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Abstract

This study is focused on the biophysical analysis of the changes in lung surfactant
composition with an in vitro and in vivo lung surfactant model system. The in vitro
system is composed of the saturated phospholipids dipal mitoylphosphatidylcholine
(DPPC) and dipamitoyl-phosphatidylglycerol (DPPG) in a molar ratio 80:20 with 0,4
mol % SP-C. Film balance (FB), fluorescence microscopy (FM) and scanning force
microscopy (SFM) results show, that the compression of a model system containing
DPPC/DPPG/SP-C leads to a formation of multilayer structures at high surface
pressure. The structure of these protrusions can be influenced by adding non-bilayer
lipids, such as POPE to this mode system. The topography of these lipid-protein
mixtures show smaller protrusions. This can be interpreted as a stabilisation of the
edges of squeezed out multilayers by the cone shaped non-bilayer lipids. Following this
interpretation an addition of the bilayer stabilizing lipid cholesterol, should lead to the
formation of broadened domains. Experiments were performed on a DPPC/DPPG/SP-
C (80:20:0,4 mol %) system and compared to the protein free DPPC/DPPG (80:20 mol
%) films. Different amounts of Cholesterol or POPE were added to both systems. The
results of the film balance experiments for these systems show a shift to smaller
molecular area with increasing amounts of cholesterol, which is interpreted as a
decrease of rigidity of the films. With increasing amount of POPE, a higher
compressibility could be observed. This means that the fluidity is increased by POPE.
For the characterisation of the phase behaviour fluorescence microscopy at the air-water
interface was used. The domain structure at different pressures and ratios of cholesterol
or POPE were compared. At a given surface pressure the size of the fluid domains
increases with increasing cholesterol content. By increasing the content of POPE a
phase separation was observed at high pressure for lipid- and lipid/protein-films.
Additionally the observed protrusions become smaller. SFM was used to visualize the
topography of the SP-C containing samples. For al peptide containing systems
protrusions with steps of 6 nm in height could be observed. These protrusions become
broader upon increasing cholesterol ratio, in contrary to the POPE containing systems,
which show protrusion structures becoming more narrow upon increasing the amount of
POPE. This results presented here are in line with our expectations for cholesterol as a

bilayer stabilizing and POPE as a bilayer destabilizing compound.



In a second approach epidermal (E)- und heart (H)-fatty acid binding proteins (FABPS)
single and double knock-out (d-ko) mice are used as an in vivo model system. Since
lung surfactant contains 90 % lipids endogenous and exogenous fatty acids are
necessary for the synthesis of lung surfactant. FABPs are required to transport and to
provide these fatty acids to the lipid metabolism. The isolated hydrophobic extract from
E-/H- FABP d-ko mice show a decreased lipid/protein-ratio. FB and SFM
measurements of this lipid/protein-mixtures demonstrate a dysfunction in formation of
multilayers at the air-water interface. Hydrophobic extract obtained from wildtype (wt)
and d-ko mice was investigated by FM. The domains show differences in size and
structure, which correspond to high and low values of the lipid/protein-ratio of wt and
d-ko mice. A correlation between Lipid/protein-ratio and FB measurements with the
material of single knock-out mice proved that E-FABP is mainly responsible for the

change of the hydrophobic extract properties.

If d-ko mice were treated by oral administration of pioglitazone, a drug that intensifies
lipid synthesis, an increase of the lipid/protein-ratio was observed coming close to a
value observed with wildtype mice. Additionally the formation of multilayers in the
plateau region of hydrophobic extract was regenerated by pioglitazone treatment. The
isotherms and SFM images indicate an increasing formation of multilayers. FM

measurements show comparable size and structure of domains.

With an ARDS model system varieties in lipid/protein-ratio of d-ko and wt mice could
be perfectly demonstrated. Film balance measurements show that the H-FABP ko mice
lost significantly less material into the subphase during the compression and expansion
cycles. In conclusion we demonstrate that the lipid metabolism is strongly correlated to
the structural organisation and proper function of the alveolar surfactant.
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Glossar

Atemnotsyndrom des Friih- und Neugeborenen

(‘eng. infant respiratory distress syndrome)
Atemnotsymdrom des Erwachsenen

(eng. adult respiratory distress syndrom)

Surfactant Protein-A

Surfactant Protein-B

Surfactant Protein-C

Surfactant Protein-D

Phosphatidylethanolamin

Phosphatidylcholin

Phosphatidylserin

Phosphatidylglycerol

Phosphatidylinositol

Sphingomyelin
1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylcholin
1,2-Dipamitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylglycerol
1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylcholin
1,2-Dipa mitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylethanolamin
1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidyl ethanolamin
1,2-Dioleyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylethanolamin
1,2-Dipamitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylethanolamin
1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylethanolamin
2-(4,4-difluoro-5-methyl-4-bora-3a,44a,-diaza-s-indacene-3-
dodecanoyl)-1-hexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocolin
Rinderserumalbumin (eng. Bovine Serum Albumin)
Natriumdodecylsulfat (eng. sodium dodecylsulfate)
Kohlenhydrat-Erkennungsdoméne

(eng. carbohydrate recognition domain)

Aminosauren

komplementére Desoxyribonucleinsaure

N-Terminus

Vii

IRDS

ARDS

SP-A
SP-B

SP-C

SP-D

PE

PC

PS

PG

P

SM

DPPC

DPPG

POPC

DPPE

POPE

DOPE

DPPE
DMPE
BODIPY-PC®

BSA
SDS
CDR

AS

cDNA

Aminoterminus (-NH)
eines Peptids



C-Terminus

Proliferator aktivierter Rezeptor

Fettsdure-Transl okase (eng. fatty acid translokase)
Retinsaure-X-Rezeptor

DNA-Erkennungsdomane

Phosphoenol pyruvatcarboxykinase
Glucosetransporter

polymorph-kernige Granulozyten
Fettsdurebindungsprotein (eng. fatty acid binding protein)
Herz-FABP

Epidermal-FABP

Leber-FABP

Adipozyten-FABP

knock-out

E-(-/-) FABP knock out

H-(-/-) FABP knock out

E- und H-FABP doppel knock-out

Wildtyp

Lipopolysacharid

charge-coupled device

Fluoreszenz-Mikroskopie

flissig kondensiert (eng. liquid condensed)

flissig expandiert (eng. liquid expanded)
gasanalog (eng. gaseous)

flissig (eng. liquid)

fest (eng. solid)

Hochlei stungs-Fl lissigkeits-Chromatographie
(eng. High Performance Liquid-Chromatography)
(eng. Molecular Dynamics)
Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie
Flugzeit-Sekundarionen-M assenspektrometrie

(eng. Time-of-flight Secondary lon Mass Spectrometry)

viii

Carboxyterminus (-COQ))
eines Peptids
PPAR
FAT
RXR
PPRE
PEPCK
GLUT
PMNs
FABP
H-FABP
E- FABP
L-FABP
A-FABP
ko

E-ko
H-ko
d-ko

wit

LPS
CCD

HPLC

MD
FTIR -Spektroskopie
Tof-SIMS



Raster-Kraft-Mikroskopie

(eng. Scanning Force-Microscopy)
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Hochlei stungs-Diinnschicht-Chromatographie

(eng. High Performance Thin-Layer-Chromatography)
(eng. Captive Bubble Tensiometer)

(eng. Captive Bubble Surfactometer)

Elektronen Spray lonisation

Elektronen-Mikroskopie

Druck

Radius

kilo Dalton
Erdbeschleunigung
Oberflachendruck
molekulare Fl&che
Nano

Mikro

Liter

Ultraviolett

visuell

Mol ™

Angstrom
Compliance
Raumtemperatur
(eng. dots per inch)
(eng. bits per pixel)
My, My

Fuoreszenzintensitét
Gesamtzahl
FHéache

dunklen Doméanen

SFM

SDS-PAGE
HPTLC

CBT
CBS
ES
EM

uv

Vis

M

A

C

RT

dpi

bpp
Inhomogenitat der
Ausleuchtung (x-, y-
Koordinate)

I

o > Z



hellen Doméanen
Vertellungsdichte

mittlere Intensitéat

relativen Féchen
Tierexperimentellen Einrichtung

Korpergewicht
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1. Grundlagen 1

1. Grundlagen

1.1 Aufbau und Funktion der Lunge

Das Atmungssystem besteht aus Nase, Nasennebenhohlen, Rachen als Durchtritt fiir
Atemluft, Kehlkopf, Luftréhre (Trachea), Bronchien, Bronchiolen und Alveolen
(Abb. 1.0 a). Zusitzlich sind andere Korperteile wie Brustkorb (Pleura), Zwerchfell,
Thoraxwand und die Atemmuskulatur, welche das Heben und Senken der Rippen
wihrend der Einatmung (Inspiration) und Ausatmung (Expiration) ermdglicht, fiir eine

ausreichende Sauerstoffversorgung verantwortlich.

Uber Nase und Mund gelangt die Luft in den Rachen und die Trachea, wobei sich diese
im Brustkorb in den linken und rechten Hauptbronchus dichotom unterteilt. Beide
Hauptbronchien treten an den Lungenwurzeln in den rechten bzw. linken Lungenfliigel
ein. Innerhalb der Lungenfliigel verzweigen sich die Luftwege in viele kleine Aste, die
Bronchien und Bronchiolen genannt werden. Die irreguldr dichotom, luftleitenden
Atemwege wie Trachea, Bronchien und Bronchiolen dienen nicht nur der Verteilung der
Atemluft, sondern auch als effizienter, aerodynamischer Filter fiir inhalierte Partikel.
Dieser Filter besitzt ein Selbstreinigungssystem (muskozilidrer Apparat [1]), welcher
durch Husten und Bronchokonstriktion unterstiitzt wird. Am Ende dieses Luftkanal-
Systems befinden sich die Lungenbldschen (Alveolen). Erst hier findet der
Gasaustausch zwischen Kohlendioxid und Sauerstoff mit dem Blut statt. Die Alveolen
sind mit einem oberflichenaktiven Lipid/Protein-Gemisch, dem Lungensurfactant

ausgekleidet.

a

Nasenhihle und
Rachenraum

Kehlkopf
P

Lungenbiaschen von
auBen mit Kapillaren

Luftréhre

Bronchien &
Bronchiolen

Alveolen in den
Lungenfliigeln

Abbildung 1.0 (a) Darstellung des Luftweges (b) Ausschnitt eines Bronchiolus mit begleitender
Lungenarterie. Das Kapillarnetz umspinnt die Alveolen, wo dann der Gasaustausch
stattfindet.
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1.2. Das L ungensurfactant

1.2.1 Physiologische Funktion

Die alveolare Oberfldche der Lunge ist eine empfindliche, biologische Grenzfliche, die
wiahrend des Atmungszyklusses unterschiedliche Oberflichenspannungen durchlduft.
Die Oberfldchenspannung v ist am Ende der Inspiration grofl und gewéhrleistet dadurch
das Zuriickziehen bzw. Schrumpfen (Retraktion) der Lunge. Am Ende der Expiration ist

sie klein. Physikalisch ldsst sich dies durch das Gesetz von Laplace beschreiben:

2.y (Gl 1)

p = Innendruck der Alveole,
Y = Oberflachenspannung,

r = Radius

Somit kann eine Alveole durch einen niedrigen Innendruck p stabil gehalten werden,

wenn bei kleinem Radius r die Oberfldchenspannung gering ist.

Zusitzlich muss die alveolare Oberflidche sich vor inhalierten Partikeln wie Pathogenen
und Toxinen schiitzen. Dieses gelingt ihr mit einer multifunktionellen Substanz, dem
Lungensurfactant [2]. Schon in den 1960er Jahren gelang der Nachweis, dass das
Surfactant in der Lage ist, niedrige Oberflachenspannungen wihrend der Ausatmung zu
erzeugen [3-5]. Es bedeckt die Oberflache und verhindert dadurch das Kollabieren von
Alveolen durch niedrige Oberflichenspannungen und ist an der Beseitigung von

Fremdpartikeln beteiligt.

Eine unzureichende Funktion des Surfactant kann die Ursache fiir eine
Atmungsschwiche (respiratorische Insuffizienz), dem sog. Atemnotsyndrom des Friih-
und Neugeborenen (eng. infant respiratory distress syndrome, IRDS) bzw.
Erwachsenen (eng. adult respiratory distress syndrom, ARDS), sein.  Diese

Lungenerkrankungen resultieren aus einem Surfactantmangel, die nach dem Kollaps der
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Lungenalveolen zu einer mangelhaften bis fehlenden Lungenausdehnung (Atelektase)

fihren.

1.2.2 Die Synthese des L ungensurfactant

Typ 1I Pneumozyten, Fibroblasten und Alveolar-Makrophagen spielen eine
malgebliche Rolle fiir den Surfactant-Metabolismus. Die Typ II Pneumozyten weisen
einen Anteil von 14 % aller Lungenzellen auf und haben eine kubische Form mit einem
Durchmesser von ca. 9 um. Besonderes Merkmal dieser Zellen sind die Lamellar-
Korper (eng. lamellar bodies), die ca. 18 bis 24 % des Zytoplasmas der Zelle
ausmachen. Die Synthese der einzelnen Surfactantkomponenten beginnt im
endoplasmatischen Retikulum der Typ II Pneumozyten, der Zusammenbau der
einzelnen Komponenten und die intrazelluldre Speicherung erfolgt dann in den lamellar
bodies. Durch Exozytose gelangen diese in den Fliissigkeitsfilm auf der Innenseite der
Typ I Pneumozyten (Abb. 1.1). Dort entfalten sich die dicht gepackten Membranen und
bilden mit dem hydrophilen Surfactant Protein (SP)-A, dem hydrophoben SP-B und
Phospholipiden eine netzartige Struktur, das tubuldre Myelin. Dieses ist morphologisch
durch sich in regelmédBigen Abstinden kreuzende Doppelmembranen gekennzeichnet
und stellt die direkte Vorlduferstufe des Surfactantfilms an der Luft/Wasser-Grenzfldche
dar. Untersuchungen belegten, dass die Surfactant-Synthese ein dynamisches System ist
[6], da 80 % des Lipid/Protein-Gemisches im Sdugling zu den Typ II Pneumozyten

zuriickgefiihrt wird.

Die Fibroblasten befinden sich in unmittelbarer Nihe zu den Typ II Pneumozyten.
Diese konnen die Typ II Pneumozyten mit Lipidbausteinen wie Triacylglyceriden
versorgen. Insbesondere bei erhohtem Bedarf an Lungensurfactant wie z.B. bei der
Geburt oder Lungenerkrankungen kommt ihnen einen besondere Bedeutung zu. Durch
Akkumulation der Lipidsubstrate stellen sie eine bedarfsgerechte Versorgung der Typ II

Pneumozyten sicher [7].

Beim Recyclingprozess des Surfactant-Metabolismus nehmen Makrophagen altes oder
auch oxidiertes, lysiertes Material auf (Phagozytose, Abb. 1.1). Indem sie es im Inneren

der Zelle abbauen, kdnnen sie es fiir ihre eigene Triacylglycerinsynthese verwenden [8].
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Insgesamt werden 10-15 % des Lungensurfactant im Recyclingprozess iiber die

Makrophagen phagozytiert und ein Prozent {iber die Atemwege abgeleitet.

Typ-Il-Pneumozyt Typ-l-Pneumozyt

8

—

)

Monolayer

Luft-Wasser-Grenzschicht

wilkrige Hypophase

\— ————)

Makrophage

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung des Surfactant-Stoffwechsels. (1) Surfactant-Speicherung in
lamellar bodies (2) Exozytose (3) tubuldres Myelin (4) und (6) gebrauchtes Surfactant in
wiassriger Hypophase (5) Riicksorption von gebrauchten Surfactant (7) Phagozytose von
gebrauchten Surfactant durch einen Makrophagen [9].

1.2.3 Die Zusammensetzung des L ungensurfactant

1.2.3.1 Lipide

Das Surfactant der Lunge besteht zu 90 % aus Lipiden und zu 10 % aus Proteinen.
Obwohl eine Kooperation zwischen den Surfactant spezifischen Proteinen A, B, C und
D und den Lipiden fiir einen vollstdndig funktionsfahigen Atmungsvorgang nétig ist,
sind die Lipide essentiell fiir die lebenswichtige Reduktion der Oberflichenspannung

wéhrend der Ausatmung [10].

Die Lipide bestehen aus einem Glycerin-Grundgeriist, das an den Kohlenstoffatomen C,
und C, jeweils mit einer Fettsdure verestert ist. Am hiufigsten treten ungesittigte
Fettsduren mit 16 oder 18 Kohlenstoffeinheiten auf, aber auch deren einfach

ungesittigte Derivate. An Cs-Position ist das Glycerin {iber eine Phosphodiesterbindung
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an eine polare oder geladene Kopfgruppe gebunden. Die Variation der Kopfgruppen

und Fettsduren fiihrt zu unterschiedlichen Glycerophospholipiden (Abb. 1.2). Der

jeweilige Name leitet sich aus den beiden Fettsduren ab, gefolgt von den Namen der

Kopfgruppe. 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylcholin (DPPC) besteht somit

aus zwei gesittigten Palmitinsduren sowie einer Phosphatidylcholin-Kopfgruppe.

Formel von R

Name des
Glycer ophospholipids

Phosphatidsdure
Phosphatidylethanolamin (PE)

Phosphatidylcholin (PC)

Phosphatidylserin (PS)

Phosphatidylglycerol (PG)

Phosphatidylinositol (PI)

Palmitinsdure

an C
( ) Palmitinsdure

(an G,)

Abbildung 1.2 Glycerophospholipide sind meist Diacylglycerine, die {iber eine Phosphodiesterbindung
mit den Kopfgruppen verkniipft sind (gelb).
Phosphatidsdure. Jedes Derivat ist nach der Kopfgruppe (blau) benannt. An Position C,
und C; sind die langkettigen hydrophoben Fettsduren gebunden (grau).

Stammverbindung ist die
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Bei Méusen ist 61 % des extrazelluldren Surfactantmaterials Phosphatidylcholin (PC),
wobei iiber die Hélfte DPPC ist (Abb. 1.3). Ein hoher DPPC-Anteil von 10-20 % wurde
auch im Myelin des Gehirns und in der Erythrozytenmembran identifiziert. Jedoch ist
der Anteil dieses Lipids im Lungensurfactantgemisch noch wesentlich hoher. Dieses
fiihrt dazu, dass der ungewohnlich hohe DPPC-Anteil als Charakteristikum des
Lungensurfactant angesehen wird. 15 % des Surfactantpools beinhalten die sauren
Lipide Phosphatidylglycerol (PG). Phospholipide wie Phosphatidylethanolamin (PE)
sind nur in sehr geringen Mengen vorhanden. Cholesterol als Hauptkomponente der
neutralen Lipide hat einem Anteil von 9 % im Surfactant von Miusen. In geringen
Mengen lassen sich noch Mono-, Di-, Triacylglycerol, freie Fettsduren sowie

Cholesterolester in vielen Spezies nachweisen [11, 12].

Proteine
(SP-A, B, C, D
und andere)
Cholesterol 10 %
9 %
PE

2%

PG
15 %

3% 61 %

Abbildung 1.3 Zusammensetzung des murinen Surfactant (Angaben in Gew.%) [13].

In den letzten Jahren wurden die Lipide und Proteine mit Hilfe biophysikalischer
Methoden intensiv untersucht. Dabei wurden sie charakterisiert und die Funktion im

Lungensurfactant erforscht. Im Folgenden sollen die Ergebnisse vorgestellt werden.
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Phosphatidylcholin

Eine besondere Bedeutung kommt den Lipiden mit der Kopfgruppe PC im
Lungensurfactant zu. Monoschichten, angereichert mit dem DPPC, sind in der Lage die
Oberflichenspannung an der Luft/Wasser-Grenzfliche auf Werte nahe Null mN/m
abzusenken, wodurch das Entfalten der Lunge bei der Geburt ermdglicht wird und ein
normales Atmen stattfinden kann [13]. Dies konnte mit Untersuchungen an einer
Luftblase des Captive Bubble Tensiometers (CBT) bestitigt werden. Bei dieser
Messtechnik wird die unterschiedliche Form der Blase verwendet, um auf die
Oberflichenspannung an der Luft/Wasser-Grenzfldche zu schlieBen. Eine kleine ovale
Form der Blase weist auf eine niedrige Oberflaichenspannung hin, wiahrend eine runde
Form eine hohe Oberflichenspannung bedeutet. Die Untersuchungen belegten, dass
eine Oberflichenverkleinerung von 10-12 % einer DPPC ausgekleideten Blase
ausreichend war, um die Oberflichenspannung ausgehend vom Gleichgewichtsdruck
(25 mN/m) auf 2 mN/m abzusenken. Diese blieb durch den DPPC-Monofilm bei
gleicher Oberfldache tiber einige Stunden konstant, bevor sie sich in Richtung des

Gleichgewichtsdruckes erhdhte.

Ungesittigte PC-Filme zeigen oberhalb der fest-fliissigen Phasenumwandlungs-
temperatur eine weniger dichte Packung bei hohen Oberflichendriicken. Die
Kompression dieser PC-Filme fiihrt aus diesem Grunde zu wesentlich hoheren
Oberflachenspannungen. Zusitzlich wird nach dynamischer Kompression der
Gleichgewichtsdruck innerhalb von kurzer Zeit erreicht. Dies zeigt, dass die
Stabilisierung der Lunge bei geringen Volumen von fluideren Lipiden als DPPC nicht

gewdhrleistet werden kann [14-16].

Benotigt werden fluide Lipide und die hydrophoben Proteine SP-B und C, um die
Adsorption bzw. das Spreitverhalten zu verbessern [17]. Es zeigte sich, dass das
Spreitverhalten bzw. die Adsorption von DPPC-Vesikeln an der Luft/Wasser-
Grenzfliche unterhalb der Phasenumwandlungstemperatur von 41°C unzureichend ist.

Sie bilden nur sehr langsam eine Monoschicht.

Fluide Lipide spielen auch eine wichtige Rolle innerhalb des Surfactant-Zyklusses. Die
Formierung von lamellar bodies, ausgehend von reinem DPPC, ist auf Grund der
Geometrie und fehlender Flexibilitdt des Molekiils schwer vorstellbar. Der Effekt der
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Lipidfluidisierung konnte also auch wichtig fiir die Sekretion von lamellar bodies,
sowie der Formierung von tubuliren Myelin oder anderen Vorldufern des

Oberflachenfilms sein [18].

Saur e Phospholipide

Die Tatsache, dass alle Spezies signifikante Mengen von PG und/oder
Phosphatidylinositol (PI) enthalten, ldsst auf eine wichtige Rolle dieser Lipide im
Surfactant schlieBen. Untersuchungen haben gezeigt, dass fluide, saure Phospholipide
und DPPC zu einer verbesserten Adsorption an der Luft/Wasser-Grenzflache fiihren,
wodurch diesen Lipiden eine Rolle in der Reduktion der Oberflichenspannung
zugeschrieben wurde [19]. Messungen mit dem Fluoreszenz-Mikroskop und der
Filmwaage zeigten die Interaktion von SP-B und PG in DPPC/PG/SP-B Lipid/Protein-
Mischungen [20]. Mit DPPC/1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylglycerol
(DPPG) und SP-C konnte die Anreicherung von DPPC in der Monoschicht sowie das
selektive Ausschleusen von PG wihrend der Kompression gezeigt werden [20, 21].

Der Riickgang des PG-Anteils im Lungensurfactant wird hédufig bei Patienten mit
ARDS beobachtet. Es wird vermutet, dass ein niedriger Anteil an PG im
Lungensurfactant zum Riickgang der biologischen Aktivitdt fiihrt. Dieses erklirt auch
die niedrige Aktivitit des Surfactant bei einen hohen PI/PG-Verhéltnis. Allerdings
zeigte die Zugabe von PG zum Surfactant sowohl in vivo als auch in vitro keine
signifikanten Effekte [13].

Nebenbestandteile der Phospholipide

Die Analyse des Lungensurfactant zeigt eine Vielzahl von Phospholipiden mit sehr
geringen Anteilen. Im Allgemeinen ist die Aufgabe dieser als minor components
bezeichneten Lipide noch nicht aufgeklért. Es wird angenommen, dass auf Grund der
geringen Mengen der Einfluss dieser Lipide auf die Reduktion der

Oberfldchenspannung gering ist.

Studien an PE zeigten, dass 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidyl-
ethanolamin (POPE) Lipiddoppelschichten oberhalb des Kollapsdruckes bildet [22] und
die Fluiditdt von PC-Lipiddoppelschichten erhoht [23].
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GroBere Mengen dieser minor components, die zum Beispiel bei Lungenverletzungen
auftreten, werden in Zusammenhang mit dem Riickgang der biologischen Aktivitdt
gebracht. Bis heute fehlt noch jeder spezifische Beweis hierfiir. Es ist jedoch bekannt,
dass Lyso-PC die Sensitivitdt des Surfactant gegeniiber der Inhibierung durch Serum

Proteine erhoht, welches auch durch SP-A nicht riickgéngig gemacht werden kann [24].

NeutraleLipide

Obwohl die neutralen Lipide in signifikanten Mengen im Surfactant vorliegen, sind sie
auf Grund ihrer komplexen Effekte, die in starker Abhédngigkeit zum verwendeten
Lipidsystem und Analysemethoden stehen, weniger gut untersucht worden als die

Phospholipide.

Zusitze von Mono-, Di- und Triacylglycerol oder freie Palmitinsduren in DPPC oder
DPPC/PG zeigten eine Erhohung der Adsorptionsrate auf Grund der Bildung von
Fehlstellen in der Vesikel-Membran [13].

Auf Grund des amphiphilen Charakters und des starren kondensierten Grundgeriistes
besitzt Cholesterol unterschiedliche Eigenschaften, wie die Stabilisierung und
Verfliissigung von Mono- und Lipiddoppelschichten [25-27]. Weiterhin beeinflusst
Cholesterol die laterale Doménenbildung der fluiden und kondensierten Phasen [28]. In
Cholesterolhaltigen Phospholipidmonoschichten wurde eine Verdnderung der Viskositit
des Oberflachenfilms gezeigt [29]. Der fluidisierende Effekt des Cholesterols, innerhalb
einer Lipidmonoschicht, ist verantwortlich fiir die stirkere Adsorption von DPPC-
Vesikeln [30, 31]. Die Erhohung der Fluiditdt fiihrt jedoch auch zu einer groferen
Oberflichenspannung wihrend der Kompression und Expansion. Ein Grund hierfiir ist,
dass das Steroid nicht aus der Monoschicht bei hohen Oberflichendriicken
herausgedriickt wird (squeeze-out Prozess) [32-34]. Deswegen findet Cholesterol keine
Anwendung bei der Herstellung von  synthetischen oder natiirlichen
Surfactantersatzstoffen zu Behandlung von Lungenkrankheiten wie ARDS oder auch
IRDS. Interessanterweise kann der Cholesterolgehalt in Lungensurfactant sehr schnell
variieren. So flihrt die induzierte Hyperventilation von schwimmenden Ratten zu einem
niedrigeren Cholesterol/DPPC-Verhiltnis. AnschlieBende Studien der Lunge deuteten

darauf, dass Cholesterol schnell durch die Hyperventilation mobilisiert wird [35].
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Untersuchungen zum Einfluss der neutralen Lipide auf die Oberflichenaktivitit von
DPPC und DPPC/PG zeigten, dass die Mischung aus DPPC, PG, Tripalmitoylglycerol
oder Palmitinsdure sowie hydrophobe Surfactant Proteine die besten Eigenschaften
beziiglich der Oberflichenaktivitit besitzen [36]. Die Mischungen aus DPPC/Proteine
sowie DPPC/PG/Proteine adsorbierten zwar effektiv an der Oberflache, jedoch konnten
nur unzureichend niedrige Oberflichenspannungen wihrend der Kompression mit der

Filmwaage erreicht werden.

1.2.3.2 Proteine

Das erste Surfactant Protein wurde im Jahre 1973 identifiziert und SP-A genannt [37].
Erst 6 Jahre spiter gelang die Identifikation des SP-B und SP-C [38]. Sie wurden durch
organisches Losungsmittel aus der gespiilten Lungenldsung (Lavage) extrahiert und in
lamellar bodies detektiert. Der Grund fir die spitere Identifikation der beiden
hydrophoben Proteine, im Vergleich zum hydrophilen SP-A, war deren starke
Assoziation mit Lipiden. Dieses flihrt zu einer geringen Auflésung in
Natriumdodecylsulfat (eng. sodium dodecylsulfate, SDS)-Gelen. Zusétzlich erschwerte
die fehlende Coomassie blue Anfarbung die Identifikation dieser beiden hydrophoben
Proteine [39-41]. Im Jahre 1988 erfolgte die Identifikation des vierten Proteins dem SP-
D [42].

SP-A

Als funktionsfahiges Protein liegt SP-A als Assoziation von sechs Trimeren vor und
besitzt eine molekulare Masse von 650 kDa (Mensch) [43]. Stabilisiert wird es durch
starke hydrophobe und elektrostatische Krifte, sowie inter- und intramolekulare
Disulfidbriicken am Amino (N)-Terminus. Die Trimere bilden dort eine «-helikale
coiled coils Struktur, wéhrend die sich am Carboxy (C)-Terminus befindliche

kollagenartige Region aus einer Tripelhelix aufgebaut ist (Abb. 1.4).

Das Monomer des hydrophilen SP-A ist aus vier Doménen aufgebaut. Ein kurzes N-
terminales Segment aufgebaut aus 8-11 Aminosduren (AS) (Spezies abhidngig) mit
intermolekularen Disulfidbindungen. Die Prolinreiche Doméne mit kollagenartiger

Struktur ist aus 23 (Mensch) oder 24 (Ratte, Hase, Hund, Schwein) Glycin (Gly)-x-y
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Einheiten aufgebaut, die wahrscheinlich trimerhelikal gefaltet sind [45].
Primérstrukturen abgeleitet aus der komplementdren Desoxyribonucleinsdure (cDNA)
bestitigten die Anwesenheit von Prolin in vier oder fiinf X-Einheiten, hauptsichlich in
der Mitte und am Carboxy (C)-terminalen Ende der Kollagen-Domine. Weiterhin
befinden sich Hydroxyproline [46] an vielen y-Positionen, welche die Stabilitdt der
Kollagen-Helix erhohen [47]. Die zweite Hilfte der kollagenartigen Domine besitzt
alternierende Aminosdureladungen, welche zusétzlich zur Stabilitdt der Helix beitragen.
Dieser Bereich wird auch fiir die Bindung an einen Kollektin-Rezeptor [48] und zur
Assoziation an Idslichen Liganden verwendet [49-51]. AuBerdem konnte gezeigt
werden, dass in isolierten Typ II Pneumozyten die kollagenartige Doméne wichtig fiir
die Inhibition der Surfactant-Sekretion ist [52]. Die letzten beiden Doménen des SP-A
sind ein kleiner hydrophober Bereich sowie eine Kohlenhydrat-Erkennungsdomine
(eng. carbohydrate recognition domain, CRD). Die CRD zeigt eine Vielzahl von
Funktionen, wie die Bindung und Aggregation von Phospholipiden, einen Einfluss auf
die Typ II Pneumozytenfunktion und die Immunantwort der Lunge. Die Doméne enthélt
115 AS mit zwei Calcium-Bindungstaschen [53, 54], wobei die oben genannten CRD

Funktionen Calcium abhéngig sind.

¥

Abbildung 1.4 Kiristallstruktur eines Trimers im SP-A mit unterschiedlich gefdrbten Monomeren.
Zusiétzlich ist die im Bereich des C-Terminus befindliche Kohlenhydrat-

Erkennungsdomine (eng, carbohydrate recognition domain, CRD) dargestellt [44].

Untersuchungen in vitro und in vivo bestitigten, dass SP-A zur Synthese von grofen
Surfactantaggregaten (eng. large surfactant aggregates) wie zum Beispiel tubuldrem
Myelin notwendig ist [55]. Das Protein lagert sich in den Randbereichen ein und

stabilisiert somit die tubuldren Strukturen. Mit Hilfe von SP-A knock-out (ko) Méusen
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konnte gezeigt werden, dass SP-A eine wichtige Rolle in dem Immunsystem der Lunge
spielt [56].

Zusiétzlich wird ein Einfluss des SP-A auf die Oberflicheneigenschaften des
Surfactantfilms diskutiert. So wird in der Literatur zwar berichtet, dass SP-A in
Verbindung mit hydrophoben Proteinen nur zu einer vernachldssigbar geringen
Verbesserung der Adsorption an der Luft/Wasser-Grenzfliche fiihrt [57]. Jedoch
beschreiben andere Quellen [58], dass SP-A die Reduktion der Oberflichenspannung

eines Surfactantfilms auf einer pulsierenden Luftblase verbessert.

SP-B

Das hydrophobe SP-B ist ein 79 AS grofles Dimer mit einer mittleren Masse von 18
kDa. Die Expression des SP-B findet in den Clara-Zellen und in den Alveolar Typ II
Pneumozyten statt. Das primére Translationsprodukt des menschlichen SP-B ist ein
Peptid, welches aus 381 AS besteht. Eine Signalsequenz von 23 AS, lokalisiert am N-
Terminus des Proproteins, fithrt zur Translokalisation des SP-B in das Lumen des
endoplasmatischen Retikulums. Nach Abspaltung des Signalpeptids besteht das
Proprotein aus einem N-terminalen Propeptid (AS 24-200), einem C-terminalen
Propeptid (AS 280-381) und dem reifen SP-B (AS 201-279). Zur Bildung des
funktionsfahigen, reifen SP-B werden die flankierenden Bereiche in den letzten

Schritten der posttranslationalen Modifikation abgespalten [59, 60].

© positiv geladene Reste

3 o—Helix

O negativ geladen Reste AA B-Sheet

+ aromatische Reste

Abbildung 1.5 Protein-Struktur des SP-B [62].

Menschliches SP-B besitzt neun positive und zwei negativ geladene AS, wodurch es

insgesamt eine Ladung von +7 besitzt. Jedes SP-B Monomer besitzt drei
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intramolekulare Disulfidgruppen, die Cystein 8 mit 11, Cystein 11 mit 71 und Cystein
35 mit 46 verbinden. Das Cystein an Position 48 bildet die intermolekulare

Disulfidbindung und ist fiir die Dimerisierung verantwortlich [61] (Abb. 1.5).

SP-B spielt bei vielen Prozessen im Lungensurfactant eine Rolle, wie z.B. bei der
Membran-Lyse, der Lipidadsorption an der Luft/Wasser-Grenzflache, der Stabilisierung

des monomolekularen Surfactantfilms und dem Zuriickspreiten des kollabierten Films.

SP-B unterstiitzt in Gegenwart von SP-A die Formierung von tubulirem Myelin,
welches sich nach Sekretion der lamellar bodies in dem Alveolarraum bildet [55, 63].
Die Gendeletion des SP-B ist letal [64, 65]. Die SP-B ko Méuse sind nicht fahig,
lamellare Strukturen in den Typ II Pneumozyten zu bilden [65]. Zusitzlich fiihrt die
Gendeletion des SP-B zu einer Akkumulation des Surfactant im Gewebe mit dramatisch

vergroBerten lamellar bodies [66].

