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1  Einleitung

In dieser Arbeit wird die Oberflichenaktivitit verschiedener biologisch relevanter
Substanzen in Hinsicht auf ihre biophysikalische Wirkung in der Lunge mit einem
neuen Untersuchungsverfahren quantifiziert.

Die gasaustauschende Funktion der Lunge ist an die Intaktheit der Luft-Gewebe-
Grenze gebunden. Eine moglichst grole innere Oberfliche mul} stindig verftigbar
sein und zusitzlich in einem optimalen Zustand gehalten werden. Dieses wird
gewihrleistet durch die Struktureigenschaften des Lungengewebes und durch
dessen Auskleidung mit pulmonalem Surfactant, einer organspezifischen Lipo-
proteinmischung. Pulmonaler Surfactant ermoglicht hauptsichlich eine Verminde-
rung der Oberflichenspannung, die auf der Konzentration von Molekiilen mit
hoher Oberflichenaktivitit im Oberflichenfilm an der Luft-Gewebe-Grenze der
Lunge beruht.

Untersuchungen von Oberfldcheneigenschaften, insbesondere der Oberflichen-
spannung als Vertreter einer Reihe von biophysikalischen Groflen, sind mit einer
Vielzahl von Methoden moglich. Das Captive-Bubble—Surfactometer (nach
Schiirch [101]) ist eine relativ neue Methode, die den besonderen experimen-
tellen Anforderungen einer hohen Oberflichenaktivitit unter statischen und dy-
namischen Bedingungen gerecht wird.

Die vorgelegte Arbeit beschreibt den Aufbau eines Captive-Bubble-Surfacto-
meters als vollstindigen MeRplatz fir Oberflichenspannungs-Untersuchungen
(Kapitel 6) und berichtet die damit erzielten Ergebnisse in der Differenzierung
verschiedener Surfactants (Kapitel 8). Kiinstlich hergestellte Surfactants werden in
vitro auf ihre biophysikalische Funktion hin getestet. Natiitlicher Surfactant aus
einem Lungenschidigungsmodell wird hinsichtlich seiner Zusammensetzung und
biophysikalischen Oberfldchenaktivitit untersucht.

Das aufgebaute System 14t sich im weiteren sowohl zur Analyse therapeutischer
Surfactants als auch zur Untersuchung von Patientenproben einsetzen.



2 Geschichte der Oberflichenforschung

Die geschichtliche Entwicklung der Oberflichenforschung begann spitestens im
Mittelalter mit der systematischen Beobachtung verschiedener Phinomene der
Benetzung und Abstossung von 6ligen und wilirigen Flissigkeiten (nach [27]).
Franklin errechnete bereits 1765 die diinnstmdgliche Schichtdicke des Olfilms auf
der Wasseroberfliche eines nahen Teiches und Young zeigte 1805, dal} die be-
sonderen Eigenschaften von Oberflichen mit den mechanischen Eigenschaften
einer gedachten Membran verglichen werden kénnen, die tiber eine flache Ober-
fliche gebreitet ist und einen bestimmten Spannungszustand einnimmt (nach
[66]).

Zur gleichen Zeit und davon unabhingig untersuchte Laplace das mechanische
Gleichgewicht einer beliebigen gekriimmten Grenzfliche zwischen zwei Phasen.
Die energetischen Phinomene wurden durch erweiterte thermodynamische Fun-
damentalgleichungen beschrieben (Gibbs-Duhem-Gleichung, nach [18]). Ober-
flichen und benachbarte Stoffphasen werden mit Hilfe dieser Gleichung durch
die Verteilung von unterschiedlich loslichen Substanzen charakterisiert. Fir die
Charakterisierung der physikalisch-chemischen Oberflicheneigenschaften einer
Substanz ist die Adsorption und das Adsorptionsgleichgewicht von Bedeutung, die
durch verschiedene theoretische Modelle beschrieben werden.

Die in dieser Arbeit untersuchten biophysikalischen Oberflicheneigenschaften
wurden in ihrer Bedeutung fiir die Medizin erstmals 1929 durch Kurt von Neer-
gard beschrieben [117], der die Unterschiede der Druck-Volumen-Kurven zwi-
schen luftgefiillten und fliissigkeitsgeftillten Lungen auf die Oberflichenspannung
zuriickfithrte, die an der Phasengrenze der luftgefiillten Lunge wirksam wird.
Untersuchungen an Tierlungen wurden 1958 auch von Pattle durchgefthrt [74],
dessen grundlegende Experimente das Konzept begriindeten, daf} eine Senkung
der Oberflichenspannung in den Alveolen zur mechanischen Stabilitit der Lunge
beitragt und dadurch den Gasaustausch in diesen Strukturen garantiert. In Pattles
Arbeit wird der beschreibende Begriff 'alveolar lining layer' fiir die oberflichenak-
tive Auskleidung der Alveolen eingeftihrt, die im folgenden als Mucoprotein be-
zeichnet wurde und heute die Bezeichnung pulmonaler Surfactant” trégt.
Pulmonaler Surfactant ist im medizinischen Sprachgebrauch das durch broncho-
alveolire Lavage der Lunge gewinnbare Material. Es ist eine nicht leicht zu cha-

" Der Begriff Surfactant wird hier entsprechend dem Sprachgebrauch der physikalischen
Chemie sowohl fiir pulmonalen Surfactant als auch verschiedene andere
oberflichenaktive Losungen und Suspensionen gebraucht.



rakterisierende Mischung von unterschiedlichen Stoffklassen, hauptsichlich von
Lipiden und Proteinen. Seine Zusammensetzung ist im Vergleich unterschiedli-
cher Spezies dennoch sehr konstant und dndert sich wesentlich nur in der perina-
talen Entwicklung [111] und bei Erkrankungen der Lunge [78]. Pulmonaler Sur-
factant sollte zunichst fur die Stabilitdt von offenen und trockenen Alveolen ver-
antwortlich sein, weil Surfactant solchen mechanischen Driicken entgegenwirkt,
die ansonsten eine Flissigkeitsansammlung in den Alveolen und einen Kollaps bei
niedrigen Lungenvolumina hervorrufen wiirden [6]. Clements bezeichnete den
Surfactant daher bereits 1957 als 'Anti-Atelektase-Faktor' und wies nach, dal fiir
diese Wirkung der Phospholipidanteil im Surfactant notwendig ist, insbesondere
das Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) [23].

Die weitere Aufklirung der Funktionen des pulmonalen Surfactants erforderte
eine Konkretisierung der theoretischen Modelle der biophysikalischen Oberfla-
cheneigenschaften der Lunge. Die mikroskopisch beschriebene Lungenstruktur
wurde dazu erginzt durch die Beschreibung ihrer biophysikalischen Funktions-
einheiten, den vielen identischen sphirischen Alveolen, an denen reversible und
daher stabile thermodynamische Veranderungen stattfinden [19, 89]. Die einzig-
artige plastische Verformbarkeit der Lunge beruht wesentlich auf diesen speziellen
biophysikalischen Oberflicheneigenschaften der Alveolen (vgl. [64, 90, 122]).
Erkrankungen der Lunge kénnen durch eine Surfactant-Stoérung verursacht wer-
den oder auch sekundir zu einer Surfactant-Stérung fithren. Das in beiden Fillen
auftretende Atemnotsyndrom wurde schon in den ersten Beschreibungen, bei
Neugeborenen 1959 durch Avery und Mead [4] und 1967 bei Erwachsenen durch
Ashbaugh [2], in einen itiologischen Zusammenhang mit einer Fehlfunktion des
Surfactants gebracht, denn die davon betroffenen Alveolen waren 6dematos,
hiamorrhagisch, atelektatisch und irreversibel verklebt.

Der komplexe Stoffwechsel, die Zusammensetzung, Wechselwirkungen, Mangel-
zustinde und indirekte oder direkte medikamenttse Surfactant-Verinderungen
werden von zahlreichen Forschern untersucht (vgl. [15, 46, 79, 115]). Die biophy-
sikalischen Untersuchungsmethoden fiir Oberflicheneigenschaften entwickelten
sich dabei unabhingig voneinander in der Medizin und der physikalischen Che-
mie. In medizinischen Experimenten wurden zunichst Tierlungen ex vivo beatmet
und der Bronchoalveolarraum zur vergleichenden Untersuchung des resultieren-
den Oberflichenverhaltens mit verschiedenen Losungen gespiilt. Druck-Volumen-
Kurven wurden unter maschineller Beatmung aufgezeichnet und schlieBlich die
Oberflichenspannung in einzelnen Alveolen direkt gemessen [103]. Bei Extrakten
aus Lungen wurde ein typisches Schaumungsverhalten beobachtet und die Stabili-



tat der Luftbliaschen als Kriterium kindlicher Lungenreife vorgeschlagen [75].
Extrahierte Lipide wurden als Oberflichenfilm mit Hilfe der Wilhelmy-Platten-
methode untersucht, dem bewihrtesten Instrument zur Oberflichenspannungs-
messung. Seit Beginn dieser biophysikalischen Surfactant-Messungen bestand
zwischen den relativ hohen, in vitro gemessenen, und den niedrigen, fiir Alveolen
berechneten Oberflichenspannungswerten eine Diskrepanz, die auf methodische
Unzulinglichkeiten zurtickgefiihrt wurde [23].

