektiv bestand aus 4 Patienten mit nachgewiesener juveniler

pulmonaler Alveolarproteinose (J) und 6 Patienten mit adulter

Pulmonaler

Alveolarproteinose (A). Ein Patient litt an einer Cholesterolpneumonitis (L). Samtliche

padiatrischen Patienten wurden im Dr. von Haunerschen Kinderspital behandelt und

auch lavagiert.

Tabelle 1.A.1.: Patientenkollektiv PAP und Cholesterolpneumonitis

Korper- Alter bei Follow Anzahl der
Patient | Geschlecht | gewicht Diagnose- up Halblungen- Anzahl d.er 500 ml
(kg) stellung (Jahre) (Jahre) lavagen Flaschen je Lavage
rechts | links rechts links
JO1 mannlich 8,5 1,75 5,8 11 9 6 (4/7) | 9(7/10)
Jo2 weiblich 14,5 2,75 7,8 7 8 7 (6/10) | 8 (6/10)
Jo3 weiblich 4,5 0,33 0,3 1 1 8 2
Jo4 mannlich 43 0,08 0,25 1 1 4 2
AO01 weiblich 70 39,5 lebend 1 1 29 28
A02 weiblich 70 39 lebend 0 1 0 13
A03 weiblich 70 49 lebend 1 0 35 0
A04 weiblich 70 37 lebend 1 0 27 0
A05 mannlich 80 51,5 lebend 1 1 24 20
A06 mannlich 80 43,5 lebend 1 1 39 31
LO1 mannlich 13 6,5 13,5 1 1 2 -

Das Kontrollkollektiv (C) stellte zehn Kinder dar, bei denen keine pulmonale

Erkrankung vorlag. Die Proben wurden im Rahmen einer Operation im Hals-Nasen-

Ohren-Bereich

durch

eine

bronchoalveolare

Lavage

gewonnen.

Diese
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durchgefuhrten Lavagen stellten keine therapeutischen Ganzlungenlavagen dar, so
dass sich bei jedem Patienten lediglich eine Pool Fraktion ergab. Das Alter der
Kinder betrug im Mittel 3,2 Jahre (0,5 — 10,5 Jahre).

Tabelle Il.A.2.: Gesunde Kontrollpatienten

B ) Alter bei
_ Kdrpergewicht ) )
Patient Geschlecht Lungenseite Diagnosestellung
(kg)
(Jahre)
Co1 weiblich 13 rechts 1,5
Cc02 mannlich 20 rechts 5,0
Co03 weiblich 16 rechts 4,0
co4 mannlich 11 rechts 3,0
CO05 weiblich 11 rechts 2,5
C06 mannlich 8,5 links 1,5
Cco7 weiblich 7 links 0,5
Cco8 mannlich 10 links 1,5
C09 mannlich 11 links 2,0
C10 mannlich 36 links 10,5

I.B. Probengewinnung durch BAL und zytologische Beurteilung

Die Patienten der Kontrollgruppe wurden unmittelbar nach der Intubation lavagiert,
indem Uber den liegenden Tubus ein Absaugkatheter mit Endloch eingeflihrt wurde.
Dazu wurde der Kopf des Kindes auf die linke Seite gelegt, um den rechten
Unterlappen zu lavagieren oder umgekehrt. Es wurde viermal eine auf
Kdrpertemperatur vorgewarmte 0,9% Kochsalzldsung instilliert und sofort wieder
abgesaugt. Das Volumen betrug jeweils 1 ml/kg Kérpergewicht.

Die Lavage erfolgte bei den adulten Patienten durch ein im Mittellappen fixiertes
(wedged) Bronchoskop. Die pediatrischen PAP Patienten wurden durch einen
Pulmonalarterienkatheter, der im rechten bzw. linken Stammbronchus fixiert wurde,
lavagiert. Es wurde viermal eine auf Korpertemperatur vorgewarmte 0,9%

Kochsalzlésung instilliert und sofort wieder abgesaugt. Das Volumen betrug jeweils
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1 ml/kg Koérpergewicht, bei den adulten Patienten aber nicht mehr als 50 ml. Das
zuruckerhaltene Volumen der ersten Spulung wurde separat von den Ubrigen 3
Spulportionen als erste Fraktion aufbereitet und mikrobiologisch untersucht. Die
restlichen drei Volumina wurden zu einer Pool Fraktion zusammengefasst. Die
anschlieBende therapeutische Lavage wurde mit jeweils 50 ml 0,9% Kochsalzlésung
durchgefuhrt, bis die abgesaugte BAL Flussigkeit nach visueller Prifung ausreichend
klar erschien. Die zurtickerhaltenen Volumina wurden in ca. 500ml grof3e Portionen
abgeteilt und mit fortlaufenden Nummern beschriftet.

Die erste Fraktion und Pool Fraktion wurden separat Uber sterilisierte Gaze-Filter
gereinigt. Dabei wurden nur grébere Verunreinigungen beseitigt. Anschlieend
wurde ein Aliquot fir die mikrobiologische und virologische Untersuchung
entnommen. Die Gesamtzellzahl wurde mikroskopisch mit einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Eine 10-minttige Zentrifugation bei 200g diente der
Zellgewinnung. Der Uberstand wurde jeweils abgenommen, aliquotiert und
zusammen mit den Flaschen der therapeutischen Lavage bei -80°C eingefroren. Die
Sedimente wurden zweimal mit Hank'scher Losung gewaschen und zentrifugiert.
Schliel3lich wurde das Sediment erneut zur Anfertigung von Cytospinpraparaten in
Hanck’ scher Losung resuspendiert. Dabei wurde die Menge der Losung so gewahlt,
dass eine Zellkonzentration von 200.000 Zellen pro ml in der Suspension erreicht
wurde. Fir die Cytospinpraparation wurden jeweils 0,5 ml eingesetzt, d.h. auf dem
Objekttrager befanden sich 100.000 Zellen. Diese Zellen wurden zur
Zelldifferenzierung nach May-Grunwald-Giemsa gefarbt. Diese Untersuchung
erfolgte sowohl fur die erste Fraktion, als auch flr die Pool Fraktion. Die erste
Fraktion enthalt den Uiberwiegenden Teil der abgeschilferten Epithelzellen®’ und die
Pool Fraktionen einen etwas héheren Anteil an Lymphozyten®®.

Fur die folgenden Untersuchungen der Surfactantparameter war das Volumen der
ersten Fraktion zu klein. Sie wurde deshalb nicht berlcksichtigt. Da fur die
zytologische Untersuchung der gesamte Pool zentrifugiert wurde und nur der
Uberstand fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung stand, kénnen sich fiir den
Pool geringere Werte im Vergleich zu den Portionen der therapeutischen Lavage
ergeben. Es wurde bei 6 verschiedenen Pool Fraktionen der EinfluR der
Zentrifugation auf die Gesamtproteinmenge untersucht und es zeigte sich, dass sich

die Gesamtproteinkonzentration durch Zentrifugation um ca. 30% reduzierte. Da im
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Folgenden samtliche verwendete Pool Fraktion zentrifugiert wurden, wurde auf die

Einberechnung dieses Fehlers verzichtet.

II.C. Quantitative Proteinbestimmung

Material: * Bio-Rad Proteinassay Farbstoffreagenz (Bio-Rad Laboratories
GmbH No. 500-0006)
* Mikrotiterplatten (Greiner, niedrigaffin, 96 Vertiefungen, transparent)
* Bovines Serum Albumin V, BSAV (Paesel+Lorei No. 42160223)
* Aqua ad injectabilia (Braun Melsungen AG, No. 3703452)

*  Anthos Ht Il Mikrotiterplattenleser (Anthos Labtec Instruments,

Typ 12600)
* PBS-Puffer:
NayHPO4 0,178 g
NaH2PO4 1,560 g
NaCl 8,760 g
H.O ad 1000 g
mit NaOH auf pH 7,4 einstellen

Tabelle 11.C.1.: Zusammensetzung des PBS Puffers

Methode:

Die Gesamtproteinkonzentration in den Proben wurde nach der Methode von
Bradford® bestimmt. Das Bio-Rad Farbstoff-Konzentrat wurde zunéchst mit Aqua ad
injectabilia 1:5 verdinnt und anschlie3end durch einen Papierfilter filtriert, um es von
Prazipitaten zu befreien.

FUr den Standard wurde eine Verdinnungsreihe mit abnehmenden Konzentrationen
von BSA in PBS Puffer hergestellt: 5000 pg/ml, 2500ug/ml, 1250ug/ml, 625 pug/ml,
312,5 pg/ml, 156,3 ug/ml, 78,15 ug/ml. Es erfolgte eine Doppelbestimmung der

einzelnen Standardkonzentrationen und eine Dreifachbestimmung der Proben mit
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jeweils 5 ul. Zum Anfarben der Proben und Standardlésungen wurden diese mit
jeweils 100 pul des Farbstoffreagenzes versetzt. Im Photometer wurde die Absorption
bei 600 nm abzuglich des Leerwertes (Leerwert = Bio-Rad Reagenz + BSA) ermittelt

und mit Hilfe der Standardreihe in Proteinkonzentrationen umgerechnet.

II.D. Lipidextraktion

*

Material: Methanol p.a. (Merck No. 1.06009.1000)

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

* Aqua ad injectabilia (Braun Melsungen AG, No. 3703452)
* Zentrifuge (Heraeus, Megafuge 1.0 R)

* Vortexer (Bender und Hobein AG, Vortex Genie 2)

* Verschraubbare Reagenzglaser (Schott)

* Pasteurpipetten (Assistent, No. 567/2)

Methode:

Die Abtrennung der lipophilen von den hydrophilen Bestandteilen der Lavage
(Phospholipide, SP-B, SP-C) erfolgte mit Hilfe der Methode von E.C. BLIGH und
W.J.DYER® und einer anschlieRenden Folch Waschung.®® Zu Beginn wurden
samtliche verwendeten Glasgefalle mit Chloroform gespilt, um sie von
Lipidrickstanden zu befreien. Die Probe, Chloroform und Methanol wurden im
Verhaltnis 0,8:1:2 gemischt und anschlieRend 10 Minuten lang gevortext. Nach
weiterer Zugabe von einem Teil H,O und einem Teil Chloroform wurde erneut 10
Minuten gevortext und anschlielfend die Probe 10 Minuten lang bei 2.400 U/min
(1.000g) und Raumtemperatur zentrifugiert. Der FlUssigkeitsstand wurde auf3en am
Reagenzrohrchen markiert. Danach wurde die phospholipidhaltige Unterphase in ein
neues Reagenzglas abpipettiert und das hierdurch fehlende Volumen durch die

Ldsung nach Folch ersetzt.
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Chloroform 86 ml
Methanol 14 ml
Hzo 1 mi

Tabelle 11.D.1.: Zusammensetzung der Folch Lésung

Nach erneutem Vortexen und Zentrifugieren bei 2.400 U/min (1.000 g) bei

Raumtemperatur wurde die sich nunmehr ergebene Unterphase mit der Ersteren

vereinigt und die organischen Losungsmittel unter Stickstoffbegasung bei 40 °C

abgedampft.

Il.LE. Quantitative Phospolipidbestimmung

Material:

*

Methanol p.a. (Merck No. 1.06009.1000)

Chloroform p.a. (Merck No. 1.02431.1000)

Aqua ad injectabilia (Braun Melsungen AG, No. 3703452)
Schwefelsaure konz. (Merck No. 1.00731.1000)

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

Salzsaure konz. rauchend 37% (Merck No.1.00317.1000)
Salpetersaure rauchend 100% (Merck 1.00455.1000)
Ammoniummolybdat tetrahydrat (Sigma No. 12027-67-7)
Malachitgrin (Gurr Ceristain 3404545)
Kaliumdihydrogenphosphat (Merck No. 4873.1000)
Magnesiumnitrat hexahydrat suprapur (Merck No. 1.05855.0050)
Hamiltonspritze (Shorewood)

Assipettor (Assistent)

Anthos Ht Il Mikrotiterplattenleser (Anthos Labtec Instruments,
Typ 12600)

Mikrotiterplatten (Greiner, niedrigaffin, 96 Vertiefungen,
transparent)

Vortexer (Bender und Hobein AG, Vortex Genie 2)
Reagenzglaser (Assistent No. 2775/14)
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Methode:

FUr die Bestimmung des Phospholipidgehaltes wurde die Methode nach CORAL G.
DUCK-CHONG'® durchgefiihrt. Hierzu wurden zuvor alle ReaktionsgefaRe sowie die
Kolben zum Ansetzen der Reagenzien mit konzentrierter Schwefelsaure, die 5%
konzentrierte Salpetersaure enthielt, Gber Nacht gebeizt, um eventuell vorhandenes
Phosphat zu entfernen. Dann wurden diese dreimal mit Aqua bidest nachgespuilt
und grundlich getrocknet.

Anorganisches Phosphat in Form von Kaliumdihydrogenphosphat, gelést in 1M
Salzsaure, diente als Standard und wurde als Dreifachansatz in einer Konzentration
von 0,1ug, 0,2ug, 0,3ug, 0,4ug und 0,5ug berechnet als Phosphat in Reagenzglaser
pipettiert. Als Nullwert diente reine 1M Salzsaure.

Die bei der Lipidextraktion erhaltenen Proben wurden in 2 ml eines Gemisches aus
Chloroform und Methanol (2:1) resuspendiert und jeweils zwei Aliquots a 75 ul
pipettiert.

Nun wurden die lipidextrahierten Proben und die Standards mit je 30 pl
Magnesiumnitratlosung (10% w/v in Methanol) versetzt und bei 90°C im Heizblock
eingedampft. Die Konversion von organischem Phosphat der Phospholipide in
anorganisches Phosphat erfolgte daraufhin wahrend des Veraschens der Proben in
der offenen Flamme des Bunsenbrenners fur ca. 30 Sekunden, wobei nitrose Gase
entwichen. Nach der vollstandigen Abkuhlung wurde das entstandene Phosphat in
1 ml 1M Salzsaure gelést und 15 Minuten lang bei 95°C erhitzt. Im Wasserbad
erfolgte eine erneute Abkuhlung auf Raumtemperatur. Danach wurden die Proben
gevortext und 500ul davon in neue gebeizte Reagenzglaser uberfuhrt.

Folgende Reagenzien wurden hergestellt:

Lésung A | 4,2 %ige Ammonium—Molybdat-L6sung in 4,5 M HCI

Lésung B | 0,3 %ige Malachitgriin-Losung in Aqua ad injectabilia

Lésung C | Mischung der Losungen a und B im Verhaltnis 1:3 , gefiltert

Lésung D |1 %iges Triton-X in Aqua ad injectabilia

Tabelle II.E.1.: Reagenzien fur Phosphatassay
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Jeder Probe und jedem Standard wurde 15ul der Losung D zugegeben, um die
Stabilitdt des Farbstoffkomplexes zu erhéhen und die Sensitivitdt der Messung zu
steigern. Nach Zugabe von 1 ml Lésung C und anschlieBendem Vortexen wurden
280 ul in eine Mikrotiterplatte pipettiert und innerhalb von 15 Minuten die Absorption
bei 650 nm im Photometer gemessen.

AbschlieBend wurde der mittlere Phosphatgehalt der Standardproben in einer
Regressionsgeraden gegen die Extinktion aufgetragen und hieruber die
Phosphatkonzentration der Proben mit dem Softwareprogramm GraphPad Prism

errechnet.

1.00+
0.75+
0.50+

0.25+4

Absorption (650 nm)

0.00 T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Phosphatkonzentration (ug/ml)

Abbildung II.E.2.: Beispiel einer Standardregressionsgerade

Anhand des im Phosphatassay bestimmten Phosphatgehaltes der Proben Iasst sich
deren Phospholipidgehalt berechnen. Der Phosphatgehalt der Phospholipide betragt
4% und die Molare Masse der Phospholipide im Mittel 760 g/Mol.

Il.LF. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

*

Material: Aqua ad injectabilia (Braun Melsungen AG, No. 3703452)

* Ethylendiamintetraessigsaure — Natrium (Merck 324503)

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

* Bovines Serum Albumin V, BSAV (Paesel+Lorei No. 42160223)

*  2,2-Azino-di-[3-ethyl-benzthiazolin-sulphonate-(6)] = ABTS
(Boehringer Nr. 1112427)

* 2,2-Azino-di-[3-ethyl-benzthiazolin-sulphonate-(6)] Puffer
= ABTS-Puffer (Boehringer No. 1112597)
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* Wasserstoffperoxid 30% (Merck No. 107298)

* |PS Heizblock fur Mikrotiterplatten (Sanofi)

* Anthos Ht Il Mikrotiterplattenleser (Anthos Labtec Instruments,
Typ 12600)

* Mikrotiterplatten (Nunc, Maxisorp C96)

* Ultraschallbad (Sonorex RX 100)

* Carbonatpuffer:

Na,COs3 15 mM

NaHCO3 35 mM

in H,O lésen | auf pH 9,6 einstellen

SP-A: = Festphasenantikorper PC-6, monoklonaler Maus Antikorper gegen

humanes SP-A (Kaoru Taniguchi Japan)

*  Sandwich® Antikorper SP-A, polyklonaler Kaninchen Antikorper
gegen humanes rekombinantes SP-A (ByK Gulden)

* Anti Kaninchen IgG von Ziege gekoppelt mit Meerrettichperoxidase
(Dianova)

* Standard Antigen A: humanes rekombinantes SP-A (Byk Gulden)

* TBS Puffer fur SP-A:

Tris-HCI 10 mM
NacCl 140 mM
Triton-X 100 |0,1 %

in H,O lI6sen |auf pH 7,4 einstellen

SP-D: * Festphasenantikérper P13 (Dr. E. Crouch)
* ,Sandwich” Antikérper SP-D, VI F 11, monoklonaler Maus-Antikdrper
gegen Ratten SP-D (BMA)
* Anti Maus IgG vom Hasen gekoppelt mit Meerrettichperoxidase
(Dianova)

* Standard Antigen D: humanes rekombinantes SP-D (Dr. E. Crouch)



Il. Material und Methoden 30

* TBS Puffer fur SP-D:

Tris-HCI 10 mM

NaCl 140 mM

Triton-X 100 0,1 %

CaCl 5mM

in H2O lésen | auf pH 7,4 einstellen

I.F.1. Quantitative SP-A Bestimmung

Coating: Der Festphasenantikérper PC — 6 wurde in Carbonatpuffer gelést und in
einer Konzentration von 2ug/ml und einem Volumen von 100ul in die Wells einer
Mikrotiterplatte pipettiert. Die Platte wurde mit Parafilm bedeckt und Gber Nacht bei
4°C inkubiert.

Blocking: Die Losung und mit ihr der nicht gebundene Antikorper wurde dekantiert
und verworfen. Um die Bindung der nachfolgend hinzugeflgten Proteine an die
Festphase zu verhindern, wurde die Platte eine Stunde bei 37°C mit 10mg/ml BSA,
geldst in TBS Puffer, inkubiert. Es wurden jeweils 200 pl in jedes Well pipettiert.

Inkubation mit Antigen: Als Standard Antigen wurde SP-A in Verdiinnungen von 100
ng/ml bis 1,5 ng/ml in Blockpuffer gelost aufgetragen. Es wurden 2 Standardreihen
erstellt, wobei durch zweifache Verdlinnung uber 7 Wells der Messbereich des
Assays festgelegt wurde. Wells wurden fir den Leerwert nur mit Blockpuffer gefulit.
Die Proben wurden mit einem 10 mM EDTA enthaltenen TBS Puffer funffach
verdunnt, im Ultraschallbad 1 Minute homogenisiert und mit Triton X 22% ,gelost in
H,0, auf eine 5,5 fache Verdlinnung eingestellt. Anschlie3iend wurde 10 Minuten bei
10.000 g zentrifugiert. 100 ul des Uberstandes wurden auf der Platte sequenziell 1:1
mit Blockpuffer verdunnt. Die Platten wurden bei 37°C eine Stunde auf dem IPS

Inkubator inkubiert.

Inkubation mit 2. Antikbérper: Nun erfolgte die Entfernung aller ungebundenen

Reagenzien, indem jedes Well dreimal mit Pufferlésung gefullt und anschliel3end
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wieder abgesaugt wurde. AnschlieBend wurden 100ul des SP-A ,Sandwich®
Antikorpers in einer zehntausendfachen Verdinnung in Blockpuffer ( 1% BSA in TBS

Puffer) aufgetragen und eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Detektion des Intermedidrkomplexes: Daraufhin wurde wieder mit Pufferlésung 3 mal
gewaschen und dann der Intermediarkomplex detektiert, indem das anti-Kaninchen
IgG, meerettichperoxidasekonjugiert, 1 : 5000 verdinnt in TBS Puffer, einpipettiert

wurde. Wiederum erfolgte eine Inkubation bei 37°C mit dreimaligen Waschen.

Substratreaktion: Als Substratreaktion wurde nun ABTS durch die Peroxidase des
2. Antikorpers in ein chromophores Produkt umgesetzt. Dazu wurde ABTS in einer
Konzentration von 1 mg/ml im ABTS Puffer angesetzt, mit 30% HO, versetzt
(Endkonzentration 0,001% H202) und jeweils 100 ul davon aufgetragen. Die Platte
wurde anschlieBend mit Aluminiumfolie bedeckt und 30 — 60 Minuten auf einem
Schuttler inkubiert.

Detektion: Zur Quantifizierung der Farbung wurde die Absorption bei einer
Wellenlange von 405 nm gemessen. Die Berechnung der Standardkurve aus den
zwei Standardreihen und dem Leerwert sowie die davon abhangige Berechnung der
Messwerte erfolgte mit der speziellen Biolise Software. Als optimaler Messbereich
wurde derjenige Abschnitt auf der Standardkurve festgelegt, welcher ein mindestens
doppeltes Signal des Leerwertes aufwies und in dem eine ausreichende Steigung

vorlag.
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Abbildung II.F.1.1.: Beispiel einer Standardkurve. Der Bereich zwischen den Pfeilen markiert
den optimalen Messbereich von 0,2 bis 0,6 OD. Der Leerwert war OD 0,01.

Il.F.2. Quantitative SP-D Bestimmung

Coating: Der Festphasenantikdrper P 13 wurde in Carbonatpuffer gelost und in einer
Konzentration von 1ug/ml und einem Volumen von 100ul in die Wells einer
Mikrotiterplatte pipettiert. Die Platte wurde mit Parafilm bedeckt und Uber Nacht bei
4°C inkubiert.

Blocking: Die Losung und mit ihr der nicht gebundene Antikorper wurde dekantiert
und verworfen. Um die Bindung unspezifischer Proteine an die Festphase zu
verhindern, wurde die Platte eine Stunde bei 37°C mit 10mg/ml BSA, geldst in TBS
Puffer, inkubiert. Es wurden jeweils 200 ul in jedes Well pipettiert.

Inkubation mit Antigen: Als Standard Antigen wurde SP-D in Verdunnungen von 100
ng/ml bis 1,5 ng/ml in Blockpuffer geldst aufgetragen. Es wurden 2 Standardreihen
erstellt, wobei durch zweifache Verdlinnung uUber 7 Wells der Messbereich des
Assays festgelegt wurde. Wells wurden fur den Leerwert nur mit Blockpuffer gefulit.

Die nativen Proben wurden zweifach in Blockpuffer verdinnt und auf der Platte
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wiederum sequenziell 1:1 mit Blockpuffer verdinnt und davon 100 pl in jedes Well

aufgetragen. Die Platten wurden eine Stunde bei 37°C inkubiert

Inkubation mit 2. Antikbérper: Nun erfolgte die Entfernung aller ungebundenen
Reagenzien, indem jedes Well dreimal mit Pufferldsung geflllt, und anschliel3end
wieder abgesaugt wurde. Anschlieend wurde der SP-D ,Sandwich® Antikorper in
einer Verdunnung von 1ug/ml in Blockpuffer ( 1% BSA in TBS Puffer) aufgetragen
und eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Detektion des Intermedidrkomplexes: Daraufhin wurde wieder mit Pufferlosung 3 mal
gewaschen und anschliellend der Intermediarkomplex detektiert, indem das anti-
Maus 1gG, Meerrettichperoxidase gekoppelt, 1:100 verdunnt in TBS Puffer,
einpipettiert wurde. Wiederum erfolgte eine Inkubation bei 37°C mit anschlieRendem

dreimaligen Waschen.

Substratreaktion: Als Substratreaktion wurde nun ABTS durch die Peroxidase des 2.
Antikoérpers in ein chromophores Produkt umgesetzt. Dazu wurde ABTS in einer
Konzentration von 1 mg/ml im ABTS Puffer angesetzt, mit 30% H,O, versetzt
(Endkonzentration 0,001% H20,) und jeweils 100 ul davon aufgetragen. Die Platte
wurde anschlieBend mit Aluminiumfolie bedeckt und 30 — 60 Minuten auf einem
Schuttler inkubiert.

Detektion: Zur Quantifizierung der Farbung wurde die Absorption bei einer
Wellenlange von 405 nm gemessen. Die Berechnung der Standardkurve aus den
zwei Standardreihen und dem Leerwert sowie die davon abhangige Berechnung der
Messwerte erfolgte mit der speziellen Biolise Software. Als optimaler Messbereich
wurde derjenige Abschnitt auf der Standardkurve festgelegt, welcher ein mindestens
doppeltes Signal des Leerwertes aufwies und in dem eine ausreichende Steigung

vorlag.
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Abbildung II.F.2.1.: Beispiel einer Standardkurve. Der Bereich zwischen den Pfeilen markiert den
optimalen Messbereich von 0,4 bis 1,4 OD. Der Leerwert war OD 0,01.

I.G. 1D Gelelektrophorese und Westernblotanalyse

Material:

Elektrophorese: * Microcon Zentrifugenfilter, Ausschlussgrenze 3000
Dalton (Millipore)
* NuPAGE MES Running Buffer (Invitrogen, NP0002)
s NuPAGE MOPS Running Buffer (Invitrogen, NP0001)
* NuPAGE LDS Sample Buffer (Invitrogen, NPO007)
* Aqua ad injectabilia (Braun Melsungen AG, No. 3703452)
* NuPAGE Reducing Agent (Invitrogen, NP0004)

* Probenpuffer:

LDS Sample Buffer | 25%
Reducing Agent 10%
H.O 65%

* NuPAGE Novex 10% Bis-Tris Gel (Invitrogen, NP0315)
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Westernblot: *

Silberfarbung: *

NuPAGE Antioxidant (Invitrogen, NP0005)

MultiMark Multi-Colored Standard (Invitrogen, LC5725)
Xcell SureLock Minicell Kammer (Invitrogen, EI 0001)
PowerEase 500 Power Supply (Invitrogen,EI18700)
Wasserbad (Paratherm S100 Julabo)

Xcell 1l Blot Module (Invitrogen, EI9051)
NuPAGE Transfer Buffer (Invitrogen, NPO0O0G6)

Nitrocellulosemembran (Millipore, Immobilon IPVH 00010)

Transferpuffer:
NuPAGE Transfer Buffer 5%
Methanol 20%
H.O 75%

Fixierungslosung:

Ethanol 30%
Essigsaure konzentriert 10%
H.O 60%

Inkubationslosung:

Natriumacetat 68 g
Ethanol 300 ml
Natriumthiosulfat 29

H.O Ad 1000 ml
Silberlésung:

Silbernitrat 29
Formaldehyd 37% 200 pl

H20 Ad 1000 ml
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* Entwicklerlosung:
Natriumcarbonat 25¢
Formaldehyd 37% 100 pl
H.O Ad 1000 ml

Immunodetektion: = Fischgelatine (Sigma G-7765)

* TBS-Puffer:

Tris-HCI 4 mM

NaCl 100 mM

Tween 20 0,05 %

in H2O l6sen |auf pH 7,4 einstellen

* PBS-Puffer:

NazHPO4

12 mM

NaH2P04x HQO 3 mM

NaCl

150 mM

in H,O losen

auf pH 7,4 einstellen

* Bovines Serum Albumin V, BSAV (Paesel No. 42160223)

* ECL Chemilumineszenzlésung (Amersham RPN2106)
* Entwicklungskassette (Amersham RPN11646)

* Rontgenfilme (Amersham RPN 2103)
* Entwicklungsmaschine (AGFA CP 1000)
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Methode:

Probenvorbereitung: Die nativen BAL Proben wurden mit Hife von
Zentrifugenrohrchen entsalzt, indem die Probe bei 14000 g zentrifugiert und
anschlielend einmal mit 500 ul Aqua ad injectabilia nachgespult wurde. Um das
Konzentrat vollstandig aus dem Vorlagegefal® zu gewinnen, wurde das mit dem
Konzentratgefal® verschlossene Vorlagegefal® umgedreht und 2 Minuten lang bei

1.600 Umdrehungen pro Minute rickzentrifugiert.

Konzentratgefal

Vorlagebehalter

Zentrifugation 'ﬂ»
Membran (B

Filtratbehalter Ruckzentrifugation —

Abb. 11.G.1.: Mikrokonzentrator

AnschlieBend wurde von den Proben der Gesamtproteingehalt gemessen (siehe
oben) und die gewlnschte Auftragsmenge aliquotiert. Die Proben wurden in der
Vakuumzenrifuge lyophylisiert und dann in jeweils 22 ul Probenpuffer aufgenommen.
Nach kurzem Vortexen und Zentrifugieren bei 1000g fur 20 Sekunden wurden die
Proben 10 Minuten lang im 70°C Wasserbad inkubiert. Nach erneutem Vortexen und

Zentrifugieren wurden die Proben auf das Gel aufgetragen.

Gelelektrophorese: Fur SP-A und SP-D wurde MOPS Laufpuffer und fur SP-B und
SP-C wurde MES Laufpuffer verwendet. Als wide-range Indikator diente MultiMark-
12. Fur stabile reduzierende Bedingungen sorgte die Zugabe von NuPAGE
Antioxidant zum Laufpuffer. Die Elektrophorese erfolgte in den Mini Cell Kassetten
unter folgenden Laufbedingungen: 200 V, 100 mA, 35 min. Nach dem
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Elektrophoreselauf erfolgte entweder eine Silberfarbung der Gele oder ein

Proteintransfer (Westernblot) auf eine Nitrocellulosemembran.

Silberfarbung: Fur die Silberfarbung wurde die Methode nach Heukeshoven / Dernick
(1985) angwendet. Das Gel wurde 30 Minuten in der Fixierungsldosung fixiert und
anschlieRend weitere 30 Minuten in der Inkubationsldsung inkubiert. Nach
dreimaligem 15 mindtigem Waschen wurde das Gel 20 Minuten lang in der
Silberlésung versilbert. Nach Zugabe der Entwicklerldsung wurde zwischen 3 und 10
Minuten gewartet, je nach Farbintensitat der Banden, und dann die Farbereaktion

durch Zugabe von 5%iger Essigsaure gestoppt.

Westernblott: Der Proteintransfer erfolgte im vertikalen ,SemiDry“ Verfahren unter
Nutzung des Xcell Il Blot Modules auf eine Nitrocellulosemembran fir 60 Minuten bei
30V und 170 mA im NuPAGE Transfer Buffer.

Immunodetektion: Die Membran wurde 3 Stunden in PBS Puffer mit 3%
Fischgelatine inkubiert, um eine Absattigung der freien Bindungsstellen zu erreichen.
Uber Nacht erfolgte die Inkubation mit dem 1. Antikdrper in PBS Puffer mit 5%
Fischgelatine. Nach Entfernen von Uberschissigen, nicht gebundenen Antikdrpern
durch viermaliges Waschen mit TBS Puffer jeweils 15 Minuten wurde mit dem 2.
Antikorper ( Meerrettichperoxidase konjugiert) in TBS Puffer fur 2 Stunden inkubiert.
Die Membran wurde erneut viermal mit TBS gewaschen und schlielllich nach
Aktivierung mit der ECL Chemilumineszenzlésung auf Rontgenfilmen entwickelt. Die
fertigen Filme wurden anschlieend mit dem FluorS Multi Imager eingescanned und
mit den Softwareprogrammen Melanie3 und Quantity One ausgewertet. Die

verwendeten Antikorper sind im Ergebnisteil jeweils genau beschrieben.

Il.H. 2D Gelelektrophorese und Westernblotanalyse

Material:
Elektrophorese: * Microcon Zentrifugenfilter, Ausschlussgrenze 3000
Dalton (Millipore)
* ZOOM Strip pH 3-10 (Invitrogen ZM0011)
* ZOOM IPGRunner Cassette (Invitrogen ZM0003)
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NuPAGE Novex 4-12%Bis-Tris ZOOM Gel (Invirogen

NP0330)
* Probenpuffer:
Harnstoff 42,049
Thioharnstoff 15,249
H>0 ad 53 ml
Mit Serdolit lonenaustauscher 15 29
min rdhren dann filtrieren
CHAPS 2g
DTT 19
ZOOM Carrier Ampholytes 3-10 2ml
Pefabloc 43mg
H20 ad 100ml
* Equilibrierungspuffer 1:
LDS Sample Buffer 1,25ml
Reducing Agent 500ul
H.O 3,25ml
o Equilibrierungspuffer 2:
LDS Sample Buffer 1,25ml
lodoacetamid 116mg
H20 3,75ml

* Agarose (Invitrogen 15510019)

*

Westernblot: Xcell 1l Blot Module (Invitrogen, EI9051)

* NuPAGE Transfer Buffer (Invitrogen, NP0O0O0G6)
* Transferpuffer:

NuPAGE Transfer Buffer 5%
Methanol 20%

H20 75%
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Silberfarbung:

Immunodetektion:

%

*

Nitrocellulosemembran (Millipore, Immobilon IPVH 00010)

Fixierungslosung:

Ethanol 30%
Essigsaure konzentriert 10%
H.O 60%
Inkubationslésung:

Natriumacetat 68 g
Ethanol 300 mi
Natriumthiosulfat 29
H.O Ad 1000 ml
Silberlésung:

Silbernitrat 29
Formaldehyd 37% 200 pl
H20 Ad 1000 ml
Entwicklerlosung:

Natriumcarbonat 25¢
Formaldehyd 37% 100 pl
H20 Ad 1000 ml

Fischgelatine (Sigma G-7765)

TBS-Puffer:

Tris-HCI 4 mM

NaCl 100 mM
Tween 20 0,05 %

in H20 lésen auf pH 7,4 einstellen
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% PBS-Puffer:

Na;HPO,4 12 mM
NaH,PO4 x H,0O 3 mM

NaCl 150 mM

in H2O l6sen auf pH 7,4 einstellen

* Bovines Serum Albumin V, BSAV (Paesel No. 42160223)
* ECL Chemilumineszenzlésung (Amersham RPN2106)

* Entwicklungskassette (Amersham RPN11646)

* Rontgenfilme (Amersham RPN 2103)

* Entwicklungsmaschine (AGFA CP1000)

Methode:

Probenvorbereitung: Die nativen BAL Proben wurden mit Hilfe von
Zentrifugenrohrchen entsalzt, indem die Probe bei 14000 g zentrifugiert und
anschlielend einmal mit 500 pl Aqua ad injectabilia nachgespult wurde. Um das
Konzentrat vollstandig aus dem Vorlagegefal® zu gewinnen, wurde das mit dem
Konzentratgefal® verschlossene Vorlagegefal® umgedreht und 2 Minuten lang bei

1.600 Umdrehungen pro Minute rickzentrifugiert.

—— Konzentratgefaly

—— Vorlagebehalter

Zentrifugation l/fl
s%——+ —— Membran 'l\

J — Filtratbehalter Ruckzentrifugation —

Abb. II.H.1.: Mikrokonzentrator
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AnschlieBend wurde von den Proben der Gesamtproteingehalt gemessen (siehe
oben) und die gewunschte Auftragsmenge von 80 nug aliquotiert. Die Proben wurden
in der Vakuumzenrifuge lyophylisiert und dann in jeweils 155 pl Probenpuffer
resuspendiert. Jeweils eine Probe wurde vollstandig in einen Quellkanal einpipettiert
und jeweils ein isoelektrischer Fokussierungsstreifen nachgeschoben. Die Kassette

wurde versiegelt und 8 -16 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen.

Fokussierung: Nach Entfernen der Versiegelung erfolgte die isoelektrische
Fokussierung in der ZOOM Mini-Cell unter folgenden Bedingungen: 500V,
1mA/Streifen, 3 Stunden.

Equilibrierung: Nach erfolgreicher Fokussierung wurden die Streifen aus der
Kassette genommen und 15 Minuten lang in der Equilibrierungslésung 1 horizontal
geschuttelt. Nach weiteren 15 Minuten in Equilibrierungslosung 2 wurde jeweils ein
Streifen in eine ZOOM Gelkassette horizontal eingelegt und mit heil3er 0,5%iger

Agaroseldsung Uberschichtet.

Gelelektrophorese: Nach Trocknen der Agarose wurde eine vertikale
Gelelektrophorese mit MES Puffer durchgefuhrt. Als wide-range Indikator diente
MultiMarK 12. Far stabile reduzierende Bedingungen sorgte die Zugabe von
NuPAGE Antioxidant zum Laufpuffer. Die Elektrophorese erfolgte in den Mini Cell
Kassetten unter folgenden Laufbedingungen: 200 V, 100 mA, 42 min. Nach dem
Elektrophoreselauf erfolgte entweder eine Silberfarbung der Gele oder ein

Proteintransfer (Westernblot) auf eine Nitrocellulosemembran.

Silberfarbung: Fur die Silberfarbung wurde die Methode nach Heukeshoven / Dernick
(1985) angwendet. Das Gel wurde 30 Minuten in der Fixierungslosung fixiert und
anschlieBend weitere 30 Minuten in der Inkubationslosung inkubiert. Nach
dreimaligem 15 mindtigem Waschen wurde das Gel 20 Minuten lang in der
Silberlésung versilbert. Nach Zugabe der Entwicklerlésung wurde zwischen 3 und 10
Minuten gewartet, je nach Farbintensitat der Banden, und dann die Farbereaktion

durch Zugabe von 5%iger Essigsaure gestoppt.
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Westernblott: Der Proteintransfer erfolgte im vertikalen ,SemiDry“ Verfahren unter
Nutzung des Xcell Il Blot Modules auf eine Nitrocellulosemembran fir 60 Minuten bei
30V und 170 mA im NuPAGE Transfer Buffer.

Immunodetektion: Die Membran wurde 3 Stunden in PBS Puffer mit 3%
Fischgelatine inkubiert, um eine Absattigung der freien Bindungsstellen zu erreichen.
Uber Nacht erfolgte die Inkubation mit dem 1. Antikérper in PBS Puffer mit 5%
Fischgelatine. Nach Entfernen von Uberschissigen, nicht gebundenen Antikorpern
durch viermaliges Waschen mit TBS Puffer jeweils 15 Minuten wurde mit dem 2.
Antikorper ( Meerrettichperoxidase konjugiert) in TBS Puffer fur 2 Stunden inkubiert.
Die Membran wurde erneut viermal mit TBS gewaschen und schlielllich nach
Aktivierung mit der ECL Chemilumineszenzlosung auf Rontgenfilmen entwickelt. Die
fertigen Filme wurden anschlieend mit dem FluorS Multi Imager eingescanned und
mit den Softwareprogrammen Melanie3 und Quantity One ausgewertet. Die

verwendeten Antikorper sind im Ergebnissteil jeweils genau beschrieben.

Il.I. Kapillarsurfactometer

Material: *  Kapillarsurfactometer (Calmia Medical, Inc.)
*  Glas Kapillaren (Calmia Medical, Inc. No. CSGC - 500)
*  Pipette 0,5 ul (Calmia Medical, Inc.)

*  Pipettenspitzen (Calmia Medical, Inc.)

*  Puffer:
NaCl 140 mM
HEPES 10 mM
EDTA 0,5mM
Kalziumchlorid 3,5 mM
In H2O I6sen
mit NaOH auf pH 6,9 einstellen

Probenvorbereitung: Vor der Messung wurde ein 40.000 g Pellet erstellt. Es dient

dazu, die grollen Aggregate (LA's: large aggregates) von den kleinen (SA's: small
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aggregates) zu trennen. Dazu wurden 5 ml jeder nativen BAL Probe mit 40.000 g
(entspricht 18.185 Umdrehungen pro Minute) bei 4 °C 30 Minuten lang zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet, welches die LA's enthalt, wurde in 1 ml
Aqua bidest. resuspendiert und darin der Phospholipidgehalt bestimmt (s. 11.D.). Die
Messung der Oberflachenspannung im Kapillarsurfactometer erfolgten bei einer
Phospholipidkonzentration von 1 mg/ml. Dazu wurde das geldste 40.000 g Pellet in
der Vakuumzentrifuge lyophilisiert und anschliel3end in einer entsprechender Menge
des Puffers resuspendiert.

Die verwendeten Kapillaren wiesen eine Engstelle mit dem Innendurchmesser von
0,255 mm auf. Von der Testflissigkeit wurden 0,5 pl in die Engstelle der Kapillare
pipettiert. Durch die FlUssigkeit wurde die Engstelle funktionell verschlossen. Die
Kapillare wurde am Kapillarenhalter des Gerats aufgesteckt und in das 37 °C
warmes Wasserbad abgesenkt. Das Gerat erzeugte einen Luftstrom durch die
Kapillare entgegen der Testflissigkeit. Aufgrund des Verschlusses durch die
Flissigkeit wurde ein positiver Druck aufgebaut. Die Flissigkeit wurde dadurch in
den weiten Teil der Kapillare vorgeschoben und dort an die Wand der Kapillare
gedrlckt, so dass die Luft ungehindert vorbeistromen konnte. Der Druck fiel dann ab.
Das Kapillarsurfactometer registrierte den Druck der zum erstmaligen Offnen der
Kapillare notig war. Dieser Wert wurde als initialer Druck bezeichnet und in der
Einheit cm H,O angegeben. Das Verhaltnis der gesamten Zeit, wahrend der die
Kapillare offen war zur gesamten Messdauer multipliziert mit 100, wurde vom Gerat
berechnet. Im englischen Schrifttum wird die Einheit %Open verwendet und wird

deshalb in dieser Arbeit als %Offen bezeichnet.'®

Kapillare

Wasserbad
Kapillarhalter
Heizkdrper
Temperatur-
messflhler

Abbildung II.I1.1.: Probenbad des Kapillarsurfactometers



Il. Material und Methoden 45

Testflussigkeit Testflissigkeit

Abbildung Il.1.2.:  Kapillare wahrend einer Messung. Links: Testflissigkeit in der Engstelle, rechts:

Flissigkeit wurde durch den Luftstrom (durch Pfeile dargestellt) in den breiteren
Abschnitt verdrangt.

Bestand die Flussigkeit aus reinem Surfactant, dann blieb die Kapillare im Idealfall
uber die gesamte Messzeit von 120 Sekunden offen. Die Kapillare war 100 % Offen.
Bestand die Testflussigkeit aus einer Salzlosung, dann blieb die Kapillare nicht offen.
Die Flussigkeit stromte sofort in die Engstelle zurlick und verschloss sie. Dies
wiederholte sich mehrfach bis zum Ende der Messung. Daraus resultierte ein Wert
von 0 % Offen. Destilliertes Wasser konnte sowohl den Wert 0 % Offen als auch
100 % Offen annehmen.

Vor jedem Messtag wurde das Kapillarsurfactometer mit Hilfe des
Kalibrierungsbades auf einen Druck von 5 cm H,O geeicht. Anschlieliend wurden zur

Qualitatssicherung je drei Messungen mit Wasser und einem Standard Surfactant
durchgefihrt (Abbildung II.1.3. und 11.1.4).
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Abbildung II.1.3.:  Messung der Offenzeit einer Kapillare bei Wasser. Die Kapillare war hier 0,0 % der

Messzeit offen. Der initiale Druck hatte einen Wert von 10,1 cmH,0.
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Messung der Offenzeit einer Kapillare bei Surfactant. Die Kapillare war hier 96,7 %

der Messzeit offen. Der initiale Druck betrug 4,7 cmH,0.

Die Proben wurden vor jeder Messung 30 Sekunden lang gevortext und

anschliellend 0,5 yl davon in die Engstelle der Kapillare eingebracht. Es wurden

aufgrund der oftmals relativ hohen Standardabweichung bei jeder Probe mindestens

drei Messungen durchgefuhrt und daraus das arithmetische Mittel gebildet.

Il.J. HPLC

Material:

LaChrom HPLC system (Merck)

Rheodyne manual injector, 7725 | (Merck)

Pump, L-7100 (Merck)

Vacuum Entgaser, L-7614 (Merck)

UV-Detektor, L-7400 (Merck)

C4 Butylsilikat Saule, 250x10 mm (Grace Vydac, Hesperia, USA)
Saulenthermostat Jetstream plus (Thermotechnik Products GmbH,
Langenzersdorf, Osterreich)

Evaporative light scattering detector Sedex®, Model 75 (Sedere,
Frankreich)

HSM D-7000 Software Chromatography Data Station (Hitachi
Instruments, San José, USA)
Chloroform, LiChrosolv® gradient grade (Merck No. 1.02444.1000)
Methanol, LiChrosolv® gradient grade (Merck No. 1.06018.1000)
Salzsaure, rauchend, 100% (Merck No. 1.00455.1000)
Trifluoressigsaure, HPLC grade, Ampullen (Fluka No. 91707)
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* Extraktionslosung:

Methanol 60%
Chloroform 40%
Salzsaure, rauchend, 100% 0,005 N

* Mobile Phase:

Methanol 97,00 %
Chloroform 2,75 %
0,1M Trifluoressigsaure 0,25 %

Methode:

Probenvorbereitung: Die wassrige bronchoalveolare Lavage wurde mit der
Extraktionslosung im Verhaltnis 2:1 versetzt und fur 10 Minuten gevortext. Nach
10-minutiger Zentrifugation bei 1.000g ergaben sich 2 Phasen. Die Unterphase mit
den enthaltenen Phospholipiden, SP-B und SP-C wurde abpipettiert und die
Oberphase ein weiteres Mal extrahiert. Die beiden vereinigten Unterphasen wurden
unter Stickstoffbegasung eingedampft und fur die HPLC Analyse in einem

geeigneten Volumen der mobilen Phase geldst.

Einstellungen: Als optimale Bedingungen fur die HPLC Trennung wurden folgende
Einstellungen ermittelt: Saulentemperatur 5°C, FlieRgeschwindigkeit der mobilen
Phase 1ml/Minute, Injektionsvolumen 20 ul, Dauer der Auftrennung 7 Minuten, ELSD
Temperatur 50°C, Druck des Tragergases Stickstoff 3,5 bar, ELSD gain 12. Es
zeigten sich bei samtlichen Messungen ahnliche Chromatogramme, bei welchen der

SP-B Peak eindeutig zugeordnet werden konnte (s. Abb. 2.10.1.).
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Abbildung 11.J.1.: Chromatogramm

Auswertung: Das Chromatogramm wurde aufgezeichnet und die area under the
curve (AUC) fir den SP-B Peak berechnet. Uber eine Eichgerade, erstellt mit
gereinigtem humanen SP-B (Geschenk von Schmidt, Giessen), erfolgte die

Quantifizierung (s. HPLC Methodenentwicklung).

Il.LK. Statistische Auswertung

Die statistische Datenanalyse erfolgte mit Graph Pad Prism 4.01 (San Diego, CA,
USA) sowie Microsoft Excel 2000 (San Francisco, CA, USA). Fur den Vergleich von
mehreren Patientengruppen wurde zunachst der Kruskal-Wallis-Test eingesetzt.
Falls sich damit ein signifikanter Unterschied (p<0,05) ergab, wurde ein Vergleich
aller Paare mit Hilfe des Post-Tests nach Dunn angeschlossen. Waren lediglich zwei
Gruppen zu vergleichen, wurde der Mann-Whitney-Test flir ungebundene
Stichproben verwendet. Das Konfidenzintervall betrug jeweils 95%. Aus Ergebnissen
von Mehrfachmessungen einer Probe wurde jeweils der Mittelwert berechnet und
gegebenenfalls der Standardfehler (SEM) angegeben. Innerhalb einer untersuchten
Patientengruppe wurden der Median sowie die 25% und 75% Perzentilen berechnet.
Far die Korrelationsanalysen wurde der zweiseitige Korrelationskoeffizient nach

Pearson bzw. Spearman berechnet. Als relativer Variationskoeffizient wird der
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Quotient aus Standardabweichung und Mittelwert bezeichnet. Er wird in Prozent

angegeben. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant angenommen.
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M. Ergebnisse

lLA. Therapeutische Halblungenlavagen
lL.AA1. Gesamtgehaltsanalyse

llLA.1.1. Protein

lllLA.1.1.1. Konzentration

Es wurden die bronchoalveolaren Lavagen von 4 juvenilen und 6 adulten PAP
Patienten hinsichtlich ihrer Gesamtproteinkonzentration und der Gesamtprotein-
konzentration bezogen auf das Korpergewicht untersucht und mit 10 gesunden

Kontrollpatienten und einem Patienten mit Cholesterolpneumonitis verglichen.
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Abb. 1ll.A.1.1.1.1.: Gesamtproteinkonzentration (diagnostische und therapeutische BAL), die mittels
BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein
Symbol entspricht der Proteinkonzentration der gesamten Spulflissigkeit einer
Lungenseite in pyg/ml. PAP adult entspricht 9 Halblungenlavagen der Patienten
A01-A06. CON entspricht der Konzentration des Pools der Kontrollpatienten C01-
C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc
Test: PAPqut/PAPjueni: P>0,05, PAP g /Kontrollen: p<0,001, PAPjeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lll.LA.1.1.1.2.: Gesamtproteinkonzentration (diagnostische und therapeutische BAL) bezogen
auf das Koérpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite = ausgewaschen  wurde. Ein Symbol entspricht  der
Proteinkonzentration der gesamten Spuilflissigkeit einer Lungenseite in pg/mi/kg
Kdrpergewicht. PAP adult entspricht 9 Halblungenlavagen der Patienten A01-
AO06. CON entspricht der Konzentration je kg Koérpergewicht des Pools der
Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test:
p<0,0001, Dunn’s post hoc Test: PAPqui/PAP ueni: P<0,01, PAP,qu/Kontrollen:
p>0,05, PAP;,eni/Kontrollen: p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Juvenile und adulte PAP Patienten zeigten, absolut betrachtet, die gleiche
Proteinkonzentration in der Gesamtlavage. Auf das Kdérpergewicht bezogen, waren
die Proteinkonzentrationen der juvenilen Patienten jedoch signifikant erhoht. PAP
Patienten hatten gegenuber Kontrollpatienten erhohte Werte mit Ausnahme der
Gruppe der erwachsenen PAP Patienten, wenn das Gesamtprotein auf das
Koérpergewicht bezogen wurde. Die rechte und linke Lungenseite unterschieden sich
nicht signifikant.