Modelle beschreiben die Anlagerung von SP-B in den Ecken der Doppelschichten von
Lipidmembranen zur Stabilisierung der Multischichten bei hohen Oberflichendriicken
[67] (Abb. 1.6). Aber auch einfache Protein/Lipid-Komplexe werden durch die
Interaktion zwischen negativ geladenen Kopfgruppen der Phospholipide und den

basischen Resten in SP-B stabilisiert [68, 69].

Luft

Y
ULV TALY
wasse E\X\E\N\E\N\ﬁ\g
I

ac—

DPPG

SP-B

Abbildung 1.6 Anlagerung von SP-B in den Randbereichen der Doppelschichten
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SP-C

SP-C ist ein stark hydrophobes Protein, das zu mehr als 70 % aus nicht polaren Resten
besteht und zwei kovalent gebundene Fettsduren enthélt. Es kommt zu ca. 0,4 mol % im
extrazelluliren Surfactant vor und die Expression findet in den Typ II Pneumozyten
statt [70]. Das menschliche 197 AS lange SP-C ist wie das SP-B von einem N-
terminalen Propeptid (AS 1-23) und einem C-terminalen Propeptid (AS 59-197)
flankiert.

Es sind mehrere Isoformen des SP-C bekannt. So sind durch die
Aminosduresequenzierung Peptide entdeckt worden, welche erst an Position 2 oder 3
des N-Terminus beginnen, wobei der Grund fiir das Auftreten dieser Formen noch nicht
geklart ist. Mit der Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie (eng. High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) wurde eine weitere Isoform entdeckt,
welche eine Palmitoylgruppe gebunden an Lysin der Position 11 enthélt [70]. Sie wird
vermutlich durch Acyl-Transfer der umgebenden Phospholipide im Surfactant gebildet.
Weiterhin wurde zu Methioninsulfoxid oxidiertes Methionin an Position 33 und

methyliertes SP-C am N-Terminus entdeckt [71, 72].

In fast allen Spezies sind zwei Palmitinsduren an Position 5 und 6 durch
Thioesterbindungen an Cystein gebunden. Charakteristisch fiir das SP-C ist die Region
von Position 13-28, die sog. Poly-Valin Region.

Die Konformation des SP-C in Chloroform/Methanol/0,1 M HCI (32:64:5) wurde mit
zweidimensionaler 'H-NMR aufgeklért [73]. Die Struktur zeigt eine ideale o-helikale
Geometrie, aufgebaut aus den AS an Position 9-34, wobei die ersten acht Reste
inklusive der zwei Palmitoylcycteine an Position 5 und 6 flexibel in Richtung des
sauren organischen Losungsmittels angeordnet sind (Abb. 1.7). Mittels Molecular
Dynamics (MD) Simulationen konnte die Stabilitdt des Helix-Gerlistes in Chloroform,
Methanol und Wasser berechnet werden. Es zeigte sich, dass die Konformation in den
polaren Losungsmitteln unverdndert bleibt. In Chloroform blieb die o-helikale Struktur

intakt, lediglich am Beginn des C-Terminus fand eine Entfaltung statt [74].
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= Cystein 5

, 1 Cystein 6

Abbildung 1.7 Konformation und Strukturmerkmale des SP-C. Die a-Helix zwischen den AS 9 und 34
ist 3,7 nm lang. Die 2,3 nm lange Poly-Valin Region umfasst dic Reste 13-28 (grau).
Cystein 5 und Cystein 6 sind palmitoyliert.

Mit Fourier-Transformations-Infrarot (FTIR)-Spektroskopie konnte gezeigt werden,
dass SP-C sich transmembran in DPPC/DPPG oder DPPC/PG-Lipiddoppelschichten
einlagert. Unterstiitzt wird dies durch die Tatsache, dass die GroB3e der SP-C Helix mit
37 A (AS 9-34) und 23 A fiir den Poly-Valin Teil gut mit den GrdBen einen fluiden
DPPC Monoschicht (37 A) und deren veresterten Fettsiure-Ketten (26 A)

iibereinstimmt [75].

SP-C ist innerhalb einer DPPC Monoschicht um einem Winkel von 70° bezogen auf die
Oberflachenormalen geneigt. Hierdurch wird eine optimale Wechselwirkung zwischen
der lipophilen Oberfliche der Helix und den Phospholipid Acylketten gewihrleistet.
Der Einfluss der beiden Palmitoylketten auf die Struktur und Stabilitit der Helix ist
noch unbekannt und widerspriichlich. So wird in der Literatur beschrieben, dass deren
chemische Entfernung zu einer 20 %igen Reduktion der a-helikalen Struktur fiihrt. Eine
Begriindung hierfiir ist, dass Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den ersten
Windungen der Helix und den Palmitoylgruppen fehlen [75-77]. Anderseits wird auch
beschrieben, dass bei MD-Simulationen mit nicht palmitoylierten SP-C, die o-Helix
eine hohe Stabilitét besitzt.

Die SP-C Helix ist kiirzer als der Durchmesser der fliissig kondensierten (eng. liquid-
condensed, |.) Lipiddoppelschicht. Auf Grund der ibereinstimmenden
Langenverhédltnisse mit fluiden palmitoylierten Phospholipiden interagiert SP-C
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vorwiegend mit diesen Lipiden und wird auf Grund der Phasenseparation aus der |,
Phase ausgeschlossen [78]. Unterstiitzt wird dies auch durch die Tatsache, dass SP-C
die Formierung von Lipidmultischichten in der | Phase unterbricht, sie jedoch in der
flissig expandierten (eng. liquid-expand, |.) Phase unterstiitzt [75]. Bei starker
Kompression werden SP-C Proteine mit assoziierten Lipiden aus dem Monofilm
ausgeschlossen. Bei der Expansion werden diese durch den Einfluss des SP-C reversibel

wieder in die Monoschicht eingebaut.

Untersuchungen des depalmitoylierten SP-C mit synthetischem Phospholipiden und
isolierten Lipiden aus der Lunge zeigten nur eingeschrinkte Funktionen gegeniiber den
palmitoylierten SP-C. So ist nur eine verminderte Adsorption und Spreitung von
SP-C/Phospholipiden an der Luft/Wasser-Grenzfliche beobachtet worden. Der
Protein/Lipid-Film besitzt geringere mechanische Stabilitit und kann die fiir die
Atmung wichtige Oberflichenspannung nur unzureichend minimieren [21, 76].

Da die Einlagerung des Proteins in die Membran aber auch in Abwesenheit der
Fettsduren stattfindet, tragen die Fettsduren mdglicherweise dazu bei, den N-terminalen
Teil in der Membran zu verankern und gleichzeitig seine Konformation zu stabilisieren.
Dies geschieht, indem die basischen Reste Lysin 11 und Arginin 12 mit den negativen
Ladungen der Phospholipide wechselwirken und so die laterale Bewegung des N-
Terminus des SP-C verhindern. Der C-terminale Teil liegt auf Grund der kleinen
hydrophoben Seitenketten frei beweglich in der Membran vor. Dieser
Mobilitatsgradient erleichtert das wiederholte Spreiten der Phospholipide durch das
Aufbrechen von Fettsdureaggregaten und ist somit essentiell fiir die Funktion des SP-C

[75].

SP-D

Unter reduzierenden Bedingungen besitzt SP-D ein Molekulargewicht von 43 kDa und
liegt als Dodekamer mit 4 homotrimeren Untereinheiten vor (Abb. 1.8). Jede trimere
Untereinheit besitzt vier Hauptdomidnen: eine kurze querverkniipfte Cystein
beinhaltende N-terminale Region, eine dreifach helikale Kollagen-Domidne mit
unterschiedlicher Lange, eine dreifach coiled-coil verkniipfte Doméne sowie eine CRD

Domane.
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Abbildung 1.8 Kristallstruktur des Trimers im SP-D mit unterschiedlich gefirbten Monomeren.
Zusitzlich ist die befindliche CRD-Doméne dargestellt [79].

Das hydrophile SP-D gehort wie SP-A zu der Familie der kollagenartigen Kohlenhydrat
bindenden Proteine, auch Collectine genannt [80]. Kuan et al. zeigten, dass SP-D mit
seiner Lecithin-Domdne an Gram-negativ Bakterien bindet und ein wirksamer
Blutantikorper gegen einige Bakterienstimme ist [81]. Spatere Studien in vitro zeigten,
dass SP-D spezifische Wechselwirkungen mit mehreren Mikroorganismen und
Leukozyten eingeht. Hieraus wurde geschlossen, dass SP-D eine Funktion in der
Immunantwort der Lunge libernimmt, zum Beispiel bei akuten Lungenverletzungen,
Entziindungs- und Reinigungsprozessen [82].

Natiirliches und rekombinantes SP-D liegt oft aus vier homotrimeren Untereinheiten mit
12 CRD Dominen aufgebaut vor. Aullerdem wurde jedoch eine neue SP-D Variante
identifiziert, die mit 32 CRD Doménen strukturiert ist. Dieses hoch geordnete Multimer

entsteht durch Salf-Association am N-Terminus.

Aufgereinigtes SP-D zeigte hohe Bindungsaffinititen zu PI und Glykosylceramiden.
Die Bindung SP-D, PI sowie SP-D, Glykosylceramide ist Calcium abhingig [83, 84].
AuBerdem konnten keine Wechselwirkungspréaferenzen des rekombinanten Ratten SP-D
mit bestimmten Kopfgruppen der Lipide im Filmen identifiziert werden. Die
Wechselwirkungen zwischen Lipid und SP-D an der Luft/Wasser-Grenzfliche sind
lediglich auf hydrophobe Interaktionen zuriickzufiihren [85].
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1.2.4 Modellsysteme des L ungensur factant

1.2.4.1 In vitro Modell

Vor einigen Jahren konnte eine stabile multilamellare Phase auf dem Oberflichenfilm
an der Innenseite der Alveole mit der Elektronen-Mikroskopie (EM) gezeigt werden
(Abb. 1.9 bc) [86]. Die Existenz dieser multilamellaren Phase geht mit dem Befund
einher, dass SP-B und C sowie Phospholipide bei starker Kompression aus der

Luft/Wasser-Grenzflache in die Subphase gedringt werden.
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Abbildung 1.9 Das Surfactant-Modell zeigt Formierung der Multischichten (Protrusions) bei hohen
Oberflachendriicken, die bei Expansion wieder zuriick zur Oberflache spreiten [88]. Die
lamellaren Rander bilden mizellenartige Strukturen, die wahrscheinlich aus Lysolipiden
bestehen (@). Darstellung der EM-Aufnahme einer Alveole, welche die Multischichten
auf der wissrigen Phase zeigt (bc).

Die Oberflichen assoziierten multilamellaren Phasen bilden Reservoire, die bei
Expansion der Lunge wieder an der Oberfliche spreiten. Hierdurch wird gewéhrleistet,
dass zu jeder Zeit wihrend der Atmung die Alveolen mit Surfactant bedeckt sind.
Schiirch interpretierte die Befunde auf der Grundlage der Untersuchungen, die von
Nahmen et al. durchgefiihrt haben [87, 88]. Sie zeigten in Filmwaagemessungen mit
einem Modellsystem des Surfactant DPPC/DPPG/SP-C (80:20:0,4 mol %), dass bei
hohen Oberflichendriicken (ca.47 mN/m) trotz Verringerung der Oberfliche kein
Druckanstieg zu beobachten war. In Kombination mit biophysikalischen Techniken
wurde bewiesen, dass SP-C die Morphologie der Phospholipidmonoschicht beeinflusst.

SP-C fiihrt bei hohen Oberflachendriicken zur Bildung von Protrusions, bestehend aus
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mehreren Lipiddoppelschichten (Abb. 1.9 a). Diese Multischichten bestehen aus
Lipiddoppelschichten mit einer Stapelhdhe von 5.5-6 nm [67, 87, 89-91] in denen das
SP-C eingelagert ist. Bestitigt wurden diese Protrusions auch mit der Flugzeit-
Sekundarionen-Massenspektrometrie  (eng. Time-of-flight Secondary lon Mass
Soectrometry, Tof-SIMS). Ergidnzend zu den Bildern des Raster-Kraft-Mikroskops
konnten mit dieser Technik innerhalb der Kollapsregion SP-C reiche Doménen, die von

einer reinen Lipidmonoschicht umgeben sind, dargestellt werden [92].

1.2.4.2 I n vivo Extrakt-M odell

Die Typ II Pneumozyten synthetisieren, speichern und sekretieren das Surfactant in den
Alveolarraum der Typ I Pneumozyten. Fiir die Biosynthese der Phospholipide werden
Fettsduren benétigt, die sowohl de novo in den Typ II Pneumozyten synthetisiert, als
auch von exogenen Quellen zugefiihrt werden [100, 101]. Obwohl die Aufnahme und
der intrazelluldre Transport innerhalb der Typ II Pneumozyten noch nicht gédnzlich
verstanden ist, so ldsst doch der Umsatz an Phospholipiden auf ein effektives
Transportsystem schlieBen, indem Fettsdurebindungsproteine (eng. fatty acid binding
proteins, FABP) involviert sind.

Im Jahre 1972 wurden die FABPs zum ersten Mal in der Literatur beschrieben [93]. Sie
besitzen eine Grofle von 14-15 kDa. Die Namensgebung der FABP erfolgt nach dem
Gewebe der Erstisolierung. Das Herz (H)-FABP und insbesondere Epidermal (E)-FABP
sind weit verbreitet [94]. H-FABP wird z.B. in Kardiomyozyten des Herzens, Myozyten
der Skelettmuskel, Fibroblasten der Lunge und alveolaren Epithelzellen der Brustdriise
detektiert [95, 96]. Auf Protein- und Ribonukleinsédure (RNA)-Ebene der Spezies Maus
konnte E-FABP in den Fibroblasten, Typ II Pneumozyten und Makrophagen
nachgewiesen werden, wihrend H-FABP in den Fibroblasten und in sehr geringen
Mengen in den letzt genannten Zelltypen vorhanden ist [97]. FABPs sind involviert in
den Transport von Fettsduren zu zelluliren Kompartimenten, modulieren den

intrazelluldren Lipid-Metabolismus und sind in die Genexpression involviert [98, 99].

Durch Generierung eciner E- und H-FABP doppel knock-out (d-ko) Maus konnte
erstmals gezeigt werden, dass diese genetische Verdnderung die Phospholipidsynthese

innerhalb der Typ II Pneumozyten beeinflusst [102]. Die isolierten Typ II Pneumozyten
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aus d-ko Midusen wiesen eine geringere Aufnahme und Verwendung von exogen
zugefiihrten Palmitinsduren auf [103]. AuBerdem resultiert der verdnderte Lipid-
Metabolismus in einen unterschiedlichen Gehalt an DPPC und PC im Vergleich zum

Wildtyp (wt).

Basierend auf dem Konzept von Stremmel [104], indem Caveolin-1 als intrazellulérer
Fettsduretransporter fungiert, wurde mit Pioglitazon die Aufhebung des d-ko Phénotyps
durch Aktivierung eines moglichen Calvolin-1 back-up Systems erreicht. Pioglitazon
verstirkt die Phospholipidsynthese. Dies geschieht wahrscheinlich, indem die
Expression von Genen, die in der Lipidhomdostase involviert sind, intensiviert wird

[103].

Die unterschiedlichen Kompositionen des Surfactant, induziert durch die genetische
Deletion oder durch das Pioglitazon wird hier als in vivo Extrakt-Modell fiir eine

verdnderte Surfactantzusammensetzung verwendet.

1.2.4.3 ARDS-Modell

Im Jahre 1979 wurden erstmals groBe Verdnderungen des alveolaren Surfactant bei
verstorbenen ARDS Patienten erkannt [106]. Sowohl bei dieser Gruppe als auch bei
Patienten mit drohendem ARDS zeigten die Proben ausgewaschener Lungen (Lavage)
eine deutlich erhohte Oberflichenspannung. Griinde hierfiir sind der Verlust des
Lungensurfactant, Verdnderungen der Phospholipid sowie SP-A, SP-B und SP-C
Zusammensetzung. Der Gesamtgehalt an Surfactant Proteine und Phospholipiden,
insbesondere PC und PG ist in Abhédngigkeit des Krankheitsstadiums reduziert. Eine
relative Zunahme des Gehaltes konnte bei den Lipiden PE, PS, PI und SM gezeigt
werden. Ursachen sind die Schadigungen der sekretorischen Typ II Pneumozyten, die
einen verdnderten Lipid/Protein-Metabolismus zeigen und eine verdnderte

Sekretionsleistung besitzen.

Gesundes, frisch lavagiertes Lungensurfactant besteht zu 80 bis 90 % aus den groBen
Surfactantaggregaten (eng. large surfactant aggregates) welche einen groflen Anteil an
SP-B und eine hervorragende Oberflachenaktivitit besitzen. Der restliche Anteil besteht

aus den kleinen Surfactantaggregaten (eng. small surfactant aggregates). Sie besitzen
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nur eine geringe Oberflachenaktivitidt und sind aus kleinen Lipidvesikeln aufgebaut.
Beim ARDS kehren sich diese Verhiltnisse um, die Fraktion der SM steigt auf 80-90
%, verbunden mit einem hohen Verlust an SP-B und niedriger Oberflidchenaktivitit

(Abb. 1.10).
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Abbildung 1.10 Verdnderung der Surfactant-Subtypen-Verteilung, der Oberflichenaktivitit und des
SP-B Gehaltes als Folge der Entstehung des ARDS.

Zusitzlich wird die Funktion des Surfactants durch das Eintreten von Plasma-Proteinen
in die interstitiellen und alveolaren Kompartimente auf Grund der angegriffenen
Luft/Blut-Schranke belastet. Der deutliche Anstieg des Proteingehaltes der Lavage im
Vergleich zu gesunden Proben fiihrt zu einer Beeintrdchtigung der dynamischen
Reduktion der Oberflichenspannung im Atmungszyklus. Surfactant inhibitorische
Eigenschaften konnten fiir Albumin [107], H&moglobin [108], Fibrinogen und
Fibrinmonomere [109] nachgewiesen werden.

Hyaline Membranen als Folge der Akkumulation von Gerinnungsfaktoren im
Alveolarbereich sind mit verantwortlich fiir den Verlust der Oberflichenaktivitit des
Lungensurfactant. Phospholipide, sowie die hydrophoben SP-B und SP-C werden in die
entstethende Membran inkorporiert, welches in einem Verlust an funktionellen
Surfactantkomponenten miindet. Dieses fiihrt, neben den oben genannten Ursachen, zu

einem akuten Lungenversagen.
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Die Schiadigung der Lunge in Form des ARDS wird durch intratracheale Injektion von
Lipopolysacharid (LPS)-Losung im Mausmodell induziert. Die Entziindungsantwort
zeichnet sich durch eine Infiltration der Lunge mit polymorph-kernige Granulozyten
(PMN), Freisetzung von Proteasen und anderen entziindungsfordernden Molekiilen
sowie einer gesteigerten Surfactant-Produktion aus. Die Entziindung erreicht nach 12
bis 24 h ein Maximum. Auch histopathologisch kénnen ab 24 h nach der intratrachealen

Injektion bei diesem ARDS Modell Alveolar-Blutungen beobachtet werden [110, 111].

1.2.5 Bedeutung biophysikalischer Methoden in der Surfactantanalyse

Verdnderungen in der Zusammensetzung des nativen Surfactant aus Ratten, induziert
durch mechanische Be- und Entliiftung der Lunge, fiihrten zu unterschiedlichen
biophysikalische Eigenschaften des Lungensurfactant [112]. Tiere, denen durch die
Beatmungstechnik eine Verletzung der Lungen zugefiigt wurde, wiesen eine
verminderte Lungendehnbarkeit (Lungencompliance) und Anzahl an groBlen
Surfactantaggregaten im Vergleich zu nicht oder schonend beatmeten Tieren auf.
Untersuchungen der groen Surfactantaggregate mit dem Captive Bubble Surfactometer
(CBS) =zeigten zusitzlich eine deutliche Verschlechterung der Adsorption und
Verringerung der Oberflichenspannung aus verletzten Tieren. Auflerdem wurden
Analysen des Materials mit der Filmwaage, Raster-Kraft-Mikroskop und Fluoreszenz-
Mikroskop durchgefiihrt [113]. Es konnten deutliche Unterschiede im Phasen-, im
Kompressions- und Expansionsverhalten beim Vergleich des Materials der gesunden
und verletzten Tiere aufgezeigt werden.

Ziel dieser Arbeit ist die Funktionsbestimmung der Surfactantbestandteile anhand von
Surfactant-Modellsystemen unter biophysikalischen Gesichtspunkten. Um die Funktion
einzelner Lipide innerhalb des Surfactantgemisches besser verstehen und interpretieren
zu konnen, wurde zunéchst der Einfluss einzelner Komponenten auf ein einfaches in
vitro  Modellsystem des  Surfactant, bestehend aus DPPC/DPPG/SP-C
(80:20:0,4 mol %), untersucht. Mit diesem in vitro Modellsystem soll die noch
weitgehend unbekannte Funktion des Cholesterols und POPE auf die Morphologie von
gemischten Lipid- und Lipid/Protein-Filmen bei verschiedenen Oberflichendriicken im

Vergleich zum Modellsystem des Surfactant untersucht werden.
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Das Gesamtsurfactant ist bisher nur unzureichend in der Literatur beschrieben [114-
116]. Insbesondere das Surfactant aus Mausen ist bisher noch nicht im Detail untersucht
worden. Aus diesem Grunde wird in dieser Arbeit die Zusammensetzung und Funktion
des Surfactant an Maiusen erforscht. Als in vivo Extrakt-Modellsystem fiir eine
verdanderte Gesamtzusammensetzung wurden E-(-/-) FABP knock out (E-ko), H-(-/-)
FABP knock out (H-ko) sowie d-ko Mause im Vergleich zu wt Méusen verwendet.
AuBerdem soll die Aufhebung des biochemischen d-ko Phanotyps durch Pioglitazon
tiberpriift werden. Ziel ist es, mit biophysikalischen Messmethoden zu zeigen, dass die
Tiere, obwohl duBlerlich normal bei einem verdnderten biochemischen Phianotyp auch

eine veranderte Surfactantfunktion haben.

Zusétzlich soll unter Stressbedingungen mit Hilfe eines Infektions- bzw.
ARDS-Modells die Zusammensetzung und Oberflachenaktivitidt des Lungensurfactant
untersucht werden. Es soll die Frage geklart werden, inwieweit die Infektion in Wt aber

auch in genetisch modifizierten Méusen die Surfactantfunktion beeinflusst.
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2. Methoden:

2.1 I solierung von SP-C aus Schweinelungenlavage

Zur Untersuchung des Einflusses von Cholesterol und 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-
Glycero-3-Phosphatidylethanolamin =~ (POPE) auf das  Modellsystem  des
Lungensurfactant bestehend aus 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylcholin
(DPPC)/1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylglycerol (DPPG) (80:20 mol %)
und Surfactant Protein (SP)-C (0,4 mol %) wurde das SP-C aus Lungen frisch

geschlachteter Schweine isoliert [1].

Hierzu wurde gekiihlte (4 °C) isotonische (150 mM) Kochsalzlosung unter leichtem
Vakuum in jeweils einen der beiden Lungenfliigel gespiilt. Das verwendete Volumen
darf nicht zu grof3 gewédhlt werden, da es ansonsten zur Verletzung des Lungengewebes
kommen kann. Um eine gleichmifBige Verteilung der Kochsalzlosung zu gewéhrleisten,
wurde das Gewebe massiert und hierbei das Lungensurfactant vom Fliissigkeitsfilm der
Alveolen gespiilt. Die so erhaltene Lavage enthilt Lipide und Proteine und wurde aus
der Lunge abgepumpt. Dieser Vorgang wurde mit jedem Lungenfliigel dreimal
wiederholt. Um im néchsten Schritt Zellbestandteile abzutrennen, wurde die Lavage bei
1000 g fiir 10 Minuten (min) zentrifugiert. AnschlieBend wurde fiir 90 min bei 17000 g
zentrifugiert und als Pellet tubulidres Myelin und Surfactant Proteine erhalten. Das Pellet
wurde in 1 ml Reinstwasser suspendiert und bei —20 °C gelagert oder direkt
aufgearbeitet. Zur Isolierung der hydrophoben Komponenten wurde die Suspension in
Butanol eingespritzt (v:v, 1:20) und 2 h stark geriihrt. Die Losung wurde erneut bei
17000 g zentrifugiert, um die hydrophilen Proteine SP-A und SP-D abzutrennen. Die
hydrophoben Proteine SP-B und SP-C sowie die Lipide bleiben in Butanol geldst. Nach
Ubertrag des Butanol-Uberstandes wurde die Losung am Rotationsverdampfer bei
8 mbar und einer Temperatur von <37°C bis zur Trockene eingeengt und der
Riickstand, im Weiteren als hydrophober Extrakt bezeichnet, in 1-2 ml
Chloroform/Methanol (v:v; 1:1) aufgenommen. Die Trennung der Proteine und Lipide
erfolgte sdulenchromatographisch nach Gréfle und Hydrophobizitét [2]. SP-B und SP-C
wurden mittels einer Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (eng.
sodiumdodecyl sulfate-polyacrylamid-gelelectrophoresis, SDS-PAGE) identifiziert und
mit Edmann Abbau und Elektronen Spray lonisation (ESI) nachgewiesen [2].
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2.2 | solierung des hydrophoben Extraktes aus M auselungen

Die Generierung der Epidermal (E)- und Herz (H)-Fettsdurebindungsprotein (FABP)
doppel knock-out (d-ko) Méuse erfolgte durch die Kreuzung der homozygoten E-(-/-)
FABP knock out (E-ko) und H-(-/-) FABP knock out (H-ko) Mause [3-5]. Die Haltung
der Wildtyp (wt) und d-ko Méuse erfolgte in der Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE)
des Universitédtsklinikums Miinster unter definierten Bedingungen; 12 h Tag/Nacht-
Zyklus bei 22 + 2 °C und 50 + 10 % Luftfeuchtigkeit [7]. D-ko und wt Méuse erhielten
Kontrollfutter (Altromin, Ladbergen, Deutschland) oder Futter mit Pioglitazon (40
mg/kg Korpergewicht (KG)) fur 7 Tage ad libitum Die Auslosung des
Atemnotsyndroms der Erwachsenen (eng. adult respiratory distress syndrom, ARDS)
erfolgte nach Stimulierung mit Lipopolysacharid (LPS)-Lésung [6], da gezeigt werden
konnte, dass intratracheale Injektion von LPS im Tiermodell (Maus) bereits nach 4 h
eine Entziindungsantwort der Lunge in Form von ARDS hervorruft. LPS, welches als
Endotoxin wirkt, ist die amphiphile Hauptkomponente der duBleren Membran Gram-

negativer Bakterien.

Die Isolierung der Méuselungenlavage erfolgte durch dreimaliges Spiilen der einzelnen
Lungenfliigel mit je 0,8 ml isotonischer, eiskalter Kochsalzlosung. Die so erhaltene
Lavage wurden bei 1200 g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei
-20 °C gelagert oder direkt aufgearbeitet [7].

Zur Isolierung des hydrophoben Extraktes wurde 1 ml Lavage 25 min bei 42000 g
zentrifugiert [8]. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 300 ul Reinstwasser
resuspendiert. Unter starkem Riihren wurde die Suspension in 20 ml Butanol
eingespritzt und 2 h bei 4°C geriihrt. Das anschlieBende 90-miniitige Zentrifugieren bei
17700 g trennte die hydrophilen Bestandteile als Bodensatz ab. Das Pellet wurde
verworfen und der Uberstand am Rotationsverdampfer bei Temperaturen <37 °C
eingeengt. Der Riickstand, bestehend aus SP-C, SP-B und Lipiden, wurde an der
Lyophille tiber Nacht getrocknet und anschlieBend in 3 ml Chloroform/Methanol (v:v;
1:1) gelost.

Zur Gewihrleistung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sind jeweils die

hydrophoben Extrakte aus mindestens drei Tieren isoliert worden und mit den im
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Folgenden beschriebenen biochemischen und biophysikalischen Methoden untersucht

worden.

2.3 Biochemische Analysen

2.3.1 Quantifizierung der Phospholipide

Zur quantitativen Analyse der Phospholipide DPPC, DPPG und des hydrophoben
Extraktes wurde ein Phosphattest durchgefiihrt [9]. Grundlage dieser Bestimmung ist
die Umwandlung des organisch gebundenen Phosphors in Lipiden zu anorganischem
Phosphat PO,”". Die Phosphationen bilden mit dem Molybdat in saurer Ldsung
Dodecamolybdatphosphorsdure. Diese Polysdure kann mit starken Reduktionsmitteln
wie Eisen (II) oder Ascorbinsdure reduziert werden. Die daraus resultierende blaue

Féarbung der Reaktionslosung kommt durch die Mo-Komplexe zustande.

2.3.1.1 Durchfuhrung

Ausgehend von einer 0,1 g/l Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)-Standardlésung
wurde eine Kalibrationsreihe erstellt (0,35; 0,70; 1,03; 1,33 pg/ml). Das Losungsmittel
Chloroform/Methanol (v:v; 1:1) der DPPC oder DPPG Proben, sowie der Proben des
hydrophoben Extraktes wurden im seichten Stickstoffstrom bei Raumtemperatur (RT)
bis zur Trockene verdampft. Nach Zugabe von 7 Tropfen Perchlorsdure (w:v; 70 %)
wurden die Proben griindlich geschiittelt und auf 200 °C fiir 2 h aufgeheizt. Die Proben
wurden auf RT abgekiihlt und 700 pl Reagenz A und 700 pl Reagenz B zugegeben.
Nach anschlieBendem Schiitteln wurden die Proben im Wasserbad fiir 5 min auf 95 °C
erwdrmt. Nachdem Abkiihlen der Proben auf RT, wurde die Konzentration
photometrisch bei einer Wellenldnge von 820 nm mit einem UV/Vis Spektrometer
bestimmt [4].

Reagenz A: 2,232 ¢ Ammonium-Molybdat (VI) - 4 H,O

89 ml Perchlorséaure (70%ige)
411 ml H,O

Reagenz B: 8,929 g/500 ml Ascorbinsdure
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2.3.2 Konzentrationsbestimmung der Surfactant ProteineB und C

Die Konzentration der SP-C Proben, isoliert aus Schweinelavage, sowie der Proteine
SP-B und SP-C innerhalb des hydrophoben Extraktes wurde mit Hilfe des
Fluorescamintests durchgefiihrt [10]. Dieser Test beruht auf der Reaktion von
Fluorescamin mit primdren Aminen des Proteins zu einem Fluorophor und ermoglicht

die Detektion von Proteinen im picomolaren Maf3stab.

Die Bestimmung der Konzentrationen der SP-B und SP-C enthaltenden Losungen ist
moglich, da nur eine vernachldssigbare Fluoreszenzintensitit bei einer evtl.
Kreuzreaktion des primdren Amins des PE im hydrophoben Extrakt mit dem
Fluorescamin entsteht. Die Fluoreszenzintensitit wurde mittels einer 1,2-Dimyristoyl-
sn-Glycero3-3-Phosphatidylethanolamin (DMPE) Kalibrationsreihe flir 0-5 Gew.% PE
bestimmt. Fiir die Maus ist von ca. 1,9 Gew.% PE auszugehen [11]. Die Bestimmung
ergab eine nicht signifikante Erh6hung der Fluoreszenzintensitit durch PE in diesem

Bereich.

2.3.2.1 Durchfuhrung

Das Chloroform/Methanol-Gemisch (v:v; 1:1) der SP-C Losung oder des hydrophoben
Extraktes wurde bei RT im seichtem Stickstoffstrom verdampft. Anschlieend wurden
100 ul 10 %iges (w:v) Natriumdodecylsulfat (eng. sodium dodecylsulfate, SDS)
hinzugegeben, die Losung stark geschiittelt und 5 min aufgekocht. Als Kalibrationsreihe
dienten 50 pl Aliquots von Rinderserumalbumin (eng. Bovine Serum Albumin, BSA)
mit den Konzentrationen 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; und 0,3 mg/ml. Diese Losungen wurden
ebenfalls mit gleichem Volumen der SDS-Losung versetzt, geschiittelt und 5 min
aufgekocht. Nach dem Abkiihlen der Proben wurden 1,5ml0,05M Natrium-
phosphatpuffer (pH 8,9), bestehend aus den Stammldsungen 0,05 M NaH,PO, -2H,0
und 0,05 M Na,HPO, - 2H,O zu den Proben und 1,45 ml des Puffers zu den BSA-
Standards gegeben. Nach Zugabe von 500 pl Fluorescamin (0,3 mg/ml), geldst in
Aceton, wurden die Emulsionen stark geschiittelt. Die Fluoreszenzintensitit wurde bei
einer Anregungswellenldnge von 366 nm und einer Emissionswellenlénge von 475 nm

bestimmt.
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2.3.3 Hochleistungs-Diunnschicht-Chromatographie (HPTLC)

Die Auftrennung der Phospholipide und des Cholesterols des hydrophoben Extraktes
erfolgte mit der Methode der Hochleistungs-Diinnschicht-Chromatographie (eng. High
Performance Thin-Layer-Chromatography, HPTLC) und den von Ando et al. (1980)
und Macala et al. (1983) entwickelten Losungsmittelsystemen [12-14].

2.3.3.1 Durchfiihrung

Die HPTLC-Platten wurden unmittelbar vor der Auftragung der Probe 30 min bei
120 °C aktiviert. Durch die Aktivierung desorbiert Wasser und leichtfliichtige
Substanzen, wodurch die Trennleistung des Sorptionsmittels erhoht wird. Die
Laufmittel wurden jeweils unmittelbar vor der Chromatographie angesetzt und etwa
1 cm hoch in die Laufkammer gefiillt. Um eine Sittigung der Kammer mit Laufmittel
zu erreichen, wurden die Seitenwidnde mit Filterpapier ausgeschlagen. Die Kammern
wurden mindestens 30 min mit dem Laufmitteldampf equilibriert.

1000 pl des hydrophoben Extraktes wurden im seichtem Stickstoffstrom verdampft,
danach in jeweils 10-20 pl einer Chloroform/Methanol-Losung (1:1; v:v) aufgenommen
und in Form von feinen Punkten 1,5 cm oberhalb der unteren Kante der HPTLC-Platte
mit einer Mikroliterspritze in kleinen Mengen aufgetragen. Wéhrend der Auftragung

wurde das Losungsmittel permanent im Luftstrom entfernt.