In der deutschsprachigen Literatur wurde 1971 erstmalig eine Methode beschrie-
ben, die an einer halbkugeligen Luftblase die Oberflichenspannung unter dyna-
mischen und statischen Versuchsbedingungen bestimmt [109]. Ein weiteres Mel3-
gerit wird 1977 vorgestellt, das innerhalb einer oberflichenaktiven Probe eine
pulsierende halbkugelige Luftblase verwendet, die allerdings ebenso eine zur
Umgebung hin offene Grenzfliche aufweist [32]. Erst Schiirch entwickelte 1989
ein Meligerit, das Captive-Bubble—Surfactometer, in dem die Luftblase kugel-
formig ist und eine vollstindig geschlossene Grenzfliche hat [101].

Mit Hilfe dieser Blasenmethode konnten bestimmte Charakteristika pulmonalem
Surfactants, insbesondere dessen hohe Oberflichenstabilitit bei niedriger Ober-
flichenspannung, erstmals in vitro reproduziert werden. In Hinsicht auf biophysi-
kalische Oberflichenaktivitit besitzt dieses Meligerit besondere konzeptionelle
und konstruktive Vorteile, die fiir die Zukunft die weitere Aufklirung der genauen
Wirkungsweise biologischer Surfactants ermoglichen konnen. Eine derartige
MeRapparatur wird in der vorliegenden Arbeit konstruiert und zur Messung bio-
physikalischer Oberflichenaktivitit von pulmonalem Surfactant und anderen
oberflichenaktiven Stoffen eingesetzt.



3  Oberflicheneigenschaften und MefSmethoden

3.1 Oberflichenspannung

Die Oberflichenspannung kann nur an Phasengrenzflichen auftreten. Als Grenz-
fliche wird dabei die Fliche zwischen unterschiedlichen, im allgemeinen konden-
sierten Phasen (Stoffen) bezeichnet, wogegen unter einer Oberfliche die Fliche
zwischen der kondensierten und gasformigen Phase (eines Stoffes) verstanden
wird. Grenzflichen und Oberfldchen haben eine definierte Schichtdicke, in deren
Verlauf die spezifischen Eigenschaften sich von denen der einen Phase zu denen
der anderen Phase dndern: Die Dichte nimmt beispielsweise in der Oberfliche
zwischen einer Flissigkeit und ihrem Gas innerhalb von ungefihr 1 nm drastisch
und kontinuierlich ab.

Um eine Oberfliche zu vergrofern, ist Energie daftir aufzuwenden, dall Molekiile
gegen die innerhalb der Phase wirkenden Kohisionskrifte an die vergroflerte
Oberfliche gelangen kénnen. Die Oberflichenspannung wirkt dabei dem Versuch
entgegen, die Oberfliche zu vergrofern und ist definiert als Kraft pro Lingen-
einheit. Der Kraftvektor liegt eindimensional innerhalb der Oberfliche und zeigt
in die entgegengesetzte Richtung der zur Oberflichenvergroflerung jeweils anset-
zenden Kraft.

Ein Anschauungsbeispiel fiir die Oberflichenspannung geht von der mechani-
schen Spannung aus, einer verwandten Grofle der klassischen Mechanik. Diese
Spannung wird hervorgerufen, wenn ein Kolben in einem mit Fliissigkeit gefiillten
Zylinder bewegt wird. Zur Betrachtung von Oberflicheneigenschaften wird das
Beispiel auf zwei Dimensionen reduziert: Eine Flissigkeitslamelle wird in einem
Drahtrahmen aufgespannt (Maxwell-Rahmen), der an einer Seite beweglich ist.
Wird diese Seite zur VergroRerung der Lamelle bewegt, so ist die dafiir aufzubrin-
gende Kraft F gleich der Oberflichenspannung y mal der Seitenlinge |1 mal 2 La-
mellenseiten. Daher ergibt sich aus F =2y-/ fiir die Einheit" der Oberflichen-
spannung: [y] = 1Nm™'.

Wird in dem oben beschriebenen Modell der Biigel um eine Strecke dx bewegt
und damit die Oberfldche der Lamelle um 2/dx vergrofert, so besitzen die Mole-
kiile in der Oberfliche einen um den Betrag y = Fdx/2ldx hoheren Energiegehalt
als die Molekiile in der darunter liegenden Phase. Entsprechend sind Flissig-
keitstropfen rund, weil sie als Kugeln einen Zustand der geringsten Oberfliche
und damit geringsten freien Energie y einnehmen.

" 1 mNm" entspricht der frither benutzten Einheit 1 dyne/cm.



Eine Einheiten-Umrechnung zu [y]=1]Jm? verdeutlicht, da} die Oberflichen-
spannung thermodynamisch als Energiegehalt pro Flicheninhalt zu verstehen ist.
Der Energiegehalt der Oberfliche ist dabei temperaturabhingig: Die Oberfli-
chenspannung vieler Flissigkeiten nimmt bei 1 K Temperaturerhohung um unge-
fahr 0.1 mNm™ iiber einen weiten Bereich linear ab (Eétvés-Beziehung). Zum
kritischen Punkt der Flissigkeit hin (Wasser: 374 °C, 22 MPa) wird die Oberfli-
chenspannung null, weil die Molekiilkonzentrationen in der Oberfliche und ihrem
Dampf sich annihern und die Oberfliche nicht mehr abgrenzbar ist.

Die Oberflichenspannung entspricht zusammenfassend der Energiedifferenz
zwischen Molekiilen an unterschiedlichen Stellen einer Fliissigkeit: Oberflichen-
Molekiile sind energiereicher als die darunter liegenden Molekiile. Der hohere
Energiegehalt hingt ab von dem Ubermal} an zwischenmolekularen Kriften der
oberflichlichen Molekiile, deren Vektorraum sich nur in das Innere der Flissig-
keit erstrecken kann. Die Oberflichenspannung ist um so grofer, je stirker die
zwischenmolekularen Krifte im Innern der Flussigkeit sind und dadurch Molekiile
aus der Grenzfliche ins Innere ziehen. Die meist gegen Luft gemessenen Werte
wachsen in der folgenden Reihenfolge: kondensierte Edelgase, Alkane, Alkohole,
Wasser, Salzschmelzen, fliissige Metalle (Beispiele: Wasser 72.8 mNm™, Queck-
silber 486 mNm; jeweils bei 20 °C). Substanzen mit Wasserstoffbriickenbindun-
gen weisen eine hohere Oberflichenspannung auf als polare Substanzen ohne
Wasserstoffbriicken. Niedrige Werte zeigen unpolare Fliissigkeiten.

3.2 Oberflichenaktivitit

Die Oberflichenaktivitit hingt im wesentlichen von dem sogenannten Oberfli-
cheniiberschufl ab. Der Oberflicheniiberschul} ist dabei ein Mal} fiir die Vertei-
lung von Teilchen in einer Losung. In der Oberfliche o einer Losung ist der Uber-
schuf T fiir n Teilchen einer Substanz J definiert zu T, =n/c. Wenn der Uber-
schufd positiv ist, reichert sich die Substanz in der Oberfliche an, anderenfalls
reichert sie sich unterhalb der Oberfliche, in der Subphase, an. In beiden Fillen
kann man von grenzflichenaktiven Substanzen sprechen: Sie entfalten ihre Wit-
kung an der Grenzfliche (Oberfliche) zwischen zwei Phasen. Im engeren Sinne
werden jedoch nur solche Stoffe als oberflichenaktiv bezeichnet, die eine Ernied-
rigung der Oberflichenspannung bewirken.

Ein Detergenz, beispielsweise Natriumdodecylsulfat (SDS), ist eine solche Sub-
stanz, die charakteristischerweise in dem kleinen Raum zwischen einer 6ligen und
willrigen Phase verteilt ist. Fiir niedrige Konzentrationen ¢, des Detergenz D bei
konstanter Temperatur T nimmt die Gibbsche Gleichung folgende Form an:



(0y/0c,); =—RT-T,c, mit Gaskonstante R=8.3 Jmol 'K (Herleitung [3]). Diese
Beziehung bedeutet, dall die Oberflichenspannung konzentrationsabhingig ab-
nimmt (Term auf linker Seite negativ), weil das Detergenz sich in der Grenzfliche
(Oberflache) anreichert (I'pcp positiv).