Um die Konzentrationsunterschiede besser differenzieren zu kénnen und den
Vergleich mit den Kontrollpatienten miteinbeziehen zu kénnen, wurden der Pool und
die Halblungenlavagen getrennt dargestellt. Die Poolfraktion war definiert als die 2.
bis 4. BAL Portion, die initial zu Beginn jeder Lavage standardisiert mit Portionen von
je 1ml/kg Korpergewicht durchgefuhrt wurde. Somit bestanden zwischen den
einzelnen Patienten keine technischen Unterschiede hinsichtlich der BAL

Durchfihrung.
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Abb. 11l.A.1.1.1.3.: Proteinkonzentration der diagnostische BAL (Pool), die mittels BAL aus der

rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol
entspricht der Proteinkonzentration der Spllflissigkeit eines Pools einer
Lungenseite in pg/ml. PAP adult entspricht 9 Pools der Patienten A01-A06. CON
entspricht der Konzentration des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane
sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test:
PAPqu/PAPweni:  p>0,05, PAP.q/Kontrollen: p<0,001, PAP;yeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang
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Abb. 111.A.1.1.1.4.: Proteinkonzentration der diagnostische BAL (Pool) bezogen auf das Kérpergewicht

in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite
ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der Proteinkonzentration der
Spulflissigkeit eines Pools einer Lungenseite in ug/ml/kg. PAP adult entspricht 9
Pools der Patienten A01-A06. CON entspricht der Konzentration pro kg
Korpergewicht des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test:
PAPqut/PAPweni:  pP>0,05, PAP.q/Kontrollen:  p>0,05, PAPj,eni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang

Die Proteinkonzentration des Pools der adulten PAP Patienten ist absolut und

bezogen auf das Kdorpergewicht gegenuber den juvenilen Patienten nicht signifikant

erhoht. PAP Patienten hatten in der Pool Fraktion gegenuber Kontrollpatienten
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erhohte Werte mit Ausnahme der Gruppe der erwachsenen PAP Patienten, wenn
das Gesamtprotein auf das Korpergewicht bezogen wurde. Die rechte und linke

Lungenseite der Patienten unterschieden sich nicht signifikant.
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Abb. 111.A.1.1.1.5.: Proteinkonzentration der therapeutischen BAL (Flaschen), die mittels BAL aus der
rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol
entspricht der Proteinkonzentration der Spdlflissigkeit einer Halblungenlavage
einer Lungenseite in pug/ml. PAP adult entspricht 9 Halblungenlavagen der
Patienten AO01-A06. CON entspricht der Konzentration der Pools der
Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test:
p<0,0001, Dunn’s post hoc Test: PAPaqu/PAPueni: pP>0,05, PAP.qu/Kontrollen:
p<0,001, PAP;ueni/Kontrollen: p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang
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Abb. 111.A.1.1.1.6.: Proteinkonzentration der therapeutischen BAL (Flaschen) bezogen auf das
Korpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der Proteinkonzentration
der Spiilflissigkeit einer Halblungenlavage einer Lungenseite in pg/mi/kg. PAP
adult entspricht 9 Halblungenlavagen der Patienten A01-A06. CON entspricht der
Konzentration pro kg Koérpergewicht der Pools der Kontrollpatienten C01-C10.
Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test:
PAPut/PAPjweni:  P<0,01, PAP.q/Kontrollen: p>0,05, PAPj,eni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang
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Die absolute Proteinkonzentration der Halblungenlavagen der juvenilen PAP
Patienten war gegenuber den adulten Patienten nicht unterschiedlich, wohl aber die
Proteinkonzentration bezogen auf das Korpergewicht. Bezogen auf das
Korpergewicht zeigten sich keine Konzentrationsunterschiede der adulten PAP
gegenuber den Kontrollpatienten, wohl aber absolut. Die juvenilen PAP Patienten
zeigten in beiden Darstellungsweisen signifikant erhdhte Werte gegenuber den
Kontrollpatienten. Die rechte und linke Lungenseite der Patienten unterschieden sich

nicht signifikant

llLA.1.1.2. Gesamtmenge

Zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge, welche bei Ganzlungenlavagen von PAP
Patienten aus der Lunge gespult wird, wurden 4 juvenile und 6 adulte Patienten
daraufhin untersucht. Die Ergebnisse wurden mit 10 gesunden Kontrollpatienten und
einem Patienten mit Cholesterolpneumonitis verglichen. Die Gesamtproteinmenge in
ug wurde als Produkt der Proteinkonzentration der Einzelflaschen mit den Volumina

der Einzelflaschen ermittelt.
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Abb. 1ll.A.1.1.2.1.: Gesamtproteinmenge (diagnostische und therapeutische BAL), die mittels BAL aus
der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol
entspricht der Proteinmenge der gesamten Spiulflissigkeit einer Lungenseite in g.
PAP adult entspricht 9 Halblungenlavagen der Patienten A01-A06. CON entspricht
der Konzentration des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn's post hoc Test:
PAPqut/PAPweni:  P<0,01, PAPqu/Kontrollen:  p<0,001, PAPj,eni/Kontrollen
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lllLA.1.1.2.2.: Gesamtproteinmenge (diagnostische und therapeutische BAL) bezogen auf das
Korpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der Proteinmenge der
gesamten Spllflissigkeit einer Lungenseite in g/kg Kdrpergewicht. PAP adult
entspricht 9 Halblungenlavagen der Patienten A01-A06. CON entspricht der
Proteinmenge je kg Koérpergewicht des Pools der Kontrollpatienten C01-C10.
Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,01, Dunn’s post hoc Test:
PAPaqut/PAP e p>0,05, PAPqu/Kontrollen: p<0,001, PAP;yeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Bezogen auf das Koérpergewicht in kg ist die ausgewaschene Gesamtproteinmenge
der adulten PAP Patienten gegenuber den juvenilen PAP Patienten nicht signifikant
erhoht, jedoch die absolut ausgespulte Menge an Protein schon. Die ausgespulte
Proteinmenge der adulten und juvenilen PAP Patienten war gegenutber den
Kontrollpatienten sowohl absolut als auch bezogen auf das Koérpergewicht in kg
signifikant erhoht. Die rechte und linke Lungenseite unterschieden sich nicht

signifikant.

Um die Konzentrationsunterschiede besser differenzieren zu konnen, und den
Vergleich mit den Kontrollpatienten miteinbeziehen zu konnen wurden der Pool und
die Halblungenlavagen getrennt dargestellt. Die Poolfraktion war definiert als die 2.
bis 4. BAL Portion, die initial zu Beginn jeder Lavage standardisiert mit Portionen von
je 1mil/kg Korpergewicht durchgefiihrt wurde. Somit bestanden zwischen den
einzelnen Patienten keine technischen Unterschiede hinsichtlich der BAL
Durchfuhrung.
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Abb. 11l.LA.1.1.2.3.: Proteinmenge der diagnostische BAL (Pool), die mittels BAL aus der rechten (R)
bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der
Proteinmenge der Spulflissigkeit eines Pools einer Lungenseite in pg. PAP adult
entspricht 9 Pools der Patienten A01-A06. CON entspricht der Proteinmenge des
Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis
Test: p<0,0001, Dunn's post hoc Test: PAPaqui/PAPweni: p<0,01,
PAP qu/Kontrollen:  p<0,001, PAPj,en/Kontrollen: p<0,001. Einzelwerte und
Statistik im Anhang.
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Abb. 1lIl.A.1.1.2.4.: Proteinmenge der diagnostische BAL (Pool) bezogen auf das Kérpergewicht in kg,
die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen
wurde. Ein Symbol entspricht der Proteinmenge der Spulflissigkeit eines Pools
einer Lungenseite in pg/kg. PAP adult entspricht 9 Pools der Patienten A01-A06.
CON entspricht der Proteinmenge pro kg Korpergewicht des Pools der
Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test:
p<0,0001, Dunn’s post hoc Test: PAPaqu/PAP;yeni: P>0,05, PAP 4 /Kontrollen:
p<0,001, PAPjeni/Kontrollen: p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Die ausgespulte Gesamtproteinmenge des Pools der adulten PAP Patienten ist,
bezogen auf das Kdérpergewicht gegentber den juvenilen Patienten, nicht signifikant
erhoht. Betrachtet man allerdings die absolute Proteinmenge, zeigen die adulten
Patienten signifikant hohere Werte. Samtliche PAP Patienten hatten in der Pool
Fraktion gegenuber den Kontrollpatienten stark erhdohte Gesamtproteinwerte. Die

rechte und linke Lungenseite der Patienten unterschieden sich nicht signifikant.
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Abb. 111.LA.1.1.1.5.: Proteinmenge der therapeutischen BAL (Flaschen), die mittels BAL aus der
rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol
entspricht der Proteinmenge der Spllflissigkeit einer Halblungenlavage einer
Lungenseite in g. PAP adult entspricht 9 Halblungenlavagen der Patienten A01-
A06. CON entspricht der Proteinmenge der Pools der Kontrollpatienten C01-C10.
Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test:
PAP ut/ PAPweni:  p<0,01, PAP.qu/Kontrollen:  p<0,001, PAPj,eni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lllLA.1.1.1.6.: Proteinmenge der therapeutischen BAL (Flaschen) bezogen auf das
Korpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der Proteinmenge der
Spllflissigkeit einer Halblungenlavage einer Lungenseite in mg/kg. PAP adult
entspricht 9 Halblungenlavagen der Patienten A01-A06. CON entspricht der
Proteinmenge pro kg Koérpergewicht der Pools der Kontrollpatienten C01-C10.
Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test:
PAPu/PAPweni:  p>0,05, PAP.q/Kontrollen:  p<0,01, PAPjyeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang

Die absolut ausgewaschene Proteinmenge der Halblungenlavagen der juvenilen
PAP Patienten war gegenuber den adulten Patienten bezogen auf das
Kdrpergewicht nicht erhdht, nur in der absoluten Betrachtung ergaben sich fur die
adulten Patienten erhohte Werte. Juvenile und adulte Patienten zeigten in beiden
Darstellungsweisen signifikant erhdhte Werte gegenliber den Kontrollpatienten. Die

rechte und linke Lungenseite der Patienten unterschieden sich nicht signifikant.
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Zusammenfassung Gesamtgehaltsanalyse Protein

> Konzentration:

- Juvenile und adulte PAP Patienten zeigten, absolut betrachtet, die
gleiche Proteinkonzentration in der Gesamtlavage. Auf das
Korpergewicht bezogen, waren die Proteinkonzentrationen der
juvenilen Patienten signifikant erhoht.

- Die Konzentration war bei allen PAP Patienten gegeniiber den
Kontrollen signifikant erhoht. Nur bezogen auf das Korpergewicht
hatten die adulten Patienten die gleich Proteinkonzentration in der BAL
wie die Kontrollen.

- Die getrennte Darstellung der Pool Fraktion und der Halblungenlavage
zeigte das gleiche Ergebnis wie die gesamte Lavage.

- Rechte und linke Lungenseite unterscheiden sich nicht signifikant.

» Gesamtmenge:
- Bei adulten PAP Patienten wurde insgesamt mehr Protein aus der
Lunge gespiilt als bei juvenilen Patienten. Es gab jedoch bezogen auf
das Korpergewicht keine Unterschiede.

- Bei adulten und juvenilen PAP Patienten wurde gegenuber den
Kontrollpatienten signifikant mehr Protein aus der Lunge gespliilt.

- Die getrennte Darstellung der Pool Fraktion und der Halblungenlavage
zeigte das gleiche Ergebnis wie die gesamte Lavage.

- Rechte und linke Lungenseite unterscheiden sich nicht signifikant.
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llLA.1.2. Phospholipide
I1.LA.1.2.1. Konzentration

Es wurden die bronchoalveolaren Lavagen von 4 juvenilen und 4 adulten PAP
Patienten hinsichtlich ihrer Phospholipidkonzentration und der Phospholipid-
konzentration bezogen auf das Korpergewicht untersucht und mit 10 gesunden

Kontrollpatienten und einem Patienten mit Cholesterolpneumonitis verglichen.
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Abb. lll.A.1.2.1.1.: Gesamtphospholipidkonzentration (diagnostische und therapeutische BAL), die
mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde.
Ein Symbol entspricht der Phospholipidkonzentration der gesamten Spilflissigkeit
einer Lungenseite in pg/ml. PAP adult entspricht 5 Halblungenlavagen der
Patienten AO01-A04. CON entspricht der Konzentration des Pools der
Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test:
p=0,2525; Dunn’s post hoc Test: PAP.gu/PAPueni: p>0,05, PAP 4 /Kontrollen:
p>0,05, PAP;yenifKontrollen: p>0,05. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. llLA1.21.2.: Gesamtphospholipidkonzentration (diagnostische und therapeutische BAL)
bezogen auf das Korpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw.
linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der
Phospholipidkonzentration der gesamten Spiilflissigkeit einer Lungenseite in
pg/mi/kg Koérpergewicht. PAP  adult entspricht 5 Halblungenlavagen der
Patienten A01-A04. CON entspricht der Konzentration je kg Kdrpergewicht des
Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-
Wallis Test: p=0,0029, Dunn’s post hoc Test PAP.qu/PAPjueni: p<0,01,
PAPqu/Kontrollen: p>0,05, PAPj,.eni/Kontrollen: p>0,05. Einzelwerte und
Statistik im Anhang.

Bezogen auf das Korpergewicht in kg ist die Gesamtphospholipidkonzentration der
juvenilen PAP Patienten gegenlber den adulten PAP Patienten signifikant erhoht.
Betrachtet man allerdings die Gesamtkonzentration, gibt es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den juvenilen und adulten PAP Patienten. Samtliche PAP
Patienten hatten gegentber Kontrollpatienten keine erhdhten Werte. Die rechte und
linke Lungenseite unterschieden sich nicht signifikant.

Um die Konzentrationsunterschiede besser differenzieren zu kénnen und den
Vergleich mit den Kontrollpatienten mit einbeziehen zu kénnen, wurden der Pool und
die Halblungenlavagen getrennt dargestellt. Die Poolfraktion war definiert als die 2.
bis 4. BAL Portion, die initial zu Beginn jeder Lavage standardisiert mit Portionen von
je 1mil/kg Korpergewicht durchgefiihrt wurde. Somit bestanden zwischen den
einzelnen Patienten keine technischen Unterschiede hinsichtlich der BAL

Durchfuhrung.
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Abb. 1ll.A.1.2.1.3.: Phospholipidkonzentration der diagnostische BAL (Pool), die mittels BAL aus der

Phospholipid (ug/ml/kg)
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rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol
entspricht der Phospholipidkonzentration der Spiulflissigkeit eines Pools einer
Lungenseite in ug/ml. PAP adult entspricht 5 Pools der Patienten A01-A04. CON
entspricht der Konzentration des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane
sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p=0,7241, Dunn’s post hoc Test:
PAP 34ut/ PAPjweni: p>0,05, PAPqy/Kontrollen: p>0,05, PAP;yeni/Kontrollen: p>0,05.
Einzelwerte und Statistik im Anhang
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Abb. 11l.LA.1.2.1.4.: Phospholipidkonzentration der diagnostische BAL (Pool) bezogen auf das

Kérpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite ausgewaschen  wurde. Ein Symbol entspricht  der
Phospholipidkonzentration der Spiilflissigkeit eines Pools einer Lungenseite in
pg/ml/kg. PAP adult entspricht 5 Pools der Patienten A01-A04. CON entspricht der
Konzentration pro kg Koérpergewicht des Pools der Kontrollpatienten C01-C10.
Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p=0,1030, Dunn’s post hoc Test:
PAP aqut/ PAPjweni: p>0,05, PAP 4y /Kontrollen: p>0,05, PAP;yeni/Kontrollen: p>0,05.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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In der Phospholipidkonzentration des Pools zeigen sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den dargestellten Gruppen. Die rechte und linke Lungenseite

der Patienten unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant.
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Abb. 111.A.1.2.1.5.: Phospholipidkonzentration der therapeutischen BAL (Flaschen), die mittels BAL
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aus der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol
entspricht der Phospholipidkonzentration der Spuilflissigkeit einer
Halblungenlavage einer Lungenseite in pg/ml. PAP adult entspricht 5
Halblungenlavagen der Patienten A01-A04. CON entspricht der Konzentration der
Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis
Test: p=0,2683, Dunn's post hoc Test: PAP.qui/PAPweni: p>0,05,
PAPqu/Kontrollen: p>0,05, PAP,enilKontrollen: p>0,05. Einzelwerte und Statistik
im Anhang.
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Abb. 111.A.1.2.1.6.: Phospholipidkonzentration der therapeutischen BAL (Flaschen) bezogen auf das

Korpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der
Phospholipidkonzentration der Spdlflissigkeit einer Halblungenlavage einer
Lungenseite in pg/mi/kg. PAP adult entspricht 5 Halblungenlavagen der Patienten
A01-A04. CON entspricht der Konzentration pro kg Koérpergewicht der Pools der
Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test:
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p=0,1063, Dunn’s post hoc Test PAP.qu/PAPweni: P>0,05, PAP,q./Kontrollen:
p>0,05, PAP,eni/lKontrollen: p>0,05. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

In der Phospholipidkonzentration der Halblungenlavagen zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den dargestellten Gruppen. Die rechte und linke

Lungenseite der Patienten unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant.

llLA.1.2.2. Gesamtmenge

Zur Bestimmung der Gesamtphospholipidmenge, welche bei Ganzlungenlavagen
von PAP Patienten aus der Lunge gespult wird, wurden 4 juvenile und 4 adulte
Patienten daraufhin untersucht. Die Ergebnisse wurden mit 10 gesunden
Kontrollpatienten und einem Patienten mit Cholesterolpneumonitis verglichen. Die
Gesamtproteinmenge in ug wurde als Produkt der Proteinkonzentration der

Einzelflaschen mit den Volumina der Einzelflaschen ermittelt.
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Abb. 11l.LA.1.2.2.1.: Gesamtphospholipidmenge (diagnostische und therapeutische BAL), die mittels
BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein
Symbol entspricht der Phospholipidmenge der gesamten Spilflissigkeit einer
Lungenseite in ug. PAP adult entspricht 5 Halblungenlavagen der Patienten A01-
AO04. CON entspricht der Konzentration des Pools der Kontrollpatienten C01-C10.
Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test
PAPqut/PAPjweni:  p<0,01,  PAP.qu/Kontrollen:  p<0,001, PAP;yeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 111.LA.1.2.2.2.: Gesamtphospholipidmenge (diagnostische und therapeutische BAL) bezogen auf
das Korpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der Phospholipidmenge
der gesamten Spulflissigkeit einer Lungenseite in pg/kg Kérpergewicht. PAP adult
entspricht 5 Halblungenlavagen der Patienten A01-A06. CON entspricht der
Phospholipidmenge je kg Korpergewicht des Pools der Kontrollpatienten C01-C10.
Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test
PAPaut/PAPweni:  p>0,05, PAP qu/Kontrollen:  p<0,01, PAP;yeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Bei adulten PAP Patienten wurde insgesamt mehr Phospholipid aus der Lunge
gespult, als bei juvenilen Patienten. Bezogen auf das Korpergewicht gab es jedoch
keine Unterschiede. Die ausgespulte Phospholipidmenge der adulten und juvenilen
PAP Patienten war jedoch gegenuber den Kontrollpatienten sowohl absolut als auch
bezogen auf das Korpergewicht in kg signifikant erhoht. Die rechte und linke

Lungenseite unterschieden sich nicht signifikant.

Um die Konzentrationsunterschiede besser differenzieren zu kdénnen und den
Vergleich mit den Kontrollpatienten miteinbeziehen zu kénnen, wurden der Pool und
die Halblungenlavagen getrennt dargestellt. Die Poolfraktion war definiert als die 2.
bis 4. BAL Portion, die initial zu Beginn jeder Lavage standardisiert mit Portionen von
je 1mil/kg Korpergewicht durchgefihrt wurde. Somit bestanden zwischen den
einzelnen Patienten keine technischen Unterschiede hinsichtlich der BAL

Durchfuhrung.
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Abb. 111.A.1.2.2.3.: Phospholipidmenge der diagnostische BAL (Pool), die mittels BAL aus der rechten

Phospholipid (pg/kg)
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(R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der
Phospholipidmenge der Spiilflissigkeit eines Pools einer Lungenseite in ug. PAP
adult entspricht 5 Pools der Patienten A01-A04. CON entspricht der
Phospholipidmenge des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p=0,0308, Dunn’s post hoc Test:
PAP 2qut/ PAPjvenii: p<0,05, PAP 4 /Kontrollen: p<0,05, PAP;yeni/Kontrollen: p>0,05.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 111.LA.1.2.2.4.: Phospholipidmenge der diagnostische BAL (Pool) bezogen auf das Korpergewicht

in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite
ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der Phospholipidmenge der
Spulflissigkeit eines Pools einer Lungenseite in pug/kg. PAP adult entspricht 5
Pools der Patienten A01-A04. CON entspricht der Phospholipidmenge pro kg
Kérpergewicht des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p=0,7410, Dunn’'s post hoc Test
PAP 34ut/ PAPjweni: p>0,05, PAPqu/Kontrollen: p>0,05, PAP;yeni/Kontrollen: p>0,05.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Die ausgespulte Gesamtphospholipidmenge des Pools der adulten PAP Patienten
ist, bezogen auf das Korpergewicht gegeniber den juvenilen Patienten nicht
signifikant erhoht. Betrachtet man allerdings die absolute Phospholipidmenge, zeigen
die adulten Patienten signifikant hohere Werte. Die juvenilen PAP Patienten zeigten
in beiden Darstellungsweisen keine signifikante Differenzierung gegentber den
Kontrollen. Die adulten Patienten zeigten nur in der absoluten Darstellung gegenuber
den Kontrollen signifikant hohere Werte, auf das kg Koérpergewicht berechnet
unterschieden sie sich nicht. Die rechte und linke Lungenseite der Patienten

unterschieden sich nicht signifikant.
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Abb. lll.A.1.2.2.5.: Phospholipidmenge der therapeutischen BAL (Flaschen), die mittels BAL aus der
rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol
entspricht der Phospholipidmenge der Spiilflissigkeit einer Halblungenlavage einer
Lungenseite in ug. PAP adult entspricht 5 Halblungenlavagen der Patienten A01-
A04. CON entspricht der Phospholipidmenge der Pools der Kontrollpatienten C01-
C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc
Test: PAPqu/PAPjweni: P>0,05, PAP,4,/Kontrollen: p<0,001, PAPjyeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 11l.LA.1.2.2.6.: Phospholipidmenge der therapeutischen BAL (Flaschen) bezogen auf das
Korpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der Phospholipidmenge
der Spllflussigkeit einer Halblungenlavage einer Lungenseite in pug/kg. PAP adult
entspricht 5 Halblungenlavagen der Patienten A01-A04. CON entspricht der
Phospholipidmenge pro kg Koérpergewicht der Pools der Kontrollpatienten C01-
C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc
Test: PAPqui/PAPjweni: p>0,05, PAP.qu/Kontrollen: p<0,05, PAP;yeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Sowohl die absolut ausgewaschene Phospholipidmenge als auch die
Phospholipidmenge, berechnet auf das Korpergewicht, war bei juvenilen PAP
Patienten und adulten PAP Patienten nicht signifikant unterschiedlich. Juvenile und
adulte Patienten zeigten in beiden Darstellungsweisen signifikant erhohte Werte
gegenuber den Kontrollpatienten. Die rechte und linke Lungenseite der Patienten

unterschieden sich nicht signifikant.
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Zusammenfassung Gesamtgehaltsanalyse Phospholipid

> Konzentration:

- Juvenile PAP Patienten haben, auf das Korpergewicht bezogen,
gegeniiber den adulten Patienten signifikant erhohte Phospholipid-
konzentrationen in der Lavage. Wird allerdings die Gesamt-
konzentration betrachtet, zeigen sich keine Unterschiede zwischen
adulten und juvenilen Patienten.

- Die Konzentration absolut, als auch die Konzentration auf das
Korpergewicht bezogen, war bei allen PAP Patienten gegeniiber den
Kontrollpatienten nicht signifikant erh6ht.

- Die getrennte Darstellung der Pool Fraktion und der
Halblungenlavagen zeigte zwischen den einzelnen Patienten-
gruppen keine Unterschiede.

- Rechte und linke Lungenseite unterscheiden sich nicht signifikant.

» Gesamtmenge:

- Bei adulten PAP Patienten wurde insgesamt mehr Phospholipid aus
der Lunge gespiilt, als bei juvenilen Patienten. Bezogen auf das
Korpergewicht gab es jedoch keine Unterschiede.

- Bei adulten und juvenilen PAP Patienten wurde gegeniiber den
Kontrollpatienten signifikant mehr Phospholipid aus der Lunge
gespiilt.

- Die getrennte Darstellung der Pool Fraktion und der
Halblungenlavage zeigte fiir die Halblungenlavagen das gleiche
Ergebnis. Betrachtet man allerdings den Pool, haben die adulten
Patienten absolut mehr Phospholipid in der Lunge. Bezogen auf das
Korpergewicht gab es keine Unterschiede. Bei den juvenilen
Patienten gab es keine Unterschiede zu den Kontrollen, nur die
adulten Patienten zeigten absolut berechnet gegniiber den
Kontrollen signifikant erhohte Werte.

- Rechte und linke Lungenseite unterscheiden sich nicht signifikant.
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l.A.1.3. SP-A
I1.LA.1.3.1. Konzentration

Es wurden die bronchoalveolaren Lavagen von 4 juvenilen und 3 adulten PAP
Patienten hinsichtlich ihrer SP-A Konzentration und der SP-A Konzentration bezogen
auf das Korpergewicht untersucht und mit 10 gesunden Kontrollpatienten und einem

Patienten mit Cholesterolpneumonitis verglichen.
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Abb. 1ll.A.1.3.1.1.: SP-A Konzentration (diagnostische und therapeutische BAL), die mittels BAL aus
der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol
entspricht der SP-A Konzentration der gesamten Spiilflissigkeit einer Lungenseite
in ng/ml. PAP adult entspricht 4 Halblungenlavagen der Patienten A01-A03. CON
entspricht der Konzentration des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane
sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p=0,0001; Dunn’s post hoc Test:
PAPqut/PAPjweni:  p<0,01, PAP.qu/Kontrollen:  p<0,001, PAP;yeni/Kontrollen:
p<0,01. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lll.LA.1.3.1.2.: SP-A Konzentration (diagnostische und therapeutische BAL) bezogen auf das
Korpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der SP-A
Konzentration der gesamten Spuilflissigkeit einer Lungenseite in ng/ml/kg
Kdrpergewicht. PAP adult entspricht 4 Halblungenlavagen der Patienten A01-
AO03. CON entspricht der Konzentration je kg Koérpergewicht des Pools der
Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test:
p=0,005, Dunn’s post hoc Test PAP.qu/PAPueni: P>0,05, PAP.qu/Kontrollen:
p>0,05, PAP;yeni/Kontrollen: p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Absolut war die Konzentration von SP-A bei adulten Patienten im Vergleich zu
juvenilen Patienten signifikant erhdht. Zwischen den juvenilen und adulten PAP
Patienten zeigten sich, bezogen auf das Korpergewicht in kg keine signifikanten
Konzentrationsunterschiede. Bei samtlichen PAP Patienten waren die SP-A
Konzentrationen gegenuber Kontrollpatienten signifikant erhoht, nur bezogen auf das
Korpergewicht waren die Werte der adulten Patienten ebenso hoch wie die der
Kontrollpatienten. Die rechte und linke Lungenseite unterschieden sich nicht
signifikant.

Um die Konzentrationsunterschiede besser differenzieren zu kénnen und den
Vergleich mit den Kontrollpatienten miteinbeziehen zu kénnen, wurden der Pool und
die Halblungenlavagen getrennt dargestellt. Die Poolfraktion war definiert als die 2.
bis 4. BAL Portion, die initial zu Beginn jeder Lavage standardisiert mit Portionen von
je 1ml/kg Korpergewicht durchgefuhrt wurde. Somit bestanden zwischen den
einzelnen Patienten keine technischen Unterschiede hinsichtlich der BAL

Durchfuhrung.
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Abb. 111.A.1.3.1.3.: SP-A Konzentration der diagnostische BAL (Pool), die mittels BAL aus der rechten

SP-A (ng/ml/kg)
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(R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der
SP-A Konzentration der Spiilflissigkeit eines Pools einer Lungenseite in ng/ml.
PAP adult entspricht 4 Pools der Patienten A01-A03. CON entspricht der
Konzentration des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p=0,0002, Dunn’s post hoc Test:
PAPqu/ PAPjweni:  p>0,05, PAP.q/Kontrollen:  p<0,01, PAPjyeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 111.LA.1.3.1.4.: SP-A Konzentration der diagnostische BAL (Pool) bezogen auf das Korpergewicht

in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite
ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der SP-A Konzentration der
Splflissigkeit eines Pools einer Lungenseite in ng/ml/kg. PAP adult entspricht 4
Pools der Patienten A01-A03. CON entspricht der Konzentration pro kg
Korpergewicht des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p=0,0004, Dunn’s post hoc Test:
PAPaut/PAPweni:  p>0,05, PAP qu/Kontrollen:  p>0,05, PAP;yeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

In beiden Darstellungsweisen waren zwischen den adulten und juvenilen Patienten

keine signifikanten Unterschiede feststellbar und die juvenilen Patienten hatten
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erhdhte Werte gegenuber den Kontrollpatienten. Insgesamt war die Konzentration
der adulten Patienten gegenlber den Kontrollpatienten erhdht, jedoch bezogen auf
das Korpergewicht ergaben sich keine erhohten Werte. Die rechte und linke

Lungenseite der Patienten unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant.
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Abb. 111.A.1.3.1.5.: SP-A Konzentration der therapeutischen BAL (Flaschen), die mittels BAL aus der
rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol
entspricht der SP-A Konzentration der Spiilflissigkeit einer Halblungenlavage einer
Lungenseite in ng/ml. PAP adult entspricht 4 Halblungenlavagen der Patienten
A01-A03. CON entspricht der Konzentration der Pools der Kontrollpatienten C01-
C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p=0,0002, Dunn’s post hoc
Test: PAPqut/PAPjweni: P>0,05, PAP4,/Kontrollen: p<0,001, PAPjyeni/Kontrollen:
p<0,01. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 11lLA.1.3.1.6.: SP-A Konzentration der therapeutischen BAL (Flaschen) bezogen auf das
Kérpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der SP-A Konzentration
der Spulflissigkeit einer Halblungenlavage einer Lungenseite in ng/ml/kg. PAP
adult entspricht 4 Halblungenlavagen der Patienten A01-A03. CON entspricht der
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Konzentration pro kg Korpergewicht der Pools der Kontrollpatienten C01-C10.
Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test
PAPqut/PAPweni:  P>0,05, PAP.q/Kontrollen:  p>0,05, PAPj,eni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

In beiden Darstellungsweisen waren zwischen den adulten und juvenilen Patienten
keine signifikanten Unterschiede feststellbar und die juvenilen Patienten hatten
erhdhte Werte gegenuber den Kontrollpatienten. Insgesamt war auch die
Konzentration der adulten Patienten gegentber den Kontrollpatienten erhdht, jedoch
bezogen auf das Korpergewicht ergaben sich keine erhdhten Werte. Die rechte und

linke Lungenseite der Patienten unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant.

lllLA.1.3.2. Gesamtmenge

Zur Bestimmung der gesamten SP-A Menge, welche bei Ganzlungenlavagen von
PAP Patienten aus der Lunge gespult wird, wurden 4 juvenile und 3 adulte Patienten
daraufhin untersucht. Die Ergebnisse wurden mit 10 gesunden Kontrollpatienten und
einem Patienten mit Cholesterolpneumonitis verglichen. Die SP-A Menge in ng
wurde als Produkt der Proteinkonzentration der Einzelflaschen mit den Volumina der

Einzelflaschen ermittelt.
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Abb. lll.A.1.3.2.1.: SP-A Menge (diagnostische und therapeutische BAL), die mittels BAL aus der
rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol
entspricht der SP-A Menge der gesamten Spiilflissigkeit einer Lungenseite in ng.
PAP adult entspricht 4 Halblungenlavagen der Patienten A01-A03. CON entspricht
der Konzentration des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test
PAPqut/PAPweni:  p<0,01, PAP,qu/Kontrollen:  p<0,001, PAP;yeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lllLA.1.3.2.2.: SP-A Menge (diagnostische und therapeutische BAL) bezogen auf das
Kérpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der SP-A Menge der
gesamten Spulflussigkeit einer Lungenseite in ng/kg Kérpergewicht. PAP adult
entspricht 4 Halblungenlavagen der Patienten A01-A03. CON entspricht der SP-A
Menge je kg Korpergewicht des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane
sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test
PAPaut/PAPweni:  p>0,05, PAP qu/Kontrollen:  p<0,01, PAPjyeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Bezogen auf das Koérpergewicht in kg war die gesamte ausgewaschene SP-A Menge
der adulten PAP Patienten gegenuber den juvenilen PAP Patienten nicht signifikant
erhoht. Absolut enthielten die adulten Lavagen signifikant mehr SP-A. Die
ausgespulte SP-A Menge der adulten und juvenilen PAP Patienten war jedoch
gegenuber den Kontrollpatienten sowohl absolut als auch bezogen auf das
Korpergewicht in kg signifikant erhoht. Die rechte und linke Lungenseite
unterschieden sich nicht signifikant.

Um die Konzentrationsunterschiede besser differenzieren zu kénnen und den
Vergleich mit den Kontrollpatienten miteinbeziehen zu konnen, wurden der Pool und
die Halblungenlavagen getrennt dargestellt. Die Poolfraktion war definiert als die 2.
bis 4. BAL Portion, die initial zu Beginn jeder Lavage standardisiert mit Portionen von
je 1mil/kg Korpergewicht durchgefuhrt wurde. Somit bestanden zwischen den

einzelnen Patienten keine technischen Unterschiede hinsichtlich der BAL

Durchfuhrung.
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Abb. 111.A.1.3.2.3.: SP-A Menge der diagnostische BAL (Pool), die mittels BAL aus der rechten (R)

A (ng/kg)
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bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der SP-A
Menge der Spiilflissigkeit eines Pools einer Lungenseite in ng. PAP adult
entspricht 4 Pools der Patienten A01-A03. CON entspricht der SP-A Menge des
Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis
Test: p<0,0001, Dunn's post hoc Test: PAP.qu/PAPweni: p>0,05,
PAPqu/Kontrollen: p<0,01, PAPj,eni/Kontrollen: p<0,001. Einzelwerte und Statistik
im Anhang.
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Abb. lll.A.1.3.2.4.: SP-A Menge der diagnostische BAL (Pool) bezogen auf das Kdérpergewicht in kg,

die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen
wurde. Ein Symbol entspricht der SP-A Menge der Splulflissigkeit eines Pools
einer Lungenseite in ng/kg. PAP adult entspricht 4 Pools der Patienten A01-A03.
CON entspricht der SP-A Menge pro kg Korpergewicht des Pools der
Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test:
p<0,0001, Dunn’s post hoc Test PAP.qu/PAPjueni: p>0,05, PAPqu/Kontrollen:
p<0,01, PAP;yeni/Kontrollen: p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Die ausgesplulte, gesamte SP-A Menge des Pools der adulten PAP Patienten ist in

beiden Darstellungsweisen gegentber den juvenilen Patienten nicht signifikant
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erhoht. Samtliche PAP Patienten zeigten in beiden Darstellungsweisen signifikant

héhere Werte in ihren Poolfraktionen als die Kontrollpatienten. Die rechte und linke

Lungenseite der Patienten unterschieden sich nicht signifikant.
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Abb. 1ll.A.1.3.2.5.: SP-A Menge der therapeutischen BAL (Flaschen), die mittels BAL aus der rechten

SP-A (ng/kg)

(R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der
SP-A Menge der Spiilflissigkeit einer Halblungenlavage einer Lungenseite in ng.
PAP adult entspricht 4 Halblungenlavagen der Patienten A01-A03. CON entspricht
der SP-A Menge der Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test:
PAPut/PAPjweni:  p>0,05, PAP g /Kontrollen:  p<0,001, PAPj,eni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 111.A.1.3.2.6.: SP-A Menge der therapeutischen BAL (Flaschen) bezogen auf das Kdrpergewicht

in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite
ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der SP-A Menge der Spllflissigkeit
einer Halblungenlavage einer Lungenseite in ng/kg. PAP adult entspricht 4
Halblungenlavagen der Patienten A01-A03. CON entspricht der SP-A Menge pro
kg Korpergewicht der Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,001, Dunn’s post hoc Test:
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PAPqut/PAPweni:  p>0,05, PAP.q/Kontrollen: p<0,001, PAP;yeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Sowohl die absolut ausgewaschene SP-A Menge als auch die SP-A Menge,
berechnet auf das Koérpergewicht, war zwischen juvenilen PAP Patienten und adulten
PAP Patienten nicht signifikant unterschiedlich. Juvenile und adulte Patienten zeigten
in beiden Darstellungsweisen signifikant erhdhte Werte gegenuber den
Kontrollpatienten. Die rechte und linke Lungenseite der Patienten unterschieden sich

nicht signifikant.
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Zusammenfassung Gesamtgehaltsanalyse SP-A

> Konzentration:

- Absolut war die Konzentration von SP-A bei adulten Patienten im
Vergleich zu juvenilen PAtienten signifikant erhoht. Zwischen
den juvenilen und adulten PAP Patienten zeigten sich, bezogen
auf das Korpergewicht in kg keine signifikanten Konzentrations-
unterschiede.

- Die Konzentration absolut, als auch die Konzentration auf das
Korpergewicht bezogen war bei allen PAP Patienten gegeniiber
den Kontrollpatienten signifikant erhoht. Nur bezogen auf das
Korpergewicht waren die Werte der adulten Patienten ebenso
hoch wie die, der Kontrollen.

- Die getrennte Darstellung der Pool Fraktion und der
Halblungenlavagen zeigte zwischen den einzelnen Patienten-
gruppen keine Unterschiede.

- Rechte und linke Lungenseite unterscheiden sich nicht
signifikant.

> Gesamtmenge:

- Bezogen auf das Korpergewicht in kg war die ausgewaschene
SP-A Menge der adulten PAP Patienten und der juvenilen
Patienten gleich hoch. Absolut enthielten die adulten Lavagen
signifikant mehr SP-A.

- Bei adulten und juvenilen PAP Patienten wurde gegeniiber den
Kontrollpatienten signifikant mehr SP-A aus der Lunge gespiilt.

- Die getrennte Darstellung der Pool Fraktion und der
Halblungenlavage zeigte fiir die Halblungenlavagen das gleiche
Ergebnis.

- Rechte und linke Lungenseite unterscheiden sich nicht
signifikant.
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Nn.A.1.4. SP-D
I1.LA.1.4.1. Konzentration

Es wurden die bronchoalveolaren Lavagen von 4 juvenilen und 3 adulten PAP
Patienten hinsichtlich ihrer SP-D Konzentration und der SP-D Konzentration bezogen
auf das Korpergewicht untersucht und mit 10 gesunden Kontrollpatienten und einem

Patienten mit Cholesterolpneumonitis verglichen.
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Abb. 1ll.A.1.4.1.1.: SP-D Konzentration (diagnostische und therapeutische BAL), die mittels BAL aus
der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol
entspricht der SP-D Konzentration der gesamten Spulflissigkeit einer Lungenseite
in ng/ml. PAP adult entspricht 4 Halblungenlavagen der Patienten A01-A03. CON
entspricht der Konzentration des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane
sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p=0,5836; Dunn’'s post hoc Test:
PAP 5quit/ PAPjueni: p>0,05, PAP 4 /Kontrollen: p>0,05, PAP;yeni/Kontrollen: p>0,05.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lll.LA.1.4.1.2.: SP-D Konzentration (diagnostische und therapeutische BAL) bezogen auf das
Korpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der SP-D Konzentration
der gesamten Spulflissigkeit einer Lungenseite in ng/ml/kg Koérpergewicht. PAP
adult entspricht 4 Halblungenlavagen der Patienten A01-A03. CON entspricht der
Konzentration je kg Korpergewicht des Pools der Kontrollpatienten C01-C10.
Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p=0,1044, Dunn’s post hoc Test
PAP 3qut/ PAPjweni: p>0,05, PAPqy/Kontrollen: p>0,05, PAP;yeni/Kontrollen: p>0,05.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Zwischen den juvenilen und adulten PAP Patienten zeigten sich keine signifikante
Unterschiede in der SP-D Konzentration der Lavage. Bezogen auf das
Korpergewicht zeigten sich ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede,
jedoch waren die juvenilen Werte erhoht. Die Konzentration absolut, als auch die
Konzentration auf das Korpergewicht bezogen, war bei allen PAP Patienten ebenso
hoch wie bei den Kontrollpatienten. Die rechte und linke Lungenseite unterschieden
sich nicht signifikant.

Um die Konzentrationsunterschiede besser differenzieren und den Vergleich mit den
Kontrollpatienten miteinbeziehen zu koénnen, wurden der Pool und die
Halblungenlavagen getrennt dargestellt. Die Poolfraktion war definiert als die 2. bis 4.
BAL Portion, die initial zu Beginn jeder Lavage standardisiert mit Portionen von je
1ml/kg Koérpergewicht durchgefuhrt wurde. Somit bestanden zwischen den einzelnen

Patienten keine technischen Unterschiede hinsichtlich der BAL Durchfuhrung.
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Abb. 11l.A.1.4.1.3.: SP-D Konzentration der diagnostische BAL (Pool), die mittels BAL aus der rechten

SP-D (ng/ml/kg)

(R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der
SP-D Konzentration der Spulflissigkeit eines Pools einer Lungenseite in ng/ml.
PAP adult entspricht 4 Pools der Patienten A01-A03. CON entspricht der
Konzentration des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p=0,7221, Dunn’s post hoc Test:
PAP 34ut/ PAPjweni: p>0,05, PAP 4y /Kontrollen: p>0,05, PAP;yeni/Kontrollen: p>0,05.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lll.A.1.4.1.4.: SP-D Konzentration der diagnostische BAL (Pool) bezogen auf das Kérpergewicht

in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite
ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der SP-D Konzentration der
Spilflissigkeit eines Pools einer Lungenseite in ng/ml/kg. PAP adult entspricht 4
Pools der Patienten A01-A03. CON entspricht der Konzentration pro kg
Korpergewicht des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p=0,0905, Dunn’s post hoc Test:
PAP 34ut/ PAPjeni: p>0,05, PAPqy/Kontrollen: p>0,05, PAP;yeni/Kontrollen: p>0,05.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.



Ill.A. Therapeutische Halblungenlavagen 83

Es zeigten sich in beiden Darstellungsweisen keinerlei signifikante Unterschiede
zwischen den Pools der untersuchten Gruppen. Die durchschnittliche SP-D
Konzentration der Pools war bei adulten und juvenilen PAP Patienten, sowie den

Kontrollpatienten gleich hoch. Die rechte und linke Lungenseite unterschieden sich

nicht signifikant.
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Abb. 111.A.1.4.1.5.: SP-D Konzentration der therapeutischen BAL (Flaschen), die mittels BAL aus der
rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol
entspricht der SP-D Konzentration der Spllflissigkeit einer Halblungenlavage
einer Lungenseite in ng/ml. PAP adult entspricht 4 Halblungenlavagen der
Patienten AO01-A03. CON entspricht der Konzentration der Pools der
Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test:
p=0,4891, Dunn’s post hoc Test: PAPaqu/PAPueni: p>0,05, PAP.qu/Kontrollen:
p>0,05, PAP,eni/Kontrollen: p>0,05. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lll.LA.1.4.1.6.: SP-D Konzentration der therapeutischen BAL (Flaschen) bezogen auf das
Korpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der SP-D Konzentration
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der Spiilflissigkeit einer Halblungenlavage einer Lungenseite in ng/mi/kg. PAP
adult entspricht 4 Halblungenlavagen der Patienten A01-A03. CON entspricht der
Konzentration pro kg Koérpergewicht der Pools der Kontrollpatienten C01-C10.
Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p=0,1407, Dunn’s post hoc Test
PAP 34ut/ PAPjeni: p>0,05, PAP 4y /Kontrollen: p>0,05, PAP;yeni/Kontrollen: p>0,05.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.

In der SP-D Konzentration der Halblungenlavagen zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den dargestellten Gruppen. Die rechte und linke Lungenseite

der Patienten unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant.

llLA.1.4.2. Gesamtmenge

Zur Bestimmung der gesamten SP-D Menge, welche bei Ganzlungenlavagen von
PAP Patienten aus der Lunge gespult wird, wurden 4 juvenile und 3 adulte Patienten
daraufhin untersucht. Die Ergebnisse wurden mit 10 gesunden Kontrollpatienten und
einem Patienten mit Cholesterolpneumonitis verglichen. Die SP-D Menge in ng
wurde als Produkt der Proteinkonzentration der Einzelflaschen mit den Volumina der

Einzelflaschen ermittelt.
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Abb. lll.A.1.4.2.1.: SP-D Menge (diagnostische und therapeutische BAL), die mittels BAL aus der
rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol
entspricht der SP-D Menge der gesamten Spllflissigkeit einer Lungenseite in ng.
PAP adult entspricht 4 Halblungenlavagen der Patienten A01-A03. CON entspricht
der Konzentration des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test
PAPqut/PAPjweni:  p<0,01,  PAP,qu/Kontrollen:  p<0,001, PAP;yeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lIl.LA.1.4.2.2.: SP-D Menge (diagnostische und therapeutische BAL) bezogen auf das
Korpergewicht in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L)
Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der SP-D Menge der
gesamten Spiilflissigkeit einer Lungenseite in ng/kg Koérpergewicht. PAP adult
entspricht 4 Halblungenlavagen der Patienten A01-A03. CON entspricht der SP-D
Menge je kg Korpergewicht des Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane
sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test
PAPut/PAPjweni:  pP>0,05, PAP.q/Kontrollen:  p<0,01, PAPj,eni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Die absolut ausgespullte SP-D Menge war bei adulten PAP Patienten signifikant
erhoht. Bezogen auf das Kdrpergewicht in kg und absolut war die ausgewaschene
SP-D Menge der adulten PAP Patienten gegenlber den juvenilen Patienten jedoch
nicht erhoht. Die ausgespulte SP-D Menge der adulten und juvenilen PAP Patienten
war jedoch gegenuber den Kontrollpatienten sowohl absolut, als auch bezogen auf
das Korpergewicht in kg signifikant erhdht. Die rechte und linke Lungenseite

unterschieden sich nicht signifikant.

Um die Konzentrationsunterschiede besser differenzieren zu kénnen und den
Vergleich mit den Kontrollpatienten miteinbeziehen zu kénnen, wurden der Pool und
die Halblungenlavagen getrennt dargestellt. Die Poolfraktion war definiert als die 2.
bis 4. BAL Portion, die initial zu Beginn jeder Lavage standardisiert mit Portionen von
je 1mil/kg Korpergewicht durchgefuhrt wurde. Somit bestanden zwischen den
einzelnen Patienten keine technischen Unterschiede hinsichtlich der BAL

Durchfihrung.
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Abb. 1ll.A.1.4.2.3.: SP-D Menge der diagnostische BAL (Pool), die mittels BAL aus der rechten (R)
bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der SP-D
Menge der Spiilflissigkeit eines Pools einer Lungenseite in ng. PAP adult
entspricht 4 Pools der Patienten A01-A03. CON entspricht der SP-D Menge des
Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis
Test: p=0031, Dunn’s post hoc Test: PAP 54t/ PAPjuyeni: P<0,05, PAP qu/Kontrollen:
p<0,01, PAP,eni/Kontrollen: p>0,05. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 1ll.A.1.4.2.4.: SP-D Menge der diagnostische BAL (Pool) bezogen auf das Kdérpergewicht in kg,
die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen
wurde. Ein Symbol entspricht der SP-D Menge der Spuilflissigkeit eines Pools
einer Lungenseite in ng/kg. PAP adult entspricht 4 Pools der Patienten A01-A03.
CON entspricht der SP-D Menge pro kg Korpergewicht des Pools der
Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test:
p=0,0044 Dunn’s post hoc Test PAP.q/PAPueni: P>0,05, PAPq/Kontrollen:
p>0,05, PAP;,enilKontrollen: p<0,01. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Die ausgesplulte, gesamte SP-D Menge des Pools der adulten PAP Patienten ist

insgesamt betrachtet gegenuber den juvenilen Patienten signifikant erhoht, auf das
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Korpergewicht berechnet ergaben sich jedoch keine Unterschiede. Die adulten PAP

Patienten zeigten gegenuber den Kontrollen signifikant erhéhte Werte, jedoch gab es

keine Unterschiede, als die SP-D Konzentrationen auf das Korpergewicht berechnet

wurden. Die juvenilen PAP Patienten zeigten nur pro kg Korpergewicht gegenuber

den Kontrollen signifikant héhere Werte. Die rechte und linke Lungenseite der

Patienten unterschieden sich nicht signifikant.
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Abb. 111.LA.1.4.2.5.: SP-D Menge der therapeutischen BAL (Flaschen), die mittels BAL aus der rechten

(R) bzw. linken (L) Lungenseite ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der
SP-D Menge der Spulflissigkeit einer Halblungenlavage einer Lungenseite in ng.
PAP adult entspricht 4 Halblungenlavagen der Patienten A01-A03. CON entspricht
der SP-D Menge der Pools der Kontrollpatienten CO01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,0001, Dunn’s post hoc Test:
PAPqu/ PAPweni:  p>0,05, PAP.g/Kontrollen: p<0,001, PAPjyeni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 1ll.A.1.4.2.6.: SP-D Menge der therapeutischen BAL (Flaschen) bezogen auf das Kérpergewicht
in kg, die mittels BAL aus der rechten (R) bzw. linken (L) Lungenseite
ausgewaschen wurde. Ein Symbol entspricht der SP-D Menge der Spllflissigkeit
einer Halblungenlavage einer Lungenseite in ng/kg. PAP adult entspricht 4
Halblungenlavagen der Patienten A01-A03. CON entspricht der SP-D Menge pro
kg Korpergewicht der Pools der Kontrollpatienten C01-C10. Mediane sind
eingezeichnet. Kruskal-Wallis Test: p<0,001, Dunn’s post hoc Test:
PAP qut/PAPweni:  P>0,05, PAP.q/Kontrollen:  p<0,01, PAPj,eni/Kontrollen:
p<0,001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Sowohl die absolut ausgewaschene SP-D Menge, als auch die SP-A Menge,
berechnet auf das Korpergewicht war zwischen juvenilen PAP Patienten und adulten
PAP Patienten nicht signifikant unterschiedlich. Juvenile und adulte Patienten zeigten
in beiden Darstellungsweisen signifikant erhdhte Werte gegenuber den

Kontrollpatienten. Die rechte und linke Lungenseite der Patienten unterschieden sich

nicht signifikant.
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Zusammenfassungq Gesamtgehaltsanalyse SP-D

> Konzentration:

- Zwischen den juvenilen und adulten PAP Patienten zeigten sich
keine signifikante Unterschiede in der SP-D Konzentration der
Lavage. Bezogen auf das Korpergewicht zeigten sich ebenfalls
keine statistisch signifikanten Unterschiede, jedoch waren die
juvenilen Werte erhoht.

- Die Konzentration absolut, als auch die Konzentration auf das
Korpergewicht bezogen, war bei allen PAP Patienten ebenso
hoch wie bei den Kontrollpatienten.

- Die getrennte Darstellung der Pool Fraktion und der
Halblungenlavagen zeigte zwischen den einzelnen Patienten-
gruppen keine Unterschiede.

- Rechte und linke Lungenseite unterscheiden sich nicht
signifikant.

> Gesamtmenge:

- Die absolut ausgespiilte SP-D Menge war bei adulten PAP
Patienten signifikant erhoht. Bezogen auf das Koérpergewicht in
kg und absolut war die ausgewaschene SP-D Menge der adulten
PAP Patienten gegeniiber den juvenilen Patienten jedoch nicht
erhoht.

- Bei adulten und juvenilen PAP Patienten wurde gegenuber den
Kontrollpatienten signifikant mehr SP-D aus der Lunge gespiilt.

- Die getrennte Darstellung der Pool Fraktion und der
Halblungenlavage zeigte fiir die Halblungenlavagen das gleiche
Ergebnis. Betrachtet man allerdings den Pool, haben die adulten
Patienten absolut mehr SP-D in der Lunge, bezogen auf das
Korpergewicht gab es keine Unterschiede. Bei den juvenilen
Patienten gab es nur bezogen auf das Korpergewicht signifikant
héhere Werte als die Kontrollen.

- Rechte und linke Lungenseite unterscheiden sich nicht
signifikant.
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llLA.2.
lLA.2.1.
.A.2.1.1.
.A.2.1.1.1.

Auswaschkinetik
Protein
Konzentration
Juvenile Patienten

Im Folgenden wurden die Proteinkonzentrationen der einzelnen Flaschen der

juvenilen Patienten untersucht, um die Auswaschkinetik, unabhangig von den

Auswaschvolumina, beurteilen zu konnen. Es wurde die Proteinkonzentrations-

bestimmungsmethode nach Bradford verwendet.
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Abb. llLA.2.1.1.1.1.:

Proteinkonzentrationen der einzelnen Flaschen von 20 Halblungenlavagen.
Ein Symbol entspricht der Proteinkonzentration einer abgeteilten Portion
Spulflissigkeit (ca. 500ml) in ug/ml des Patienten JO1. Mediane sind gegeben.
Einzelwerte und Statistik im Anhang
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Abb. llLA.2.1.1.1.2.

Proteinkonzentrationen der einzelnen Flaschen von 12 Halblungenlavagen.
Ein Symbol entspricht der Proteinkonzentration einer abgeteilten Portion
Spulflussigkeit (ca. 500ml) in pg/ml des Patienten J02. Mediane sind
gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Proteinkonzentrationen der einzelnen Flaschen von 2 Halblungenlavagen. Ein
Symbol entspricht der Proteinkonzentration einer abgeteilten Portion
Spulflussigkeit (ca. 500ml) in pg/ml des Patienten J03. Mediane sind
gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Jo4

Abb. llLA.2.1.1.1.4.
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Proteinkonzentrationen der einzelnen Flaschen von 2 Halblungenlavagen. Ein
Symbol entspricht der Proteinkonzentration einer abgeteilten Portion
Spulflussigkeit (ca. 500ml) in ug/ml des Patienten JO4. Mediane sind gegeben.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Far die Patienten JO01, J02 und JO4 lasst sich eine hyperbole Auswaschkinetik

erkennen. Bei dem

Patienten JO3 ist keine einheitliche Auswaschkinetik erkennbar.

