Einfluß der Surfactantapoproteine auf die Inkorporation pulmonalen

Surfactants in eine Fibrinmatrix und die Fibrinolyse durch Plasmin

Inaugural-Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin des Fachbereichs Humanmedizin der Justus-Liebig-Universität Gießen vorgelegt von Philipp Markart aus Fulda

Giessen 1998

Aus demMedizinischen Zentrumfür Innere Medizin

Medizinische Klinik II

Leiter : Prof. Dr. Seeger des Klinikums der Justus-Liebig-Universität Giessen

Gutachter: Prof. Dr. Seeger

Gutachter: Prof. Dr. Lindemann

Tag der Disputation: 7.Juli 1999

Gliederung

1. Einleitung 1

1.1. Das pulmonale Surfactantsystem 1

1.1.1. Zusammensetzung pulmonalen Surfactants und Bedeutung der Surfactantbestandteile hinsichtlich Surfactantmetabolismus und -funktion 1

1.1.1.1. Lipide 1

1.1.1.2. Proteine 2

1.1.2. Surfactantmetabolismus 12

1.1.3. Funktionen pulmonalen Surfactants 16

1.1.3.1. Biophysikalische Funktionen pulmonalen Surfactants und Einfluß auf die Lungenfunktion, den Gasaustausch und den alveolären Flüssigkeitshaushalt 16

1.1.3.2. Beteiligung pulmonalen Surfactants bei der Abwehr inhalierter Noxen 18

1.2. Die Hämostase imalveolären Kompartiment 20

1.2.1. Aufbau des Fibrinogenmoleküls, Fibrinpolymerisation und

Fibrin(ogen)olyse 20

1.2.2. Physiologie des alveolären Gerinnungssytems 24

1.3. Veränderungen des alveolären Surfactant- und Gerinnungssystems bei pneumologischen Erkrankungen 25

1.3.1. Pathophysiologie des alveolären Gerinnungssystems 25

1.3.2. Veränderungen des Surfactantsystems bei pneumologischen

Krankheitsbildern 27

1.3.2.1. ARDS 27

1.3.2.2. Andere pneumologische Erkrankungen 34

1.4. Fragestellung 35

2. Materialien, Geräte und Methoden 36

2.1. Materialien und Geräte 36

2.2. Methoden 41

2.2.1. SP-A-Aufbereitung 41

2.2.1.1. Reinigung und Isolierung des SP-A mittels Affinitätschromatographie 41

2.2.1.2. Beurteilung der Reinheit des isolierten SP-A mittels SDS-Page 42

2.2.1.3. Quantifizierung des isolierten Kaninchen-SP-A mittels der Proteinbestim mung nach Lowry 44

2.2.1.4. Quantifizierung des humanen SP-A mittels ELISA 44

2.2.1.5. Beurteilung der Funktionsfähigkeit des isolierten SP-A mittels eines Phospholipidaggregationsassays 45

2.2.2. SP-B/SP-C-Aufbereitung 46

2.2.2.1. Reinigung und Isolierung der hydrophoben Apoproteine SP-B und SP-C mittels Sephadex-LH-60-Säulenchromatographie 46

2.2.2.2. Beurteilung der Reinheit der isolierten hydrophoben Apoproteine

SP-B und SP-C mittels SDS-Page 47

2.2.2.3. Quantifizierung der isolierten hydrophoben Apoproteine SP-B und SP-C mittels Bradford-Proteinbestimmung 47

2.2.2.4. Quantifizierung des SP-B mittels ELISA 48

2.2.3. Ermittlung des Phospholipidgehaltes verschiedener Surfactantlösungen mittels colorimetrischer Phosphatbestimmung 49

2.2.4. Präparation verschiedener synthetischer und natürlicher

Surfactantlösungen 49

2.2.4.1. Alveofact 49

2.2.4.2. Synthetisches Phospholipidgemisch PLX 50

2.2.4.3. Rekonstitution der synthetischen Phospholipidmixtur PLX mit den Surfactantapoproteinen 50

2.2.4.4. �Large surfactant aggregates^ (LSA) vom Kaninchen 50

2.2.5. Probenvorbereitung 51

2.2.5.1. Fibrin Plate Assay 51

2.2.5.2. Filterversuche 53

3. Ergebnisse 57

3.1. Ergebnisse der Fibrin Plate Assays 57

3.1.1. Einfluß des Kälberlungensurfactantextraktes Alveofact auf die

Fibrinolyse im Vergleich zu einem apoproteinfreien, synthetischen

Phospholipidgemisch (PLX) 57

3.1.2. Einfluß der �large surfactant aggregates^ (nativ, organische Phase, wäßrige Phase) auf die plasmininduzierte Fibrinolyse 59

3.1.3. Modulation der durch ein synthetisches Phospholipidgemisch

(PLX) hervorgerufenen Hemmung der plasmininduzierten Fibrinolyse durch Rekonstitution mit isolierten Surfactantapoproteinen 61

3.1.4. Einfluß einzelner, isolierter Surfactantapoproteine auf die Fibrinolyse 63

3.2. Ergebnisse der Filterversuche 64

3.2.1. Phospholipidinkorporation in ein Fibringerinnsel: Vergleich zwischen dem synthetischen, apoproteinfreien Phospholipidgemisch PLX und dem Kälberlungensurfactantextrakt Alveofact 64

3.2.2. Einfluß der Surfactantapoproteine auf die Phospholipideinbaurate eines synthetischen, apoproteinfreien Phospholipidgemisches (PLX) in ein Fibringerinnsel 66

3.2.3. Einfluß des mit verschiedenen Surfactantapoproteinen rekonstituierten

PLX auf die Fibrinbildung 68

3.2.4. Einbau der Surfactantapoproteine in ein Fibringerinnsel 69

4. Diskussion 70

4.1. Bew ertung der Ergebnisse 70

4.2. Therapeutische Konsequenzen und Perspektiven 77

5. Zusammenfassung 81

6. Literaturverzeichnis 83

7. Lebenslauf 104

8. Danksagung 105

Liste der Abkürzungen

ARDS - acute respiratorydistress syndrome = akutes Lungenversagen des Erwachsenen

BAL - bronchoalveoläre Lavage

DPPC - Dipalmitoylphosphatidylcholin

ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay

FPA - Fibrin Plate Assay

IRDS - infant respiratorydistress syndrome = Atemnotsyndrom des Kin des

LSA - �large surfactant aggregates^

PG - Phosphatidylglycerol

PL - Phospholipide

PLX - Phospholipidgemisch ( DPPC: PG = 7:3 wt/wt)

SP-A - Surfactant-Protein A

SP-B - Surfactant-Protein B

SP-C - Surfactant-Protein C

SP-D - Surfactant-Protein D