In niedrigen Konzentrationsbereichen kann dabei die in der Oberfliche geloste
Substanz als Gas betrachtet werden, dessen Ausdehnung zweidimensional ist:
[Mo =n, RT [3], wobei der Oberflichendruck IT gewohnlich die Differenz zwi-
schen der Oberflichenspannung y, der reinen Oberfliche o und der Oberflichen-
spannung v bei geloster oberflichenaktiver Substanz ist: I1=y, —y . Der Oberfli-
chendruck IT hat die gleiche Maleinheit wie die Oberflichenspannung und ist
vorstellbar als seitlich wirkender Druck, der innerhalb der Grenzfliche durch die
Zahl der Molekile verursacht wird. In vielen Experimenten ist y° der Ausgangs-
wert der Oberflichenspannung. Eine reine Wasseroberfliche mit einer Oberfli-
chenspannung (") von 70 mNm™ hat somit einen Oberflichendruck (n) von
0 mNm™. Sinkt durch eine oberflichenaktive Substanz die Oberflichenspannung
auf 20 mNm™, dann ist der Oberflichendruck 50 mNm™.

Zwischen der Konzentration c einer ldslichen, oberflichenaktiven Substanz und
der Oberflichenspannung besteht zusitzlich die empirische Beziehung der
Szyszkowski-Gleichung zu y, -y = a-ln(1+c/b)* tiber einen weiten Konzentrati-
onsbereich mit den Stoffkonstanten a und b [118]. Neben der beschriebenen
Oberflichenaktivitit werden solche Stoffe als oberflicheninaktiv bezeichnet, die
die Oberflichenspannung erhoéhen. Hierzu gehoren hydroxylreiche Zucker und
anorganische Salze, die aufgrund starker elektrostatischer Wechselwirkung von
einer Hiille aus Wassermolekiilen umgeben sind. Um ein Ion in die Oberfliche
einzubauen, mull Energie zum Abstreifen der Hiille aufgebracht werden; das
System kann daher durch Molekiilbewegung in die Oberfliche (Adsorption,
Kap. 3.4) keinen niedrigeren Energiegehalt erreichen.

3.3 Gekrimmte Oberflichen

Die mechanischen und thermodynamischen Vorginge wurden zuvor fiir zwei
Phasen beschrieben, die in einer ebenen Oberfliche aufeinandertreffen. Fiir den
hiufig anzutreffenden Fall, dal} die Oberfliche gekrimmt ist oder ein Ausschnitt
einer Sphire darstellt, ist unter der Einwirkung der Oberflichenspannung nur

* Die Gleichung ist 4quivalent zur Adsorptionsgleichungll= RT-T"* -In(1+¢/b) mit
Oberflichendruck IT, Gaskonstante R, Temperatur T, Oberflicheniiberschul} bei
Sittigung I'” sowie Langmuir-von Szyszkowski Verteilungskonstante H76].



dann eine mechanische Stabilitit gewihrleistet, wenn die Phasen ihrerseits unter
unterschiedlichen Driicken stehen. Der Vektor der Oberflichenspannung ist in
diesem Fall vorstellbar als Summe der Vektoren der Oberflichenaktivitit einzel-
ner Teilchen. Durch die Anordnung der oberflichenaktiven Teilchen entlang einer
gekriimmten Oberfliche erhilt der Summenvektor einen zusitzlichen Anteil, der
senkrecht zur Oberfliche in das Innere einer Phase gerichtet ist.

Dieser zentripetale Druckanteil wird als kapillarer Kriimmungsdruck py bezeich-
net und entspricht der Druckdifferenz zwischen den Phasen. Wird ein mehrecki-
ges Segment der Oberfliche einer Kugel vergroflert und dadurch abgebildet auf
ein grolBeres Segment, so besitzen die Segmente die Kriimmungsradien R; und R,.
Dann gilt unter Gleichgewichtsbedingungen die nach Laplace” benannte Glei-
chung p, =y -(1/ R +1/ Rz) mit Oberflichenspannung y zwischen den Kugel-
segmenten. Diese Gleichung 148t sich auf eine grofle Zahl von Beobachtungen
anwenden. Der kapillare Krimmungsdruck py wird um so grofer, je kleiner die
Radien R werden. Fur eine Kugel mit R,=R;=R, gilt dementsprechend
p. =27 /R, . Diese Beziehung bedeutet, dafl zur Vergroferung einer Kugel um so
mehr Druck dem py entgegen aufgebracht werden mulf, je kleiner die Kugel ist
und je grolBer damit die Oberflichenspannung ist.

Ein bekanntes Beispiel ist das Aufblasen eines Luftballons, bei dem die ersten,
kleinen Vergroflerungen die grofSten Anstrengungen erfordern. Weiterhin werden
zwei verbundene und verschieden grofle (R;<R,) Seifenblasen ihr Volumen nicht
ausgleichen, sondern noch unterschiedlichere Gréen annehmen, weil die kleinere
Blase (durch ihren nach innen wirkenden, hoheren kapillaren Kriimmungsdruck)
die grofere weiter aufblist. Fiir eine (oben beschriebene) ebene Grenzfliche mit
R;=R,= o ergibt sich der kapillare Kriimmungsdruck damit zu p,=0.

Diese klassische Laplace-Gleichung gilt auch fiir R; und R, als Hauptkrimmungs-
radien der grofSten, zweidimensional abgebildeten Schnittfliche eines eingetauch-
ten Rotationsellipsoids [93]. Dessen Geometrie ergibt sich aus den unterschiedli-
chen Kraftanteilen des Auftriebs und der Oberflichenspannung entlang seiner
Begrenzung, die den Korper in einer seitlichen Ansicht spharisch oder ellipsoid
verformen (vgl. Beispiele in Abb. 1, S. 14). Die Oberflichenspannungen von sol-
chen Korpern (hier: Blasen), die nicht allseitig achsensymmetrisch sind und nicht
unmittelbar durch die Laplace-Gleichung beschrieben werden, kénnen berechnet
werden unter der Voraussetzung, dall zwischen einer gegebenen Blase und ihrer

" Graf Pierre Simon Laplace, 1749 (Beaumont-en-Auge) bis 1827 (Paris), Mathematiker,
Astronom, Politiker. Hauptwerk: Traité de Mécanique Céleste; Crapelet, Courcier,
Paris, 1798-1827. Differentialform der Laplace-Gleichung:pAV = kA4 [90].



Umgebung jeweils Kontaktwinkel von 180° bestehen und die Oberflichen iiber
eine gewisse Strecke parallel zueinander verlaufen. Eine solche scheibenartig
flache, sogenannte semi-infinite Blase weist eine Oberflichenspannung von
y =pgh’/4 auf, mit spezifischer Dichte der Fliissigkeit p, Erdbeschleunigung g
und maximaler Blasenhohe h (zitiert in [61]).

Eine abgeflachte, aber halbkugelformige Blase kann im Gegensatz dazu nur zur
Unterlage einen Kontaktwinkel von 180° aufweisen und hat im Bereich der (halb-
kugelférmigen) Wolbung einen deutlich kleineren Kontaktwinkel zur Umgebung.
Die Oberflichenspannung wird in diesem Fall mit einem empirischen Korrektur-
glied bestimmt zu y = pgh®/G’ [61]. Das Polynom G, beschreibt hier das Ver-
hiltnis der Oberflichenspannung einer hypothetischen, aber exakt berechenbaren
semi-inifiniten Blase zu der unbekannten Oberflichenspannung der tatsichlich
beobachteten Blase. Es ist als Korrekturglied der Oberflichenspannung eine
Funktion des Verhiltnisses r=h/d der Hohe h zu Durchmesser d der beobachte-
ten Blase (Kap. 7.12). Zur Berechnung der Oberflichenspannung ist es dann nicht
weiter notwendig, dall die Blasengeometrie tatsichlich semi-infinit (flach, r—0)
oder infinit (sphirisch, r—1) ist. Das Polynom G, interpoliert dazu als Korrektur-
glied die Oberflichenspannung zwischen diesen Extremwerten der Blasengeome-

trie (Abb. 8, S. 50).