Es ist zu beachten, dass die jeweiligen Pool Fraktionen eine geringere Konzentration

aufweisen als die folgende 1. Flasche. Dies liegt daran, dass die Pool Fraktion nur

zentrifugiert zur Ve

rflgung stand, was einen Konzentrationsverlust von ca. 30 %
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bedingt (siehe Material und Methoden). Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen

der rechten und linken Lungenseite.

ll.LA.2.1.1.2. Adulte Patienten
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Abb. 11lLA.2.1.1.21.:  Proteinkonzentrationen der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage.
Ein Symbol entspricht der Proteinkonzentration einer abgeteilten Portion
Spulflissigkeit (ca. 1000ml) in pg/ml des Patienten AO4. Einzelwerte und
Statistik im Anhang.
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1

Proteinkonzentrationen der einzelnen Flaschen von 2 Halblungenlavagen. Ein
Symbol entspricht der Proteinkonzentration einer abgeteilten Portion
Spulflussigkeit (ca. 1000ml) in pg/ml des Patienten A05. Einzelwerte und

Statistik im Anhang.



I11.A.2. Auswaschkinetik 93

A0G6

8000
7000 H
6000
5000 -
4000
3000 .-
2000 -
1000

Protein (ug/ml)

——-++
e . R SR S S S S

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
Flasche

Abb. 111LA.2.1.1.2.3.:  Proteinkonzentrationen der einzelnen Flaschen von 2 Halblungenlavagen. Nur
jede 2. Spulflasche war vorhanden. Ein Symbol entspricht der
Proteinkonzentration einer abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 1000ml) in
pg/ml des Patienten A06. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Bei allen 5 adulten Halblungenlavagen zeigte sich ebenfalls eine hyperbole
Auswaschkinetik, welche sich aber gleichmaRiger darstellte als bei den juvenilen

Patienten. Die rechte und linke Lungenseite unterschieden sich nicht differentiell.

.A.2.1.1.3. Cholesterolpneumonitis
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Abb. 11lLA.2.1.1.3.1.:  Proteinkonzentrationen der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage.
Ein Symbol entspricht der Proteinkonzentration einer abgeteilten Portion
Spiilflissigkeit (ca. 500ml) in pg/ml des Patienten CO01. Einzelwerte und

Statistik im Anhang.
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Der Patient mit Cholesterolpneumonitis dient als Kontrollpatient, da er als einziger
Patient ohne die endgultige Diagnose pulmonale Alveolarproteinose Uber mehrere
Spulflaschen lavagiert worden ist. Die Auswaschkinetik zeigt den gleichen Verlauf
wie die Kinetik der PAP Patienten und die Konzentration des Pools liegt unter der
Konzentration der 1. Flasche. Dies kann zum Teil damit erklart werden, dass der
Pool vor der Messung zentrifugiert wurde. Die Konzentration der 2. Flasche liegt
unter der Konzentration der 1. Flasche, was der Kinetik der PAP Patienten

entspricht.

L.A.2.1.2. Gesamtmenge je 500ml Portion
L.A.2.1.2.1. Juvenile Patienten

Im Folgenden sollte die Effektivitat der Lungenspulung anhand der Gesamtmenge an
Protein gezeigt werden, welche in den einzelnen Flaschen und der Pool Fraktion
vorhanden war. Die Werte ergaben sich aus der Multiplikation der Konzentrationen

der einzelnen Portion mit den Volumina.
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Abb. llLA.2.1.21.1.: Darstellung der Gesamtproteinmengen der einzelnen Flaschen von 20

Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der Proteinmenge in einer
abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ug des
Patienten J01. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Darstellung der Gesamtproteinmengen der einzelnen Flaschen von 12
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der Proteinmenge in einer
abgeteilten Portion Spllflussigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in pg des
Patienten J02. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Darstellung der Gesamtproteinmengen der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der Proteinmenge in einer
abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ug des
Patienten J03. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Darstellung der Gesamtproteinmengen der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der Proteinmenge in einer
abgeteilten Portion Spllflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in pg des
Patienten JO4. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

, dass die Gesamtmenge an Protein in den einzelnen Flaschen

uber die Dauer der Lavage abnimmt. Die Pool Fraktion zeigt in samtlichen

Darstellungen die geringste Menge an Protein, was darauf zuruckzufuhren ist, dass

die Pool Fraktion nur zentrifugiert gemessen wurde und der Pool zudem nur einen

Bruchteil des Volumens der Flaschen hat.
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Darstellung der Gesamtproteinmengen der einzelnen Flaschen von einer
Halblungenlavage. Ein Symbol entspricht der Proteinmenge in einer
abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 1000ml) einer Lungenseite in ug des
Patienten AO4. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Darstellung der Gesamtproteinmengen der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der Proteinmenge in einer
abgeteilten Portion Spllflissigkeit (ca. 1000ml) einer Lungenseite in pg des
Patienten A05. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

AOG6
8000000 —
__ 6000000 —
(o] —
= =
£ 4000000
Q
el
(o]
|
& 2000000- -
0 - l = - = &+ - i - =3 = —- —- —- ———
3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
Flasche

Abb. llLA.2.1.2.2.3.:

Darstellung der Gesamtproteinmengen der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der Proteinmenge in einer
abgeteilten Portion Spdlflissigkeit (ca. 1000ml) einer Lungenseite in pg des
Patienten AO6. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Bei allen 5 adulten Halblungenlavagen zeigte sich ebenfalls eine hyperbole

Auswaschkinetik, welche sich aber gleichmaliger darstellte als bei den juvenilen

Patienten. Nach einem Drittel der Lavage anderte sich die Gesamtmenge an Protein

in den Flaschen

nicht mehr signifikant. Die rechte und linke Lungenseite

unterschieden sich nicht.
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llLA.2.1.2.3. Cholesterolpneumonitis
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Abb. lll.LA.2.1.2.3.1.: Darstellung der Gesamtproteinmengen der einzelnen Flaschen von einer

Halblungenlavage. Ein Symbol entspricht der Proteinmenge in einer
abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in yg des
Patienten C0O1. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
Die Auswaschkinetik zeigt den gleichen Verlauf wie die Kinetik der PAP Patienten,
die Gesamtproteinmenge des Pools liegt unter der Gesamtmenge der 1. Flasche, da
er vor der Messung zentrifugiert wurde und das Volumen geringer war. Die
Proteingesamtmenge der 2. Flasche liegt unter der Menge der 1. Flasche, was der
Kinetik der PAP Patienten entspricht.
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.A.2.1.3. Protein % Gesamt
.A.2.1.3.1. Juvenile Patienten

Der Restproteingehalt, welcher noch in der Lunge verblieben ist nach der jeweiligen

Spulportion, wurde als nachstes graphisch dargestellit.

JO1
100 9 e
= :
= 754 :
= :
< :
o -
2 T
‘s 50 -
k)
s il
S -
o = -
b - -
8 25 EE
12 i :
0

Pool 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Flasche

Abb. lIlLA.2.1.3.1.1.: Darstellung des Restproteingehaltes, der einzelnen Flaschen von 20
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtproteinmenge, welche
noch in der Lunge zurlckbleibt in % von der anfénglich in der Lunge
vorhandenen Proteinmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lIl.LA.2.1.3.1.2.: Darstellung des Restproteingehaltes, der einzelnen Flaschen von 12
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtproteinmenge, welche
noch in der Lunge zuriickbleibt in % von der anfénglich in der Lunge
vorhandenen Proteinmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lllLA.2.1.3.1.3.: Darstellung des Restproteingehaltes, der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtproteinmenge, welche
noch in der Lunge zurlickbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen Proteinmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lllLA.2.1.3.1.4.: Darstellung des Restproteingehaltes, der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtproteinmenge, welche
noch in der Lunge zurlickbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen Proteinmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Es ist zu erkennen, dass der Restproteingehalt in % zu Beginn der Lavage starker

abnimmt als zum Ende der Lavage hin. Insgesamt jedoch zeigt sich bei allen

Patienten eine gleichmallige hyperbole Auswaschkinetik, wie bei der Darstellung der

Konzentration. Die Pool Fraktion variiert in samtlichen Darstellungen nur gering von
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100% was auf das geringe Volumen dieser Fraktion zurickzufuhren ist. Es ergaben

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Lungenseiten.

1.A.2.1.3.2. Adulte Patienten
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Abb. lIl.LA.2.1.3.2.1.: Darstellung des Restproteingehaltes, der einzelnen Flaschen von einer
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtproteinmenge, welche
noch in der Lunge zuriickbleibt in % von der anfénglich in der Lunge
vorhandenen Proteinmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lIl.LA.2.1.3.2.2.: Darstellung des Restproteingehaltes, der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtproteinmenge, welche
noch in der Lunge zurlckbleibt in % von der anfénglich in der Lunge
vorhandenen Proteinmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 1lLA.2.1.3.2.3.: Darstellung des Restproteingehaltes, der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtproteinmenge, welche
noch in der Lunge zurickbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen Proteinmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Bei den untersuchten Lavagen der adulten Patienten zeigte sich ebenfalls eine
hyperbole Auswaschkinetik. Zu Beginn der Lavage sank der Restproteingehalt
starker ab als im weiteren Verlauf der Lavage. Die rechte und linke Lungenseite

unterschieden sich nicht differentiell.

ll.LA.2.1.3.3. Cholesterolpneumonitis
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Abb. lIl.LA.2.1.3.3.1.:  Darstellung des Restproteingehaltes, der einzelnen Flaschen von einer

Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtproteinmenge, welche
noch in der Lunge zuriickbleibt in % von der anfénglich in der Lunge
vorhandenen Proteinmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Fir den Patienten mit Cholesterolpneumonitis war die gleiche Auswasch-

charakteristik festzustellen wie bei den adulten und juvenilen PAP Patienten.
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llLA.2.2. Phospholipid

.A.2.2.1. Konzentration

L.A.2.2.1.1. Juvenile Patienten

Im Folgenden wurden die Phospholipidkonzentrationen der einzelnen Flaschen der

juvenilen Patienten untersucht, um die Auswaschkinetik unabhangig von den

Auswaschvolumina beurteilen zu kdnnen.
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Abb. lll.LA.2.2.1.1.1.:  Phospholipidkonzentrationen der einzelnen Flaschen von 4 Halblungen-
lavagen. Ein Symbol entspricht der Phospholipidkonzentration einer
abgeteilten Portion Spiilflissigkeit (ca. 500ml) in ug/ml des Patienten JO1.
Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang
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Abb. 1ll.LA.2.2.1.1.2.:  Phospholipidkonzentrationen der einzelnen Flaschen von 7 Halblungen-
lavagen. Ein Symbol entspricht der Phospholipidkonzentration einer
abgeteilten Portion Spiilflissigkeit (ca. 500ml) in pg/ml des Patienten JO2.
Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Phospholipidkonzentrationen der einzelnen Flaschen von 2 Halblungen-
lavagen. Ein Symbol entspricht der Phospholipidkonzentration einer
abgeteilten Portion Spiilflissigkeit (ca. 500ml) in ug/ml des Patienten J03.
Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Phospholipidkonzentrationen der einzelnen Flaschen von 2 Halblungen-
lavagen. Ein Symbol entspricht der Phospholipidkonzentration einer
abgeteilten Portion Spilflissigkeit (ca. 500ml) in pg/ml des Patienten JO4.
Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

JO1, JO2 und JO4 Iasst sich eine hyperbole Auswaschkinetik

Patienten JO3 ist keine einheitliche Auswaschkinetik erkennbar.

dass die jeweiligen Pool Fraktionen eine geringere Konzentration

aufweisen als die folgende 1. Flasche. Dies liegt daran, dass die Pool Fraktion nur

zentrifugiert zur Verfugung stand, was einen Konzentrationsverlust von ca. 30 %
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bedingt (siehe Material und Methoden). Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen

der rechten und linken Lungenseite.

ll.LA.2.2.1.2. Adulte Patienten
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Abb. 11lLA.2.2.1.21.:  Phospholipidkonzentrationen der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage.

Ein Symbol entspricht der Phospholipidkonzentration einer abgeteilten Portion
Spiilflissigkeit (ca. 1000ml) in pg/ml des Patienten A04. Einzelwerte und
Statistik im Anhang.

Die adulte Halblungenlavage zeigte ebenfalls eine hyperbole Auswaschkinetik,

welche sich aber gleichmaRiger darstellte als bei den juvenilen Patienten.
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llLA.2.2.1.3. Cholesterolpneumonitis
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Abb. lIl.LA.2.2.1.3.1.:  Phospholipidkonzentrationen  der einzelnen  Flaschen von einer

Halblungenlavage. Ein Symbol entspricht der Phospholipidkonzentration einer
abgeteilten Portion Spulflussigkeit (ca. 500ml) in pug/ml des Patienten CO1.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Der Patient mit Cholesterolpneumonitis dient als Kontrollpatient, da er als einziger
Patient ohne die endgultige Diagnose pulmonale Alveolarproteinose uber mehrere
Spulflaschen lavagiert worden ist. Die Auswaschkinetik zeigt einen gegensatzlichen
Verlauf wie die Kinetik der PAP Patienten und die Konzentrationen der einzelnen
Spulportionen steigen an. Die hochste Phospholipidkonzentration befindet sich in der

2. Spulportion.

ll.A.2.2.2. Gesamtmenge je 500ml Portion
llLA.2.2.2.1. Juvenile Patienten

Im Folgenden sollte die Effektivitat der Lungenspulung anhand der Gesamtmenge an
Phospholipid gezeigt werden, welche in den einzelnen Flaschen und der Pool
Fraktion vorhanden war. Die Werte ergaben sich aus der Multiplikation der

Konzentrationen der einzelnen Portion mit den Volumina.
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Darstellung der Gesamtphospholipidmengen der einzelnen Flaschen von 4
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der Phospholipidmenge in einer
abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in pyg des
Patienten JO1. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Darstellung der Gesamtphospholipidmengen der einzelnen Flaschen von 7
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der Phospholipidmenge in einer
abgeteilten Portion Spiilflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in yg des
Patienten J02. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lIl.LA.2.2.2.1.3.: Darstellung der Gesamtphospholipidmengen der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der Phospholipidmenge in einer
abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in pyg des
Patienten J03. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lllLA.2.2.2.1.4.: Darstellung der Gesamtphospholipidmengen der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der Phospholipidmenge in einer
abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ug des
Patienten JO4. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Es ist zu erkennen, dass die Gesamtmenge an Phospholipid in den einzelnen
Flaschen Uber die Dauer der Lavage abnimmt. Nur der Patient JO3 zeigt kein
einheitliches Auswaschmuster. Die Pool Fraktion zeigt in samtlichen Darstellungen

die geringste Menge an Phospholipid, was darauf zurtickzuflhren ist, dass die Pool
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Fraktion nur zentrifugiert gemessen wurde und der Pool zudem nur einen Bruchteil

des Volumens der Flaschen hat.

l.LA.2.2.2.2. Adulte Patienten
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Abb. 11lLA.2.2.2.2.1.: Darstellung der Gesamtphospholipidmengen der einzelnen Flaschen von einer

Halblungenlavage. Ein Symbol entspricht der Phospholipidmenge in einer
abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 1000ml) einer Lungenseite in pug des
Patienten AO4. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Bei der adulten Halblungenlavage zeigte sich ebenfalls eine hyperbole
Auswaschkinetik, welche sich aber gleichmaRiger darstellte als bei den juvenilen
Patienten. Nach einem Drittel der Lavage anderte sich die Gesamtmenge an Protein

in den Flaschen nicht mehr signifikant.
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llLA.2.2.2.3. Cholesterolpneumonitis
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Abb. lllLA.2.2.2.3.1.: Darstellung der Gesamtphospholipidmengen der einzelnen Flaschen von einer

Halblungenlavage. Ein Symbol entspricht der Phospholipidmenge in einer
abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ug des
Patienten CO1. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Die Auswaschkinetik zeigt einen gegensatzlichen Verlauf wie die Kinetik der PAP

Patienten. Es zeigt sich ein ansteigender Gehalt der Flaschen an Phospholipiden.



I11.A.2. Auswaschkinetik 112

l.LA.2.2.3. Phospholipid % Gesamt
11.A.2.2.3.1. Juvenile Patienten

Der Restgehalt an Phospholipid, welcher nach der jeweiligen Spulportion noch in der

Lunge verblieben ist, wurde als nachstes graphisch dargestellt.
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Abb. lllLA.2.2.3.1.1.: Darstellung des Restphospholipidgehaltes, der einzelnen Flaschen von 4
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtphospholipidmenge,
welche noch in der Lunge zurtickbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen Phospholipidmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lIlLA.2.2.3.1.2.: Darstellung des Restphospholipidgehaltes, der einzelnen Flaschen von 7
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtphospholipidmenge,
welche noch in der Lunge zurtickbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen Phospholipidmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Darstellung des Restphospholipidgehaltes, der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtphospholipidmenge,
welche noch in der Lunge zurlckbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen Phospholipidmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Darstellung des Restphospholipidgehaltes, der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtphospholipidmenge,
welche noch in der Lunge zurlickbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen Phospholipidmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Es ist zu erkennen, dass der Restphospholipidgehalt in % zu Beginn der Lavage

starker abnimmt
Patienten eine gl

Konzentration. D

als zum Ende der Lavage hin. Insgesamt jedoch zeigt sich bei allen
eichmaRige hyperbole Auswaschkinetik, wie bei der Darstellung der

ie Pool Fraktion variiert in samtlichen Darstellungen nur gering von
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100%, was auf das geringe Volumen dieser Fraktion zurickzufuhren ist. Es ergaben

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Lungenseiten.

11.A.2.2.3.2. Adulte Patienten
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Abb. 11lLA.2.2.3.2.1.:  Darstellung des Restphospholipidgehaltes, der einzelnen Flaschen von einer

Halblungenlavage der rechten Lungenseite, welcher noch in der Lunge
verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtphospholipidmenge, welche
noch in der Lunge zurlckbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen Phospholipidmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Bei der untersuchten Lavage des adulten Patienten zeigte sich ebenfalls eine
hyperbole Auswaschkinetik. Zu Beginn der Lavage sank der Restproteingehalt

starker ab als im weiteren Verlauf der Lavage.
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1lLA.2.2.3.3. Cholesterolpneumonitis
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Abb. lIl.LA.2.2.3.3.1.:  Darstellung des Restphospholipidgehaltes, der einzelnen Flaschen von einer
Halblungenlavagen der rechten Lungenseite, welcher noch in der Lunge
verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der Gesamtphospholipidmenge, welche
noch in der Lunge zurlckbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen Phospholipidmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Fir den Patienten mit Cholesterolpneumonitis war die gleiche Auswasch-

charakteristik festzustellen wie bei den adulten und juvenilen PAP Patienten.
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.A.2.3. SP-A
.A.2.3.1. Konzentration
.A.2.3.1.1. Juvenile Patienten

Im Folgenden wurden die SP-A Konzentrationen der einzelnen Flaschen der
juvenilen Patienten untersucht, um die Auswaschkinetik unabhangig von den
Auswaschvolumina beurteilen zu konnen. Die SP-A Konzentrationen wurden mit
Hilfe der ELISA Technik bestimmt.
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Abb. 1llLA.2.3.1.1.1.:  SP-A Konzentrationen der einzelnen Flaschen von 6 Halblungenlavagen. Ein
Symbol entspricht der SP-A Konzentration einer abgeteilten Portion
Spulflissigkeit (ca. 500ml) in ng/ml des Patienten JO1. Mediane sind gegeben.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 1llLA.2.3.1.1.2.:  SP-A Konzentrationen der einzelnen Flaschen von 6 Halblungenlavagen. Ein
Symbol entspricht der SP-A Konzentration einer abgeteilten Portion
Spulflussigkeit (ca. 500ml) in ng/ml des Patienten J02. Mediane sind
gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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SP-A Konzentrationen der einzelnen Flaschen von 2 Halblungenlavagen. Ein
Symbol entspricht der SP-A Konzentration einer abgeteilten Portion
Spulflussigkeit (ca. 500ml) in ng/ml des Patienten J03. Mediane sind
gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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SP-A Konzentrationen der einzelnen Flaschen von 2 Halblungenlavagen. Ein
Symbol entspricht der SP-A Konzentration einer abgeteilten Portion
Spulflissigkeit (ca. 500ml) in ng/ml des Patienten JO4. Mediane sind gegeben.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.

JO1, JO2 und J04 lasst sich eine hyperbole Auswaschkinetik
Patienten J03 ist keine einheitliche Auswaschkinetik erkennbar.

dass die jeweiligen Pool Fraktionen eine geringere Konzentration

aufweisen als die folgende 1. Flasche. Dies liegt daran, dass die Pool Fraktion nur
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zentrifugiert zur Verfugung stand, was einen Konzentrationsverlust von ca. 30 %
bedingt (siehe Material und Methoden). Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen

der rechten und linken Lungenseite.

.A.2.3.1.2. Adulte Patienten

Adulte PAP Patienten wurden nicht auf ihren SP-A Gehalt in den einzelnen

Spulportionen untersucht.

.A.2.3.1.3. Cholesterolpneumonitis
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Abb. 1lLA.2.3.1.3.1.:  SP-A Konzentrationen der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage.

Ein Symbol entspricht der SP-A Konzentration einer abgeteilten Portion
Spilflissigkeit (ca. 500ml) in ng/ml des Patienten C01. Einzelwerte und
Statistik im Anhang.

Der Patient mit Cholesterolpneumonitis dient als Kontrollpatient, da er als einziger
Patient ohne die endgultige Diagnose pulmonale Alveolarproteinose Uber mehrere
Spulflaschen lavagiert worden ist. Die Auswaschkinetik zeigt einen gegensatzlichen
Verlauf wie die Kinetik der PAP Patienten und die Konzentrationen der einzelnen
Spulportionen steigen an. Die hochste SP-A Konzentration befindet sich in der 2.

Spulportion.

ll.LA.2.3.2. Gesamtmenge je 500ml Portion
llLA.2.3.2.1. Juvenile Patienten

Im Folgenden sollte die Effektivitat der Lungensplilung anhand der Gesamtmenge an

SP-A gezeigt werden, welche in den einzelnen Flaschen und der Pool Fraktion
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vorhanden war. Die Werte ergaben sich aus der Multiplikation der Konzentrationen

der einzelnen Portion mit den Volumina.
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Abb. lllLA.2.3.2.1.1.: Darstellung der gesamten SP-A Menge der einzelnen Flaschen von 6
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der SP-A Menge in einer
abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ng des
Patienten JO1. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lIl.LA.2.3.2.1.2.: Darstellung der gesamten SP-A Menge der einzelnen Flaschen von 6
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der SP-A Menge in einer
abgeteilten Portion Spulflussigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ng des
Patienten J02. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lIl.LA.2.3.2.1.3.: Darstellung der gesamten SP-A Menge der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der SP-A Menge in einer
abgeteilten Portion Spllflussigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ng des
Patienten J03. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lllLA.2.3.2.1.4.: Darstellung der gesamten SP-A Menge der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der SP-A Menge in einer
abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ng des
Patienten JO4. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Es ist zu erkennen, dass die Gesamtmenge an SP-A in den einzelnen Flaschen Uber
die Dauer der Lavage abnimmt. Nur der Patient JO3 zeigt kein einheitliches

Auswaschmuster. Die Pool Fraktion zeigt in samtlichen Darstellungen die geringste
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Menge an SP-A, was darauf zuruckzufuhren ist, dass die Pool Fraktion nur
zentrifugiert gemessen wurde und der Pool zudem nur einen Bruchteil des Volumens

der Flaschen hat.

1l.A.2.3.2.2. Adulte Patienten

Adulte PAP Patienten wurden nicht auf ihren SP-A Gehalt in den einzelnen

Spulportionen untersucht.

1lLA.2.3.2.3. Cholesterolpneumonitis
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Abb. lll.LA.2.3.2.3.1.: Darstellung der gesamten SP-A Menge der einzelnen Flaschen von einer
Halblungenlavage. Ein Symbol entspricht der SP-A Menge in einer abgeteilten
Portion Splflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ng des Patienten CO1.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Die Auswaschkinetik zeigt einen gegensatzlichen Verlauf wie die Kinetik der PAP

Patienten. Es zeigt sich ein ansteigender Gehalt der Flaschen an SP-A.
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.A.2.3.3. SP-A% Gesamt
11.A.2.3.3.1. Juvenile Patienten

Der Restgehalt an SP-A, welcher nach der jeweiligen Spulportion noch in der Lunge

verblieben ist, wurde als nachstes graphisch dargestelit.
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Abb. llLA.2.3.3.1.1.:  Darstellung des Restgehaltes an SP-A, der einzelnen Flaschen von 6
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der gesamten SP-A Menge,
welche noch in der Lunge zurtickbleibt in % von der anfénglich in der Lunge
vorhandenen SP-A Menge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lllLA.2.3.3.1.2.: Darstellung des Restgehaltes an SP-A, der einzelnen Flaschen von 6
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der gesamten SP-A Menge,
welche noch in der Lunge zuriickbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen SP-A Menge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Darstellung des Restgehaltes an SP-A, der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der gesamten SP-A Menge,
welche noch in der Lunge zurtckbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen SP-A Menge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Darstellung des Restgehaltes an SP-A, der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der gesamten SP-A Menge,
welche noch in der Lunge zuriickbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen SP-A Menge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Es ist zu erkennen, dass der Restgehalt an SP-A in % zu Beginn der Lavage starker

abnimmt als zum Ende der Lavage hin. Insgesamt jedoch zeigt sich bei allen

Patienten eine gleichmallige hyperbole Auswaschkinetik, wie bei der Darstellung der

Konzentration. Die Pool Fraktion variiert in samtlichen Darstellungen nur gering von
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100%, was auf das geringe Volumen dieser Fraktion zurickzufuhren ist. Es ergaben

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Lungenseiten.

11.A.2.3.3.2. Adulte Patienten

Adulte PAP Patienten wurden nicht auf ihren SP-A Gehalt in den einzelnen

Spulportionen untersucht.

1lLA.2.3.3.3. Cholesterolpneumonitis
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Abb. lIl.LA.2.3.3.3.1.:  Darstellung des Restgehaltes an SP-A, der einzelnen Flaschen von einer

Halblungenlavagen der rechten Lungenseite, welcher noch in der Lunge
verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der gesamten SP-A Menge, welche noch
in der Lunge zurlckbleibt in % von der anfanglich in der Lunge vorhandenen
SP-A Menge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Fir den Patienten mit Cholesterolpneumonitis war die gleiche Auswasch-

charakteristik festzustellen wie fir die adulten und juvenilen PAP Patienten.
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.A.2.4. SP-D
.A.2.4.1. Konzentration
.A.2.4.1.1. Juvenile Patienten

Im Folgenden wurden die SP-D Konzentrationen der einzelnen Flaschen der
juvenilen Patienten untersucht, um die Auswaschkinetik, unabhangig von den
Auswaschvolumina beurteilen zu kénnen. Die SP-D Konzentrationen wurden mit
Hilfe der ELISA Technik bestimmt.
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Abb. lllLA.2.4.1.1.1.:  SP-D Konzentrationen der einzelnen Flaschen von 11 Halblungenlavagen. Ein
Symbol entspricht der SP-D Konzentration einer abgeteilten Portion
Spulflissigkeit (ca. 500ml) in ng/ml des Patienten JO1. Mediane sind gegeben.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lllLA.2.41.1.2.: SP-D Konzentrationen der einzelnen Flaschen von 6 Halblungenlavagen. Ein
Symbol entspricht der SP-D Konzentration einer abgeteilten Portion
Spulflussigkeit (ca. 500ml) in ng/ml des Patienten J02. Mediane sind
gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lllLA.2.4.1.1.3.: SP-D Konzentrationen der einzelnen Flaschen von 2 Halblungenlavagen. Ein
Symbol entspricht der SP-D Konzentration einer abgeteilten Portion
Spulflussigkeit (ca. 500ml) in ng/ml des Patienten J03. Mediane sind
gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lllLA.2.4.1.1.4.: SP-D Konzentrationen der einzelnen Flaschen von 2 Halblungenlavagen. Ein
Symbol entspricht der SP-D Konzentration einer abgeteilten Portion
Spulflissigkeit (ca. 500ml) in ng/ml des Patienten JO4. Mediane sind gegeben.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Far die Patienten JO01, J02 und JO4 lasst sich eine hyperbole Auswaschkinetik
erkennen. Bei dem Patienten JO3 ist keine einheitliche Auswaschkinetik erkennbar.
Es ist zu beachten, dass die jeweiligen Pool Fraktionen eine geringere Konzentration

aufweisen als die folgende 1. Flasche. Dies liegt daran, dass die Pool Fraktion nur
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zentrifugiert zur Verfugung stand, was einen Konzentrationsverlust von ca. 30 %
bedingt (siehe Material und Methoden). Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen

der rechten und linken Lungenseite.

1.A.2.4.1.2. Adulte Patienten

Adulte PAP Patienten wurden nicht auf ihren SP-D Gehalt in den einzelnen
Spulportionen untersucht.

l.A.2.4.1.3. Cholesterolpneumonitis
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Abb. lllLA.2.4.1.3.1.:  SP-D Konzentrationen der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage.
Ein Symbol entspricht der SP-D Konzentration einer abgeteilten Portion
Spulflussigkeit (ca. 500ml) in ng/ml des Patienten C01. Einzelwerte und
Statistik im Anhang.

Der Patient mit Cholesterolpneumonitis dient als Kontrollpatient, da er als einziger
Patient ohne die endgultige Diagnose pulmonale Alveolarproteinose Uber mehrere
Spulflaschen lavagiert worden ist. Die Auswaschkinetik einen gegensatzlichen
Verlauf wie die Kinetik der PAP Patienten, die Konzentrationen der einzelnen
Spulportionen steigen an. Die hochste SP-A Konzentration befindet sich in der 2.

Spulportion.

llLA.2.4.2. Gesamtmenge je 500ml Portion
1.A.2.4.2.1. Juvenile Patienten

Im Folgenden sollte die Effektivitat der Lungenspulung anhand der Gesamtmenge an

SP-D gezeigt werden, welche in den einzelnen Flaschen und der Pool Fraktion
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vorhanden war. Die Werte ergaben sich aus der Multiplikation der Konzentrationen

der einzelnen Portion mit den Volumina.
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Abb.lllLA.2.4.2.1.1.: Darstellung der gesamten SP-D Menge der einzelnen Flaschen von 11
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der SP-D Menge in einer
abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ng des
Patienten J01. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lIlLA.2.4.2.1.2.: Darstellung der gesamten SP-D Menge der einzelnen Flaschen von 6
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der SP-D Menge in einer
abgeteilten Portion Spllflussigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ng des
Patienten J02. Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lllLA.2.4.2.1.3.: Darstellung der gesamten SP-D Menge der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der SP-D Menge in einer abgeteilten
Portion Spiilfliissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ng des Patienten JO3.
Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. lllLA.2.4.2.1.4.: Darstellung der gesamten SP-D Menge der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen. Ein Symbol entspricht der SP-D Menge in einer abgeteilten
Portion Spiilflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ng des Patienten J04.
Mediane sind gegeben. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Es ist zu erkennen, dass die Gesamtmenge an SP-D in den einzelnen Flaschen Uber
die Dauer der Lavage abnimmt. Auch der Patient JO3 zeigt ein nahezu einheitliches
Auswaschmuster. Die Pool Fraktion zeigt in samtlichen Darstellungen die geringste

Menge an SP-D, was darauf zurlckzufuhren ist, dass die Pool Fraktion nur
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zentrifugiert gemessen wurde und der Pool zudem nur einen Bruchteil des Volumens

der Flaschen hat.

l.LA.2.4.2.2. Adulte Patienten

Adulte PAP Patienten wurden nicht auf ihren SP-D Gehalt in den einzelnen

Spulportionen untersucht.

llLA.2.4.2.3. Cholesterolpneumonitis
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Abb. 1IlLA.2.4.2.3.1.: Darstellung der gesamten SP-D Menge der einzelnen Flaschen von einer

Halblungenlavage. Ein Symbol entspricht der SP-D Menge in einer abgeteilten
Portion Spulflissigkeit (ca. 500ml) einer Lungenseite in ng des Patienten CO1.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Die Auswaschkinetik zeigt einen gegensatzlichen Verlauf wie die Kinetik der PAP

Patienten. Es zeigt sich ein ansteigender Gehalt der Flaschen an SP-D.
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ll.LA.2.4.3.
ll.LA.2.4.3.1.

SP-D% Gesamt
Juvenile Patienten

Der Restgehalt an SP-D, welcher noch in der Lunge verblieben ist, nach der

jeweiligen Spulportion wurde als nachstes graphisch dargestellt.
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Darstellung des Restgehaltes an SP-D, der einzelnen Flaschen von 11
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der gesamten SP-D Menge, welche
noch in der Lunge zurickbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen SP-D Menge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 11.LA.2.4.3.1.2.:
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Darstellung des Restgehaltes an SP-D, der einzelnen Flaschen von 6
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der gesamten SP-D Menge,
welche noch in der Lunge zuriickbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen SP-D Menge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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1

Restgehalt SP-D (%)

Abb. llLA.2.4.3.1.3.:

Restgehalt SP-D (%)

Abb. llLA.2.4.3.1.4.
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Pool

Darstellung des Restgehaltes an SP-D, der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der gesamten SP-D Menge,
welche noch in der Lunge zurtckbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen SP-D Menge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

JO04
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Pool 10 11 12

Darstellung des Restgehaltes an SP-D, der einzelnen Flaschen von 2
Halblungenlavagen der linken und rechten Lungenseite, welcher noch in der
Lunge verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der gesamten SP-D Menge,
welche noch in der Lunge zuriickbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen SP-D Menge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Es ist zu erkennen, dass der Restgehalt an SP-D in % zu Beginn der Lavage starker

abnimmt als zum Ende der Lavage hin. Insgesamt jedoch zeigt sich bei allen

Patienten eine gleichmallige hyperbole Auswaschkinetik, wie bei der Darstellung der

Konzentration. Die Pool Fraktion variiert in samtlichen Darstellungen nur gering von
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100%, was auf das geringe Volumen dieser Fraktion zurickzufuhren ist. Es ergaben

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Lungenseiten.

11.LA.2.4.3.2. Adulte Patienten

Adulte PAP Patienten wurden nicht auf ihren SP-D Gehalt in den einzelnen

Spulportionen untersucht.

llLA.2.4.3.3. Cholesterolpneumonitis
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Abb. lIl.LA.2.4.3.3.1.: Darstellung des Restgehaltes an SP-D, der einzelnen Flaschen von einer

Halblungenlavagen der rechten Lungenseite, welcher noch in der Lunge
verbleibt in %. Ein Symbol entspricht der gesamten SP-D Menge, welche
noch in der Lunge zurlckbleibt in % von der anfanglich in der Lunge
vorhandenen SP-D Menge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Fir  den Patienten mit Cholesterolpneumonitis  war  die gleiche
Auswaschcharakteristik festzustellen wie fur die adulten und juvenilen PAP

Patienten.
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llLA.2.5. SP-C mittels 1D Gelelektrophorese und Immunoblot bei
Patient JO1
1lLA.2.5.1. Reduzierte Form

Das Verhalten des SP-C des Patienten JO1 wahrend einer Lavage wurde durch eine
eindimensionale Auftrennung des Pools und aller Flaschen der Ganzlungenlavage

von JO1 vom 5.6.00 dargestellt.
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Abb.lIl.LA.2.5.1.1.: Auftrennung von je 5 ug Gesamtprotein des Pools und der 6 Flaschen der JO1
Lavage vom 5.6.00 auf einem NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Proben wurden
vorher reduziert. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach
dem Blotten wurde die Membran nur mit polyklonalem r-SP-C Antikérper vom
Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Als zweiter Antikdrper wurde Peroxidase
konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) verwendet.
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Die Auftragmenge betrug jeweils 5 yg Gesamtprotein. Es ist zu erkennen, dass die

SP-C Konzentration im Verlauf der Lavage abnimmt.

11.LA.2.5.2. Nicht - reduzierte Form
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Abb.Il.LA.2.5.2.: Auftrennung von je 5 uyg Gesamtprotein des Pools und der 6 Flaschen der JO1 Lavage
vom 5.6.00 auf einem NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Proben wurden nicht vorher
reduziert. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach dem
Blotten wurde die Membran nur mit polyklonalem r-SP-C Antikérper vom Kaninchen
von Byk Gulden inkubiert. Als zweiter Antikbrper wurde Peroxidase konjugierter
AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) verwendet.

Das nicht reduzierte Gel ergibt ebenfalls eine gleichmalige Auswaschkinetik, jedoch
ist zusatzlich noch die dimere Form zu erkennen, da die intermolekularen

Didulfidbricken nicht gespalten wurden.
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llLA.2.6. Pro SP-C mittels 1D Gelelektrophorese und Immunoblot

bei Patient J01
I1.LA.2.6.1. Reduzierte Form

Das Verhalten des pro SP-C des Patienten JO1 wahrend einer Lavage wurde durch

eine eindimensionale Auftrennung des Pools und aller Flaschen der Ganzlungen-

lavage von J01 vom 5.6.00 dargestellt.
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bei 17 kDa

Pro-SP-C Bande
bei 14 kDa

Pro-SP-C Bande
bei 12 kDa
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Abb.llIl.LA.2.6.1.1.: Auftrennung von je 5 pg Gesamtprotein des Pools und der 6 Flaschen der JO1
Lavage vom 5.6.00 auf einem NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Proben wurden
vorher reduziert. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach
dem Blotten wurde die Membran erst einmal mit polyklonalem r-SP-C Antikorper
vom Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Nach deren Auswertung wurden die
Membranen mit NProSPC-C10-23 Antikérper inkubiert. Der Antikdrper ist
polyklonal, vom Kaninchen und von Byk Gulden. Als zweiter Antikdrper wurde
Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)

verwendet.
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Es lasst sich eine gleichmalige Auswaschkinetik der Proformen des SP-C des

Patienten JO1 erkennen.
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Abb.lll.LA.2.6.1.2.: Auftrennung von je 5 uyg Gesamtprotein des Pools und der 6 Flaschen der JO1
Lavage vom 5.6.00 auf einem NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Proben wurden
vorher reduziert. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach
dem Blotten wurde die Membran erst einmal mit polyklonalem r-SP-C Antikérper
vom Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Nach deren Auswertung wurden die
Membranen mit NProSPC-C10-23 Antikorper plus Peptid inkubiert. Der Antikdrper
ist polyklonal, vom Kaninchen und von Byk Gulden. Als zweiter AntikGrper wurde
Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)
verwendet.

Es erfolgte eine Inkubation mit dem NPROSP-C-C2 Antikdrper, der vorher spezifisch
mit Peptid blockiert wurde. Es zeigen sich keine Banden, d.h. die Banden in

Abbildung I11.A.2.6.1.1. sind somit spezifische pro-C Banden.
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11.LA.2.6.2. Nicht - reduzierte Form
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Abb.llIl.LA.2.6.2.1.: Auftrennung von je 5 pg Gesamtprotein des Pools und der 6 Flaschen der JO1
Lavage vom 5.6.00 auf einem NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Proben wurden
nicht reduziert. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach
dem Blotten wurde die Membran erst einmal mit polyklonalem r-SP-C Antikérper
vom Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Nach deren Auswertung wurden die
Membranen mit NProSPC-C10-23 Antikérper inkubiert. Der Antikérper ist
polyklonal, vom Kaninchen und von Byk Gulden. Als zweiter Antikdrper wurde
Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)
verwendet.

Auch in der nicht — reduzierten Form lasst sich eine gleichmafRige Auswaschkinetik

der Proformen des SP-C des Patienten JO1 erkennen.
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Abb:lll.A.2.6.2.2.: Auftrennung von je 5 pg Gesamtprotein des Pools und der 6 Flaschen der JO1
Lavage vom 5.6.00 auf einem NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Proben wurden
vorher nicht reduziert. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet.
Nach dem Blotten wurde die Membran erst einmal mit polyklonalem r-SP-C
Antikérper vom Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Nach deren Auswertung
wurden die Membranen mit NProSPC-C10-23 Antikorper plus Peptid inkubiert. Der
Antikorper ist polyklonal, vom Kaninchen und von Byk Gulden. Als zweiter
Antikérper wurde Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-
Rabbit IgG (H+L) verwendet.

Es erfolgte eine Inkubation mit dem NPROSP-C-C2 Antikdrper, der vorher spezifisch
mit Peptid blockiert wurde. Es zeigten sich keine Banden, d.h. die Banden in
Abbildung I1l.A.2.6.2.2. sind somit spezifische pro-C Banden.
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IILA.2.7. Gesamtauswaschcharakteristik mittels 2D Gelelektro-
phorese uber Silberfarbung
I1.A.2.7.1. Patient J01

Um zu erkennen, ob und in welchem Ausmal} sich die Konzentration der einzelnen
Proteine im Laufe einer BAL verandert, wurden jeweils 80 ug Gesamtprotein der
einzelnen Flaschen der BAL vom 16.4.2003 des Patienten JO1 mit Hilfe der 2D
Gelelektrophorese aufgetrennt. Zum Vergleich wurden 80 pug Gesamtprotein des

Serums des gleichen Tages durch 2D Gelelektrophorese aufgetrennt.

Serum
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Abb.llIlLA.2.7.1.1.: Auftrennung von 80 pug Serumprotein des Patienten JO1 vom 16.4.2003 mit Hilfe

der 2D Gelelektrophorese. Anschlielend wurde das Gel nach der Methode von
Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des isoelektrischen
Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in Kilodalton
angegeben.
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Abb.lIl.LA.2.7.1.2.: Auftrennung von 80 ug Gesamtprotein des Pools des Patienten JO1 vom 16.4.2003
mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. AnschlieRend wurde das Gel nach der
Methode von Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in

Kilodalton angegeben.
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1.Flasche
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Abb.Ill.LA.2.7.1.3.: Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein der 1. Flasche des Patienten JO1 vom
16.4.2003 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. AnschlieRend wurde das Gel nach
der Methode von Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben.
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Abb.lIl.A.2.7.1.4.: Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein der 2. Flasche des Patienten JO1 vom
16.4.2003 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Anschlieffend wurde das Gel nach
der Methode von Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben.
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Abb.lIl.LA.2.7.1.5.: Auftrennung von 80 ng Gesamtprotein der 3. Flasche des Patienten J01 vom
16.4.2003 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. AnschlieRend wurde das Gel nach
der Methode von Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben.
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4. Flasche
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Abb.llIlLA.2.7.1.6.: Auftrennung von 80 ng Gesamtprotein der 4. Flasche des Patienten JO1 vom
16.4.2003 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. AnschlieRend wurde das Gel nach
der Methode von Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben.

Das Muster der 2D Gelelektrophorese der Lavage ist ahnlich dem des Musters des
Serums mit Ausnahme der hochmolekularen Spots Uber 128 kDa. Wahrend des
Lavageprozesses verschwinden einige Spots, aber das allgemeine Muster bleibt
gleich. Eine Veranderung der Intensitat einzelner Proteinspots ist auf den Gelen gut
zu erkennen. Daraufhin wurde fur jedes identifizierte Protein die Intensitats-
veranderung im Laufe der Lavage dargestellt. Die Intensitat der einzelnen Spots
wurde visuell auf einer Skala von 0 bis 5 beurteilt, wobei 5 die hochste Intensitat und

0 die geringste Intensitat bedeutete.
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Abb.llIl.LA.2.7.1.7.: Auftrennung von 80 ng Gesamtprotein deé Pools des Patienten JO1 vom 16.4.2003

—

10

mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Anschlie®end wurde das Gel nach der
Methode von Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in

Kilodalton angegeben.

Spot A: | Alphakette Hamoglobin
Spot B: | Alphakette Hdmoglobin
Spot C: | Betakette Hamoglobin
Spot D: | Calgranulin A

Spot E: | Calgranulin B

Spot F: | Calgranulin B

Spot G: | nicht identifizierbar
Spot H: | Transthyretin Pracurser
Spot I: | nicht identifizierbar
Spot K: | nicht identifizierbar
Spot L: | nicht identifizierbar
Spot M: | nicht identifizierbar
Spot N: | Clara Zellen Phospholipid bindendes Protein Pracurser
Spot O: | Transferrin

Spot P:

Albumin
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Visuelle Beurteilung der Spotintensitat
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Abb.llIl.A.2.7.1.8.: Darstellung der Spotintensitat nach visueller Beurteilung.

Anhand der erstellten Intensitatsgraphen lassen sich folgende Aussagen treffen:

a) Die Spots A, B und C (Hamoglobin) sind sowohl im Serum als auch in der BAL

vorhanden und ihre Intensitat nimmt im Laufe der Lavage kontinuierlich ab.

b) Die Spots D,E und F (Calgranulin) sind nur in der BAL und nicht im Serum

vorhanden und ihre Intensitat verringert sich im Laufe der Lavage.

c) Der Spot H (Transthyrethin Pracurser) ist im Serum und in der BAL vorhanden
und seine Konzentration nimmt im Verlauf ab, ab Flasche 2 ist visuell kein

Spot mehr zu erkennen.

d) Der Spot N (Clara Zellen Phospholipid bindendes Protein Pracurser) ist im

Serum nicht zu erkennnen, sondern nur im Pool der BAL.

e) Der Spot O (Albumin) ist in unveranderlicher Intensitat sowohl im Serum als

auch in der BAL zu erkennen.

f) Der Spot P (Transferrin) liegt im Serum und in dr Bal vor, seine Intensitat

verringert sich im Lauf der Lavage.
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llLA.2.7.2. Patient J02

Um zu erkennen, ob und in welchem Ausmal} sich die Konzentration der einzelnen
Proteine im Laufe einer BAL verandert, wurden jeweils 80 ug Gesamtprotein der
einzelnen Flaschen der BAL vom 25.4.2003 des Patienten JO2 mit Hilfe der 2D
Gelelektrophorese aufgetrennt. Zum Vergleich wurden 80 pug Gesamtprotein des

Serums des gleichen Tages durch 2D Gelelektrophorese aufgetrennt.

[ 288, 2.37] My | |

Abb.llIl.LA.2.7.2.1.: Auftrennung von 80 nug Serumprotein des Patienten J02 vom 25.4.2003 mit Hilfe
der 2D Gelelektrophorese. Anschlieliend wurde das Gel nach der Methode von
Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des isoelektrischen
Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in Kilodalton
angegeben.
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Abb.llILA.2.7.2.2.: Auftrennung von 80 ug Gesamtprotein des Pools des Patienten JO2 vom 25.4.2003
mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. AnschlieRend wurde das Gel nach der
Methode von Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben.
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1.Flasche

1 1
‘il.mel 3 4 & B 7 ] q [2.24, 10.5] Fi

-128

I‘[lzzn.z.gn]rlm - = _ i

Abb.lIl.A.2.7.2.3.: Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein der 1. Flasche des Patienten JO2 vom
25.4.2003 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Anschliefend wurde das Gel nach
der Methode von Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben.
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Abb.lll.LA.2.7.2.4.: Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein der 2. Flasche des Patienten JO2 vom
25.4.2003 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Anschliefend wurde das Gel nach
der Methode von Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in

Kilodalton angegeben.
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3. Flasche
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Abb.llIl.LA.2.7.2.5.: Auftrennung von 80 ng Gesamtprotein der 3. Flasche des Patienten J02 vom
25.4.2003 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. AnschlieRend wurde das Gel nach
der Methode von Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben.
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Abb.lll.A.2.7.2.6.: Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein der 4. Flasche des Patienten JO2 vom
25.4.2003 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Anschliefend wurde das Gel nach
der Methode von Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben.
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Abb.IIlLA.2.7.2.7.: Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein der 5. Flasche des Patienten JO2 vom
25.4.2003 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. AnschlieRend wurde das Gel nach
der Methode von Heukeshoven silbergefarbt. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben.

Das Muster der 2D Gelelektrophorese der Lavage ist ahnlich dem des Musters des
Serums mit Ausnahme der hochmolekularen Spots Uber 128 kDa. Wahrend des
Lavageprozesses verschwinden einige Spots, aber das allgemeine Muster bleibt
gleich. Eine Veranderung der Intensitat einzelner Proteinspots ist auf den Gelen gut

zu erkennen.
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ll.B. Halblungenlavagen bei Perfluorcarboneinspilung
l.B.1. Gesamtgehaltsanalyse
ll.B.1.1. Protein

1.B.1.1.1. Konzentration

Bei dem Patienten J02 wurde bei 3 aufeinanderfolgenden Halblungenlavagen im
Sinne eines Heilversuches untersucht, ob eine Einspulung von Perfluorcarbon eine
positive Auswirkung auf die Auswascheffizienz hat. In der Literatur ist beschrieben
worden, dass durch das hdhere spezifische Gewicht von PFC Ablagerungen in
Bei
Patienten J02 wurde einmal nach der 6., ein anderes Mal nach der 7. und ein

tieferen Kompartimenten der Lunge besser herausgespilt werden. dem
weiteres Mal nach der 8. Spulportion jeweils 100 ml PFC in die Lunge eingespult und
anschlie3end mit der Lavage fortgefahren. Um die Veranderung der Ausspuleffizienz
beurteilen zu koénnen, wurde zunachst die mittlere Proteinkonzentration von 2

Spulflaschen vor und 4 Spulflaschen nach der PFC Einspllung miteinander

verglichen.
Proteinkonzentration (ug/ml) Portionen 5-6 (n=12)|Portionen 7-10 (n=3)| % vor PFC | % nach PFC
BALs ohne PFC 303,9 200,6 100,0 66,0
BAL mit PFC Einspulung zwischen 6. und 7. Spulportion 6474 413,0 100,0 63,8
Portionen 6-7 (n=10)|Portionen 8-11 (n=3)| % vor PFC |% nach PFC
BALs ohne PFC 218,2 191,9 100,0 87,9
BAL mit PFC Einspiilung zwischen 7. und 8. Spllportion 479,6 383,6 100,0 80,0
Portionen 7-8 (n=8)|Portionen 9-12 (n=1)| % vor PFC |% nach PFC
BALs ohne PFC 209,0 157,6 100,0 75,4
BAL mit PFC Einspulung zwischen 8. und 9. Spulportion 172,7 221,9 100,0 128,5

l.B.1.1.1.1.: Mittlere Proteinkonzentrationen jeweils 2 Flaschen vor und 4 Flaschen nach dem
jeweiligen Zeitpunkt der PFC Einspllung. Die Proteinkonzentrationen vor der
Einspulung des PFC wurde als 100% festgelegt, um die Veradnderung besser
beurteilen zu kénnen.

Bei 2 der 3 Halblungenlavagen mit PFC zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zu den Lavagen ohne PFC Einspuilung. Bei einer Lavage zeigte sich
jedoch eine starke Anhebung der Konzentration in der Flasche nach der PFC

Einspllung um 28,5%.
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lll.B.1.1.2. Gesamtmenge

Des weiteren wurden die Proteingesamtmengen der Flaschen vor und nach der PFC

Einspulung untersucht.

Proteinmenge (ug) Portion 5-6 (n=12) | Portion 7-10 (n=3) | % vor PFC | % nach PFC
BALs ohne PFC 132833,9 88517,6 100,0 66,6
BAL mit PFC Einspulung zwischen 6. und 7. Spulportion 219570,5 184072,0 100,0 83,8

Portion 6-7 (n=10) | Portion 8-11(n=3) | % vor PFC | % nach PFC
BALs ohne PFC 99514,8 92754,9 100,0 93,2
BAL mit PFC Einspuilung zwischen 7. und 8. Spulportion 192499,6 185683,0 100,0 96,5

Portion 7-8 (n=8) | Portion 9-12 (n=1) | % vor PFC | % nach PFC
BALs ohne PFC 90749,9 70766,6 100,0 78,0
BAL mit PFC Einspuilung zwischen 8. und 9. Spulportion 102321,8 119919,7 100,0 117,2

l.B.1.1.2.1.:

Mittlere Gesamtproteinmenge von jeweils 2 Flaschen vor und 4 Flaschen nach dem

jeweiligen Zeitpunkt der PFC Einspllung. Die Gesamtproteinmenge vor der
Einspllung des PFC wurde als 100% festgelegt, um die Veranderung besser

beurteilen zu kénnen.