Laufmittel 1: Chloroform:Methanol:Essigséure: Ameisensédure: Wasser = 35:15:6:2:1

Laufmittel 2: n-Hexan: Diisopropylether:Essigsdure = 65:35:2

Der Phospholipidgehalt der Spots wurde mittels chemischer Analyse des in den Lipiden
enthaltenen Phosphors durchgefiihrt [15]. Hierzu wurde nach der Probenauftragung die
Platte in eine Kammer mit gesittigtem Laufmitteldampt gestellt und die Phospholipide
bis zur Mitte der HPTLC-Platte in Laufmittel 1 aufgetrennt. AnschlieBend wurde die
Platte getrocknet und mit dem nichsten Laufmittelsystem bis 1 cm unterhalb der oberen
Kante entwickelt. Die Platte wurde erneut getrocknet und in ein Gefal gestellt, indem
sich elementares lod befand. Durch Sublimation gelangt das Iod bevorzugt an die
Stellen, an denen sich Lipide befinden. Die Anfarbung ist reversibel und verschwindet

nach kurzer Zeit an Luft. Die angefarbten Kieselgel-Partikel wurden mit Hilfe eines
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Skalpells von der HPTLC-Platte entfernt und die Phospholipide mit dem im Kapitel

2.3.1 beschriebenen Phosphattest nachgewiesen und quantifiziert.

Die anschlieBende Quantifizierung des Cholesterols erfolgte mit einem kommerziellen
Cholesterin Farbtest. Bei diesem Test wird das Cholesterin von Cholesterin-Oxidase zu
Cholestenon oxidiert. Das entstechende Wasserstoffperoxid oxidiert Methanol in
Gegenwart von Katalase zu Formaldehyd, welches im letzten Schritt zu einem gelben
Lutidin Farbstoff reagiert. Die Konzentration des entstehenden Lutidin Farbstoffes ist

der Menge an Cholesterol dquivalent.

Das mit Iod angefarbte Cholesterol wurde mit einem Skalpell von der HPTLC Platte
entfernt und iiber Nacht mit 2 ml Chloroform aus dem Kieselgel-Partikeln eluiert.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel mit Stickstoff bis zur Trockene eingedampft
und der Riickstand in 400 pl Isopropanol aufgenommen. 15 ml der Reagenzlosung 1
wurden mit 10 ml der auf RT gebrachten Reagenzlosung 2 vermischt und 1 h bei 20-
25 °C inkubiert. 5 ml dieses Gemisches wurden mit 400 pl Probelosung versetzt.
Nachdem 2,5 ml Reagenzlosung flir den Blindwert entnommen worden sind, wurde die
Reaktion durch Zugabe von 20 pl Reagenzlosung 3 gestartet. Die Losung ist 1 h bei
37—40°C inkubiert worden, bevor die photometrische Konzentrationsbestimmung bei

einer Wellenldnge von 405 nm erfolgte.

Reagenzlosung 1: Ammoniumphosphatpuffer, pH 7
Methanol
2,6 M Katalase, 220.000 U

Reagenzlosung 2: Acetylaceton, 0,05 M
Methanol, 0,3 M

Reagenzlosung 3: Cholesterin-Oxidase, ca. 12 U
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2.4 Apparative Techniken

2.4.1 Filmwaagetechnik

2.4.1.1 Grundlagen

Erste Grenzflichen-Untersuchungen wurden von Agnes Pokels (1862—1935) tiber das
anomale Verhalten der Wasseroberfliche durchgefiihrt. Hierzu baute sie einen
sogenannten Pokelschen Trog, um die Oberflichenspannung von Wasser prizise zu
vermessen. Irvin Langmuir optimierte und perfektionierte den primitiven Trog und
entwickelte so die nach ihm benannte Filmwaage. Diese stellt bis heute ein wichtiges
Hilfsmittel zur Losung biophysikalischer Fragestellungen dar.

Die Filmwaage dient zur Untersuchung von amphiphatischen Molekiilen wie z.B.
Lipiden. Diese besitzen einen unpolaren hydrophoben und polaren hydrophilen Teil. In
Kontakt mit der Wasseroberfldche bilden diese einen monomolekularen Film, wobei die
polare Kopfgruppe im Kontakt mit der Wasseroberfldche steht und die hydrophoben
Ketten zur Luft gerichtet sind.

Befindet sich der monomolekulare Film im thermodynamischen Gleichgewicht so ist
der Oberflichendruck IT gleich der Differenz aus Oberflaichenspannung einer reinen Yo

und der mit einer oberflachenaktiven Substanz bedeckten Wasseroberfldche .

[I=y,—7 (G2

Wird eine monomolekulare Lipidschicht bei konstanter Temperatur unterhalb der
Phasenumwandlungstemperatur komprimiert, zeigt sie vergleichbar zu einem realen
Gas unterschiedliche Phasen. Neben der gasanalogen (eng. gaseous, g), fliissigen (eng.
liquid, I) und festen (eng. solid, s) Phase, die sich sowohl im Abstand als auch in den
Wechselwirkungen der Lipide zueinander unterscheiden, konnen Lipide im Gegensatz
zum realen Gas aber auch in den kristallinen Phasen fliissig kondensiert (eng. liquid

condensed, |.) und fliissig expandiert (eng. liquid expanded, |.) vorliegen (Abb. 2.0).
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Abbildung 2.0 Kompressionsisotherme einer Lipidmonoschicht. Dargestellt sind die unterschiedlichen
Packungen der Phospholipide in Abhingigkeit von der molekularen Fliche Ay und dem
Oberfliachedruck [T bei konstanter Temperatur.

In der gasanalogen Phase sind die Lipidmolekiile weit voneinander entfernt und
besitzen nahezu keine Wechselwirkungen untereinander. Die |, Phase st
gekennzeichnet durch das Aufrichten der Lipide. Die Kopfgruppen sind in einem
hoheren Grad hydratisiert im Vergleich zur gasanalogen Phase. Bei weiterer
Kompression verringert sich der Abstand zwischen den Lipiden und die Fettsduren sind
dichter gepackt. Bereiche hoherer Ordnung innerhalb des Lipidfilms befinden sich im I,
Zustand. Da die |, und |, Phasen koexistent vorliegen, findet bei weiterer Kompression
keine Druckverdnderung statt (Phaseniibergang erster Ordnung). In der | Phase liegen
die Lipidmolekiile dicht angeordnet vor und die Kompressibilitidt des Films ist stark
reduziert. Nahezu keine Kompression ist bei dem Lipiden, die sich in der festen Phase
befinden, moglich. Die Fettsduren sind in dieser Phase gegen die Oberflachennormalen

geneigt (DPPC: 30 °) und der Hydratationsgrad ist gering [16].

2.4.1.2 Aufbau einer Filmwaage

Grundsitzlich besteht eine Filmwaage aus einem Drucksensor, Teflon Trog und einer
beweglichen Barriere (Abb. 2.1). Teflon ist hydrophob, weshalb der Meniskus der
Subphase nach oben gewdlbt ist. Das Aufbringen des monomolekularen Films erfolgt
durch das sogenannte Spreiten. Hierzu wird an der Spitze einer Mikroliterspritze ein
Meniskus an der Wasseroberfldche erzeugt und die Probesubstanz gleichmiBig durch

Entleeren der Spritze auf die Oberflache appliziert. AnschlieBend kann die Oberfliche,
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die den Molekiilen zur Verfligung steht, durch Bewegen der Barriere verringert werden.

Simultan wird {iber ein Druckmesssystem der Lateraldruck detektiert.

Hierzu werden sowohl ein Wilhelmy- als auch ein Langmuir-Messsystem verwendet
(Abb. 2.1 ab). Bei dem Wilhelmy-System dient ein Filterpapier als Drucksensor,
welches in die Subphase eintaucht und vollstindig benetzt ist. Dieses wird vor den
Messungen 30 min in Reinstwasser bzw. Losungsmittel der Subphase inkubiert. Durch
die Oberflichenspannung entsteht eine auf das Papier in Richtung der
Oberflachenormalen gerichtete Kraft. Diese Kraft ist der Oberflaichenspannung ©

proportional.

Das Langmuir-System nutzt eine schwimmende Barriere als Drucksensor. Durch
Kompression der monomolekularen Schicht wirkt eine Kraft auf die Barriere, welche
der Oberflachenspannung G proportional ist. Mit beiden Systemen kann die Kraft durch
eine Waage, daher der Begriff Filmwaage, gemessen werden. Die Oberflachenspannung
wird in Oberflichendruck umgerechnet (Gl. 2) und graphisch gegen die Flache pro
Molekiil aufgetragen.

a C

Wilhelmy-System Langmuir-System

Teflon Trog Barriere 2l
Barriere P

Evvvyrvesviviv

Abbildung 2.1 Unterschiedliche Messsysteme. (ab) Filterpapier des Wilhemy-Sytems und (cd) Barriere
des Langmuir-Systems.
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2.4.1.3 Durchfiihrung

Die in dieser Arbeit verwendeten Wilhelmy- (Abb. 2.1 b) und Langmuir- Filmwaagen
(Abb. 2.1 d) besitzen maximale Gesamtflichen von 39 bzw. 927 cm”. Zum Schutz vor
Erschiitterungen und Staub befinden sich beide Filmwaagen auf einem geddmpften
Marmorblock innerhalb eines Kastens aus Plexiglas. Zum Temperieren des
Filmwaagetrogs wird ein Thermostat verwendet. Fiir die Erstellung der Druck/Flachen-
Diagramme wurden die wichtigen Soll-Groen Temperatur, Konzentration und

Volumen der zu spreitenden Losung gespeichert.

Die Filmwaagemessungen zur Untersuchung des Einflusses von Cholesterol bzw. POPE
auf das Lipidsystem DPPC/DPPG (80:20 mol %) und auf das Surfactant-Modellsystem
DPPC/DPPG/SP-C (80:20:0,4 mol %) sind mit der Wilhelmy-Filmwaage durchgefiihrt
worden. Bei den Untersuchungen zum Druck/Flichen-Verhalten des hydrophen
Extraktes wurde die Langmuir-Filmwaage verwendet. Alle Filmwaageexperimente sind
auf einer Subphase bestehend aus Reinstwasser bei einer Temperatur von 20 + 0,1 °C
durchgefiihrt worden. Die Filmwaagemessung gliedert sich in aus zwei Schritte:

Der erste Schritt ist die Reinigung der Filmwaage mit Mucasol®, Dichlormethan und
Reinstwasser. Hierzu wurde die Filmwaage 30 min auf 20 °C temperiert und
anschliefend 30 min mit Mucasol® inkubiert. Dieses wurde durch Absaugen von der
Filmwaage entfernt, wobei anschlieBend der Trog noch dreimal mit Reinstwasser
nachgespiilt wurde. Zum Schluss erfolgte das Abwischen des Troges mit Dichlormethan
und erneutes Spiilen mit Reinstwasser.

Der zweite Schritt ist die Amplifizierung der Probesubstanz auf die Luft/Wasser-
Grenzflache. Lipid, Lipid/SP-C-Mischungen und hydrophober Extrakt wurden geldst in
Chloroform/Methanol (v:v,1:1) auf die Reinstwasser Subphase gespreitet und das
Losungsmittel 15 min zum Verdampfen inkubiert. Die anschlieBende Kompression des
Cholesterol- bzw. POPE-Gemisches wurde mit einer Geschwindigkeit von
2,92 cm*/min durchgefiihrt, wihrend bei den Messungen mit dem hydrophoben Extrakt
eine Geschwindigkeit von 9,27 cm*/min eingestellt worden ist. Ausnahmen sind die in
Kapitel 7 beschriebenen Kompressions-/Expansions-Zyklen. Um eine irreversible
Kollabierung des hydrophoben Extraktes zu verhindern, wurde der Film mit einer

Geschwindigkeit von 2,92 cm?*/min komprimiert bzw. expandiert.
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Um den Atmungszyklus besser zu simulieren und Unterschiede in der Stabilitdt und
Elastizitdit des hydrophoben Extraktes messen zu konnen, wurde das Langmuir-
Messsystem und eine hohere Geschwindigkeit im Vergleich zu den POPE- bzw.
Cholesterolmessungen verwendet. Die Gefahr der Entstehung von Messartefakten durch
Auslenkung des Filterpapiers bei hohen Kompressionsgeschwindigkeiten ist mit dem

Langmuir-System im Gegensatz zum Wilhelmy-System nicht gegeben.

2.4.2 Fluoreszenz-Mikr oskopie (FM)

2.4.2.1 Grundlagen

Losche und Mohwald entwickelten im Jahre 1980 die FM an der Luft/Wasser-
Grenzfliche [17]. Sie verwendeten einen einfachen Versuchsaufbau bestehend aus
Mikroskopobjektiv, Fokussierungsoptik und Videokamera.

Die FM liefert Informationen tiber das Phasenverhalten amphiphiler Substanzen an der
Luft/Wasser-Grenzfliche. Da jedoch viele monomolekulare Lipid oder Lipid/Protein-
Filme keine Eigenfluoreszenz zeigen, ist es notwendig Fluoreszenzsonden zuzugeben.
Es sind eine grofe Anzahl von Sonden, die sich in ihren Absorptionskoeftizienten,
Quantenausbeuten, Loslichkeiten und Strukturen unterscheiden, kommerziell erhéltlich.
Um eine moglichst geringe Wechselwirkung zwischen der Lipidmatrix und den
Sondenmolekiilen zu erhalten, werden die Sonden hiufig so synthetisiert, dass ihre
Strukturen eine grofle Analogie zu den zu untersuchenden Lipidmolekiilen besitzen. Der
Einfluss der Sonde auf das charakteristische Phasenverhalten der zu untersuchenden

Substanz soll durch die einheitliche Struktur gering bleiben.

In dieser Arbeit ist die Sonde BODIPY-PC® (2-(4,4-difluoro-5-methyl-4-bora-3a,4a,-
diaza-s-indacene-3-dodecanoyl)-1-hexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin) der zu
untersuchenden Substanzen in geringen Mengen beigemischt worden (Abb. 2.2). Die
Sonde besitzt eine fluoreszierende Indacen-Gruppe, welche bei einer Wellenldnge von
500 nm das Licht absorbiert und dieses bei einer Wellenldnge von 510 nm emittiert.
BODIPY-PC® zeichnet sich durch einen hohen Absorptionskoeffizienten und eine gute

Quantenausbeute aus.
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Abbildung 2.2 Struktur von BODIPY-PC® (2-(4,4-difluoro-5-methyl-4-bora-3a,4a,-diaza-S-indacene3-
dodecanoyl)-1-hexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin, S-BODIPY 500/510
Ci,-HPC).

Nach Einlagerung der Sonde in die Monoschicht wird die laterale Sondenverteilung
gemessen. Der Kontrast der kosexistierenden Phasen entsteht durch die unterschiedliche
Loslichkeit der Sonde in der | und |, Phase. | Bereiche erscheinen als dunkle Areale, in
denen die Sonde aufgrund der starken Wechselwirkung der Lipide eine geringere
Loslichkeit besitzt als in den hellen Arealen. Hier liegt der Monofilm als |, Phase mit
geringer Packungsdichte der Lipide vor. Eine Verminderung der Fluoreszenzintensitét
und des Kontrastes durch Quenchen, d.h. Ubertragung der Anregungsenergie auf ein
Loschermolekiil, entsteht hdufig bei hohen Oberflichendriicken. In diesen Bereichen ist
die molekulare Dichte der Sondenmolekiile besonders grofl, so dass die
Anregungsenergie einer Sonde hdufig auf die benachbarte Sonde iibertragen wird.

Dieser Prozess wird ,,Selfquenching® genannt.

2.4.2.2 Aufbau eines Fluor eszenz-Mikroskops
Im Rahmen dieser Dissertation wurden fir die FM an der Luft/Wasser-Grenzflache eine

Wilhelmy-Filmwaage, Mikroskopiertisch und ein Fluoreszenz-Mikroskop verwendet

(Abb. 2.3).

Die Grundelemente des Fluoreszenz-Mikroskops sind in Abbildung 5 b gezeigt. Hierbei
wird Licht von einer Quecksilber-Hochdruckdampflampe durch einem optischen Filter
zu einem halbdurchldssigen Spiegel und Objektiv geleitet. Von dort gelangt es zur
Luft/Wasser-Grenzfliche, wo die Fluoreszenzsonde innerhalb des Lipid- oder
Lipid/Protein-Films das Licht absorbiert und bei hoherer Wellenldnge wieder emittiert.

Diese Fluoreszenzstrahlung passiert das Objektiv und gelangt erneut durch den
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halbdurchlissigen Spiegel. Hinter dem Emissionsfilter werden die unterschiedlichen

Fluoreszenzintensititen mit einer charge-coupled device (CCD) Kamera in Echtzeit

aufgenommen.

Kamera kondensiert
optischer
Filter

halbdurchlassiger
Spiegel

Objektiv Barriere

Langmuir

|‘|§§i§§§§§§i FEEEB RN SETE OB EREYE |‘|/ Trog

Fluoreszenzsonde Lipid

Abbildung 2.3 FM an der Luft/Wasser-Grenzflache. (a) Versuchsaufbau, (b) Schema.

2.4.2.3 Durchfuihrung

BODIPY-PC® wurde in Methanol (25 uM) gelost. Die Losung wurde mit Alufolie vor
Lichteinwirkung geschiitzt und bei —20°C gelagert. Zur Untersuchung des Einflusses
von Cholesterol/POPE auf das Phasenverhalten des Lipidsystems DPPC/DPPG (80:20
mol %) und des Surfactant-Modellsystems DPPC/DPPG/SP-C (80:20:0,4 mol %) wurde
die Fluoreszenzsonde BODIPY-PC® in einer Konzentration von 0,4 mol % beigefiigt.
Messungen zum Studium des Phasenverhaltens des hydrophoben Extraktes wurden mit

einer Sondenkonzentration von 0,5 mol %, bezogen auf den Phospholipidanteil,

durchgefiihrt.

Die Reinigung der Wilhelmy-Filmwaage und das Spreiten der Fluoreszenzldsungen
erfolgte wie in der Durchfiihrung Kapitel 2.4.1.3 beschrieben. Cholesterol bzw. POPE-
Mischungen wurden mit einer Barrieregeschwindigkeit von 2,92 cm?®min, der
hydrophobe Extrakt mit 11,5 cm?/min komprimiert. Nach Erreichen des gewiinschten
Druckes wurde die Barriere gestoppt, der Film &quilibriert und die laterale Verteilung
der Fluoreszenzsonde mittels der CCD Kamera aufgenommen. Dabei wurden fiinf

Bilder in Serie aufgenommen, um mdgliche Bewegungen des Oberflachenfilms und die
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damit verbundene Unschérfe der Bilder auszugleichen. Die verwendete Apparatur
erzeugte 130 - 130 pm” groBe Bilder.

Die erhohte Kompressionsgeschwindigkeit bei den Untersuchungen des hydrophoben
Extraktes im Vergleich zu den Cholesterol bzw. POPE-Systemen dient der besseren

Unterscheidung des Phasenverhaltens des hydrophoben Extraktes.

2.4.3 Langmuir-Blodgett-Transfer

2.4.3.1 Grundlagen

In vielen Féllen ldsst sich durch senkrechtes Eintauchen und Herausziehen eines
geeigneten Tragers die komprimierte Monoschicht auf diesen iibertragen, was als
Langmuir-Blodgett-Transfer bezeichnet wird. Einen erheblichen Einfluss auf das
Ubertragungsverhalten hat die Art der Triigeroberfliche. Oft lassen sich hydrophile
Oberflachen wie z. B. Glas, Mica oder Silizium verwenden. Eine Umwandlung zu
hydrophoben Oberflachen durch Physisorption von Amphiphaten oder durch chemische
Modifikation ist ebenfalls moglich. Auf dieser Schicht lassen sich dann Monolayer bei
hohem Oberflichendruck besser iibertragen, d.h. die Gefahr der Entstehung von
Ubertragungsartefakten auf mit Amphiphaten beschichtete Triger ist auf Grund der
vergleichbaren Stoffe, z.B. Lipid des Triagers und Lipid/Protein-Gemisch, auf der
Subphase geringer.

Es wird zwischen hydrophilem und hydrophobem Ubertrag unterschieden (Abb. 6).
Grundlage des hydrophilen Transfers ist die Physisorption, die die Wechselwirkung des
Mica mit der oberflichenaktiven Substanz beschreibt. Aufgrund des hydrophilen
Materials des Tragers lagern sich die polaren Kopfgruppen des Lipids auf den Tréger,
wihrend die Fettsduren des Lipids zur Luft gerichtet sind.

Der hydrophobe Transfer erfolgt durch Eintauchen eines hydrophoben Tragers, wie z.B.
ein DPPC prépariertes Mica Sheet. Die Fettsduren der Lipide, d.h. der DPPC-Molekiile
und der transferierten Lipide, bilden Doppelschichten, widhrend die hydrophilen

Kopfgruppen zum Mica oder zur Subphase zeigen.
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ny

Abbildung 2.4 Langmuir-Blodgett-Transfer. (a) hydrophiler und (b) hydrophober Ubertrag.

2.4.3.2 Durchfuihrung
Nach der in Kapitel 2.4.1.3 beschriebenen Reinigung der Filmwaage wurden die zu
untersuchenden Substanzen durch Langmuir-Blodgett-Transfer entweder hydrophil oder

hydrophob auf Mica Sheets iibertragen.

Zur  Untersuchung des  Einflusses von  Cholestero/POPE  auf  das
Surfactant-Modellsystem  DPPC/DPPG/SP-C  (80:20:0,4 mol %) wurde der
Protein/Lipid-Film auf ein frisch gespaltenes Mica Sheet im Plateau Bereich der
Isotherme (ca. 47 mN/m) hydrophil iibertragen. Hierfiir wurde das Cholesterol- oder
POPE-Gemisch auf die Reinstwasser Subphase (T = 20 °C) gespreitet und 30 min
aquilibriert. AnschlieBend wurde der Film mit einer Kompressionsgeschwindigkeit von
1,79 cm’/min bis zum Plateaubereich der Isotherme komprimiert und durch
Herausziechen des Mica Sheet auf den Trédger transferiert (viig= 0,72 mm/min).
Innerhalb des Plateaus wurde die Kompressionsgeschwindigkeit der Barriere manuell so
gewdhlt, dass der Film nahezu bei konstantem Druck {ibertragen wird. Ist das gesamte
Mica Sheet aulerhalb der Subphase, wurde es mindestens 2 bis 3 Stunden getrocknet
und anschlieBend mit dem Raster-Kraft-Mikroskop untersucht.

Zur Untersuchung des hydrophoben Extraktes wurde der hydrophobe Ubertrag gewihlt.
Hierzu wurde im ersten Schritt ein DPPC-Film auf einem Oberflichendruck von 45
mN/m komprimiert, 30 min dquilibriert und auf das Mica Sheet durch Herausziehen

iibertragen (Abb. 2.4 a). Der Ubertrag erfolgte durch vollautomatische Anpassung der
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Kompressionsgeschwindigkeit auf den Solldruck von 47 mN/m. Das Mica wurde bei
RT iiber Nacht getrocknet und am néchsten Tag flir die Untersuchung des hydrophoben

Extraktes verwendet.

Der zweite Schritt ist der Ubertrag des hydrophoben Extraktes auf das DPPC priparierte
Mica Sheet. Nachdem der Protein/Lipid-Film 30 min dquilibriert wurde, wurde er mit
einer Geschwindigkeit von 1,79 cm*/min bis zum Plateau der Isotherme komprimiert.
Der Ubertrag erfolgte durch langsames Eintauchen des Mica Sheets in die Reinstwasser
Subphase (vpir= 0,72 mm/min). Die Kompressionsgeschwindigkeit wurde so
eingestellt, dass nur geringe Druckabweichungen zugelassen worden sind. Nach dem
Ubertrag wurde das Mica Sheet unter Wasser in eine spezielle Teflon Vorrichtung

befestigt und mit dem Raster-Kraft-Mikroskop untersucht.

Trotz der komplizierteren Handhabung der Probe, sowie der Schwierigkeit der
Einstellung experimenteller Parameter bei der anschlieBenden Untersuchung mit dem
Raster-Kraft-Mikroskop wurde der hydrophobe Ubertrag bei der Untersuchung des
hydrophoben Extraktes eingesetzt. Grund hiefiir ist, dass die Gefahr der Entstehung von
Ubertragungsartefakten beim hydrophoben im Vergleich zum hydrophilen Transfer

niedriger ist.

2.4.4 Raster-Kraft-Mikroskopie (SFM)

2.4.4.1 Grundlagen

E. Ruska, G. Binnig und H. Rohrer erhielten im Jahre 1986 den Nobelpreis fiir die
Entwicklung des Rastertunnel-Mikroskop im Jahre 1982 [18]. Dies war der Grundstein
fiir das vier Jahre spidter erbaute erste funktionsfdahige Raster-Kraft-Mikroskop [19].
Schon 1988 erschien die erste Publikation [20] zur Untersuchung von biologischen
Proben, jedoch gelang die eigentliche Etablierung dieser Technik erst im Jahre 1992 mit
der ersten Abbildung von DNA [21]. Das Potential der Raster-Kraft-Mikroskopie (eng.
Scanning-Force-Microscopy, SFM) liegt in der grolen Bandbreite der Moglichkeiten
zur Untersuchung von biologischen Proben. So ist es mdglich, Strukturen von
Biomolekiilen oder biologischen Oberflichen in molekularer oder atomarer Auflésung

abzubilden. Hierbei konnen auch Informationen iiber mechanische, chemische und
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physikalische Eigenschaften erhalten werden. Die SFM wird auch verwendet, um
einzelne Molekiile zu manipulieren oder Proben, z.B. Zellen, unter physiologischen

Bedingungen zu studieren.

Untersuchungen mit dem Raster-Kraft-Mikroskop basieren auf der Interaktion einer
feinen Spitze, welche an einem Tastarm (eng. cantilever) befestigt ist, mit der
Oberfldche der Probe. Die Spitze des cantilevers tritt beim Annéhern an die Probe mit
dieser in Wechselwirkung. Diese sind in Losung im Wesentlichen Van-der-Waals-
Wechselwirkungen, Coulombsche-Wechselwirkungen, sterische oder Hydratations-
Wechselwirkungen [22]. Die Auslenkung des cantilevers z ist nach dem Hookschen
Gesetz (GI.3) proportional zur ausgeiibten Kraft F (k ist die Federkonstante des
cantilevers).

F=k-z, (G.3)

Beim Annidherns des cantilevers an die Probenoberfldache treten sowohl attraktive als
auch repulsive Krifte auf, wie z. B. elektrostatische Krifte (10°m), Kapillarkrifte
(10" m) oder Van-Der-Waals Krifte (10° m) [23]. Die Probe wird in parallelen Linien
abgerastert, wobei fiir jede Position die Wechselwirkung der Spitze mit der
Probenoberfldache aufgezeichnet wird (Abb. 2.5 a).
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Abbildung 2.5 (a) Raster-Elektronen-Mikroskopieaufnahme eines cantilevers. Am oberen Ende des
cantilevers ist die Spitze zu erkennen, mit der der Kontakt zur Probe hergestellt wird. (b)
Abrasterung der Probe O = Messpunkte, == = Messweg der SFM Spitze.
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2.4.4.2 Aufbau eines Raster-Kraft-Mikroskops

Auf Grund des einfachen Prinzips sind Raster-Kraft-Mikroskope relativ kleine,
kompakte Gerite, welche mit einer Steuereinheit und einem Computer verbunden sind.
Wird die hohe Auflosung bei kleinen Flachendimensionen beriicksichtigt, wird deutlich,
wie wichtig die Isolation des Gerdtes von externen Vibrationen ist. Hierzu befindet sich
das Mikroskop auf einen Dampfungstisch. Vibrationen werden so reduziert und
Interferenz wihrend der SFM-Messung verhindert. Zusitzlich befindet sich die
Messapparatur innerhalb einer Kammer, um es vor Schallwellen zu schiitzen (Abb.
2.6 a). Die Wechselwirkung der Spitze des Tastarms mit der Oberflache der Probe fiihrt
zu einer Auslenkung des cantilevers. Die Auslenkung wird iiber einen auf der Riickseite
des cantilevers fokussierten Laserstrahls, der von dort auf eine Photodiode reflektiert
wird, mit hoher Prizision detektiert. Zusétzlich kann der cantilever noch mit einem
Piezoelement in alle drei Raumrichtungen positioniert werden (Abb. 2 b).
Veranderungen in der Topologie fiihren zu unterschiedlichen Wechselwirkungen der
Spitze mit der Probe. Die ortlichen Spitzen/Proben-Interaktionen geben Anhaltspunkte
iiber die Topographie der Probenoberfliche wieder. Mit ihnen ldsst sich ein

dreidimensionales Bild (Falschfarbenbild) erstellen.

Vierquadranten-
b Photodiode

Computer Probe

Elektronik

AR —

Probentisch

T

Abbildung 2.6 Raster-Kraft-Mikroskop. (a) Aufbau, (b) Schema.

Fiir die Messungen an Luft (hydrophiler Transfer) oder unter Wasser (hydrophober
Transfer) wurden unterschiedliche cantilever verwendet, die sich in ihren Eigenschaften

unterscheiden (Tab. 2.0).
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Eigenschaften L uft W asser
Bildpunkte 512-512 512-512
Betriebsmodus tapping mode tapping mode
Federkonstante 40 (20-70) N/m 0,12 mN/m
Resonanzfrequenz 300 + 100 kHz 20+ 6 kHz
Léange 125+ 10 pm 196 -16 pm
Breite 30+ 5 um 41 48 pm
Dicke 441 um 0,6 (0,4-0,70) um
Spitzenhdhe 17£2 um 2,5-3,5 um

Tabelle 2.0: Eigenschaften der cantilever fiir SFM-Messungen unter Wasser und an Luft.

Im Rahmen dieser Arbeit sind sowohl die Untersuchungen der Cholesterol- bzw.
POPE-Systeme an Luft als auch die Untersuchungen des hydrophoben Extraktes unter
Wasser in tapping mode durchgefiihrt worden [24]. In diesem Betriebsmodus wird der
cantilever durch ein Piezoelement im Bereich der Resonanzfrequenz des Tastarms zur
Schwingung angeregt und an die Probenoberfliche angendhert. Durch attraktive oder
repulsive  Wechselwirkungen der Spitze mit der Probe widerfdhrt dem
Oszillationsvorgang eine Verdnderung der Schwingungsamplitude und -phase. Der
cantilever wird, wéhrend er lateral iiber die Probenoberfliche gefiihrt wird, in seinem
Abstand zur Probenoberfldche derart reguliert, dass die Schwingungsamplitude konstant
bleibt. Mit dem Regelsignal des z-Piezo wird aus der Amplitude die Topographie und
aus der Phaseninformation ein Bild iiber die Beschaffenheit (Rauhigkeit, Hérte) der
Oberfldche berechnet.

Im tapping mode besteht zwar Kontakt zur Probe, doch die Kontaktdauer ist sehr
gering. Durch die Oszillation der Spitze treten keine Lateralkrifte entlang der
Bewegungsrichtung auf. Durch den kurzen Kontakt Probe und Spitze verringert sich die
Beschiddigung weicher Proben, wodurch sich dieser Modus als besonders geeignet zur

Abbildung von biologischen Proben herausgestellt hat (Abb. 2.7).
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Abbildung 2.7 tapping mode (Zerstorungsfrei).

2.5 Statistische Analyse

Die Analyse der erhaltenen SFM und FM Aufnahmen ist nicht immer rein visuell
ausfiihrbar. Insbesondere die Interpretation der Fluoreszenzabbildungen ist
problematisch, da die lokale Fluoreszenzintensitit von verschiedenen Faktoren, wie
lokaler Dichte der Sonde, Orientierung des Fluorophors oder von Interferenzen in der

Strahlungsquelle abhéngt.

Um trotzdem quantitative Aussagen TUber die Fluoreszenzintensitit und
Flachenverteilung der dunklen Dominen und hellen Bereiche zu erhalten wurden die
Lipidfilme (DPPC/DPPG 80:20 mol %) und Lipid/Protein-Filme
(DPPC/DPPG/SP-C 80:20:0,4 mol %) mit unterschiedlichen Anteilen an POPE und
Cholesterol einer komplexen statistischen Auswertung unterworfen [25]. Durch
Variation dieser Methode konnte zusétzlich die Flachenverteilung der Protrusions in den

SFM-Abbildungen der Cholesterol- und POPE-Gemische analysiert werden.

2.5.1 FM-Abbildungen

Im Allgemeinen werden die Objekte bei Untersuchungen mit einem
Fluoreszenzmikroskop nicht homogen von der Strahlungsquelle ausgeleuchtet. Um die
inhomogene Ausleuchtung zu kompensieren, wurden die Fluoreszenzintensititen Lyy, ron

der erhaltenen Abbildungen, die mit einer Auflésung von 256 - 255 Pixel, 254 - 254 dots
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per inch (dpi) und einer Farbtiefe von 8 bits per pixel (bpp) digital gespeichert vorlagen

mit einem Computerprogramm korrigiert. (Parabolische Korrektur, Gl. 4).
Ly = Lxy,raw — Mx(X - X0)2 - My(y - yO)2 (Gl.4)

My, My, Xo, Yo stellen die ermittelten Parameter dar. xo und yo beschreiben die Lage des

Maximums, wihrend My, M, die Inhomogenitit der Ausleuchtung wiedergibt.

Der néchste Schritt der Auswertung war die Ermittlung der Intensititsverteilung in
Form eines Histogramms. Dazu wurden allen diskreten Werte der
Fluoreszenzintensitit I ein Grauwert zugeordnet und die relative Haufigkeit Ny/N
ermittelt. Hierbei reprisentiert N die Gesamtzahl der Elemente, wihrend Ny die Anzahl

der Elemente mit einem definierten Grauwert beschreibt.

Das Histogramm in Abbildung 2.8 zeigt exemplarisch, dass sich dieses aus zwei
Bereichen unterschiedlicher Fluoreszenzintensitit zusammensetzt. Die dunklen
Domaénen (d) der | Phase zeigen ecine Bande mit niedrigen Grauwerten, die hellen
Doménen (b) der le Phase eine Bande mit hohen Grauwerten. Die Verteilung der
Fluoreszenzintensititen ldsst sich mit der Summe aus zwei Gauss-Funktionen anpassen.
Mit dieser angepassten Funktion wurden die Mittelwerte der Intensitéiten Iy und T, sowie

die Flichen A4 und Ay bestimmt [25].

NI _1-A; exp{_(I—E)Z}Jr A, exp{_(l‘_l_b)z} (Gl.5)
Gy

N, Gd\/; Jn Gy,

A*d und A*b sind die relativen Fldchen der hellen bzw. dunklen Bereiche, wihrend o4

und oy, die Breite der jeweiligen Verteilung prisentiert (Gl. 5).
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Abbildung 2.8 Exemplarische Darstellung der Anpassung zweier Gauss-Funktionen an die Originaldaten
zur Bestimmung der Parameter Ay, Ay, 14 und I,

2.5.2 SFM-Abbildungen

Fiir die Auswertung der SFM-Bilder wurden diese in 256 - 255 Pixel, 254 - 254 dpi und
8 bpp umgewandelt. Zusitzlich wurde die Farbskalierung auf Graustufen reduziert. Im
Gegensatz zu dem Erscheinungsbild im Zweiphasengebiet der FM war eine Anpassung
der Histogramme aus den SFM-Abbildungen mit einer Summe aus zwei Gauss-
Funktionen nicht moglich. Die Verteilung der |. Bereiche bzw. Protrusions ist
unsymmetrisch und gleicht eher einer Poisson-Verteilung. Um dennoch Informationen
tiber die Flachenverteilung der Protrusions erhalten zu konnen, wurden auch hier die
Intensititen der dunklen/hellen Doménen Iy I, sowie deren relativen Flichen A'q, A'y
nach folgender Methodik bestimmt:

Zundchst wurde eine Intensitit |y innerhalb des Histogramms festgelegt, die gerade
noch einer Gauss-Verteilung der dunklen Dominen zugeordnet werden kann. An
diesem Punkt wurde eine Gauss-Funktion angepasst und somit die mittlere Intensitit I
und die relative Flachen A*d, A*b (A*b=1- A*d) erhalten. Anschliefend wurde dann die
Funktion von dem Histogramm subtrahiert, woraus sich die mittlere Intensitét der hellen

Doménen I berechnen lisst.