3.4 Weitere KenngrofRen von Oberfldchen

Neben der Oberflichenspannung, die unter statischen und dynamischen Bedin-
gungen wirksam werden kann, gibt es eine Reihe weiterer Parameter, mit denen
Oberflachen charakterisiert werden konnen. Zwischen den Zustinden der mini-
malen und maximalen Oberflichenspannung wihrend eines Versuchsabschnittes

sind bei oberflichenaktiven Substanzen besondere Flievorginge zu beobachten.
Von diesen rheologischen Eigenschaften wird hiufig die Viskositit zur Beschrei-
bung der inhomogenen Energieverteilung in dem flieBenden System benutzt. Die
Viskositit ist dabei definiert als Proportionalititsfaktor zwischen der Schubspan-
nung T und der Schergeschwindigkeit D. Bei der Messung der Oberflichenspan-
nung spielt die Viskositit der verschiedenen beteiligten Volumenelemente daher
nur im dynamischen System eine Rolle [18]. Die Viskositidt bestimmt in einem
solchen System die Wirkung der angreifenden Krifte auf die Strukturverinderung
und damit auf die Bildung oberflichenaktiver Molekiilaggregate in der Oberfli-
che. Das Pulsierende-Blase-Surfactometer zeigt deutliche viskosititsabhingige
Effekte bei 20 Pulsationen pro Minute [42]. Diese Effekte stellen im Zusammen-
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hang mit der irreguliren Blasen-Deformation die Anwendung der Messung des
Kriimmungsdrucks zur Bestimmung der Oberflichenspannung in Frage.
Auch die Spreitungsgeschwindigkeit einer Substanz in der Oberfliche ist von der

Viskositit der Flissigkeit abhingig, die eine nicht zu vernachlissigende Interakti-
on zwischen der Oberfliche und dem Inneren der Fliissigkeit anzeigt [1]. Steigt
an einer Stelle der Oberfliche die Oberflichenspannung, entsteht eine geringfiigi-
ge Oberflichenvergroferung, die zu einem ebenfalls viskositdtsabhingigen Mate-
rialflu} in die Oberfliche fithrt. Dies entspricht dem Marangoni-Effekt, der bei-
spielsweise aufgrund der Ethanol-Verdunstung an den auslaufenden Tropfen eines

geschwenkten Weinglases zu beobachten ist und auch Messungen mit der Wil-
helmy-Plattenmethode beeintriachtigt [12]. Weitere substanzspezifische Eigen-
schaften wie Dampfdruck, Wirmekapazitit, elektrische Leitfahigkeit oder Bre-
chungsindex sind in der Oberfliche ebenfalls verindert und konnen daher zu
deren Charakterisierung bestimmt werden.

Aus dem Verlauf eines Oberflichenspannungs-Oberflichen-Diagramms (Abb. 33,

S.92) konnen neben den Maximal- und Minimalwerten der Oberflichenspan-
nung noch weitere Parameter abgeleitet werden: Die zur Erreichung einer niedri-
gen Oberflichenspannung notwendige Kompression der Oberfliche ist ein Mal3

fiir die Steifigkeit des ausgebildeten Filmes. Ein stark geordneter Film aus einer
hochangereicherten Substanz kann (und muf}) nur gering komprimiert werden,
um eine minimale Oberflichenspannung darzustellen; seine Diagramm-Kurve
verlduft entsprechend steil. Die Kompressibilitit beschreibt diese Steifigkeit des

Oberflichenfilms als Tangentensteigung k eines gegebenen Oberflichen-
spannungs-Oberflichen-Diagramms zu k =1/ 4-(dA/dy) mit Oberfliche A bei
Oberflichenspannung v.

Wird ein Film nach Erreichen einer minimalen Oberflichenspannung weiter
komprimiert, kann es zu einer weiteren Reduktion der Oberfliche bei mehr oder
weniger unverinderter Oberflichenspannung kommen: Diese Uberkompression
zeigt sich als horizontales Plateau im Oberflichenspannungs-Oberflichen-
Diagramm. In verschiedenen Kompressionen der Oberfliche kann dieses Plateau
eine unterschiedliche Linge (bezogen auf die Oberfliche) zeigen; Verhiltnisse
dieser Lingen werden als Kollaps-Plateau-Ratios angegeben. Eine Folge dieser
Uberkompression und des damit einhergehenden Filmkollaps kénnen unter-
schiedliche Diagramm-Abschnitte sein, bei denen sich wihrend der Oberflichen-
Expansion eine hohere Oberflichenspannung einstellt als bei der gleichen Ober-
fliche unter Kompression.
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Die durch den Verlauf des Kompressions-Expansions-Diagramms umschriebene
Fliche wird als Hysterese-Fliche bezeichnet und qualitativ und quantitativ in

aufeinanderfolgenden Zyklen beurteilt. Die Verldufe der Diagramme von Zyklen
eines Versuches konnen sich deutlich unterscheiden und insbesondere zu Ver-
suchsbeginn oder nach einem Kollaps ist eine Zunahme der Oberflichenaktivitit
zu beobachten. In dynamischen Versuchen wird das Erreichen einer gewissen
niedrigen Oberflichenspannung durch die Halbwertzeit oder Anzahl der Kom-

pressionszyklen beschrieben.

Wihrend der Adsorption von oberflichenaktivem Material in die Oberfliche wird
eine kontinuierliche Senkung der Oberflichenspannung beobachtet, die zunichst
durch eine beabsichtigte, kurzzeitige Erhohung der Oberflichenspannung ausge-
lost wird. Die anschlieBende Kinetik der Adsorption wird in diesen Versuchen
durch die Adsorptions-Halbwertzeit der Senkung der Oberflichenspannung ge-

kennzeichnet. Die niedrigste Oberflichenspannung, die in der Gleichgewichts-

phase nach diesem exponentiellen Abfall erreicht wird, ist ein Mal} fiir die Lage
des Konzentrationsgleichgewichts des oberflichenaktiven Materials zwischen
Grenzfliche und Subphase. In Stabilititsversuchen wird die Riickkehr aus dem
hochkomprimierten, metastabilen Zustand in den Gleichgewichtzustand und der
damit verbundene Anstieg der Oberflichenspannung durch die Desorptions-
Halbwertzeit oder Desorptionsgeschwindigkeit quantifiziert.

3.5 Herkommliche Mefmethoden fiir die Oberflichenspannung

Die Methoden zur Messung der Oberflichenspannung lassen sich unterscheiden
in statische Methoden, die ein Kriftegleichgewicht zwischen Oberflichenkraft
und anderen mechanischen Kriften untersuchen, und dynamischen Methoden,
die wiederkehrende Verinderungen der Oberfliche messen. Von den zahlreichen
Verfahren ist zunichst die Wilhelmy-Plattenmethode zu nennen, die die Oberfli-

chenspannung als Gewichtskraft einer Platte miflt. Diese Platte ist von der zu
messenden oberflichenaktiven Substanz tiberzogen und wird in einem Trog auf-
gehingt, dessen Flissigkeit mit einem Oberflichenfilm dieser Substanz bedeckt
ist. Die Oberfliche kann langsam verindert werden und dadurch eine unter-
schiedliche Packungsdichte des Oberflichenfilms eingestellt werden. Zur Ausbil-
dung eines einschichtigen Films wird ungefihr 0.1 ug DPPC aufgebracht, das sich
durch Spreitung auf der Oberfldche von 300 cm?verteilt (0.0003 pgem™).

Die Oberflichenspannung wird dann tiblicherweise als Funktion der Oberfliche
dargestellt. Diese Kurve wird als Oberflichenspannungs-Oberflichen-Isotherme
bezeichnet, weil fur diesen Versuch ein konstanter Energiegehalt in dem System



12

angenommen wird. Eine solche Isotherme kann einen charakteristischen Verlauf
dadurch zeigen, dall die gemessenen Werte eine Schleife im Uhrzeigersinn
(Abb. 17, S.60) beschreiben. Diese Darstellung der mit der Wilhelmy-
Plattenmethode kontinuierlich erfassbaren Meflwerte wird haufig auch zum Ver-
gleich mit den diskreten MefSwerten anderer Methoden gewihlt.

Die Langmuir-Waage verwendet ebenfalls einen Trog, der bis zum Rande mit
ungefahr 500 ml Flissigkeit gefiillt ist, und milt den Oberflichendruck, der auf
eine auslenkbare Schranke ausgetibt wird. Eine bewegliche Schranke dient dabei

zur Verinderung der Oberfliche, die der aufgebrachten Substanz zur Spreitung
zur Verfligung steht. Die Kraft pro Lingeneinheit der Schranke, die zur Riick-
stellung der Auslenkung durch die Wirkung der oberflichenaktiven Substanz
erforderlich ist, entspricht dem Oberflichendruck und ist gleich der Differenz der
Oberflichenspannung zur unbeschichteten Wasseroberfliche.

Beide Trog-Methoden erfordern einen betrichtlichen apparativen Aufwand
(Feuchtigkeits-kontrollierte Versuchsatmosphire [26]; Teflontrog, automatische
Nachregelung der Oberfliche, Priming [48]). Mellbare Verluste an oberflichen-
aktivem Material kénnen konstruktionsbedingt nicht verhindert [1] und unter-
schiedliche Benetzungen der Platte [12] melitechnisch nicht korrigiert werden.
Maximal schnelle motorische Verinderungen der Oberfliche liegen im Bereich
von lediglich 10 cm?s™ (1-5 %s™ der Ausgangsfliche) [32].