Bei

2 der 3 Halblungenlavagen mit PFC zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zu den Lavagen ohne PFC Einspulung. Bei einer Lavage zeigte sich

jedoch eine starke Anhebung der Konzentration in der Flasche nach der PFC

Einspulung um 17,2%.

ll.B.1.2. Phospholipid

11.B.1.2.1. Konzentration

Die Untersuchung der Konzentration der Phospholipide, die lipophilen Bestandteile

der Lavage, soll die Veranderung der Auswaschcharakteristik der lipophilen

Bestandteile erkennen lassen.
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Phospholipidkonzentration (ug/ml) Portion 5-6 (n=5) | Portion 7-10 (n=3) |% vor PFC| % nach PFC
BALs ohne PFC 115,0 192,0 100,0 167,0
BAL mit PFC Einspllung zwischen 6. und 7. Spulportion 175,0 44 .4 100,0 25,4

Portion 6-7 (n=4) | Portion 8-11 (n=1) |% vor PFC| % nach PFC
BALs ohne PFC 87,5 128,9 100,0 147,3
BAL mit PFC Einspulilung zwischen 7. und 8. Spulportion 153,4 162,5 100,0 105,9

Portion 7-8 (n=3) | Portion 9-12 (n=1) |% vor PFC| % nach PFC
BALs ohne PFC 186,1 68,5 100,0 36,8
BAL mit PFC Einspulung zwischen 8. und 9. Spllportion 26,2 34,2 100,0 130,8

.B.1.2.1.1.:

Mittlere Phospholipidkonzentrationen jeweils 2 Flaschen vor und 4 Flaschen nach dem

jeweiligen Zeitpunkt der PFC Einspulung. Die Phospholipidkonzentrationen vor der
Einspllung des PFC wurde als 100% festgelegt, um die Veranderung besser

beurteilen zu konnen.

Bei 2 der 3 Halblungenlavagen mit PFC zeigten die Spulportionen nach der PFC
Einspllung stark verringerte Phospholipidkonzentrationen, einmal 40% und einmal
140% bei

Effizienzsteigerung der Auswaschung mit PFC gezeigt werden. In diesem Fall wurde

sogar weniger als ohne PFC. Nur einer Lavage konnte eine

durch PFC die ausgespllte Phospholipidkonzentration

im Vergleich zu der

durchschnittlich ohne PFC ausgespulten Phospholipidmenge um 100% gesteigert.

lll.B.1.2.2. Gesamtmenge

Des weiteren wurden die Phospholipidgesamtmengen der Flaschen vor und nach der

PFC Einspulung untersucht.

Phospholipidgesamtmenge (ug) Portion 5-6 (n=5) | Portion 7-10 (n=3) | % vor PFC % nach PFC
BALs ohne PFC 447121 81223,2 100,0 181,7
BAL mit PFC Einspulung zwischen 6. und 7. Spulportion 56600,0 18751,5 100,0 33,1

Portion 6-7 (n=4) | Portion 8-11 (n=1) | % vor PFC % nach PFC
BALs ohne PFC 36609,6 76435,8 100,0 208,8
BAL mit PFC Einspulung zwischen 7. und 8. Spulportion 51653,8 78008,7 100,0 151,0

Portion 7-8 (n=3) | Portion 9-12 (n=1) | % vor PFC % nach PFC
BALs ohne PFC 104032,3 41197,8 100,0 39,6
BAL mit PFC Einspuilung zwischen 8. und 9. Spulportion 15511,3 18797,4 100,0 121,2

.B.1.2.2.1.:

Mittlere Phospholipidkonzentrationen jeweils 2 Flaschen vor und 4 Flaschen nach dem

jeweiligen Zeitpunkt der PFC Einspilung. Die Phospholipidkonzentrationen vor der
Einspulung des PFC wurde als 100% festgelegt, um die Veranderung besser

beurteilen zu konnen.
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Bei 2 der 3 Halblungenlavagen mit PFC, zeigten die Spulportionen nach der PFC
Einspllung stark verringerte Phospholipidmengen in den Spulflaschen, einmal 50%
und einmal sogar 150% weniger als ohne PFC. Nur bei einer Lavage konnte eine
Effizienzsteigerung der Auswaschung mit PFC gezeigt werden. In diesem Fall wurde
durch PFC die ausgespulte Gesamtphospholipidmenge in den Flaschen um 21,2%

gesteigert.

11.B.2. Auswaschkinetik
1.B.2.1. Protein
l1.B.2.1.1. Konzentration

Um eventuelle Veranderungen durch PFC in der Auswaschkinetik erkennen zu
konnen, wurden die Proteinkonzentration der 3 Halblungenlavagen mit PFC

Einspulung dargestellt.
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lll.B.2.1.1.1.:  Proteinkonzentrationen der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der linken
Seite mit 100 ml PFC Einspllung nach der 6. Flasche. Ein Symbol entspricht der
Proteinkonzentration einer abgeteilten Portion Spilflissigkeit (ca. 500 ml) in ug/ml des
Patienten J02. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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lll.B.2.1.1.2.: Proteinkonzentrationen der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der
rechten Seite mit 100 ml PFC Einspulung nach der 7. Flasche. Ein Symbol entspricht
der Proteinkonzentration einer abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 500 ml) in pg/ml
des Patienten J02. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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ll.B.2.1.1.3.:  Proteinkonzentrationen der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der linken
Seite mit 100 ml PFC Einspllung nach der 8. Flasche. Ein Symbol entspricht der
Proteinkonzentration einer abgeteilten Portion Spiilflissigkeit (ca. 500 ml) in ug/ml des
Patienten J02. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Bei den beiden letzten Auswaschkinetiken lasst sich ein leichter Anstieg der
Proteinkonzentration nach der PFC Einspulung erkennen. Bei der als erstes
dargestellten Kinetik ist eine Anhebung vor der Einspulung zu beobachten, welche

nicht durch PFC beeinflusst wurde.

lll.B.2.1.2. Gesamtmenge je 500 ml Portion

Des weiteren wurde noch die Gesamtmenge an Protein in je 500 ml Portion

Spulflissigkeit untersucht.
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lll.LB.2.1.2.1.: Proteinmenge der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der linken Seite
mit 100 ml PFC Einspllung nach der 6. Flasche. Ein Symbol entspricht der
Proteinmenge einer abgeteilten Portion Spilflissigkeit (ca. 500 ml) in ug des
Patienten J02. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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lll.B.2.1.2.2.: Proteinmenge der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der rechten Seite
mit 100 ml PFC Einspllung nach der 7. Flasche. Ein Symbol entspricht der
Proteinmenge einer abgeteilten Portion Spilflissigkeit (ca. 500 ml) in pg des
Patienten J02. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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lll.B.2.1.2.3.: Proteinmenge der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der linken Seite
mit 100 ml PFC Einspllung nach der 8. Flasche. Ein Symbol entspricht der
Proteinmenge einer abgeteilten Portion Spilflissigkeit (ca. 500 ml) in pg des
Patienten J02. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Bei allen Auswaschkinetiken der Gesamtproteinmenge lasst sich ein deutlicher

Anstieg der Proteinmenge in den Spulflaschen nach der PFC Einspulung erkennen.

1ll.B.2.1.3. Protein % gesamt

Der Restproteingehalt, welcher nach der jeweiligen Spulportion noch in der Lunge

verblieben ist, wurde als nachstes graphisch dargestelit.



Il.B.  Halblungenlavagen bei Perfluorcarboneinspuilung 161

__ 100+
°\° -
5 754
=
[ -
g
® 50 -
o -
Q
% 25 " .
[ =
14 - -
0 - -
Pool 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Flasche
ll.B.2.1.3.1.: Darstellung des Restproteingehaltes, welcher noch in der Lunge verbleibt in %, der
einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der linken Seite mit 100 ml PFC
Einspllung nach der 6. Flasche des Patienten J02. Ein Symbol entspricht der
Gesamtproteinmenge, welche noch in der Lunge zuriickbleibt in % von der anfénglich
in der Lunge vorhandenen Proteinmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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l.B.2.1.3.2.: Darstellung des Restproteingehaltes, welcher noch in der Lunge verbleibt in %, der
einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der rechten Seite mit 100 ml PFC
Einspilung nach der 7. Flasche des Patienten J02. Ein Symbol entspricht der
Gesamtproteinmenge, welche noch in der Lunge zuriickbleibt in % von der anfénglich
in der Lunge vorhandenen Proteinmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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1ll.B.2.1.3.3.:

Darstellung des Restproteingehaltes, welcher noch in der Lunge verbleibt in %, der
einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der linken Seite mit 100 ml PFC
Einspllung nach der 8. Flasche des Patienten J02. Ein Symbol entspricht der
Gesamtproteinmenge, welche noch in der Lunge zuriickbleibt in % von der anfénglich
in der Lunge vorhandenen Proteinmenge. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Im Bereich der PFC Einspulung lasst sich bei allen 3 Halblungenlavagen eine leichte
"Sattelbildung, feststellen. Diese beruht darauf, dass in diesem Bereich die immer
darauffolgende Flasche mehr Protein beinhaltet, als wie es fir eine gleichmalig

abnehmende Auswaschkinetik notig ware.

l1.B.2.2. Phospholipide
11.B.2.2.1. Konzentration

Um auch eventuelle Veranderungen durch PFC in der Auswaschkinetik der lipophilen
Bestandteile erkennen zu kénnen, wurden auch die Phospholipidkonzentrationen der

3 Halblungenlavagen mit PFC Einspulung dargestellt.
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lll.B.2.2.1.1.:  Phospholipidkonzentrationen der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der
linken Seite mit 100 ml PFC Einspulung nach der 6. Flasche. Ein Symbol entspricht
der Phospholipidkonzentration einer abgeteilten Portion Spilflissigkeit (ca. 500 ml) in
pg/ml des Patienten JO2. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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lll.B.2.2.1.2.:  Phospholipidkonzentrationen der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der
rechten Seite mit 100 ml PFC Einspllung nach der 7. Flasche. Ein Symbol entspricht
der Phospholipidkonzentration einer abgeteilten Portion Spilflissigkeit (ca. 500 ml) in
pg/ml des Patienten JO2. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Phospholipidkonzentrationen der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der
linken Seite mit 100 ml PFC Einspilung nach der 8. Flasche. Ein Symbol entspricht
der Phospholipidkonzentration einer abgeteilten Portion Spilflissigkeit (ca. 500 ml) in
pg/ml des Patienten JO2. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Die Auswaschkinetik der Phospholipide erscheint unregelmaRiger als die Kinetik der

Proteinkonzentrationen. Nur bei der als zweites dargestellten Auswaschkinetik lasst

sich ein deutlicher Anstieg der Phospholipidkonzentration nach der PFC Einspulung

verzeichnen.

Die anderen Kinetiken erscheinen von der PFC Einspulung

unbeeintrachtigt.

l.B.2.2.2.

Gesamtmenge je 500 ml Portion

Des weiteren wurde noch die Gesamtmenge an Phospholipid in je 500 ml Portion

Spulflissigkeit untersucht.
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Phospholipidmenge der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der linken
Seite mit 100 ml PFC Einspllung nach der 6. Flasche. Ein Symbol entspricht der
Phospholipidmenge einer abgeteilten Portion Spilflissigkeit (ca. 500 ml) in yg des
Patienten JO2. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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ll.B.2.2.2.2.: Phospholipidmenge der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der rechten
Seite mit 100 ml PFC Einspllung nach der 7. Flasche. Ein Symbol entspricht der
Phospholipidmenge einer abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 500 ml) in yg des
Patienten J02. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

75000
S
=
T 50000
2
3 -
: -
[«X
8 25000 - .
£ = - -
m - | -

O m
Pooo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Flasche

ll.B.2.2.2.3.: Phospholipidmenge der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der linken
Seite mit 100 ml PFC Einspllung nach der 8. Flasche. Ein Symbol entspricht der
Phospholipidmenge einer abgeteilten Portion Spulflissigkeit (ca. 500 ml) in yg des
Patienten J02. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Annlich wie bei der Bestimmung der Konzentration, erkennt man auch hier, dass nur
bei der zweiten Lavage eine deutliche Anhebung der Phospholipidgesamtmenge in

den Spulflaschen nach der PFC Einsptilung zu erkennen ist.

1l.B.2.2.3. Phospholipide % gesamt

Der Restphospholipidgehalt, welcher noch in der Lunge verblieben ist, nach der

jeweiligen Spulportion, wurde als nachstes graphisch dargestellt.
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lll.B.2.2.3.1.: Darstellung des Restphospholipidgehaltes, welcher noch in der Lunge verbleibt in %,
der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der linken Seite mit 100 ml PFC
Einspilung nach der 6. Flasche des Patienten J02. Ein Symbol entspricht der
Gesamtphospholipidmenge, welche noch in der Lunge zurlckbleibt in % von der
anfanglich in der Lunge vorhandenen Phospholipidmenge. Einzelwerte und Statistik
im Anhang.
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ll.B.2.2.3.2.: Darstellung des Restphospholipidgehaltes, welcher noch in der Lunge verbleibt in %,

der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der rechten Seite mit 100 ml PFC
Einsplilung nach der 7. Flasche des Patienten J02. Ein Symbol entspricht der
Gesamtphospholipidmenge, welche noch in der Lunge zurlckbleibt in % von der
anfanglich in der Lunge vorhandenen Phospholipidmenge. Einzelwerte und Statistik
im Anhang.
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lll.B.2.2.3.3.: Darstellung des Restphospholipidgehaltes, welcher noch in der Lunge verbleibt in %,
der einzelnen Flaschen von einer Halblungenlavage der linken Seite mit 100 ml PFC
Einspllung nach der 8. Flasche des Patienten J02. Ein Symbol entspricht der
Gesamtphospholipidmenge, welche noch in der Lunge zurlckbleibt in % von der
anfanglich in der Lunge vorhandenen Phospholipidmenge. Einzelwerte und Statistik
im Anhang.

Im Bereich der PFC Einspulung lasst sich bei allen 3 Halblungenlavagen eine leichte
"Sattelbildung, feststellen. Diese beruht darauf, dass in diesem Bereich die immer
darauffolgende Flasche mehr Phospholipid beinhaltet als wie es fir eine gleichmalig

abnehmende Auswaschkinetik notig ware.
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lil.C. Biophysikalische Funktionen

Die biophysikalischen Eigenschaften der BAL wurden in den LA's mit Hilfe des
Kapillarsurfactometers ermittelt. Fur jede der untersuchten Proben wurden die Werte

% open und der Initialdruck ermittelt.

li.CA1. Pool
.C.1.1. %open

Fir zwei padiatrische (J01,J02) und einen adulten PAP Patienten (A04), sowie flr
den Patienten mit Cholesterolpneumonitis (C01) und die 10 Kontrollpatienten wurde

fur die BAL jeweils die Offenzeit der Kapillare ermittelt.

p<0,001
p<0,05
100 p>0,05 B0
- Oga
90 | | °
80+ .
70- -
60_ [ ] a
c
8
o 504 .
ES
40+
30+
20+
10 . -
0 ;. T T T
PAP,quit PAP;yvenil Cholesterolpneumonitis Kontrollen

Abb.: lll.C.1.1.1.: Darstellung des %open der BAL von einem adulten PAP Patienten (A04), zwei
juvenilen PAP Patienten (J01,J02), des Patienten mit Cholesterolpneumonitis
(C01) und 10 Kontrollpatienten. Mediane sind angegeben. Es wurde der Kruskal

Wallis Test (p<0,0005) mit anschlieRendem Dunn’s post hoc Test durchgefihrt.

Gegenuber den Kontrollen waren die Offenzeiten der Kapillaren sowohl der juvenilen
(p<0,05), als auch der adulten (p<0,001) PAP Patienten signifikant erniedrigt.

Zwischen den adulten und juvenilen Patienten ergaben sich keine signifikanten
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Unterschiede (p>0,05). Dieses Ergebnis lasst auf eine reduzierte Surfactantfunktion

der Patienten mit PAP schliel3en.

ll.C.1.2. Initial pressure

FUr zwei padiatrische (J01,J02) und einen adulten PAP Patienten (A04), sowie fur
den Patienten mit Cholesterolpneumonitis (C01) und die 10 Kontrollpatienten wurde

jeweils fur die BAL der Initialdruck der Kapillare ermittelt.

p<0,05

initial pressure (cm H,0)
T

T T T T
PAP_ 4.1t PAP; venil Cholesterolpneumonitis Kontrollen

Abb.: lll.C.1.2.1.: Darstellung des Initialdrucks der BAL von einem adulten PAP Patienten (A04),
zwei juvenilen PAP Patienten (J01,J02), des Patienten mit Cholesterolpneumonitis
(C01) und 10 Kontrollpatienten. Mediane sind angegeben. Es wurde der Kruskal
Wallis Test (p=0,0423) mit anschlieliendem Dunn’s post hoc Test durchgeflihrt.

Gegenuber den Kontrollen war der Initialdruck der juvenilen PAP Patienten (p>0,05)
nicht signifikant verandert. Gegenuber den adulten PAP Patienten ergab sich jedoch
eine signifikante Erniedrigung des Initialdrucks (p<0,05). Zwischen den adulten und

juvenilen Patienten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p>0,05). Da ein
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erhohter Initialdruck auf einen leichteren Verschlul3 der Bronchiolen schlieRen lasst,

zeigt sich bei adulten PAP Patienten eine signifikant schlechter Surfactantfunktion.

ll.C.2. Verlauf wahrend der Lavage
ll.C.2.1. % open

Um die Veranderung der Surfactantfunktion Uber den Verlauf der Lavage beurteilen
zu kdnnen, wurde von 2 juvenilen (JO1, JO2) und von 2 adulten (A04, A06) Patienten
mit PAP die Offenzeit der Kapillare als Parameter der Surfactantfunktion zu

verschiedenen Zeitpunkten der Lavage gemessen.
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Abb.: lll.C.2.1.1.: Darstellung des %open der BAL und einzelner Flaschen der Patienten JO1, JO2,
A04, AO6.

Es lasst sich keine hyperbole Kinetik, analog der anderen Lavageparameter,
erkennen. Der Wert % open zeigt Uber den Verlauf der Lavage bei den einzelnen

Flaschen keine signifikante Veranderung uber den Verlauf der Lavage.

lll.C.2.2. Initial pressure

Auch der Initialdruck wurde fur die o.g. Patienten Uber den Verlauf der Lavage

bestimmt.
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Abb.: lll.C.2.2.1.: Darstellung des initial pressure der BAL und einzelner Flaschen der Patienten JO1,
J02, A04, A0G.

Auch bei dem initialen Druck Iasst sich keine hyperbole Kinetik, wie bei den anderen
Lavageparametern, erkennen. Der initiale Druck ergibt Gber den Verlauf der Lavage
bei den einzelnen Flaschen keine erkennbare Veranderung. Die Schwankung der

Werte ist geringer als bei den Werten des % open.

lll.C.2.3. Korrelation % open zu initial pressure

Ublicherweise bedingen erniedrigte % open Werte auch erhohte Initialdruckwerte im

Kapillarsurfactometer.
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Abbildung Ill.C.2.3.1.: Streudiagramm der Korrelation des initial pressures mit den Werten % open
(Spearman p = 0,0199) mit linearer Regressionsgerade
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Der Wert p<0,0199 zeigt, dass es eine signifikante Korrelation zwischen dem
Initialdruck und der Offnungszeit der Kapillare gibt. Je niedriger die % open Werte

sind, desto hoher sind die initialen Dricke.
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lll.D. Erarbeitung einer Monitoring Methode fiir die
Auswascheffizienz einer Lavage

.D.1. Bestimmung der geeigneten Wellenlange

Um ein Hochstmal® an Empfindlichkeit zu erreichen, sollte die Absorptionsmessung
immer bei dem Absorptionsmaximum der zu bestimmenden Substanz erfolgen, da
sich im Maximum bei Konzentrationsanderungen die groften Veranderungen der
Absorption ergeben. Bei der Bestimmung des Absorptionsmaximums einer
unbekannten Substanz oder eines Substanzgemisches, wie in unserem Fall, bietet
es sich an, ein vollstandiges Absorptionsspektrum Uber den gesamten Bereich des
ultravioletten Lichtes (200nm — 400nm) und visuellen Lichtes (400nm — 800 nm)
aufzunehmen, um das Absorptionsmaximum zu bestimmen und anhand von diesem
die geeignete Wellenlange fur die quantitative Bestimmung festzulegen.

Fir die Bestimmung der Absorptionsspektren wurde ein Einstrahl-Photometer
verwendet. Es wurde bei der gleichbleibenden Temperatur von 20 °C gemessen und
destilliertes Wasser als Nullwertabgleich benutzt. Die verwendeten Kivetten waren

aus Quarz und hatten einen Lichtdurchgang von 5 mm (Abb. 111.D.1.1.).

Detektor

Kivette
(Probe)
Bustritts-
spalt

o

Dis.pe.rsio-ns—
® element Aus Frundagen der modernen UV VIS

B Snektroskgpic (HEWLETT PACKARD,
AGILENT)

Lichtauelle

Abb. 111.D.1.1.: Schematische Darstellung eines Einstrahl — Absorptionsphotometers

Zunachst wurde die Eigenabsorption des verwendeten Losungsmittels getestet. Das
Losungsmittel ist hier immer 0,9%ige Kochsalzlésung. Es wurde also ein
Absorptionsspektrum fir das Losungsmittel 0,9% NaCl mit Aqua dest. als Referenz

aufgenommen (l11.D.1.2.).
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Abb. 111.D.1.2.: Darstellung des Absorptionsspektrums einer 0,9%igen NaCl-Lésung. Auf der
Ordinate wurde die Absorption und auf der Abszisse die Wellenldnge in Nanometern
von 200 nm bis 800 nm angegeben.

Anhand des erhaltenen Absorptionsspektrums war zu erkennen, dass 0,9% ige NaCl
Losung eine Durchlassigkeitsgrenze bei 208 nm hat. Dies bedeutet, dass Mess-
Wellenlangen unterhalb von 208 nm nicht sinnvoll/mdglich sind, da die dort

vorhandene Eigenabsorption des Lésungsmittels die Messung zu stark beeinflusst.

Im Anschluf3 wurden flr den Pool und die Flaschen 1-7 der Lavage des Patienten
J02 vom 29.11.2002 Absorptionsspektren, mit 0,9%igen NaCl. Losung als Blindwert,
aufgenommen (111.D.1.3.). Bei der Auswertung der Spektren kann man erkennen, das
ihr Verlauf annahernd identisch ist und nur die Hohe der Absorption kontinuierlich
abnimmt. Die Absorption des Pools liegt zwischen der 2. und 3. Flasche, was auf die
vorgeschaltete Zentrifugation des Pools zurlickzufuhren ist. Der Verlauf der Spektren
ist nahezu identisch: Im niedrigen Wellenlangenbereich ist eine sehr hohe Absorption
erkennbar, die bei steigender Wellenlange steil abfallt. Bei 280 nm erreicht die Kurve
ihr Absorptionsmaximum. Im Wellenlangenbereich des sichtbaren Lichts (400 nm-
800 nm) beginnt die Kurve Kkontinuierlich sehr flach, linear, abzufallen. Je
konzentrierter die Proben sind, desto hoher ist ihre Absorption in allen

Wellenlangenbereichen.
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Abb. lll.D.1.3.: Darstellung der Absorptionsspektren von Pool und 1.-7. Flasche des Patienten J02
mit 0,9%iger NaCl Lésung als Referenz. Auf der Ordinate wurde die Absorption und
auf der Abszisse die Wellenlange in Nanometern von 200 nm bis 800 nm
angegeben.

Da das Photometer eine Absorptionsgrenze bei 3 aufweist, ergibt sich bei hoher

konzentrierten Proben das Problem, dass erst in einem Absorptionsbereich von

weniger als 3 sinnvolle Werte gemessen werden konnen.

Das Ziel ist, in nativen Lavagen, ohne Verdinnung, eine sinnvolle Absorption

messen zu kénnen. Um dies zu gewahrleisten, mull auch bei hoch konzentrierten
Lavagen eine Absorption unter der Messgrenze des Photometers messbar sein. Bei
Wahl einer zu geringen Wellenlange kann es maoglich sein, dass die Absorption Uber
die Messgrenze des Photometers hinaus geht, also zu hoch ist. Dies erlaubt keine
quantitative Differenzierung.

Eine mogliche Wellenlange fur die quantitative Bestimmung ware das

Absorptionsmaximum der Proteine bei 280 nm. Bei dieser Wellenlange wird
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allerdings bei hoher konzentrierten Proben die Messgrenze des Gerates
uberschritten. Auch ist bis zur 3. Flasche bei dieser Wellenlange ein starkes
Rauschen zu erkennen, welches ebenfalls keine sinnvollen Messungen erlaubt.

FUr die quantitative Abschatzung der Auswaschkinetik der Surfactantproteine und
Phospholipide wurde die Wellenlange von 405 nm gewahlt. Bei dieser Wellenlange
ist eine sinnvolle und empfindliche Messung von unverdinnten, nativen
Lavageproben Uber den gesamten MeRbereich mdglich. Die Wellenlange von
405 nm liegt im oberen Bereich des fast linear abfallenden Spektrums des
sichtbaren Lichtes (400 nm - 800 nm) und aullerhalb des Rauschens des UV
Bereiches (200 nm - 400 nm).

ll.D.2. Auswaschkinetik gemessen als optische Dichte

Um die Veranderungen der Absorption bei verschiedenen Wellenlangen des
sichtbaren Lichtes beurteilen zu kénnen, wurden im Folgenden fur die Patienten JO1
und JO2 die Absorptionswerte der gesamten Lavagen bei 405nm, 540nm und 650

nm gemessen.
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Abb. 111.D.2.1.: Absorption der einzelnen Flaschen der Lavagen von J01 bei 405nm abzlglich des
Blindwertes von 0,9% NaCl Lésung. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 111.D.2.2.: Absorption der einzelnen Flaschen der Lavagen von J02 bei 405nm abzuglich des
Blindwertes von 0,9% NaCl Lésung. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 111.D.2.3.: Absorption der einzelnen Flaschen der Lavagen von J01 bei 540nm abziiglich des
Blindwertes von 0,9% NaCl Lésung.Einzelwerte und Statistik siche Anhang.
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Abb. 111.D.2.4.: Absorption der einzelnen Flaschen der Lavagen von J02 bei 540nm abziglich des
Blindwertes von 0,9% NaCl Lésung. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Absorption (650 nm)

JOo1

0.75 -
0.50 —
0.25 - “
£t 4 daid s
0.00 BB L o R e
Pool 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Flasche

Abb. 111.D.2.5.: Absorption der einzelnen Flaschen der Lavagen von JO1 bei 650nm abziglich
des Blindwertes von 0,9% NaCl Lésung. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb. 111.D.2.6.: Absorption der einzelnen Flaschen der Lavagen von J02 bei 650nm abzlglich des
Blindwertes von 0,9% NaCl Lésung. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Anhand der Einzelwerte der Absorption kann man erkennen, dass bei einer
Wellenlange von 405 nm die hochsten Absorptionswerte abzulesen sind. Die
zweithochsten Absorptionswerte wurden bei 540 nm erhalten und die geringsten
Werte der Absorption waren bei 650 nm ablesbar. Dieser Versuch bestatigt die
Werte der Absorptionsspekiren aus Abschnitt [lI.D.1.. Des Weiteren wurde

untersucht, ob sich der Verlauf auch auf die anderen Patienten Ubertragen lasst.
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Abb. 1I1.D.2.7.: Absorption der einzelnen Flaschen der Lavagen von J01, J02, JO3, J04, AO4, AO5 und
AO06 bei 450nm abzuglich des Blindwertes von 0,9% NaCl Lésung. Einzelwerte und
Statistik im Anhang.
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Es liel} sich zeigen, dass die hyperbole Auswaschkinetik der gemessenen OD bei

allen untersuchten PAP Patienten vorhanden war.

11.D.3. Zusammenhang zwischen der Absorption und einzelnen
Surfactantparametern
ll.D.3.1. Protein

Um den Zusammenhang zwischen der Absorption und der Konzentration von
Gesamtprotein in den einzelnen Portionen der Lavagen beurteilen zu kénnen,
wurden die Medianwerte der Proteinkonzentration mit den Medianwerten der
Absorption der einzelnen Lavageportionen aufgetragen (Abb.: 111.D.3.1.1.). Anhand
dieser Abbildung lasst sich erkennen, dass beide Kurven nahezu parallel laufen. Bei
gegenuber dem vorherigen Datenpunkt erhohten Proteinkonzentrationen ist auch die
Absorption erhoht. Bei erniedrigten Proteinkonzentrationen ergeben sich auch
geringere Absorptionswerte. Dies lasst klar erkennen, dass zwischen der
Proteinkonzentration und der Absorption ein enger und direkter Zusammenhang
besteht.
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Abb.lIII.D.3.1.1.: Darstellung der Medianwerte der Proteinkonzentration der einzelnen Spulportionen
gegen die Medianwerte der Absorption der Patienten JO1 und J02. Auf der
Ordinate wurde links die Proteinkonzentration in ug/ml und rechts die Absorption
aufgetragen. Auf der Abszisse wurden die einzelnen Spillportionen aufgetragen.
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Um die Abhangigkeit der Absorption von der Proteinkonzentration genauer erkennen
zu kénnen, wurden im Folgenden die Absorptionswerte gegen die entsprechenden
Proteinkonzentrationwerte aufgetragen. Es wurden getrennte Darstellungen der
Patienten JO1 und JO2 erstellt, da die Patienten stark voneinander abweichende

Proteinkonzentrationen und Absorptionswerte haben.
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Abb.l1.D.3.1.2.: Abhangigkeit der Absorption bei 405 nm von der Proteinkonzentration, gemessen
bei 152 Wertepaaren von Patient JO1. Regressionsgerade nach Pearson ist
gegeben: r=0,5191; r’= 0,2695; p<0,0001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

JO02
6000
5000

4000

3000+

Protein (png/ml)

2000 H

1000

. " o

I
0 - T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Absorption (405 nm)

Abb.lIl.D.3.1.3.: Abhéangigkeit der Absorption bei 405 nm von der Proteinkonzentration, gemessen
bei 103 Wertepaaren von J02. Regressionsgerade nach Pearson ist gegeben: r=
0,8214; r’= 0,6747; p<0,0001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Bei beiden Patienten ergibt sich eine direkte Abhangigkeit der Absorption von der
Proteinkonzentration, d.h. Absorption und Proteinkonzentration sind zueinander
direkt proportional. Des Weiteren wurde untersucht, ob sich der Verlauf auch auf die

anderen Patienten Ubertragen lasst.
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Abb.lIl.D.3.1.4.: Abhéangigkeit der Absorption bei 405 nm von der Proteinkonzentration, gemessen
bei 103 Wertepaaren von J02. Regressionsgerade nach Pearson ist gegeben: r=
0,9136; r’= 0,8346; p<0,0001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Es liel® sich erkennen, dass sich fur die Korrelation zwischen Protein und der

optischen Dichte eine hohe Signifikanz ergab.

111.D.3.2. Phospholipid

Um den Zusammenhang zwischen der Absorption und der Konzentration der
Phospholipide in den einzelnen Portionen der Lavagen beurteilen zu kénnen, wurden
die Medianwerte der Phospholipidkonzentration mit den Medianwerten der
Absorption der einzelnen Lavageportionen aufgetragen (Abb. 111.D.3.2.1.). Anhand
dieser Abbildung lasst sich erkennen, dass beide Kurven nahezu parallel laufen. Bei
gegenuber dem vorherigen Datenpunkt erhdhten Phospholipidkonzentrationen ist
auch die Absorption erhdht. Bei erniedrigten Phospholipidkonzentrationen ergeben
sich auch geringere Absorptionswerte. Dies lasst klar erkennen, dass zwischen der

Phospholipidkonzentration und der Absorption ein Zusammenhang besteht.
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Abb.lll.D.3.2.1.: Darstellung der Medianwerte Phospholipidkonzentration der einzelnen

Spllportionen gegen die Medianwerte der Absorption der Patienten JO1 und JO2.
Auf der Ordinate wurde links die Phospholipidkonzentration in ug/ml und rechts die
Absorption aufgetragen. Auf der Abszisse wurden die einzelnen Spilportionen
aufgetragen.

Um die Abhangigkeit der Absorption von der Phospholipidkonzentration genauer

erkennen zu konnen, wurden im Folgenden die Absorptionswerte gegen die

entsprechenden Phospholipidkonzentrationwerte aufgetragen. Es wurden getrennte

Darstellungen der Patienten JO1 und J02 erstellt, da die Patienten stark voneinander

abweichende Phospholipidkonzentrationen und Absorptionswerte haben.
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Abhangigkeit der Absorption bei 405 nm von der Phospholipidkonzentration,
gemessen bei 33 Wertepaaren von JO1. Regressionsgerade nach Pearson ist
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gegeben: r= 0,09426; r’= 0,008884; p= 0,6079. Einzelwerte und Statistik im

Anhang.
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Abb.lIl.D.3.2.3.: Abhéangigkeit der Absorption bei 405 nm von der Phospholipidkonzentration,
gemessen bei 29 Wertepaaren von J02. Regressionsgerade nach Pearson ist
gegeben: r= 0,8655; r’=0,7491; p<0,0001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Bei dem Patienten JO1 ergab sich keine direkte Abhangigkeit der Absorption von der

Phospholipidkonzentration. Bei Patient JO2 ergab sich, wie bei Protein, eine direkte

Abhangigkeit der Phospholipidkonzentration von der optischen Dichte.

lll.D.3.3. SP-A

Um den Zusammenhang zwischen der Absorption und der SP-A Konzentration in
den einzelnen Portionen der Lavagen beurteilen zu kdnnen, wurden die Medianwerte
der SP-A Konzentration mit den Medianwerten der Absorption der einzelnen
Lavageportionen aufgetragen (Abb. [11.D.3.3.1.). Anhand dieser Abbildung lasst sich
erkennen, dass beide Kurven nahezu parallel laufen. Bei gegenuber dem vorherigen
Datenpunkt erhohten SP-A Konzentrationen ist auch die Absorption erhoht. Bei
erniedrigten SP-A Konzentrationen ergeben sich auch geringere Absorptionswerte.
Dies lasst klar erkennen, dass zwischen der SP-A Konzentration und der Absorption

ein ursachlicher Zusammenhang besteht.
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Abb.llI1.D.3.3.1.: Darstellung der Medianwerte SP-A Konzentration der einzelnen Spulportionen
gegen die Medianwerte der Absorption der Patienten JO1 und J02. Auf der
Ordinate wurde links die SP-A Konzentration in ug/ml und rechts die Absorption
aufgetragen. Auf der Abszisse wurden die einzelnen Spulportionen aufgetragen.

Um die Abhangigkeit der Absorption von der SP-A Konzentration genauer erkennen
zu konnen, wurden im Folgenden die Absorptionswerte gegen die entsprechenden
SP-A Konzentrationswerte aufgetragen. Es wurden getrennte Darstellungen der
Patienten JO1 und JO2 erstellt, da die Patienten stark voneinander abweichende

SP-A Konzentrationen und Absorptionswerte haben.
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Abb.lll.D.3.3.2.: Abhéangigkeit der Absorption bei 405 nm von der SP-A Konzentration, gemessen
bei 94 Wertepaaren von JO1. Regressionsgerade nach Pearson ist gegeben: r=
0,8078; r’= 0,6525; p<0,0001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb.lIl.D.3.3.3.: Abhéangigkeit der Absorption bei 405 nm von der SP-A Konzentration, gemessen
bei 42 Wertepaaren von J02. Regressionsgerade nach Pearson ist gegeben: r=
0,8661; r’= 0,7501; p<0,0001. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Bei beiden Patienten ergibt sich eine direkte Abhangigkeit der Absorption von der
SP-A Konzentration, d.h. Absorption und Proteinkonzentration sind zueinander direkt

proportional.

l.D.3.4. SP-D

Um den Zusammenhang zwischen der Absorption und der SP-D Konzentration in
den einzelnen Portionen der Lavagen beurteilen zu kdnnen, wurden die Medianwerte
der SP-D Konzentration mit den Medianwerten der Absorption der einzelnen
Lavageportionen aufgetragen (Abb.ll1.D.3.4.1.). Anhand dieser Abbildung lasst sich
erkennen, dass beide Kurven nahezu parallel laufen. Bei gegenuber dem vorherigen
Datenpunkt erhdohten SP-D Konzentrationen ist auch die Absorption erhoht. Bei
erniedrigten SP-D Konzentrationen ergeben sich auch geringere Absorptionswerte.
Dies lasst klar erkennen, dass zwischen der SP-D Konzentration und der Absorption

ein Zusammenhang besteht.
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Abb.lll.D.3.4.1.: Darstellung der Medianwerte SP-D Konzentration der einzelnen Spulportionen

gegen die Medianwerte der Absorption der Patienten JO1 und J02. Auf der
Ordinate wurde links die SP-D Konzentration in pg/ml und rechts die Absorption
aufgetragen. Auf der Abszisse wurden die einzelnen Spulportionen aufgetragen.

Um die Abhangigkeit der Absorption von der SP-D Konzentration genauer erkennen

zu kdnnen, wu

rden im Folgenden die Absorptionswerte gegen die entsprechenden

SP-D Konzentrationwerte aufgetragen. Es wurden getrennte Darstellungen der

Patienten JO1

und JO02 erstellt, da die Patienten stark voneinander abweichende

SP-D Konzentrationen und Absorptionswerte haben.
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Abb.ll1.D.3.4.2.: Abhangigkeit der Absorption bei 405 nm von der SP-D Konzentration, gemessen

bei 78 Wertepaaren von J01. Regressionsgerade nach Pearson ist gegeben: r=
0,3313; r’= 0,1097; p=0,0031. Einzelwerte und Statistik im Anhang.



II1.D. Erarbeitung einer Monitoringmethode fiir die Auswascheffizienz einer Lavage 187

Jo2

504

40+

304

SP - D (ng/ml)

0 T T T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Absorption (405nm)

Abb.lIl.D.3.3.3.: Abhéangigkeit der Absorption bei 405 nm von der SP-D Konzentration, gemessen
bei 36 Wertepaaren von J02. Regressionsgerade nach Pearson ist gegeben: r=
0,3881; r’= 0,1506; p=0,0193. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Bei beiden Patienten ergibt sich eine signifikante Korrelation der SP-D Konzentration

und der optischen Dichte zueinander.

ll1.D.4. Validierung der Methode

Fur die Anwendbarkeit dieser Methode, der Abschatzung der Proteinkonzentration
mit Hilfe der Absorption, ist es von entscheidender Bedeutung, die Varianzen beider
Methoden zu kennen. Dazu wurde durch Verdinnung der hochsten verfugbaren

Konzentrationen der Patienten eine Eichgerade fur die Proteinkonzentration erstellt.
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Abb.l111.D.4.1.: Eichgraden aller Patienten. Fir jeden Patienten wurde eine Spulportion mit relativ
hoher Proteinkonzentration, welche zuvor mit dem Bradfordassay bestimmt wurde,
schrittweise mit 0,9% NaCl Lésung verdunnt. Es ist die Absorption bei 405 nm
gegen die entsprechende Proteinkonzentration aufgetragen. Einzelwerte und
Statistik im Anhang.
6000~
5000
= 4000
£
)
2
= 3000+
g
o
a 2000+
1000+
0 T T T T T T T T T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 2.75 3.00
Absorption bei 405 nm
Abb.lIl.D.4.2.: Eichgrade aller Patienten, erstellt aus den einzelnen Eichgerade der Abb.l11.D.4.1..

Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Mit Hilfe dieser erstellten Eichgerade wurden nun die erhaltenen Ergebnisse der
Messung der optischen Dichte aller Spulportionen aller Patienten in Protein-

konzentrationen umgerechnet und in 2 verschiedenen Bland Altman Plots dargestellt.
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Abb.lll.D.4.3.: Bland Altman Plot der absoluten Differenz der tatsadchlichen und der Uber die
Eichgerade ermittelten Proteinkonzentration in ug/ml aller Patienten gegen die
durchschnittliche Proteinkonzentration. Einzelwerte und Statistik im Anhang.
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Abb.lll.D.4.4.: Bland Altman Plot der prozentualen Differenz der tatsachlichen und der, Uber die
Eichgerade ermittelten Proteinkonzentration in ug/ml aller Patienten gegen die
durchschnittliche Proteinkonzentration. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Es lasst sich erkennen, dass sowohl die prozentuale als auch die absolute

Abweichung Uber den gesamten Messbereich gleich bleibt und die prozentuale

Abweichung nicht Uber bzw. unter 100% vom Durchschnitt abweicht.

Anhand der Kontrollgruppe wurde festgestellt, dass gesunde Patienten eine
Proteinkonzentration von unter 100 ug/ml in der Lavage haben. Dieser Wert wurde

als Schwellenkonzentration fur den Endpunkt der Lavage festgesetzt. Bei >90% der
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untersuchten Proben unter der Absorption von 0,038 ergaben sich
Proteinkonzentrationen von unter 100 pg/ml.
Absorption 0.038
400-
[ ]
300 *
g o ® . °
E .
(@)}
=2 . °
= 2004 o * . .,
9 * . .
o . i Maximale
o . ° ° Proteinkon-
100 @ 5;._: Y. & . zentration der
° ® o0 . gesunden
: .*’...': i .. e * Kontrollen
[ ] [ [ ]
_ SO0 IS0k TR IT LR (100 pg/mi)
0 T T T T T T T T 1
0.00 0.01 002 003 004 005 006 007 008 009 0.10
Absorption bei 405 nm
Abb.111.D.4.5.: Darstellung der Proteinkonzentration gegen die Absorption bei 405 nm der

Lavageflissigkeit fur jede 500 ml Fraktion von allen PAP Patienten (A01 - A06, JO1
- J04) und dem Patienten mit Cholesterolpneumonitis. Der Wert der maximalen
Proteinkonzentration der gesunden Kontrollpatienten ist eingezeichnet. Fur die
gemessenen Werte der optischen Dichte, die < 0.038 lagen ergab sich bei mehr

als 90

% der gemessenen Proteinkonzentrationen Werte unter 100ug/mil.
Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Man kann davon ausgehen, dass bei 9 von 10 zukUnftigen Lavagen, welche bei einer

direkt gemessenen optischen Dichte von unter 0,038 abgebrochen werden, eine

normale Proteinkonzentration in der Lunge vorliegt.

Zudem wurde eine ROC (Responder Operator Curve) Analyse fir den cutt—off Wert

100 pg/ml durchgefluhrt. Dieser Test beschreibt eine Flache, ,area under the curve®

(AUC), welche die Fahigkeit dieser Methode beschreibt, zwischen Individuen mit und

ohne der Erkrankung unterscheiden zu kénnen. In diesem Fall gibt die Groe der

Flache (0-1) die Fahigkeit an, ob zu Recht eine Lavage beendet wird, also eine

Proteinkonzentration von unter 100pg/ml erreicht wurde.
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Abb.lIl.D.4.6.: ROC Kurve fiir das Beenden der Lavage bei 100ug/ml. Es wurde die Sensitivitat
gegen 100 %- Spezifitdt % aufgetragen. Es ergab sich p < 0.0001, area + SD:
0,9079 + 0.0175. Einzelwerte und Statistik im Anhang.

Das Ergebnis der ROC Analyse zeigte mit einem p-Wert von <0,0001 und einem
Wert fur die Area von 0,9079 sehr gut, dass mit Hilfe dieses Tests eine sinnvolle und
aussagekraftige Unterscheidung zwischen noch zu viel in der Lunge vorhandenem
Surfactantmaterial und dem Endpunkt der Lavage getroffen werden kann.
Verschiedene Verunreinigungen der Lavageflissigkeit kdnnen die Absorption der
Probe verandern und dadurch verfalschen. Eine haufige Verunreinigung, vor allem in
den ersten Flaschen einer BAL, ist Blut. Diese Proben haben eine weit hohere
Absorption als die nicht verunreinigte Probe. Da Verunreinigungen der Lavage durch
Blut aber meist nur in den ersten Flaschen einer Lavage vorkommen, beeintrachtigen
sie meist nicht die entscheidenden Absorptionsbestimmungen am Ende der Lavage.
Ein weiterer Storfaktor bei der Absorptionsbestimmung ist die durch Proteine
hervorgerufene Schaumbildung. Um die hieraus resultierenden Messfehler zu
vermeiden, wurde bei allen Messungen genau darauf geachtet, Schaumbildung zu
vermeiden. Es wurde langsam pipettiert und doch auftretende Blasen durch Klopfen
oder mit der Pipettenspitze entfernt.

Die alleinige Messung von Absorptionen kann die Genauigkeit der Messung von
Proteinen, Phospholipiden und Surfactantproteinen durch spezifische Assays nicht
ersetzen, aber sie gibt einen guten Uberblick Uber die Auswaschkinetik von

bronchoalveolaren Lavagen.
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Das Wissen um die direkte Proportionalitat von Surfactantparametern und der
Absorption ermdglicht eine weitgehende Standardisierung der Lavage. Eine
Darstellung des Restproteingehaltes gegen die Absorption Iasst erkennen, dass bei
einer gemessenen Absorption von unter 0,5 mit Sicherheit schon 70% der zu Beginn
in der Lunge vorhandenen Gesamtproteinmenge ausgewaschen wurde.

Bei einer gemessenen Absorption von unter 0,5 war die Restproteinmenge von 70%
der gemessenen Proben schon unter 10%. Wird anhand dieser Vorgaben, bei
bronchoalveolaren Lavagen, ab einer gemessenen Absorption von unter 0,5 die
Spulung eingestellt, kann man davon ausgehen, die Lunge von mindestens 70% der
Gesamtproteinkonzentration befreit zu haben. Diese Vorgehensweise ermdglicht
eine objektive Beurteilung des Fortschrittes einer BAL, im Gegensatz zu der rein
subjektiven und jeweils vom Durchfuhrenden der BAL abhangigen, visuellen
Trubungsmessung.

Durch diese bessere Kontrolle des Auswaschvorganges kdnnen Lavagen zu einem
Zeitpunkt beendet werden, an dem eine weitere Spulung der Lunge keine grolde
Effizienz mehr bedeutet. Daraus resultiert unter anderem auch eine Verkurzung der

Narkosezeit.
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lILE. Weitergehende biochemische Charakterisierung
einzelner Patienten

Bei dem Patienten JO1 handelt es sich um einen juvenilen Patienten mit pulmonaler
Alveolarproteinose. Dieser Patient hat keine Mutation im SP-B Gen, jedoch eine
heterozygote Missense Mutation auf dem SP-C Gen. Isoleucin wird an der Stelle 73
gegen Threonin ausgetauscht (173T).

Samtliche im Folgenden verwendeten Proben des Patienten J 01 stammen von der
Lavage vom 13.12.1999, bei welcher samtliche Flaschen und der Pool

zusammengefuhrt (gepoolt) wurde.

l.EA. Patient JO1
llLE.1.1. Charakterisierung der Surfactantproteine mittels 1D

Gelelektrophorese
llLE.1.1.1. SP-A
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Abb. lILE.1.1.1.1.: Auftrennung von 5 ug Gesamtprotein nativer Lavage JO1 auf einem NuPAGE®
Bis-Tris 4-12% Gel. Die Probe wurde vorher denaturiert und reduziert. Als
Standard wurde rhSP-A und als Molekulargewichtsmarker SeeBlue® Plus2
verwendet. Nach dem Blotten wurde die Membran nur mit polyklonalem Anti
humanem SP-A Antikdrper aus Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Als zweiter
Antikdrper wurde Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-
Rabbit IgG (H+L) verwendet.
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SP-A ist bei Patient JO1 als Monomer, Dimer und Trimer nachzuweisen. Es sind

keine abnormalen Veranderungen festzustellen.

lll.LE.1.1.2. SP-B

185 e 185 m—
08 = 98 mmmmm
52 wmm—— 52 wmm—

SP-B Tetramer
32 kDa 31 s

SP-B Dimer 19—
16-18 kDa 17—
11 — 11 |
SP-B Monomer
8 kDa
6 m—— 6 —
3 = 3 ==
MW in kDa nicht MW in kDa reduziert
reduziert
Abb.: a Abb.: b

Abb. lILE.1.1.2.1.: Auftrennung von 10 ug Gesamtprotein nativer Lavage JO1 auf einem NuPAGE®
Bis-Tris 10% Gel. Die Probe wurde vorher denaturiert und einmal reduziert (b)
und einmal nicht reduziert (a) aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker wurde
MultiMark® verwendet. Nach dem Blotten wurde die Membran nur mit
polyklonalem SP-B Antikérper vom Kaninchen von J. A. Whitsett inkubiert. Als
zweiter Antikdrper wurde Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment
Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) verwendet.
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Bei Patient JO1 konnte SP-B in dimerer und tetramerer Form nachgewiesen werden,

welches vollstandig in die Monomere Form reduziert werden konnte.

lll.LE.1.1.3. Pro SP-B
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Abb. llLE.1.1.3.1.: Auftrennung von 10 yg Gesamtprotein nativer Lavage JO1 auf einen NuPAGE®
Bis-Tris 10% Gel. Die Probe wurde denaturiert und reduziert aufgetragen. Als
Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach dem Blotten
wurden die Membranen einmal mit CtermB Antikorper (a) und einmal mit CtermB
Antikorper plus Peptid (b) inkubiert. Der pro SP-B Antikorper ist polyklonal, vom
Kaninchen und von S. Guttenberg. Als zweiter Antikdrper wurde Peroxidase
konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) verwendet.

Es lielen sich die Proform von SP-B bei 23 —25 und 19 - 21 kDa nachweisen. Beide

Proformen lieRen sich durch Peptidzugabe selektiv blockieren.
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lllLE.1.1.4. SP-C
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Abb. llLE.1.1.4.1.: Auftrennung von 5 ug Gesamtprotein nativer Lavage J01 auf einem NuPAGE®

Bis-Tris 10% Gel. Die Probe wurde denaturiert und einmal reduziert (b) und
einmal nicht reduziert (a) aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker wurde
MultiMark® verwendet. Nach dem Blotten wurde die Membran mit
polyklonalem r-SP-C Antikérper vom Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Als
zweiter Antikdrper wurde Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment
Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) verwendet.

Es konnte reifes SP-C nachgewiesen werden, welches hauptsachlich in der
reduzierten monomeren Form vorlag. Durch in vitro Reduktion konnten samtliche

Dimere in die monomere Form umgewandelt werden.
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lllLE.1.1.5. Pro SP-C (Beers)
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Abb. lIl.LE.1.1.5.1.: Auftrennung von 5 ug Gesamtprotein nativer Lavage J01 auf einem NUPAGE®

Bis-Tris 10% Gel. Jeweils 2 Proben wurden reduziert (a,c) und 2 Proben
wurden nicht reduziert (b,d) aufgetragen. Jeweils 2 Proben wurden ohne
Peptid (a,b) und 2 Proben wurden mit Peptid (c,d) inkubiert. Als
Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach dem Blotten
wurden die Membranen erst einmal mit polyklonalem r-SP-C Antikdrper vom
Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Nach deren Auswertung wurden die
Membranen mit N-ProSPC-C10-23 Antikoérper inkubiert. 2 Membranen mit
Peptid (c,d) und 2 Membranen ohne Peptid (a,b). Der Antikérper ist
polyklonal, vom Kaninchen und von Byk Gulden. Als zweiter Antikbrper wurde
Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit 1gG
(H+L) verwendet.

Neben dem reifen SP-C konnten mit dem Antikdrper von Beers weitere pro SP-C

Formen nachgewiesen werden bei 12, 14 und 19 kDa. Diese verschwanden nach der
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Inkubation des Antikorpers mit dem korrespondierenden Peptid, was auf spezifische
SP-C Banden schlie®en lasst. Zwischen dem reduzierten und nicht reduzierten

Zustand gab es keine Unterschiede.

II.E.1.1.6. Pro SP-C (Whitsett)
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Abb. llIlLE.1.1.6.1.: Auftrennung von 5 ug Gesamtprotein nativer Lavage J01 auf einem NuPAGE®
Bis-Tris 10% Gel. Die Probe wurde reduziert und denaturiert aufgetragen. Als
Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach dem Blotten
wurde die Membran erst einmal mit polyklonalem r-SP-C Antikérper vom
Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Nach deren Auswertung wurden die
Membranen mit polyklonalem proSP-C Antikorper von Whitsett inkubiert. Der
Antikérper ist polyklonal und vom Kaninchen. Als zweiter Antikérper wurde
Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit 1gG
(H+L) verwendet.

Die Inkubation mit dem Antikérper gegen pro SP-C von Whitsett ergab lediglich eine
Bande bei 14 kDa.



IIl.E.Weitergehende biochemische Charakterisierung einzelner Patienten 199

l.E.1.1.7. SP-D
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Abb. lIlLE.1.1.7.1.: Auftrennung von 5 ug Gesamtprotein nativer Lavage JO1 in NuUPAGE® Bis-Tris

10% Gel. Die Probe wurde denaturiert und reduziert aufgetragen. Als
Standard wurde gereinigtes SP-D und als Molekulargewichtsmarker SeeBlue®
Plus2 verwendet. Nach dem Blotten wurde die Membran mit monoklonalem
SP-D Antikdrper von BMA Biomedicals AG inkubiert. Als zweiter Antikdrper
wurde Peroxidase konjugierter, polyklonaler Goat Anti-Rabbit IgG verwendet.