D NI

=" — (Gle
2N,

1>y
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Ny, stellt die Anzahl der Pixel der hellen Doméanen mit der Fluoreszenzintensitat 1 dar.
Zur Uberpriifung der Werte wurde Ijini: innerhalb geringer Intervalle variiert. Es zeigten
sich jedoch durch die Variation keine signifikanten Anderungen in den berechneten

Parametern.

Zur Bestimmung der Protrusionsgrofle wurde das Programm CoreIDRAW verwendet.
Indem alle Pixel mit gleicher Farbe zusammengefasst wurden, konnten die Strukturen
mit einer unterschiedlichen Grauskalierung von mehr als 50 Pixeln summiert werden.
Hierdurch konnten Protrusions bestimmt werden, die aus einer Vielzahl an

unterschiedlichen Graufarbungen aufgebaut sind.
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3. Invitro Moddl: Einflussvon Cholesterol &
POPE

3.1 Einleitung

Es wurde der Einfluss von Cholesterol und 1-Pamitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-
Phosphatidylethanolamin (POPE) auf die Morphologie des bindren Lipidgemisches 1,2-
Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylcholin (DPPC)/ 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-
Phosphatidylglycerol (DPPG) (80:20 mol %) und des terndren Lipid/Protein-Gemisches
(80:20:04 mol %), as Modell des Lungensurfactant, bel verschiedenen
Oberflachendriicken  untersucht. Basierend auf den  Ergebnissen  der
Filmwaageuntersuchungen, Fluoreszenz-Mikroskopie (FM) und Raster-Kraft-
Mikroskopie (eng. Scanning Force-Microscopy, SFM), entstand ein neues Modell,
welches die Wechselwirkung von Cholesterol und POPE innerhalb der Multischichten
bei hohen Oberflachendruck mit der Phospholipidumgebung beschreibt.

Zusdétzlich sollten die Ergebnisse verwendet werden, um Ruckschltisse auf die Funktion
innerhalb des natdrlichen Surfactant ziehen zu konnen. Die Interpretation der
Ergebnisse des natlrlichen Surfactant aus den genetisch veranderten Mausen im

Vergleich zu den wildtyp (wt) Méausen sollte hierdurch unterstiitzt werden.

3.2 Filmwaageuntersuchungen an der  Wasser/Luft-
Grenzflache

In Abb. 3.0 sind die Isothermen der verschiedenen Cholesterol- und POPE-haltigen
Systeme dargestellt, wobei in Teil a und c digenigen des bindren Lipidgemisches
DPPC/DPPG und in Teil b und d die des terndren Lipid/Protein-Gemisches
DPPC/DPPG/Surfactant Protein (SP)-C gezeigt werden. Die Abszissen sind auf den
Gesamtlipidgehalt, also DPPC, DPPG und Cholesterol bzw. POPE normiert.
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3.2.1 Isothermen der Cholester olgemische

Bel der Betrachtung der Isothermen wird deutlich, dass mit steigendem
Cholesterolgehalt eine Verschiebung zu kleineren molekularen Fléchen zu beobachten
ist. Die Isothermen der SP-C-haltigen Gemische (Abb. 3.0 ab) zeigen das fur das
Protein typische Plateau bei ~50 mN/m und ein Plateau bei ~5 mN/m, welches auf die
flissig expandierte (eng. liquid expanded, lg)/flissig kondensierte (eng. liquid
condensed, 1) Phasenumwandiung des Lipidgemisches zurlickzufihren ist. Dieses ist
jedoch bei hoher Cholesterolkonzentration nicht mehr zu erkennen, wohingegen das
SP-C-Plateau durch die Cholesterolzugabe unverandert bleibt. Die Isothermen der
Lipid/Protein-Gemische mit hodheren Cholesterolgehalten besitzen as weiteres
Charakteristikum einen abrupten Druckanstieg bei weiterer Kompression, welcher auf
die Einlagerung von Cholesterol und damit auf die Kondensierung der Monoschicht
zurtckzufihren ist. Des Weiteren haben mehrmalige Kompressions- und
Expansionszyklen gezeigt, dass die Multischichten, welche fur das Proteinplateau

kennzeichnend sind, reversibel zurtickgebildet werden.

3.2.2 Isothermen der POPE-Gemische

Die Isothermen des DPPC/DPPG-Gemisches und des Modelsystems des
L ungensurfactant DPPC/DPPG/SP-C mit variablem Gehalt an POPE sind in Abb. 3.0 ¢
und d zusammengefasst. Die Isothermen zeigen, dass mit steigendem POPE-Anteil die
Kompressibilitdt des Oberfléachenfilms bei niedrigen Oberflachendriicken (10 mN/m)
abnimmt. Ein abrupter Anstieg des Oberflachendruckes, wie fir Cholesterol gezeigt, ist
auf Grund der erhthten Fluiditdt nicht zu beobachten. Das Vorhandensein von SP-C
fuhrt wie bei den cholesterolhaltigen Lipid/Protein-Gemischen zur Ausbildung zweier
Plateaus, eines bei ~50 mN/m und enes be ~5mN/m. Bei hoher POPE-
Konzentrationen ist das Plateau bel niedrigen Oberflachendriicken nicht mehr zu
erkennen, was auf den fluidisierenden Effekt der ungeséttigten Fettsdureketten des
POPE zuriickzufthren ist. POPE erniedrigt also die Kompressibilitét bei niedrigen
Oberflachendriicken, das Cholesterol hingegen die Rigiditét.
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Abbildung 3.0 Isothermen der Cholesterol- und POPE-haltigen Lipid und Lipid/Protein-Filme. (a)
DPPC/DPPG mit Cholesterol, (b) DPPC/DPPG/SP-C mit Cholesterol (c) DPPC/DPPG
mit POPE (d) DPPC/DPPG/SP-C mit POPE. Die grauen Pfeille prdsentieren die
aufsteigenden Konzentrationen des Cholesterols und POPE (0, 1, 5, 10 und 30 mol %),
waéhrend die schwarzen Pfeile die verwendeten Driicke, bei denen die Fluoreszenz-
Mikroskopie (FM) durchgefiihrt worden ist, darstellen.

3.3 FM an Cholesterol- und POPE-haltigen Filmen

In Abb. 3.1 und 3.2 sind die FM-Aufnahmen der verschiedenen Cholesterol/POPE-
haltigen Systeme zu sehen. Die linken Abbildungen zeigen digenigen des bindren
Lipidgemisches DPPC/DPPG und die rechten Abbildungen die des Modellsystems des
L ungensurfactant.



50 3. Invitro Modéell: Einfluss von Cholesterol & POPE

3.3.1 Cholesteral

DPPC/DPPG zeigt nierenférmige Domanen, welche mit steigendem Oberflachendruck
einen zusammenhéangenden |, Bereich ausbilden (Abb. 3.1 aei). Die Zugabe von
Cholesterol fuhrt zu kleineren runden | Domanen und zur Vergrof3erung der Flache des
le Bereiches (Abb. 3.1 abcd). Bei hohem Oberflachendruck nimmt der Anteil an I
Bereichen mit steigendem Cholesterolgehalt zu (Abb. 3.1 ijkl). Dieses Verhalten steht
mit der Einlagerung von Cholesterol in die Phospholipidschicht in Ubereinstimmung, da
diese zu einer Fluidisierung fuhrt, die ihrerseits das squeeze out der Fluoreszenzsonde
verhindert. Die Bilder der FM des Modellsystems DPPC/DPPG/SP-C zeigen kleine
runde | Doméanen, welche, wie bel dem DPPC/DPPG-System, bei hohen Dricken
nahezu die komplette Oberflache bedecken (Abb. 3.1 mqu). Die Zugabe von
Cholesterol fuhrt zu einer Verkleinerung der Doménen bei niedrigen Dricken und
gleichzeitiger Zunahme der Gesamtflache heller Bereiche (Abb. 3.1 mnop). Aul3erdem
sind die | Domanen bei hohen Cholesterolanteilen und hohen Oberflachendriicken nicht

mehr zu erkennen.

Cholesterol Cholesterol

5 mN/m

10

Abbildung 3.1 FM-Bilder eines (a-1) Lipid/Cholesterol-Gemisches und (m-x) Lipid/Protein/Cholesterol-
Gemisches. Die Spalten (a-d) und (m-p) geben die aufsteigenden Konzentrationen des
Cholesterols wieder. Die Zeilen représentieren die Oberfléchendriicke.

3.3.2 POPE

Wie in Abbildung 3.2 gezeigt, ist die Zugabe von POPE mit einer Abnahme und
Verkleinerung der Anzahl an dunklen | Domanen verbunden (Abb. 3.2 abc). Der

fluidisierende Einfluss, der schon bei den Filmwaagemessungen beobachtet wurde, ist

10 5 mN/m

50
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an der zunehmenden Fl&ache der | Phase zu erkennen. Bei hohen Oberflachendriicken
und POPE-K onzentrationen ist die Ausbildung grof3er I Doméanen zu erkennen, die von
hellen | Bereichen umgeben sind (Abb. 3.2 hi). Diese Doméanen existieren jedoch nicht
bei Konzentrationen unterhalb von 10 mol % POPE. Hier liegt dann ein aus fusionierten
|c Domanen gebildeter Bereich vor, der von einzelnen kleinen hellen I Doméanen
unterbrochen ist (Abb. 3.2 g). Diese bel hohen Oberflachendriicken auftretenden hellen
Domaénen stellen wahrscheinlich eine | Phase mit hoher POPE-Konzentration dar,
wobei die ungeséttigte Fettsduren der POPE-Molekile die Einlagerung der
Fluoreszenzsonde begiinstigen. Die Zugabe von SP-C fihrt zu einer Ausbildung sehr
kleiner I Domanen. Mit steigendem Oberflachendruck ist bei niedrigen POPE-
Konzentrationen eine Uberwiegend dunkle I Phase erkennbar (Abb. 3.2 p). Bei hoher
POPE-Konzentration nimmt jedoch der Antell an hellen | Doménen zu (Abb. 3.2 gr).
Eine klare Phasentrennung IJ/le bleibt erhalten. Dies deutet darauf hin, dass die
Doménen aus Lipiden mit geséttigten Fettséureketten bestehen, welche von POPE-
Molekilen umgeben sind. Die POPE-Molekile stabilisieren somit die Rander der I
Domaénen. Die grofser werdenden hellen | Domanen bestehen aus Bereichen mit hoher
POPE-K onzentration, in welche die Fluoreszenzsonde eingel agert ist.

30 % POPE

5 mN/m
5 mN/m

10
10

Abbildung 3.2 FM-Bilder eines (a-l) DPPC/DPPG/POPE-Gemisches und (m-x) DPPC/DPPG/SP-C/
POPE-Gemisches. Die Spalten (a-d) und (m-p) geben die aufsteigenden Konzentrationen
des POPE wieder. Die Zeilen reprasentieren die Oberflachendriicke.
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3.3.3 Statistische Auswertung der FM-Bilder

Der rein visuelle Eindruck der FM-Bilder wurde mittels statistischer Auswertung
quantifiziert. Die Histogramme der Aufnahmen zeigen Gaul3-Verteilungen um helle
bzw. dunkle Grauwerte. Die durchgezogene Linie stellt die Anpassung dieser Werte an
die Summe zweier Gaul3-Funktionen dar (Glg. 5), wobei der Schnittpunkt beider Gaul3-
Funktionen die jeweilige Grenze zwischen hellen und dunklen Bereichen reprasentiert.
Die Integration der beiden Gaufl3-Funktionen stellt die Gesamtflache der dunklen bzw.
hellen Doméanen dar.

Der Monolayer DPPC/DPPG/SP-C/POPE (80:20:0,4:1 mol %) bei enem
Oberflachendruck von 5 mN/m fihrt zu einem Verhdtnis von hellen zu dunklen
Doménen A’p:A"y von 62:38 (Abb. 3.3 a). Diese Auswertung wurde fiir Driicke von 5
mN/m fur DPPC/DPPG und DPPC/DPPG/SP-C-Systeme mit unterschiedlichen Mengen
an Cholesterol bzw. POPE durchgefiihrt, um die Entwicklung der Flachenverhaltnisse

quantifizieren zu kdnnen.

Mit zunehmender Menge an Cholesterol steigt der Prozentsatz heller Bereiche im
proteinfreien System von 41 % auf 90 %. Dagegen fihrt die Zugabe von POPE zu einer
Veranderung der Gesamtflache heller Doménen von 48 % auf bis zu 79 % (Abb. 3.3 b).
Die Auswertung der Bilder des proteinhaltigen Modellsystems des Surfactant zeigt, dass
eine Zugabe von Cholesterol zu einer Verénderung von 22 % auf 62 % fuhrt. Die
Zugabe von POPE resultiert nur eine Zunahme der I Domanen von 51 % auf 60 %
(Abb. 3.3 ¢). Das aus der visuellen Auswertung erhaltene Ergebnis konnte also bestétigt
und quantifiziert werden.
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Abbildung 3.3 Statistische Auswertung zur Bestimmung der Verénderungen der relativen Anteile an
hellen Doménen durch den Einfluss von Cholesterol und POPE. (a) Exemplarische
Darstellung der Histogramm- Auswertung (Erlauterung siehe Text). (b) und (c) zeigen
unterschiedliche Konzentrationen des Cholesterols bzw. POPE mit den jeweiligen
Anteilen der hellen Doméanen. schwarz = Surfactant-Modellsystem, grau = POPE, hell
grau = Cholesterol

3.4 Raster-Kraft-Mikroskopie (SFM) an Cholesterol- und
POPE-haltigen Filmen

Die in Abbildung 20 gezeigten 5 x 5 um? grof3en Ausschnitte geben die Topographie
der verschiedenen Lipid/Protein-Gemische im Bereich des jewelligen Plateaus wieder
(=50 mN/m). Das Modellsystem DPPC/DPPG/SP-C bildet wie in Abb. 3.4 a zu sehen
langliche Filamente aus, die aus kleineren Substrukturen bestehen.

100.0 nw 0.0 me 100.0 nw

50.0 nw

15.0 ne S0.0 nw

10.0 nw 25.0 ™

0.0 nu 0.0 nm

Abbildung 3.4 SFM-Aufnahmen des (a) kollabierten terndren Surfactant-Modellsystems mit (b)
10 mol %, (c) 30 mol % Cholesterol (d) 10 mol % und (€) 30 mol % POPE. Die
Ausschnitte stellen eine Flache von 25 pm? dar.
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Bel Betrachtung der Bilder fir die Systeme mit Antellen von 10 % und 30 %
Cholesterol ist zu erkennen, dass bei niedrigem Cholesterolgehalt (Abb. 3.4 b) viele
Protrusions verschiedener Grolde auftreten, dass aber bei hoher Konzentration diese
Vielfalt verloren geht (Abb. 3.4 ¢). In diesem Konzentrationsbereich sind nur noch zwei
Arten von Domanen zu finden, zum einen sehr grof3e, die weitere Protrusions
beinhalten, aber auch sehr kleine. Beide besitzen eine halbmondformige Struktur (Abb.
3.4 c¢). Die SFM-Bilder mit unterschiedlicher Cholesterolkonzentration fiihren zu der
Aussage, dass die vielen Protrusions unterschiedlichster Grof3e bei Cholesterolgehalten
von 10% auf Grund der erhohten Rigiditét bei 30 % nicht mehr vorhanden sind.
Induziert durch das Cholesterol, liegt das Protein/Lipid-Gemisch hauptséchlich als

Monofilm vor.

Die Oberflachenstrukturen der POPE-haltigen Filme sind analog zum Modellsystem aus
groferen Filamenten aufgebaut. Jedoch sind die Filamente des POPE-haltigen Systems
mit 10 mol % immer wieder unterbrochen (Abb. 3.4 d). Mit steigendem POPE-Anteil
ist eine Verringerung der Grofe mit steigender Anzahl der einzelnen Protrusions
sichtbar, was bedeutet, dass POPE die Randbereiche der Protrusions stabilisiert und ihre
Bildung fordert (Abb. 3.4 €).

Die Hohenanalyse stellt den Einfluss des Cholesterols und POPE auf die Topologie der
Multischichten im Plateau-Bereich dar (Abb. 3.5) und zeigt, dass im Modellsystem
Protrusions bis zu einer Hohe von 30 nm generiert werden. Basierend auf der Hohe
einer Lipiddoppelschicht von 6 nm zeigen die Protrusions der Cholesterol- und POPE-
Systeme eine unterschiedliche Anzahl an Lipiddoppelschichten. Im Vergleich zum
Modellsystem reduziert Cholesterol sowohl bei Gehalten von 10 mol % al's auch von 30

mol % die Hohe der Protrusions.
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Abbildung 3.5 Exemplarische Darstellung der Héhenprofile des (a) Modellsystems mit (b) 10 mol % und
(c) 30 mol % Cholesterol. Die Aufnahmen (d) und (e) présentieren 10 und 30 mol %
POPE.
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Die Auswertung der Hohenanalyse des POPE-Systems zeigt Hohen bis zu 18 nm, die
weniger haufig auch bei Filmen mit 30 mol % POPE zu sehen sind (Tab. 3.0). Der
Einfluss von POPE auf den Umfang der Protrusions ist sehr viel grof3er als auf ihre
Hohe (Abb. 3.5 €).

Flachenanteil der Anzahl der
Systeme Protrusions Lipiddoppelschichtenin
(%) den Protrusions
DPPC/DPPG/SP-C
(80:20:0.4 mol %) 20 6 (1), 12 (2), 18 (3), 24 (4)
DPPC/DPPG/SP-C/Cholesterol
(80:20:0,4:10 mol %) 27 6(1).12(2)
DPPC/DPPG/SP-C/Cholesterol
(80:20:0,4:30 mol %) > 6(1).12(2)
DPPC/DPPG/SP-C/POPE
(80:20:0,4:10 mol %) 23 6(1).12(2), 18(3)

(80:20:0,4:30 mol %)

Tabelle. 3.0 Flachenverteilung und Lipiddoppel schichten innerhalb der Protrusions. In Klammeren sind
die Anzahl der einzelnen Stufenhdhen angegeben.

Der Anteil der Flache der Protrusions an der Gesamtoberflache wurde wie im Kapitel
2.5.2 bestimmt (Abb. 3.6). Das Modellsystem zeigt einen Anteil an Ausstilpungen von
~20 %, und das POPE-System einen dhnlichen Anteil von ~23 %. Gravierender ist der
Unterschied bel Betrachtung des cholesterolhaltigen Systems mit ~27 % Protrusions
bei einem Gehalt von 10 mol % und ~5 % bei 30 mol % Cholesterol (Tab. 3.0). Bei
einem Gehalt von 10 mol % Cholesterol ist die Tendenz zu einem grof3eren
Bedeckungsgrad an Protrusions konform zu der getroffenen Aussage, dass Cholesterol
Lipiddoppel schichten stabilisiert.
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Abbildung 3.6 SFM-Abbildungen (a) des Modelsystems mit (b) 30 mol % Cholesterol und (c)
30 mol % POPE. Die entsprechenden Histogramme stellen die Anpassung der Daten bis
zur Intensitét |}y durch eine Gauss-Funktion dar. Die Bilder stellen Flachen von 25 x
25 um? dar, wobei die Inserts eine Flache von 4 pm? besitzen.
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3.5 Diskussion und Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war die Untersuchung des Einflusses von Cholesterol und POPE auf
das Lipidsystem DPPC/DPPG und das Modelsystem des Lungensurfactant
DPPC/DPPG/SP-C (80:20:0,4 mol %). Die Ergebnisse erweitern das in unseren
Arbeitskreis etablierte Protrusion-Modell [1-3] und geben Aufschluss tber die Funktion

der minor components und des Cholesterols wahrend des Atmungszyklusses.

Wie die Filmwaage-Experimente gezeigt haben, ist bei der Zugabe von Cholesterol zu
den verschiedenen Lipid bzw. Lipid/Protein-Gemischen eine Verschiebung zu kleineren
molekularen Fléchen zu beobachten, wenn die Abszisse auf den Gesamtlipidgehalt, also
auf DPPC, DPPG und Cholesterol, normiert ist. Der ausschliefdliche Bezug der Flache
auf die Phospholipide hat nur geringen Einfluss auf die Verschiebung der Isothermen
von Cholesterolgemischen unterschiedlicher Konzentration. Dies bedeutet, dass
Cholesterol keine den Phospholipiden vergleichbare Rolle spielt, sondern im Gegentell
bei Vorhandensein von Phospholipiden mit deren Fettsdureketten wechselwirkt. Die
Verschiebung zu kleineren Flachen bedeutet aso, dass Cholesterol sich in die
Fettsaureketten der Phospholipide einlagert und somit einen geringeren Platzbedarf hat,
as fur en Phospholipid angenommen. Dieses Verhalten ist sowohl fir
DPPC/Cholesterol [4], DLPC/Cholesterol [5] als auch fir Protein-enthaltende
Monolayer [6] beobachtet und &nlich interpretiert worden.

Dem Cholesterol wird en kondensierender Effekt zugeschrieben, der bei
Konzentrationen um 30 mol % zu Isothermen flhrt, die grofRe Analogie mit denen des
reinen Cholesterols besitzen. Hohere Konzentrationen an Cholesterol fiihren dazu, dass
eine Trennung von Phospholipiden und Cholesterol auftritt. Eine einheitliche Mischung
ist nicht mehr zu beobachten [4].

Die Zugabe geringer Mengen Protein flhrte wie in der Literatur gezeigt nur zu
geringfiigigen Anderungen der Isotherme [6]. Dies trifft auch insofern zu, dass
DPPC/DPPG/SP-C sich im unteren Druckbereich ahnlich dem reinen Lipidsystem
verhdlt und ebenfals die Verschiebung zu kleineren molekularen Flachen bei
steigendem Cholesterolgehalt aufweist. Im Druckbereich um 50 mN/m induziert SP-C
das reversible Herausdriicken von Lipiden aus der Monoschicht, welches sich in der
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Ausbhildung eines Plateaus manifestiert [2]. Diese Eigenschaft wird auch durch einen
hohen Cholesterolgehalt nicht beeintréchtigt, denn bel jeder verwandten
Cholesterolkonzentration war bei wiederholter Kompression und Expansion kein
signifikanter Substanzverlust zu beobachten. AulRerdem ist mit steigendem
Cholesterolgehalt der Ubergang zwischen I und I, Phase durch die Einlagerung des
Cholesterols in die Alkylketten der Phospholipide nicht mehr zu beobachten. Der
Phasentibergang, der sich durch die Neuausrichtung der Alkylketten kennzeichnet, wird
also durch das Cholesterol gestort.

Die fur POPE-hatige Systeme erhaltenen Isothermen zeichnen sich durch eine
reduzierte Kompressibilitdt bei niedrigen Oberflachendriicken aus. Diese erhthte
laterale Mobilitdt, induziert durch POPE, wurde am Excimer/Monomer-Verhdtnis
gezeigt. Der schrittweise Ersatz von POPC durch POPE fihrt zu einer Erhdhung der
lateralen Mobilitét innerhalb von bindren Mischungen [7]. Dabel ist nicht nur die
Kopfgruppe entscheidend fur den Einfluss des Lipids auf einen Monolayer, sondern
auch die Beschaffenheit der Fettsdureketten spielt eine grof3e Rolle [8]. 1,2-Dipamitoyl-
sn-Glycero-3-Phosphatidylethanolamin  (DPPE)-, 1,2-Dioleyl-sn-Glycero-3-Phospha-
tidylethanolamin (DOPE)- und POPE-Monolayer zeigen eine Verschiebung zu groflieren
Flachen pro Molekdl, wobel die gesdttigten Palmitoylketten des DPPE zu einer
geringeren Fluiditdt fihren as die ungeséttigten Oleoylketten des DOPE. Eine
Kombination aus ungeséitigten und geséitigten Fettsureketten, wie sie in POPE
vorliegt, fuhrt zur groften Fluiditét im Vergleich der drei Lipide untereinander. Auch
Mischungen aus DPPE und DOPE zeigten innerhalb dieser Studie eine erhhte Fluiditét
vergleichbar mit der des POPE [8]. Diese Untersuchungen sind konform mit den
Ergebnissen die fur das System DPPC/DPPG und DPPC/DPPG/SP-C nach Zugabe von
POPE erhalten wurden (Abb. 3.0 cd).

Bel Betrachtung der Fluoreszenzbilder des DPPC/DPPG-Gemisches bei verschiedenen
Oberflachendriicken féllt auf, dass bel niedrigen Dricken grofie nierenformige I
Domaénen innerhalb der | Phase vorliegen (Abb. 3.1 a), der Druckanstieg fuhrt dann zu
einer groferen Anzahl von Domanen, die eine grofRere Flache in Anspruch nehmen. Bel
Driucken Uber 20 mN/m (Abb. 3.1 i) ist nahezu die komplette Flache mit dunklen
Domanen bedeckt.
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Die Fluoreszenzbilder der DPPC/DPPG-Monolayer mit hoheren Gehaten an
Cholesterol weisen einen grofderen Anteil an |l. Bereichen auf. Die Ursache hierfr
konnte bei niedrigen Driicken, in einem Aufbrechen der | Phasen durch das Cholesterol
liegen. Dies fuhrt dann dazu, dass die | Doméanen kleiner werden. Mit steigendem
Oberflachendruck wird bei allen Cholesterolkonzentrationen eine Vergrof3erung der
Flache, die von dunklen Domanen bedeckt ist, beobachtet. Trotzdem fiihrt die Erh6hung
des Oberflachendrucks im Lipidgemisch mit 30 mol % Cholesterol nicht dazu, dass eine
einheitliche | Phase wie im Cholesterol freien Lipidsystem auftritt. Dies kann so
interpretiert werden, dass das Kondensieren der Phospholipide behindert wird und die

Fluoreszenzsonde nicht aus diesen festen Monolayer gepresst wird.

Der Vergleich der Fluoreszenzbilder Cholesterolhatiger DPPC/DPPG/SP-C Monolayer
mit denen des Modellsystems zeigt wesentlich kleinere und rundere | Doménen. Sie
bilden im Plateau-Bereich eine fast einheitliche dunkle Flache aus, die von kleineren
hellen | Bereichen unterbrochen wird. Diese | Bereiche wurden den Ausstilpungen,
die mittels der SFM-Technik beobachtet wurden zugeordnet und stellen die
aufgefalteten Lipiddoppelschichten dar, in die das Protein SP-C eingelagert ist [2]. Die
hellen Domanen kénnen zum einen durch die eigentliche Auffaltung, die zwangsaufig
eine weniger dichte Packung der Fettsaureketten voraussetzt, verursacht werden. Aber
auch durch eine Fuiditétserhéhung, die durch die Einlagerung des Proteins induziert
wird kann hierfir urséchlich sein. Analog zum reinen Lipidsystem ist ene
VergroRerung der hellen | Bereiche bei niedrigen Oberflachendriicken bel steigendem
Cholesterolgehalt zu erkennen. Ein zusétzlicher Effekt des SP-C ist also eine weitere
Verkleinerung der einzelnen Domanen, aber auch der Verlust der Domanenstruktur bei
hohen Cholesterolgehalten in hohen Druckbereichen. Bel einem Cholesterolgehalt von
30 mol % im Modellsystem ist nur noch eine einheitliche | Phase zu erkennen, die auch
schon fur 35 mol % beschrieben worden ist [5]. Diese homogene Mischung muss durch
das Cholesterol in Kombination mit dem SP-C entstanden sein, da bei einem SP-C
freien System weiterhin Doméanen auftreten.

Die Fluoreszenzbilder der POPE-haltigen DPPC/DPPG-Monolayer zeigen, dass die
Zugabe von POPE zu einer Verringerung der Anzahl sowie Verkleinerung der dunklen
Domaénen fuhrt (Abb. 3.2 abc). AulRerdem ist zu beobachten, dass hohe POPE-Anteile

Zu einer Phasenseparation bei hohen Oberflachendriicken fuhren. Diese Separation wird
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nur marginal fir Konzentrationen von 1 mol % und 5 mol % POPE beobachtet, ist aber
far 10 mol % und 30 mol % deutlich zu erkennen (Abb. 3.2 hi). Die Ursache muss darin
gesucht werden, dass eine viel grofRere Flache durch POPE bedeckt ist. Die dunklen I
Domanen enthalten Lipide, deren geséitigten Fettsdureketten paralel zueinander
ausgerichtet sind. Diese dichte Aneinanderlagerung ist den unterschiedlichen Ketten des
POPE nicht mdglich, sie bilden eine | Phase aus. Weiterhin bedeutet dies, dass es zur
Ausbildung von POPE-reichen Bereichen kommt. Bei niedrigen POPE-K onzentrationen
lagern sich diese Molekile vornehmlich am Rand der | Phase an, da dort die
ungeséttigten Fettsaureketten die geringste sterische Hinderung in Bezug auf die
Kondensation der geséttigten Phospholipide darstellen. Hohe POPE-K onzentrationen
fihren jedoch dazu, dass die | Phase, die hauptsichlich aus POPE-Lipiden mit
ungesattigten Fettsaureketten besteht, grofer wird.

Im Modellsystem DPPC/DPPG/SP-C fiihrt POPE schon in niedrigen Konzentrationen
zu einer Verkleinerung der | Doméanen (Abb. 3.2 jkl). Im Vergleich zum POPE freien
Modellsystem ist zu erkennen, dass die dort beobachteten runden Doméanen verloren
gehen. Statt dessen werden durch Fusionsprozesse Doménen ausgebildet, die aus
mehreren runden | Doménen aufgebaut sind. Die im Modellsystem bei hohen
Oberflachendricken  auftretenden langlichen weiRen | Bereiche treten im
POPE-haltigen Systemen nicht auf. 10 und 30 mol % POPE im Modellsystem fihren zu
kleineren und einheitlicheren Doménen, die von hellen | Bereichen umgeben sind. Die
Flache der |e Domanen wird analog zum Lipidsystem DPPC/DPPG mit steigendem
POPE-Gehalt grofer. Auch hier kann so argumentiert werden, dass die hellen I
Doménen POPE-reich sind und dass es so der Fluoreszenzsonde maoglich ist im
Lipidlayer zu verbleiben. Das bedeutet, dass die im Plateau gezeigten hellen | Bereiche
zwei Ursachen haben konnen: Zum einen, dass es sich um POPE-reiche Monolayer
handelt, und zum anderen, dass diese hellen Bereiche aus Ausstllpungen des
Monolayers zu Multilayern entstehen (Abb. 3.2 pqr). Innerhalb der Multischichten
liegen die Fettsdureketten der Lipide weniger geordnet vor und beglnstigen die

Einlagerung der Fluoreszenzsonde.

Die innerhalb der Plateau-Region der Isotherme formierten Protrusions sind mit SFM-
Technik abbildbar (Abb. 3.5 a). Im Modellsystem sind Hohen bis 24 nm gefunden
worden, d.h. es liegen vier Doppelschichten Ubereinander gestapelt vor. Weiterhin ist



62 3. Invitro Modell: Einfluss von Cholesterol & POPE

eine Fernordnung erkennbar. Diese zeichnet sich dadurch aus, dass es langliche
Bereiche von Protrusions gibt, welche sich innerhalb eines Lipidmonofilms in der |e
Phase befinden [2, 9]. Die Protrusions selber sind aus vielen unterschiedlich grof3en
Substrukturen aufgebaut. Diese Substrukturen lassen sich als vornehmlich runde

Ausstulpungen mit unterschiedlicher Hohe auffassen, die in ihrer Gesamtheit eine
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Abbildung 3.7 Modell des alveolaren Lungensurfactant: Einfluss von (a) Cholesterol und (b) POPE auf
die Formierung der Protrusions.

Die SFM-Abbildungen des Modellsystems mit einem Gehalt an 10 mol % Cholesterol
zeigen, dass es zu Ausbildung sehr vieler Protrusions mit einer maximalen Hohe von
18 nm kommt (Abb. 3.5b). Es ist weiterhin erkennbar, dass die Protrusions in
Gegenwart von Cholesterol eine grofRere Flache besitzen. Dies ist ein Indiz dafir, dass
Cholesterol einen positiven Beitrag auf die Bildung von Lipiddoppelschichten hat,
indem es sich in diese einlagert und sie stabilisiert . Eine Fernordnung wie sie fur das
Modellsystem beobachtet wurde, ist aber nicht zu erkennen. Die Protrusions sind tber
die gesamte Flache gleichméfdig verteilt. Die Einlagerung von Cholesterol fihrt zu

einem Aufbrechen der geordneten DPPC-haltigen | Phase. Dies hat zur Folge, dass das
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Protein, welches die Ausbildung der Protrusions beguinstigt, sich gleichméaldig Uber die
gesamte Flache verteilt und so die Fernordnung, wie sie im Modellsystem zu erkennen
ist, verloren geht (Abb. 3.6). Die Erhéhung der Konzentration auf 30 mol % Cholesterol
innerhalb des DPPC/DPPG/SP-C-Films fuhrt zu einer Stérung der Bildung von
Multischichten. Diese Storung kann einerseits durch die Bildung von
Cholesterolkristallen, aber auch anderseits alein durch die groRe Anzahl an
Cholesterolmolekilen erfolgen. Da jedes dritte Molekil Cholesterol ist, kann
insbesondere die Bildung der mizellenartigen Randbereiche der Multischichten durch
die hohe Anzahl an Cholesterolmolekilen gestért werden. Aul3erdem fihrt diese hohe
Cholesterolkonzentration zu einer drastischen Erhdhung der Rigiditét des Lipid/Protein-
Films, die die Formierung der Multischichten verhindert. Der Anteil der Protrusions an
der Gesamtoberflache betrégt im Modellsystem ~20%, wohingegen der Anteil bel
einem 10 mol % Cholesterol enthaltenden Film bel ~27% liegt. Die Tendenz zu einem
grofReren Bedeckungsgrad an Protrusions ist konform zu der Aussage, dass Cholesterol
Lipiddoppelschichten stabilisiert und den Protrusionsdurchmesser vergréf3ert (Abb.3.7
a). Der beobachtete Antell an Protrusions beim Modellsystem DPPC/DPPG/SP-C mit
30 mol % Cholesterol liegt weit unter den Erwartungen bei ~5%.