Die Blasendruckmethode nutzt die gekriimmte Oberfliche einer halbkugeligen

Blase am Ende einer Kapillare in einer Fliissigkeit, um den maximal erreichbaren
Uberdruck vor Abreiflen der Blase als Kapillardruck zur Berechnung der Oberfli-
chenspannung zu bestimmen. Die Steighohenmethode mif’t den Flissigkeitsstand

in einer eingetauchten Kapillare. Dabei steigt die Flissigkeit aufgrund der Ober-
flichenspannung solange auf, bis durch ihre der Oberflichenspannung entgegen-
witkende Gewichtskraft ein Gleichgewicht erreicht wird. Die direkte Untersu-
chung der Oberfliche ist mittels Oberflichen-Laserlichtstreuung und Ober-
flichenwellen-Methoden méglich, die die Viskositit und Oberflichenspannung

durch Doppler-Eigenschaften von Reflexionen und Wellenanalyse der Oberfliche
ermitteln. Eine weitere dynamische Methode ist die Spinning-Drop-Methode, bei

der inmitten einer Kapillare ein unléslicher Fliissigkeitstropfen zylindrisch in einer
anderen Flussigkeit schwimmt; bei schneller Rotation der Kapillare kénnen damit
dullerst niedrige Oberflichenspannungen gemessen werden.

Das Pulsierende-Blase-Surfactometer ist eine fast vollstindig automatisierte

MeRapparatur und bestimmt die Oberflichenspannung direkt aus einem gemes-
senen Druckgradienten (p) tiber einer halbkugeligen lufthaltigen Blase, die in
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einer Losung oberflichenaktiven Materials an einer Kapillare hiangt [32]. Die
Minima und Maxima der Druckwerte werden in Abhingigkeit von der Zykluszahl
dargestellt. Der Berechnung der Oberflichenspannung aus den Druckwerten liegt
die Laplacesche Annahme der Blase als Kugel zu Grunde; die auftretende
Formabweichung der Kugel zu einer Scheibe wird nicht berticksichtigt [42].

Die geringe GroBe der Blase (=1 mm) erlaubt schnelle maschinelle Zyklen der
Blasenvergroflerung (Oberflichen-Expansion, -Dilatation) und Verkleinerung
(Kompression), wobei bei hochoberflichenaktiven Substanzen die Blase allerdings
hiufig abreildt. Statische Messungen sind kaum durchftihrbar, denn ein Material-
verlust aus der Oberfliche in das Lumen der offenen Kapillare des Pulsierende-
Blase—Surfactometers kann nicht verhindert werden.

Die Pendant-Drop— und Sessile-Drop—Methoden beruhen ebenfalls auf der Un-
tersuchung eines einzelnen Tropfens, dessen Oberflichenaktivitit durch seine

Spreitung auf einer Oberfliche mit bekannter Oberflichenspannung bestimmt
werden kann. Durch ingeniése Mikropunktion vieler Alveolen und das Einbringen
je eines solchen Mikrotropfens einer Flissigkeit bekannter Oberflichenaktivitit
gelang es in umgekehrter Weise, die Oberflichenspannung der Oberfliche einzel-
ner Alveolen direkt zu bestimmen [103]. Die Berechnungen der Oberflichen-
spannung beruhen dabei auf der Messung des Tropfendurchmessers. Die Berech-
nung von Randwinkel, Volumen, Oberfliche und Oberflichenspannung erfolgt
aus der Geometrie des Tropfens in Seitenansicht und Aufsicht [53].

3.6 Das Captive-Bubble—Surfactometer als eine neue
MeRmethode fiir die Oberflichenspannung

Das Captive-Bubble-Surfactometer unterschiedet sich malgeblich durch die
Form der eigentlichen Grenz- respektive Oberfliche von den herkommlichen

MeBmethoden fiir die Oberflichenspannung. Diese Mefmethode realisiert eine
gekriimmte und véllig intakte Oberfliche einer ungefihr 6 mm durchmessenden
Luftblase, die unter einer Decke aus Agarose flutet. Das an der Oberfliche stark
hydrophile und zu 99 % aus Wasser bestehende Agarose-Gel gewihrleistet, dal}
jederzeit eine diinne Schicht der wilirigen Testflissigkeit die Luftblase vollstindig
umgibt. Dieses Prinzip erlaubt es, den Randwinkel zwischen der flachen Oberseite
der Blase und der Fliissigkeit als 180° anzunehmen [61, 101].

Dieser als semi-inifinit (Kap. 3.3) bezeichnete Randwinkel ist Voraussetzung zur
Berechnung der Oberflichenspannung. Eine hohe Oberflichenspannung wirkt
dabei an einer kugeligen Blase, wihrend eine niedrige Oberflichenspannung eine
extreme Abflachung der Luftblase unter der Deckelschicht ermoglicht (Abb. 1).
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Abb. 1: Funktionsprinzip des Captive-Bubble-Surfactometers

Beispiel flr eine Luftblase mit
hoher  Oberflachenspannung
(70 mNm-") an der Grenzflache
zwischen reinem Wasser und
Luft. Diese Seitenansicht zeigt
eine annahernd halbkugelige,
gering abgeflachte Geometrie.
Das Verhéltnis von Hoéhe zu
Durchmesser (h/d) der Luftbla-
se in der Abbildung ist 0.68
(vgl. Abb. 8, S. 50).

Beispiel fir eine Luftblase mit
mittlerer  Oberflachenspan-
nung (23 mNm-') bei kilnst-
lichem Surfactant. Die zentri-
petal wirkende Oberflachen-
spannung ist niedriger als bei
Wasser (links) und wirkt dem
Auftrieb der Luftblase weniger
entgegen. Die Luftblase wird
daher durch ihren Auftrieb
stark abgeflacht; h/d=0.33.

Beispiel fir eine Luftblase mit
minimaler  Oberflachenspan-
nung (2 mNm'') bei Lipid-
Extraktions-Surfactant. Da die
Oberflachenspannung minimal
ist, wirkt sie (berhaupt nicht
mehr einer Abflachung ent-
gegen, die durch den hydro-
statischen Uberdruck in der
Probe und den Auftrieb ver-
ursacht wird; h/d=0.18.

Im letzteren Fall ist die grenzflichenverkleinernde Kraft (die Oberflichenspan-
nung) gegeniiber der Auftriebskraft drastisch herabgesetzt. Auch solche Zustinde
kénnen mit diesem MeRinstrument erfallt werden und mit einem analytischen
Verfahren berechnet werden, das die fiir andere MelSmethoden geforderte strenge
Einhaltung einer kugeligen Blasenform hinfillig machte [93]. Dabei wird die
objektive Randfunktion der Blase im seitlichen Schnittbild konstruiert und an-
schlieBend deren Oberflichenspannung nach der Laplace-Differentialgleichung
analytisch berechnet.

In einem rechentechnisch vereinfachenden Ansatz zur Messung der Oberflichen-
spannung kann auch ein schnelleres numerisches Verfahren eingesetzt werden,
indem eine Blase als definierter Rotationskorper betrachtet wird [85]. Die Ober-
flichenspannung, das Volumen und die Oberfliche der Blase werden dann mit
Hilfe der beobachteten Geometrie (Blasenhohe und -durchmesser) approximiert
an bekannte Werte einiger Referenzblasen mit bekannter Geometrie [96].

Die Steuerung des Captive-Bubble—Surfactometers erfolgt iiber die Verinderung
der Geometrie der Blase, wobei die Oberflichenspannung von dem Verhiltnis der
Zahl oberflichenaktiver Molekiile zur OberflichengrofRe abhingt (Kap. 3.2, S. 6).
Die Oberflichengrofle A nimmt dabei mit dem Blasenvolumen V zu, wihrend das
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Blasenvolumen dem Blasendruck p antiproportional ist.” Durch die Steuerung des
Drucks wird daher eine zunichst unbekannte Anderung der Oberfliche hervor-
gerufen; anschlieBend konnen die aktuelle Oberflichengrofle und die damit ein-
her gehende Oberflichenspannung bestimmt werden.

Das Captive-Bubble—-Surfactometer ermoglicht sowohl statische als auch dyna-
mische Messungen. Oberflichenspannungen von unter 1 bis 75 mNm™ werden
reproduzierbar erfal’t [84]. Die geschlossene Konstruktion des Captive-Bubble—
Surfactometers hat zur Folge, dal keine Mindestkompressions-Geschwindigkeit
notwendig ist, um niedrige Oberflichenspannungen zu erzielen, sondern es lassen
sich unter schrittweiser (quasi-statischer) Oberflichenreduktion gegen null gehen-
de Oberflichenspannungen einstellen.