Bei dem Patienten JO1 konnte mit dem Antikérper gegen SP-D normal prozessiertes
SP-D in der monomeren und dimeren Form nachgewiesen werden. Des Weiteren
waren unspezifische Bindungen mit niedrigerem Molekulargewicht und zwischen der
monomeren und dimeren Form zu erkennen, welche auf Verunreinigungen im 2.

Antikoérper zurtickzufihren sind.
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llLE.1.2. Charakterisierung der Surfactantproteine mittels 2D
Gelelektrophorese

lllLE.1.2.1. Identifizierung einzelner Spots mittels
Massenspektrometrie

7 & a 1[2.23, 10.8] Fi

2D Enerr Pool 16.4. mit annctations.mel 5| ﬁl

Abb. lllLE.1.2.1.1.: 2 dimensionale Gelelektrophorese von 80 ug des Pools des Patienten J01,
anschlielend silbergefarbt nach Heukeshoven. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in

Kilodalton angegeben.
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Abb. lllLE.1.2.1.2.: 2 dimensionale Gelelektrophorese von 80 ug des Pools des Patienten JO1,
anschlieBend silbergefarbt nach Heukeshoven. Die markierten Abschnitte wurden
fur Massenspekrometrie ausgeschnitten. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben.

|
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Die mit A bis P bezeichneten Spots des Gels wurden ausgeschnitten und dann mit
Hilfe der Massenspektrometrie deren Peptidsequenz bestimmt. Anhand von
Proteindatenbanken wurde von den einzelnen Teilsequenzen auf die gefundenen

Proteine geschlossen.

Tab.: llLE.1.2.1.1.: Durch Massenspektrometrie identifizierte Spots
Spot Protein Isoelektrischer Punkt | Molekulargewicht (kDa)

A Hamoglobin alpha Kette 8,7 15,3
B Hamoglobin alpha Kette 8,7 15,3
C Hamoglobin beta Kette 6,8 16,09
D Calgranulin A 6,5 10,87
E Calgranulin B 5,7 13,28
F Calgranulin B 5,7 13,28
G Keine Identifizierung moglich

H Transthyretin Pracursor 55 15,98

| Keine Identifizierung méglich

K Keine Identifizierung méglich

L Keine Identifizierung moéglich

M Keine Identifizierung méglich

N Fragment des Clara cell Pracursor 5,0 57

(o] Transferrin 6,13-6,51 84,8-74,3
P Serumalbumin 5,58-7,24 50-70

Neben der Massenspekrometrie wurde mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese und
anschlieRendem Immunoblot die Surfactantproteine und deren Proformen

nachgewiesen.
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lll.LE.1.2.2. SP-A
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Abb. llLE.1.2.2.1.: Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein des Pools des Patienten JO1 vom
13.12.1999 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Nach dem Blotten wurde die
Membran mit SP-A Antikorper von Altana inkubiert. Horizontal sind die pH
Werte des isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das
Molekulargewicht in Kilodalton angegeben.

Bei Patient JO1 konnte die monomere und die dimere Form des SP-A im
isoelektrischen Bereich von 3,5 bis 5,5 nachgewiesen werden. Trotz der Reduktion

des IEF Streifens kam es zu keiner vollstandigen Reduktion des SP-A.
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lll.LE.1.2.3. Pro SP-B
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Abb. llILE.1.2.3.1.: Auftrennung von 80 upg Gesamtprotein des Pools des Patienten JO1 vom

13.12.1999 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Nach dem Blotten wurde die
Membran mit CtermB Antikdrper inkubiert. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben.

Die Proform des Surfactantprotein B konnte im Bereich von 16 bis 32 und den

isoelektrischen Punkten 4 bis 8 detektiert werden.
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lll.LE.1.2.4. SP-B

Abb. lILE.1.2.4.1.: Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein des Pools des Patienten JO1 vom
13.12.1999 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Nach dem Blotten wurde die
Membran mit SP-B Antikérper inkubiert. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben.

SP-B konnte bei einem Molekulargewicht von 8 kDa nachgewiesen werden.
Allerdings gelang es nicht, das Protein bei einem bestimmten pH Wert zu
fokussieren, was wahrscheinlich an den hydrophoben Eigenschaften des Proteins

liegt.
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lllLE.1.2.5. pro SP-C (Beers)
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Abb. lIl.LE.1.2.5.1.: Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein des Pools des Patienten JO1 vom
13.12.1999 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Nach dem Blotten wurde die
Membran mit pro SP-C Antikorper von Beers inkubiert. Horizontal sind die pH
Werte des isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das
Molekulargewicht in Kilodalton angegeben.
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Abb. llLE.1.2.5.2.:
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Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein des Pools des Patienten JO1 vom
13.12.1999 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Nach dem Blotten wurde die
Membran mit pro SP-C Antikdrper von Beers inkubiert, der vorher spezifisch
mit dem komplementaren Peptid blockiert wurde. Horizontal sind die pH Werte
des isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht
in Kilodalton angegeben
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Die Detektion der Proform von SP-C ergab kein eindeutiges Ergebnis. Die Detektion
zeigte einen Bereich von |IEP 7 bis 9,5 und 30 kDa. Eine Blockierung des Antikdrpers

mit dem Peptid war nicht moglich.

lll.LE.1.2.6. pro SP-C (Whitsett)

Abb. llLE.1.2.6.1.: Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein des Pools des Patienten JO1 vom
13.12.1999 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Nach dem Blotten wurde die
Membran mit pro SP-C Antikdrper von Whitsett inkubiert. Horizontal sind die
pH Werte des isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das
Molekulargewicht in Kilodalton angegeben

Die Detektion mit dem anderen Antikdrper gegen pro SP-C von Whitsett zeigte ein
ahnliches Bild wie mit dem Antikdrper von Beers. Es konnte keine ausreichende

Fokussierung erreicht werden.
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ll.LE.1.2.7. SP-C
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Abb. lILE.1.2.7.1.: Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein des Pools des Patienten JO1 vom
13.12.1999 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Nach dem Blotten wurde die
Membran mit SP-C Antikérper inkubiert. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben

Die Detektion von SP-C zeigte ein dhnliches Bild, wie mit den pro SP-C Antikdrpern.
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lll.LE.1.2.8. SP-D
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Abb. lIl.LE.1.2.8.1.: Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein des Pools des Patienten JO1 vom
13.12.1999 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Nach dem Blotten wurde die
Membran mit SP-D Antikérper inkubiert. Horizontal sind die pH Werte des
isoelektrischen Fokussierungsstreifens und vertikal das Molekulargewicht in
Kilodalton angegeben.

Es konnte SP-D bei einem Molekulargewicht von 43 kDa und zwischen den

isoelektrischen Punkten 5 bis 9,5 nachgewiesen werden.
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llLE.1.2.9. Zweiter Antikorper (goat a rabbit)
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Abb. lILE.1.2.9.1.:

Auftrennung von 80 pg Gesamtprotein des Pools des Patienten JO1 vom
13.12.1999 mit Hilfe der 2D Gelelektrophorese. Nach dem Blotten wurde die
Membran nur mit dem 2. Antikdrper goat anti rabbit Fab gereinigt inkubiert.
Horizontal sind die pH Werte des isoelektrischen Fokussierungsstreifens und
vertikal das Molekulargewicht in Kilodalton angegeben.

Die Inkubation des Blots nur mit dem 2. Antikorper zeigte keine unspezifischen

Bindungen.
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ll.E.1.3. Glycosilierungsmuster
.E.1.3.1. N - Deglycosidase
.e.1.3.1.1. Pro SP-C
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l.E.1.3.1.1.1.: Auftrennung von 5 ug Gesamtprotein nativer Lavage JO01 vom 1.10.2001 auf einem
NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Probe wurde 10 h in Puffer 20 mM Na2P0O4 mit 4
Units N-Deglycosidase inkubiert. Die Probe wurde denaturiert und reduziert
aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach dem
Blotten wurde die Membran nur mit NProSPC-C10-23 Antikérper inkubiert. Der
Antikorper ist polyklonal, vom Kaninchen und von M. Beers. Als zweiter Antikdrper
wurde Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)
verwendet.
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Die Inkubation der Probe mit N — Deglycosidase flhrte zu keiner Veranderung der
Bandenlage und Bandenintensitat im Vergleich zu dem Bild ohne das Enzym. Die
Inkubation nur mit der Pufferldsung ergab ebenfalls keine Veranderung. Die N —

Deglycosidase zeigte eine eigene Bande bei ca. 39 kDa.
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llLE.1.3.1.1.2.: Auftrennung von 5 pg Gesamtprotein nativer Lavage JO1 vom 1.10.2001 auf einem
NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Probe wurde 10 h in Puffer 20 mM Na2PO4 mit 4
Units N-Deglycosidase inkubiert. Die Probe wurde denaturiert und reduziert
aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach dem
Blotten wurde die Membran nur mit NProSPC-C10-23 Antikérper mit Peptid inkubiert.
Der Antikérper ist polyklonal, vom Kaninchen und von M. Beers. Als zweiter Antikdrper
wurde Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)
verwendet.
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Die selektive Blockierung des Antikorpers mit Peptid fuhrte zum Verschwinden der

Banden, was die Selektivitat des Antikdrpers bestatigt.

.E.1.3.1.2. Pro SP-B
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ILE.1.3.1.2.1.: Auftrennung von 5 uyg Gesamtprotein nativer Lavage JO1 vom 1.10.2001auf einem
NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Probe wurde 10 h in Puffer 20 mM Na2PO4 mit 4
Units N-Deglycosidase inkubiert. Die Probe wurde denaturiert und reduziert
aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach dem
Blotten wurde die Membran nur mit CtermB Antikorper inkubiert. Der pro SP-B
Antikdrper ist polyklonal, vom Kaninchen und von S. Guttenberg. Als zweiter
Antikérper wurde Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-
Rabbit IgG (H+L) verwendet.
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Die Inkubation der Probe mit N — Deglycosidase fuhrte zu einer Verringerung des
Molekulargewichts der beiden pro SP-B Banden. Die 25 kDa Bande wurde auf 21
kDa verringert und die 21 kDa Bande reduzierte sich auf 16 kDa. Die Inkubation mit

reiner Pufferldsung hatte keinen Einflu auf die Molekulargewichte.
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I.LE.1.3.2.1.1.: Auftrennung von 5 ug Gesamtprotein nativer Lavage JO1 vom 1.10.2001 auf einem
NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Probe wurde 10 h in Puffer 20 mM Na2PO4 mit 2,5
mUnits O-Deglycosidase inkubiert. Die Probe wurde denaturiert und reduziert
aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach dem
Blotten wurde die Membran nur mit NProSPC-C10-23 Antikorper inkubiert. Der
Antikorper ist polyklonal, vom Kaninchen und von M. Beers. Als zweiter Antikoérper
wurde Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)
verwendet.
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Die Inkubation der Probe mit O—Deglycosidase zeigt keine Anderung der Banden-

lage oder -intensitat, die reine Inkubation mit Pufferldsung zeigte keinen Effekt.

llLE.2. Patient J02
lll.E.2.1. Glycosilierungsmuster
l.E.2.1.1. N — Deglycosidase

l.LE.2.1.1.1. Pro SP-C
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llLE.2.1.1.1.1.: Auftrennung von 5 pg Gesamtprotein nativer Lavage J02 vom 8.8.2002 auf einem

NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Probe wurde 10 h in Puffer 20 mM Na2PO4 mit 4
Units N-Deglycosidase inkubiert. Die Probe wurde denaturiert und reduziert
aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach dem
Blotten wurde die Membran nur mit NProSPC-C10-23 Antikorper inkubiert. Der
Antikérper ist polyklonal, vom Kaninchen und von M. Beers. Als zweiter Antikérper
wurde Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)
verwendet.
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Die Inkubation der Probe mit N — Deglycosidase zeigte, ebenso wie bei dem

Patienten JO1, keine Veranderungen des pro SP-C.
.E.2.1.1.2. Pro SP-B
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lLE.2.1.1.2.1.: Auftrennung von 5 pg Gesamtprotein nativer Lavage J02 vom 8.8.2002 auf einem

NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Probe wurde 10 h in Puffer 20 mM Na2PO4 mit 4
Units N-Deglycosidase inkubiert. Die Probe wurde denaturiert und reduziert
aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach dem
Blotten wurde die Membran nur mit CtermB Antikorper inkubiert. Der pro SP-B
Antikérper ist polyklonal, vom Kaninchen und von S. Guttenberg. Als zweiter
Antikérper wurde Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-
Rabbit IgG (H+L) verwendet.
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Die Inkubation der Probe mit N — Deglycosidase fuhrte, ebenso wie bei Patient JO1,
zu einer Verringerung des Molekulargewichts der beiden pro SP-B Banden. Die 25
kDa Bande wurde auf 21 kDa verringert und die 21 kDa Bande reduzierte sich auf 16
kDa. Die Inkubation mit reiner Pufferlosung hatte keinen EinfluR auf die

Molekulargewichte.
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lLF. Variabilitat der Surfactantproteine lber die Zeit

l.F.1. Patient JO1
lI.LF.1.1. Variabilitat des SP-C liber die Zeit

Es wurde untersucht, ob sich Konzentration und Darstellung von SP-C im 1 D Gel
Uber die Zeit verandern. Dazu wurde der Pool der rechten Lungenseite zu 7

verschiedenen Zeitpunkten, die sich Uber einen Zeitraum von 2 Jahren erstreckten,

aufgetragen.
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Abb. lllLF.1.1.1.: Auftrennung von je 5 pg Gesamtprotein des Pools des Patienten J 01 zu
verschiedenen Zeitpunkten auf einem NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Proben
wurden vorher reduziert. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark®
verwendet. Nach dem Blotten wurde die Membran mit polyklonalem r-SP-C
Antikérper vom Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Als zweiter Antikérper wurde
Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)

verwendet.
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Bei Patient JO1 lassen sich grole Variabilitaten in der Menge an SP-C uber die Zeit
erkennen. Es zeigen sich gro3e Unterschiede in der Quantitat der Expression von
SP-C.

llLF.1.2. Variabilitat des pro SP-C uber die Zeit

Durch eine Genmutation (173T) des SP-C Gens zeigen sich bei Patient JO1 drei

verschiedene Proformen von SP-C. Es wurde untersucht, inwieweit deren

Expression im Verlauf der Zeit variiert.

MW — Standard in
kDa

24.01.2000 rechts
08.05.2000 rechts
06.11.2000 rechts
07.05.2001 rechts
20.06.2001 rechts
01.10.2001 rechts
15.05.2001 rechts
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Abb. lll.LF.1.2.1.: Auftrennung von je 5 pg Gesamtprotein des Pools des Patienten J 01 zu
verschiedenen Zeitpunkten auf einem NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Proben
wurden vorher reduziert. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet.
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Nach dem Blotten wurde die Membran erst einmal mit polyklonalem r-SP-C
Antikérper vom Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Nach deren Auswertung
wurden die Membranen mit NProSPC-C10-23 Antikérper inkubiert. Der Antikorper ist
polyklonal, vom Kaninchen und von M. Beers. Als zweiter Antikérper wurde
Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)

verwendet.

08.05.2000 rechts
06.11.2000 rechts
07.05.2001 rechts
20.06.2001 rechts
01.10.2001 rechts
15.05.2001 rechts

SP-C

SP-C Bande
bei 3,6 kD

Abb. lll.LF.1.2.2.: Auftrennung von je 5 ug Gesamtprotein des Pools des Patienten J 01 zu

verschiedenen Zeitpunkten auf einem NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Proben
wurden vorher reduziert. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet.
Nach dem Blotten wurde die Membran erst einmal mit polyklonalem r-SP-C
Antikdrper vom Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Nach deren Auswertung
wurden die Membranen mit NProSPC-C10-23 Antikérper inkubiert der vorher
spezifisch mit dem korrespondierenden Peptid blockiert wurde. Der Antikorper ist
polyklonal, vom Kaninchen und von M. Beers. Als zweiter Antikorper wurde
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Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit 1IgG (H+L)
verwendet.
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Abb. lll.F.1.2.3.: Auftrennung von je 5 pg Gesamtprotein des Pools des Patienten J 01 zu
verschiedenen Zeitpunkten auf einem NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Proben
wurden vorher nicht reduziert. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark®
verwendet. Nach dem Blotten wurde die Membran erst einmal mit polyklonalem r-
SP-C Antikérper vom Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Nach deren Auswertung
wurden die Membranen mit NProSPC-C10-23 Antikdrper inkubiert. Der Antikorper ist
polyklonal, vom Kaninchen und von Byk Gulden. Als zweiter Antikdrper wurde
Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)

verwendet.
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in kDa
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Abb. lll.F.1.2.4.. Auftrennung von je 5 pg Gesamtprotein des Pools des Patienten J 01 zu
verschiedenen Zeitpunkten auf einem NuPAGE® Bis-Tris 10% Gel. Die Proben
wurden vorher nicht reduziert. Als Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark®
verwendet. Nach dem Blotten wurde die Membran erst einmal mit polyklonalem r-
SP-C Antikérper vom Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Nach deren Auswertung
wurden die Membranen mit NProSPC-C10-23 Antikérper inkubiert der vorher
spezifisch mit dem korrespondierenden Peptid blockiert wurde. Der Antikorper ist
polyklonal, vom Kaninchen und von M. Beers. Als zweiter Antikrper wurde
Peroxidase konjugierter AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)
verwendet.

Bei Patient JO1 zeigt sich eine hohe Variabilitat Gber die Zeit. In reduzierter und nicht

reduzierter Darstellung zeigen sich bei den Proformen keine Unterschiede. Samtliche
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Proformen konnten in beiden Darstellungsweisen selektiv mit Peptid blockiert und

somit die Selektivitat des Antikorpers gezeigt werden.

lll.F.1.3.

Variabilitat der Surfactantbestandteile tiber die Zeit

Der Patient JO1 wurde Uber eine Dauer von 5 Jahren in unserer Klinik behandelt.

Uber diese Zeit wurden mehrere Lavagen durchgefiihrt. Im Folgenden sollen die

verschiedenen gemessenen Lavagebestandteile mit der Medikation und einigen

klinischen Parametern in Zusammenhang gebracht werden.

Medikation

I GM-CSF (ug/kg Korpergewicht)

6-2 Prednisolon (mg/kg Koérpergewicht)

2.5 > i ) .
_ Azathioprine (mg/kg Korpergewicht)

lll.LF.1.3.1.:

7.5+

5.0+

O, [I/min]

0.0-

ll.F.1.3.2.:

T T T T T T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 45 5.0 55

Alter (Jahre)

Medikation des Patienten JO1 ab dem 3. Lebensjahr.

O, -Bedarf
Influenza B
Infektion

Cortison

'

— M
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 45 5.0 55
Alter (Jahre)

Sauerstoffbedarf des Patienten J01 Uber 5,5 Jahre. Eingezeichnet ist eine
Kortisonstol3therapie und eine Infektion mit Influenza B. Jeder Pfeil entspricht einer

durchgefuhrten Ganzlungenlavage.
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LDH

Influenza B
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 45 5.0 5.5

Alter (Jahre)

LDH [U/I]

l.F.1.3.3.: LDH Konzentration im Serum des Patienten J01 Uber 5,5 Jahre. Eingezeichnet ist
eine Infektion mit Influenza B.
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ll.F.1.3.4.: Gesamtproteinmenge in den einzelnen Halblungenlavagen des Patienten JO1 Uber 5,5
Jahre in pg.
Phospholipide
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l.F.1.3.5.: Gesamtphospholipidmenge in den einzelnen Halblungenlavagen des Patienten J0O1
Uber 5,5 Jahre in pg.
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SP-A
250000000+ .
---+-- rechte Lungenseite
200000000+ —— linke Lungenseite
2 150000000-
g
n. 100000000+
7]
50000000+
0

T T T T T T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 354.0455055
Alter (Jahre)

ll.F.1.3.6.: Gesamtmenge an SP-A in den einzelnen Halblungenlavagen des Patienten JO1 Uber
5,5 Jahre in ng.
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l.F.1.3.7.: Gesamtmenge an SP-D in den einzelnen Halblungenlavagen des Patienten JO1 Gber
5,5 Jahre in ng.

Der Verlauf des O, Verbrauchs zeigt im Wesentlichen einen kontinuierlichen Anstieg
mit 2 Spitzenwerten, welche auf eine Senkung des O, Bedarfs nach einer Kortison-
stol3therapie und auf eine Infektion mit Influenza B zurlckzuflhren sind. Der O
Verbrauch verlauft bei Patient JO1 sehr parallel mit der Konzentration des LDH
Enzyms.

Im Konzentrationsverlauf der LDH lasst sich erkennen, dass nach Beginn der
Kortisondauertherapie die LDH Konzentration kontinuierlich abnimmt und erst wieder
bei der Infektion mit Influenza B ansteigt. Ansonsten ist der Verlauf stark an die O

Konzentration gebunden.
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Der Verlauf der Proteinkonzentration variiert stark zwischen den einzelnen Lavagen,
aber wenig zwischen den beiden Lungenseiten. Es ist kein einheitlicher Trend zu
erkennen.

Die ausgespulten Phospholipidmengen variieren kaum zwischen den beiden
Lungenseiten und es ist zu erkennen, dass die Phospholipidmengen in den Lavagen
ab dem Beginn der Kortisondauertherapie stark abgenommen haben.

SP-A zeigt einen unterschiedlichen Verlauf der beiden Lungenseiten, aber eine
kontinuierliche Abnahme der Konzentration in den Lavagen nach Beginn der
Kortisontherapie.

Der Verlauf von SP-D zeigt auf der rechten Lungenseite ebenfalls einen Abfall ab
Kortisongabe, allerdings steigt die SP-D Menge der rechten Lungenseite daraufhin

stark an.

Il.F.2. Patient J02
III.LF.2.1. Variabilitat der Surfactantbestandteile Giber die Zeit

Der Patient JO2 wurde am gleichen Tag wie Patient JO1 geboren und ebenfalls Uber
eine Dauer von 5 Jahren in unserer Klinik behandelt. Uber diese Zeit wurden
mehrere Lavagen durchgefihrt. Im Folgenden sollen die verschiedenen gemessenen
Lavagebestandteile mit der Medikation und einigen klinischen Parametern in

Zusammenhang gebracht werden.

Medikation

0.07-0.6

GM-CSF s.c. (mg/kg Korpergewicht)

04-4

_ GM-CSF inhalativ (mg/kg Korpergewicht)

uul Methylprednisolon StoRtherapie

T T T T T T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 45 5.0 55
Alter (Jahre)

lll.F.1.3.1.: Medikation des Patienten JO2 ab dem 3. Lebensjahr.
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lll.LF.2.1.2.: Sauerstoffbedarf des Patienten J02 lber 5,5 Jahre. Jeder Pfeil entspricht einer
durchgefiihrten Ganzlungenlavage.
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ll.F.2.1.3.: LDH Konzentration im Serum des Patienten J01 Uber 5,5 Jahre. Eingezeichnet ist
eine Infektion mit Influenza B.
Protein
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lil.LF.2.1.4.: Gesamtproteinmenge in den einzelnen Halblungenlavagen des Patienten J02 Uber 5,5

Jahre in pg.
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Phospholipide
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lll.LF.2.1.5.: Gesamtphospholipidmenge in den einzelnen Halblungenlavagen des Patienten J02
Uber 5,5 Jahre in pg.
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lll.F.2.1.6.: Gesamtmenge an SP-A in den einzelnen Halblungenlavagen des Patienten J02 lber
5,5 Jahre in ng.
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ll.F.2.1.7.: Gesamtmenge an SP-D in den einzelnen Halblungenlavagen des Patienten J02 tber

5,5 Jahre in ng.
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Der O, Verbrauch verlauft bei Patient JO1 sehr parallel mit der Konzentration des
LDH Enzyms. Ist die LDH Konzentration erhoht, zeigt sich auch ein erhohter
Sauerstoffbedarf. Als sich bei Patient JO2 initial eine Verschlechterung abzeichnete,
wurde mit einer Kortisonstol3therapie und der Gabe von GM-CSF s.c. begonnen. Der
Sauerstoffbedarf lied sich durch diese Mallnahme senken. Nach Beendigung der
StoRtherapie kam es zu einem erneuten Anstieg des Sauerstoffbedarfs, welcher sich
aber dann durch Umstellung der s.c. Gabe von GM-CSF auf inhalative Gabe wieder
senken liel3.

Der Konzentrationsverlauf des LDH ist stark an die O, Konzentration gebunden und
ebenso empfindlich auf die Medikamententherapie.

Der Verlauf der Proteinkonzentration der beiden Lungenseiten ist nahezu identisch.
Der kontinuierliche Anstieg der Proteinmenge zu Beginn der Erkrankung lasst sich
durch die Kortisonstof3therapie nicht durchbrechen. Erst nach Umstellung der GM-
CSF Gabe von s.c. auf inhalative Darreichung kam es zu einem starken Abfall der
Proteinmengen in den BALs. Diese Reduktion hielt aber nur ca. ein Jahr an und
fuhrte anschlieBend wieder zu Proteinwerten, welche vor der inhalativen GM-CSF
Gabe vorlagen.

Die ausgespulten Phospholipidmengen variieren kaum zwischen den beiden
Lungenseiten und verlaufen wie die Gesamtproteinmenge. Auch die ausgespllte
Phospholipidmenge konnte durch die Kortisonstol3therapie nicht gesenkt werden.
Der Verlaufe von SP-A und SP-D zeigen einen gegensatzlichen Verlauf der beiden

Lungenseiten.
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ll.G. Erarbeitung einer Bestimmungsmethode fiir SP-B mittels
HPLC

ll.G.1. Extraktionsmethode

ll.G.1.1. Native Auftragung

FUr die Quantifizierung der Surfactantproteine mit Hilfe der HPLC ist es von
entscheidender Bedeutung, die Zielproteine quantitativ auf die HPLC zu bringen und
die Selektivitdt anhand der Reinheit der Peaks zu Uberprifen. Zuerst wurde
untersucht, ob eine Extraktion Uberhaupt notwendig ist, oder eine BAL direkt auf das
System aufgetragen werden kann. Hierzu wurde die BAL des Patienten J 01 mit Hilfe
von Centricons entsalzt (s. 11.G.) und mit der mobilen Phase im Verhaltnis 1:1

versetzt. Es ergab sich folgendes Chromatogramm:
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Abbildung Ill.G.1.1.1.: HPLC, ELSD Chromatogramm der nativen Lavage des Patienten A 01. Die
gesammelten Fraktionen sind mit A-D bezeichnet.

Um die Reinheit der einzelnen Peaks beurteilen zu konnen, wurden die Fraktionen
A bis D gesammelt, mittels 1D Gelelektrophorese aufgetrennt und anschliel3end

silbergefarbt.
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Abbildung Ill.G.1.1.2.: MES PAGE der einzelnen Fraktionen aus Abbildund C.1.1.2. Das erhaltenen
Gel wurde anschlieBend mit der Methode nach Heukershoven/Dernick
silbergefarbt. Es wurde der Marker MultiMark 12 verwendet.

Es lasst sich deutlich erkennen, dass sich bei der HPLC Trennung der nativen BAL
keine selektive Abtrennung des SP-B von den Serumalbuminen erreichen Iasst. In
Fraktion A sind sowohl der groRte Teil der Serumproteine, als auch Sp-B (ca. 16
kDa) enthalten. Die Anreicherung von SP-B erfolgte zwar in Fraktion A, aber es
konnte keine ausreichende Reinheit des Peaks erreicht werden.

Fir eine effiziente Trennung der hydrophilen Serumalbumine von den hydrophoben
Surfactantproteinen B, C und den Phospholipiden wurden verschiedene Verfahren

der organischen Extraktion durchgefuhrt und validiert.

l.G.1.2. Methode nach Bligh Dyer

Als Standardverfahren der organischen Extraktion von Phospholipiden und lipophilen
Surfactantproteinen wurde zunachst die Methode nach Bligh/Dyer/Folch>?°
durchgefiihrt. Die Uberpriifung der Trennung der Extraktion erfolgte durch das
Auftragen der Oberphase (hydrophile Phase mit Serumalbumin) und der Unterphase
(Phospholipide und hydrohobe Surfactantproteine). Durch Immunodetektion konnte

das Verbleiben von SP-B festgestellt werden.
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Abbildung Ill.G.1.2.1.: MES PAGE und anschlielendes Immunoblotting mit Antikdrper gegen SP-B
der nativen BAL des Patienten AO1(A) der Ober- (B) und Unterphase (B) der
Extraktion nach der Methode nach Bligh/Dyer/Folch.

Nach Auswertung der Immunoblots kann man erkennen, dass sich SP-B in der
hydrophilen Oberphase angereichert hat und nicht in der lipophilen Unterphase, wie
eigentlich erwartet. Da sich in der hydrophilen Oberphase aber auch immer noch die
stérenden hydrophilen Serumproteine befinden, kann dieses Extraktionsverfahren

nicht fur die der HPLC vorgeschalteten Abtrennung der Serumproteine dienen.

1.G.1.3. Neue Extraktionsmethode

Ausgehend von einer Extraktionsmethode nach Beers et al.?, wurde folgende
Methode verwendet: Die native BAL wurde mit einer Losung aus Chloroform :
Methanol : Salzsaure (3:2:0,005N) im Verhaltnis 1 zu 2 versetzt, 10 Minuten lang
gevortext und dann 10 Minuten bei 1000g zentrifugiert. Die Unterphase wurde
abpipettiert, das Verfahren wiederholt und mit der anderen Unterphase vereinigt. Zur

Uberprifung der Methode wurden erneut die Ober- und Unterphase untersucht.
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Abbildung I111.G.1.2.1.: MES PAGE und anschliefiendes Immunoblotting mit Antikérper gegen SP-B
der nativen BAL des Patienten A0O1(A1) der Ober- (A2) und der Unterphase
(A3) der Extraktion nach der neuen Extraktionsmethode. Silberfarbung der
nativen BAL des Patienten A01 (B1) der Ober- (B2) und der Unterphase (B3)
der Extraktion der neuen Extraktionsmethode.

Durch diese neue Extraktionsmethode wurde nun eine quantitative Anreicherung von
SP-B in der hydrophoben Unterphase erreicht. Stérende Serumalbumine konnten
erfolgreich abgetrennt werden. Diese hydrophilen Bestandteile finden sich
ausschlieflich in der wassrigen Oberphase und kénnen somit nicht mehr zu falschen
Ergebnissen der HPLC Quantifizierung von SP-B fuhren. Fur die weitere HPLC
Quantifizierung wurden die Unterphasen abpipettiert und unter Stickstoffbegasung
eingedampft und anschlieBend in geeignetem Volumen der mobilen Phase

resuspendiert.

l.G.2. Optimierung der Trennung
ll.G.2.1. FlieRmittel

Als Ausgangspunkt fur die Trennung wurden zunachst samtliche Parameter der in

der Literatur beschriebenen HPLC Trennungsmethode nach Biinger et al.®®

angewandt. Die wichtigsten Bestandteile sind eine Vydac C4 Saule, Chloroform :
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Methanol : Trifluoressigsaure (47,5%:47,5%:5,0%) als mobile Phase und eine
Saulentemperatur von 25°C. Das Trennergebnis mit diesen vorgegebenen

Parametern ergab jedoch kein zufriedenstellendes Ergebnis (s. Abb. I11.G.2.1.1.).
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Abbildung Ill.G.2.1.1.: HPLC, ELSD Chromatogramm der BAL Extraktion des Patienten J03.
Einstellungen:  Mobile  Phase:  Chloroform:Methanol:Trifluoressigsaure
(47,5%:47,5%:5,0%), Saulentemperatur 25°C.

Intensity [(mW)
g

Die einflussreichsten Parameter auf die Trennleistung sind die Temperatur der Saule
und die Zusammensetzung des LoOsungsmittels. Zunachst wurde die
Zusammensetzung des LoOsungsmittels insoweit verandert, als dass ein immer
hdherer Anteil an Methanol zugesetzt wurde, um die stark lipophilen Bestandteile der
BAL, die Phospholipide, erst spater von der Saule zu eluieren. Methanol hat fur
lipophile Substanzen eine geringere Elutionskraft als Chloroform. Die hydrophileren
Substanzen, wie SP-B, sollten durch diese Veranderung schneller eluiert werden.
Wie Abbildung 111.G.2.1.2. zeigt, konnte durch eine Erhdhung des Methanolanteils in

der mobilen Phase eine Peaktrennung erreicht werden.
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Abbildung Ill.G.2.1.2.: HPLC, ELSD Chromatogramm der BAL Extraktion des Patienten JO03.
Einstellungen: Mobile Phase: Chloroform:Methanol:0,1 M Trifluoressigsaure
(97,0%:2,75%:0,25%), Saulentemperatur 25°C.

11.G.2.2. Saulentemperatur

Es stellte sich heraus, dass bei einigen analysierten Proben die Trennleistung immer

noch nicht ganz optimal war, wie das Beispiel der Abbildung I11.G.2.2.1. zeigt.

g00 -3

.
~1
E +
700
600 —
E SDD—;
Y E
= 200
& ]
o -
2 3
= 300
E o
] o)
zoo 1
100 —J
0
O L L L L] L L L] L L L L L L L L AL L UL ILE LI L L A [ LALLM LML LML LML
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5
Fetention Time (min)
Abbildung 111.G.2.2.1.: HPLC, ELSD Chromatogramm der BAL Extraktion des Patienten AO01.

Einstellungen: Mobile Phase: Chloroform:Methanol:0,1 M Trifluoressigsaure
(97,0%:2,75%:0,25%), Saulentemperatur 25°C.
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Um eine weitere Optimierung der Trennung zu erzielen, wurde die Temperatur der
Saule schrittweise erniedrigt. Eine Erniedrigung der Saulentemperatur flhrt dazu,
dass die Bindung der lipophilen Bestandteile, also der Phospholipide, an die Saule
erhoht wird und somit eine noch starkere Trennung der Peaks erreicht wird. Wie in
Abbildung 111.G.2.2.2. zu sehen ist, kann tatsachlich durch eine Temperatur-

erniedrigung der Saule eine bessere Trennleistung dieser Methode erreicht werden.
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Abbildung 1l.G.2.2.2.: HPLC, ELSD Chromatogramm der BAL Extraktion des Patienten AO01.
Einstellungen: Mobile Phase: Chloroform:Methanol:0,1 M Trifluoressigsaure

(97,0%:2,75%:0,25%), Saulentemperatur 5°C.

Samtliche weitere Messungen zur Quantifizierung von SP-B wurden unter folgenden
HPLC Bedingungen durchgefuhrt: Als mobile Phase wurde Chloroform:Methanol:
0,1 M Trifluoressigsaure (97,0%:2,75%:0,25%) verwendet und die Temperatur der

Saule wurde bei 5°C gehalten.

.G.3. Uberpriifung der Trennung

Um die spezifische Abtrennung des SP-B von den anderen lipophilen Bestandteilen
zu Uberprufen, wurden die gesammelten Fraktionen samtlicher Peaks mittels
Gelelektophorese mit anschlielendem Immunoblotting und Inkubation mit SP-B
Antikorper dargestellt (s. Abb. [11.G.3.1.).
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Abbildung lll.G.3.1.: HPLC, ELSD Chromatogramm der BAL Extraktion des Patienten JO1.
Einstellungen: Mobile Phase: Chloroform:Methanol:0,1 M Trifluoressigsaure
(97,0%:2,75%:0,25%), Saulentemperatur 5°C. Die Fraktionen A-D wurden
mittels Gelelektrophorese getrennt: MES PAGE und anschliellendes
Immunoblotting mit Antikérper gegen SP-B .

Da bereits mittels Comassie und Silberfarbung bei der Erarbeitung der
Extraktionsmethode gezeigt werden konnte, dass keinerlei storende
Albuminbestandteile mehr in der Unterphase, welche auf die HPLC gebracht worden
ist, vorhanden sind, kann davon ausgegangen werden, dass der Peak frei von
stérenden Albuminbestandteilen ist und deshalb nur SP-B enthalt.

Durch die vorliegende Methode lasst sich SP-B quantitativ und selektiv von anderen

Lavagebestandteilen abtrennen und quantifizieren.

T
7,0
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.G.4. Eichgerade

FiUr die Erstellung der Eichgerade wurde gereinigtes, humanes SP-B als externer
Standard  verwendet (Geschenk von Dr. Schmidt, Giessen). Die
Konzentrationsbestimmung des SP-B erfolgte nach der Methode von Bradford® und
das Ergebnis wurde zusatzlich mittels quantitativer Aminosaureanalytik bestatigt. Es
wurden 6 Messpunkte zwischen 865,79 ng und 27,06 ng ermittelt. Die
entsprechenden ,areas under the curves” wurden errechnet und als Funktion der
Konzentration dargestellt. Es ergab sich eine hyperbole Eichkurve, deren Funktion
sich mittels der Gleichung | = k*m® ermitteln lieR. Es wurde der Wert 1,197 fiir den
Exponenten b und der Wert 3605 fur die Konstante k berechnet (s.Abb. 111.G.4.1.)

12500000
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© r? = 0,9949
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Abbildung Ill.G.4.1.: Eichgerade fir die Quantifizierung von SP-B. Auf der x-Achse wurde die
Menge an SP-B und auf der y-Achse die AUC des, durch SP-B erzeugten
Peaks aufgetragen. Beide Achsen sind im linearen MaRstab.

Der Pearson Test, als Zeichen fur die Korrelation der Funktion, ergab einen Wert von
r=0,9949. Wird die Eichkurve im doppelt logarithmischen Mal3stab dargestellt, ergibt

sich eine Gerade mit der gleichen Funktion.
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Abbildung Ill.G.4.2.: Eichgerade flur die Quantifizierung von SP-B. Auf der x-Achse wurde die
Menge an SP-B und auf der y-Achse die AUC des, durch SP-B erzeugten
Peaks aufgetragen. Beide Achsen sind im logarithmischen MalRstab.

Um die durch HPLC ermittelten SP-B Konzentrationen zu verifizieren, wurden von 5
Patienten mit unterschiedlichen SP-B Konzentrationen Immunoblots angefertigt und
semiquantitativ ausgewertet. Diese Auswertung erfolgte mittels der Software
Quantity One® als Produkt der Flache und Dichte (counts) der erhaltenen Spots (s.
Abb. [11.G.4.3.).

Patient : A B C D E
SP-B (ng): 4.3 6.8 10.2 44.8 64.5
Counts*mm?* 2220 5570 6230 8930 10600

Abbildung ll.G.4.3.: Immunoblot mit SP-B Antikérper von 5 Bronchitispatienten mit
korrespondierenden SP-B Mengen, die aufgetragen wurden und dem Produkt
aus counts und Flache.



IIl.G. Erarbeitung einer Bestimmungsmethode fiir SP-B mittels HPLC 239

Die erhaltenen Ergebnisse wurden gegen die SP-B Menge aufgetragen (Abb.
1.G.4.4.).
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Abbildung Ill.G.4.4.: Korrelation der SP-B Menge auf Gel berechnet mittels HPLC und dem
Produkt aus Dichte und Flache der Spots nach Inkubation mit SP-B
Antikorper.

Es ergab sich eine hyperbole Funktion, welche erkennen lasst, dass eine
semiquantitative Auswertung des SP-B Gehaltes Uber Immunoblot in hdheren
Konzentrationsbereichen nicht moglich ist, da dort eine hohere SP-B Menge
aufgrund der Sattigungseigenschaften des Immunoblots nicht mehr erkannt werden

kann.

l.G.5. Validierung
ll.G.5.1. Prazision

Die Prazision innerhalb eines Tages wurde bestimmt, indem 3 verschiedene Proben
von 3 verschiedenen Patienten jeweils 9 mal wiederholt auf die HPLC gegeben
wurden und fur die ermittelten Werte an ,area under the curve“ und die daraus
ermittelte Menge an SP-B eine relative Standardabweichung berechnet wurde. Fur
die AUC ergab sich ein Wert von 2,4% und fur die SP-B Quantifizierung ein Wert von
1,9%.

Fir die Prazision an unterschiedlichen Tagen - es wurden 8 verschiedene Proben an
4 aufeinanderfolgenden Tagen vermessen - ergab sich fur die relative Standard-
abweichung der Wert von 1,9% fur die AUC und 1,6% fur die berechnete Menge an
SP-B.
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Die mittlere Retentionszeit von SP-B lag bei 2,34 Minuten. Innerhalb eines Tages
war die relative Standardabweichung von diesem Wert 1,4% und 1,8% fur

aufeinanderfolgende Tage.

ll.G.5.2. Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze bezeichnet diejenige Menge an SP-B, welche gerade noch
quantitativ bestimmt werden kann. Sie wird laut der Richtlinie der Internationalen
Harmonisierungskonferenz' definiert als Signal zu Rausch Verhaltnis von mindestens
10. Fur die Bestimmung von SP-B mit der vorliegenden Methode wurde eine

Bestimmungsgrenze von 30 ng festgelegt.

l.G.5.3. Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze ist diejenige Menge an SP-B, welche man gerde noch
detektieren kann, d.h. seine Existenz mittels der HPLC nachweisen kann. Die
Definition erfolgt laut der Richtlinie der Internationalen Harmonisierungskonferenz1
als ein Signal zu Rausch Verhaltnis von nicht weniger als 3. Bei der Durchflihrung
der oben genannten Methode ergibt sich eine Nachweisgrenze fur SP-B von 15 ng.
Da das Respondersignal nicht direkt proportional zur Konzentration ist, kdnnen die
Bestimmungsgrenze und die Nachweisgrenze nicht in ein gegenseitiges Verhaltnis

gesetzt werden.
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IV. Diskussion
IV.A. Therapeutische Halblungenlavagen
IV.AA1. Gesamtgehaltsanalyse

Erst vor 50 Jahren wurde der erste Fall einer neuen Erkrankung mit dem Namen
,Pulmonale Alveolarproteinose“ (PAP) beschrieben und festgestellt, dass es sich
dabei um eine unphysiologische Ansammlung von PAS positivem Material im
Alveolarraum handelt, welches einen hohen Lipid- und Proteinanteil aufweist®.
Dieses, aufgrund von Uberproduktion oder ungeniigender Wiederaufnahme in der

|45

Lunge abgelagerte Material™, war Gegenstand zahlreicher Untersuchungen.

IV.A.1.1. Protein

Alle bisherigen Untersuchungen zum Gesamtproteingehalt der BAL von PAP
Patienten lieRen lediglich die Aussage zu, dass sich erhéhte Proteingehalte in der

Lunge von PAP Patienten befinden?7:%:%4

. Dies lag vor allem an der nicht
standardisierten Lavagedurchfuhrung und den nicht differenziert genug untersuchten
Proben. Mit dieser Arbeit wurden zum ersten Mal die Proteinkonzentrationen und
Proteinmengen flr 4 juvenile und 6 adulte PAP Patienten differenziert auf das
Korpergewicht berechnet und nach diagnostischer und therapeutischer BAL getrennt
analysiert. Die gefundenen BAL Proteinkonzentrationen waren gegenuber den
Kontrollpatienten signifikant erhdht und lagen mit durchschnittlich 700 ug/ml Lavage
im Bereich der Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die 150 pg/mi®, 1200 pg/ml®’
und 2000 pg/ml®® gefunden hatten. Des Weiteren konnten wir zeigen, dass die
Proteinkonzentrationen bei den PAP Patienten gegenuber den Kontrollen zwar
erhoht waren, es aber bezogen auf das Koérpergewicht erstaunlicherweise keine
signifikanten Unterschiede zwischen den adulten Patienten und den Kontrollen gab.
Absolut betrachtet zeigten die juvenilen und adulten PAP Patienten die gleiche
Proteinkonzentration in der Lavage. Auf das Koérpergewicht bezogen, waren die
Konzentrationen der juvenilen Patienten signifikant erhoht. Insgesamt war die
ausgespulte Menge an Protein bei den adulten Patienten hoher als bei den juvenilen
Patienten und bei beiden Patientengruppen hoéher als bei der Kontrollgruppe.
Bezogen auf das Korpergewicht war jedoch die ausgespulte Proteinmenge zwischen

den adulten wund juvenilen Patienten nicht unterschiedlich. Bei keiner
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Patientengruppe gab es Anzeichen fur einen signifikanten Unterschied zwischen der

rechten und linken Lungenseite.

IV.A.1.2. Phospholipide

Bisherige Untersuchungen des Gesamtphospholipidgehaltes der BALs von PAP
Patienten sind rar. Onodera et al. fanden erhéhte Mengen an Phospholipid in der
BAL von PAP Patienten, durchschnittlich 2 g°’, was einer um 15 fach erhéhten
Konzentration entspricht. Wir konnten ebenfalls bestatigen, dass sich bei PAP
Patienten starke Ablagerungen von kummuliertem Phospholipid finden. Eine andere
Studie fand gegeniiber Kontrollpatienten keine signifikant erhdhte Werte®’. In der
vorliegenden Arbeit zeigten die 10 Patienten mit PAP im Vergleich zu den
Kontrollpatienten keine signifikant unterschiedlichen Phospholipidkonzentrationen in
der Lavage. Juvenile Patienten hatten nur auf das Korpergewicht bezogen
gegenuber den adulten Patienten signifikant erhéhte Konzentrationen. Bei adulten
PAP Patienten wurde insgesamt mehr Phospholipid aus der Lunge gespult als bei
juvenilen Patienten. Bezogen auf das Korpergewicht gab es jedoch keine
Unterschiede. Die Gesamtphospholipidmenge in den BALs war gegenuber den
Kontrollpatienten ebenfalls erhdht. Betrachtet man allerdings nur die Poolfraktion,
zeigten sowohl die adulten als auch die juvenilen Patienten auf das Korpergewicht
bezogen keine Unterschiede =zu den Kontrollpatienten. In keiner der
Darstellungsweisen zeigten sich Unterschiede zwischen der rechten und linken

Lungenseite.

IV.A1.3. SP-A

Immunhistochemisch wurde von Brasch et al. eine abnorme intraalveolare SP-A-
Akkumulation unabhangig vom Lebensalter bei Erkrankungsbeginn und klinischem
Verlauf nachgewiesen’, welche nicht quantifiziert wurde. Die einzigen quantitativen
Untersuchungen des SP-A bei PAP wurden von Honda et al. und Doyle et al.
durchgefiihrt. Honda et al. fanden einen erhdhten intraalveolaren SP-A Gehalt in der
BAL bei Patienten mit einer Alveolarproteinose, der gegeniber den Normwerten um
das 10- bis 50- fache erhoht war**. Doyle et al. zeigten eine Akkumulation um das

40- bis 100- fache. Anhand unserer Untersuchungen konnten wir diese Ergebnisse
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bestatigen und fanden sowohl bei den Konzentrationen als auch fur die ausgespulte
Gesamtmenge bei den PAP Patienten gegenlber den Kontrollpatienten signifikant
erhdhte Werte. Sowohl die ausgespllte Gesamtmenge, als auch die Konzentration
der adulten Patienten war gegenuber den juvenilen Patienten signifikant erhoht,
bezogen auf das Koérpergewicht gab es jedoch keine Unterschiede. Des Weiteren
stellten wir fest, dass sich fur die rechte und linke Seite keine signifikant

unterschiedlichen Werte ergaben.

IV.A1.4. SP-D

In der BAL konnten Crouch et al. biochemisch bei Erwachsenen mit einer
Alveolarproteinose eine Erhéhung des SP-D Gehaltes um das 10- bis 50- fache
nachweisen'. Honda et al. konnten dieses Ergebnis mit Werten bestatigen, welche
20-fach hoher lagen als die SP-D Konzentrationen in der gesunden Kontrollgruppe
und zeigten daruber hinaus, dass auch die Serumwerte des SP-D bei Patienten mit
PAP signifikant erhoht sind®®. Eine weitergehende differenzierte Analyse des SP-D
Gehaltes bei mehreren Patienten fehlte allerdings bis jetzt. Unsere Untersuchungen
der SP-D Konzentration in BALs von PAP Patienten zeigte keine signifikante
intraalveolare Akkumulation im Vergleich zu den gesunden Patienten. Juvenile und
adulte Patienten unterschieden sich nicht signifikant. Betrachtete man jedoch die
Gesamtmenge an SP-D, so wurde bei den adulten PAP Patienten signifikant mehr
an SP-D herausgespdlt, als im Vergleich zu den Kontrollen und juvenilen PAP
Patienten. Juvenile Patienten zeigten ebenfalls mehr SP-D in der Lunge als
Kontrollen. Die getrennte Darstellung des Pools und der Halblungenlavagen zeigte
fur den Pool, dass die adulten Patienten, bezogen auf das Koérpergewicht, gleichviel
SP-D in der BAL hatten im Vergleich zu den Kontrollen. Die Werte der juvenilen

Patienten waren signifikant erhoht.

IV.A.2. Auswaschkinetik

Die bronchoalveolare Lavage ist bei Patienten mit pulmonaler Alveolarproteinose die
Therapie der Wah!*®%%% Trotz der haufigen Anwendung dieser Methode ist (iber die
Veranderung der Bestandteile Uber den Verlauf der Lavage sehr wenig bekannt. Eine
Arbeitsgruppe konnte eine kontinuierlich sinkende Kinetik von Phospholipiden und

Proteinen bei einem Patienten mit Alveolarproteinose zeigen®’. Eine andere
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Arbeitsgruppe fand eine ahnliche Auswaschkinetik bei einem Patienten mit PAP flr
die Surfactantproteine A und B und die Phospholipide15. Bisher gibt es noch keine
Untersuchungen zur Auswaschkinetik von Gesamtprotein, Phospholipiden, SP-A und
SP-D bei einem groReren Patientenkollektiv mit differenzierter Darstellung der
Lungenseiten. Wir konnten zeigen, dass sich fur juvenile und adulte PAP Patienten,
mit Ausnahme eines juvenilen Patienten, fur samtliche Lavageparameter eine
gleichmalige hyperbole Auswaschkinetik ergibt, welche zwischen den Lungenseiten
nicht unterschiedlich ist. Der Kontrollpatient mit Cholesterolpneumonitis zeigt ein
ahnliches Auswaschverhalten wie die PAP Patienten.

Fur SP-C konnte durch eindimensionale Gelelektrophorese mit anschlieendem
Immunoblot ebenfalls eine gleichmalige Auswaschkinetik flr die reduzierte und nicht
reduzierte Form des Protein gefunden werden. Ein padiatrischer PAP Patient mit
einer Mutation im SP-C Gen zeigte drei verschiedene Proformen des SP-C, bei
denen wir ebenfalls keine Unregelmaligkeiten in der Auswaschfunktion erkennen
konnten. Alle 3 spezifischen pro SP-C Banden zeigten sowohl in der reduzierten als
auch in der nicht reduzierten Form ein gleichmafiges Absinken der Konzentration.
Um Veranderungen im Proteinmuster der BAL wahrend der Lavage erkennen zu
koénnen, wurden von den einzelnen Spulportionen der Patienten JO1 und J02 2D
Gele mit anschlielRender Silberfarbung angefertigt. Das Proteinmuster der BAL und
des Serums der jeweiligen Patienten waren sich sehr ahnlich, nur zeigten sich im
Serum hochmolekulare Proteine im Bereich von > 128 kDa. Uber den Verlauf der
Lavage verschwinden einige Proteinspots, aber das allgemeine Muster verandert
sich nicht. Anhand der Gele lasst sich klar erkennen, dass wahrend der fortlaufenden
Lavage keine zusatzlichen Proteinspots Uber 60 kDa erscheinen, was den Schluf
zulasst, dass eine therapeutische Halblungenlavage nicht zu einer weitergehenden

Schadigung der Lungen und zu erhohter Permeabiliat fur Serumproteine fuhrt.

IV.B. Halblungenlavagen bei Perfluorcarboneinspilung

Partielle FlUssigkeitsventilation mit Perfluorcarbon ist eine Methode, welche bei
Patienten mit schweren respiratorischen Erkrankungen eingesetzt wird, um die
Lungenfunktion zu verbessern®. Die weiteren Eigenschaften des PFC, wie hohe
spezifische Dichte, geringe Oberflachenspannung und eine hohe Sauerstoff-

bindungskapazitit' haben dazu gefilhrt, dass versucht wird, PFC dazu zu
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verwenden, losliche Zellbestandteile, Ubermalig angesammeltes Protein und
Phospholipid aus den Lungen auszuspiilen**"3. Zudem wurde festgestellt, dass PFC
nicht nur Exsudat und Zelltrimmer effektiv entfernen kann, sondern auch eine
entscheidende Rolle bei der Auswaschung von Entzindungsmediatoren spielt,
welche eine sekundére Lungenschadigung bewirken*®. Bei einem unserer Patienten
mit anderweitig kaum zu behandelnder Lungenerkrankung wurde PFC im Sinne
eines Heilversuches angewandt. Dazu wurde wahrend der salinen BAL die Lunge
einmal mit 100 ml Perflubron gespult. Der Vorteil von PFC ist, dass sich durch seine
hohe spezifische Dichte tiefe kollabierte Lungensegmente besser erreichen lassen,
ubermafiges Protein und Phospholipid aufschwimmt und sich somit leichter
ausspulen lasst. Wir konnten zeigen, dass bei einer von den 3 durchgeflihrten
Lavagen die PFC Einspulung zu einer erhohten Proteinkonzentration bzw. —_menge in
den auf die Einspulung folgenden Lavagen fuhrte, es aber bei den anderen zwei
BALs keine Veranderungen gab. Die Phospholipidkonzentration bzw. —menge war
einmal erniedrigt, einmal gleich und einmal erhoht. Es wurde also nur ein
vergleichsweise geringer Effekt erzielt, so dass weitergehende Untersuchungen

notwendig sind, um Uber die Bedeutung der Technik endgultig zu entscheiden.