Die filamentartige Struktur, die fir das reine Moddlsystem DPPC/DPPG/SP-C
gefunden wurde, ist auch bei der Zugabe von POPE erhalten geblieben (Abb. 3.5d und
3.6 c). Bei Konzentrationen von 10 wie auch 30 mol % POPE ist weiterhin eine
Fernordnung erkennbar ist, wobei die flachen | Domanen mit ansteigender POPE-
Konzentration kleiner werden. Zuséizlich werden die einzelnen Protrusions bei
steigendem POPE-Anteil deutlich kleiner, aber ihre Anzahl steigt, so dass die
Gesamtflache nahezu unverandert bleibt. Diese Verkleinerung der Protrusions mit
steigendem POPE-Anteil 18sst den Schluss zu, dass durch POPE gerade die Rénder der
Protrusions stabilisiert werden, da Lipide mit ungeséttigten Fettsaureketten und kleinen
Kopfgruppen kleinere Radien besser ausbilden konnen. DPPC oder DPPG mit den
gesdttigten Palmitoylketten und der daraus resultierenden zylindrischen Struktur
vermogen dies weniger gut. Das generelle Erscheinungsbild im Plateau eines
DPPC/DPPG/SP-C Films mit 10 mol % POPE ist gepragt von wolkenartigen
Ausstilpungen, die ihrerseits weitere Ausstilpungen besitzen, welche nicht zentral
angesiedelt sind. Der wolkenartige Eindruck kommt dadurch zustande, dass die

Protrusions meist mehrere weitere Protrusions ausbilden, und damit ein stérkere
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dreidimensionale Struktur besitzen. Dieser Eindruck geht bel hoherem POPE-Anteil
von 30 mol % verloren, da die erste Ebene der Protrusions selbst schon einen geringeren
Umfang aufweist, und ihrerseits durch weitere Protrusions erhoht ist, die fast die gleiche

Flache aufzeigen.

Der Einfluss von POPE auf die Hohe der Protrusion ist wesentlich weniger gravierend,
als der auf den Umfang der Protrusions. So werden bei DPPC/DPPG/SP-C mit
10 mol % POPE Ho6hen bis zu 18 nm gefunden, wobei Hohen von 12 nm die Regel
darstellen. Bei Gehalten von 30 mol % POPE sind Protrusions mit einer Hohe von
18 nm die Ausnahme. Die flachenméafdig kleineren Protrusions zeigen hier Hohen von
6 nm und die etwas grofderen, besitzen weitere Protrusions, die zu einer Gesamththe
von 12 nm beitragen. Die im Modellsystem abgebildeten Protrusions mit maximalen
Hohen von 24 nm sind im POPE-haltigen System nicht nachgewiesen worden. Die
Stabilisierung der Randbereiche fuhrt somit zur Reduzierung der Protrusionfléche, hat
jedoch keinen positiven Einfluss auf die Hohe der Multischichten. Die Ursache hierfir
konnte sein, dass POPE auf Grund seiner Geometrie nur die inneren mizellartigen
Randbereiche stabilisiert (Abb. 3.7 b). Die aulReren Randbereiche der Protrusions
werden von den DPPC- und DPPG-Molekilen gebildet. Folglich ist die Stabilisierung
der inneren Randbereiche durch POPE fir eine signifikante Erhéhung der Protrusions

nicht ausrei chend.

Die Verringerung der Flache der einzelnen Protrusions mit steigendem POPE-Anteil
liegt darin begriindet, dass die durchschnittliche Flache der SP-C-reichen Bereiche mit
steigendem POPE-Anteil abnimmt. Die Verringerung der Flache der einzelnen hellen
Bereiche im Plateau wird durch eine Stabilisierung der Grenze zwischen | und | durch
POPE mdglich, die ein htheres Verhadltnis Umfang/Flache begiinstigt. POPE wirkt also
am Rand der | Doménen als Tensid im Zweiphasengebiet |/le. Die Vergroferung des
Umfangs bei gegebener Flache wird auch durch die Analyse der Gesamtflache der
Protrusions im Vergleich zum Modellsystem untermauert. Diese stellt dar, dass bei 30
mol % POPE ene Bedeckung von ~23% erhalten wird (Modellsystem ~20%).
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Der unterschiedliche Einfluss von POPE auf die Héhe bzw. den Umfang der Protrusions
kann auf zwe unterschiedliche Effekte zurlickgeflihrt werden. Der erste rein
zweidimensionale Effekt ist der, dass sich POPE auf Grund seiner chemischen Struktur
bevorzugt in die Grenzflache zwischen |e und | Phase einlagert, was unabhangig vom
herrschenden Oberflachendruck erfolgt.

Ein anderer dreidimensionaler Effekt ist die Stabilisierung der Randbereiche der
Protrusions, durch die kegelférmige Struktur, welche auf Grund der ungeséttigten
Oleoylkette in Kombination mit der Palmitoylkette und kleiner Kopfgruppe des Lipids
entstent (Abb. 3.7 b). Das SP-C ordnet sich so an, dass die a-Helix innerhalb des neu
gebildeten Lipiddoppelschicht inkooperiert, wahrend die Palmitoylketten an der Luft-
Wasser-Grenzflache verbleiben. Lipide mit einer inversen Kegelstruktur wie z.B. POPE
stabiliseren die inneren mizellatigen Randbereiche und reduzieren den

Protrusionsdurchmesser.
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4. In vivo Extrakt-Modell: Charakterisierung des
Surfactant aus d-ko M ausen

4.1 Einleitung

In Kapitel 3 wurde gezeigt, dass die Zugabe von geringen Mengen 1-Palmitoyl-2-
Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylethanolamin  (POPE) bzw. Cholesterol die Eigen-
schaften des Lungensurfactant Modellsystems 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phospha-
tidylcholin (DPPC)/1,2-Dipamitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylglycerol (DPPG)/Sur-
factant Protein (SP)-C verédndert. Dieses Kapitel soll die Fragestellung kldren, ob
biophysikalische Messungen geeignet sind, Verénderungen der Gesamtsurfactant-
zusammensetzung anhand von Strukturveranderungen zu identifizieren. Hierzu wurden
die hydrophoben Komponenten des Lungensurfactant von Méausen, bel denen das
epidermale (E)-Fettsaurebindungsprotein (FABP) und das Herz (H)-FABP durch
Gendeletion ausgeschaltet wurde (doppel knock-out (d-ko) Mause), isoliert. Dieses
Material wurde mit dem hydrophoben Extrakt aus wildtyp (wt) M&usen verglichen. Die
d-ko Mause weisen ene verminderte DPPC-Synthese innerhalb  der
Typ Il Pneumozyten auf [1, 2]. Diese sind innerhalb der Lunge fur die Lipidsynthese
zustandig und damit fur eine intakte Lungenfunktion mit verantwortlich.

4.2 Lipid/Protein-Verhéltnisse

In vorausgegangenen Arbeiten wurde gezeigt, dass die Gendeletion in den d-ko M&usen
zu einer verminderten Phosphatidylcholin (PC)- und speziell DPPC-Synthese in
isolierten Typ 1l Pneumozyten fuhrt [1, 2]. Um zu Uberprifen, ob dieser biochemische
Phanotyp in einer veranderten Surfactantzusammensetzung resultiert, wurden die
Lungen der d-ko und wt Mause mit isotonischer Kochsalzlsung gesplilt. Die erhaltene
Lavage besteht aus Lipiden und den hydrophoben wie auch hydrophilen Surfactant
Proteinen (SP-A, -B, -C, -D). Anschlief3end wurde die auf ein Surfactant Protein
normierte Anzahl an Phospholipiden mit dem Phosphattest (Kapitel 2.3.1) bzw.
Fluorescamintest (Kapitel 2.3.2) bestimmt. In diesem Vorversuch wurde tberprift, ob
die d-ko M&use eine Veranderung in der Zusammensetzung der Lavage aufweisen. Die
Balken stellen die auf ein Surfactant Protein berechneten Phospholipidmolekile in der
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Lavage aus drel wt Mausen und drel genetisch verdnderten Mause dar (Abb. 4.0). Die
Lavagen der Letzteren besitzen einen Mittelwert von 39 + 3 mol/mol, die Lavage der wt

Maéause einen Wert von 94 + 2 mol/mol.
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Abbildung 4.0 Anzahl Phospholipidmolekile pro Surfactant Protein in der Lavage aus wt und d-ko
Maéausen. Fehlerbalken: GaulRsche Fehlerfortpflanzung.

Aus der Lavage wurden die hydrophoben Komponenten isoliert (Kapitel 2.2). Dieser
hydrophobe Extrakt enthdt die Phospholipide, SP-B und SP-C als hydrophobe
Bestandtelle des Lungensurfactant. Diese gewéhrleisten wahrend des
Atmungszyklusses, dass die alveolare Oberflache mit Lungensurfactant bedeckt bleibt
und somit die Oberflachenspannung bel der Ausatmung erniedrigt ist. Um
Veranderungen dieser essentiellen Komponenten fir das Lungensurfactant zu
untersuchen, wurden die isolierten Phospholipide und Surfactant Proteine des
hydrophoben Extrakts analog zur Lavage mit biochemischen Methoden quantifiziert,
bevor sie auf ihre Funktion und Eigenschaften biophysikalisch analysiert worden sind.
Die hydrophoben Extrakte aus wt Mausen weisen ein Mittelwert von 499 + 27 mol/mol
auf, wobei die Materialien der d-ko Méause einen Werte von 211 + 58 mol/mol zeigen
(Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: Anzahl der auf ein Surfactant Protein normierter Phospholipidmolekile im hydrophoben
Extrakt, Fehlerbalken: Gauf3sche Fehlerfortpflanzung.
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Der Vergleich der Zusammensetzung der Lavage und des hydrophoben Extraktes zeigt
ein signifikant hoheres Lipid/Protein-Verhdtnis der wt Méause gegentiber den d-ko
Mausen. Die Abtrennung der hydrophilen Bestandteile des Lungensurfactant, bei der
Isolierung des hydrophoben Extraktes, fuhrt zu einem Anstieg des Lipid/Protein-
Verhdtnisses sowohl bei den wt als auch bei den d-ko Mausen.

4.3 Zusammensetzung des hydrophoben Extraktes

Zur Ermittlung der Phospholipidzusammensetzung des hydrophoben Extraktes aus wt
und d-ko Mausen wurden die Lipide mittels Butanol-Extraktion aus der Lavage isoliert
und mit Hochleistungs-Diinnschicht-Chromatographie (HPTLC) aufgetrennt (Kapitel
2.3.3, Abb. 4.2). Anhand der Ergebnisse der mitgefthrten Standards lief3en sich funf
Phospholipidklassen identifizieren: Sphingomyelin (SM), PC, Phosphatidylinositol (P1),
Phosphatidylethanolamin (PE) und Phosphatidylglycerol (PG), wobei PE und PG ein
nahezu identisches Laufverhalten zeigten. Unterhalb der Bande des Cholesterols

befinden sich nicht-lipidische Verunreinigungen (V).
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Abbildung 4.2 HPTLC des hydrophoben Extraktes: links wt Maus, rechts: Lipidstandard
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In Abb. 4.3 ist die Lipidzusammensetzung der wt und d-ko Maus dargestellt. Aufgefiihrt
sind die Anteille PC, Pl, PE/PG, SM und Cholesterol im hydrophoben Extrakt aus
beiden Méausen. Der prozentuale Anteil des Cholesterols berechnet sich aus der
Gesamtmasse der nachgewiesenen Phospholipide. Innerhalb des hydrophoben Extraktes
aus Mause gleichen Typs traten nur geringe Schwankungen von maximal 5 % der
einzelnen Lipidanteile auf.

Die Hauptkomponente im hydrophoben Extrakt aus der wt und der d-ko Maus ist das
PC mit 84 bzw. 75,6 Gew.%. Zuséizlich enthalten ist PG und PE. Die Summe beider
Phospholipide fuhrt zu Werten von 10,5 bzw. 13,3 Gew.%. Der Prozentsatz an SM
betragt 3,2 bzw. 9,1 Gew.%, wahrend Pl den geringsten Anteil mit 2,3 bzw. 2,0 Gew.%
aufweist. Cholesterol, als Hauptbestanteil der neutralen Lipide, ist mit 5,5 bzw. 13,8
Gew.% innerhalb des hydrophoben Extraktes aus der wt und d-ko Maus enthalten. Der
Vergleich beider Mausetypen zeigt einen Rickgang des PC-Gehaltes in der d-ko Maus,
wahrend der PE/PG-, SM- und der Cholesterolanteil ansteigt. Eine geringflgige
Anderung fallt im PI-Anteil auf. Dieses Phospholipid weist einen Anteil von 2,3 Gew.%
im Lipid/Protein-Gemisch der wt Maus auf, wahrend es im hydrophoben Extrakt der d-
ko Maus mit 2,0 Gew.% enthalten ist. Mit Ausnahme von Cholesterol besitzen alle

Werte der d-ko Maus geringe Standardabweichungen.
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Abbildung 4.3 Vergleich der Lipidzusammensetzung des hydrophoben Extraktes aus wt und d-ko Maus.
Fehlerbalken: Standardabweichung
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4.4 Druck/Flachen-Diagramme

Nachdem gezeigt wurde, dass die biochemischen Veranderungen der d-ko Mausin einer
verdnderten Surfactantzusammensetzung resultieren, wurde geprift, ob durch diese
verdnderte Zusammensetzung die Funktionalitdt des hydrophoben Extraktes
beeintréchtigt wird. Hierzu wurde die Filmwaage as Modell der Lungenkompression

und -expansion wahrend des Atmungszyklusses verwendet.

Die hydrophoben Extrakte wurden auf eine Reinstwasser-Subphase bei einer
Temperatur von 20 °C gespreitet und komprimiert bzw. expandiert. Die dazugehdrigen
Druck/Flachen-Diagramme sind in Abbildung 4.4 dargestellt. Abbildung 4.4 a zeigt as
Referenz die Isotherme des hydrophoben Extraktes aus einer wt Maus, wobei in 4.4 b
das Druck/Flachen-Verhalten des hydrophoben Extraktes aus einer d-ko Maus
dargestellt ist. Die Kompression des hydrophoben Extraktes aus der wt Maus fuhrt bei
einer mittleren molekularen Flache von etwa 225 A%Molekiil bis zu einer mittleren
molekularen Flache von 70 A% zu einem kontinuierlichen Druckanstieg. Bei einem
Druck von Druck >47 mN/m besitzt die Isotherme ein ausgeprégtes Plateau. Dieses
erstreckt sich bei den hier gewéhlten Kompressionsbedingungen Uber einen Bereich
mittlerer molekularer Flachen von etwa 70 bis 25 A%Molekil. Die anschlieBende
Expansion fihrt zu einer drastischen Reduzierung des Oberflachendruckes, der bei 100
A?Molekiil den Nullwert erreicht. Das Inlett prasentiert die dreimalige Kompression
und Expansion des hydrophoben Extraktes aus wt Maus bis zu einem Oberflachendruck
von 20 mN/m. Die Hysteresen sind nahezu deckungsgleich. Folglich wird wahrend der
kontinuierlichen Kompression und Expansion bis zu einem Oberfléchendruck von
20 mN/m kein Material in der Subphase gel 6st.

Der kontinuierliche Druckanstieg des hydrophoben Extraktes aus der d-ko Maus beginnt
bei einer Flache von etwa 270 A%/Molekill und endet bei etwa 70 A%Molekiil. Die nun
auftretende Schulter zeigt einen Bereich mittlerer Kompressibilitét von etwa 70 bis 40
A?/Molekiil, bevor der Bereich mit niedriger Kompressibilitét folgt. Diese niedrige
Kompressibilitét zeichnet sich durch ein starkes Ansteigen des Druckes (51 mN/m) bei
geringer Fléchenverkleinerung aus. Die Expansion fihrt zur Reduzierung des
Oberflachendruckes, welcher bei 220 A%Molekil den Nullwert erreicht. Das Inlett
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prasentiert die dreimalige Kompression und Expansion des hydrophoben Extraktes aus

d-ko Maus bis zu einem Oberflachendruck von 20 mN/m.
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Abbildung 4.4 Kompressions-/Expansions-Zyklus des hydrophoben Extraktes aus einer (a) wt und (b)
d-ko Maus. Die Inletts zeigen die dreimalige Kompression und Expansion bis zu einen
Oberflachendruck von 20 mN/m. Die Messungen des hydrophoben Extraktes dreier
unterschiedlicher Tiere gleichen Typs zeigten keine signifikanten Abweichungen.

Die beiden Isothermen weisen deutliche Abweichungen im Verhalten wahrend der
Kompression bei eéinem Druck > 47 mN/m auf. Im Gegensatz zum hydrophoben Extrakt
aus der d-ko Maus, dessen Isotherme eine Schulter zeigt, présentiert das Material aus
der wt Maus ein ausgepragtes Plateau bei hohen Oberflachendriicken. Die Inletts in den
Diagrammen 4.4 weisen die schon in den Isothermen zu erkennende
Flachenverschiebung des hydrophoben Extraktes der d-ko Maus auf. Wahrend der
kontinuierliche Druckanstieg der Hysteresen des wt bei etwa 250 A%/Molekil beginnt,



4. In vivo Extrakt-Modell: Charakterisierung des Surfactant aus d-ko M&usen 72

ist bei den Hysteresen der d-ko Maus schon bei ca. 300 A%Molekiil ein Anstieg des
Oberflachendruckes bei Reduzierung der molekularen Flache zu beobachten. Keinen
Unterschied weisen die hydrophoben Extrakte im Verlust von Lipiden und Proteinen
durch Losen in der Subphase wéhrend der Kompression und Expansion auf. Bis zu
diesem Oberflachendruck ist sowohl beim wt as auch bei der d-ko Maus kein

signifikanter Versatz der 1sothermen zu erkennen.

4.5 Char akterisierung des Phasenver haltens mit der FM

Mit der Fluoreszenz-Mikroskopie (FM) wurde untersucht, ob die veranderte
Zusammensetzung und das verdnderte Kompressionsverhalten des hydrophoben
Extraktes aus der d-ko Maus im Vergleich zur wt Maus in einem veranderten
Phasenverhalten resultiert. Dazu wurden FM-Bilder bel  unterschiedlichen
Oberflachendriicken aufgenommen und die Anzahl, Grofe sowie die Struktur der
Domaénen des fllissig expandierten (eng. liquid expanded, l¢)/fllissig kondensierten (eng.
liquid condensed, |;) Koexistenzgebiets verglichen. Im Vergleich mit dem vorher
beschriebenen in vitro Modellsystem des Lungensurfactant ist eine Unschérfe der
Aufnahmen zu erkennen (Abb. 4.5), die auf den gréReren Anteil an ungeséttigten
Phospholipiden und die damit verbundene Fluiditét zurtickzufihren ist. Es sind jewells
Messungen an den hydrophoben Extrakten aus drel wt bzw. d-ko Mausen durchgefhrt

worden.

In Abbildung 4.5 sind exemplarisch die Aufnahmen des ersten und zweiten
Kompressions- und Expansionszyklusses des hydrophoben Extraktes aus einer wt Maus
gezeigt. Die Bilder stellen das Phasenverhaten wahrend der Kompression und
Expansion im Plateaubereich sowie bei Oberfl&chendriicken von 35 und 25 mN/m dar.
Die durchschnittliche Domanengréf3e und Anzahl der dunklen I Bereiche nimmt mit
ansteigendem Oberflachendruck im ersten Zyklus zu. So sind bei eéinem Druck von 25
mN/m eine grof3e Anzahl von | Bereichen vorhanden, die einen mittleren Durchmesser
von nur ca. 5 um besitzen. Zusétzlich sind aber auch Doménen in der | Phase zu finden,
die einen Durchmesser von etwa 10 um besitzen. Mit ansteigendem Oberflachendruck
nimmt die Anzahl und Grof3e dieser Doménen zu, so dass sie im Plateaubereich einen

durchschnittlichen Durchmesser von etwa 10-15 um besitzen. Auf Grund der



73 4. In vivo Extrakt-Modell: Charakterisierung des Surfactant aus d-ko M&usen

Formierung der Multischichten sollte in diesem Bereich die Fluoreszenzintensitét der
hellen | Phase am groften sein. Zusdtzlich verhindert die hohe Fluiditdt des
Oberflachenfilms den Selbstquenchingprozess der Sonde im Plateaubereich. Bel der
anschlieffenden Expansion ist ein vermehrtes Auftreten kleiner schwarzer Domanen zu
erkennen, wobei die Gesamtflache des Films, die im expandierten Zustand vorliegt, mit
sinkendem Oberfl&chendruck zunimmt.

Bei der zweiten Kompression treten bei einem Oberflachendruck von 25 mN/m
vereinzelt | Doménen auf, die mit einem Durchmesser von etwa 10-15 pm im
Vergleich zum ersten Zyklus wesentlich grofer sind. Es ist auch zu beobachten, dass
paralel zum ersten Zyklus die durchschnittliche GrofRe der | Doménen mit
ansteigendem Oberflachendruck bis zum Plateaubereich zunimmt. Wahrend der
Expansion ist der Anteil der | Phase des Oberflachenfilms grof3er im Vergleich zur
Plateauregion. Interessanterweise treten beim zweiten Zyklus nach der Expansion
punktformige Aggregate mit hoher Fluoreszenzintensitdt auf (25 mN/m). Sie sind
jedoch nicht in an die | Doméane gebunden, sondern befinden sich innerhalb des I
Bereiches. Diese Aggregate konnen durch die Entmischung der Fluoreszenzsonde
innerhalb des hydrophoben Extraktes entstehen. Weiterhin ist es moglich, dass die
Fluoreszenzsonde eine Affinitdt zu bestimmten Lipiden aufweist, die zu einer

Akkumulation nach der Expansionsphase fuhrt.

Surfactant- Oberflachendruck (mN/m)

Typ 25 35  Plateau 35 25

1. Zyklus

wt
2. Zyklus

Abbildung 4.5 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des hydrophoben Extraktes aus einer wt Maus.
Die Messung ist auf einer Reinstwasser-Subphase durchgefiihrt worden (T = 20 °C).
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In Abbildung 4.6 sind die FM-Aufnahmen des hydrophoben Extraktes aus einer d-ko
Maus dargestellt. Im ersten Zyklus sind kleine I Doméanen mit einem Durchmesser
<5um zu sehen, die im Bereich des Oberflachendruckes von 25-35 mN/m in der
Anzahl zunehmen. Im Plateaubereich sind grofiere | Domanen mit einem Durchmesser
von etwa 10 um zu erkennen, die jedoch im Vergleich zu den Oberflachendriicken von
25 und 35 mN/m in geringerer Anzahl auftreten. Des Weiteren sind im Plateau
stabchenférmige Doméanen durch Zusammenlagerung der | Bereiche zu erkennen. Die
Expansion des Films im ersten Zyklus fuhrt analog zu den Oberflachendrticken der
Kompressionsphase zur Entstehung vieler kleiner | Bereiche. Der zweite Zyklus zeigt
schon bei niedrigen Oberflachendriicken grof3e ungleichméllig geformte schwarze
Domédnen mit einem Durchmesser von etwa 15 um. Mit ansteigendem
Oberflachendruck, bis hin zum Plateaubereich, nimmt ihre Anzahl geringfligig zu.
Innerhalb des Plateaubereiches sind, wie beim hydrophoben Extrakt aus der wt Maus,
im zweiten Zyklus der Expansion (25 mN/m) die punktférmigen Aggregate mit sehr
hoher Fluoreszenzintensitét zu beobachten. Wahrend der Expansionsphase sind bei dem
Oberflachendruck von 35 mN/m noch ungleichméidig geformte schwarze Domanen zu

erkennen, die jedoch in ihrer Anzahl bel Dricken von 25 mN/m abnehmen.

Surfactant. Oberflachendruck (mN/m)

Typ 25 35  Plateau 35 25

d-ko
1. Zyklus

Abbildung 4.6 FM-Aufnahmen des hydrophoben Extraktes aus einer d-ko Maus. Die Messung ist auf
einer Reinstwasser-Subphase durchgefihrt worden (T = 20°C).
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Der Vergleich der FM-Aufnahmen des hydrophoben Extraktes aus der wt und d-ko
Maus zeigt Unterschiede in der Anzahl, der Grofse und Struktur der | Doménen. Bei
dem Material der wt Maus sind bei der Expansion und Kompression in beiden Zyklen
nur runde gleichméaldig geformte Domanen zu erkennen. Im Unterschied dazu zeigt der
hydrophobe Extrakt aus der d-ko Maus insbesondere im zweitem Zyklus ungleichméliig
geformte Strukturen. Aus der htheren Anzahl der | Domanen im hydrophoben Extrakt
aus der wt Maus, im Vergleich zu dem Material aus der d-ko Maus, 1asst sich folgern,
dass der Lipid/Protein-Film der wt Maus wesentlich rigider ist. Das im Plateaubereich
des hydrophoben Extraktes aus der wt Maus formierte gleichméaidige Idle

K oexistenzgebiet ist bei der d-ko Maus nicht zu erkennen.

4.6 SFM -Unter suchungen des hydrophoben Extraktes

Zur intensiveren Untersuchung der Topologie des Oberflachenfilms innerhalb der
Plateauregion der Isotherme wurde die Raster-Kraft-Mikroskopie (SFM) verwendet.
Der hydrophobe Extrakt aus der wt Maus und der d-ko Maus wurde im tapping mode
unter Wasser untersucht. Hierzu erfolgte der hydrophobe Transfer im Plateaubereich der
Isotherme (47 mN/m) in einer Reinstwasser-Subphase bei einer Temperatur von 20 °C.
Um die Ergebnisse statistisch abzusichern sind jeweils die hydrophoben Extrakte,
isoliert aus drei verschiedenen wt und d-ko Mausen, fir die SFM-Messungen verwendet

worden.

In Abbildung 4.7 a ist exemplarisch die SFM-Aufnahme des hydrophoben Extraktes aus
einer wt Maus dargestellt. Die unterschiedlich grof3en runden Doméanen sind innerhalb
des Scanbereichs (25 pm?) willkirlich im Monofilm verteilt. Diese besitzen
Durchmesser von einigen Nanometern, bis zu 0,5 um. Die Profilanalyse zeigt maximale
Hohenunterschiede von 30 £ 2 nm zwischen den Doménen und der Monoschicht
(Abb. 4.7 b), wobei die Hohen Werte aufweisen, welche ein Vielfaches von 6 nm
betragen. Dies entspricht der Annahme, dass die Domanen Protrusions darstellen, die
aus einer Vielzahl von Lipiddoppel schichten mit einer Hohe von 6 nm aufgebaut sind.
Die teilweise ungleichméfligen Randbereiche der Protrusions entstehen durch starke
Interaktionen des cantilevers mit der Probenoberflache und sind bei Messungen unter

Wasser in diesem Betriebsmodus unvermeidbar.
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Abbildung 4.7 SFM-Untersuchung des hydrophoben Extraktes aus einer wt Maus. (a)
Topographieaufnahme im Plateaubereich (5 x 5 um?). (b) Héhenprofil entlang der Linie
in Bild (a). (c) Histogrammanalyse der Protrusionsin Bild (a)

Das in Abbildung 4.7 c dargestellte Histogramm enthdlt die Flachenverteilung der
Protrusions innerhalb des 25 pm? groRen Ausschnitts (Abb. 4.7 a). Das Maximum der
Verteilung liegt bei 0,03 pm? wobei die einzelnen Intervalle eine GroRe von
0,0075 pm? besitzen. Zusétzlich sind noch vereinzelt Protrusions mit einer Flache von
ca 0,3 und 0,42 pm? vorhanden.

Der hydrophobe Extrakt aus der d-ko Maus weist nur eine geringe Anzahl an
Protrusions innerhalb des 25 um?® groRRen Scanbereichs auf (Abb. 4.8 a). Diese haben
eine langliche, ungleichmalige Form und einen maximalen Hoheunterschied von 18 nm
zum Monofilm (Abb. 4.8 b). Die durchschnittliche Flache der Protrusions betrégt, wie
die Histogrammanalyse zeigt, etwa 0,02 pm? (Abb. 4.8 c). Die Intervalle besitzen
analog zu dem Histogramm des wt eine Grofe von 0,0075 pum?.
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Abbildung 4.8 SFM-Untersuchung des hydrophoben Extraktes aus ener d-ko Maus. (a)

Topographieaufnahme im Plateaubereich (5 x 5 um?). (b) Hohenprofil entlang der Linie
in Bild (a). (c) Histogrammanalyse der Protrusionsin Bild (a).

Die Protrusions des hydrophoben Extraktes aus der d-ko Maus unterscheiden sich in
ihrer Ausdehnung, Anzahl und Hohe von denen der wt Maus. Die Kompression des
hydrophoben Extraktes aus der wt Maus fuhrt innerhalb der Plateauregion der |sotherme
zu einer Vielzahl an runden Protrusions, wohingegen der hydrophobe Extrakt aus der d-
ko Maus nur wenig ungleichmalBig geformte Multischichten aufweist. Sind beim
hydrophoben Extrakt aus der wt Maus noch Hohen von maximal 36 nm abgebildet
worden, so sind die Hohen des Materials der d-ko Maus mit nur maximal 18 nm halb so
hoch. Hauptséchlich wurden im Plateaubereich Protrusions, bestehend aus zwel
Lipiddoppel schichten, mit einer Gesamththe von 12 nm detektiert.

Die Histogrammanalyse der abgebildeten Protrusions des hydrophoben Extraktes aus
der d-ko Maus in Abbildung 4.8 ¢ bestétigt den visuellen Eindruck beim Vergleich der
Abbildung 4.7 a und 4.8 a. Die Protrusions treten weniger haufig auf und das Maximum

der Flachenverteilung des Histogramms ist mit 0,02 um? zu kleineren Flachen
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verschoben. Dies bedeutet, dass, induziert durch die genetische Deletion des E- und H-
FABP, eine Reduzierung in der Anzahl als auch in der Flache der Protrusions zu

verzeichnen ist.

4.7 Diskussion und Zusammenfassung

Kapitel 4 prasentiert die Ergebnisse der chemischen und biophysikalischen Unter-
suchungen des hydrophoben Extraktes aus Lungen von wt und d-ko Mausen. Durch die
chemische Analyse wurde ein verringertes Lipid/Protein-Verhdltnis im Material der
Lavage und beim hydrophoben Extrakt aus d-ko Mé&usen im Vergleich zum wt Mausen
festgestelt.

Die Verhdtnisse korrelieren mit den Untersuchungen aus vorangegangenen Arbeiten
[1]. Wobei ausgehend von der Annahme, dass E- und H-FABP die Synthese von
Phospholipiden durch Bereitstellung von Fettsduren vermittelt, eine verringerte
Aufnahme, B-Oxidation und ein verringerter Einbau in neutralen Lipiden und PC
beobachtet wurde. Dieser Sachverhalt konnte in kultivierten Typ |1l Pneumozyten der
Lunge aus d-ko Méausen mit Hilfe von markierter Palmitinsaure experimentell bestétigt
werden [2]. Die verminderte Aufnahme von Fettsduren, als Bausteine der
Phospholipide, hat zur Folge, dass weniger Fettsauren den Typ Il Pneumozyten zur
Surfactant-Synthese zur Verfligung stehen.

Expressionsstudien der SP-mRNAsin Typ Il Pneumozyten von d-ko Mé&usen stehen im
Einklang mit den verminderten Lipid/Protein-Verhdltnissen, die aus der reduzierten
Phospholipidsynthese resultieren. Wahrend SP-B und SP-C nahezu gleich stark
exprimiert werden, ist bel den anderen spezifischen Surfactant Proteinen eine

Hochregulierung der mRNA in den d-ko Mé&usen zu erkennen [1].
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Die Zusammensetzung des hydrophoben Extraktes ist durch HPTL C untersucht worden.
Die Quantifizierung der Phospholipide flihrte zu geringen Abweichungen der
Zusammensetzung im hydrophoben Extrakt aus wt Maus und d-ko Maus. Aul3erdem
korrelierten die Werte der erhaltenen Lipidanteile mit denen, die in der Literatur
angegeben sind [3]. Interessanterweise ist der Cholesterolgehat im hydrophoben
Extrakt aus der d-ko Maus im Vergleich zum wt wesentlich hoher ist. Eine Erklérung
hierfur sind die unterschiedlichen Synthesewege des Cholesterols und der
Phospholipide. Wéhrend z.B. das PC in Saugern aus Cholin, Acyl-CoA und Glycerin-3-
phosphat synthetisiert wird, entsteht das Cholesterol ausgehend vom Acetat tber andere
Zwischenprodukte [4]. Eine Einschrankung innerhalb der Lipidsynthese der Typ Il
Pneumozyten muss folglich nicht zwangdaufig zur Einschrankung der
Cholesterolsynthese fihren. Es ist mdglich, dass die absolute Cholesterolmenge
innerhalb des Surfactantgemisches konstant bleibt, aber relativ durch die Verminderung
der Phospholipidsynthese ansteigt.

Die Reduzierung des PC-Gehaltes im hydrophoben Extrakt aus der d-ko Maus kann
durch die Ergebnisse von Guthmann et al. [2] bestétigt werden. In den Arbeiten wurde
ein verminderter Fettsdureeinbau in Phosphatidylcholin beobachtet. Der Riickgang des
PC-Gehaltes geht einher mit dem Anstieg des PG/PE- und SM-Antells.

Charakteristisch ist das squeeze-out Plateau fur Monofilme des Lungensurfactant [5-7].
Die beiden Lipid/Protein-Gemische aus wt und d-ko Maus zeigen signifikante
Unterschiede im Kompressionsverhalten (Abb. 4.4). Bei hohen Oberflachendriicken ist
in dem Film der d-ko Maus eine verminderte Ausbildung des Plateaus bei etwa 47
mN/m zu erkennen. Ein @hnliches Kompressionsverhaten konnten auch Panda et al. an
den grof3en Surfactantaggregaten (eng. large surfactant aggregates, LA) aus verletzten
Lungen beobachten [8]. Sie bestimmten ein erhdhtes Lipid/Protein-Verhdtnis und
verzeichneten in Filmwaagemessungen nach sechs Zyklen dynamischer Kompression
den Verlust des Plateaus.

In den Filmwaageuntersuchungen weist der hydrophobe Extrakt aus der d-ko Maus eine
geringere Bildung des Plateaus bei hohen Oberflachendriicken auf, so dass auf Grund
der Isotherme eine Stérung des selektiven squeeze-out von fluiden Lipiden vermutet
werden kann [9]. Das Herausdriicken von fluiden Lipiden aus der Monoschicht ist
notwendig, da nur DPPC in der Lage ist niedrige Oberflachenspannungen unter
physiologischen Bedingungen aufrecht zu erhalten [10].
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Weliterhin féllt eine Verschiebung der Isotherme des hydrophoben Extraktes aus der
d-ko Maus zu gréReren molekularen Flachen im Vergleich zum Material der wt Maus
auf. Dieser Flachenversatz steht im Einklang mit den gemessenen Lipid/Protein-
Verhdtnissen, da eine erhohte Proteinkonzentration innerhalb des Lipidgemisches zu
einer Verschiebung zu grof3eren molekularen Flachen fihrt [11].