Erst das Captive-Bubble-Surfactometer konnte bei diesen sehr niedrigen Werten
zeigen, dald ein solcher metastabiler Filmzustand durchaus lingere Zeit (Stunden)
bestehen kann [101]. Unwiederbringlicher Verlust von Oberflichenmaterial bei
den meisten anderen Methoden, insbesondere aber bei der Wilhelmy-Platten-
methode, mull aber durch eine solche Mindestkompressionsrate kompensiert
werden, obwohl auch dieses nicht zu stabil-niedrigen Oberflichenspannungen
fithrt. Der Volumenverlust der Blase durch druckabhingiges Losen von Luft in
der Testfliissigkeit begrenzt die Versuchsdauer im Captive-Bubble—Surfactometer
auf Stunden; die relativ grofe Blase ist gut zu beobachten und zu vermessen. Es
ist nicht notwendig, aber moglich, Testsubstanzen direkt auf die Oberfliche auf-
zubringen. Der Versuchsablauf kann teilweise automatisiert werden, haufig ist
aber eine manuelle Bedienung notwendig.

" Die genaue Beziehung zwischen Aund V hingt von der beobachteten Geometrie
der Blase ab; prinzipiell ist A eine Potenzfunktion von V. Fiir isotherme Zustands-
dnderungen gilt das Gesetz von Boyle-Mariotte: p-V = const.
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4  Bestandteile, biophysikalische Wirkungsweisen und
Eigenschaften des pulmonalen Surfactants

4.1 Bestandteile des pulmonalen Surfactants

Natiirlicher Surfactant, der durch bronchoalveolire Lavage gewonnen wird und
sich durch Dichtegradientenzentrifugation anreichern 148t, besteht aus Lipiden
(Gewichtsanteil 90 %), Proteinen (10%) und einem geringen Anteil an Kohlehy-
draten [46]. Die Phospholipide unter den Lipiden sind die Triger der Oberfla-
chenaktivitit des pulmonalen Surfactants.

Die Proteine, die spezifisch nur im Surfactant auftreten, werden als Surfactant-
Proteine SP-A, SP-B und SP-C bezeichnet und entsprechen ungefiahr der Hilfte
des Gesamteiweil}. Diese Proteine zeigen eine unterscheidbare und reproduzier-
bare, aber insgesamt komplexe biophysikalische Wirkungsweise des pulmonalen
Surfactants, die im wesentlichen auf der Vermittlung zwischen verschiedenen
makromolekularen Aggregatzustinden der Proteolipide in der Subphase und in
der Oberfliche beruht [78]. Das von zahlreichen, aber nicht allen Autoren zu
diesen spezifischen Proteinen gezihlte SP-D tritt ebenfalls in der Magenmukosa
auf und wird hier nicht weiter vorgestellt, weil seine Bedeutung fiir die biophysi-
kalische Wirkungsweise des pulmonalen Surfactants bisher unbekannt ist.

Die verschiedenen Surfactant-Proteine treten dabei mit Phospholipiden an ver-
schiedenen Stellen innerhalb der Alveole zu unterschiedlichen Ultrastrukturen
zusammen. Weniger als 1 % dieses alveoliren Surfactants geht tiber die Atemwege
verloren, doch wird dadurch eine Surfactant-Auskleidung der (kleinen) Atemwege
gewihrleistet und dort eine Senkung der Oberflichenspannung auf ungefihr
25 mNm verursacht [67].

4.1.1 Surfactant-Proteine

Das hydrophile Glykoprotein SP-A macht den groften Anteil der Surfactant-
Proteine aus und ist genetisch stark konserviert [115]. Es trigt eine Kohlenhydrat-
Erkennungs- und eine Kollagendomine und oligomerisiert zu einem Komplex aus
sechs Trimeren. SP-A ist intrazellular im Endoplasmatischen Retikulum, im Golgi-
Apparat und in multilamelliren Vesikeln nachzuweisen [124]. Extrazellulir
kommt SP-A im tubuliren Myelin, das wahrscheinlich den expandierten Inhalt
von Lamellarkorpern darstellt, vor [47]. Alveolire Makrophagen tragen einen
spezifischen Rezeptor fir SP-A, der die oxidativen und phagozytiren Abwehr-
funktionen dieser Zellen moduliert [79]; SP-A-Rezeptoren auf Typ-II-Zellen
fordern die Wiederaufnahme und hemmen die Sekretion von Surfactant-
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Phospholipiden [125]. Im zellfreien System kann SP-A dazu zusitzlich und selek-
tiv an DPPC, Phosphatidylglycerol und SP-B binden [126]. Die Oberfldchenakti-
vitit von SP-A wurde an Lipid-Extraktions-Surfactants (LES) untersucht [104];
konzentrationsabhingig wurde durch SP-A—Zugabe eine Verkiirzung der Adsorp-
tionszeit, eine Verminderung der Oberflichenreduktion zum Erreichen einer
niedrigen Oberflichenspannung und eine Minderung von Instabilitits-
phinomenen erreicht. Die biophysikalische Funktion des SP-A wird zusammen-
fassend als Promotor einer Sortierung und Strukturierung der Oberfliche be-
schrieben und ist damit eher in der Initialphase der Ausbildung eines Ober-
flichenfilms von Bedeutung [81].

Neben dem hydrophilen SP-A enthilt pulmonaler Surfactant die beiden kleineren
und stark hydrophoben Proteine SP-B und SP-C. Im Endoplasmatischen Retiku-
lum und im Golgi-Apparat befinden sich Vorstufen des SP-B, wihrend in multi-

lamellaren Korpern fertig prozessiertes SP-B vorliegt. Beide Proteine konnen
selbst hoch komprimierbare Monoschichten formen, in denen die a-helikalen
Proteinabschnitte parallel zur Oberfliche angeordnet sind. Sie férdern Adsorpti-
onsvorginge durch Destabilisierung der Lipid-Doppelschichten von Molekiilag-
gregaten in der Subphase [108]. SP-B entfaltete in einem rekonstituierten Surfac-
tant unter Kalzium-Zusatz die groflte Wirkung auf die Adsorption [126]. SP-B
und SP-C erméglichen dazu eine noch nicht niher beschriebene Bindung von
solchen Vesikeln an einen Oberflichenfilm, aus denen die Phospholipide in die
Oberfliche eingebaut werden [70]. Die Auffillung eines inkompletten Oberfla-
chenfilms wihrend einer Expansion vermitteln SP-B und SP-C durch Fusion von
auseinandergerissenen Inseln aus Phospholipidschichten [114]. Zusitzlich sind sie
fiir die Dauer des Bestehens metastabiler Zustinde mit niedrigster Oberflichen-
spannung von Bedeutung [81]. Ein Ausschluf von SP-B— und SP-C-DPPC-
Komplexen aus dem Oberflichenfilm geschieht bei Kompression auf 15 mNm™.
Bemerkenswerterweise konnte SP-B ein Phospholipidgemisch unterhalb dessen
Temperatur der Gel-Flussigkeits-Transition (39 °C) in der Grenzfliche rdaumlich
ordnen und dadurch die Oberflichenaktivitit erhohen [5].

Die Funktion rekonstituierten Surfactants ist an elektrostatische Wechselwirkun-
gen gebunden, die das SP-B mit Phospholipiden der Oberfliche eingehen kann:
Hydrophile Bereiche des SP-B interagieren mit den polaren Lipidkopfgruppen,
hydrophobe mit deren Alkylketten und erhohen so die laterale intermolekulare
Ordnung [24]. SP-C hingegen interagiert mit Alkylketten von Phospholipiden und
bindet tiber Thioesterbriicken kovalent an Palmitinsdure.
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Es ist schwierig, die Funktionsweisen der interagierenden Surfactant-Proteine an
der alveolidren Oberfliche allein aus in vitro-Messungen der Oberflichenaktivitit
abzuleiten. Die hier dargestellten, bekannten Funktionen der Surfactant-Proteine
konnten durch Untersuchungen der Proteinstruktur [24, 116] und der elektro-
nenmikroskopischen Ultrastruktur [115, 121] zusitzlich erhirtet werden.

4.1.2 Surfactant-Lipide

Surfactant-Lipide werden in Typ-II-Zellen synthetisiert, von intrazelluliren Struk-
turen hoher Dichte (Endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat) zu solchen
niedrigerer Dichte (Vesikel, Lamellarkorper) transportiert und per Exozytose in
das Alveolarlumen abgegeben [15, 115]. Den grofiten Anteil haben die Phospho-
lipide und unter diesen das Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC, Tab. 1). Mo-
noschichten mit einem DPPC-Anteil von mehr als 90 % erreichen eine Stabilitit,
die derjenigen einer Alveole vergleichbar ist [48]. Deren beobachtete Oberfla-
chenaktivitit wurde daher den DPPC-Molekiilen zugeschrieben.