IV.C. Biophysikalische Funktionen

In der Literatur sind bislang nur 4 Ergebnisse von Messungen der
Oberflachenspannung zu finden. Drei davon deuten daraufhin, dass die Oberflachen-
eigenschaften von PAP Patienten geringfligig erniedrigt sind®*’“*°. Eine andere
Verdffentlichung zeigte im Tierversuch stark erniedrigte Oberflacheneigenschaften?.
Samtliche Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen wurden mit dem Bubble
Surfactometer gemessen. Unsere Ergebnisse wurden mit dem Capillary
Surfactometer ermittelt. Wir konnten zeigen, dass die Oberflacheneigenschaften,
ausgedruckt in %open, bei adulten PAP Patienten sehr stark erniedrigt und bei
juvenilen PAP Patienten um im Mittel 50% reduziert waren. Die Kontrollpatienten
hatten eine normale Surfactanteigenschaft von 100% open. Des Weiteren konnten
wir zeigen, dass sich die Surfactanteigenschaften in den einzelnen Spulportionen

uber den Verlauf der Lavage nicht andern. Es konnte zusatzlich eine signifikante
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Korrelation zwischen dem Initialdruck und der Offnungszeit der Kapillare

nachgewiesen werden.

IV.D. Erarbeitung einer Monitoringmethode fur die Auswasch-
effizienz einer Lavage
Die bronchoalveolare Lavage ist fur die Erkrankung der pulmonalen Alveolar-
proteinose sowohl im Kindes- als auch im Erwachsenenalter die therapeutische
Methode der Wahl!''. Die bronchoalveoldre Lavage wird solange durchgefiihrt, bis
nach visueller Uberpriifung der einzelnen Lavageportionen anhand der Triibung eine
ausreichende Auswaschung von Uberschussigem Protein und Phospholipid erreicht
wurde. Diese Vorgehensweise erlaubt keine reproduzierbare Lavagedurchfuhrung
und keine objektive Beurteilung des Endpunktes der Lavage, an dem nur noch
physiologische Mengen an Protein und Phospholipiden in der Lunge vorhanden sind.
Aus diesem Grund sollte eine einfache photometrische Messung entwickelt werden,
um den Verlauf der Auswascheffizienz simultan wahrend der Lavage verfolgen zu
konnen und den Endpunkt der Lavage bei physiologischen Protein- und
Phospholipidkonzentrationen festzulegen.
Als optimale Messwellenlange fur das Monitoring wurden 405 nm gewahlt. Diese
Messwellenlange ist der beste Kompromiss zwischen Empfindlichkeit und der
Mdglichkeit, Uber den gesamten Messbereich ein auswertbares Ergebnis zu erhalten.
Mit einem p-Wert von < 0,0001 wurde bei den Patienten JO1 und J0O2 sowohl
zwischen der Proteinkonzentration und der gemessenen optischen Dichte als auch
zwischen der SP-A Konzentration und der optischen Dichte eine signifikante
Korrelation ermittelt. Die Korrelation zwischen der optischen Dichte und der
Phospholipid-, bzw. SP-D Konzentration war mit < 0,05 ebenfalls signifikant.
Far die Validierung der Methode wurden die Abweichungen zwischen, mittels
Proteinassay direkt gemessenen und die uber eine Eichgerade ermittelten
Proteinkonzentrationen in Bland Altmann Blots dargestellt. Es zeigte sich, dass die
Werte Uber den gesamten Messbereich gleich blieben und nie mehr als 100% vom
Durchschnitt abwichen. Anhand der Kontrollgruppe wurde eine physiologische
Proteinkonzentration in der Lavage bei unter 100 ug/ml, bzw. einer Absorption von

0,038 festgelegt. Die Responder Operator Curve zeigt fur diese Werte eine Flache
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von 0,9079, was eine aussagekraftige Unterscheidung zwischen noch zu viel in der
Lunge vorhandenem Surfactantmaterial und dem Endpunkt der Lavage erlaubt.

Das Wissen um die direkte Proportionalitdt von Surfactantparametern und der
Absorption ermoglicht eine weitgehende Standardisierung der Lavage. Durch diese
bessere Kontrolle des Auswaschvorganges kdnnen Lavagen zu einem Zeitpunkt
beendet werden, an dem eine weitere Spulung der Lunge keine grolde Effizienz mehr

bedeutet. Daraus resultiert unter anderem auch eine Verkirzung der Narkosezeit.

IV.E Weitergehende biochemische Charakterisierung
einzelner Patienten

Ein padiatrischer Patient der untersuchten PAP Patienten wies eine heterozygote
Missense Mutation im SP-C Gen auf®®***. Aufgrund einer offenen Lungenbiopsie
wurde bei ihm sowohl die Diagnose der pulmonalen Alveolarproteinose als auch eine
intestitielle Lungenerkrankung festgestellt. Er zeigte ein alveolares Fullungssyndrom
mit amorphem Material, was zu schweren Gasaustauschstorungen flhrte.
Ganzlungenlavagen und die Behandlung mit Steroiden und Azathioprin zeigten eine
weitgehende Besserung des Gasaustausches. Die bei diesem Patienten erstmals
beschriebene Missense Mutation beruhte auf einem Austausch von Isoleucin gegen
Threonin im SP-C Gen (173T)"%"°. Diese Mutation zeigt sowohl ein voll prozessiertes
reifes SP-C, welches Uberwiegend (> 99,9%) in der monomeren Form vorliegt, als
auch abnormal prozessiertes pro SP-C, was den Schluss zulasst, dass diese
Mutation die Prozessierungsvorgange des pro SP-C beeinflusst.

Fir SP-A zeigt sich ein normales Bandenmuster. Es zeigte sich kein absoluter SP-B
Mangel und das SP-B lag ohne abnorme Veranderungen in der dimeren und zu
geringem Prozentsatz in der tetrameren Form vor. Pro SP-B konnte bei 19-21 kDa
und 23-25 kDa nachgewiesen werden. Dies stellt aber keine Besonderheit dar, da
bei fast allen Patienten pro SP-B nachgewiesen werden kann. SP-C war bei Patient
JO1 sowohl in der monomeren als auch in der dimeren Form vorhanden. Des
Weiteren konnten wir Proformen des SP-C bei 12, 14 und 19 kDa mit dem Antikorper
von M. Beers und eine Proform bei 14 kDa mit dem Antikérper von J. Whitsett
nachweisen. Fur SP-D zeigten sich reife monomere und dimere Formen.

Die Auftrennung der Proteine mittels 2D Gelelektrophorese und die anschlieliende

Identifizierung einzelner Proteinspots durch Massenspektrometrie ergab das gleiche
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2848728182 Dia weitere

Muster und Ergebnis wie in der Literatur beschrieben
Detektion mit Immunoblot konnte die Surfactantproteine SP-A, pro SP-B und SP-D
gut identifizieren. Die Detektion von SP-B, SP-C und pro SP-C war jedoch nicht
spezifisch moglich, was wahrscheinlich an ihrer starken Hydrophobizitat liegt.

Es konnte weiter gezeigt werden, dass die 3 spezifischen pro SP-C Banden von
Patient JO1 weder O- noch N-glycosiliert sind. Bei Patient J02 wurde durch eine
Inkubation mit N- Deglycosidase eine weitere spezifische, knapp oberhalb der schon
bestehenden pro SP-C Bande liegende neue Bande erzeugt. Bei beiden Patienten
konnten die zwei identisch vorhandenen pro SP-B Banden bei 21, bzw. 25 kDa durch
Inkubation mit N-Deglycosidase auf eine Grofle von 16, bzw. 21 kDa reduziert

werden.

IV.F. Variabilitat der Surfactantproteine uber die Zeit

Bei Patient JO1, welcher unter padiatrischer pulmonaler Alveolarproteinose leidet,
wurde die Konzentration und das Muster von reifem SP-C und den aberranten pro
SP-C Formen zu 7 verschiedenen Zeitpunkten Uberpriuft, an denen jeweils eine
Lungenlavage stattgefunden hat. Es konnte gezeigt werden, dass die
Konzentrationen Uber diesen Zeitraum von zweienhalb Jahren stark schwankten und
es keinen Zusammenhang zwischen den Konzentration des SP-C und des pro SP-C
gab.

Wir hatten die Mdglichkeit, zwei Patienten (J01, J02) mit padiatrischer PAP Uber den
Zeitraum von 5 Jahren zu untersuchen. Patient JO1 weist eine Mutation im SP-C Gen
auf, wobei Patient J02 ebenfalls eine padiatrische PAP ohne nachweisbaren
genetischen Defekt zeigt. Dafur standen uns jeweils die repetitiven BAL's Uber
diesen Zeitraum, sowie die Medikation und medizinische Parameter zur Verfugung.
Die Sauerstoffbedarfkurve des Patienten J01 zeigt Uber den Beobachtungszeitraum
einen parallelen Verlauf zu den gemessenen LDH Werten im Serum, was darauf
hindeutet, dass der Serum LDH Spiegel ein indirekter Indikator flr die pathologische
Surfactantanreicherung in der Lunge ist?’*"*°. Der Sauerstoffbedarf, ein direkter
Indikator fur den Zustand des Patienten, zeigte zu Beginn der Erkrankung einen
kontinuierlichen  Anstieg trotz  repetitiver Lungenlavagen. Nach einer

KortisonstoRtherapie sank der Verbrauch fir ein halbes Jahr signifikant ab. Danach
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stieg der Sauerstoffbedarf aufgrund einer Infektion mit Influenza B stark an. Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Behandlung mit Kortison eine
Verbesserung der klinischen Symptome ermdglicht. Dies steht anscheinend im
Gegensatz zu Berichten aus der Literatur’®. Allerdings beziehen sich diese Berichte
auf die adulte Form der PAP ohne Beteiligung des Interstitiums, wahrend bei
unserem Patienten gleichzeitig eine signifikante interstitielle Entzindungsreaktion
vorlag. Eine Infektion mit Influenza B fuhrt zu einer Verschlechterung der
Sauerstoffsattigung*®®*. Des Weiteren konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal fiir die
Parameter Gesamtprotein, Phospholipid, SP-A und SP-D in der Lavage die
Veranderung Uber einen langeren Zeitraum bestimmt werden. Es zeigte sich, dass
die Gesamtproteinkonzentration in der Lunge stark zwischen den einzelnen
Lavagezeitpunkten schwankt und durch eine Kortisongabe nicht signifikant
beeinflusst wird. Es konnten keine signifkanten Unterschiede zwischen den beiden
Lungenseiten festgestellt werden. Im Gegensatz dazu konnte durch eine
Kortisontherapie die Phospholipid- und SP-A Konzentration in der Lunge signifikant
gesenkt werden. Fur SP-D konnte ein Abfall der Konzentration nur fur eine
Lungenseite beobachtet werden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass durch
Kortisongabe die klinischen Symptome einer PAP verbessert werden kénnen, indem
die Phospholipidkonzentration in der Lunge absinkt bei wenig veranderter
Gesamtproteinkonzentration. Die genauen regulativen Mechanismen mussen
zunachst unklar bleiben.

Bei Patient J02 konnte ebenso wie bei Patient JO1 ein paralleler Verlauf des
Sauerstoffbedarfs und der Serum LDH Konzentration beobachtet werden. Eine
Kortisonstol3therapie fuhrte zu einer Verbesserung der klinischen Symptome mit
einem Abfall des Sauerstoffbedarfs und einem Abfall der Gesamtprotein-
konzentration in der Lavage. Bei Patient J0O2 konnten zwar keine Autoantikorper
gegen GM-CSF festgestellt werden, eine Umstellung der Gabe von GM-CSF von
einer subkutanen auf eine pulmonale Darreichung wirkte sich dennoch glinstig auf
den Sauerstoffbedarf aus und liel® die Phospholipidkonzentration sinken, was auch
schon in der Literatur beschrieben wurde®¥®%®"% Die Reduktion der Protein- und
Phospholipidkonzentration hielt jedoch nur ein Jahr an. Im Anschlul3 stiegen die
Werte wieder an. Die SP-A und SP-D Werte verhielten sich in den beiden

Lungenseiten gegensatzlich.
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Es zeigte sich, dass das Ansprechen einer medikamentosen Therapie bei Patienten
mit Alveolarproteinose stark von den zu Grunde liegenden vielfaltigen Ursachen

abhangt.

IV.G. Erarbeitung einer Bestimmungsmethode fir SP-B mittels
HPLC

Quantifizierungsmethoden fur SP-B in bronchoalveolarer Lavage, die in der Literatur
zu finden sind, verwenden entweder die ELISA Methode** oder filhren eine
C¥¥%  oder FPLC’® durch. Das Problem der

Quantifizierung mittels ELISA sind zum einen die Ldslichkeit im wassrigen Medium

Quantifizierung mittels HPL

und Stérungen durch die gro3e Menge an Phospholipiden®®. Mehrere Waschschritte
zur Entlipidierung lassen eine quantitative Bestimmung anzweifeln. Das Problem an
der Bestimmung durch chromatographische Verfahren ist zum einen die geringe
Sensitivitat von 600 ng®, bzw. 1 ug’® SP-B, welche die Bestimmung von normalen
SP-B Werten nicht zulasst, die sehr langen Trennzeiten von 40 Minuten®® und die
Extraktionsmethode vor der chromatographischen Auftragung. Hierbei werden
Dichtegradientenzentrifugation und mehrere organische Extraktionsschritte
miteinander kombiniert. Eine quantitative Extraktion ist auch hier anzuzweifeln. Wir
konnten feststellen, dass die bisher verwendeten organischen Extraktionsmethoden
keine quantitative Anreicherung ergaben. Aus diesem Grund entwickelten wir eine
neue, einfache, nur zwei Schritte beinhaltende Extraktionsmethode auf Basis einer
Verdffentlichung von Beers et al.?. Die Extraktion wurde mit einer Lésung aus
Chloroform : Methanol : Salzsaure (3:2:0,005 N) durchgefuhrt. Die so erhaltene
Unterphase wurde auf eine HPLC Anlage mit einer reversed phase Saule Vydac C4
aufgetragen und mit Hilfe einer mobilen Phase, bestehend aus Chloroform :
Methanol : Trifluoressigsaure (97,0%:2,75%:0,25%) getrennt. Samtliche HPLC
Parameter wurden modifiziert, um eine optimale Trennung zu erreichen, und die
erhaltenen Ergebnisse validiert. Durch Western Blot der verschiedenen Fraktionen
der Extraktion konnte gezeigt werden, dass die vorliegende Extraktionsmethode eine

selektive Bestimmung von SP-B zulasst.
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V. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Gesamtmengen und Konzentrationen der
einzelnen Spulportionen an Protein, Phospholipid, SP-A und SP-D in den
bronchoalveolaren Lavagen von 4 juvenilen und 6 adulten Patienten mit pulmonaler
Alveolarproteinose und einem Patienten mit Cholesterolpneumonitis bestimmt, und
die Auswaschkinetik dieser Parameter Uuber den Verlauf der Lavagen dargestellt.
Auch wurde die Auswaschkinetik der Proformen des SP-C bei einem Patienten
ermittelt.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Perfluorcarboneinsplilung nur einen
vergleichsweise geringen Effekt auf die Auswascheffizienz einer Lavage zeigt, so
dass weitergehende Untersuchungen notwendig sind, um Uber die Bedeutung der
Technik endgultig zu entscheiden.

Wir konnten zeigen, dass die Oberflacheneigenschaften bei adulten PAP Patienten
sehr stark erniedrigt und bei juvenilen PAP Patienten um im Mittel 50% reduziert
waren im Vergleich zu den Kontrollpatienten. Die Surfactanteigenschaften in den
einzelnen Spulportionen Uber den Verlauf der Lavage andern sich nicht. Es konnte
zusatzlich eine signifikante Korrelation zwischen dem Initialdruck und der
Offnungszeit der Kapillare nachgewiesen werden.

In  der vorliegenden Arbeit konnte eine direkte Proportionalitdt von
Surfactantparametern und der Absorption der Nativlavage gezeigt werden und aus
dieser Erkenntnis heraus eine Methode entwickelt werden, mit deren Hilfe durch eine
einfache photometrischen Messung die Auswascheffizienz simultan wahrend der
Durchfuhrung der Lavage uUberwacht werden kann und somit Lavagen zu einem
Zeitpunkt beendet werden konnen, an dem eine weitere Spulung der Lunge keine
grolde Effizienz mehr bedeutet.

Das Proteinmuster von 2 padiatrischen PAP Patienten wurde durch ein- und
zweidimensionale  Gelelektrophorese dargestellt und einzelne Spots mit
Massenspektrometrie charakterisiert. Das Glycosilierungsmuster des SP-B und SP-C
dieser Patienten wurde durch enzymatische Deglycosilierung untersucht und
festgestellt, dass die in beiden Patienten vorhandenen pro SP-B Banden N-

glycosiliert sind.
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Anhand klinischer Daten und den dazugehdrigen ermittelten Surfactantparametern
konnte der Effekt verschiedener therapeutischer Mallnahmen auf den Verlauf der
Erkrankung bei 2 padiatrischen PAP Patienten gezeigt werden.

Far die Bestimmung von SP-B in Bronchiallavagen wurde eine neue Extraktions- und
HPLC Methode entwickelt und validiert, welche es zum ersten Mal erlaubt, aufgrund

seiner Sensitivitat auch Lavagen von gesunden Patienten zu quantifizieren.
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Therapeutische Halblungenlavagen
Proteinkonzentration

Gesamt (pg/ml)

PAP adult JO1 J02 JO3 J04 C01 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links
953,0 | 1461,0 | 151,0 [ 148,0| 788,2 | 1199,3 | 2430,0 | 3519,0 | 388,0 | 150,0 | 197,0 | 116,0| 46,5| 84,7
167,0 | 298,0| 226,0|159,0|1009,6 | 5954 575 97,3
569,0| 154,0| 130,0 [ 104,0 | 2142,0 | 1198,6 771 771
169,0 [ 1392,0| 277,0| 68,0| 590,7 | 1063,5 81,5| 65,1
788,0 125,0 | 167,0| 664,2| 743,8 47,3 | 49,0
111,0 | 132,0 | 1092,0 | 1640,6
220,0| 64,0 940,2]|1435,2
122,0| 71,0 590,3
236,0 | 58,0
127,0
145,0
Minimum 167,0 [ 154,0 |111,0 | 58,00 | 590,7 |590,3 |2430 |[3519 |388,0 |150,0|197,0 [116,0|46,51 | 49,00
25% 168,0 |226,0 |125,0 | 66,00 |664,2 |669,6 46,92 | 57,07
Percentile
Median 569,0 | 845,0 |145,0 | 104,0|940,2 | 1131 2430 |3519 |388,0 |150,0|197,0 |116,0 (57,52 | 77,10
75% 870,5 | 1427 |226,0 | 153,5| 1092 1317 79,32 | 90,96
Percentile
Maximum 953,0 | 1461 277,0 | 167,0 | 2142 1641 2430 |3519 |388,0 |150,0|197,0 |116,0|81,53 | 97,25
Mittelwert 529,2 |826,3 |170,0 | 107,9 | 1032 1058 2430 [3519 |388,0 |150,0[197,0 | 116,0|62,00 | 74,63
Standard- 356,8 | 696,2 |58,04 | 44,27 |521,9 |387,9 0 0 0 0 0 016,47 | 18,48
abweichung
Standard- 159,5 | 348,1 [17,50 (14,76 | 197,2 | 137,1 0 0 0 0 0 07,365 | 8,264
fehler
Unteres 86,23 |-281,5 | 131,0 | 73,86 | 549,8 | 7341 0 0 0 0 0 041,55 | 51,69
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 972,2 | 1934 |209,0 | 141,9 | 1515 1383 0 0 0 0 0 08245 | 97,57
Cl
(Mittelwert)
Gesamt/Korpergewicht (ug/ml/kg)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 CO01 Kontrollen
rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links
13,6 20,9 17,8| 174 54,4 82,7 | 540,0| 782,0| 90,2| 34,9| 152 8,9 36| 10,0
2,4 43| 266| 18,7 69,6 411 29| 13,9
8,1 1,9 153 | 12,2| 147,7 82,7 4,8 7,7
2,1 174 | 32,6 8,0 40,7 73,4 7.4 5,9
9,9 14,7 19,7 45,8 51,3 4.3 1,4
13,1 15,5 75,3 | 113,2
25,9 75 64,8 99,0
14,4 8,4 40,7
27,8 6,8
171
14,9
Minimum 2,110 11,930 |[13,06 |[6,820|40,74 |40,71 |540,0 |782,0 [90,23 |[34,88 | 15,15 [8,920 | 2,880 | 1,360
25% 2,250 | 3,095 |14,53 | 7,765 | 45,80 |46,18 3,230 | 3,640
Percentile
Median 8,130 | 10,83 |[17,41 [ 13,59 | 64,84 |78,01 |540,0 |782,0 [90,23 | 34,88 | 15,15 | 8,920 [ 4,300 |7,710
75% 11,73 19,14 | 27,18 | 18,06 | 75,31 | 90,85 6,115 | 11,93
Percentile
Maximum 13,61 |20,87 [32,59 [19,65|147,7 | 113,2 | 540,0 |[782,0 |90,23 | 34,88 | 15,15 (8,920 | 7,410 | 13,89
Mittelwert 7,218 [ 11,12 20,51 112,92 171,20 |72,99 |[540,0 |782,0 |90,23 | 34,88 | 15,15 | 8,920 14,598 |7,768
Standard- 4,950 | 9,417 |6,977 | 4,963 | 35,99 |26,75 0 0 0 0 0 011,734 |4,657
abweichung
Standard- 2,214 | 4,708 |2,206 | 1,569 | 13,60 |9,457 0 0 0 0 0 00,7757 | 2,083
fehler
unteres 1,071 |-3,869 | 15,51 | 9,368 | 37,91 | 50,63 0 0 0 0 0 02,444 (1,985
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 13,36 | 26,10 |25,50 | 16,47 | 104,5 | 95,35 0 0 0 0 0 06,752 |[13,55
Cl
(Mittelwert)
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Pool (ug/ml)
PAP adult JO1 J02 JO03 J04 Co1 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links
1368,7 | 1612,0 | 218,3 | 285,0 | 1143,2 | 1078,7 | 1041,6 | 1026,7 | 573,0 | 130,6 | 156,0 | 116,4| 46,5| 84,7
134,6 | 321,9| 247,0|324,3| 531,2|1155,2 57,5| 97,3
5318,1| 477,9| 192,7 | 285,3 | 3860,5 | 1998,1 771 | 771
573,6 | 4691,7 | 196,3 [ 192,5| 1628,3 | 5372,8 81,5| 65,1
4919,8 200,0 | 615,3 | 1322,9 | 1591,3 47,3 | 49,0
268,1]209,7 | 1638,4 | 3713,5
289,4 | 167,8 | 642,2|8780,0
248,9 | 164,6 443,3
660,4 | 208,2
161,9
204,9
Minimum 1346 [321,9 |161,9 |164,6 | 531,2 |443,3 | 1042 1027 | 573,0 [ 130,6 | 156,0 | 116,4 | 46,5 |49,
25% 354,1 |399,9 |196,3 | 180,1|642,2 | 1117 46,9 |[57,0
Percentile
Median 1369 1045 |218,3 | 209,7 | 1323 1795 1042 1027 |573,0 [130,6 | 156,0 | 1164|575 |771
75% 5119 |3152 |268,1 |304,8|1638 |4543 79,3 90,9
Percentile
Maximum 5318 4692 |660,4 |615,3 | 3861 8780 1042 1027 |573,0 [130,6|156,0 |116,4 (81,5 |97,2
Mittelwert 2463 1776 | 262,5 | 272,5|1538 | 3017 1042 1027 |573,0 [130,6 | 156,0 | 116,4 | 62,0 |74,6
Standard- 2469 | 2027 137,1 | 140,4 | 1113 | 2833 0 0 0 0 0 0|16,4 |184
Abweichung
Standard- 1104 1014 | 41,35 | 46,79 | 420,6 | 1001 0 0 0 0 0 07,36 |8,26
fehler
unteres -602,3 | -1450 |170,4 | 164,6 | 508,9 |648,5 0 0 0 0 0 0415 |516
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 5528 | 5001 354,7 | 380,4 | 2567 | 5385 0 0 0 0 0 0824 |975
Cl
(Mittelwert)
Pool/Kérpergewicht (ug/ml/kg)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 Co1 Kontrollen
rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links |rechts | links |rechts | links | rechts | links
196 | 23,0| 257| 335| 788| 744| 231,5| 228,2| 133,3| 304 12,0 9,0 36| 10,0
1,9 46| 29,1 38,2| 36,6| 797 29| 13,9
76,0 6,0 22,7| 336/ 266,2| 137,8 4.8 7,7
72| 58,7| 231 22,6 | 112,3| 370,5 7,4 5,9
61,5 235| 724 91,2] 109,7 4.3 1,4
31,5 24,7| 113,0| 2561
34,1 19,7 | 44,3| 605,55
29,3| 194 30,6
77,7 24,5
19,0
21,8
Minimum 1,920 14,600 [ 19,04 | 19,36 | 36,63 | 30,57 | 231,5 [228,2 | 133,3 |30,37 | 12,00 | 8,950 | 2,880 1,360
25% 4,545 | 5,285 | 22,89 (21,19 | 44,29 | 77,03 3,230 3,640
Percentile
Median 19,55 | 14,50 | 27,37 | 24,67 | 91,23 | 123,8 | 231,5 | 228,2 | 133,3 [ 30,37 | 12,00 | 8,950 | 4,300 7,710
75% 68,74 | 40,84 | 32,80 (35,86 | 113,0 | 313,3 6,115 11,93
Percentile
Maximum 75,97 | 58,65 | 77,70 | 72,39 | 266,2 | 605,5 | 231,5 | 228,2 | 133,3 | 30,37 | 12,00 | 8,950 | 7,410 13,89
Mittelwert 33,22 [ 23,06 | 31,57 | 32,06 | 106,1 |208,0 |231,5 |228,2 | 133,3 | 30,37 | 12,00 [ 8,950 |4,598 7,768
Standard- 33,44 | 25,16 | 16,84 | 16,51 | 76,75 | 1954 0 0 0 0 0 011,734 | 4,657
abweichung
Standard- 14,95 | 12,58 | 5,326 | 5,505 | 29,01 | 69,07 0 0 0 0 0 00,7757 | 2,083
fehler
unteres -8,3 | -17,0 | 19,52 | 19,37 | 35,09 | 44,72 0 0 0 0 0 02,444 1,985
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 74,74 | 63,10 | 43,61 (44,75 | 177,1 | 371,4 0 0 0 0 0 016,752 13,55
Cl
(Mittelwert)
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Halblungenlavagen (pg/ml)

PAP adult JO1 J02 J03 J04 C01 Kontrollen
rechts | links |[rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
538,01 1309,4 | 13441254 | 737,5[1223,4]|3123,6 | 3830,7 | 295,2|154,6 | 218,0|116,0| 46,5| 84,7
199,3| 274,2| 122,6 | 132,0]1057,5| 5154 57,5| 97,3
372,4| 136,5| 119,2| 83,9|1970,1 | 1065,4 771 771
151,4 [ 1172,3 | 297,5| 57,4| 461,0| 704,4 81,5| 65,1
549,6 114,4| 90,1| 5544 | 622,7 47,3 | 49,0
91,6 [ 123,0| 982,7|13445
202,9| 54,8| 9559 | 823,2
100,8 | 57,9 599,8
130,2| 74,4
121,6
129,6
Minimum 151,4 1136,5 91,60 |54,75]1461,0 [5154 [3124 |3831 2952 | 154,6 | 218,0 | 116,0 | 46,51 | 49,00
25% 175,4 | 205,3 | 114,4 | 57,67 | 554,4 |611,3 46,92 | 57,07
Percentile
Median 372,4 |723,2 |122,6 [ 83,89 9559 |763,8 |3124 |3831 295,2 | 154,6 | 218,0 | 116,0| 57,52 | 77,10
75% 543,8 | 1241 134,4 | 124,2 | 1058 1144 79,32 | 90,96
Percentile
Maximum 549,6 | 1309 |297,5 | 132,0 | 1970 1345 |3124 |3831 295,2 | 154,6 | 218,0 | 116,0 | 81,53 | 97,25
Mittelwert 362,2 | 723,1 |142,3 [ 88,76 [ 959,9 |862,3 |3124 |3831 2952 | 154,6 | 218,0 | 116,0 | 62,00 | 74,63
Standard- 185,1 | 603,1 |58,78 | 31,03 |498,9 |311,0 0 0 0 0 0 016,47 | 18,48
abweichung
Standard- 82,80 (301,6 |17,72 [ 10,34 (188,6 | 110,0 0 0 0 0 0 07,365 |8,264
fehler
unteres 132,3 | -236,6 | 102,8 | 64,91 | 498,5 |602,3 0 0 0 0 0 0]41,55 | 51,69
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 592,0 | 1683 181,7 | 112,6 | 1421 1122 0 0 0 0 0 08245 |97,57
Cl
(Mittelwert)
Halblungenlavagen/Korpergewicht (ug/ml/kg
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 C01 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links |rechts | links |rechts | links | rechts | links
77| 18,7| 158| 14,8| 50,9| 844 | 694,1| 851,3| 686| 359| 16,8 8,9 36| 10,0
29 39| 144| 155| 729]| 356 29| 139
53 1,7 14,0 99| 1359| 735 4,8 7,7
1,9 14,7] 350 6,8| 31,8| 486 7.4 59
6,9 13,5| 10,6| 38,2| 429 4,3 1,4
10,8| 14,5| 67,8| 92,7
23,9 64| 659]| 56,8
11,9 6,8 41,4
15,3 8,8
14,3
15,2
Minimum 1,890 (1,710 | 10,78 | 6,440 | 31,79 | 35,55 |694,1 | 851,3 | 68,64 | 3594 | 16,77 | 8,920 | 2,880 1,360
25% 2,370 | 2,815 | 13,46 (6,785 | 38,23 | 42,16 3,230 3,640
Percentile
Median 5,320 [9,285 | 14,42 | 9,870 | 65,92 | 52,68 | 694,1 | 851,3 | 68,64 |35,94 |16,77 |8,920 | 4,300 7,710
75% 7,280 | 16,68 | 15,81 | 14,61 | 72,93 | 78,92 6,115 11,93
Percentile
Maximum 7,690 [ 18,71 [ 35,00 | 15,53 | 1359 [ 92,72 | 694,1 | 851,3 | 68,64 |3594 | 16,77 [8,920 | 7,410 13,89
Mittelwert 4,924 | 9,747 | 16,74 | 10,44 | 66,20 | 59,47 | 694,1 | 851,3 | 68,64 | 3594 | 16,77 | 8,920 | 4,598 7,768
Standard- 2,505 | 8,224 | 6,913 | 3,651 | 34,41 | 21,45 0 0 0 0 0 011,734 | 4,657
abweichung
Standard- 1,120 | 4,112 | 2,084 | 1,217 | 13,00 | 7,583 0 0 0 0 0 00,7757 | 2,083
fehler
unteres 1,814 |-3,34 | 12,10 | 7,637 | 34,37 | 41,54 0 0 0 0 0 012,444 1,985
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 8,034 | 22,83 | 21,39 | 13,25 | 98,02 | 77,40 0 0 0 0 0 06,752 13,55
Cl
(Mittelwert)
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Proteingesamtmenge
Gesamt (g)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 CO1 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts links
7,791 | 1,820| 0,272 0,369 | 2,563 | 2,759 | 0,659 | 1,186 | 0,286 | 0,161 | 0,247 | 0,001 0,001 0,002
3,509 | 18,318 | 0,632 | 0,390 | 3,704 | 1,731 0,003 0,001
15,374 | 3,071 0,347 (0,401 | 5,464 | 3,214 0,002 0,001
4,056 | 44,552 | 0,546 | 0,370 | 1,350 | 4,759 0,001 0,001
30,725 0,391]0,356 | 1,773 | 2,262 0,001 0,003
0,372 10,554 | 2,618 | 5,049
0,431 0,303
0,321 10,211
0,266 | 0,207
0,410
0,180
Minimum 3,51 1,82| 0,18 | 0,21 1,35| 1,73| 066| 1,19| 0,29| 0,16 | 0,248 | 0,001 0,001 0,001
25% 3,78 245| 0,27 0,26| 1,56| 2,00 0,001 0,001
Percentile
Median 7,79| 1069| 0,37| 0,37| 2,59 | 299| 066| 1,19| 0,29| 0,16 | 0,248 | 0,001 0,001 0,001
75% 23,05| 31,44 | 043| 0,40| 4,58| 4,90 0,002 0,002
Percentile
Maximum 30,73| 4455| 063| 0,55| 5,46| 5,05| 0,66 , 0,29 | 0,16 | 0,248 | 0,001 0,003 0,003
Mittelwert 12,29 | 16,94| 0,38 0,35| 291| 3,30| 066 1,19| 0,29]| 0,16 | 0,248 | 0,001 0,001 0,002
Standard- 11,34 | 19,88| 0,13| 0,11 1,49 | 1,34 0 0 0 0 0 0| 0,001 0,001
abweichung
Standard- 5,07 9,94 | 0,04| 0,04| 0,61]| 0,55 0 0 0 0 0 0| 0,000 0,000
fehler
unteres -1,79| -1469| 0,29 0,27| 1,35| 1,89 0 0 0 0 0 0| 0,000 0,001
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 26,37 | 48,57 | 0,46| 0,43 | 4,48| 4,71 0 0 0 0 0 0| 0,003 0,003
Cl
(Mittelwert)
Gesamt/Korpergewicht (g/kg)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 CO01 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts links rechts links
0,11/0,03| 0,03| 0,04| 0,18| 0,19| 0,15|0,26| 0,07 | 0,04 | 0,02000 | 0,00004 | 0,00004 | 0,00021
0,05/0,26| 0,07| 0,05| 0,26] 0,12 0,00014 | 0,00017
0,22|0,04| 0,04| 0,05| 0,38| 0,22 0,00011 | 0,00011
0,05/056| 0,06 0,04 0,09] 0,33 0,00013 | 0,00010
0,38 0,05/ 0,04]| 0,12] 0,16 0,00009 | 0,00009
0,04| 0,07| 0,18] 0,35
0,05| 0,04
0,04 | 0,02
0,03| 0,02
0,05
0,04
Minimum 0,05|/0,03| 0,03| 0,02| 0,09]|0,12| 0,15|0,26| 0,07 | 0,04 0,02 | 0,00004 | 0,00004 | 0,00009
25% 0,05|0,04| 0,04| 0,03| 0,1 0,14
Percentile 0,00007 | 0,00009
Median 0,11]0,15| 0,04| 0,04| 0,18]| 0,21 0,15(0,26| 0,07 ] 0,04 0,02 | 0,00004 | 0,00011 | 0,00011
75% 0,30 | 0,41 0,05/ 0,05| 0,32] 0,34
Percentile 0,00013 | 0,00019
Maximum 0,38/056| 0,07 007| 038]0,35| 0,15|0,26| 0,07|0,04 0,02 | 0,00004 | 0,00014 | 0,00021
Mittelwert 0,16 0,22| 0,05| 0,04| 0,20]|0,23| 0,15|0,26| 0,070,04 0,02 | 0,00004 | 0,00010 | 0,00014
Standard- 0,14 |0,25| 0,01 0,02| 0,11 0,09 0 0 0 0 0 0 | 0,00004 | 0,00005
abweichung
Standard- 0,06 0,12| 0,00| 0,01 0,04 | 0,04 0 0 0 0 0 0 | 0,00002 | 0,00002
fehler
unteres -0,01] -0,2| 0,04 0,03| 0,09| 0,13 0 0 0 0 0 0 | 0,00006 | 0,00007
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 0,34 (0,62| 0,05| 0,05| 0,31]| 0,33 0 0 0 0 0 0| 0,00015 | 0,00020
Cl
(Mittelwert)
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Pool (ng)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 CO01 Kontrollen
rechts links | rechts | links | rechts links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
205301 | 248253 | 7859 | 10259 | 41155 | 3883120832 | 19507 | 8595|1633 | 2808 | 582 558 | 1778
21401 | 54086 | 8892 | 11675| 19123 | 41588 2732 | 1216
797715 | 71685 | 6936 | 10272 | 138978 | 71933 1735 | 1079
86040 | 703755 | 7068 | 6929 | 58617 | 193422 1386 | 1107
737970 7200 | 22151 | 47623 | 57286 994 | 3185
9650 | 7550 | 58983 | 133686
10418 | 6040 | 23119 | 316080
8962 | 5925 15959
23776 | 7494
5827
7376
Minimum 21401 | 54086 |5827 [5925 19123 | 15959 |20832| 19507 | 8595 |1633|2808 |582 |558,1 | 1079
25% 53721 [ 62885 |7068 |6485 |23119 |40210 775,9 | 1093
Percentile
Median 205301 | 159969 | 7859 | 7550 |47623 |64609 |20832|19507 8595 |1633 2808 |582 |1386 |1216
75% 767843 | 476004 | 9650 | 10973 | 58983 | 163554 2233 | 2482
Percentile
Maximum 797715 | 703755 | 23776 | 22151 | 138978 | 316080 | 20832 | 19507 | 8595 | 1633 | 2808 | 582 | 2732 | 3185
Mittelwert 369685 | 269445 | 9451 | 9810 | 55371 | 108598 | 20832 | 19507 | 8595 | 1633 | 2808 |582 | 1481 | 1673
Standard- 370007 | 302524 | 4937 | 5053 |40062 | 101974 0 0 0 0 0 0|825,8 | 891,5
abweichung
Standard- 165472 | 151262 | 1489 | 1684 | 15142 | 36053 0 0 0 0 0 0|369,3 | 398,7
fehler
unteres -89742 | -21194 | 6134 [ 5926 | 18320 |23345 0 0 0 0 0 0| 455,5 | 566,1
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 829112 | 750831 | 12768 | 13695 | 92423 | 193851 0 0 0 0 0 0| 2506 |2780
Cl
(Mittelwert)
Pool/Korpergewicht (ug)
PAP adult JO1 J02 JO3 Jo4 C01 Kontrollen
rechts links | rechts | links | rechts links rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
2932,9 | 3546,5| 924,6 | 1206,9 | 2838,3 | 2678,0| 4629 [4335| 1999 | 380 | 216,0 | 44,8 | 42,9|209,2
305,7| 772,7|1046,1|1373,5|1318,8 | 2868,2 136,6 | 173,7
11407,3 | 5973,8 | 816,0 | 1208,5 | 9584,7 | 4960,9 108,4 | 107,9
1076,5 | 8805,7 | 831,5| 815,1|4042,6 | 13339,4 126,0 | 100,7
9233,9 847,112606,0 | 3284,4 | 3950,7 90,3 | 88,5
1135,3| 888,3 |4067,8| 9219,8
1225,7| 710,6 | 1594,4 | 21798,6
1054,3| 697,1 1100,6
27971 | 881,7
685,5
7375,7
Minimum 306 773 686 697 1319 1101 | 4629 [4335| 1999 | 380 216 | 45 43 89
25% 691 2160 832 763 1594 2773 67 95
Percentile
Median 2933 | 4760 1046 888 | 3284 4456 | 4629 4335| 1999 | 380 216 | 45 108 108
75% 10321 7390 1226 1291 4068 11280 131 192
Percentile
Maximum 11407 | 8806 | 7376| 2606 | 9585| 21799 | 4629 |4335| 1999 | 380 216 | 45 137 | 209
Mittelwert 4991 4775 1704 1154 | 3819 7490 | 4629 )4335| 1999 | 380 216 | 45 101 136
Standard- 5017 | 3426 1967 595 | 2763 7033 0 0 0 0 0 0 37 53
abweichung
Standard- 2244 1713 593 198 1044 2486 0 0 0 0 0 0 16 24
fehler
unteres -1238 -677 382 697 1263 1610 0 0 0 0 0 0 55 71
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% 11221 | 10226 | 3025 1611 6374 13369 0 0 0 0 0 0 147 | 201
Cl
(Mittelwert)
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Halblungenlavagen (g)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 CO01 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
7,586 | 1,571 0,264 | 0,359 | 2,522 | 2,720| 0,638 | 1,07 | 0,277 0,159 | 0,245|0,001 | 0,001 | 0,002
3,488 18,264 | 0,623| 0,378 | 3,685| 1,690 0,003 | 0,001
14,577 | 2,999 | 0,340 | 0,391 | 5,325| 3,142 0,002 | 0,001
3,970 143,849 | 0,539| 0,363 | 1,292 | 4,566 0,001 ] 0,001
29,987 0,384 | 0,334 | 1,726 | 2,205 0,001 | 0,003
0,362 | 0,547 | 2,559 | 4915
0,421| 0,296 | 7,417 | 4,510
0,312 ] 0,205 4,406
0,243 | 0.252
0,199
0,173
Minimum 3,488 | 1,571(0,1730]0,0003 | 1,292| 1,690| 0,638 1,07 | 0,277 | 0,159 | 0,245 0,001 | 0,0010 | 0,0010
25% 3,729 | 2,285|0,2430|0,2505| 1,726 | 2,463 0,0010 | 0,0010
Percentile
Median 7,586 | 10,63 ]0,3400]0,3590| 2,559 | 3,774] 0,638 1,07 | 0,277 10,159 | 0,245 0,001 | 0,0010 | 0,0010
75% 22,28 | 31,06 |0,4210|0,3845| 5,325| 4,538 0,0025 | 0,0025
Percentile
Maximum 29,99 | 43,85(0,6230|0,5470| 7,417 | 4915]| 0,638 1,07 | 0,277 | 0,159 | 0,245 | 0,001 | 0,0030 | 0,0030
Mittelwert 11,92 | 16,67 |0,3509 | 0,3193 | 3,504 | 3,519 0,638 | 1,07 | 0,277 | 0,159 | 0,245 | 0,001 | 0,0016 | 0,0016
Standard- 11,03 | 19,63 |0,1382|0,1498 | 2,182 | 1,234 0 0 0 0 0 00,0016 | 0,0016
abweichung
Standard- 4,932 | 9,815|0,0417 | 0,0499 | 0,8248 | 0,4364 0 0 0 0 0 00,0009 | 0,0009
fehler
unteres -1,773 | -14,57 | 0,2580 | 0,2041 | 1,486 | 2,487 0 0 0 0 0 00,0005 | 0,0005
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 25,62 | 47,91|0,4438 |0,4344 | 5522 | 4,551 0 0 0 0 0 00,0027 | 0,0027
Cl
(Mittelwert)
Halblungenlavagen/Korpergewicht (g/kg)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 C01 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links rechts links
0,108 | 0,022 | 0,031]0,042 | 0,174 0,188 | 0,142 0,238 | 0,064 | 0,037 | 0,0188 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0002
0,050 | 0,261 | 0,073 | 0,045 | 0,254 | 0,117 0,0002 | 0,0001
0,208 | 0,038 | 0,040 | 0,046 | 0,367 | 0,217 0,0001 | 0,0001
0,050 | 0,548 | 0,063 | 0,043 | 0,089 | 0,315 0,0001 | 0,0001
0,375 0,045]0,039 | 0,119 | 0,152 0,0001 | 0,0001
0,043 10,064 | 0,177 | 0,339
0,050 | 0,035 | 0,512 | 0,311
0,037 ] 0,024 0,304
0,029 | 0,030
0,023
0,020
Minimum 0,05| 0,02| 0,02]| 0,02| 0,09| 0,12| 0,14 0,24| 0,06| 0,04 0,02 | 0,0001 | 0,00010 | 0,00010
25% 0,05 0,03| 0,03| 0,03| 0,12 0,17 0,00010 | 0,00010
Percentile
Median 0,11] 0,15| 0,04 0,04| 0,18| 0,26| 0,14 | 0,24| 0,06| 0,04 0,02 | 0,0001 | 0,00010 | 0,00010
75% 0,29 | 0,40| 0,05| 0,05| 0,37| 0,31 0,00015 | 0,00015
Percentile
Maximum 0,37 | 0,55| 0,07| 0,06| 051| 0,34 0,14 | 0,24| 0,06| 0,04 0,02 | 0,0001 | 0,00020 | 0,00020
Mittelwert 0,16 | 0,22| 0,04)| 0,04| 0,24| 0,24| 0,14| 0,24| 0,06| 0,04 0,02 | 0,0001 | 0,00012 | 0,00012
Standard- 0,14 | 0,25| 0,02| 0,01 0,15 0,09 0 0 0 0 0 0 0,00004 | 0,00004
abweichung
Standard- 0,06 | 0,12| 0,00| 0,00f 0,06 0,03 0 0 0 0 0 0| 0,00002 | 0,00002
fehler
unteres -0,01| -0,17| 0,03| 0,03| 0,10| 0,17 0 0 0 0 0 0| 0,00006 | 0,00006
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 0,33| 0,61| 0,05| 0,05| 0,38| 0,31 0 0 0 0 0 00,00018 | 0,00018
Cl
(Mittelwert)
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Phospholipidkonzentration
Gesamt (ug/ml)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 CO01 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
286,3| 126,3| 26,9 10,4 | 460,9| 328,2| 134,3| 689,9| 640,8| 98,0| 1459 | 96,0| 105,0| 105,0
204| 102,8| 915| 28,8]| 2144 | 359,6 2220 68,0
191,1 436,5| 480,5 194,0| 84,0
302,1 99,0 46,0
40,6 61,0 39,0
Minimum 20,41 102,8| 26,9 104 | 2144| 406| 1343 | 689,9| 640,8| 98,0| 1459| 96,0| 61,0] 39,0
25% 171,3 80,0 425
Percentile
Median 191,1| 1146 | 59,2 19,6 | 436,5| 328,2| 134,3| 689,9| 640,8| 98,0| 1459 96,0| 1050| 68,0
75% 420,1 208,0| 94,5
Percentile
Maximum 286,3| 126,3| 91,5| 28,8| 460,9| 480,5| 134,3| 689,9| 640,8| 98,0| 1459| 96,0| 222,0| 105,0
Mittelwert 165,9 | 1146 | 59,2 19,6 | 370,6 | 302,2| 134,3| 689,9| 640,8| 98,0| 1459 | 96,0| 136,2| 684
Standard- 134,7 16,6 | 45,7 13,0| 135,8| 161,44 0 0 0 0 0 0| 684| 27,2
abweichung
Standard- 77,8 11,7 32,3 92| 784 | 722 0 0 0 0 0 0| 306| 121
fehler
Unteres -169 -35| -351| -97,3| 33,2| 101,8 0 0 0 0 0 0| 51,3| 34,7
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 500,5| 263,7 | 469,6 | 136,5| 708,0 | 502,6 0 0 0 0 0 0] 221,1| 1021
Cl
(Mittelwert)
Gesamt/Korpergewicht (ug/ml/kg)
PAP adult JO1 J02 JO03 J04 C01 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links
4.1 1,8 3,2 1,2 31,8 22,6 29,9 | 153,3| 149,0| 22,8| 11,2 7.4 8,1| 12,4
0,3 15| 10,8 3,4 14,8 24,8 11,1 9,7
2,7 30,1 33,1 12,1 8,4
20,8 9,0 4,2
2,8 5,6 1.1
Minimum 0,3 1,5 3,2 1,2 14,8 2,8 29,9 | 153,3] 1490 22,8 11,2 7.4 5,6 1,1
25% 11,8 6,8 2,6
Percentile
Median 27 1,6 7,0 2,3 30,1 22,6 29,9 | 153,3| 1490 228 11,2 74 9,0 8,4
75% 29,0 116 11,0
Percentile
Maximum 4,1 1,8 10,8 3,4 31,8 33,1 29,9 | 153,3| 149,0| 22,8| 11,2 74 12,1 12,4
Mittelwert 2,4 1,6 7,0 2,3 25,6 20,8 29,9 | 153,3| 149,0| 22,8| 11,2 7.4 9,2 71
Standard- 1,9 0,2 54 1,5 9,4 11,1 0 0 0 0 0 0 2,6 4,5
abweichung
Standard- 1,1 0,2 3,8 1,1 54 5,0 0 0 0 0 0 0 1,2 2,0
fehler
unteres -2,4 -0,5| 41,3| -11,56 2,3 7,0 0 0 0 0 0 0 6,0 1,6
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% 7,2 3,7| 552 16,1 48,8 34,7 0 0 0 0 0 0 12,4 12,7
Cl
(Mittelwert)
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Pool (ug/ml)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 C01 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
110,0| 107,5| 416|20,8| 24,8| 386,3| 418| 71,8| 12725| 141,0] 82,8| 96,0| 105,0] 105,0
19,8 1150 153 15,7| 126,7| 25,3 222,0| 68,0
1987,5 152,5| 751,7 194,0| 84,0
672,5 99,0| 46,0
23,5 61,0| 39,0
Minimum 19,8 | 107,5| 153|157 | 248| 235| 418| 71,8| 1273,0| 141,0| 82,8| 96,0| 61,0 39,0
25% 24,4 80,0| 425
Percentile
Median 110,0 | 111,3| 28,4 18,3 | 126,7| 386,3| 41,8| 71,8| 1273,0| 141,0| 82,8| 96,0| 1050]| 68,0
75% 712,1 208,0| 94,5
Percentile
Maximum 1988,0| 1150 41,6 20,8| 1525| 751,7| 418 71,8| 1273,0| 141,0| 828 | 96,0| 222,0| 105,0
Mittelwert 7058 | 111,3| 28,4 18,3| 101,3| 371,8| 41,8| 71,8| 1273,0| 141,0| 82,8| 96,0| 136,2| 68,4
Standard- 1111,0 53| 18,7| 35| 67,6 3451 0 0 0 0 0 0| 68,4 272
Abweichung
Standard- 641,4 3,8 132| 25| 39,0 1543 0 0 0 0 0 0| 30,6| 121
fehler
unteres -2054 | 63,6| -139| -14| -66,5| -56,6 0 0 0 0 0 0| 51,3| 34,7
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 3465,0 | 158,9 | 196,0 | 50,1 | 269,1 | 800,3 0 0 0 0 0 0| 221,1| 1021
Cl
(Mittelwert)
Pool/Kdrpergewicht (ug/ml/kg)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 CO01 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links
1,6 1,5 4,9 2,4 17| 26,6 93| 159| 2959 | 32,8 6,4 7,4 8,1| 124
0,3 1,6 1,8 1,9 8,7 1,7 11,1 9,7
28,4 10,5| 51,8 12,1 8,4
46,4 9,0 4,2
1,6 5,6 1,1
Minimum 0,3 1,5 1,8 1,9 1,7 1,6 9,3| 159| 2959 | 32,8 6,4 7,4 5,6 1,1
25% 1,7 6,8 2,6
Percentile
Median 1,6 1,6 3,3 2,1 8,7| 26,6 9,3| 159| 2959 | 32,8 6,4 7,4 9,0 8,4
75% 491 116 11,0
Percentile
Maximum 28,4 1,6 4,9 24| 10,5| 51,8 9,3| 15,9| 2959 | 32,8 6,4 7,4 12,1 12,4
Mittelwert 10,1 1,6 3,3 21 70| 256 9,3 159| 2959 | 328 6,4 74 9,2 71
Standard- 15,9 0,1 2,2 0,4 47| 23,8 0 0 0 0 0 0 2,6 4,5
abweichung
Standard- 9,2 0,1 1,6 0,3 2,7 10,6 0 0 0 0 0 0 1,2 2,0
fehler
unteres -29,3 1,0| -16,4 -1,6 -4,6 -3,9 0 0 0 0 0 0 6,0 1,6
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 49,5 2,2| 231 59| 186| 55,2 0 0 0 0 0 0 12,4 | 12,7
Cl
(Mittelwert)
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Halblungenlavagen (ug/ml)
PAP adult JO1 J02 JO03 J04 Co1 Kontrollen
rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links
286,3| 126,3| 24,5 8,7| 533,5| 323,3| 180,6| 767,1| 3249 | 87,3| 177,5| 96,0| 105,0]105,0
21,0 90,6 | 102,4| 30,2| 231,9| 407,3 222,0| 68,0
3171,5 451,5| 441,8 194,0| 84,0
271,2 99,0 46,0
41,6 61,0 39,0
Minimum 21,0 90,6 | 24,5 8,7| 2319 416 | 1806 | 767,1| 3249 | 87,3 | 177,5| 96,0 61,0| 39,0
25% 156,4 80,0 425
Percentile
Median 286,3| 1085| 63,5| 19,4| 451,5| 323,3| 180,6| 767,1| 3249 | 87,3| 177,5| 96,0| 105,0| 68,0
75% 424.6 208,0| 94,5
Percentile
Maximum 3172,0| 126,3| 102,4| 30,2| 533,5| 4418| 1806 | 767,1| 3249 | 87,3| 177,5| 96,0 | 222,0 | 105,0
Mittelwert 1160,0| 108,5| 63,5| 194| 4056 | 297,1| 180,6| 767,1| 3249 | 87,3| 177,5]| 96,0| 136,2| 68,4
Standard- 1747,0 252 | 551 152| 1559 | 157,9 0 0 0 0 0 0| 684| 27,2
abweichung
Standard- 1009,0 17,8 39,0| 10,8 90,0 70,6 0 0 0 0 0 0| 30,6 121
fehler
unteres -3181 | -118,1| -431| -117 18,3| 101,0 0 0 0 0 0 0| 51,3| 34,7
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 5500,0 | 335,1 | 558,4 | 156,3 | 793,0 | 4931 0 0 0 0 0 0| 221,1 (1021
Cl
(Mittelwert)
Halblungenlavagen/Korpergewicht (ug/ml/kg
PAP adult JO1 J02 J03 J04 CO01 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links
4.1 1,8 2,9 10| 36,8| 22,3| 40,1| 170,5| 756| 20,3| 13,7 7,4 8,1| 124
0,3 1,3] 121 36| 16,0 281 11,1 9,7
45,3 31,1 30,5 12,1 8,4
18,7 9,0 4,2
2,9 5,6 1,1
Minimum 0,3 1,3 29 1,0 16,0 29| 40,1]1705| 756 20,3| 137 74 5,6 1,1
25% 10,8 6,8 2,6
Percentile
Median 4,1 1,5 7,5 2,3 311 22,3| 40,1|170,5| 756| 20,3| 13,7 7.4 9,0 8,4
75% 29,3 16| 11,0
Percentile
Maximum 45,3 1,8 12,1 36| 368| 305| 40,1| 170,5| 756| 20,3| 13,7 7,4 12,1 124
Mittelwert 16,6 1,5 7,5 2,3| 28,0| 205| 40,1|170,5| 756 | 20,3| 13,7 74 9,2 7.1
Standard- 25,0 0,4 6,5 1,8 10,8| 10,9 0 0 0 0 0 0 2,6 45
abweichung
Standard- 14,4 0,3 4,6 1,3 6,2 4,9 0 0 0 0 0 0 1,2 2,0
fehler
unteres -45,5 -1,7| -50,8| -13,8 1,3 7,0 0 0 0 0 0 0 6,0 1,6
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 78,6 48| 657| 184 54,7| 34,0 0 0 0 0 0 0 12,4 | 12,7
Cl
(Mittelwert)
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Phospholipidgesamtmenge