Die Mausetypen wt und d-ko zeigten tendenziell die gleiche Zusammensetzung und
ahnliche Eigenschaften an der Luft/Wasser-Grenzflache. Dieses konnte durch separate
Untersuchungen einzelner wt bzw. d-ko Proben eines Versuchstieres bestétigt werden
Jedoch ist in den physiologischen Systemen gleicher Mausetypen eine Varianz der
Surfactantkomposition bei einzelnen Tieren zu beobachten. Diese Abweichung von der
gewohnlichen Surfactantkomposition der Mause gleichen Typs kénnen durch
kompensatorische Effekte oder durch die physiologische Verfassung des einzelnen
Versuchstieres erklért werden. Kompensatorische Effekte konnten beispielsweise in H-
(-/-) FABP knock out (H-ko) Mausen bestdtigt werden. Diese Tiere zeigten eine
verminderte Fettsdureaufnahme, induziert durch das Fehlen des H-FABP. Dieser wurde
durch einen kompensatorischen Effekt in Form einer erhthten Glucoseaufnahme und
Oxidation im Herzen entgegengesteuert [12].

Die Abweichungen einzelner d-ko Mause von den allgemeinen Eigenschaften dieses
Typs sind in den Lipid/Protein-Verhdtnissen deutlich geworden. Wahrend der wt im
Bereich von etwa 500 Molekilen Phospholipide zu einem Molekil Surfactant Protein
liegt, zeigt der d-ko Typ Verhdtnisse von maximal 300 zu eins. D-ko Mause mit einem
untypischen hohen Lipid/Protein-Verhdtnis von 730 + 15 sind beziglich der
Oberflachenaktivitét genauer untersucht worden. Hierbel konnte eine Korrelation
zwischen der Anaytik und den Eigenschaften an der Luft/Wasser-Grenzflache
beobachtet werden. Nur hydrophobe Extrakte mit Lipid/Protein-Verhadltnissen gleich
oder groRer der wt Mausen ist zur Ausbildung des Plateaus bel  hohen
Oberflachendriicken fahig (Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9: Kompressions- und Expansionsverhalten des hydrophoben Extraktes aus (a) wt und (b)
d-ko Maus mit einem Lipid/Protein-Verhaltnis oberhalb deswt (730 + 15 mol/moal).

Die FM wurde verwendet um Unterschiede im Phasenverhalten von hydrophoben
Extrakten an der Luft/Wasser-Grenzflache zu untersuchen [13, 14]. Der hydrophobe
Extrakt bildet wéhrend der Kompression gleichméfdig geformte | Phasen aus [13, 15,
16], die aus mit DPPC angereicherten Domanen bestehen [15]. Die |, Phasen hingegen,
beinhalten einen hohen Anteil an ungeséttigten Lipiden und Proteinen [15, 16]. Zur Zeit
kann noch keine direkte Aussage Uber den Zusammenhang zwischen der Formierung
von | Doménen und dem Erreichen von hohen Oberflachendriicken, welche zur
Stabilitét des Oberflachenfilms der Lunge am Ende der Ausatmung notwendig ist,
getroffen werden [17, 18].

Der erhdhte Proteinanteil des hydrophoben Extraktes aus der d-ko Maus fihrt zu einem
hoheren Anteil an |e Doméanen (Abb. 4.3). AulRerdem wirkt sich der Anstieg des SM-,
PG/PE-, PlI- und Cholesterolanteils im hydrophoben Extrakt aus der d-ko Maus positiv
auf die Ausbildung der | Phase aus. Aus dem Vergleich der Ergebnisse der FM und der
Filmwaagemessungen des Materials aus wt und der d-ko Maus kann erstmals ein
direkter Zusammenhang zwischen den Anteilen der | und | Phase sowie dem Erreichen
niedriger Oberflachenspannungen hergestellt werden. Nur bel einem niedrigen | Antell,
wie er in dem Material aus der wt Maus vorliegt, wird eine hohe Stabilitét des
hydrophoben Extraktes an der Luft/Wasser-Grenzflache erreicht. Diese Stabilitét
zeichnet sich durch die Bildung von Multischichten bei Oberflachendriicken von 47

mN/m aus.
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Einen Einblick in die Topologie des Oberflachenfilms geben Untersuchungen mit der
SFM-Technik. Im Plateaubereich der Isotherme des hydrophoben Extraktes aus der wt
Maus zeigt die Abbildung Protrusions bis zu Ausdehnung von 0,42 um? wahrend die
SFM-Auswertung des d-ko Films nur Protrusions mit einer maximalen Grof3e von 0,08
um? aufweist. Auf Grund des hohen Auflésungsvermogens dieser Methode konnte die
Storung des selektiven squeeze-out von fluiden Lipiden bestédtigt werden. Der
hydrophobe Extrakt aus der d-ko Maus zeigt eine reduzierte Ausbildung von
Multischichten bel hohen Oberfl&chendriicken im Vergleich zur wt Maus.

Die Ergebnisse und Interpretationen der biophysikalischen Untersuchungen des
verdnderten Surfactant werden auch durch molekularbiologische Ergebnisse gestiitzt.
Die FABPs dienen in der Zelle as Transporter und als Speicher fur Fettsauren, wobei
in der d-ko Maus zwei dieser Fettsdure bindenden Proteine, namlich das H- und das E-
FABP fehlen. Dadurch lésst sich darauf schlief3en, dass diese beiden Proteine ein
Reservoir fir gebundene Fettsduren bilden, welche flr eine ausreichende Synthese der
Lipide in den Typ Il Pneumozyten notwendig sind. Dies spiegelt sich in den deutlich
niedrigeren Lipid/Protein-Verhaltnissen des Materias aus der d-ko Maus im Vergleich
zum hydrophoben Extrakt aus der wt Maus wieder, da hier nicht mehr ausreichend

Fettsduren fur die Phospholipidbiosynthese zur Verfiigung stehen.

Ebenfalls konnte es sein, dass die geringere Konzentration an Fettsduren in der Zelle
einen Einfluss auf die Genregulation hat [19]. Fettsduren sind Liganden der Proliferator
aktivierten Rezeptoren (PPARs), welche zahlreiche Gene der Lipidhoméostase
regulieren. Fur Leber (L)-FABP, welches in der Gesamtlunge detektiert worden ist,
konnte eine direkte Beteiligung an der Genregulation nachgewiesen werden. Dabel
bindet das L-FABP im Zytosol Fettsduren und transportiert diese in den Kern, wo sie
Uber direkte Protein/Protein-Wechselwirkungen an einen PPAR-Subtyp Ubergeben
werden [20] (Abb. 4.10). Fir die Maus sind drei PPAR Subtypen beschrieben worden,
PPARo, PPARB und PPARy [21]. Vom Letzteren entstehen durch alternative
Promotornutzung und Primértranskript-Splei3en die Isoformen PPARy: [22] und
PPARY, [21].
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Abbildung 4.10 Darstellung des Fettséuretransportes mit L-FABP in den Zellkern. Innerhalb der Kerns
erfolgt die Ubergabe der Fettsiureliganden zum PPAR, anschlieffend die Interaktion
mit den RXR- Subtypen und letztlich die Bindung an die DNA Erkennungsdoméane
(PPRES).

Zur Transkription bilden die PPARs Heterodimere mit einem der Retinsaure-X-
Rezeptor (RXR) Subtypen [20, 23]. Diese Heterodimere binden an spezifische DNA
Erkennungsdoméanen (PPRESs) verschiedener Gene. Somit regulieren die durch FABP
aktivierten PPARs die Aktivierung von Enzymen, welche ein PPRE in ihrem Promotor
enthalten. L-FABP wurde in der Gesamtlunge nachgewiesen. | nteressanterwel se enthélt
das Gen fir L-FABP selbst ein PPRE und wird daher durch PPAR Agonisten reguliert
(Abb. 4.10). Lautz [24] konnte zeigen, dass in der d-ko Maus sowohl die mRNA von
Adipozyten (A)-FABP, L-FABP und von der Fettsduretranslokase (FAT/CD36), die alle
ein PPRE besitzen, verminderter gebildet werden. Dies kénnte darauf hindeuten, dassin
der d-ko Maus die FABP/PPAR vermittelte Genregulation gehemmt ist. Auch Gene die
einen Einfluss auf die Lipidhomoostase haben werden durch PPARs aktiviert und
reguliert. Beispiele hierfir sind die Acyl-CoA Synthase [25], Lipoproteinlipase [26] und
die Phosphoenol pyruvatcarboxykinase (PEPCK) [27]. Acyl-CoA Synthase aktiviert die
Fettsduren und die Lipoproteinlipase katalysiert die Freisetzung von Fettsduren durch
die Hydrolyse Triglyceridreicher Lipoproteine. PEPCK katalysiert die Umwandiung
von Oxaacetat zu Phosphoenolpyruvat, wodurch die vermehrte Synthese von

Glycerinphosphaten und Triacylglyceriden ermdglicht wird.
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Obwohl bis heute noch nicht der genaue Mechanismus der Aufnahme von exogenen
Fettsduren zur Synthese des Lungensurfactant bekannt ist, 1&sst der enorme Umsatz an
Phospholipiden und ihren Vorstufen auf eine Einschrankung der Surfactant-Synthese
durch eine verminderte oder sogar fehlende Transkription der Gene, wie z.B. der
Lipoproteinlipase, schlief3en.

Unter Berticksichtigung der Rolle der FABP in der Transkription von Genen ist eine
Beeinflussung der Surfactant-Synthese somit durch zwei Mdglichkeiten gegeben. Zum
einem fuhrt die fehlende Transportfunktion der FABP zu mangelnder Bereitstellung von
Fettsduren fur die Lipidsynthese. Andererseits verandert die mangelhafte Expression

von Proteinen der Lipidhomdostase die Surfactant-Synthese.
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5. In vivo Extrakt-Modell: Charakterisierung des
Surfactant von E- und H-ko M &usen

5.1 Einleitung

In Kapitel 4 wurde dargestellt, dass die gleichzeitige Gendeletion sowohl des Epidermal
(E)- as auch des Herz (H)-Fettsaurebindungsproteins (FABP) zu einer verénderten
Surfactantkomposition fuhrt. Auflerdem wies der hydrophobe Extrakt aus
doppel knock out (d-ko) Mausen ein anderes Kompressions- und Phasenverhalten an der
Luft/Wasser-Grenzflache sowie eine verminderte Protrusionausbildung im Vergleich zu

den wildtyp (wt) Mausen auf.

In diesen Kapitel soll die biophysikalische Analyse des hydrophoben Extraktes getrennt
von E- bzw. H-ko Mausen Aufschluss darliber geben, ob eine gezielte Repression der E-
FABP bzw. H-FABP Expression die Surfactantfunktion verandert. Zuvor soll der

Einfluss der Gendeletion auf die Surfactantkomposition untersucht werden.

5.2 Lipid/Protein-Verhaltnisse

Zur Analyse der Bestandteile des hydrophoben Extraktes aus E- und H-ko Mausen
wurde nach der Butanolextraktion das Material von drei Tieren verwendet (Kapitel 4.2).
Es wurde die Fragestellung untersucht, ob die gezielte Repression des E-FABP oder
H-FABP zu einer Veranderung der Surfactantkomposition fihrt. Hierzu wurde durch
einen Phosphattest (Kapitel 2.3.1) die absolute Menge an Phospholipiden im
hydrophoben Extrakt bestimmt. Die Anzahl der Phospholipide wurden nach der
Quantifizierung der hydrophoben Surfactant Proteine (SP)-B und SP-C (Kapitel 2.3.2)
far ein Proteinmolekil bestimmt.

Der Mittelwerte der Lipid/Protein-Verhaltnisse des hydrophoben Extraktes aus H-ko
Mause betragt 442 + 14 mol/mol. Die E-ko Mé&use zeigen niedrigere Verhéltnisse, deren
Mittelwert liegt bei 229 + 21 mol(Abb. 5.0).
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Abbildung 5.0 Lipid/Protein-Verhéltnisse aus drei unabhangigen Messungen. Fehlerbalken: GauRsche
Fehlerfortpflanzung.

5.2 Druck/Flachen-Diagramm

Die auffalligste Eigenschaft der E-ko Méause ist ihr untypisches niedriges Lipid/Protein-
Verhdtnis, welches mit dem der d-ko Mause vergleichbar ist. Dieser Sachverhalt hat
das zentrale Interesse auf die biophysikalische Untersuchung des hydrophoben

Extraktes aus E-ko M dusen fokussiert.

In Abbildung 5.1 ist die Isotherme des hydrophoben Extraktes aus einer E-ko Maus
dargestellt. Die Filmkompression fuhrt zu einem Druckanstieg bei einer Flache von
220 A’/Molekiil. In diesem Bereich ist der Film hoch kompressibel, da trotz einer
Flachenverkleinerung von etwa 100 A%Molekiil nur ein Druckanstieg von ca. 5 mN/m
zu verzeichnen ist. Ein deutlicher Druckanstieg ist zwischen 60 und 120 A%Molekiil zu
erkennen. Dieser kontinuierliche Druckanstieg endet bel etwa 52 mN/m. Hier wird der
Film wieder kompressibler und es entsteht eine Schulter in der Isotherme, die bel einem
Oberflachendruck von 56 mN/m endet. Die anschlief3ende Expansion fihrt zu einem
Ruckgang des Oberflachendruckes bis 5 mN/m. Im Vergleich zu den im Kapitel 4
prasentierten Isothermen des hydrophoben Extraktes aus wt und d-ko Mausen ist analog
zu dem Material der d-ko Maus eine unzureichende Ausbildung des Plateaus zu

verzeichnen.
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Abbildung 5.1 Kompressions- und Expansionsverhalten des hydrophoben Extraktes aus einer E-ko Maus

5.3 Diskussion und Zusammenfassung

Die Untersuchung des hydrophoben Extraktes aus E- und H- ko Mausen basierte auf der
Analyse des Lipid/Protein-Verhdltnisses und des Kompressionsverhatens. Die
Lipid/Protein-Verhaltnisse der H-ko M&use sind denen der wt Mé&use sehr dhnlich. Die
Verhdltnisse der E-ko Mause dagegen liegen im Bereich der d-ko Mé&use. Die Analytik
der Lipid/Protein-Verhédltnisse korreliert mit den Ergebnissen die fur Makrophagen, Typ
II Pneumozyten und Fibroblasten erhalten wurden. Die Quantifizierung des E-FABP
ergab eine grof3e Menge dieses Proteins innerhalb der Typ Il Pneumozyten, wohingegen
H-FABP nur in untergeordnetem Mal3e nachgewiesen werden konnte [1,2]. Da die
Typ Il Pneumozyten essentiell fur die Surfactant-Synthese sind, steht die Veranderung
der biophysikalischen Eigenschaften des hydrophoben Extraktes auf Grund der
Gendeletion von E-FABP im Einklang mit der Uberwiegenden Expression dieses
Proteinsim Vergleich zum H-FABP.

Diein der Literatur bekannte Kompensation des E-FABP durch erhohte Expression des
H-FABP kann nicht bestédtigt werden [3]. Eine verstérkte Expression des H-FABP
wirde zur vermehrten Synthese von Phospholipiden fuhren, welches das Lipid/Protein-
Verhdltnis im hydrophoben Extrakt beeinflussen wirde. Auflerdem sollte das
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Kompressionsverhalten des hydrophoben Extraktes aus E-ko Méausen dann ene
Analogie zu dem Material aus wt M&usen aufweisen.

Die Kompression des hydrophoben Extraktes aus E-ko Mausen zeichnet sich wie das
Material der d-ko Méuse durch eine verminderte Ausbildung des Plateaus bei hohen
Oberflachendriicken aus. Analog zum Material der d-ko Méause fuhrt ein niedriges
Lipid/Protein-Verhdtnis zu einer unzureichenden Ausbildung des Plateaus bel hohen

Oberflachendrticken.

E-FABP bindet spezifisch langkettige, geséttigte Fettsauren [5]. Folglich resultiert eine
Gendeletion von E-FABP in einem verminderten Transport dieser Fettsduren zum
Lipidsyntheseort innerhalb der Typ Il Pneumozyten. Zur Synthese geséttigter
Phospholipide wie z.B. 1,2-Dipamitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylcholin (DPPC) ist
die Bereitstellung der geséttigten Palmitinsdure zwingend erforderlich.

Eine verminderte Synthese von DPPC innerhalb der Lunge hat gravierende
Auswirkungen auf deren Funktion, da nur wenige Lipide, darunter DPPC, in der Lage
sind, bei Temperaturen von 37 °C Oberflachenspannungen nahe Null mN/m zur
erreichen [4].

Eine Storung des squeeze out von fluiden Lipiden auf Grund der unzureichenden
Ausbildung der I Doménen ist erdenklich. Da zur Formierung der Multischichten neben
den fluiden Bereichen auch eine ausreichende Festigkeit des Oberflachenfilms
vorhanden sein muss. Der verminderte DPPC-Gehalt in dem hydrophoben Extrakt des
Surfactant fuhrt zu reduzierten Ausbildung der flissig kondensierten (Ic) Phase im
Plateaubereich, da diese hauptsachlich aus DPPC besteht [6-9].
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6. In vivo Extrakt-Modéell: Einfluss von
Pioglitazon auf das Surfactant von d-ko
Mausen

6.1 Einleitung

In den frihen 80er Jahren wurde in Japan der Wirkstoff Pioglitazon entwickelt [1].
Dieser dient zur Behandlung von Typ-2 Diabetes bei Patienten, deren Blutzucker durch
eine allgemeine Behandlung nicht ausreichend gut einstellbar ist.

Interessanterweise konnten durch die Behandlung mit Pioglitazon auch Erfolge bei
anderen Erkrankungen, die in engem Zusammenhang mit der Insulin-Resistenz stehen,
verzeichnet werden. Hierzu zéhlen z.B. der arterielle Bluthochdruck (Hypertension) und
die krankhafte Verénderung des Bluttfettgehaltes (Dyslipamie) [2].

S NH

b

O

Abbildung 6.0 Struktur von Pioglitazon

Der genaue Wirkungsmechanismus des Pioglitazon in der Behandlung der Diabetes
bzw. der Begleiterkrankungen ist noch nicht vollstandig aufgekléart. Es gibt Hinweise
darauf, dass die vermehrte Aufnahme von Fettsduren in Adipozyten zu ener
Reduzierung der Konzentration der Fettsduren im Blutspiegel flhrt. Dies hat zur Folge,
dass weniger freie Fettsduren fur das umliegende Gewebe zur Verfigung stehen. Der
desensibilisierende Effekt der freien Fettsduren in Muskeln und Leber wird so durch die

Behandlung mit Pioglitazon reduziert und die Insulinsensitivitéat erhéht [2].

Der zdlul&re Mechanismus der Wirkung von Pioglitazon basiert auf der
Wechselwirkung mit einem ligandaktiviertem Kernrezeptor, dem sogenannten

Proliferator aktivierten Rezeptor y (PPARY). Dieser Rezeptor nimmt nach heutigen
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Wissenstand eine zentrale Rolle in der Regulation des Glukose- und Lipidstoffwechsels
ein. Durch die Interaktion des PPARy mit Pioglitazon werden vermehrt Proteine
gebildet, die fir die Ubertragung des Insulinsignals innerhalb der Zelle und fur das

Einschleusen von Glukose in die Zelle verantwortlich sind [2].

In vorausgegangen Arbeiten wurde die Wirkung des Pioglitazon als selektiver PPARY
Ligand in doppe knock-out (d-ko) Mausen untersucht. Die Beimischung von
Pioglitazon zum Tierfutter der d-ko Mause fuhrte zu einer Verdnderung des
biochemischen Phanotyps. Mit Pioglitazon behandelte d-ko Mause zeigten im Vergleich
zu den unbehandelten d-ko Mausen eine erhdhte Expression der Proteine, die in den
Fettsauretransport und Signaltransduktionsweg zur Synthese von Proteinen der
Lipidhomd@ostase involviert sind (Kapitel 4.7). Dariber hinaus konnte der Herz (H)-/
Epidermal (E)-ko Effekt, d.h. die reduzierte Palmitataufnahme in Typ Il Pneumozyten
kompensiert und die Synthese von Phosphatidylcholin (PC) verstarkt werden [3, 4].
Diese Kompensation und die verstéarkte Synthese von PC wird als Heilungseffekt
beschrieben.

Diese Aufhebung des d-ko biochemischen Phanotyps durch Aktivierung mit Pioglitazon
soll nun durch Untersuchungen des Surfactant bestéatigt werden. Hierzu wurden die
hydrophoben Extrakte aus behandelten Tieren isoliert und auf deren Zusammensetzung

sowie deren Eigenschaften an der Luft/\Wasser-Grenzfl&che untersucht.

6.2 Lipid/Protein-Verhaltnisse

Die biochemische Analyse des Lipid/Protein-Verhaltnisses des hydrophoben Extraktes
hat erste Hinweise auf den Einfluss des Pioglitazon auf die Synthese des
Lungensurfactantmaterials gegeben. Da der Wirkstoff eine gesteigerte Synthese von PC
innerhalb der Typ Il Pneumozyten induziert, fuhrt dies auch zu einem erhohten
Lipid/Protein-Verhéltnis des hydrophoben Extraktes (Abb. 6.1). Der Mittelwert des
Lipid/Protein-Verhéltnisses der Tiere mit Spezialfutter liegt bei 395+.36 mol/mol
waéhrend die hydrophoben Extrakte der unbehandelten d-ko Mause im Durchschnitt ein

Lipid/Protein-Verhédltnisse von 227 + 55 mol/mol aufweisen. Das Verhdtnis ist
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signifikant bei den d-ko Mausen erhéht, die mit dem Wirkstoff Pioglitazon behandelt

worden sind.
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Abbildung 6.1 Normiertes Lipid/Protein-Verhdtnis: d-ko Méuse + Pioglitazon; d-ko Méause.
Fehlerbalken: Gaufische Fehlerfortpflanzung.

6.3 Druck/Flachen-Diagramme

In Kapitel 4 und 5 wurde die Korrelation zwischen dem Kompressionsverhalten und der
Zusammensetzung des hydrophoben Extraktes beschrieben. Ein niedriges Lipid/Protein-
Verhdltnis, wie es bel den Materialien der d-ko Méausen ersichtlich ist, fuhrt zu
unzureichender Ausbildung des Plateaus der Isotherme bel hohen Oberflachendriicken.

Der Helungseffekt durch das Pioglitazon kann durch die Erhéhung der
Phospholipidkonzentration, im Vergleich zur unbehandelten der d-ko Maus, und durch
die Annédherung der Konzentration an die der wt Maus gezeigt werden. Diese
Veranderung, induziert durch das Pioglitazon, sollte sich in der Formierung des Plateaus

der Isotherme manifestieren.

Der hydrophobe Extrakt aus einer mit Pioglitazon behandelten d-ko Maus wurde auf
einer Reinstwasser-Subphase bel einer Temperatur von 20 °C untersucht. Es zeigt sich
wahrend der Kompressionsphase von 300 bis 100 A%¥Molekil ein kontinuierlicher
Druckanstieg (Abb. 6.2), wobe bei 200 A%Molekiil die Isotherme eine Schulter
aufweist. In dem Bereich der molekularen Flachen von 25 bis 75 A? ist das typische
Surfactantplateau zu erkennen. In diesem hochkompressiblen Abschnitt findet nur eine

geringe Druckveranderung trotz Flachenverkleinerung statt. Bel weiterer Kompression
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wird der Oberflachenfilm rigide und es folgt ein starker Druckanstieg bevor der Film
wieder expandiert wurde.

Als Referenz dient die im Inlett dargestellte Filmwaagemessung des hydrophoben
Extraktes aus ener d-ko Maus. Die Isotheeme weist enen kontinuierlichen
Druckanstieg bei 270 A%Molekil auf. Charakteristisch fiir die Isotherme des
hydrophoben Extraktes aus d-ko Mausen ist die Schulter bei 47 mN/m. Dieser Bereich
mittlerer Kompressibilitat erstreckt sich von 70 bis 40 A%¥Molekiil. AnschlieRend
erfolgt die Expansionsphase, welche bei 220 A%Molekil den Nullwert der
Oberflachenspannung erreicht (Kapitel 4).
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Abbildung 6.2 Kompression und Expansion des hydrophoben Extraktes einer mit Pioglitazon
behandelten d-ko Maus. Das Inlett zeigt als Referenz die d-ko Maus ohne
Pioglitazonfitterung.

Be der Gegenlberstellung der beiden Druck/Flachen-Diagramme fallt die
Verschiebung der Isotherme des hydrophoben Extraktes der behandelten d-ko Maus zu
groReren molekularen Flachen auf. Wahrend die Referenzisotherme bel etwa 270
A?/Molekiil einen kontinuierlichen Druckanstieg aufweist, beginnt dieser beim Material
der behandelten d-ko Maus schon bei einer Flache von 320 A%Molekill. Be hohen
Oberflachendriicken von etwa 47 mN/m besitzt der hydrophobe Extrakt aus der d-ko

Maus en anderes Druck/Héachen-Verhalten, da in diessm Beech die
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Referenzisotherme statt der Ausbildung eines Plateaus nur eine Schulter aufweist.
Weiterhin ist ein Unterschied in der Elastizitét des Films zu erkennen. Wahrend bel der
Expanson des Materials aus der Pioglitazon behandelten Maus en drastischer
Druckabfall festzustellen ist, zeigt die Referenz ein Expansionsverhalten, welches der
Kompression entspricht.

6.4 Char akterisierung des Phasenver haltens mit der FM

Zur weiteren Untersuchung des Heilungseffektes wurde mit Hilfe der Fuoreszenz-
Mikroskopie (FM) das Phasenverhalten des hydrophoben Extraktes aus mit Pioglitazon
behandelten Tieren bei unterschiedlichen Oberflachendriicken untersucht (Abb. 6.3).
Mit dieser Methode soll Uberprift werden, welchen Einfluss die veranderte

Komposition des hydrophoben Extraktes auf das Phasenverhalten hat.

Die Inlettes der FM-Aufnahmen zeigen als Referenz den hydrophoben Extrakt einer
d-ko Maus. Die ldJl; Koexistenzgebiete stellen das in Kapitel 4.5 beschriebene

Phasenverhalten des hydrophoben Extraktes aus einer d-ko Maus dar.

Die FM-Aufnahmen der hydrophoben aus d-ko Tiere, welche mit Pioglitazon gefittert
worden sind, zeigen sowohl im ersten als auch im zweiten Zyklus fast nur gleichmaliig
geformte, runde, flissig kondensierte (Ic) Domanen. Diese nehmen in ihrer Gréf3e und
Anzahl mit steigendem Oberflachendruck zu. So besitzen die meisten Doméanen bel
25 mN/m noch Gréflzen unterhalb von 10 um, wahrend sich insbesondere im zweiten
Zyklus bei weiterer Kompression des Oberfl&chenfilms vereinzelt Doménen von 25 um
Durchmesser gebildet haben. Mit steigendem Oberfléchendruck findet somit wéhrend
des ersten und zweiten Zyklusses eine Reduzierung der fllissig expandierten (l¢) Phase
statt. Im Bereich des Plateaus ist die Fluoreszenzintensitét innerhalb der | Phase im
Vergleich zu den niedrigeren Oberflachendriicken intensiver. Zusétzlich fallt eine
Akkumulation der Fluoreszenzsonde bel unterschiedlichen Oberflachendriicken durch
helle, weil3e, punktformige Bereiche auf.
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Surfactant- Oberflachendruck [mN/m]

Typ 25 35 Plateau 35 25

d-ko
1. Zyklus
Pioglitazon

d-ko
2. Zyklus

Pioglitazon

Abbildung 6.3 Phasenverhalten des hydrophoben Extraktes aus einer d-ko Maus unter dem Einfluss des
Wirkstoffes Pioglitazon. Die Inletts zeigen als Referenz, das typische Phasenverhalten der
d-ko Maus ohne Pioglitazonfutterung.

6.5 SFM-Unter suchungen des hydrophoben Extraktes

Hervorgerufen durch das Pioglitazon konnte ein gesteigertes Lipid/Protein-Verhaltnis
bestimmt werden, welches zu enem unterschiedlichen Kompressions- und
Expansionsverhalten sowie Phasenverhalten im Vergleich zur d-ko Maus ohne
Pioglitazonfitterung fuhrt. Welchen Einfluss diese verdnderten Eigenschaften des
hydrophoben Extraktes auf die Formierung der Multischichten bel  hohen
Oberflachendriicken hat, wurde mit der Raster-Kraft-Mikroskopie (SFM) untersucht.

Hierzu wurde durch einen hydrophoben Ubertrag der Lipid/Protein-Film im
Plateaubereich auf ein Mica Sheet Ubertragen. Die Flache und die Anzahl der
Multischichten wurden anschlief3end statistisch ausgewertet (Abb. 6.4).
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Abbildung 6.4 SFM-Untersuchung des hydrophoben Extraktes einer d-ko Maus nach Pioglitazon-
Futterung. (a) Topographie des Oberflachenfilms im Plateau der Isotherme. (b) Das
Hohenprofil zeigt eine Multischicht mit einer Hohe von 12 nm. (c) Das Histogramm stellt
die Fachenverteilung der Protrusions des hydrophoben Extraktes nach
Pioglitazonfitterung dar. Ergénzend sind noch die Verteilungen der wt und d-ko Maus
aufgefihrt.

Charakteristisch fur die Topologie des Oberflachenfilms im Plateaubereich ist die
Vidlzahl punktférmiger kleiner Protrusions (Abb. 6.4 a). In der Regel besitzen diese
Protrusions Hohen von 12 und 18 nm (Abb. 6.4 b), wobel auch vereinzelt maximale
Hohen von 24 nm abgebildet wurden. Mit der dsatistischen Analyse der
Flachenverteilung konnte gezeigt werden, dass die meisten Multischichten ene
Ausdehnung von 0,1 um? besitzen. Zusétzlich wird deutlich, dass Pioglitazon die
Formierung von Protrusions fordert, da im Vergleich zur d-ko Maus ohne
Pioglitazonfltterung eine vermehrte Anzahl an Multischichten auftritt. Diese sind
jedoch auf die Flache bezogen wesentlich kleiner im Vergleich zum Material aus dem
wt (Abb. 6.4 c¢). In der Gegenuberstellung der Strukturen der Protrusions aus den
hydrophoben Extrakten der unterschiedlichen Mausetypen wird deutlich, dass sowohl
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der hydrophobe Extrakt aus der wt Maus als auch das Material aus der behandelten d-ko
Maus runde Protrusions bei hohen Oberflachendrticken bildet. Nur das Lipid/Protein-
Gemisch, welches aus der Lunge der d-ko Maus isoliert worden ist, fuhrt zu
unregelmaldig geformten Protrusions (Kapitel 4). Somit unterstiitzt die Geometrie der
Multischichten die These, dass Pioglitazon die Phospholipidsynthese in den Typ Il
Pneumozyten verstarkt und zur Ausbildung von gleichmaliig geformten runden

Protrusions fihrt.

6.6 Diskussion und Zusammenfassung

Obwohl die experimentelle in vivo Uberpriifung noch durchgefiihrt werden muss,
zeigen die hier durchgefiihrten Modedle und experimentellen Befunde, dass
Fettsaurebindungsproteine (FABP)

(1) die Aufnahme von Fettsduren und deren Transfer zwischen Membranen
verstarkt,

(i)  den Fettsauretransfer von Membranen durch die flissige Phase katalysiert
und

(i)  dieLipidsynthese und Abbau als Donor und Akzeptor von Fettsduresubstrat
ermdglicht [5-9].

H-FABP transferiert Fettsauren zum Ort ihres Abbaus [10], wahrend E-FABP hohe
Affinitdten zu geséttigten Fettsauren, wie z.B. Pamitinsdure zeigt. Die hohe
Konzentration der E-FABP mRNA in den Typ Il Pneumozyten der Mauslunge [ 3], lasst
den Schluss zu, dass E-FABP eine wichtige Funktion in der Palmitinsdureaufnahme und
der Beretstellung dieser Fettsduren z.B. fir die 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-
Phosphatidylcholin (DPPC)-Synthese hat.

Innerhalb dieser Dissertation wurde dies bestétigt, da das Fehlen dieser beiden Proteine
zu einem Rickgang des Lipid/Protein-Verhaltnisses fuhrt (Abb. 6.1).

In vorausgegangen Arbeiten wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Veranderung der
Surfactantkomposition durch das Fehlen des E- und H-FABP beeinflussbar ist. Dies

wurde in dieser Arbeit manifestiert. Mit Hilfe eines back-up Systems, bei dem
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Pioglitazon und PPARy ene Schlussdrolle einnehmen, wurde eine erhohte
Phospholipidkonzentration im hydrophoben Extrakt aus mit Pioglitazon gefutterten d-ko
Mausen gemessen. Diese erhdhte Phospholipidkonzentration fihrte zur Anndherung an
die Lipid/Protein-Verhaltnissen der hydrophoben Extrakte aus wt Mausen.

Die durch Pioglitazon hervorgerufene Verdnderung im hydrophoben Extrakt ist
konform mit dem kurzlich abgeschlossenen biochemischen Untersuchungen. Diese
Untersuchungen wurden an isolierten Typ Il Pneumozyten aus behandelten d-ko
Mausen durchgefiihrt. Hierbei wurde ein gesteigerter Einbau von exogener
Palmitinséure in Di-, Triglyceride, PC und DPPC festgestellt. Allerdings konnten auch
hier die Einbauraten von Palmitinsduren in PC und Triglyceriden innerhalb der
Pneumozyten aus wt Ma&usen nicht erreicht werden [3].

Die biophysikalischen Untersuchungen fuhrten zur Aufklérung des Einflusses, den die
veranderte Zusammensetzung des hydrophoben Extraktes auf die Eigenschaften an der
Luft/Wasser-Grenzflache hat.

Die Kompression des Materials aus mit Pioglitazon behandelten d-ko Mausen
verdeutlicht, dass das erhohte Lipid/Protein-Verhdltnis im Vergleich zum hydrophoben
Extrakt aus unbehandelten d-ko Mausen die Formierung des Plateaus bei
Oberflachendricken von etwa 47 mN/m fordert. Auferdem sind aber auch
Stabilitdtsunterschiede im Plateau des Materials aus wt Mausen und behandelten
d-ko Mé&usen zu erkennen. Der hydrophobe Extrakt aus behandelten M auselungen weist
im Gegensatz zu dem Material aus wt Mausen noch einen geringen Anstieg des
Oberflachendruckes bei der Reduzierung der molekularen Oberflache auf (Abb. 6.2).
Be 16 mN/m tritt eine Schulter in der Isotherme auf, was auf eine erhohte
Konzentration der hydrophoben Surfactant Proteine im Lipid/Protein-Gemisch
hindeutet. Unterstitzt wird diese Vermutung durch die reinen SP-B und SP-C
Isothermen, da diese ein analoges Druck/Flachen-Verhalten bei etwa 20 mN/m
vorweisen [11]. Weiterhin ist es auch mdoglich, dass nur die Lipide fur die Ausbildung
der Schulter verantwortlich sind. Der Grund hierfur ist, dass Phospholipide wie DPPC
wdahrend der Kompression zur Formierung eines |/l Koexistenzgebiet beitragen. Dieses
Koexistenzgebiet manifestiert sich in der Ausbildung eines Plateaus innerhalb der
Isotherme. Im Falle des DPPC tritt dieses bel einer Temperatur von 20 °C und einen
Oberflachendruck von 5mN/m auf. Die Lange des Plateaus, sowie die
Oberflachendriicke, bei denen es erscheint sind durch die Temperatur der Subphase und
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die Anwesenheit von zusétzlichen Lipiden beeinflussbar. Unter Beriicksichtigung dieser
Eigenschaften, konnte die Schulter durch den Einfluss eines Phospholipids aus den
hydrophoben Extrakten behandelter d-ko Mausen auftreten.