Eine mit DPPC aufgefillte Oberfliche hat eine sehr geringe Kompressibilitit und
widersteht damit einer Oberflichenverkleinerung, weil DPPC bei Korper-
temperatur als feste Phase vorliegt [11]. Die sich spontan einstellende Gleichge-
wichts-Oberflichenspannung eines DPPC-Oberflichenfilms betrigt ungefihr
23 mNm™' [26]. Eine Wechselwirkung zwischen DPPC und anderen Phospho-
lipiden verursacht die Asymmetrie zwischen der sehr kleinen Halbwertzeit der
Adsorption und der um GroBenordnungen hoheren Halbwertzeit der Desorption
von DPPC. Die (bei pH 7) negativ geladenen Lipide Phosphatidylglycerol (PG)
und Phosphatidylinositol (PI) férdern diese Adsorption von DPPC. Der Anteil

Tab. 1: Lipide im pulmonalen Surfactant

Lipidklasse Komponente Anteil [%]
Phospholipide |insgesamt 85
PC, gesattigte FS* 50
PC, ungesattigte FS 22
PG 10
Pl, PE, PS 3
andere Lipide |neutrale Triglyzeride, 12
Cholesterol

Gewichtsanteile getrennt nach Lipidklassen. Angabe in Prozent.
Phosphatidylcholin  (PC), Phosphatidylinositol (PI), Phos-
phatidylethanolamin  (PE), Phosphatidylserin (PS), Phos-
phatidylglycerol (PG) und Fettsauren (FS). Nach [46]. *PC mit
gesattigten Fettsdureresten tritt fast ausschlieBlich als DPPC
auf (Dipalmitoylphosphatidylcholin).
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von PG im Surfactant ist dabei im Vergleich zu anderen Geweben sehr hoch; PI
kann PG im Surfactant funktionell ersetzen [16]. PC und PE liegen (bei pH 7) als
Zwitterionen (amphoter) vor. Neutrallipide wie Cholesterol konnen wahrschein-
lich nur in Anwesenheit von Phospholipiden und SP-A in die Oberfliche einge-
baut werden und verschlechtern im allgemeinen die experimentelle Surfactant-
Funktion [126]. Die Gesamtmenge an Phospholipiden (PL) in pulmonalem Sur-
factant betriagt ungefihr 10 mgkg' Koérpergewicht (KG) [55]; die notwendige
Menge zum Spreiten auf der Oberfliche aller Alveolen liegt im Bereich von
3 mgkg! KG [45].

4.1.3 Ultrastrukturen des pulmonalen Surfactants

Die wesentlichen Ultrastrukturen des pulmonalen Surfactants sind in Tab. 2
(S.20) genannt. Die verschiedenen Ultrastrukturen besitzen unterschiedliche
Oberflichenaktivititen und umfassen intra- und extrazellulire Strukturen, die im
Stoffwechsel des pulmonalen Surfactants ineinander tibergehen (Abb. 2, S. 22).
Die extrazellulire Bereitstellung von Surfactant-Material fiir die Alveolar-
Oberfliche kann durch unterschiedlichste Reize angeregt werden, insbesondere
mechanische Dehnung von Typ-II-Zellen, adrenerge Signale und Fettsdure-
Metaboliten [123]. Von den bekannten Ultrastrukturen sind hauptsichlich die
Lamellarkoérper und das tubulire Myelin fir die extrazelluldre Bereitstellung von
oberflichenaktivem Surfactant-Material in der Alveole wichtig. Diese kénnen sich
auch spontan in vitro bilden, unter Energiezufuhr (beispielsweise Sonifikation)
jedoch formieren sich oberflichenaktive Vesikel in vitro schneller und bleiben
linger stabil [88]. Eine vergleichende Untersuchung der Oberflichenaktivitit
mull dabei zusitzlich die verschiedenen Vesikel morphologisch (beispielsweise
elektronenmikroskopisch) identifizieren und klassifizieren, wobei die Bezeichnung
der verschiedenen Ultrastrukturen nicht einheitlich ist [15, 69, 107].

Wihrend der Einatmungsphase adsorbieren insgesamt ungefahr 500.000 Lamel-
larkorper, das sind 0.005 % des pulmonalen Phospholipidgehaltes, in den Ober-
flichenfilm der Gesamtzahl der Alveolen, der beim Erwachsenen ~120 m? grof3 ist
[46]. Aus der Oberfliche wieder ausgeschiedenes Material kann wahrscheinlich
nur zu einem geringen Teil unmittelbar wieder adsorbieren, die Aufnahme in
tubulires Myelin oder in eine Typ-II-Zelle ermoglicht jedoch seine indirekte Wie-
derverwendung [39]. Der grofite Teil des Surfactantgehaltes wird dabei in Alveo-
len retiniert und unterliegt diesem intraalveolidren Stoffwechsel, lediglich 10 %
werden von Alveolar-Makrophagen aufgenommen und abgebaut.
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Tab. 2: Ultrastrukturen des pulmonalen Surfactants: Inhaltsstoffe, Morphologie,
Vorkommen und Oberflachenaktivitat

Ultrastrukturen | univesikuldres | multilamellarer Lamellar- tubuléres
Koérperchen Koérper kbrper Myelin
Inhaltsstoffe
SP-A (+) + (+) ++
SP-B (+) + + (+)
SP-C (+) + +
Phospho- + (unge- (+) ++ + (PC
lipide| sattigte FS) und PG/PI)
Kalzium ++
Morphologie
Geometrie rund oval Lamellen Gitter
Gréle ~1 um
Vorkommen
Stoffwechsel- | Abbauvorstufe Transport- Sekretions- | Adsorptions-
stufe vesikel vorstufe vorstufe
Zahl pro Zelle 100 -
Extrazellular + + ++
Oberflachen- —/(+) - + ++
aktivitat
Referenz [120] [36, 120] [72] [46, 113]

Ubersicht tiber die Inhaltsstoffe (Proteine, Lipide und Kalzium), die elektronenmikroskopische
Morphologie, das Vorkommen und die funktionelle Bedeutung hinsichtlich der Oberflachen-
aktivitat der verschiedenen Ultrastrukturen des pulmonalen Surfactants.

Legende: — nicht vorhanden, (+) gering nachweisbar, + vorhanden, ++ wesentlich.

4.2 Biophysikalische Wirkungsweise von Surfactant in Alveolen

Zur Erklirung der biophysikalischen Wirkung von pulmonalem Surfactant gehen
derzeitige Modellvorstellungen davon aus, dafl in Alveolen eine wirige Subphase
dem Alveolarepithel aufliegt und darauf wiederum eine wesentlich diinnere Ober-
fliche aus hydrophobem Material schwimmt. Pattle nahm im wesentlichen an, dafl
nur unlosliche Proteine diese Grenzschicht bilden [74], die bei geringem Luftge-
halt der Lunge und Alveolen zu einer festen Auskleidung der Alveole werden und
deren Kollaps verhindern sollte.

Clements erweiterte dieses Modell um die Beschreibung der Alveolenfunktion
wihrend der Atmungszyklen [23]. Demnach ist die Grenzschicht zu jeder Atemla-
ge mit einem Film aus Phospholipiden vollstindig aufgeftillt und bedeckt. Die
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geringe Packungsdichte der Molekiile wihrend der Inspiration, bei vergroferter
Grenzfliche, verursacht eine weitere Adsorption. Nach einer Exspiration ist die
Packungsdichte am hochsten und die Oberflichenspannung am geringsten.

Im einem Modell von Scarpelli erstreckt sich der funktionstragende Phospholipid-
film nicht nur ber die Alveolenoberfliche, sondern auch tiber den luftleitenden
EinlaB der Alveole [95]. Der Gasaustausch geschieht durch Diffusion durch den
vollstandig kugelartigen Grenzflichenfilm, der im Bereich des Alveolen-Einlal}
eine membranartige Doppelschicht bildet.

Bangham geht davon aus, dall der Phospholipidfilm bei geringem Luftgehalt der
Alveolen eine solide Materialschicht bildet und die Alveolen vollstindig auskleidet
und stabilisiert [10]. Eine VergroBerung der Grenzfliche fithrt dazu, da der Film
aufreillt und Inseln des Phospholipidfilms die Grenzfliche nur unvollstindig be-
decken; dieser diskontinuierliche Zustand der Grenzfliche kann nicht durch Mes-
sungen der Oberflichenspannung beschrieben werden. Die konkrete Beschaffen-
heit oder Zusammensetzung der Oberfliche ist allerdings in allen vorgestellten
Modellen noch unbekannt.