Gesamt (ug)
PAP adult Jo1 Jo2 J03 Jo4 Cco1 Kontrollen
rechts links rechts links rechts links rechts links rechts links rechts | links | rechts | links
4052625 | 1759495 | 22348 | 69095 | 240817 | 117667 | 38696 | 204913 | 322480 | 91497 | 203995 | 480 | 1260 | 2205
370645 | 602977 | 70052 | 25580 | 1677332 | 2310383 10545 | 850
5159030 338978 | 134676 | 651825 | 1421393 4365 | 1176
57600 | 40328 | 3211109 | 1665706 1683 | 782
42956 | 117455 1600966 1281 | 2535
74625 261791
Minimum 370645 | 602977 | 22348 | 25580 | 240817 | 117667 | 38696 | 204913 | 322480 | 91497 | 203995 | 480 | 1260 | 782
25% 32652 | 32954 | 446321 | 189729 1271 | 816
Percentile
Median 4053000 | 1181000 | 63826 | 69095 | 1165000 | 1511000 | 38696 | 204913 | 322480 | 91497 | 203995 | 480 | 1683 | 1176
75% 206801 | 126065 | 2444000 | 1988000 7455 | 2370
Percentile
Maximum 5159000 | 1759000 | 338978 | 134676 | 3211000 | 2310000 | 38696 | 204913 | 322480 | 91497 | 203995 | 480 | 10545 | 2535
Mittelwert 3194000 | 1181000 | 101093 | 77427 | 1445000 | 1230000 | 38696 | 204913 | 322480 | 91497 | 203995 | 480 | 3827 | 1510
Standard- 2507000 | 817782 | 118089 | 47470 | 1323000 | 860933 0 0 0 0 0 0| 3971 | 808
abweichung
Standard- 1447000 | 578259 | 48210 | 21229 | 661583 | 351474 0 0 0 0 0 0| 1776 | 361
fehler
unteres -3034000| -6166000| -22834 | 18485 | -660193 | 326156 0 0 0 0 0 0| -1104 | 507
95% ClI
(Mittelwert)
oberes 95% | 9422000 | 8529000 | 225021 | 136369 | 3551000 | 2133000 0 0 0 0 0 0| 8758|2513
Cl
(Mittelwert)
Gesamt/Korpergewicht (ng/kg)
PAP adult Jo1 Jo2 Jo3 Jo4 Co1 Kontrollen
rechts links rechts | links rechts links rechts links rechts links rechts links rechts | links
57895 | 25136 | 2629 | 8129 | 16608 8115 8599 | 45536 | 74995 | 21278 | 15692 37 97 | 259
5295 8614 | 8241 | 3009 | 115678 | 159337 527 | 121
73700 39880 | 15844 | 44953 | 98027 273 | 118
6776 | 4744 | 221456 | 114876 153 71
5054 | 13818 110412 116 70
8779 18055
Minimum 5295 8614 | 2629 | 3009 | 16608 8115 8599 | 45536 | 74995 | 21278 | 15692 37 97 70
25% 3841 | 3877 | 30781 13085 107 71
Percentile
Median 57895 | 16875| 7509 | 8129 | 80316 | 104219 8599 | 45536 | 74995 | 21278 | 15692 37 153 | 118
75% 24330 | 14831 | 168567 | 137107 400 | 190
Percentile
Maximum 73700 | 25136 | 39880 | 15844 | 221456 | 159337 8599 | 45536 | 74995 | 21278 | 15692 37 527 | 259
Mittelwert 45630 | 16875 | 11893 | 9109 | 99674 | 84804 8599 | 45536 | 74995 | 21278 | 15692 37 233 | 128
Standard- 35814 | 11683 | 13893 | 5585 | 91253 | 59375 0 0 0 0 0 0 178 77
abweichung
Standard- 20677 8261 | 5672 | 2498 | 45626 | 24240 0 0 0 0 0 0 80 35
fehler
unteres -43337 | -88089 | -2686 | 2175 | -45531 | 22494 0 0 0 0 0 0 12 32
95% ClI
(Mittelwert)
oberes 95% | 134597 | 121839 | 26473 | 16043 | 244878 | 147114 0 0 0 0 0 0 454 | 224
Cl
(Mittelwert)
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Pool (ng)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 Co1 Kontrollen
rechts links | rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
16500 | 16555 | 1499 | 747 891 | 13907 835| 1363119088 | 1763 | 1490 480 | 1260 | 2205
3145 | 19320 549 | 567 | 4560 909 10545 | 850
1987500 5490 | 27060 4365 | 1176
24210 1683 | 782
846 1281 | 2535
Minimum 3145 | 16555 549 | 567 891 846 835 | 1363 |19088 | 1763 | 1490 480 | 1260 | 782
25% 878 1271 | 816
Percentile
Median 16500 | 17938 | 1024 | 657 | 4560 | 13907 835 | 1363 |19088 | 1763 | 1490 480 | 1683|1176
75% 25635 7455 | 2370
Percentile
Maximum 1988000 | 19320 | 1499 | 747 | 5490 | 27060 835| 1363 |19088 | 1763 | 1490 480 | 10545 | 2535
Mittelwert 669048 | 17938 | 1024 | 657 | 3647 | 13386 835| 136319088 | 1763 | 1490 480 | 3827|1510
Standard- 1142000 | 1955 672 | 128 | 2432 | 12423 0 0 0 0 0 0| 3971 | 808
abweichung
Standard- 659237 | 1383 475 90| 1404 | 5556 0 0 0 0 0 0| 1776 | 361
fehler
unteres -2167000 371 | -5010 | -489 | -2394 | -2039 0 0 0 0 0 0| -1104 | 507
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 3506000 | 35504 | 7057 | 1803 | 9688 | 28812 0 0 0 0 0 0| 8758|2513
Cl
(Mittelwert)
Pool/Korpergewicht (ug)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 Co1 Kontrollen
rechts links | rechts | links | rechts links rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
236 237 176 88 61 959 186 | 303 | 4439 | 410 115 37 97| 259
45 276 65 67 314 63 527 | 121
28393 379 1866 273 | 118
1670 153 71
58 116 70
Minimum 45 237 65 67 61 58 186 | 303 | 4439 | 410 115 37 97 70
25% 61 107 71
Percentile
Median 236 256 121 77 315 959 186 | 303 | 4439 | 410 115 37 153 | 118
75% 1768 400 | 190
Percentile
Maximum 28393 276 176 88 379 1866 186 | 303 | 4439 | 410 115 37 527 | 259
Mittelwert 9558 256 121 77 252 923 186 | 303 | 4439 | 410 115 37 233 | 128
Standard- 16312 28 79 15 168 857 0 0 0 0 0 0 178 77
abweichung
Standard- 9418 20 56 11 97 383 0 0 0 0 0 0 80 35
fehler
unteres -30963 5 -589 -58 -165 -141 0 0 0 0 0 0 12 32
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 50079 507 830 212 668 1987 0 0 0 0 0 0 454 | 224
Cl
(Mittelwert)
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271

Halblungenlavagen (ug)

PAP adult Jo1 Jo2 Jo3 Jo4 Co1 Kontrollen
rechts links rechts links rechts links rechts | links rechts | links | rechts | links | rechts | links
4036125 | 1742940 68553 | 24833 | 1676441 | 2296476 | 37860 | 203549 | 303393 | 89734 | 202505 | 1490 | 1260 | 2205
367500 | 583657 | 338428 | 134109 | 647265 | 1420484 10545 | 850
3171530 3205618 | 1638646 4365 | 1176
1576756 1683 | 782
260945 1281 | 2535
Minimum 367500 | 583657 68553 | 24833 | 647265 | 260945 | 37860 | 203549 | 303393 | 89734 | 202505 | 1490 | 1260 | 782
25% 840715 1271 | 816
Percentile
Median 3172000 | 1163000 | 203491 | 79471 | 1676000 | 1577000 | 37860 | 203549 | 303393 | 89734 | 202505 | 1490 | 1683 | 1176
75% 1968000 7455 | 2370
Percentile
Maximum 4036000 | 1743000 | 338428 | 134109 | 3206000 | 2296000 | 37860 | 203549 | 303393 | 89734 | 202505 | 1490 | 10545 | 2535
Mittelwert 2525000 | 1163000 | 203491 | 79471 | 1843000 | 1439000 | 37860 | 203549 | 303393 | 89734 | 202505 | 1490 | 3827 | 1510
Standard- 1918000 | 819737 | 190830 | 77270 | 1287000 | 738623 0 0 0 0 0 0| 3971 | 808
abweichung
Standard- 1107000 | 579641 | 134937 | 54638 | 743220 | 330322 0 0 0 0 0 0| 1776 | 361
fehler
unteres -2239000| -6202000| -1511000| -614773| -1355000, 521535 0 0 0 0 0 0| -1104 | 507
95% ClI
(Mittelwert)
oberes 95% | 7289000 | 8528000 | 1918000 | 773715 | 5041000 | 2356000 0 0 0 0 0 0| 8758|2513
Cl
(Mittelwert)
Halblungenlavagen/K6rpergewicht (ug/kg)
PAP adult Jo1 J02 Jo3 Jo4 Co1 Kontrollen
rechts links rechts | links | rechts links rechts links rechts links rechts links | rechts | links
57659 | 24899 8065 | 2921 | 115617 | 158378 8413 | 45233 | 70556 | 20868 | 15577 115 97 | 259
5250 8338 | 39815 | 15778 | 44639 | 97964 527 | 121
45308 221077 | 113010 273 | 118
108742 153 71
17996 116 70
Minimum 5250 8338 8065 | 2921 | 44639 | 17996 8413 | 45233 | 70556 | 20868 | 15577 115 97 70
25% 57980 107 71
Percentile
Median 45308 | 16619 | 23940 | 9350 | 115617 | 108742 8413 | 45233 | 70556 | 20868 | 15577 115 153 | 118
75% 135694 400 | 190
Percentile
Maximum 57659 | 24899 | 39815 | 15778 | 221077 | 158378 8413 | 45233 | 70556 | 20868 | 15577 115 527 | 259
Mittelwert 36072 | 16619 | 23940 | 9350 | 127111 | 99218 8413 | 45233 | 70556 | 20868 | 15577 115 233 | 128
Standard- 27398 | 11711 | 22451 | 9091 | 88779 | 50940 0 0 0 0 0 0 178 77
abweichung
Standard- 15818 8281 | 15875 | 6428 | 51257 | 22781 0 0 0 0 0 0 80 35
fehler
unteres -31988 | -88596 |-177771 |-72326 | -93427 | 35968 0 0 0 0 0 0 12 32
95% ClI
(Mittelwert)
oberes 95% | 104132 | 121833 | 225651 | 91025 | 347649 | 162468 0 0 0 0 0 0 454 | 224
Cl
(Mittelwert)




VI.B Tabellen 272
SP-A Konzentration
Gesamt (ng/ml)
PAP adult Jo1 J02 Jo3 Jo4 Cco1 Kontrollen
rechts links rechts | links rechts links rechts links rechts links | rechts | links | rechts | links
566125 | 736071 | 28239 | 9980 | 453255 50882 | 35950 | 212250 | 259596 | 29735 | 60298 | 15432 | 2091 | 8068
20372 | 1492000 | 14162 | 42497 | 117457 | 291479 17733 | 10290
14275 | 10319 | 194416 | 633294 9940 | 12296
4498 | 9895
6046 | 2282
Minimum 20372 | 736071 | 14162 | 9980 | 117457 50882 | 35950 | 212250 | 259596 | 29735 | 60298 | 15432 | 2091 | 2282
25% 3294 | 5175
Percentile
Median 293248 | 1114000 | 14275 | 10319 | 194416 | 291479 | 35950 | 212250 | 259596 | 29735 | 60298 | 15432 | 6046 | 9895
75% 13837 | 11293
Percentile
Maximum 566125 | 1492000 | 28239 | 42497 | 453255 | 633294 | 35950 | 212250 | 259596 | 29735 | 60298 | 15432 | 17733 | 12296
Mittelwert 293248 | 1114000 | 18892 | 20932 | 255043 | 325218 | 35950 | 212250 | 259596 | 29735 | 60298 | 15432 | 8062 | 8566
Standard- 385906 | 534523 | 8095 | 18677 | 175917 | 292669 0 0 0 0 0 0| 6113 | 3820
abweichung
Standard- 272877 | 377965 | 4674 | 10783 | 101566 | 168972 0 0 0 0 0 0| 2734 | 1708
fehler
Unteres -3174000 |-3688000 | -1217 {-25463 |-181958 | -401808 0 0 0 0 0 0 471 | 3822
95% ClI
(Mittelwert)
oberes 95% | 3760000 | 5917000 | 39001 | 67327 | 692044 | 1052000 0 0 0 0 0 0 | 15652 | 13309
Cl
(Mittelwert)
Gesamt/Koérpergewicht (ng/ml/kg)
PAP adult Jo1 J02 Jo3 Jo4 Co1 Kontrollen
rechts links rechts | links | rechts links rechts links rechts links rechts links rechts | links
8088 | 10515 | 3322 | 1174 | 31259 3509 7989 | 47167 | 60371 6915 4638 1187 161 949
291 | 21314 1666 | 5000 8100 | 20102 887 | 1470
1679 | 1214 | 13408 | 43675 621 | 1230
409 900
550 63
Minimum 291 | 10515 1666 | 1174 8100 3509 7989 | 47167 | 60371 6915 4638 1187 161 63
25% 285 482
Percentile
Median 4189 | 15915 1679 | 1214 | 13408 | 20102 7989 | 47167 | 60371 6915 4638 1187 550 949
75% 754 | 1350
Percentile
Maximum 8088 | 21314 | 3322 | 5000 | 31259 | 43675 7989 | 47167 | 60371 6915 4638 1187 887 | 1470
Mittelwert 4189 | 15915 | 2223 | 2463 | 17589 | 22429 7989 | 47167 | 60371 6915 4638 1187 526 922
Standard- 5513 7636 952 | 2197 | 12132 | 20184 0 0 0 0 0 0 268 532
abweichung
Standard- 3898 5399 550 | 1269 7005 | 11653 0 0 0 0 0 0 120 238
fehler
unteres 95% | -45342 | -52692 -143 | -2996 | -12549 | -27711 0 0 0 0 0 0 193 261
Cl
(Mittelwert)
oberes 95% 53721 | 84522 | 4588 | 7921 | 47727 | 72569 0 0 0 0 0 0 858 | 1583
Cl
(Mittelwert)




VI.B Tabellen 273
Pool (ng/ml)
PAP adult Jo1 Jo2 Jo3 Jo4 Cco1 Kontrollen
rechts links rechts | links rechts links rechts links rechts links rechts links | rechts | links
287802 | 268517 | 13989 | 13882 | 46922 17331 | 26480 | 39878 | 536580 | 41280 | 38942 | 15432 | 2091 | 8068
13900 | 976836 | 10921 | 21342 | 63898 | 845343 17733 | 10290
20902 | 17049 | 298432 | 1851000 9940 | 12296
4498 | 9895
6046 | 2282
Minimum 13900 | 268517 | 10921 | 13882 | 46922 17331 | 26480 | 39878 | 536580 | 41280 | 38942 | 15432 | 2091 | 2282
25% 3294 | 5175
Percentile
Median 150851 | 622677 | 13989 | 17049 | 63898 | 845343 | 26480 | 39878 | 536580 | 41280 | 38942 | 15432 | 6046 | 9895
75% 13837 | 11293
Percentile
Maximum 287802 | 976836 | 20902 | 21342 | 298432 | 1851000 | 26480 | 39878 | 536580 | 41280 | 38942 | 15432 | 17733 | 12296
Mittelwert 150851 | 622677 | 15270 | 17424 | 136417 | 904558 | 26480 | 39878 | 536580 | 41280 | 38942 | 15432 | 8062 | 8566
Standard- 193678 | 500857 | 5112 | 3744 | 140565 | 918268 0 0 0 0 0 0| 6113 | 3820
Abweichung
Standard- 136951 | 354159 | 2952 | 2162 | 81155 | 530162 0 0 0 0 0 0| 2734 | 1708
fehler
unteres -1589000 (-3877000 | 2571 | 8124 |-212765 |-1377000 0 0 0 0 0 0 471 | 3822
95% ClI
(Mittelwert)
oberes 95% | 1891000 | 5123000 | 27970 | 26725 | 485600 | 3186000 0 0 0 0 0 0 | 15652 | 13309
Cl
(Mittelwert)
Pool/Korpergewicht (ng/mi/kg)
PAP adult Jo1 Jo2 Jo3 Jo4 Cco1 Kontrollen
rechts | links [ rechts | links | rechts links rechts links rechts links rechts links rechts | links
4111 3836 | 1646 | 1633 | 3236 1195 5884 8862 | 124786 9600 2996 1187 161 | 949
199 | 13955 | 1285 | 2511 4407 | 58300 887 | 1470
2459 | 2006 | 20582 | 127655 621 | 1230
409 | 900
550 63
Minimum 199 | 3836 | 1285| 1633 | 3236 1195 5884 8862 | 124786 9600 2996 1187 161 63
25% 285 | 482
Percentile
Median 2155 | 8895 | 1646 | 2006 | 4407 58300 5884 8862 | 124786 9600 2996 1187 550 | 949
75% 754 | 1350
Percentile
Maximum 4111 | 13955 | 2459 | 2511 | 20582 | 127655 5884 8862 | 124786 9600 2996 1187 887 | 1470
Mittelwert 2155 | 8895 | 1797 | 2050 | 9408 | 62383 5884 8862 | 124786 9600 2996 1187 526 | 922
Standard- 2767 | 7155 601 | 441 9694 | 63329 0 0 0 0 0 0 268 | 532
abweichung
Standard- 1956 | 5059 347 | 254 | 5597 | 36563 0 0 0 0 0 0 120 | 238
fehler
unteres 95% |-22704 | -55391 303 | 956 |-14673 | -94933 0 0 0 0 0 0 193 | 261
Cl
(Mittelwert)
oberes 95% | 27014 | 73181 3291 | 3144 | 33490 | 219700 0 0 0 0 0 0 858 | 1583
Cl
(Mittelwert)




VI.B Tabellen 274

Halblungenlavagen (ng/ml)

PAP adult Jo1 Jo2 Jo3 Jo4 Cco1 Kontrollen
rechts links rechts | links rechts links rechts links rechts links rechts links | rechts | links

566125 | 736071 | 30614 | 9329 | 493889 | 56474 | 40685 | 233796 | 121104 | 26849 | 70976 | 15432 | 2091 | 8068

20372 | 1492000 | 14624 | 44847 | 126382 | 212356 17733 | 10290

13170 | 9357 | 173613 | 459336 9940 | 12296

4498 | 9895

6046 | 2282

Minimum 20372 | 736071 | 13170 | 9329 | 126382 | 56474 | 40685 | 233796 | 121104 | 26849 | 70976 | 15432 | 2091 | 2282

25% 3294 | 5175
Percentile

Median 293248 | 1114000 | 14624 | 9357 | 173613 | 212356 | 40685 | 233796 | 121104 | 26849 | 70976 | 15432 | 6046 | 9895

75% 13837 | 11293
Percentile

Maximum 566125 | 1492000 | 30614 | 44847 | 493889 | 459336 | 40685 | 233796 | 121104 | 26849 | 70976 | 15432 | 17733 | 12296

Mittelwert 293248 | 1114000 | 19469 | 21178 | 264628 | 242722 | 40685 | 233796 | 121104 | 26849 | 70976 | 15432 | 8062 | 8566

Standard- 385906 | 534523 | 9679 | 20498 | 199945 | 203141 0 0 0 0 0 0| 6113 | 3820
abweichung

Standard- 272877 | 377965 | 5588 | 11835 | 115438 | 117283 0 0 0 0 0 0| 2734 | 1708
fehler

unteres -3174000 |-3688000 | -4574 |-29742 |-232061 |-261906 0 0 0 0 0 0 471 | 3822
95% ClI
(Mittelwert)

oberes 95% | 3760000 | 5917000 | 43513 | 72098 | 761317 | 747349 0 0 0 0 0 0| 15652 | 13309
Cl
(Mittelwert)

Halblungenlavagen/Korpergewicht (ng/ml/kg)

PAP adult Jo1 J02 Jo3 Jo4 Co1 Kontrollen
rechts links rechts links | rechts links rechts | links rechts links | rechts links rechts links
8088 | 10515 3602 1098 | 34061 3895 9041 | 51955 | 28164 6244 5460 1187 161 949
291 | 21314 1720 5276 8716 | 14645 887 | 1470
1549 1101 | 11973 | 31678 621 1230
409 900
550 63
Minimum 291 | 10515 1549 1098 8716 3895 9041 | 51955 | 28164 6244 5460 1187 161 63
25% 285 482
Percentile
Median 4189 | 15915 1720 1101 | 11973 | 14645 9041 | 51955 | 28164 6244 5460 1187 550 949
75% 754 | 1350
Percentile
Maximum 8088 | 21314 3602 5276 | 34061 | 31678 9041 | 51955 | 28164 6244 5460 1187 887 | 1470
Mittelwert 4189 | 15915 2291 2491 | 18250 | 16739 9041 | 51955 | 28164 6244 5460 1187 526 922
Standard- 5513 7636 1139 2412 | 13789 | 14010 0 0 0 0 0 0 268 532
abweichung
Standard- 3898 5399 657 1392 7961 8089 0 0 0 0 0 0 120 238
fehler
unteres 95% | -45342 | -52692 -538 | -3499 | -16004 | -18062 0 0 0 0 0 0 193 261
Cl
(Mittelwert)
oberes 95% 53721 | 84522 5119 8482 | 52505 | 51541 0 0 0 0 0 0 858 | 1583
Cl
(Mittelwert)




VI.B Tabellen 275
SP-A Gesamtmenge
Gesamt (ng)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 C01 Kontrollen
rechts links rechts links rechts links |rechts | links | rechts | links |rechts|links|rechts | links
8025533000| 10199130000| 85600870| 27398370| 1781370000| 142156800 9016216| 67071230 122151700| 27911170| 700956| 77160| 25086 169419
358716600 9772588000| 49341210 201109400| 394527200| 794479700 842332 128620
41946940| 33319000| 344565000 1694731000 223660] 172139
76458| 168207
126974 148358
Minimum 358700000] 9773000000 41950000] 27400000 344600000| 142200000 9016000] 67070000 122200000| 27910000| 700956] 77160| 25086 128620
25% 50772] 138489
Percentile
Median 4192000000  9986000000| 49340000 33320000 394500000] 794500000] 9016000| 67070000] 122200000] 27910000| 700956 77160| 126974] 168207
75% 532996 170779
Percentile
Maximum 8026000000| 10200000000] 85600000] 201100000| 1781000000| 1695000000 | 9016000 67070000 122200000| 27910000| 700956| 77160| 842332172139
Mittelwert 4192000000 9986000000| 58960000 87280000| 840200000 877100000( 9016000| 67070000 122200000| 27910000( 700956| 77160| 258902| 157349
Standard- 5421000000  301600000] 23360000] 98630000 815500000 779600000 0 0 0 0 0 0] 334288] 18631
abweichung
Standard- 3833000000 213300000] 13490000] 56940000 470800000| 450100000 0 0 0 0 0 0] 149498] 8332
fehler
unteres 95% | -44520000000[ 7276000000 925222] -157700000| -1186000000[ -1059000000| 0 0 0 0 0 0]-156173| 134215
CI
(Mittelwert)
oberes 95% 52900000000 12700000000 117000000| 332300000 | 2866000000| 2814000000 0 0 0 0 0 0| 673977 180483
CI
(Mittelwert)
Gesamt/Korpergewicht (ng/kg)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 C01 Kontrollen
rechts links rechts links rechts links rechts | links rechts | links | rechts | links | rechts | links
114650500| 145701900| 10070690 3223338| 122853100]  9803917| 2003604| 14904720| 28407370| 6490970 53920| 5935 1930] 19932
5124523| 139608400) 5804848| 23659930| 27208770| 54791700 42117| 18374
4934934| 3919882  23763100| 116878000 13979| 17214
6951| 15292
11543] 4121
Minimum 5125000 139600000| 4935000 3223000 23760000 9804000 2004000| 14900000 28410000 6491000 53920 5935 1930 4121
25% 4440|9706
Percentile
Median 59890000 142700000 5805000 3920000] 27210000 54790000 2004000] 14900000 28410000] 6491000 53920 5935] 11543| 17214
75% 28048] 19153
Percentile
Maximum 114700000| 145700000 10070000 23660000 122900000] 116900000 2004000] 14900000 28410000] 6491000 53920 5935| 42117| 19932
Mittelwert 59890000| 142700000 6937000| 10270000| 57940000 60490000| 2004000 14900000 28410000] 6491000 53920 5935| 15304 14986
Standard- 77450000] 4309000 2749000| 11600000 56240000] 53760000 0 0 0 0 0 0| 15680] 6306
abweichung
Standard- 54760000 3047000 1587000  6699000| 32470000 31040000 0 0 0 0 0 0 7012 2820
fehler
unteres 95% | 635900000 103900000 108850 -18560000 -81770000( -7307000 0 0 0 0 0 0| -a166] 7157
CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 755700000| 181400000] 13760000| 39090000| 197700000] 194000000 0 0 0 0 0 0| 34773| 22816
CI
(Mittelwert)




VI.B Tabellen 276
Pool (ng)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 CO01 Kontrollen
rechts links rechts | links | rechts links rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
41351650 43170330 503604 499752| 1689192 623920| 529600| 757682| 8048700| 515994| 700956| 77160| 25086 169419
164108400 2210100 393149 768305 2300328 30432340 842332| 128620
752454 613775 10743550| 66636000 223660| 172139
76458| 168207
126974| 148358
Minimum 41350000 2210000  393149] 499752] 1689000 623920 529600 757682| 8049000] 515994 700956 77160] 25086 128620
25% 50772| 138489
Percentile
Median 102700000] 22690000  503604] 613775  2300000] 30430000 529600| 757682 8049000 515994] 700956] 77160 126974] 168207
75% 532996] 170779
Percentile
Maximum 164100000] 43170000  752454] 768305 10740000] 66640000 529600| 757682 8049000 515994] 700956] 77160 842332] 172139
Mittelwert 102700000 22690000 549736 627277 4911000 32560000 529600 757682 8049000 515994 700956 77160 258902 157349
Standard- 86800000  28960000]  184041] 134785  5060000] 33060000 0 0 0 0 0 0| 334288 18631
abweichung
Standard- 61380000] 20480000  106256]  77818] 2922000 19090000 0 0 0 0 0 0] 149498 8332
fehler
unteres -67720000¢ -23750000¢ 92554 292455 -766000 -4956000 0 0 0 0 0 0| -156173| 134215
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% 882600000 282900000 1007000 962099| 17480000 114700000 0 0 0 0 0 0| 673977| 180483
CI
(Mittelwert)
Pool/Korpergewicht (ng)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 C01 Kontrollen
rechts links | rechts | links | rechts links rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
590738| 616719 59248 58794 116496 43029| 117689| 168374| 1871791] 119999| 53920 5935 1930 19932
2344406 31573 46253 90389|  158643| 2098782 2117 18374
88524 72209|  740935| 4595586 13979 17214
6951| 15292
11543| 4121
Minimum 590738 31573 46253 58794 116496 43029 117689 168374 1872000] 119999] 53920 5935 1930] 4121
25% 4440|9706
Percentile
Median 1468000 324146 59248 72209 158643|  2099000| 117689] 168374 1872000 119999 53920 5935 11543 17214
75% 28048 19153
Percentile
Maximum 2344000 616719 88524 90389|  740935|  4596000| 117689] 168374 1872000 119999 53920 5935 42117| 19932
Mittelwert 1468000 324146 64675 73797 338691|  2246000] 117689] 168374 1872000 119999 53920 5935 15304 14986
Standard- 1240000 413761 21652 15857 348990 2280000 0 0 0 0 0 0 15680 6306
abweichung
Standard- 876834| 292573 12501 9155 201489 1316000 0 0 0 0 0 0 7012 2820
fehler
unteres 95% -9674000, -339300 10889 34406] -528244 -3418000] 0 0 0 0 0 0 -4166 7157
CI
(Mittelwert)
oberes 95% 12610000] 4042000] 118461  113188] 1206000] 7909000 0 0 0 0 0 0| 34773 22816
CI
(Mittelwert)




VI.B Tabellen 277
Halblungenlavagen (ng)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 CO1 Kontrollen
rechts links rechts links rechts links | rechts | links | rechts | links | rechts |links|rechts| links
7982363000| 10157780000| 85097260| 26898620| 1779681000| 169235800| 8486616 66313550| 114103000| 27395180 80748250| 77160| 25086 169419
356506500 9608480000| 48948060( 200341100| 392226900| 764047400 842332 128620
41194480| 32705220| 333821400 1628095000 223660 172139
76458 168207
126974 148358
Minimum 356500000 9608000000 41190000] 26900000 333800000] 169200000] 8487000 66310000| 114100000] 27400000] 80750000| 77160] 25086] 128620
25% 50772| 138489
Percentile
Median 4169000000 9883000000 48950000 32710000 392200000| 764000000| 8487000 66310000] 114100000| 27400000 80750000| 77160 126974| 168207
75% 532996 170779
Percentile
Maximum | 7982000000] 10160000000 85100000| 200300000| 1780000000 1628000000| 8487000| 66310000 114100000| 27400000| 80750000 77160 842332| 172139
Mittelwert 4169000000 9883000000 58410000 86650000 835200000| 853800000| 8487000| 66310000 114100000 27400000 80750000 77160| 258902 157349
Standard- 5392000000 388400000 23430000 98500000 818400000| 733600000 0 0 0 0 0 0] 334288] 18631
abweichung
Standard- 3813000000 274700000 13530000 56870000] 472500000| 423500000 0 0 0 0 0 0] 149498] 8332
fehler
unteres -44280000000| 6393000000 205322(-158000000 -1198000000| -968500000 0 0 0 0 0 0| -15617| 134215
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 52620000000{ 13370000000| 116600000 331300000| 2868000000| 2676000000 0 0 0 0 0 0[ 673977| 180483
CI
(Mittelwert)
Halblungenlavagen/Korpergewicht (ng/kg)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 CO01 Kontrollen
rechts links rechts links rechts links rechts | links rechts | links | rechts [links|rechts| links
114033800| 145111100 10011440| 3164544| 122736600  11671430| 1885915| 14736340| 26535580| 6370972| 6211404 5935 1930| 19932
5092950| 137264000  5758596| 23569540| 27050130| 52692920 42117| 18374
4846410|  3847673|  23022170| 112282400 13979| 17214
6951] 15292
11543] 4121
Minimum 5093000( 137300000 4846000 3165000 23020000 11670000| 1886000 14740000 26540000/ 6371000 6211000 5935 1930 4121
25% 4440|9706
Percentile
Median 59560000 141200000 5759000] 3848000 27050000 52690000 1886000] 14740000 26540000 6371000] 6211000| 5935] 11543| 17214
75% 28048] 19153
Percentile
Maximum 114000000  145100000] 10010000 23570000 122700000 112300000 1886000 14740000 26540000| 6371000 6211000 5935 42117| 19932
Mittelwert 59560000 141200000 6872000] 10190000| 57600000  58880000| 1886000| 14740000 26540000 6371000| 6211000| 5935| 15304| 14986
Standard- 77030000 5549000 2757000] 11590000|  56440000] 50590000 0 0 0 0 0 0] 15680 6306
abweichung
Standard- 54470000 3924000 1592000 6691000 32590000 29210000 0 0 0 0 0 0 7012 2820
fehler
unteres -632500000] 91330000 24157| -18590000| -82610000] -66790000 0 0 0 0 0 0| -4166| 7157
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 751700000] 191000000 13720000 38980000 197800000| 184600000 0 0 0 0 0 0| 34773| 22816
CI
(Mittelwert)




VI.B Tabellen 278
SP-D Konzentration
Gesamt (ng/ml)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 C01 Kontrollen
rechts | links |[rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
28,6 11,5 151] 21,2 27,8 50,2 15,3 15,6 4,7 46| 343| 149| 286 11,5
29,9 9,1 31,8| 13,0 10,3| 16,3| 29,9 9,1
18,9 23,1 151] 31,2 39,3| 11,2 18,9| 231
27,4 4,0 18,6 | 20,6| 274 4,0
25,7 14,2 129 26,7 257| 14,2
17,7 17,7
Minimum 30,5 97| 17,7 4,0 15,1 13,0 27,8 50,2| 15,3| 15,6 4,7 46| 10,3| 11,2
25% 18,3 6,6 11,6 | 131
Percentile
Median 147,8 18,5| 26,6| 115 15,1 21,2 27,8 50,2| 15,3| 15,6 4,7 46| 186| 16,3
75% 29,3 | 18,6 36,8 | 23,7
Percentile
Maximum 265,1 272 299| 231 31,8 31,2 27,8 50,2| 15,3| 15,6 4,7 46| 39,3| 26,7
Mittelwert 147,8 185 247| 124 20,7 21,8 27,8 50,2| 15,3| 15,6 4,7 46| 23,1] 18,0
Standard- 165,8 12,3 52 71 9,6 9,1 0 0 0 0 0 0| 13,0 59
abweichung
Standard- 117,3 8,7 21 3,2 5,6 53 0 0 0 0 0 0 5,8 2,7
fehler
Unteres -1342,0| -92,3| 19,3 3,6 -3,3 -0,8 0 0 0 0 0 0 70| 10,6
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 1638,0 | 129,2| 30,1 | 21,1 44,6 44,4 0 0 0 0 0 0| 39,2| 253
Cl
(Mittelwert)
Gesamt/Korpergewicht (ng/ml/kg)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 C01 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links
0,4 0,4 3,4 1,4 1,0 1,5 6,2 11,2 3,6 3,6 0,4 0,4 2,6 1,8
3,8 0,1 3,5 1,1 2,2 0,9 0,5 2,3
2,2 2,7 1,0 2,2 2,5 1,1
3,2 0,5 1,7 1,9
3,0 1,7 1,2 0,7
2,1
Minimum 0,4 0,1 2,1 0,5 1,0 0,9 6,2 11,2 3,6 3,6 0,4 0,4 0,5 0,7
25% 2,2 0,8 0,8 0,9
Percentile
Median 21 0,3 3,1 1,4 1,0 1,5 6,2 11,2 3,6 3,6 04 0,4 1,7 1,8
75% 34 2,2 2,6 21
Percentile
Maximum 3,8 0,4 3,5 2,7 2,2 2,2 6,2 11,2 3,6 3,6 04 0,4 2,6 2,3
Mittelwert 21 0,3 2,9 1,5 1,4 1,5 6,2 11,2 3,6 3,6 0,4 0,4 1,7 1,6
Standard- 2,4 0,2 0,6 0,8 0,7 0,6 0 0 0 0 0 0 0,9 0,6
abweichung
Standard- 1,7 0,1 0,2 0,4 0,4 0,4 0 0 0 0 0 0 0,4 0,3
fehler
unteres -19,2 -1,3 2,3 0,4 -0,2 -0,1 0 0 0 0 0 0 0,6 0,8
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% 23,4 1,9 3,5 2,5 3,1 3,1 0 0 0 0 0 0 2,8 2,3
Cl
(Mittelwert)




VI.B Tabellen 279
Pool (ng/ml)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 C01 Kontrollen
rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
24,3 25,8 42,4 15,6 4,0 23,7 10,7 9,9 19,9 28,5 4,7 4,5 34,3 14,9
2344 10,3 19,3 149 | 428 27,1 10,3 16,3
53 46,4 19,8 25,2 39,3 11,2
51,3 7,8 18,6 20,6
17,7 12,3 12,9 26,7
43,6
Minimum 243 10,3 5,3 7,8 4,0 23,7 10,71 9,9 19,9 28,5 47| 45 10,3 11,2
25% 11,5 10,0 11,6 13,1
Percentile
Median 129,3 18,1 30,8 14,9 19,8 25,2 10,71 9,9 19,9 28,5 47| 45 18,6 16,3
75% 47,4 31,0 36,8 23,7
Percentile
Maximum 234,4 25,8 51,3 46,4 42,8 27,1 10,7 9,9 19,9 28,5 47| 45 393 26,7
Mittelwert 129,3 18,1 29,9 19,4 22,2 25,3 10,7 9,9 19,9 28,5 47| 4,5 23,1 18,0
Standard- 148,6 10,9 18,3 15,4 19,5 1,7 0 0 0 0 0 0 13,0 59
Abweichung
Standard- 105,1 7,7 7,5 6,9 11,3 1,0 0 0 0 0 0 0 5,8 2,7
fehler
unteres -1206,0 | -80,2 10,7 0,3| -26,3 21,0 0 0 0 0 0 0 7,0 10,6
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 1464,0 | 116,4 491 38,5 70,7 29,6 0 0 0 0 0 0 39,2 253
Cl
(Mittelwert)
Pool/Kérpergewicht (ng/ml/kg)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 C01 Kontrollen
rechts | links |rechts | links |rechts | links | rechts | links |rechts | links |rechts | links | rechts | links
04 0,4 50 1,8 0,3 1,6 24 2,2 4,6 6,6 0,4 0,4 2,6 1,8
3,4 0,2 2,3 1,8 3,0 1,9 0,5 2,3
0,6 55 1,4 1,7 2,5 1,1
6,0 0,9 1,7 1,9
2,1 1,4 1,2 0,7
5,1
Minimum 04 0,2 0,6 0,9 0,3 1,6 24 2,2 4,6 6,6 0,4 0,4 0,5 0,7
25% 1,4 1,2 0,8 0,9
Percentile
Median 1,9 0,3 3,6 1,8 1,4 1,7 2,4 2,2 4,6 6,6 0,4 0,4 1,7 1,8
75% 5,6 3,6 2,6 2,1
Percentile
Maximum 34 0,4 6,0 55 3,0 1,9 2,4 2,2 4,6 6,6 0,4 0,4 2,6 2,3
Mittelwert 1,9 0,3 3,5 2,3 1,5 1,7 2,4 2,2 4,6 6,6 0,4 0,4 1,7 1,6
Standard- 2,1 0,2 2,1 1,8 1,3 0,1 0 0 0 0 0 0 0,9 0,6
abweichung
Standard- 1,5 0,1 0,9 0,8 0,8 0,1 0 0 0 0 0 0 0,4 0,3
fehler
unteres -17,2 -1,1 1,3 0,0 -1,8 1,4 0 0 0 0 0 0 0,6 0,8
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 20,9 1,7 5,8 4,5 4,9 2,0 0 0 0 0 0 0 2,8 2,3
Cl
(Mittelwert)
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Halblungenlavagen (ng/ml)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 C01 Kontrollen
rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links
36,8 28,5| 250 10,9 16,3 20,7 36,3 557 133| 124 5,6 45| 343| 149
295,7 9,1 31,7 9,5 29,9 10,9 10,3| 16,3
22,3 | 20,5 141 32,0 39,3 11,2
24,0 3,4 18,6 | 20,6
27,0| 14,6 12,9 | 26,7
11,2
Minimum 36,8 9,1 11,2 3,4 14,1 10,9 36,3 55,7 133 124 5,6 4,5 10,3 11,2
25% 16,7 6,5 11,6 | 13,1
Percentile
Median 166,3 18,8 24,5| 10,9 16,3 20,7 36,3 55,7 13,3| 124 5,6 4,5 18,6 | 16,3
75% 294 | 17,6 36,8 | 23,7
Percentile
Maximum 295,7 28,5 31,7| 20,5 29,9 32,0 36,3 55,7 133| 124 5,6 45| 39,3| 26,7
Mittelwert 166,3 18,8| 23,5| 11,8 20,1 21,2 36,3 55,7 13,3| 12,4 5,6 45| 23,1]| 18,0
Standard- 183,1 13,7 6,9 6,3 8,6 10,6 0 0 0 0 0 0 13,0 59
abweichung
Standard- 129,4 9,7 2,8 2,8 4,9 6,1 0 0 0 0 0 0 5,8 2,7
fehler
unteres -1478,0 | -104,4| 16,3 3,9 -1,2 -5,0 0 0 0 0 0 0 70| 10,6
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 1811,0| 142,0| 30,7| 19,6 41,4 47,4 0 0 0 0 0 0| 39,2| 253
Cl
(Mittelwert)
Halblungenlavagen/Korpergewicht (ng/ml/kg)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 C01 Kontrollen
rechts | links |rechts | links |rechts | links | rechts | links |rechts | links |rechts | links | rechts | links
0,5 0,4 2,9 1,3 1,1 1,4 8,1 12,4 3,1 2,9 0,4 0,4 2,6 1,8
4,2 0,1 3,7 1,1 2,1 0,8 0,5 2,3
2,6 24 1,0 2,2 2,5 1,1
2,8 0,4 1,7 1,9
3,2 1,7 1,2 0,7
1,3
Minimum 0,5 0,1 1,3 0,4 1,0 0,8 8,1 12,4 3,1 29 0,4 0,4 0,5 0,7
25% 2,0 0,8 0,8 0,9
Percentile
Median 2,4 0,3 29 1,3 1,1 1,4 8,1 12,4 3,1 29 0,4 0,4 1,7 1,8
75% 3,5 2,1 2,6 2,1
Percentile
Maximum 4,2 0,4 3,7 2,4 21 2,2 8,1 12,4 3,1 2,9 0,4 0,4 2,6 2,3
Mittelwert 2,4 0,3 2,8 1,4 1,4 1,5 8,1 12,4 3,1 2,9 0,4 0,4 1,7 1,6
Standard- 2,6 0,2 0,8 0,7 0,6 0,7 0 0 0 0 0 0 0,9 0,6
abweichung
Standard- 1,8 0,1 0,3 0,3 0,3 0,4 0 0 0 0 0 0 0,4 0,3
fehler
unteres -21,1 -1,5 1,9 0,5 -0,1 -0,4 0 0 0 0 0 0 0,6 0,8
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 25,8 2,0 3,6 2,3 29 3,3 0 0 0 0 0 0 2,8 2,3
Cl
(Mittelwert)
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SP-D Gesamtmenge
Gesamt (ng)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 C01 Kontrollen
rechts links rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
522801 397275 | 51376 | 31826 | 57985 | 62868 7809 | 17420 | 12882 | 13031 85 23 412 | 314
5212020 60406 | 89479 | 44776 90633 38572 491 204
40405 | 91651 34777 | 122247 885 | 157
82992 | 12235 317 | 350
82035 | 37685 2711|1735
22943
Minimum 522801 60406 | 22943 | 12235 | 34777 | 38572 7809 | 17420 | 12882 | 13031 85 23 271 157
25% 31674 | 22031 204 | 180
Percentile
Median 2867000 228840 | 66705 | 37685 | 57985 | 62868 7809 | 17420 | 12882 | 13031 85 23 412 | 314
75% 86235 | 68214 688 | 1043
Percentile
Maximum 5212000 397275 | 89479 | 91651 90633 | 122247 7809 | 17420 | 12882 | 13031 85 23 885 | 1735
Mittelwert 2867000 228840 | 61538 | 43635 | 61132 74563 7809 | 17420 | 12882 | 13031 85 23 475 | 552
Standard- 3316000 238203 | 27205 | 29443 | 28061 43046 0 0 0 0 0 0 244 | 666
abweichung
Standard- 2345000 168435 | 11106 | 13167 16201 24852 0 0 0 0 0 0 109 | 298
fehler
unteres -26920000 |-1911000 | 32989 | 7076 -8575 | -32369 0 0 0 0 0 0 172 | -275
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 32660000 | 2369000 | 90088 | 80194 | 130838 | 181494 0 0 0 0 0 0 779 | 1379
(¢]]
(Mittelwert)
Gesamt/Korpergewicht (ng/kg)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 C01 Kontrollen
rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links [ rechts | links
7469 5675 6044 3744 3999 4336 1735 3871 2996 3031 7 2 32 37
74457 863 | 10527 5268 6251 2660 25 29
4754 | 10783 2398 8431 55 16
9764 1439 29 32
9651 4434 25 48
7469 5675 6044 3744 3999 4336 1735 3871 2996 3031 7 2 32 37
Minimum 7469 863 4754 1439 2398 2660 1735 3871 2996 3031 7 2 25 16
25% 5399 | 2592 25 22
Percentile
Median 40963 3269 9651 4434 3999 4336 1735 3871 2996 3031 7 2 29 32
75% 10145 | 8025 43 43
Percentile
Maximum 74457 5675 | 10527 | 10783 6251 8431 1735 3871 2996 3031 7 2 55 48
Mittelwert 40963 3269 8148 5134 4216 5142 1735 3871 2996 3031 7 2 33 32
Standard- 47368 3403 2573 3464 1935 2969 0 0 0 0 0 0 13 12
abweichung
Standard- 33494 2406 1151 1549 1117 1714 0 0 0 0 0 0 6 5
fehler
unteres -384623 | -27305 4953 833 -591 -2232 0 0 0 0 0 0 17 18
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 466549 | 33843 | 11343 9435 9023 | 12517 0 0 0 0 0 0 49 47
Cl
(Mittelwert)
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Pool (ng)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 C01 Kontrollen
rechts links | rechts | links | rechts links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
3639 3975 | 1526 560 144 851 214 188 299 | 357 85 23 412 | 314
37270 1737 693 537 1542 976 491 204
189 | 1671 714 908 885| 157
1847 281 317 | 350
638 441 271 | 1735
1568
Minimum 3639 1737 189 281 144 851 214 188 299 | 357 85 23 271 157
25% 414 361 294 | 180
Percentile
Median 20454 2856 | 1110 537 714 908 214 188 299 | 357 85 23 412 314
75% 1707 | 1115 688 | 1043
Percentile
Maximum 37270 3975 | 1847 | 1671 1542 976 214 188 299 | 357 85 23 885 | 1735
Mittelwert 20454 2856 | 1077 698 800 912 214 188 299 | 357 85 23 475 | 552
Standard- 23780 1582 658 555 703 62 0 0 0 0 0 0 244 | 666
abweichung
Standard- 16815 1119 269 248 406 36 0 0 0 0 0 0 109 | 298
fehler
unteres -193204 | -11360 387 9 -947 757 0 0 0 0 0 0 172 | -275
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 234113 | 17072 | 1767 | 1387 2546 1067 0 0 0 0 0 0 779 | 1379
Cl
(Mittelwert)
Pool/Korpergewicht (ng)
PAP adult JO1 J02 JO3 J04 CO01 Kontrollen
rechts links | rechts | links | rechts links rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
52 57 179 66 10 59 48 42 69| 83 7 2 32 37
532 25 82 63 106 67 25 29
22 197 49 63 55 16
217 33 29 32
75 52 25 48
184
Minimum 52 25 22 33 10 59 48 42 69| 83 7 2 25 16
25% 49 42 25 22
Percentile
Median 292 41 131 63 49 63 48 42 69| 83 7 2 29 32
75% 201 131 43 43
Percentile
Maximum 532 57 217 197 106 67 48 42 69| 83 7 2 55 48
Mittelwert 292 41 127 82 55 63 48 42 69| 83 7 2 33 32
Standard- 340 23 77 65 48 4 0 0 0 0 0 0 13 12
abweichung
Standard- 240 16 32 29 28 2 0 0 0 0 0 0 6 5
fehler
unteres -2760 -162 46 1 -65 52 0 0 0 0 0 0 17 18
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% 3344 244 208 163 176 74 0 0 0 0 0 0 49 47
Cl
(Mittelwert)
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Halblungenlavagen (ng)
PAP adult JO1 J02 J03 J04 C01 Kontrollen
rechts links rechts | links | rechts | links |rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links
519162 393300 | 49850 | 31266 57840 62016 7595 | 17232 | 12582 | 12674 7952 23 412 | 314
5174750 58668 | 88785 | 44239 89091 37596 491 204
40216 | 89980 34063 | 121340 885 157
81144 | 11954 317 | 350
81396 | 37244 271 | 1735
21375
Minimum 519162 58668 | 21375 | 11954 | 34063 | 37596 7595 | 17232 | 12582 | 12674 7952 23 271 157
25% 30796 | 21610 204 | 180
Percentile
Median 2847000 225984 | 65497 | 37244 | 57840 | 62016 7595 | 17232 | 12582 | 12674 7952 23 412 | 314
75% 85091 | 67110 688 | 1043
Percentile
Maximum 5175000 393300 | 88785 | 89980 89091 | 121340 7595 | 17232 | 12582 | 12674 7952 23 885 | 1735
Mittelwert 2847000 225984 | 60461 | 42937 | 60331 73651 7595 | 17232 | 12582 | 12674 7952 23 475 | 552
Standard- 3292000 236620 | 27271 | 28911 27598 | 43067 0 0 0 0 0 0 244 | 666
abweichung
Standard- 2328000 167316 | 11133 | 12929 15934 | 24865 0 0 0 0 0 0 109 | 298
fehler
unteres -26730000 | -1900000 | 31842 | 7039 -8227 | -33333 0 0 0 0 0 0 172 | -275
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 32420000 | 2352000 | 89080 | 78834 | 128889 | 180634 0 0 0 0 0 0 779 | 1379
Cl
(Mittelwert)
Halblungenlavagen/Korpergewicht (ng/kg)
PAP adult JO1 J02 J03 Jo4 Co1 Kontrollen
rechts | links | rechts | links |rechts | links |rechts | links |rechts | links | rechts | links |rechts | links
7417 5619 5865 3678 3989 4277 1688 3829 2926 2947 612 2 32 37
73925 838 | 10445 5205 6144 2593 25 29
4731 | 10586 2349 8368 55 16
9546 1406 29 32
9576 4382 25 48
2515
Minimum 7417 838 2515 1406 2349 2593 1688 3829 2926 2947 612 2 25 16
25% 3623 2542 25 22
Percentile
Median 40671 3228 7706 4382 3989 4277 1688 3829 2926 2947 612 2 29 32
75% 10011 7895 43 43
Percentile
Maximum 73925 5619 | 10445 | 10586 6144 8368 1688 3829 2926 2947 612 2 55 48
Mittelwert 40671 3228 7113 5051 4161 5079 1688 3829 2926 2947 612 2 33 32
Standard- 47029 3380 3208 3401 1903 2970 0 0 0 0 0 0 13 12
abweichung
Standard- 33254 2390 1310 1521 1099 1715 0 0 0 0 0 0 6 5
fehler
unteres -381863 | -27142 3746 828 -567 | -2299 0 0 0 0 0 0 17 18
95% CI
(Mittelwert)
oberes 95% | 463205 | 33599 | 10480 9275 8889 | 12458 0 0 0 0 0 0 49 47
Cl
(Mittelwert)
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Auswaschkinetik
Protein Einzelwerte
Patient | Lavagedatum, | Spiilportion | Volumen | Konzentration | Gesamtmenge %
Lavageseite (ml) (ng/ml) je Spiilportion | gesamt
(ng) (%)
Jo1 1.10.01 links Pool 36 284,96 10258,60 97,22
1 540 325,80 175932,00 49,54
2 385 122,84 47293,40 36,72
3 490 98,09 48064,10 23,69
4 500 82,97 41485,00 12,45
5 490 58,36 28596,40 4,70
6 270 64,23 17342,10 0,00
1.10.01 rechts Pool 36 218,31 7859,20 97,11
1 515 247,81 127622,20 50,18
2 490 108,31 53071,90 30,67
3 485 105,79 51308,20 11,80
4 425 75,50 32087,50 0,00
05.06.00 rechts Pool 36 247,00 8892,00 98,59
1 421 525,31 221155,50 63,58
2 480 266,20 127776,00 43,36
3 494 184,75 91266,50 28,91
4 489 139,14 68039,50 18,14
5 475 115,82 55014,50 9,43
6 573 103,93 59551,90 0,00
07.06.00 links Pool 36 324,30 11674,80 97,00
1 474 318,79 151106,50 58,21
2 472 233,25 110094,00 29,95
3 490 71,98 35270,20 20,90
4 488 48,83 23829,00 14,78
5 486 59,80 29062,80 7,32
6 480 59,44 28531,20 0,00
14.08.00 rechts Pool 36 192,67 6936,10 98,00
1 457 283,96 129769,70 60,61
2 490 124,54 61024,60 43,03
3 492 89,99 44275,10 30,27
4 488 74,73 36468,20 19,76
5 462 79,08 36535,00 9,23
6 508 63,08 32044,60 0,00
11.12.00 rechts Pool 36 196,32 7067,50 98,71
1 420 309,52 129998,40 74,89
2 397 282,91 112315,30 54,31
3 500 450,31 225155,00 13,06
4 484 147,29 71288,40 0,00
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05.09.01 links Pool 36 285,33 10271,90 97,44
1 495 215,05 106449,80 70,91