Die Untersuchungen mit Hilfe der FM geben Aufschluss tiber das Phasenverhalten des
hydrophoben Extraktes bel unterschiedlichen Oberflachendriicken. Innerhalb der
le Phase liegen die fluiden, ungeséitigten Lipide und Proteine in geringer
Packungsdichte vor, wohingegen die | Phase hohe Konzentrationen an geséttigten
Lipiden, wie DPPC, aufweist [12]. 80 % des extrazelluléren Surfactant besteht aus PC,
wobei DPPC mit eéinem Anteil von 40 % vertreten ist [13]. Aus diesem Grunde ist bei
der Zunahme der Phospholipidsynthese durch Pioglitazon von ener verstarkten
DPPC-Synthese auszugehen, welches sich in einem vermehrten Auftreten der dunklen |
Phase manifestieren sollte. Die FM bestdtigte diese Hypothese. Das erhohte
Lipid/Protein-Verhédltnis des hydrophoben Extraktes aus behandelten d-ko Mausen
beeinflusst die Grole sowie die Anzahl der I Domanen. Die | Phase ist Gber den
gesamten Druckbereich in Form von runden Doménen verteilt, die zu denen des
Materials aus der wt Maus vergleichbar sind. In der direkten Gegentiberstellung sind die
| Bereiche im Durchmesser sogar teilweise grof3er (Kapitel 4.5).

Im Vergleich zur unbehandelten d-ko Maus sind die | Doménen sowohl in der Anzahl
alsauch in der Grol3e und Form unterschiedlich.

Eine Vidzahl an Protrusions im Plateaubereich der Isotherme ist im Oberflachenfilm
des Materials aus einer behandelten d-ko Maus mit der SFM abgebildet worden
(Abb. 6.4 c¢). Diese unterscheiden sich in der Struktur von den Protrusions der d-ko
Maus, sind jedoch vergleichbar zu den Multischichten des Materials aus der wt Maus.
Die Geometrie unterstiitzt die Aussage, dass Pioglitazon die Synthese der Phospholipide
in d-ko Méausen verstérkt, was als Heillungseffekt beschrieben wird.

AuRerdem weist die Struktur der Multischichten Ahnlichkeit mit den Protrusions eines
DPPC/DPPG/SP-B (80:20:0,2 mol %)-Films auf [14]. Eine Begrundung fir dieser
Geometrie ist unter der Annahme mdglich, dass die verénderte
Surfactantzusammensetzung die Formierung der Protrusions, wie sie beim SP-B
beschrieben werden, in diesem hydrophoben Extrakt beglnstigt.
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Die Ausbildung des stabilen Plateaus des hydrophoben Extraktes aus d-ko Mausen mit
Pioglitazonfltterung ist nicht Uber die Formierung der einzelnen Protrusions auf Grund
ihrer geringen GrolRe erklarbar. Vidmehr muss die Menge der gebildeten
Multischichten berticksichtigt werden. Diese ist durch die Fléchenverteilung der
Protrusions innerhalb des SFM-Scanbereiches bestimmt worden. Trotz der geringeren
Grof3e der Protrusionsim Vergleich zum Material der d-ko und wt Maus (Abb. 6.4 c) ist
die prozentuale Gesamtflache durch das erhohte Lipid/Protein-Verhdltnis, induziert
durch den Heilungseffekt des Pioglitazon, angestiegen (Abb. 6.5).
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Flachenverteilung (%)
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Pioglitazon

Abbildung 6.5 Flachenverteilung der Protrusions an der Gesamtfléche innerhalb der 25 pm? Aufnahme
(Abb. 4.7 a, Abb. 4.8 a und Abb. 6.3 a).

Die molekularbiologische Interpretation des Einfluss des Pioglitazon auf das Surfactant
der d-ko Méause basiert auf der Bindung und Aktivierung des PPARy. Hierbel wird
vermutet, dass zur Kompensation der E- und H-FABP Gendeetion das Protein
Calvolin-1, ein Isotyp der 21-24 kDa Calvoline, den Transport des Pioglitazon in den
Typ Il Pneumozyten der d-ko Tiere tbernimmt. Grundlage dieser Vermutung ist, dass
die Proteine Bindungsaffinitdten zu Fettsduren [15, 16] besitzen und an dem Transport
von Lipiden zu Lipidkorpern beteiligt ist [17]. Diese Vermutung wurde zusétzlich
bekréftigt, da ein Ansteigen der Expression von mRNA gemessen worden ist [3, 4].
Diese  mRNA kodiert die Caveolin-1 und Fettsduretrandokase (FAT) in
Typ Il Pneumozyten von d-ko Mausen.
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Nach dem von Stremmel vorgestelltem Mechanismus [18] kann das Pioglitazon von
Translokatoren wie FAT [19] und Plasma Membran FABP (FABPy» ) [20] auf
Calvolin-1 Ubertragen werden. Anschlief3end werden in diesem Mechanismus Vesikel
abgeschnirt, die das "lodiche" Calvolin-1 fur intrazelluléren Transport enthalten.
Daraufhin erfolgt die Interaktion mit PPARY. Wie in Kapitel 4.7 erwahnt, kann dieser
Kernrezeptor durch die Ubertragung von FABP gebundenden, langkettigen Fettsiuren
aktiviert werden. Anstelle der Fettsdure kann jedoch auch eine Bindung an Pioglitazon
erfolgen, was anschlief3end zu Heterodimeren mit den Retinsdure-X-Rezeptor (RXR)
Subtypen [21, 22] fuhrt. Dieser Komplex bindet dann analog zum
Fettsdure-PPARy-RXR Komplex an spezifische DNA Bereiche und induziert die
Transkription der PPARY verantwortlichen Bereiche (PPRE) (Abb. 6.6).
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Abbildung 6.6 Signalweg von Pioglitazon mit Calvolin-1[11].

In unterschiedlichen Zellmodellen (Preadipozyten, Fibroplasten und Myaoblasten)
konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit der Gruppe der Thiazolidindione
(= Glitazone) zur Expression von unterschiedlichen Genen wie Lipoproteinlipase oder
Glukosetransporterprotein - (GLUT4)  fohrt [23-25]. Die Expression der
Lipoproteinlipase induziert die Spaltung der Triglyceride in Glycerin und freie
Fettsauren, welche als Bausteine fur die Lipidsynthese und ihren Vorlaufern verwendet
werden. Esist wahrscheinlich, dass eine verstarkte Bereitstellung von Fettsauren fur die
Phospholipidsynthese in den Typ Il Pneumozyten die Surfactant-Synthese intensiviert.
Die erhohte Synthese der Phospholipide manifestiert sich in den Lipid/Protein-
Verhaltnissen der hydrophoben Extrakte aus den d-ko Mause mit Pioglitazonfitterung.
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Neben E-FABP und H-FABP, welche in unterschiedlichen Mengen in den
Lungenzellen quantifiziert worden sind, wurde auch das Leber (L)-FABP in der
Gesamtlunge detektiert [26]. Dieses macht neben dem Konzept von Stremmel et al. [18]
auch einen weiteren Mechanismus méglich. Hierbel kann L-FABP als Transporter von
PPARy Agonisten in dem Zellkern dienen und dadurch deren Aktivierung initiieren.
Zusétzlich besitzt das L-FABP ein PPRE im Promotorbereich fr die Expression dieses
Proteins, was einen signalverstarkenden Mechanismus darstellt. [26]. Somit kann die
Aktivierung des PPARY, welches zu einer vermehrten Phospholipidsynthese in den d-ko
Mausen fuhrt, Uber das L-FABP und Calvolin-1 erfolgen.

Es ist bewiesen, dass PPRAY in Gewebe und Zelen mit einem verstarkten
Lipidmetabolismus auftritt und einen grol3en Einfluss auf die Lipidspeicherung hat. In
vitro Experimente zeigten, dass die spezifische Aktivierung des PPRAY zur
Differenzierung der Fibroblasten zu Adipozyten (Fettzellen) und der Preadipozyten zu
Adipozyten fuhrt. Die Differenzierung zu Adipozyten geht einher mit der vermehrten
Speicherung von Fettsauren [27]. Obwohl die innerhalb der Typ Il Pneumozyten
durchgefiihrte Synthese der Phospholipide und ihre Speicherung als lamellar bodies
eine hohe Homologie zu der Synthese von Triacylglyceriden und ihre Akkumulierung
als Lipidkorper aufweist, ist bis heute noch kein direkter Einfluss des PPARYy auf die
Typ Il Pneumozyten und deren Surfactant-Synthese bekannt.

Die in diesem Kapitel dargestellten Veranderungen in der Surfactantfunktion zeigen
einen direkten Einfluss des PPARy auf das Lungensurfactant. Die durch Pioglitazon
induzierte Expression fuhrt zu einer Anndherung der Eigenschaften des hydrophoben
Extraktes aus d-ko Tieren an denen der Materialien aus wt Maus. Der d-ko Effekt, d.h.
reduziertes Lipid/Protein-Verhdltnis, Abwesenheit des Plateaus, unterschiedliches
Phasenverhalten und verminderte Protrusionsbildung konnte durch den Heilungseffekt,

induziert durch Pioglitazon teilwei se kompensiert werden.
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7. 1n vivo Extrakt-Modell: Auswirkungen des
ARDS auf das Surfactant

7.1 Einleitung

Der Organismus kann durch vielféltige dufere Einflisse in Stresssituationen versetzt
werden. Vor alem Entzindungsreaktionen der Lunge beeintréchtigen dabei die
Funktion des Lungensurfactant. Zu den Faktoren, die derartige Entziindungsreaktionen
ausl0sen konnen, zdhlen u. a. Massentransfusion von Blutkonserven, Schock, Einatmen
von Fremdkorpern, wie Nahrung oder Erbrochenem (Aspiration), Lungenentziindung
(Pneumonien), Rauchvergiftungen und bakterielle Toxine. Diese Entzlindungsreaktion
kann im Mausmodell durch intratrachealer Injektion von Lipopolysacharid
(LPS)-Losung ausgeldst werden [1, 2] und ist bei Menschen als Atemnotsyndrom des
Erwachsenen (eng. adult respiratory distress syndrome, ARDS) bekannt.

Bel bakterieller Infektion des Respirationsapparates, wie auch bei der Anwesenheit von
Fremdstoffen in der Lunge, werden der aveolare Oberflachenfilm und die
Typ I Pneumozyten verletzt. Um der Entziindungsreaktion entgegenzuwirken wird die
Surfactant-Produktion in den nicht zerstérten Typ 11 Pneumozyten gesteigert.

Durch den Mangel der Bereitstellung von Fettsduren ist innerhalb der
Typ Il Pneumozyten der doppel-knock out (d-ko) Mause eine verminderte
Phospholipidsynthese nachgewiesen worden. Verénderungen des Surfactant durch die
eingeschrankte Syntheseleistung sollen durch Stresssituationen wie ARDS verstérkt in

den Vordergrund treten.

Untersuchungen am  hydrophoben  Extrakt, innerhalb des verwendeten
ARDS-Mausmodells, von verschiedenen genetisch modifizierten Mé&usen im Vergleich
zum Wildtyp (wt), sollen dartber Aufschlufld geben, ob es zu Veranderungen der
Surfactantkomposition kommt, die mit der Filmwaagetechnik nachgewiesen werden
sollen. Zusétzlich wird der Einfluss der genetischen Deletion von Epidermal (E)- und
Herz (H)-Fettséurebindungsproteinen (FABPs) auf die Surfactanteigenschaften

untersucht.
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7.2 Lipid/Protein-Verhaltnisse

Zur Analyse des hydrophoben Extraktes wurde das Lipid/Protein-Verhdtnis von
E-koaros), d-koarps) und Wiarps) Mausen unter dem Einfluss von LPS as Modell des
ARDS untersucht. Die Entzindungsreaktion flhrte zu grof3en Unterschieden in den
Lipid/Protein-Verhétnissen der hydrophoben Extrakte aus wtarps) Mausen (Abb. 7.0).
Es sind sowohl hohe Verhdtnisse von 730 £ 98 mol/mol und 572 + 44 mol/mol, aber
auch niedrige Werte von 157 = 16 mol/mol bestimmt worden.

Die normierten Mittelwerte der gesunden wt Méuse liegen im Bereich von etwa
500 Molektlen Phospholipide zu einem Molekil Surfactant Protein (Kapitel 4.2). Der
Vergleich der Materialien aus unbehandelten wt Mausen und Wtarps) Mausen stellt
somit ein deutlich erniedrigtes und zwei erhohte Lipid/Protein-Verhédltnisse dar, wobel
die letzteren die Aussage stiitzen, dass im Falle des ARDS die Surfactant-Synthese

intensiviert wird.

Aus der Analyse des hydrophoben Extrakte aus E-koarps) und d-koparos) Méusen
ergeben sich Werte von 281 + 22; 245 + 7 und 324 + 30 mol/mol bzw. 310 * 4;
355+75 und 70+ 11 mol/mol. Die Lipid/Protein-Verhdtnisse der hydrophoben
Extrakte dieser beiden Méausetypen sind vergleichbar und mit einer Ausnahme, den
Werten der Materialien aus unbehandelten Mausen ghnlich. Sowohl ohne als auch mit
aveolarer Entziindung liegen die Verhdlitnisse bel etwa 300:1 mol/mol (Abb. 4.1,
Kapitel 4.2). Bel diesen koarps Maéausen fihrt die ARDS-Infektion zu keinen

signifikanten Anderungen in der Komposition des hydrophoben Extraktes.

800 4 730+98 o wt w5 Mause
w0 [k 0 0-ko .., Mause
® E-ko .., Mause

355475
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200 - 157+ 16
100 +
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Abbildung 7.0 Lipid/Protein-Verhétnisse des hydrophoben Extraktes aus drei Wtagrps), E-kOarng) und
d-koarosy Méusen. Fehlerbalken: Gaufsche Fehlerfortpflanzung.
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7.3 Druck/Flachen-Diagramme

Um zu dberprifen, ob ein Einfluss des ARDS auf die Oberflachenaktivitdt des
hydrophoben Extraktes existiert, wurde das Kompressionsverhalten der hydrophoben
Extrakte aus unbehandelten wt Mausen und Wiaros) Mausen bei einer Temperatur von
20 °C auf Reinstwasser untersucht. (Abb. 7.1).

Die Isotherme des hydrophoben Extraktes der wt Maus weist einen hoch kompressiblen
Bereich bei niedrigen Oberflachendriicken aus. Zwischen den molekularen Flachen von
280 und 160 A%Molekiil ist nur ein geringer Anstieg des Oberflachendruckes von
5mN/m zu beobachten. Bei etwa 70 A%Molekill tritt das charakteristische
Surfactantplateau auf, welches sich durch eine geringe Veranderung des
Oberflachendruckes bei Reduzierung der molekularen Flache des Lipid/Protein-
Gemisches auszeichnet. Bei weiterer Kompression wird der Oberflachenfilm rigide, was
sich in einem starken Anstieg des Druckes im Bereich von 40 AZ/Molekill
wiederspiegelt.

Die Kompressionsisotherme des hydrophoben Extraktes der wtarps) Maus zeigt einen
geringen Anstieg des Oberflachendruckes von etwa 5 mN/m zwischen 220 und 140
A?/Molekill. AnschlieBend folgt ein kontinuierlicher Druckanstieg, bevor das
charakteristische Surfactantplateau bei 80 A%Molekiil erreicht wird. Bei weiterer
Kompression ist im Bereich von 45 A%Molekil ein starker Druckanstieg zu
beobachten. Bei diesen molekularen Flachen wird der hydrophobe Extrakt auch wieder

expandiert.

Der Vergleich der Isothermen von Surfactantmaterial der wt und der wtiarps) Maus,
weist im Rahmen der Messungenauigkeit einen nahezu identischen Kurvenverlauf auf.
Ein geringer Unterschied ist nur in der Verschiebung der 1sotherme der unbehandelten
wt Maus bel hohen Oberflachendriicken zu erkennen. Sowohl ohne als auch mit
induziertem ARDS bilden die hydrophoben Extrakte bel etwa 50 mN/m Multischichten
aus, die as Plateauregion innerhalb der Isotherme sichtbar werden. Die
Gegenlberstellung der Isothermen beider hydrophober Extrakte zeigt, dass das
induzierte ARDS in der wtiarps) Maus im Druck/Flachen-Verhalten des hydrophoben
Extraktes nicht nachweisbar ist.
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Abbildung 7.1 Isothermen des hydrophoben Extraktes von wt M&usen mit und ohne induzierten ARDS.

7.3.1 Kompressions- und Expansionsver halten

Da auf Grund des ARDS keine signifikanten Unterschiede im Verhaten an der
Luft/Wasser-Grenzflache beobachtet werden konnten, wurde zur weiteren
Untersuchung des hydrophoben Extrakts aus wt, E-, H- und d-ko Mé&usen mit und ohne
Einfluss des ARDS die Messmethode modifiziert.

Das Lipid/Protein-Gemisch wurde wie zuvor auf die Subphase gespreitet und dann aber
mehrmals komprimiert und expandiert. Durch die wiederholte Formierung von
Multischichten und das Zurickspreiten in die Monoschicht bel  niedrigen
Oberflachendriicken wurde das Material einer stérkeren Belastung ausgesetzt. Die
Unterschiede im Kompressionsverhalten der hydrophoben Extrakte aus den
verschiedenen Mausetypen, wie. z.B. Fluiditét oder Ausbildung des Plateaus sollten,
sich hierdurch in den Isothermen manifestieren. Beginnend mit einem Vordruck von
20 mN/m wurden 10 Kompressions- und Expansionszyklen durchgefihrt (Abb. 7.2 a).
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Abbildung 7.2 (a) Wiederholte Komprimierung und Expansion des hydrophoben Extraktes aus einer
d-koarps) Maus. Zur besseren Darstellung werden im Druck/Fléchen-Diagramm nur die
Isothermen wéahrend der Kompression gezeigt. Der graue Pfeil présentiert die
aufsteigende Zyklenzahl. (b) Das Diagramm stellt den Materiaverlust wéhrend der 10
Zyklen dar.

Durch Verlust von Lipiden und Proteinen des hydrophoben Extraktes kann eine
Verschiebung der Kompressionsisothermen zu kleineren molekularen Flachen
beobachtet werden. Die Lipide und Proteine l6sen sich bei hohen Oberflachendriicken
in der Subphase und stehen zum Einbau in den Lipid/Protein-Monofilm wahrend der
folgenden Kompression nicht mehr zur Verfigung. Wird der Flachenwert der ersten
Isotherme bei einem Druck von 30 mN/m as 100 Prozent angesehen, konnen die
Flachenverschiebungen durch Materialverlust der nachfolgenden Kompressionen als

prozentuale Anteile angegeben werden (Abb. 7.2).

Aus den Kompressionsisothermen sowie dem linearen Anstieg der verdrangten Flache
mit ansteigender Zyklenzahl I&sst sich ein nahezu konstanter Verlust der Lipide und
Proteine des hydrophoben Extraktes aus der d-koaros) Maus erkennen (Abb. 7.2). Ein
analoges Verhalten ist auch beim hydrophoben Extrakt aus der H-koaros) und der
d-koaros) Maus zu beobachten. Die Materialien der anderen Mausetypen nahern sich
dagegen einem asymptotischen Grenzwert an, unabhéngig von einer ARDS-Infektion
(Abb. 7.3). Bei diesen Werten sind die Hysteresen nahezu deckungsgleich und es wird

kein weiteres Material mehr in die Subphase verdrangt.
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Nur der hydrophobe Extrakt der H-ko Maus weist den Einfluss der ARDS-Infektion
nach, da nur dieses Material signifikante Anderungen im Vergleich zum hydrophoben
Extrakt der unbehandelten Maus zeigt. Mit etwa 35 % der verdrangten Flache bei
30 mN/m liegt der Materialverlust wesentlich niedriger im Vergleich zu den anderen
Mausetypen, unabhéngig von der ARDS-Infektion. Hier kommt es zu einer Verrin-
gerung der Flache um 40-50 % bezogen auf die Ausgangsflache (Abb. 7.3).
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Abbildung 7.3 Darstellung der verdréngten Flache in Abhéngigkeit der Kompressions- und
Expansionszyklen unterschiedlicher Mausetypen, die mit und ohne LPS-Losung
behandelt worden sind. Das Inlett présentiert die lineare Abhangigkeit des Verlustes
von Lipiden und Proteinen wahrend der Kompression und Expansion des hydrophoben
Extraktes aus d-kO(i ARDS) und H'kO(ARDS)-

7.3 Diskussion und Zusammenfassung

Die Bestimmung der Lipid/Protein-Verhédtnisse und die anschlieRende Untersuchung
des Kompressionsverhaltens zeigen die Auswirkungen des ARDS auf die Komposition
und Funktion des hydrophoben Extraktes auswt, E- und H- und d-ko M&usen.
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Eine Verdnderung der Surfactant Protein und Phospholipidzusammensetzung der
bronchoalveolaren Lavage tritt im Falle des ARDS auf. So wird haufig von einer
geringeren Konzentration des SP-A, SP-B und SP-C in extrazellularen, alveolaren
Lungensurfactant im Vergleich zu den Kontrolltieren berichtet [3-6]. Die
Verdnderungen gehen mit abnormaler Oberflachenaktivitdt des Surfactant und
Veranderungen des aveolaren Gewebes einher [7].

Hierbel muss beachtet werden, dass das ARDS in unterschiedliche Phasen unterteilt
werden kann [8]. In der akuten Phase werden vasoaktive Substanzen (Substanzen, die
den Gefal3tonus beeinflussen), wie z.B. Sauerstoffradikale, Prostaglandine (Schmerz-,
Entzindungs- und Fieber-Botenstoffe) und Gerinnungsfaktoren freigesetzt. Dadurch
kommt es zur Schadigung der alveolkapillaren Membran mit Permeabilitéatsstorung,
interstitiellen bzw. intraalveoldren Lungenddem und Ausbildung hyaliner Membranen.
Die anschlief3ende subakut chronische oder auch proliferative Phase ist gekennzeichnet
durch auftretende Lungenfibrose (Umbau des Lungengewebes in Bindegewebe mit
anschliel}ender Vernarbung). Im Endstadium, in dem Atelektasen und Mikro-
zirkulationsstorungen auftreten, kommt die Sekretion des Surfactant auf Grund der
Zerstorung der Typ Il Pneumozyten fast vollsténdig zum erliegen. Die Ergebnisse der
Analyse des hydrophoben Extraktes geben diesen Krankheitsverlauf wieder. Die beiden
hohen Lipid/Protein-Verhdtnisse aus wtaros) Mausen beschreiben den Ausbruch der
bakteriellen Infektion. Dieser ist gekennzeichnet durch einen geringen Rickgang des
SP-B und SP-C bel angestiegener Phospholipidkonzentration. Indem die Surfactant-
Synthese stimuliert wird steuert der Organismus der bakteriellen Infektion entgegen.

Bel einem niedrigen Lipid/Protein-Verhdltnis, welches im hydrophoben Extrakt einer
d-koaros) Maus und wtarps) Maus gemessen worden ist, sollte die Krankheit soweit
fortgeschritten sein, dass ein Grofdteil der Typ Il Pneumozyten beschéadigt ist. Dadurch
ist die Synthese des Lungensurfactant nicht mehr gewahrleistet. In dieser Phase sind nur
noch niedrige Konzentrationen der essentiellen Phospholipide des Surfactants in der

Lunge und damit auch nach der Isolierung im hydrophoben Extrakt vorhanden.

Mal3geblich an der Verminderung der Phospholipidkonzentration sind die fur die
Reduzierung der Oberflachenspannung essentiellen Lipide PG und PC beteiligt.
Wahrend fur das PC ein Rickgang von 18 % bestimmt werden konnte, war die
Reduzierung des PG-Anteils mit 56 % in der Lavage von ARDS Patienten im Vergleich

Zu gesunden Menschen wesentlich gravierender. Diese Veranderungen gehen einher mit
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der unzureichenden Fahigkeit des Lipid/Protein-Gemisches  niedrige
Oberflachenspannungen zu bilden. Das ist auf die relative Zunahme der als minor

components bekannten Lipide PE, PS, Pl und Lyso-PC zurtickzufihren [4-6].

Mause, die mit LPS-Losung behandelt worden sind, weisen eine kontinuierliche
Abnahme des Phospholipidgehalts in der bronchoalveolaren Lavage auf [9]. Diese
Verringerung ist konform mit den gemessenen niedrigen Lipid/Protein-Verhdtnissen
des hydrophoben Extraktes aus der d-koparps) Maus mit 70 £+ 11 und 157 £ 16 mol/mol
aus der Wtarps) Maus (Abb.7.0). Flr unbehandelte Mause dieses Typs sind Verhaltnisse
von etwa 300 bzw. 500 Molekilen Phospholipiden zu einem Molekil Surfactant Protein
bestimmt worden. Zusétzlich weisen Untersuchungen mit dem LPS induzierten ARDS
Mausmodell nur geringe signifikante Anderungen der Proteinkonzentration bis 12 h
nach der Verabreichung auf. Anschlief3end folgt jedoch eine extreme Zunahme nach
Verabreichung innerhalb der bronchoalveolaren Lavage (bis 96h) [9]. Diese
Quantifizierungen der Protein-Konzentration unterstiitzt zusétzlich die niedrigen
Verhdltnisse der hydrophoben Extrakte.

Die Verhdtnisse der hydrophoben Extrakte aus zwei d-koparps) und den E-kowrps)
Mausen sind denen der unbehandelten Tiere dhnlich (Kapitel 5.2, 4.2). Mit diesen
Tieren konnte kein Einfluss der LPS-Losung, as Modell des ARDS, auf die
Zusammensetzung des hydrophoben Extraktes dargestellt werden.

Zur Untersuchung der Wirkung des ARDS auf die Funktion des hydrophoben Extraktes
aus wt Mausen an der Luft/Wasser-Grenzflache wurden die Materialien von jeweils
einer unbehandelten und behandelten Maus komprimiert und expandiert. Die
| sothermen zeigen nur geringe Unterschiede dar, die im Rahmen der Messungenauigkeit
liegen. Der Grund hierfir ist, dass die Infektion und die damit verbundene Zerstérung
des Lungensurfactant noch nicht so weit fortgeschritten ist, dass die Verdnderungen mit

der Filmwaage detektierbar sind.

Die Abhangigkeit des Kompressions- und Expansionsverhalten zu dem Lipid/Protein-
Verhdltnis, und damit zu der physischen Verfassung des Tieres, konnte mit dem
hydrophoben Extrakt einer behandelten d-ko Maus unterstiitzt werden. Die durch LPS

induzierte Entzindung des Surfactantfilms war vermutlich weit fortgeschritten und



7. Invivo Extrakt-Modell: Auswirkungen des ARDS auf das Surfactant 110

flhrte zu einem niedrigen Lipid/Protein-Verhdtnis (70 + 12 mol/mol). Die
Kompression dieses hydrophoben Extraktes fuhrte zum Fehlen des Plateaus bei hohen
Oberflachendriicken (Abb. 7.4).
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Abbildung 7.4 Isotherme des hydrophoben Extraktes einer d-ko Maus unter dem Einfluss des ARDS

Durch die niedrigere Kompressionsgeschwindigkeit, im Vergleich zu den in Kapitel 4
aufgefihrten Isothermen, weist der hydrophobe Extrakt aus der d-koarpsy Maus die
Bildung des Plateaus bei hohen Oberflachendriicken auf (Abb. 7.2 a). AulRerdem ist
eine Verschiebung zu kleineren molekularen Fléchen wahrend der wiederholten
Kompression und Expansion zu beobachten (Abb. 7.2 b). Die daraus resultierende
Flachenverdrangung tritt auf Grund des squeeze-out von fluiden, ungeséttigten Lipiden
aus der Monoschicht im Plateaubereich auf. Da das Material wahrend der Expansion in
die Monoschicht nicht wieder inkooperiert, steht es somit fur die erneute Kompression

des Oberflachenfilms nicht mehr zur Verfligung [10, 11].

Die Kompressions- und Expansionshysteresen beider hydrophober Extrakte aus
d-koi arps) M@usen zeichnen sich durch einen linearen Materialverlust aus (Abb. 7.3)
Hierfir verantwortlich sind sowohl das fehlende H-FABP as auch das E-FABP.
E-FABP zeichnet sich durch eine hohe Bindungsspezifitét zu geséttigten Fettsauren aus,
wahrend H-FABP eine hohe Affinitét gegenlber langkettigen, ungeséttigten Fettséuren
(n-6) besitzt [13]. Auf Grund der fehlenden Transportfunktion des E- und H-FABP
innerhalb der Typ Il Pneumozyten in d-ko Mausen kénnen diese Fettsduren nicht fur die
Lipidsynthese verwendet werden. Hierdurch veréndert das Surfactant seine

Komposition, so dass der isolierte hydrophobe Extrakt extrem instabil bei hohen
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Oberflachendriicken ist. Dieses verdeutlicht sich durch enen kontinuierlichen
Materialverlust in der Subphase wahrend der wiederholten Kompression und
Expansion.

Der hydrophobe Extrakt des H-koarps) TYps zeigt eine geringere Flachenverdrangung
mit 28 % im Vergleich zu den anderen Méusetypen, unabhéngig davon, ob diese mit
LPS-L6sung behandelt worden sind (Abb. 7.3). Eine Erklérung hierfir ist die fehlende
Transportfunktion des H-FABP innerhalb der Lungenfibroblasten. H-FABP ist in diesen
Zellen in groferen Mengen quantifiziert worden. [12]. Da die Fibroplasten verstérkt bei
Reparaturprozessen auftreten und dabei die Typ 11 Pneumozyten mit Lipidsubstraten
versorgen, konnte die verminderte Synthese der Lipidsubstrate durch das fehlende H-
FABP einen Einfluss auf den Reparaturprozess des Lungensurfactant wahrend der
induzierten bakteriellen Infektion haben.

Eine weitere mogliche Ursache fur die unterschiedliche Oberflachenaktivitét des
hydrophoben Extraktes aus behandelten H-ko Mausen ist die oben beschriebene
Bindungsspezifitét des H-FABP gegenlber langkettigen, ungeséttigten Fettséuren (n-6)
[12]. Aufgrund fehlender Transportfunktion des H-FABP konnen diese Fettsauren nicht
als Bausteine fur die Lipidsynthese verwendet werden. Die geringere kontinuierliche
Flachenverdrangung durch den verminderten Anteil an fluiden, ungeséttigten Lipiden

im hydrophoben Extrakt ist aus diesen Griinden erklarbar.

Einen Hinweis auf die fehlende Elastizitdt und Fluiditdt des H-ko Surfactantfilms
konnte im Tierversuch bestatigt werden. Bei dieser Untersuchung wurde eine Anderung
des zur Lunge gehérenden (pulmonalen) Druckgradienten induziert.

Der Druckgradient fuhrt zu einer Zu-/Abnahme des Lungenvolumens. Die Dehnung
bzw. Schrumpfung der Lunge ist abhangig von der Grofle sowie den
Gewebeeigenschaften des Organs. Das Verhdltnis zwischen der Veranderung des
Lungenvolumens und der Druckdifferenz, die diese Verénderung bewirkt, wird als
respiratorische Compliance C bezeichnet. Die Complianceist ein Mal3 fur die Elastizitét
der Lunge. Je elastischer die Lunge (und der Thorax), d.h. je grofRer die Veranderung

des Lungenvolumens pro Einheit der Druckdifferenz, um so grof3er ist die Compliance.
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Abbildung 7.5 Compliancemessungen von wt und genetisch modifizierter Mausen. Die Mause sind
sowohl mit als auch ohne Behandlung von LPS-L 6sung vermessen worden.

Untersuchungen von B. Lachmann', der die maximale Lungencompliance von
verschiedenen Mausetypen sowohl mit as auch ohne induziertem ARDS analysierte,
wiesen keine signifikanten Anderungen in der Dehnbarkeit der Lunge der d-ko Mé&use
und E-ko Méause auf. Die erkrankten wtarps Mause besitzen eine geringere
Dehnbarkeit der Lunge im Vergleich zu den gesunden Tieren, jedoch ist kein
signifikanter Unterschied zu den d-koaros) Maus und E-koiarpsy Maus zu beobachten.
Nur der Mittelwert der Compliance der Lunge des H-ko Typs ist in der
Gegenuberstellung zu den anderen wesentlich niedriger, welches durch die fehlende
Elastizitat und Fluiditét erklarbar ist. (Abb. 7.5).

Im Vergleich zu den Filmwaagemessungen, bel dem die hydrophoben Extrakte der
H-ko. arpsy Mause ein anderes Kompressions- und Expansionsverhalten an der
L uft/Wasser-Grenzflache durch die LPS-Ldsung aufwiesen, zeigen die Messungen der
H-ko Méause unabhangig von dem ARDS gleiche Eigenschaften, d.h. nahezu identische
Compliancewerte.

Grundsétzlich flhrt das induzierte ARDS zu grof3en Abweichungen in der Komposition
des hydrophoben Extraktes aus wt und d-ko Mausen. Eine gesteigerte Synthese der
Phospholipide, induziert durch das ARDS in Form eines erhthten Protein/Lipid-
Verhdtnisses, konnte nur in zwel wt Mausen detektiert werden.

1 | ngtitut fur Anasthesiol ogie, Erasmus University, Rotterdam, Niederlande
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Eine Aufwertung des d-ko Effektes durch Stimulierung der Phospholipidsynthese
innerhalb der Typ Il Pneumozyten durch das ARDS in d-ko Mausen konnte nicht
manifestiert werden. Griinde hierfir sind die nicht reproduzierbaren Krankheitsverlaufe,
die sowohl die Komposition as auch die Funktion des hydrophoben Extraktes an der
Luft/Wasser-Grenzflache beeinflussen. Lediglich der hydrophobe Extrakt der H-ko

Maus konnte einen Einfluss des ARDS beweisen.
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8. Abschlussdiskussion und Ausblick

In dieser Arbeit wurde in unterschiedlichen Modellsystemen der Einfluss der
L ungensurfactantkomposition auf die korrekte Funktion biophysikalisch untersucht. Mit
einem in vitro Modellsystem konnte der Einfluss von Cholesterol und 1-Palmitoyl-2-
Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylethanolamin - (POPE) auf ein Lipid- und
Lipid/Protein-Film gezeigt werden, wahrend zur Untersuchung der Veranderungen des
Gesamtsurfactant ein in vivo Extrakt als Modellsystem verwendet wurde [1]. Mit Hilfe
dieser Systeme konnte die enge Korrelation zwischen dem Lipidmetabolismus, der
strukturellen Organisation und der dazugehorigen korrekten Funktion des alveolaren

L ungensurfactant aufgeftihrt werden.

Das Lungensurfactant ist ein komplexes Lipid/Protein-Gemisch. Die einzelnen
Komponenten beeinflussen den Surfactantfilm in der Struktur, Elastizitdt und Funktion.
Uber die Aufgabe des minor components POPE und des neutralen Lipids Cholesterol
innerhalb des Lungensurfactant ist wenig bekannt. Nur fir Cholesterol konnte gezeigt
werden, dass die Beimischung dieses neutralen Lipids zum Lungensurfactantextrakt aus

Kélbern einer Vergrol3erung der Protrusions induziert [2].

Innerhalb dieser Arbeit wurde der Einfluss von POPE und Cholesterol auf ein
Modellsystems des Lungensurfactants bestehend aus der Lipid/Protein-Mischung 1,2-
Dipal mitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylcholin  (DPPC)/1,2-Dipa mitoyl-sn-Glycero-3-
Phosphatidylglycerol (DPPG)/Surfactant Protein (SP)-C (80:20:0,4 mol %) untersucht.
Als Referenz wurde das proteinfreie System DPPC/DDPG (80:20 mol %) verwendet
(Kapitel 3). Cholesterol stabilisiert Lipiddoppelschichten und soll ihre Bildung fordern,
wéhrend POPE auf Grund der Geometrie des Molekils die mizellartigen Randbereiche
der Protrusions stabilisieren soll und so die Struktur der Lipiddoppelschichten
beeinflusst.

Mittels der Filmwaagetechnik konnte der in der Literatur bekannte fluidisierende
Einfluss von POPE bel niedrigen Oberflachendriicken verdeutlicht werden [3, 4]. Die

Untersuchungen mit dem Fuoreszenzmikroskop zeigten, dass POPE die
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Phasentibergénge flussig expandiert (l)/flissig kondensiert (Ic) stabilisiert. Die le
Domaénen bestehen vermutlich aus hohen POPE reichen Regionen, da die ungeséttigte
Fettsdure zu einer weniger dichten Packung der POPE Molekile im Vergleich zu
Phospholipiden mit geséttigten Fettsduren fihrt. Diese geringe Packungsdichte
ermdglicht die Einlagerung der Fluoreszenzsonde. Der Anteil der | Phasen ist
zusétzlich konzentrationsanhéngig, da mit zunehmendem POPE-Anteil sowohl im
Lipidsystem als auch im Modellsystem des Lungensurfactant die Flache der |, Phase
ansteigt.

Mit Hilfe der Raster-Kraft-Mikroskopie (SFM) konnte gezeigt werden, dass die fir das
Lungensurfactant charakteristischen Multischichten durch POPE beeinflusst werden
konnen. POPE stabilisiert die inneren mizellartigen Randbereiche und fuhrt hierdurch
zu einer verstarkten Formierung von Multischichten im Plateaubereich. Aul3erdem sind
die Multischichten wesentlich kleiner in der Flache im Vergleich zu den Protrusions des
Modellsystems. Grundlage fur die Stabilisierung der Randbereiche der Protrusions ist
die Geometrie des POPE. Aufgebaut aus einer Olsiure und einer Palmitinsiure besitzt
es einen volumindsen hydrophoben Molekilteil, wahrend der hydrophile Anteil auf
Grund der Ethanolamin-Kopfgruppe relativ klein ist. Wird die Geometrie des Lipids
berlicksichtigt, so mussten auch Molekile wie 1-Pamitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-
Phosphatidylcholin (POPC) oder 1,2-Dipal mitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylethanol -
amin (DPPE), welche ebenfalls eine inverse Kegelstruktur zeigen, zu den dhnlichen

Ergebnissen fuhren.

Esist zu beachten, dass POPE auf Grund der negativen Ladung des Carbonylsauerstoffs
und der positiven Ladung der Aminofunktion insgesamt neutral vorliegt. Die basischen
Reste Lysin 11 und Arginin 12 des SP-C kdnnen mit den negativen Ladungen der
Phospholipide wechselwirken [5]. Da jedoch die positive Ladung der Aminofunktion
diese Wechselwirkung schwécht, ist eine bevorzugte Lokalisation des POPE innerhalb
der Multischichten direkt am SP-C nicht sehr wahrscheinlich.

Die einzelnen Protrusions werden in ihrer Flache reduziert, wahrend ihre Anzahl steigt.
Ursache ist die Verringerung der durchschnittlichen Fléache der SP-C-reichen Bereiche.
Auf Grund der Stabilisierung der Grenze zwischen der | und | Phase durch das POPE

wird ein hoheres Verhdltnis Umfang/Flache induziert. Diese Vergrof3erung des
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Umfangs mit steigender Protrusionanzahl wird durch die Analyse der Gesamtflache der
Protrusions im Vergleich zum Modellsystem bestétigt. Die Zugabe von 30 mol % POPE
fuhrt zu einer Bedeckung von ~23 % der Gesamtflache durch Protrusions, wobei das
Modellsystem ~20 % vorwelst.

Obwohl die Stabilisierung der |/l Phasengrenzen auf das Phospholipidmolekil POPE
zurlckzufihren ist, wird hauptsachlich fur die Stabilitét die Geometrie des Molekils
verantwortlich. gemacht. Folglich sollten Lipide mit dhnlicher Struktur wie das DPPE
oder POPC den gleichen Effekt zeigen.

Interessant bleiben weiterhin die aulReren mizellartigen Randbereiche der gebildeten
Lipiddoppelschichten in den Protrusions (Abbildung 3.7 b), da dort eine zu der
Geometrie des POPE inverse Struktur optimal ware. Eine solche Struktur wirde aus
einer relativ volumindsen Kopfgruppe, wie z.B. Cholin, in Kombination mit nur einer
geséttigten Fettsdurekette, wie z.B. die Paimitoylsdure, gebildet. Ein Molekl, das sich
auch im natirrlichen Surfactant befindet und diese Bedingungen erfillt, ist das Lyso-PC.
Dieses musste analog zum POPE zu kleineren Mulischichten im Plateaubereich fuhren.
Allerdings sollte die Beimischung von Lyso-PC sich verstérkt in der Hohe der
Protrusions ausdriicken, da die aufReren Randbereiche wahrscheinlich einen gréf3eren

Einfluss auf die Hohen der Multischichten haben.

Auch die Untersuchung der Kombination beider Komponenten innerhalb des
Modellsystems des L ungensurfactant wére von Interesse. Dabei kénnten Synergie- oder
inhibitorische Effekte der Lipide beobachtet werden. Die Synergieeffekte sollten die
Protrusions erhdhen und in ihrer Flache verringern. Das Lyso-PC wiirde sich positiv auf
die Hohe auswirken, wohin gegen POPE die Flachenverkleinerung begrinden wirde. In
Gegensatz dazu lief3e sich die Beeintréchtigung in der Formierung der Multischichten
auf die inhibitorischen Effekte zurtickfihren. So kénnte Lyso-PC die Formierung von
Mizellen [6] bel der Protrusionbildung férdern und zu hohem Materialverlust im
Plateaubereich der Isotherme fuhren. Dieser Effekt kann sich negativ auf die Bildung
von Multischichten auswirken und sie dadurch verringern. Zusétzlich ist es nicht
gesichert, dass sich Lyso-PC nur in den mizellartigen Randbereichen einlagert. Denn
insbesondere bei hohen Konzentrationen ist davon auszugehen, dass sich die auftretende
Inkooperation in die Lipiddoppel schichten negativ auf ihre Stabilitét auswirkt.
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Wichtige Informationen bzgl. der Lokalitét der Phospholipide kénnten mit Hilfe der
Flugzeit-Sekundérionen-M assenspektrometrie (Tof-SIMS) erhalten werden. Indem die
Intensitdt von verschiedenen Molekilfragmenten an unterschiedlichen Orten bestimmt
wird, kann auf deren laterale Verteilung geschlossen werden. Diese Technik wurde
erfolgreich in Untersuchungen am Modellsystem des Surfactant durchgefihrt. Hierbei
wurde das SP-C in der | Phase des Lipid/Protein-Gemisches identifiziert [8]. Bei der
Untersuchung der minor components innerhalb des Modellsystems wére das Zidl, diese
Phospholipide zu lokalisieren und deren Funktion mit dem Protrusion-Modell (Abb.
3.7) aufzuklaren.

Der in der Literatur bekannte kondensierende Effekt des Cholesterols [8-10] konnte
durch die Verschiebung der Lipid- und Lipid/Protein-Isothermen zu kleineren
molekularen Fl&chen beobachtet werden. Mit der Fluoreszenz-Mikroskopie (FM)
konnte gezeigt werden, dass mit steigenden Cholesterolkonzentrationen die
Flachenanteile der | Doménen innerhalb des Lipid- und Lipid/Protein-Gemisches
reduziert werden (Abb. 3.3 bc). Cholesterol lagert sich zwischen den Phospholipiden
ein und beeintrachtigt deren Kondensierung. So wird die Léslichkeit der

Fluoreszenzsonde durch das Cholesterol erhoht.

Im Modellsystem mit einem Gehalt von 10 mol % Cholesterol konnte die Aussage
bestdtigt werden, dass Cholesterol die Doppelschichten stabilisiert. Cholesterol
induziert eine Vergrolerung der Fléche der Protrusions im Vergleich zum reinen
Modellsystem. Jedoch sind die Multischichten im Vergleich zu den Protrusions des
Modellsystems mit maximal drei Ubereinander folgenden Lipiddoppelschichten
wesentlich flacher. 30 mol % Cholesterol innerhalb des DPPC/DPPG/SP-C-Film fihrt
zu einer Hemmung der Bildung von Multischichten. Diese Stérung kann durch die
Bildung von Cholesterolkristallen, aber auch durch die hohe Konzentration an
Cholesterolmolekilen erfolgen. Weiterhin ist es mdglich, dass, insbesondere bei
30mol % Cholesterol, die starke Beeintrachtigung der Kondensierung der
Phospholipide zu Ubertragungsartefakten beim Langmuir-Blodgett-Transfer fuhrt. Dies
erklart zusédtzlich zu den oben genannten Griinden den geringen Bedeckungsgrad mit
Protrusions. Der Bedeckungsgrad liegt bei ~5% im Vergleich zu ~27% bel 10 mol %
Cholesterol. Die Ergebnisse mit 10 mol % Cholesterol sind konform mit dem kirzlich

gezeigtem Einfluss des Cholesterols auf das nattirliche Surfactant. Die Beimischung
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dieses neutralen Lipids zum hydrophoben Extrakt aus Kaberserum fihrte zu ener
VergroRerung der Protrusions [2]. Die Ubereinstimmung der Ergebnisse des
Modellsystems mit den Untersuchungen des hydrophoben Extrakt aus Kalbern
unterstreicht die Analogie der beiden Systeme. Die Vergleichbarkeit der Systeme
basiert auf deren Zusammensetzung. Das Modellsystem besteht aus DPPC/DPPG/SP-C
(80:20:0,4 mol %), wahrend im hydrophoben Extrakt PC mit 61 Gew.% und PG mit
15 Gew.% [11] vorhanden ist. Basierend auf den vergleichbaren Ergebnissen und
dhnlichen Zusammensetzungen zeichnet sich das DPPC/DPPG/SP-C-Gemisch als
hervorragendes Modell zur Untersuchung des L ungensurfactant aus.

Mit einem in vivo Modellsystem konnten Unterschiede zwischen der doppel-knock out
(d-ko) Maus und der wildtyp (Wt) Maus in der Komposition und Funktion des
hydrophoben Extraktes identifiziert werden. Die Ergebnisse der Filmwaage-,
Fluoreszenz-Mikroskopie (FM)- und Raster-Kraft-Mikroskopie (SFM)-Messungen
korrelierten mit dem biochemischen Phéanotyp. Es wurde eine reduzierte Palmitat-
Aufnahme, B-Oxidation und ein reduzierter Einbau von markierter Palmitinséure in Di-
und Triglyceride in isolierten Typ Il Pneumozyten gemessen [12]. Der hydrophobe
Extrakt aus einer d-ko Maus zeigte auf Grund des reduzierten Lipid/Protein-
Verhdltnisses, welches konform ist mit dem biochemischen Phanotyp, ene
unzureichende Ausbildung des Plateaus in der Isotherme. Die Untersuchung des
Plateaus mit der SFM-Technik identifizierte eine Stérung in der Formierung von
Multischichten des hydrophoben Extraktes aus d-ko Mausen. Aulerdem konnte ein
unterschiedliches Phasenverhalten im Vergleich zum Material des wt nachgewiesen

werden.

Verantwortlich fur das reduzierte Lipid/Protein-Verhdltnisses ist die verminderte
Phospholipidsynthese, da Expressionsstudien nur eine Hochregulierung der hydrophilen
SP identifizierten. Die Expression der hydrophoben SP in der d-ko Maus und der wt
Maus sind vergleichbar [13]. Das unterschiedliche Kompressionsverhalten basiert auf
der erh6hten Proteinkonzentration. Der angestiegene SP-Anteil im hydrophoben Extrakt
aus d-ko Mausen fihrt zu einer Verschiebung der 1sotherme zu grof3eren Flachen und
induziert die Stérung in der Ausbildung des Plateaus bei hohen Oberflachendriicken.
Der Grund fur die unzureichende Ausbildung liegt im sgueeze-out Prozesses, welcher

das Herausdriicken von fluiden Lipide aus der Monoschicht beschreibt [14]. Durch den
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verminderten Phospholipidanteil im hydrophoben Extrakt aus d-ko Mausen werden
weniger fluide Lipide aus der Monoschicht herausgedriickt. Dies ist an der

ungentgenden Ausbildung des Plateaus zu erkennen.

Die ndhere Untersuchung des veranderten Druck/Flachen-Verhaltens mit der SFM-
Technik hat den unzureichenden sgueeze-out Prozess bestétigt. Im Vergleich zum
hydrophoben Extrakt aus der d-ko Maus weist das Material der wt Maus grofere, runde
Multischichten im Plateaubereich der Isotherme auf. Des Weiteren ist ihre Anzahl
erhdht. In welchem Male die Abweichungen der Konzentrationen einzelner
Phospholipide vom Material der wt Mause Auswirkungen auf die Eigenschaften an der
L uft/Wasser-Grenzflache haben kann soll an dieser Stelle diskutiert werden. Sicherlich
fuhren insbesondere Veranderungen des DPPC-Anteils zu grof3en Unterschieden im
Kompressions- und Phasenverhalten sowie in der Ausbildung der Protrusions. Bestétigt
wurde dies, indem die hydrophoben Extrakte aus d-ko Mausen mit der FM untersucht
wurden. Sie wiesen einen verminderten | Anteil, der hauptséchlich aus DPPC besteht,
auf [7]. Die Vermutung, dass fur die Ausbildung der Protrusions eine gewisse
Festigkeit, d.h. eine ausgepréagte | Phase vorhanden sein muss, wirde die verminderte

Protrusionbildung erklaren.

Im Gegensatz dazu wurde aufgezeigt, dass die Erhéhung des Lipid/Protein-
Verhdltnisses im Material aus d-ko Mausen zur Ausbildung des Plateaus fuhrt. Hierbei
ist es unwahrscheinlich, dass lediglich eine Phospholipidkomponente im hydrophoben
Extrakt bevorzugt angereichert worden ist. Wahrscheinlich ist vielmehr, dass
Synergieeffekte der einzelnen Lipide die Ausbildung des Plateaus induzieren. Diese
Fragestellung konnte beantwortet werden, indem exogene Lipide zum hydrophoben d-
ko Extrakt mit niedrigen Lipid/Protein-Verhdtnis beigemischt werden. Es ist
wahrscheinlich, dass die Angleichung des Lipid/Protein-Verhaltnisses zu einer Funktion
des hydrophoben Extraktes fihrt, welches dem des wt entspricht. Zur Uberprifung
bedarf es jedoch weiterer Experimente.

Die Ergebnisse im Kapitel 4 werden durch molekularbiologische Ergebnisse gestitzt.
Hierbei wird vermutet, das Epidermal (E)- und Herz (H)-Fettsdurebindungsproteine
(FABP) ein Reservoir an Fettsduren bilden, welches die hinreichende Synthese von

Phospholipide in den Typ Il Pneumozyten gewdahrleistet. Des Weiteren kann diese
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verminderte Konzentration an Fettsduren einen Einfluss auf die FABP vermittelte
Genregulierung haben. Bei der Genregulierung sind Fettsauren als Liganden der FABPs
gebunden. Die Fettséuren dienen als Agonisten der Proliferator aktivierten Rezeptoren
(PPARs) und sind damit als Botenstoffe fur die Transkription der mit DNA-
Erkennungsdoménen (PPRE) ausgestatteten Gene verantwortlich. Hierzu zéhlen u.a. die
Acyl-CoA Synthase [15], Lipoproteinlipase [16] und die Phosphoenolpyruvat-
carboxykinase (PEPCK) [17]. Ausgehend von der Annahme, dass durch das Fehlen des
E- und H-FABP vermindert Proteine exprimiert werden, kann die verminderte
Phospholipidsynthese durch den Mangel der Bereitstellung von Fettsauren, aber auch
durch fehlende Transkription auftreten.

Die Beantwortung der Fragestellung, welches der beiden FABPs, E- oder H-Typ,
essentiell ist fur den Phénotyp, d. h. fir die veranderte Funktion und Komposition des
Surfactant, stand in Kapitel 5 im Vordergrund. Die Zusammensetzung und das
Kompressionsverhalten zeigten, dass E-FABP fir das reduzierte Lipid/Protein-
Verhdtnis verantwortlich ist, welches sich in der unzureichenden Ausbildung des
Plateaus manifestierte. Zur vollstandigen Charakterisierung des E-ko und H-ko
Surfactant muissen noch zusdtzliche SFM- und FM-Untersuchungen folgen.
Wahrscheinlich sollte sich hier ein dhnlicher Vergleich wie wt und d-ko Maus

einstellen, es bedarf alerdings weiterer Experimente zum Bewels.

Fur die Verdnderung des Surfactant durch die E-FABP Gendeletion sprechen zwei
Faktoren: Der erste Faktor ist die Bindungsselektivitdt des E-FABP fir langkettige,
gesdttigte Fettsduren [18]. Durch den fehlenden E-FABP Transport stehen diese nicht
mehr zur Phospholipidsynthese zur Verfigung. DPPC wird eine besondere Rolle im
squeeze-out Prozess und der Reduzierung der Oberfléchenspannung zugesprochen [11].
Folglich sollte eine verminderte Lipidsynthese mit gradzahligen langkettigen
Fettsduren, wie z.B. bei der Bildung des DPPC, verantwortlich sein fir die
unzureichende Funktion des Surfactant. Eine Quantifizierung der einzelnen
Phospholipide und der gebundenen Fettsduren mit der Hochleistungs-Dunnschicht-
Chromatographie (HPTLC) und Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie (HPLC)
konnten Aufschluss dariiber geben. Der zweite Faktor basiert auf die Quantifizierung
des E- und H-FABP in den Typ Il Pneumozyten. [19, 20]. Wahrend E-FABP in grof3en

Mengen dort detektiert werden konnte, wurde H-FABP nur in Spuren nachgewiesen.
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Eine verstéarkte Teilnahme des E-FABP als Transporter fur Fettsauren, die in der
Surfactant- Synthese eingesetzt werden, ist daher wahrscheinlich.

Thiazolidindione, wie Pioglitazon, sind selektive Agonisten des PPARy Isoform und
kénnen Uber diese Isoform Lipid aufbauende und mobiliserende Reaktionen
stimulieren. Die Aktivierung des PPARYy erfolgt nach dem Konzept von Stremmel [21]
uber FAT [22], Plasma Membran FABP (FABPym ) [23] und Calvolin-1. Alternativ ist
aber auch eine Aktivierung mit Hilfe des L-FABP moglich [24].

In vorausgegangenen Arbeiten fihrte die in vivo Aktivierung der PPARYy Zielgene durch
Pioglitazon zu ener Aufhebung des biochemischen Phénotyps. So konnte die
Palmitinsdureaufnahme, B-Oxidation und DPPC-Synthese in dem isolierten Typ Il
Pneumozyten der d-ko Mause wiederhergestellt werden [8, 13].

Die Bestimmung des Lipid/Protein-Verhdltnisses und die biophysikalischen
Untersuchungen des Surfactant aus diesen mit Pioglitazon behandelten Tieren konnten
die durch den Wirkstoff induzierten Verdnderungen des biochemischen Phanotyps
bestétigten. Das Lipid/Protein-Verhdltnis nadherte sich an die Werte des wt an.
Aul¥erdem wies der hydrophobe Extrakt der behandelten d-ko Maus ein Druck/Flachen-
Verhalten auf, welches im Gegensatz zum Material der unbehandelten d-ko Maus ein
Plateau aufzeigt. Die Schulter bei einem Oberflachendruck von etwa 17 mN/m kann auf
Grund der Komplexibilitét des Systems verschiedene Ursachen haben. Vermutlich ist
der erhohte Proteingehalt innerhalb des hydrophoben Extraktes hierfir verantwortlich,
da reines SP-B und SP-C auch in diesem Druckbereich ein ahnliches Verhalten zeigt
[25]. Esist aber auch méglich, dass diese Veranderung des Kompressionsverhaltens nur
auf den Einfluss der Lipide zurlckzufiihren ist. Diese Annahme basiert auf
Lipidmonofilmen, die zur Ausbildung von |/l Koexistenzgebieten fahig sind [26]. Die
Bereiche manifestieren sich in der Isotherme in einem Plateau, welches sowohl in der
Lange, als auch in der Hohe, durch die Temperatur und die Beimischung von geringen
Mengen Lipiden, variabel ist. Dies bedeutet, dass zusétzlich zum Protein auch der
Einfluss von Phospholipiden auf die Ausbildung der Schulter besteht. AufRerdem muss
noch bedacht werden, dass die Aktivierung des PPARy nur einen Einfluss auf die
Speicherung von Fettsauren und folglich auf die Synthese der Phospholipide hat [17].
Die hydrophoben sowie hydrophilen SP bleiben unberiihrt. Da bei der Kompression des
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hydrophoben Extraktes aus der d-ko diese Schulter nicht auftritt, unterstitzt dies die
These, dass die Phospholipide fr die Ausbildung der Schulter verantwortlich sind.

Weiterhin konnten mit der FM | Doméanen dargestellt werden, die in ihrer Struktur eine
Homologie zu den | Domanen des hydrophoben Extrakt aus der wt Maus aufweisen.
Die vergleichbaren Doménen bestétigen die These, dass Pioglitazon die Lipidsynthese

inden Typ || Pneumozyten stimuliert.

Im Plateau der Isotherme sind die Protrusions mit der SFM-Technik abgebildet worden.
Diese zeigen eine unterschiedliche Struktur und Anzahl im Vergleich zum Material aus
der d-ko Maus. Obwohl die Protrusions des hydrophoben Extraktes in der Flache kleiner
sind, weist auch hier die vergleichbare runde Form auf den Einfluss des Pioglitazon hin.
Interessanterweise zeigen die Protrusions des hydrophoben Extraktes aus behandelten
d-ko Mausen Ahnlichkeiten mit den Multischichten eines DPPC/DPPG/SP-B-
Gemisches (80:20:0,2 mol %) [27]. Hierbei muss die Frage beantwortet werden, welche
neue Zusammensetzung das Lipid/Protein-Gemisch aufweist und ob dieses die

Formierung solcher Multischichten beglnstigt.

Der Einfluss des Atemnotsyndroms des Erwachsenen (ARDS) auf das Surfactant wurde
in Kapitel 7 beschrieben. Hierbel wurde ein Mausmodell des ARDS verwendet, welches
auf der Injektion einer Lipopolysaccharid (LPS)-Ldsung in die Lunge basiert. Die
induzierte Beeinflussung der Komposition und Funktion des Surfactant in Form des
ARDS wurde am hydrophoben Extrakt untersucht. Da insbesondere zu Beginn der
Entzindung die Surfactant-Produktion gesteigert wird, um der Infektion entgegen zu
steuern, sollten Unterschiede im hydrophoben Extrakt der wt Mause und der genetisch
modifizierten Mause deutlich nachweisbar sein. Die Grundlage fur diese These ist die

verminderte Phospholipidsynthese in den Typ || Pneumozyten der d-ko Méuse.

Die gemessenen Lipid/Protein-Verhdtnisse im hydrophoben Extrakt der wtiarps) und
d-koaros Mause weisen groRe Abweichungen auf. Diese konnen auf den
unterschiedlichen Krankheitsverlauf zurtickgefihrt werden. Die hohen Lipid/Protein-
Verhaltnisse korrelieren mit den Sachverhalt, dass der Korper zu Beginn der Infektion
entgegen steuert, indem die Surfactant-Produktion gesteigert wird. Die niedrigen

Verhdltnisse beschreiben das fortgeschrittene Stadium der Infektion. Ein Grofdteil der
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Typ Il Pneumozyten ist zerstort und kann aus diesem Grunde die Surfactant-Synthese
nicht mehr gewdahrleisten. Um den Zusammenhang des Krankheitsverlaufs mit den
unterschiedlichen Lipid/Protein-Verhdltnissen zu beweisen, bedarf es noch weiterer
Untersuchungen. Dabel sollte die Anzahl der Versuchstiere erhoht werden, um die
Ergebnisse statistisch abzusichern. Die h6here Anzahl an Versuchstieren ist nétig, um
Beeinflussungen durch verschiedene Faktoren méglichst auszuschlieRen. Bei
Untersuchungen von tierischem Material konnen verschiedene Faktoren wie
Préparation, kompensatorische Effekte des Organismus, physische Verfassung des
Versuchstieres und Halterungsbedingungen die Ergebnisse verfé schen.

Die Isothermen des hydrophoben Extraktes aus wt Mausen mit und ohne ARDS zeigen
keinen signifikanten Unterschied im Kompressions- und Expansionsverhalten. Es ist
davon auszugehen, dass die Krankheit nicht soweit fortgeschritten ist, dass die

Veranderungen der Komposition im Kompressionsverhalten detektierbar sind.

Bemerkenswert ist die Analogie der Compliancemessungen zu den Kompressions- und
Expansions-Zyklen der Filmwaage Messungen. Uber den Grund der signifikanten
Abweichung des hydrophoben Extraktes aus der H-koarps) Maus im Vergleich zu den
anderen Mausen soll hier diskutiert werden. Wahrscheinlich ist jedoch die préferentielle
Bindung des H-FABP fur ungeséttigte (n-6) Fettsduren [18] verantwortlich fur die
signifikante Veranderung im Druck/Flachen-Verhalten. Auf Grund der Gendeletion des
H-FABP und den daraus resultierenden fehlenden Transports dieser ungeséttigten
Fettsduren, konnen diese nicht fur die Phospholipidsynthese verwendet werden. Der
reduzierte Anteil an ungeséttigten fluiden Lipiden manifestiert sich in dem geringen
Materialverlust wahrend der Kompressions- und Expansionszyklen.

Innerhalb der Lungenfibroblasten ist H-FABP in grof3en Mengen quantifiziert worden
[19]. Diese Z€llen treten verstérkt bei Reparaturprozessen auf und versorgen die Typ 1l
Pneumozyten mit Lipidsubstrat. Die verminderte Bereitstellung von Lipidsubstrat,
induziert durch die genetische Deletion des H-FABP, konnte somit bel Verletzungen
des alveolaren Surfactant verstarkt in den VVordergrund treten. Dieses erklart ferner das
unterschiedliche Kompressions- und Expansionsverhalten des hydrophoben Extraktes
aus den behandelten H-ko Mé&usen.

Bemerkenswert ist jedoch, dass nur die hydrophoben Extrakte der H-koparos) Mause

signifikante Unterschiede im Druck/Flachen-Verhalten im Vergleich zu den anderen
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Mausen aufweisen. Dies fuhrt in der Gegenlberstellung der beiden oben genannten
Erklérungsansétze zu der Annahme, dass die eingeschrankte Funktion der Fibroblasten

hierfur vermehrt verantwortlich ist.

Die Auswirkung der Repression des E- und H-FABP konnte in den Kompressions- und
Expansionszyklen des hydrophoben Extraktes aus d-ko Mausen dargestellt werden. Auf
Grund der unterschiedlichen Komposition des hydrophoben Extraktes aus d-ko Méausen
im Vergleich zu wt M&usen ist ein kontinuierlicher Materialverlust beobachtet worden.
Dieser Verlust von Proteinen und Lipiden aus dem Oberflachenfilm in die Subphase ist
unabhéngig von der ARDS-Infektion. Folglich wird die veranderte Zusammensetzung
des Surfactant, durch die Gendeletion des E- und H- FABP, nicht durch die
ARDS-Infektion beeinflusst.

Die Untersuchungen unter Beimischung von Cholesterol und POPE zu einem
artifiziellen Surfactant unterstiitzen die Interpretation der Ergebnisse des hydrophoben
Extraktes aus Lungen von genetisch veranderten Mausen (Kapitel 4-7). Der
fluidisierende Effekt des POPE konnte in den artifiziellen DPPC/DPPG- und
DPPC/DPPG/SP-C-System eindeutig dargestellt werden (Kapitel 3). Dieser Effekt
auldert sich in einer Verschiebung der I sothermen zu gréf3eren molekularen Fléachen. Mit
Hilfe der FM ist ein reduzierter Anteil an | Domanen durch die Beimischung von POPE
nachgewiesen worden. Ein analoges Verhalten tritt auch im hydrophoben Extrakt auf
(Kapitel 4). Obwohl das verstérkte Vorkommen der | Phase hauptsachlich durch den
verringerten Phospholipidanteil im hydrophoben Extrakt aus d-ko Mausen induziert
wird, konnten auch der Konzentrationsanstieg von Phosphatidylethanolamin
(PE)/Phosphatidylglycerol (PG) und Sphingomyelin (SM) hierfir verantwortlich sein.
Eine Erhéhung der Konzentration dieser Phospholipide im hydrophoben Extrakt aus d-
ko Méusen konnte mit der Hochl ei stungs-Dinnschicht-Chromatographie (HPTLC)

nachgewiesen werden.

Die artifiziellen Lipid und Lipid/Protein-Gemische wiesen mit steigendem
Cholesterolgehalt eine Verschiebung zu kleineren molekularen Flachen auf (Kapitel 3).
Diese Verschiebung ist auf den kondensierenden Effekt des Cholesterols
zuriickzufiihren. Obwohl im hydrophoben Extrakt der d-ko Mé&use ein erhohter Anteil

des Cholesterol bestimmt worden ist, konnte der kondensierende Effekt dieses Lipids
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nicht nachgewiesen worden. Verantwortlich dafir ist der zu geringe
Konzentrationsunterschied im hydrophoben Extrakt der d-ko Maus im Vergleich zu
dem Material der wt Maus. AulRerdem kénnte die erhthte Proteinkonzentration dem

Kondensierungseffekt des Cholesterols entgegen wirken.

Eine Analogie konnte bei den Untersuchungen der Protrusions der POPE-Filme und des
hydrophoben Extraktes aus d-ko Mausen aufgezeigt werden. POPE stabilisiert die
mizellartigen Randbereiche der Protrusions und verringert dadurch ihre Flache. Die
Protrusions des Materials aus d-ko Mausen wiesen analog zu den Untersuchungen des
Einflusses von POPE auf das Modellsystem des Lungensurfactant eine verminderte
Grole der Protrusions im Vergleich zu dem hydrophoben Extrakt aus der wt Maus auf.
Die Verdnderung der Multischichten kénnte unabhdngig von der angestiegenen
Proteinkonzentration auch auf die erhéhte Menge an PE und an anderen Phospholipiden

der minor components zurtickgefihrt werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Dissertation gezeigt werden, dass es moglich ist

Veranderungen des Surfactant mit biophysikalischen Techniken nachzuwei sen:

1 Die Funktion einzelner Lipide, wie Cholesterol und POPE, innerhalb des
Lungensurfactant ist mit einem in vitro Modellsystem erklart worden.

) Das in vivo Extrakt-Modellsystem stellte anschaulich dar, dass es moglich ist,

Veradnderungen der Komposition des Materials aus Mausel ungen nachzuwei sen.

[11)  Durch die Kombination von kinstlichem System, Materia aus genetisch
modifizierten Tieren und in vivo Generierung einer ARDS-Infektion konnte mit
den biophysikalischen Experimenten die Interpretation der biochemischen

Veranderungen erlautert werden.

IV)  Der Heilungseffekt des Pioglitazons verdeutlicht die enge Korrelation zwischen
dem Lipidmetabolismus und der strukturellen Organisation des Lungen-

surfactant.
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C.1 Materialien und ihre Bezugsquellen

Chloroform, HPLC Grade
Methanol, HPL C Grade
Cholesterol
Fluorescamin

DPPC

DPPG

DMPE

POPE

DPPS

DPPI

Sphingomyelin
Perchlorsaure
BODIPY-PC®

Mucasol

Mica Sheets

ki mwi pes-Wischtiicher
Ammonium-Molybdat
Ascorbinsaure

SDS

BSA
Natriumdihydrogenphosphat-2-hydrat
Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat
Cholesterin Farbtest

| sopropanol

Essigsaure
Ameisensdure

n-Hexan
Diisopropylether
Dichlormethan
cantilever (Luft)
cantilever (Wasser)

C.2 Gerateund ihre Bezugsquellen

Raster-Kraft-Mikroskop
Fluorezenz-Mikroskop STM5-MJS
Mikroskopiertisch
Langmuir-Filmwaage
Wilhelmy-Filmwaage
Mikroliterspritze

HPTLC-Patten

Reinstwasseranlage Milli Q RO 10 Plus und Milli

Q Plus 185
Zentrifugen
Thermostat, RM S

Sigma, Deisenhof, D

Sigma, Deisenhof, D

Sigma, Deisenhof, D

Sigma, Deisenhof, D

Avanti Polar Lipids, Pelham, USA
Avanti Polar Lipids, Pelham, USA
Avanti Polar Lipids, Pelham, USA
Avanti Polar Lipids, Pelham, USA
Avanti Polar Lipids, Pelham, USA
Avanti Polar Lipids, Pelham, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Frankfurt, D

Avanti Polar Lipids, Pelham, USA
Sigma, Deisenhof, D

Provac AG, Schweiz

Merck, Frankfurt, D

Sigma, Deisenhof, D

Merck, Frankfurt, D

Sigma, Deisenhof, D

Sigma, Deisenhof, D

Merck, Frankfurt, D

Merck, Frankfurt, D

Merck, Frankfurt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Roth, Karlsruhe, D

Merck, Frankfurt, D

Merk, Darmstadt, D

Merck, Frankfurt, D

Merck, Frankfurt, D

Nanoscience Instruments, Phoenix, USA
Veeco Metrology Group, Santa
Barbara,USA

Digital Instruments, Santa Barbara, USA
Olympus, Hamburg, D

Riegeler & Kirstein, Mainz, D

Lauda, Lauda-K6nigshofen,D

Riegeler & Kirstein, Mainz, D

Merck, Darmstadt,D

Merck, Darmstadt,D

Millipore, Eschborn, D

Beckmann, M tinchen, D
Lauda, Lauda-Kdnigshofen,D
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