2 510 88,30 45033,00 59,68

3 500 80,62 40310,00 49,63

4 590 41,03 24207,70 43,60

5 585 96,47 56435,00 29,53

6 488 56,68 27659,80 22,64

7 585 47,95 28050,80 15,65

8 485 81,36 39459,60 5,81

9 490 47,58 23314,20 0,00

28.03.01 links Pool 36 192,46 6928,60 98,13
1 500 150,57 75285,00 77,80

2 510 112,16 57201,60 62,36

3 550 109,26 60093,00 46,14

4 490 49,70 24353,00 39,56

5 585 86,37 50526,50 25,92

6 500 31,97 15985,00 21,61

7 695 25,33 17604,40 16,85

8 550 17,38 9559,00 14,27

9 560 26,23 14688,80 10,31

10 550 35,14 19327,00 5,09

11 490 26,18 12828,20 1,63

12 320 18,82 6022,40 0,00

16.08.00 links Pool 36 615,30 22150,80 93,78
1 472 234,85 110849,20 62,67

2 471 96,07 45249,00 49,97

3 492 133,12 65495,00 31,58

4 485 79,41 38513,90 20,77

5 484 50,95 24659,80 13,85

6 479 49,93 23916,50 7,14

7 333 76,39 25437,90 0,00

25.09.00 rechts Pool 36 200,00 7200,00 98,16
1 458 267,45 122492,10 66,83

2 475 116,95 55551,30 52,62

3 490 83,88 41101,20 42,11

4 475 86,74 41201,50 31,57

5 512 108,12 55357,40 17,41

6 487 93,44 45505,30 5,77

7 510 44,24 22562,40 0,00

27.09.00 links Pool 36 209,73 7550,30 98,64
1 495 427,05 211389,80 60,51

2 520 154,36 80267,20 46,03

3 500 123,47 61735,00 34,89

4 510 108,04 55100,40 24,95

5 490 61,84 30301,60 19,48
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6 485 60,54 29361,90 14,19

7 460 61,96 28501,60 9,05

8 485 64,47 31268,00 341

9 420 44,95 18879,00 0,00

07.05.01 rechts Pool 36 268,06 9650,20 97,40
1 525 259,52 136248,00 60,73

2 500 103,05 51525,00 46,86

3 400 84,91 33964,00 37,72

4 500 71,59 35795,00 28,08

5 520 52,21 27149,20 20,77

6 585 71,82 42014,70 9,46

7 500 38,75 19375,00 4,25

8 310 50,92 15785,20 0,00

09.05.01 links Pool 36 167,79 6040,40 98,00
1 492 128,89 63413,90 77,04

2 500 85,92 42960,00 62,84

3 500 78,52 39260,00 49,86

4 485 46,03 22324,60 42,48

5 490 46,36 22716,40 34,97

6 500 36,40 18200,00 28,96

7 390 34,60 13494,00 24,49

8 480 39,02 18729,60 18,30

9 460 25,90 11914,00 14,36

10 490 41,36 20266,40 7,66

11 590 39,30 23187,00 0,00

15.05.02 rechts Pool 36 289,39 10418,00 97,59
1 545 421,51 229723,00 44,34

2 582 173,13 100761,70 20,98

3 537 110,36 59263,30 7,24

4 293 106,62 31239,70 0,00

18.06.01 rechts Pool 36 248,93 8961,50 97,21
1 540 282,85 152739,00 49,59

2 520 103,87 54012,40 32,75

3 435 59,82 26021,70 24,63

4 480 54,40 26112,00 16,49

5 590 53,93 31818,70 6,57

6 420 50,19 21079,80 0,00

20.06.01 links Pool 36 164,58 5924,90 97,19
1 535 154,41 82609,40 58,08

2 480 40,01 19204,80 48,99

3 500 42,11 21055,00 39,02

4 484 56,67 27428,30 26,04

5 425 54,47 23149,80 15,08

6 500 29,16 14580,00 8,18




VI.B Tabellen 287
7 600 28,78 17268,00 0,00

6.11.00 rechts Pool 36 660,43 23775,50 91,07
1 420 294,04 123496,80 44,70

3 590 122,27 72139,30 17,61

5 580 69,83 40501,40 2,40

7 185 34,58 6397,30 0,00

8.11.00 links Pool 36 208,17 749410 96,38
1 502 181,18 90952,40 52,41

3 569 74,60 4244740 31,90

5 591 40,51 23941,40 20,32

7 597 44,41 26512,80 7,51

9 494 31,45 15536,30 0,00

8.5.00 rechts Pool 36 161,86 5827,00 98,58
1 442 339,92 150244,60 61,91

2 500 203,39 101695,00 37,08

3 480 83,20 39936,00 27,34

4 495 41,40 20493,00 22,33

5 500 86,62 43310,00 11,76

6 500 49,54 24770,00 5,72

7 498 47,04 23425,90 0,00

24.1.00 rechts Pool 36 204,88 7375,70 95,91
1 447 122,35 54690,50 65,58

2 403 87,85 35403,60 45,94

3 446 100,48 44814,10 21,09

4 183 207,79 38025,60 0,00

J02 06.12.00 links 0 36 1078,65 38831,40 98,59
1 512 2615,08 1338920,96 50,06

2 439 1749,28 767933,92 22,22

3 490 312,60 153174,00 16,67

4 430 722,62 310726,60 5,41

5 208 717,43 149225.,44 0,00

11.12.00 links 0 36 1155,23 4158828 97,60
1 481 1715,63 825218,03 49,93

2 493 426,23 210131,39 37,79

3 580 299,43 173669,40 27,76

4 461 537,49 247782,89 13,45

5 428 292,37 12513436 6,22

6 412 186,50 76838,00 1,78

7 205 150,29 30809,45 0,00

22.02.01 rechts 0 36 1143,20 41155,20 98,39
1 466 2413,83 1124844,78 54,51

2 483 467,58 225841,14 45,69
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3 572 375,09 214551,48 37,32

4 529 1349,73 714007,17 9,46

5 540 178,36 96314,40 5,70

6 472 185,20 87414,40 2,29

7 305 192,77 58794,85 0,00

27.6.01 rechts 0 36 531,19 19122,84 99,48
1 400 3874,63 1549852,00 57,65

2 250 2498.40 624600,00 40,79

3 300 1411,36 423408,00 29,36

4 270 893,97 241371,90 22,84

5 320 511,95 163824,00 18,42

6 550 489,42 269181,00 11,15

7 550 311,38 171259,00 6,53

8 550 267,23 146976,50 2,56

9 300 140,51 42153,00 1,42

10 300 175,69 52707,00 0,00

29.6.01 links 0 36 1998,13 71932,68 97,76
1 485 3725,83 1807027,55 41,54

2 500 1372,39 686195,00 20,19

3 508 500,55 254279,40 12,28

4 495 381,56 188872,20 6,41

5 500 212,85 106425,00 3,10

6 500 199,09 99545,00 0,00

3.1.02 links 0 36 5372,83 193421,88 95,94
1 500 495458 2477290,00 43,88

2 608 1371,04 833592,32 26,37

3 554 663,92 367811,68 18,64

4 612 500,70 306428,40 12,20

5 700 200,07 140049,00 9,26

6 646 159,73 103185,58 7,09

7 693 126,71 87810,03 5,25

8 597 127,84 76320,48 3,64

9 585 79,18 46320,30 2,67

10 592 110,25 65268,00 1,30

11 593 77,67 46058,31 0,33

12 194 81,22 15756,68 0,00

7.1.02 rechts 0 36 3860,50 138978,00 97,46
1 170 14076,00 2392920,00 53,66

2 590 2476,85 1461341,50 26,91

3 425 781,92 332316,00 20,83

4 445 541,73 241069,85 16,42

5 450 361,63 162733,50 13,44

6 450 346,33 155848,50 10,59

7 475 252,02 119709,50 8,40

8 600 268,24 160944,00 5,45
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9 565 326,22 184314,30 2,08

10 420 270,37 113555,40 0,00

28.2.02 rechts 0 36 1628,26 58617,36 95,66
1 170 1392,63 236747,10 78,13

2 590 541,58 319532,20 54,47

3 425 623,17 264847,25 34,86

4 445 155,79 69326,55 29,72

5 450 364,10 163845,00 17,59

6 450 178,39 80275,50 11,64

7 435 164,53 71570,55 6,35

8 320 267,77 85686,40 0,00

8.8.02 rechts 0 36 1322,87 47623,32 97,31
1 540 1887,06 1019012,40 39,84

2 541 691,56 374133,96 18,74

3 483 362,21 174947,43 8,88

4 495 172,14 85209,30 4,07

5 490 105,58 51734,20 1,15

6 190 107,74 20470,60 0,00

8.8.02 links 0 36 1591,27 57285,72 97,47
1 485 1607,05 779419,25 63,01

2 600 944,30 566580,00 37,96

3 500 617,67 308835,00 24,31

4 508 526,04 267228,32 12,49

5 507 324,09 164313,63 5,23

6 502 166,37 83517,74 1,53

7 200 173,58 34716,00 0,00

29.11.02 rechts 0 36 1638,42 58983,12 97,75
1 720 2028,74 1460692,80 41,96

2 400 1087,2 434880,00 25,35

3 500 625,49 312745,00 13,41

4 400 499,15 199660,00 5,78

5 225 672,84 151389,00 0,00

29.11.02 links 0 36 3713,51 133686,36 97,35
1 450 4523,00 2035350,00 57,04

2 600 2293,09 1375854,00 29,79

3 600 1009,85 605910,00 17,79

4 555 689,27 382544,85 10,21

5 600 458,60 275160,00 4,76

6 590 332,07 195921,30 0,88

7 420 105,72 44402,40 0,00

12.3.03 links 0 36 8780,00 316080,00 93,45
1 530 2820,50 1494865,00 62,47

2 450 1557,30 700785,00 47,95
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3 550 1013,00 557150,00 36,41
4 600 705,80 423480,00 27,63
5 560 500,50 280280,00 21,82
6 200 794,30 158860,00 18,53
7 200 464,90 92980,00 16,60
8 200 442,70 88540,00 14,77
9 600 377,30 226380,00 10,08
10 400 505,27 202108,00 5,89
11 400 315,70 126280,00 3,27
12 415 380,60 157949,00 0,00
14.3.03 rechts 0 36 642,20 23119,20 99,69
1 445 6184,70 2752191,50 62,70
2 490 3325,90 1629691,00 40,79
3 500 1907,80 953900,00 27,97
4 450 588,40 264780,00 24,41
5 495 626,19 309964,05 20,24
6 490 534,30 261807,00 16,73
7 290 424,80 123192,00 15,07
8 100 435,80 43580,00 14,48
9 100 601,40 60140,00 13,68
10 100 455,50 45550,00 13,06
11 90 631,80 56862,00 12,30
12 85 226,70 19269,50 12,04
13 485 417,90 202681,50 9,32
14 490 360,10 176449,00 6,94
15 490 282,04 138199,60 5,09
16 480 326,11 156532,80 2,98
17 565 281,84 159239,60 0,84
18 100 175,40 17540,00 0,61
19 120 376,04 45124,80 0,00
17.3.03 links 0 36 443,30 15958,80 99,64
1 470 3390,00 1593300,00 63,61
2 580 2640,00 1531200,00 28,98
3 600 504,80 302880,00 22,13
4 540 272,14 146955,60 18,81
5 435 246,03 107023,05 16,39
6 590 181,04 106813,60 13,97
7 395 156,83 61947,85 12,57
8 200 179,40 35880,00 11,76
9 100 245,60 24560,00 11,21
10 100 333,30 33330,00 10,45
11 100 254,70 25470,00 9,88
12 160 586,40 93824,00 7,75
13 580 179,40 104052,00 5,40
14 600 188,50 113100,00 2,84
15 635 134,40 85344,00 0,91
16 390 103,60 40404,00 0,00
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J0o3 4.12.02 rechts Pool 20,00 1041,60 20832,00 99,87
1 114,50 2082,26 238418,77 63,83

2 96,00 4165,00 399840,00 0,00

5.12.02 links Pool 19,00 1026,66 19506,54 98,36
1 39,00 2482.48 96816,72 90,19

2 59,00 4470,80 263777,20 67,95

3 37,00 5975,38 221089,06 62,80

4 42.00 4088,78 171728,76 34,82

5 19,00 2128,67 40444,73 31,41

6 34,00 4308,27 146481,18 19,06

7 37,00 4108,28 152006,36 6,24

8 24,00 3082,55 73981,20 0,00

J04 7.12.01 rechts Pool 15,00 572,99 8594,85 96,99
1 463,00 447 89 207373,07 24,42

2 490,00 142,41 69780,90 0,00

19.12.01 links Pool 12,50 130,60 1632,50 98,99
1 249,00 282,94 70452,06 55,21

2 262,00 123,80 32435,60 35,06

3 300,00 83,68 25104,00 19,46

4 245,00 127,81 31313,45 0,00

A04 2.4.03 rechts 1| 1000,00 5318,10 5318100 65,41
2| 1000,00 3107,80 3107800 45,20

3| 1000,00 1504,30 1504300 35,41

4| 1000,00 1403,90 1403900 26,28

51 1000,00 830,60 830600 20,88

6| 1000,00 455,72 455720 17,91

7| 1000,00 324,20 324200 18,77

8| 1000,00 257,92 257920 14,13

9| 1000,00 257,16 257160 12,45

10| 1000,00 170,30 170300 11,35

11| 1000,00 140,46 140460 10,43

12| 1000,00 139,88 139880 9,52

13| 1000,00 131,34 131340 8,67

14| 1000,00 113,32 113320 7,93

15| 1000,00 103,74 103740 7,26

16| 1000,00 94,50 94500 6,64

17| 1000,00 102,08 102080 5,98

18| 1000,00 112,66 112660 5,24

19| 1000,00 89,29 89290 4,66

20| 1000,00 103,97 103970 3,99

21| 1000,00 92,16 92160 3,39

22| 1000,00 89,01 89010 2,81

23| 1000,00 83,13 83130 2,27

24| 1000,00 81,50 81500 1,74
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25| 1000,00 88,14 88140 1,17
26| 1000,00 88,37 88370 0,59
27| 1000,00 90,78 90780 0,00

A05 5.5.03 links 1| 1000,00 477,90 477900 84,44

2| 1000,00 419,48 419480 70,78
3| 1000,00 368,72 368720 58,77
41 1000,00 379,59 379590 46,41
5| 1000,00 274,04 274040 37,49
6| 1000,00 233,89 233890 29,87
7| 1000,00 126,39 126390 28,82
8| 1000,00 111,85 111850 22,11
9| 1000,00 93,09 93090 19,08
10| 1000,00 68,73 68730 16,84
11| 1000,00 83,78 83783 14,12
12| 1000,00 66,96 66960 11,94
13| 1000,00 51,58 51580 10,26
14| 1000,00 45,62 45620 8,77
15| 1000,00 45,58 45580 7,29
16| 1000,00 61,03 61030 5,30
17| 1000,00 40,21 40210 3,99
18| 1000,00 51,71 51710 2,31
19| 1000,00 40,70 40700 0,98
20| 1000,00 30,11 30110 0,00
27.5.03 rechts 1| 1000,00 573,60 573600 85,86
2| 1000,00 639,47 639470 70,09
3| 1000,00 328,08 328080 62,00
4| 1000,00 364,73 364730 53,01
51 1000,00 437,93 437930 4221
6| 1000,00 271,62 271620 35,51
7| 1000,00 187,50 187500 30,83
8| 1000,00 114,89 114890 28,06
9| 1000,00 121,30 121300 25,07
10| 1000,00 119,83 119830 22,11
11| 1000,00 71,34 71340 20,35
12| 1000,00 85,89 85890 18,24
13| 1000,00 92,84 92840 15,95
14| 1000,00 81,97 81970 13,93
15| 1000,00 58,75 58750 12,48
16| 1000,00 57,92 57920 11,05
17| 1000,00 67,53 67530 9,39
18| 1000,00 57,99 57990 7,96
19| 1000,00 68,53 68530 6,27
20| 1000,00 49 87 49870 5,04
21| 1000,00 50,70 50700 3,79
22| 1000,00 3991 39910 2,80
23| 1000,00 53,47 53470 1,48
24| 1000,00 60,19 60190 0,00
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A06 2.10.03 rechts 1| 1000,00 4919,80 4919800 67,98
3| 1000,00 2602,03 2602030 51,04

5| 1000,00 2339,02 2339020 35,81

7| 1000,00 1323,38 1323380 27,20

9| 1000,00 1487,43 1487430 17,52

11| 1000,00 536,65 536650 14,02

13| 1000,00 632,03 632030 12,61

15| 1000,00 397,03 397030 7,33

17| 1000,00 285,78 285780 5,46

19| 1000,00 184,77 184770 426

21| 1000,00 57,44 57440 3,89

23| 1000,00 70,91 70910 3,43

25| 1000,00 61,21 61210 3,03

27| 1000,00 60,48 60480 2,63

29| 1000,00 85,53 85530 2,08

31| 1000,00 69,03 69030 1,63

33| 1000,00 82,03 82030 1,09

35| 1000,00 63,78 63780 0,68

37| 1000,00 50,55 50550 0,35

39| 1000,00 53,82 53820 0,00

4.9.03 links 1| 1000,00 4691,70 4691700 78,94
3| 1000,00 7984,00 7984000 43,10

5| 1000,00 3041,85 3041850 29,44

7| 1000,00 2117,30 2117300 19,94

9| 1000,00 1531,35 1531350 13,06

11| 1000,00 502,45 502450 10,81

13| 1000,00 545,48 545480 3,94

15| 1000,00 316,93 316930 6,94

17| 1000,00 234,54 234540 5,88

19| 1000,00 227,04 227040 4,86

21| 1000,00 286,78 286780 3,58

23| 1000,00 199,85 199850 2,68

25| 1000,00 186,14 186140 1,84

27| 1000,00 170,55 170550 1,08

29| 1000,00 139,71 139710 0,45

31| 1000,00 100,54 100540 0,00

Cco1 21.11.01 rechts Pool 18,00 155,99 2807,82 99,40
1 552,00 293,68 162111,36 34,49

2 580,00 142,30 82534 0,00
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Phospholipide Einzelwerte
Patient | Lavagedatum, | Spiilportion | Volumen | Konzentration | Gesamtmenge %
Lavageseite (ml) (ng/ml) je Spiilportion | gesamt
(ng) (%)
Jo1 05.06.00 rechts Pool 36 41,63 1498,68 97,86
1 421 50,50 21260,50 67,51
2 480 32,13 15420,00 45,50
3 494 24,00 11856,00 28,57
4 489 19,38 9474,38 15,05
5 475 13,75 6531,25 5,73
6 573 7,00 4011,00 0,00
07.06.00 links Pool 36 20,75 747,00 97,08
1 474 19,50 9243,00 60,95
2 472 16,75 7906,00 30,04
3 490 4,38 2143,75 21,66
4 488 8,13 3965,00 6,16
5 486 2,50 1215,00 1,41
6 480 0,75 360,00 0,00
25.09.00 rechts Pool 36 15,25 549,00 99,84
1 458 294,53 134894,74 60,04
2 475 216,45 102813,75 29,71
3 490 58,58 28701,75 21,25
4 475 71,60 34010,00 11,21
5 512 26,97 13808,64 7,14
6 487 27,92 13597,04 3,13
7 510 20,79 10602,90 0,00
27.09.00 links Pool 36 15,74 566,64 99,58
1 495 58,51 28962,45 78,07
2 520 57,03 29655,60 56,05
3 500 43,12 21560,00 40,05
4 510 8,99 4584,90 36,64
5 490 26,89 13176,10 26,86
6 485 34,22 16596,70 14,53
7 460 13,41 6168,60 9,95
8 485 14,00 6790,00 4,91
9 420 15,75 6615,00 0,00
Jo02 3.1.02 links 0 36 386,30 13906,80 99,40
1 500 896,50 448250,00 80,00
2 608 542,50 329840,00 65,72
3 554 319,70 177113,80 58,05
4 612 414,20 253490,40 47,08
5 700 503,40 352380,00 31,83
6 646 329,30 212727,80 22,62
7 693 295,20 204573,60 13,77
8 597 256,80 153309,60 7,13
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9 585 117,00 68445,00 4,17

10 592 99,00 58608,00 1,63

11 593 42,80 25380,40 0,53

12 194 63,70 12357,80 0,00

8.8.02 rechts 0 36 2475 891,00 99,95
1 540 1708,33 922498.20 44 95

2 541 658,33 356156,53 23,72

3 483 455,00 219765,00 10,61

4 495 323,75 160256,25 1,06

5 490 23,75 11637,50 0,37

6 190 32,25 6127,50 0,00

8.8.02 links 0 36 25,25 909,00 99,94
1 485 1158,33 561790,05 60,41

2 600 385,00 231000,00 44,16

3 500 586,25 293125,00 23,54

4 508 421,25 213995,00 8,48

5 507 120,50 61093,50 4,18

6 502 77,75 39030,50 1,44

7 200 102,25 20450,00 0,00

29.11.02 rechts 0 36 126,67 4560,12 99,30
1 720 589,99 424792 ,80 34,13

2 400 294,33 117732,00 16,07

3 500 84,99 42495,00 9,55

4 400 110,99 44396,00 2,74

5 225 79,33 17849,25 0,00

29.11.02 links 0 36 751,66 27059,76 98,38
1 450 1276,65 574492,50 63,89

2 600 939,99 563994,00 30,03

3 600 313,33 187998,00 18,74

4 555 174,99 97119.,45 12,91

5 600 162,67 97602,00 7,05

6 590 134,99 79644,10 2,27

7 420 89,99 37795,80 0,00

12.3.03 links 0 36 672,50 24210,00 98,49
1 530 1295,00 686350,00 55,62

2 450 607,50 273375,00 38,54

3 550 216,25 118937,50 31,11

4 600 452,50 271500,00 14,15

5 560 120,00 67200,00 9,96

6 200 230,00 46000,00 7,08

7 200 69,25 13850,00 6,22

8 200 57,50 11500,00 5,50

9 600 19,76 11856,00 4,76

10 400 61,00 24400,00 3,23
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11 400 33,50 13400,00 2,40

12 415 92,50 38387,50 0,00

14.3.03 rechts 0 36 152,50 5490,00 99,83
1 445 2800,00 1246000,00 61,03

2 490 1700,00 833000,00 35,09

3 500 537,50 268750,00 26,72

4 450 367,50 165375,00 21,57

5 495 387,50 191812,50 15,59

6 490 71,75 35157,50 14,50

7 290 235,00 68150,00 12,37

8 100 527,50 52750,00 10,73

9 100 480,00 48000,00 9,24

10 100 302,50 30250,00 8,30

11 90 205,00 18450,00 7,72

12 85 445,00 37825,00 6,54

13 485 111,25 53956,25 4,86

14 490 75,00 36750,00 3,72

15 490 69,50 34055,00 2,66

16 480 96,50 46320,00 1,22

17 565 44,50 25142,50 0,43

18 100 38,25 3825,00 0,31

19 120 83,75 10050,00 0,00

17.3.03 links 0 36 23,50 846,00 99,68
1 470 115,00 54050,00 79,03

2 580 56,25 32625,00 66,57

3 600 41,75 25050,00 57,00

4 540 39,25 21195,00 48,90

5 435 31,00 13485,00 43,75

6 590 22,75 13422,50 38,63

7 395 30,00 11850,00 34,10

8 200 28,75 5750,00 31,90

9 100 17,50 1750,00 31,23

10 100 74,00 7400,00 28,41

11 100 39,75 3975,00 26,89

12 160 61,50 9840,00 23,13

13 580 31,50 18270,00 16,15

14 600 36,75 22050,00 7,73

15 635 18,75 11906,25 3,18

16 390 21,35 8326,50 0,00

Jo3 4.12.02 rechts Pool 20,00 41,75 835,00 97,84
1 114,50 171,88 19680,26 46,98

2 96,00 189,38 18180,48 0,00

5.12.02 links Pool 19,00 71,75 1363,25 99,33
1 39,00 121,25 4728,75 97,03

2 59,00 233,75 13791,25 90,30
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3 37,00 63,13 2335,625 89,16

4 42.00 1237,50 51975,00 63,79

5 19,00 1043,75 19831,25 54,11

6 34,00 1262,50 42925,00 33,17

7 37,00 1212,50 44862,50 11,27

8 24,00 962,50 23100,00 0,00

J04 7.12.01 rechts Pool 15,00 1272,50 19087,50 94,08
1 463,00 555,00 256965,00 14,40

2 490,00 94,75 46427,50 0,00

19.12.01 links Pool 12,50 141,00 1762,50 98,07
1 249,00 145,75 36291,75 58,41

2 262,00 87,50 22925,00 33,35

3 300,00 39,25 11775,00 20,48

4 245,00 76,50 18742,50 0,00

A04 2.4.03 rechts 1{ 1000,00 1987,50 1987500 61,48
2| 1000,00 1262,50 1262500 37,00

3| 1000,00 435,00 435000 28,57

4| 1000,00 390,00 390000 21,01

51 1000,00 395,00 395000 13,36

6| 1000,00 111,25 111250 11,20

7| 1000,00 91,75 91750 11,58

8| 1000,00 86,75 86750 7,74

9| 1000,00 68,50 68500 6,41

10| 1000,00 45,50 45500 5,53

11| 1000,00 36,00 36000 4,83

12| 1000,00 40,50 40500 4,05

13| 1000,00 31,00 31000 3,45

14| 1000,00 36,00 36000 2,75

15| 1000,00 42,50 42500 1,92

16| 1000,00 23,75 23750 1,46

17| 1000,00 8,60 8600 1,30

18| 1000,00 10,80 10800 1,09

19| 1000,00 9,73 9730 0,90

20| 1000,00 8,85 8850 0,73

21| 1000,00 6,60 6600 0,60

22| 1000,00 7,70 7700 0,45

23| 1000,00 7,55 7550 0,30

24| 1000,00 3,20 3200 0,24

25| 1000,00 4,10 4100 0,16

26| 1000,00 4,75 4750 0,07

27| 1000,00 3,65 3650 0,00

Co1 21.11.01 rechts Pool 18,00 82,75 1489,50 99,27
1 552,00 121,25 66930,00 66,46

2 580,00 233,75 135575,00 0,00
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SP-A Einzelwerte
Patient | Lavagedatum, | Spiilportion | Volumen | Konzentration | Gesamtmenge %
Lavageseite (ml) (ng/ml) je Spiilportion | gesamt
(ng) (%)
Jo1 05.06.00 rechts Pool 36 13989,00 503604,00 99,41
1 421 80150,00| 33743150,00 59,99
2 480 39261,00| 18845280,00 37,98
3 494 22148,80| 10941507,20 25,20
4 489 14201,00 6944289,00 17,08
5 475 14064,00 6680400,00 9,28
6 573 13861,50 7942639,50 0,00
07.06.00 links Pool 36 13882,00 499752,00 98,18
1 474 16679,30 7905988,20 69,32
2 472 10180,30 4805101,60 51,78
3 490 10205,20 5000548,00 33,53
4 488 10239,90 4997071,20 15,29
5 486 4670,90 2270057,40 7,01
6 480 3999,70 1919856,00 0,00
25.09.00 rechts Pool 36 10920,80 393148,80 99,20
1 458 29217,00| 13381386,00 72,08
2 475 11300,00 5367500,00 61,20
3 490 12604,00 6175960,00 48,69
4 475 10893,20 5174270,00 38,20
5 512 2538,10 1299507,20 35,57
6 487 31263,80| 15225470,60 4,71
7 510 4556,80 2323968,00 0,00
27.09.00 links Pool 36 21341,80 768304,80 99,62
1 495 189603,90| 93853930,50 52,95
2 520 67758,00 | 35234160,00 35,43
3 500 32438,00| 16219000,00 27,37
4 510 39791,00| 20293410,00 17,27
5 490 11323,00 5548270,00 14,52
6 485 14047,00 6812795,00 11,13
7 460 19680,00 9052800,00 6,63
8 485 17752,60 8610011,00 2,35
9 420 11230,30 4716726,00 0,00
18.06.01 rechts Pool 36 20901,50 752454,00 98,21
1 540 30635,30| 16543062,00 58,77
2 520 13025,50 6773260,00 42,62
3 435 7177,60 3122256,00 35,18
4 480 6701,80 3216864,00 27,51
5 590 14805,00 8734950,00 6,68
6 420 6676,40 2804088,00 0,00
20.06.01 links Pool 36 17049,30 613774,80 98,16
1 535 23585,00] 12617975,00 60,29
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2 480 7995,90 3838032,00 48,77

3 500 7611,00 3805500,00 37,35

4 484 10786,40 5220617,60 21,68

5 425 9767,90 4151357,50 9,22

6 500 3800,00 1900000,00 3,52

7 600 1952,90 1171740,00 0,00

J02 27.6.01 rechts 0 36 46922 1689192 99,91
1 400 2708000 1083200000 39,10

2 250 900339,2 225084800 26,46

3 300 409081,6 122724480 19,57

4 270 297245 .86 80256382,2 15,07

5 320 144295,6 46174592 12,48

6 550 113318.,3 62325065 8,98

7 550 76968 42332400 6,60

8 550 122768,8 67522840 2,81

9 300 77014 23104200 1,51

10 300 89855,3 26956590 0,00

29.6.01 links 0 36 17331,1 623919.,6 99,56
1 485 36205 17559425 87,21

2 500 25206,1 12603050 78,34

3 508 95709,8 48620578,4 44,14

4 495 81516,1 40350469,5 15,76

5 500 52345 26172500 7,23

6 500 47859,5 23929750 0,00

8.8.02 rechts 0 36 63898,00 2300328 99,42
1 540 530361,6 286395264 26,82

2 541 117958,8 63815710,8 10,65

3 483 55842,5 269719275 3,81

4 495 9568,8 4736556 2,61

5 490 6133 3005170 1,85

6 190 38433 7302270 0,00

8.8.02 links 0 36 845342.8 30432340,8 96,17
1 485 722470,40 350398144 52,07

2 600 390562,4 234337440 22,57

3 500 126074,4 63037200 14,64

4 508 109441,8 55596434 .4 7,64

5 507 665282 33729797.,4 3,39

6 502 41940,8 21054281,6 0,74

7 200 29470.,6 5894120 0,00

29.11.02 rechts 0 36 298432,00 10743552 96,88
1 720 11787 8486640 94,42

2 400 263913,2 105565280 63,78

3 500 220725 110362500 31,75

4 400 147360 58944000 14,65
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5 225 224280 50463000 0,00

29.11.02 links 0 36 1851000,00 66636000 96,07

1 450 1822000 819900000 47,69

2 600 639600 383760000 25,04

3 600 279266,7 167560020 15,16

4 555 210300 116716500 8,27

5 600 99643,2 59785920 4,74

6 590 66260,2 39093518 2,44

7 420 98283,8 41279196 0,00

Jo3 4.12.02 rechts Pool 20,00 26480,00 529600,00 94,13
1 114,50 36495,30 4178711,85 47,78

2 96,00 44874,00 4307904,00 0,00

5.12.02 links Pool 19,00 39878,00 757682,00 98,87

1 39,00 41739,70 1627848,30 96,44

2 59,00 134129,60 7913646,40 84,64

3 37,00 165423,20 6120658,40 75,52

4 42,00 505902,30 21247896,60 43,84

5 19,00 369670,40 7023737,60 33,37

6 34,00 254018,40 8636625,60 20,49

7 37,00 319651,20 11827094,40 2,86

8 24,00 79835,00 1916040,00 0,00

J04 7.12.01 rechts Pool 15,00 536580,00 8048700,00 93,41
1 463,00 169579,50 78515308,50 29,13

2 490,00 72628,00 35587720,00 0,00

19.12.01 links Pool 12,50 41279,50 515993,75 98,15

1 249,00 44749,00 11142501,00 58,23

2 262,00 29959,80 7849467,60 30,11

3 300,00 7183,90 2155170,00 22,39

4 245,00 25502,20 6248039,00 0,00

Cco1 21.11.01 rechts Pool 18,00 38942,00 700956,00 71,57
1 552,00 56589,00 31237128,00 33,22

2 580,00 85364,00 49511120,00 0,00
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SP-D Einzelwerte

Patient | Lavagedatum, | Spiilportion | Volumen | Konzentration | Gesamtmenge %

Lavageseite (ml) (ng/ml) je Spiilportion | gesamt

(ng) (%)

Jo1 1.10.01 rechts Pool 36 42,38 1525,68 97,03

1 515 29,68 15285,20 67,28

2 490 41,38 20276,20 27,81

3 485 27,84 13502,40 1,53

4 425 1,85 786,25 0,00

05.06.00 rechts Pool 36 19,26 693,36 99,23

1 421 76,33 32134,93 63,31

2 480 41,16 19756,80 41,23

3 494 22,22 10976,68 28,96

4 489 17,99 8797,11 19,13

5 475 16,97 8060,75 10,12

6 573 15,81 9059,13 0,00

07.06.00 links Pool 36 15,56 560,16 98,24

1 474 18,49 8764,26 70,70

2 472 14,45 6820,40 49,27

3 490 16,04 7859,60 24,58

4 488 7,76 3786,88 12,68

5 486 5,29 2570,94 4,60

6 480 3,05 1464,00 0,00

11.12.00 rechts Pool 36 5,26 189,36 99,53

1 420 24,5 10290,00 74,06

2 397 20,41 8102,77 54,01

3 500 29,02 14510,00 18,10

4 484 15,11 7313,24 0,00

05.09.01 links Pool 36 14,91 536,76 98,80

1 495 15,82 7830,90 81,31

2 510 33,01 16835,10 43,71

3 500 3,97 1985,00 39,28

4 590 5,25 3097,50 32,36

5 585 7,98 4668,30 21,94

6 488 8,29 4045,52 12,90

7 585 1,85 1082,25 10,49

8 485 5,75 2788,75 4,26

9 490 3,89 1906,10 0,00

25.09.00 rechts Pool 36 51,31 1847,16 97,77

1 458 32,69 14972,02 79,73

2 475 28,2 13395,00 63,59

3 490 14,98 7340,20 54,75

4 475 34,79 16525,25 34,84

5 512 25,49 13050,88 19,11

6 487 21,71 10572,77 6,37
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7 510 10,37 5288,70 0,00

27.09.00 links Pool 36 46,41 1670,76 98,18
1 495 35,94 17790,30 78,77

2 520 23,89 12422,80 65,21

3 500 20,37 10185,00 54,10

4 510 18,4 9384,00 43,86

5 490 15,79 7737,10 35,42

6 485 15,8 7663,00 27,06

7 460 21,89 10069,40 16,07

8 485 18,28 8865,80 6,40

9 420 13,96 5863,20 0,00

18.06.01 rechts Pool 36 17,73 638,28 99,22
1 540 37,17 20071,80 74,75

2 520 33,02 17170,40 53,82

3 435 36,81 16012,35 34,30

4 480 24,19 11611,20 20,15

5 590 21,17 12490,30 4,93

6 420 9,62 4040,40 0,00

20.06.01 links Pool 36 7,81 281,16 97,70
1 535 7,26 3884,10 65,96

2 480 3,8 1824,00 51,05

3 500 2,6 1300,00 40,42

4 484 4,56 2207,04 22,39

5 425 3,12 1326,00 11,55

6 500 1,59 795,00 5,05

7 600 1,03 618,00 0,00

6.11.00 rechts Pool 36 43,55 1567,80 93,17
1 420 19,77 8303,40 56,98

3 590 12,82 7563,80 24,01

5 580 8,17 4738,60 3,35

7 185 4,16 769,60 0,00

8.11.00 links Pool 36 12,25 441,00 98,83
1 502 28,75 14432,50 60,53

3 569 1,61 916,09 58,10

5 591 4,79 2830,89 50,59

7 597 3,37 2011,89 45,25

9 494 34,52 17052,88 0,00

J02 27.6.01 rechts 0 36 3,99 143,64 99,75
1 400 21,85 8740,00 84,68

2 250 24,51 6127,50 74,11

3 300 33,50 10050,00 56,78

4 270 17,77 4797,90 4851

5 320 18,25 5840,00 38,43




VI.B Tabellen 303
6 550 21,05 11577,50 18,47

7 550 8,11 4460,50 10,77

8 550 3,99 2194,50 6,99

9 300 6,26 1878,00 3,75

10 300 7,25 2175,00 0,00

29.6.01 links 0 36 23,65 851,40 98,65
1 485 21,45 10403,25 82,10

2 500 9,96 4980,00 74,18

3 508 15,12 7680,96 61,96

4 495 22,50 11137,50 44,24

5 500 28,06 14030,00 21,93

6 500 27,57 13785,00 0,00

8.8.02 rechts 0 36 42,83 1541,88 98,30
1 540 47,13 25450,20 70,22

2 541 50,79 27477,39 39,90

3 483 28,93 13973,19 24,48

4 495 22,11 10944.,45 12,41

5 490 18,12 8878,80 2,61

6 190 12,46 2367,40 0,00

8.8.02 links 0 36 27,11 975,96 97,47
1 485 13,15 6377,75 80,94

2 600 16,16 9696,00 55,80

3 500 15,25 7625,00 36,03

4 508 8,37 4251,96 25,01

5 507 8,37 4243,59 14,01

6 502 7,57 3800,14 4,15

7 200 8,01 1602,00 0,00

29.11.02 rechts 0 36 19,84 714,24 97,95
1 720 17,24 12412,80 62,25

2 400 14,66 5864,00 45,39

3 500 18,03 9015,00 19,47

4 400 12,04 4816,00 5,62

5 225 8,69 1955,25 0,00

29.11.02 links 0 36 25,21 907,56 99,26
1 450 46,58 20961,00 82,11

2 600 41,16 24696,00 61,91

3 600 32,46 19476,00 4598

4 555 26,70 14818,50 33,86

5 600 24,92 14952,00 21,63

6 590 25,38 14974,20 9,38

7 420 27,29 11461,80 0,00

Jo3 4.12.02 rechts Pool 20,00 10,71 214,20 97,26
1 114,50 34,10 3904,45 47,26
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2 96,00 38,44 3690,24 0,00
5.12.02 links Pool 19,00 9,87 187,53 98,92
1 39,00 23,50 916,50 93,66
2 59,00 88,30 5209,70 63,76
3 37,00 86,70 3207,90 45,34
4 42,00 67,60 2839,20 29,04
5 19,00 49,50 940,50 23,64
6 34,00 52,60 1788,40 13,38
7 37,00 35,80 1324,60 5,77
8 24,00 41,90 1005,60 0,00
J04 7.12.01 rechts Pool 15,00 19,91 298,65 97,68
1 463,00 18,34 8491,42 31,76
2| 490,00 8,35 4091,50 0,00
19.12.01 links Pool 12,50 28,54 356,75 97,26
1 249,00 21,40 5328,60 56,37
21 262,00 10,43 2732,66 35,40
3 300,00 4,99 1497,00 23,91
4|1 245,00 12,72 3116,40 0,00
Co1 21.11.01 rechts Pool 18,00 4,73 85,14 99,80
1 552,00 34,41 18768,00 34,49
2 580,00 12,85 6960,00 0,00
Optische Dichte
Patient | Lavagedatum, | Spiilportion | Volumen | Optische Optische Optische
Lavageseite (ml) Dichte Dichte Dichte
(405 nm) (540 nm) (650 nm)
J01 1.10.01 links Pool 36 0,066 0,048 0,039
1 540 0,089 0,063 0,048
2 385 0,067 0,050 0,036
3 490 0,049 0,039 0,033
4 500 0,050 0,043 0,033
5 490 0,042 0,039 0,030
6 270 0,050 0,039 0,028
1.10.01 rechts Pool 36 0,052 0,038 0,028
1 515 0,129 0,087 0,063
2 490 0,080 0,060 0,044
3 485 0,078 0,063 0,049
4 425 0,049 0,041 0,031
05.06.00 rechts Pool 36 0,062 0,057 0,054
1 421 0,277 0,187 0,067
2 480 0,125 0,086 0,067
3 494 0,058 0,044 0,036
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4 489 0,033 0,043 0,033

5 475 0,046 0,036 0,031

6 573 0,037 0,029 0,022

07.06.00 links Pool 36 0,127 0,072 0,050
1 474 0,560 0,114 0,074

2 472 0,184 0,103 0,058

3 490 0,113 0,066 0,050

4 488 0,060 0,048 0,039

5 486 0,050 0,044 0,034

6 480 0,046 0,046 0,033

14.08.00 rechts Pool 36 0,071 0,066 0,052
1 457 0,352 0,267 0,186

2 490 0,326 0,235 0,180

3 492 0,155 0,114 0,096

4 488 0,062 0,049 0,040

5 462 0,056 0,045 0,035

6 508 0,074 0,063 0,046

11.12.00 rechts Pool 36 0,037 0,030 0,023
1 420 0,064 0,044 0,034

2 397 0,138 0,095 0,073

3 500 0,103 0,076 0,055

4 484 0,031 0,028 0,019

05.09.01 links Pool 36 0,049 0,039 0,031
1 495 0,167 0,115 0,088

2 510 0,068 0,049 0,035

3 500 0,044 0,037 0,026

4 590 0,057 0,049 0,035

5 585 0,052 0,040 0,027

6 488 0,028 0,027 0,018

7 585 0,031 0,028 0,020

8 485 0,027 0,025 0,019

9 490 0,030 0,027 0,022

28.03.01 links Pool 36 0,079 0,043 0,029
1 500 0,069 0,050 0,039

2 510 0,071 0,047 0,034

3 550 0,038 0,030 0,020

4 490 0,030 0,026 0,016

5 585 0,018 0,018 0,013

6 500 0,015 0,017 0,010

7 695 0,009 0,010 0,007

8 550 0,018 0,016 0,012

9 560 0,012 0,014 0,009

10 550 0,015 0,014 0,009

11 490 0,011 0,013 0,008
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12 320 0,009 0,014 0,005

16.08.00 links Pool 36 0,343 0,238 0,181
1 472 0,171 0,085 0,061

2 471 0,113 0,085 0,065

3 492 0,108 0,058 0,044

4 485 0,063 0,046 0,045

5 484 0,047 0,044 0,032

6 479 0,037 0,033 0,024

7 333 0,091 0,070 0,053

25.09.00 rechts Pool 36 0,081 0,068 0,049
1 458 0,153 0,110 0,083

2 475 0,084 0,063 0,047

3 490 0,105 0,078 0,062

4 475 0,090 0,071 0,054

5 512 0,038 0,036 0,026

6 487 0,142 0,107 0,080

7 510 0,037 0,034 0,025

27.09.00 links Pool 36 0,080 0,074 0,069
1 495 0,747 0,533 0,418

2 520 0,526 0,374 0,299

3 500 0,193 0,136 0,108

4 510 0,244 0,188 0,149

5 490 0,090 0,072 0,054

6 485 0,113 0,090 0,068

7 460 0,117 0,090 0,071

8 485 0,091 0,073 0,056

9 420 0,052 0,045 0,037

07.05.01 rechts Pool 36 0,062 0,053 0,041
1 525 0,138 0,094 0,071

2 500 0,098 0,073 0,053

3 400 0,071 0,055 0,042

4 500 0,063 0,052 0,041

5 520 0,039 0,035 0,027

6 585 0,040 0,031 0,022

7 500 0,029 0,028 0,020

8 310 0,032 0,029 0,019

09.05.01 links Pool 36 0,123 0,087 0,068
1 492 0,109 0,072 0,046

2 500 0,073 0,051 0,038

3 500 0,066 0,049 0,035

4 485 0,042 0,039 0,030

5 490 0,039 0,031 0,021

6 500 0,034 0,028 0,019

7 390 0,026 0,023 0,017
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8 480 0,029 0,025 0,016

9 460 0,027 0,030 0,023

10 490 0,032 0,027 0,020

11 590 0,022 0,021 0,015

15.05.02 rechts Pool 36 0,053 0,032 0,020
1 545 0,146 0,075 0,049

2 582 0,070 0,051 0,036

3 537 0,051 0,037 0,030

4 293 0,046 0,031 0,025

18.06.01 rechts Pool 36 0,059 0,045 0,035
1 540 0,077 0,054 0,038

2 520 0,047 0,033 0,023

3 435 0,034 0,026 0,020

4 480 0,030 0,026 0,018

5 590 0,027 0,027 0,020

6 420 0,024 0,021 0,014

20.06.01 links Pool 36 0,089 0,054 0,044
1 535 0,092 0,062 0,044

2 480 0,043 0,042 0,032

3 500 0,031 0,028 0,020

4 484 0,038 0,031 0,022

5 425 0,038 0,028 0,021

6 500 0,036 0,034 0,026

7 600 0,024 0,025 0,020

6.11.00 rechts Pool 36 0,356 0,246 0,176
1 420 0,114 0,082 0,064

3 590 0,077 0,061 0,049

5 580 0,048 0,042 0,035

7 185 0,042 0,041 0,031

8.11.00 links Pool 36 0,084 0,072 0,056
1 502 0,075 0,057 0,041

3 569 0,080 0,066 0,049

5 591 0,069 0,056 0,043

7 597 0,056 0,051 0,042

9 494 0,026 0,029 0,023

8.5.00 rechts Pool 36 0,058 0,053 0,048
1 442 0,521 0,364 0,284

2 500 0,177 0,129 0,098

3 480 0,134 0,097 0,073

4 495 0,054 0,049 0,040

5 500 0,165 0,119 0,091

6 500 0,093 0,072 0,056

7 498 0,076 0,061 0,046
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24.1.00 rechts Pool 36 0,052 0,038 0,028
1 447 0,100 0,062 0,048

2 403 0,111 0,075 0,057

3 446 0,088 0,066 0,052

4 183 0,210 0,147 0,111

J02 06.12.00 links 0 36 0,424 0,291 0,219
1 512 1,648 1,238 1,009

2 439 1,169 0,867 0,685

3 490 0,363 0,267 0,205

4 430 0,783 0,574 0,436

5 208 0,621 0,448 0,330

11.12.00 links 0 36 0,345 0,217 0,158
1 481 1,047 0,672 0,501

2 493 0,433 0,304 0,227

3 580 0,304 0,220 0,163

4 461 0,550 0,403 0,293

5 428 0,279 0,199 0,141

6 412 0,246 0,193 0,135

7 205 0,242 0,184 0,131

22.02.01 rechts 0 36 0,339 0,213 0,164
1 466 1,849 1,466 1,216

2 483 0,175 0,124 0,094

3 572 0,206 0,142 0,106

4 529 0,717 0,494 0,366

5 540 0,229 0,166 0,120

6 472 0,138 0,103 0,074

7 305 0,210 0,153 0,113

27.6.01 rechts 0 36 0,083 0,066 0,051
1 400 2,456 2,109 1,908

2 250 1,507 1,128 0,902

3 300 1,099 0,790 0,603

4 270 1,029 0,747 0,568

5 320 0,497 0,344 0,258

6 550 0,470 0,328 0,246

7 550 0,381 0,272 0,205

8 550 0,388 0,270 0,204

9 300 0,201 0,146 0,111

10 300 0,259 0,183 0,139

29.6.01 links 0 36 1,208 0,907 0,716
1 485 2,065 1,702 1,443

2 500 1,023 0,710 0,541

3 508 0,432 0,309 0,225

4 495 0,291 0,208 0,152
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5 500 0,193 0,139 0,097

6 500 0,154 0,114 0,079

3.1.02 links 0 36 2,293 1,916 1,680
1 500 2,429 2,101 1,898

2 608 1,675 1,322 1,102

3 554 0,710 0,511 0,384

4 612 0,578 0,420 0,325

5 700 0,325 0,238 0,179

6 646 0,198 0,146 0,109

7 693 0,152 0,115 0,087

8 597 0,154 0,118 0,089

9 585 0,097 0,075 0,058

10 592 0,089 0,071 0,056

11 593 0,057 0,049 0,040

12 194 0,064 0,050 0,044

7.1.02 rechts 0 36 1,559 1,177 0,959
1 170 2,682 2,202 1,951

2 590 2,010 1,619 1,393

3 425 0,736 0,501 0,370

4 445 0,487 0,337 0,248

5 450 0,204 0,139 0,103

6 450 0,368 0,254 0,181

7 475 0,232 0,168 0,124

8 600 0,367 0,256 0,198

9 565 0,286 0,195 0,149

10 420 0,213 0,149 0,115

28.2.02 rechts 0 36 0,344 0,237 0,183
1 170 0,813 0,557 0,423

2 590 0,488 0,322 0,234

3 425 0,467 0,315 0,234

4 445 0,127 0,096 0,069

5 450 0,223 0,152 0,108

6 450 0,111 0,083 0,061

7 435 0,112 0,088 0,067

8 320 0,248 0,178 0,134

8.8.02 rechts 0 36 0,177 0,126 0,096
1 540 1,686 1,335 1,111

2 541 0,712 0,424 0,307

3 483 0,458 0,267 0,193

4 495 0,134 0,090 0,066

5 490 0,064 0,049 0,034

6 190 0,079 0,057 0,041

8.8.02 links 0 36 0,134 0,094 0,072
1 485 1,340 1,001 0,817
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2 600 0,598 0,419 0,333

3 500 0,276 0,184 0,132

4 508 0,235 0,173 0,134

5 507 0,159 0,110 0,077

6 502 0,107 0,084 0,065

7 200 0,130 0,100 0,076

29.11.02 rechts 0 36 0,127 0,103 0,082
1 720 1,417 1,095 0,922

2 400 0,818 0,569 0,447

3 500 0,389 0,277 0,225

4 400 0,313 0,227 0,179

5 225 0,451 0,320 0,248
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