4.3 Biophysikalische Eigenschaften pulmonalen Surfactants
und seine Funktionen in der Lunge

Die als klassisch bezeichneten biophysikalischen Surfactant-Funktionen umfassen
im wesentlichen die Verhinderung eines Alveolenkollaps bei niedrigem Lungen-
volumen, die Verhinderung eines intraalveoldren Odems, die Herabsetzung des
aufzubringenden alveoliren Eroffnungsdrucks und die Erhaltung einer 'sauberen'
alveoliren Grenzfliche zur Luft [74]. Diese Funktionen erfiillt alveoldrer Surfac-
tant in Wechselwirkung mit den anatomischen Strukturen der Lunge, insbesonde-
re mit der Geometrie der bis zu 200 um durchmessenden Alveolen (Abb. 2,
S. 22). Deren Alveolarsepten befinden sich zwischen den umgebenden Auslidufern
des Bindegewebes, das die Riickstellkraft der Lunge vermittelt, und den elasti-
schen Ringen der Offnung der Alveolen zum Ductus alveolaris [122].

Diese Septen verlaufen entlang dem septalen Fasersystem; sie sind in fliissigkeits-
gefullten Lungen tberlang und daher locker gefaltet. Wenn die Septen jedoch von
Surfactant ausgekleidet sind, fithrt die Verkleinerung der Oberfliche zur Auf-
spannung der Septen innerhalb des Fibersystems, wodurch die Oberfldchenspan-
nung und damit die freie Energie minimiert wird. In der Alveole wirkt damit die
Oberflichenspannung als zusitzliche kontraktile Kraft [97].

Der pulmonale Surfactant zeigt als wesentliche Eigenschaft eine Anderung der
Oberflichenspannung in Abhingigkeit von der Grofle der Oberfliche. Die Grofle
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der alveoliren Oberfliche wird dabei durch den Atemzyklus bestimmt. Durch die
Oberflichenvergroferung wihrend einer Inspiration konnen verschiedene Phos-
pholipide, insbesondere solche mit ungesittigten Fettsiureresten, in den Oberfl-
chenfilm adsorbieren. Die Funktion dieser Molekiile ist im wesentlichen die Be-
schleunigung der Adsorption von DPPC (mit gesittigten Fettsidureresten), das
alleine nur sehr langsam in den Oberflichenfilm eingebaut wird. Die Oberfli-
chenspannung kann dabei voriibergehend hoher sein als im Adsorptionsgleichge-
wicht nach der Adsorption von DPPC [15]. Die Wechselwirkung zwischen DPPC
und den anderen Phospholipiden beruht auf den gering unterschiedlichen Gleich-
gewichts-Oberflichenspannungen (ungefahr 23 bis 30 mNm™) zum Verlassen der
Oberfliche und Eintreten in die Oberflidche. Dieser Adsorptionsmechanismus tritt
wihrend normaler Atemzyklen ('tidal breathing') auf, also ohne maximale In-
spiration [103]; es ist dabei unklar, ob hohere Oberflichenspannungen (iiber
30 mNm™) in der Lunge iiberhaupt vorkommen kénnen.

Durch die Ausatmung wihrend normaler Atemzyklen wird der adsorbierte und
zunichst relativ ungeordnete Oberflichenfilm wiederholt komprimiert. Der ent-
stehende Filmdruck fordert dabei den Ausschluf weniger oberflichenaktiver
Molekile und eine hoéhere Ordnungsstufe der verbleibenden Molekiile. In der
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Abb. 2: Alveole und Surfactant

Schemazeichnung einer Alveole mit einer Typ-II- und Typ-I-Zelle sowie einem Alveolarmakro-
phagen. Durch Pfeile dargestellt wird der Stoffwechselweg des pulmonalen Surfactants von
der intrazellularen Synthese (Endoplasmatisches Retikulum und Golgiapparat) und dem intra-
zelluldrem Umbau (Multilamellare Kérper und Lamellarkérper) Gber die Sekretion und den
extrazelluldren Umbau (Tubulares Myelin) sowie die Entfaltung der biophysikalischen Ober-
flachenaktivitat (Oberflachen-Phospholipidfilm) bis zum AusschluB aus dem Oberflachenfilm
und dem Abbau nach Wiederaufnahme (Alveolarmakrophage). Modifiziert, aus [46].
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Exspiration wird dadurch DPPC relativ angereichert. Der hohe Widerstand der
verbleibenden DPPC-Monoschicht gegen weitere Kompression zeigt sich als Sen-
kung der Oberflichenspannung auf Werte gegen null. Zu den Lipiden, die gerin-
ger kompressibel als DPPC sind und daher aus dem Oberflichenfilm herausge-
prellt werden, gehoren Lipide mit ungesittigten Fettsiureresten und andere auf-
grund eines niedrigeren Schmelzpunktes fliissigere Lipide [39, 73].

Mit der Verringerung des Lungenvolumens wihrend der Exspiration geht eine
Erniedrigung der Oberflichenspannung einher. Fiir diese Phase beruht die Stabi-
lisation der alveoldren Geometrie auf der Wirkung des Surfactant. Schiirch beur-
teilt die biophysikalische Surfactant-Aktivitidt nach dieser Grole der verbliebenen
Oberfliche, die durch den Surfactant stabilisiert wird [105]. Fur Lungenvolumina
oberhalb der Atemmittellage ist diese Surfactant-Funktion insofern weniger rele-
vant, als in diesen Bereichen eine weitere VergroRerung der Alveolen durch bin-
degewebige Strukturen begrenzt wird: Eine Lungendehnung wiirde aufgrund des
Laplace-Gesetzes (S. 8) durch zunehmend geringere Druckerhohung moglich sein
und mul} von einer entsprechenden Gewebekraft begrenzt werden.

Die GleichmiRigkeit der Oberflichenspannungs-Senkung in der Lunge ist noch
nicht bekannt: Einerseits wurde eine inhomogene Surfactant-Verteilung gefunden
[9], die in verschiedenen Alveolen die Oberflichenspannung unterschiedlich re-
guliert, andererseits wurde dieselbe Oberflichenspannung in verschiedenen Al-
veolen nachgewiesen [97]. In einer einzelnen Alveole ist Surfactant jedenfalls
nicht gleichmiRig verteilt und aktiv [14].

Fiir unterschiedliche Atemlagen ergeben sich aus der dynamischen Anpassung der
Surfactant-Bedeckung an die Gewebestrukturen verschiedene Oberflichen-
spannungen: Bei einer mittleren Inspirationslage ist die Oberflichenspannung
ungefihr 15 mNm; die Alveolarwinde und die darin eingebetteten Kapillaren
erscheinen glatt und der Surfactant ist auf dem gesamten Epithel verteilt [97]. Bei
Exspirationslage ist die Oberflichenspannung minimal (<5 mNm™), die Kapilla-
ren wolben sich stark in das Alveolarlumen vor und die kugelartige Alveolarwand
wird dadurch eingebuchtet. Die in den Buchten auftretenden Kapillarkrifte (py,
S. 8) sind wegen des minimalen Radius, der an der fast eckig eintretenden Kapilla-
re auftritt, sehr gro8. Die Kapillarkrifte fithren dennoch nicht zum Kollaps der
Alveole, weil sich in diesen Buchten Surfactant anreichert und dessen gegen null
gehende Oberflichenspannung die Kapillarkrifte effektiv kompensiert [9].

Die Wechselwirkung zwischen der Geometrie der Alveole und dem Surfactant
verhindert auch ein intraalveolires Odem: Die Alveole hat in situ keine kugelige
Geometrie, sondern besitzt als Polyeder bindegewebige Flichen und Kanten.
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Kanten konnen auch durch die starke seitliche Rundung kapillarer Erythrozyten
aufgeworfen werden [49]. Im Verlauf dieser konkaven Kanten wird zwar Fliissig-
keit auf der Epithelseite der Alveole angesammelt, aber die ausgedehnten Poly-
eder-Flichen konnen aufgrund ihrer hoheren Oberflichenspannung nicht von
Odem-Fliissigkeit benetzt werden. Die Nettowirkung von grofer Fliche (R grof,
pr. klein, S. 8) und kurzer Kante (R klein, p, groR) verhindert ein Odem. Erst
durch starke Erhohung des intrakapillaren hydrostatischen Drucks (p, grof8) wird
das alveolire Polyeder kugelartig (R klein) von Flissigkeit angefullt [7].

In den Luftwegen verhilt sich Surfactant wie auf einer ebenen Fliche und seine
Spreitung wird zusitzlich durch die lateral unterschiedlichen Oberflichenspan-
nungen gefordert (Marangoni-Effekt, S. 10). Durch Surfactant wird sowohl der
Eroffnungsdruck reduziert [71] als auch die Entfernung obstruierender Flissig-
keit in kleinen Luftwegen ermoglicht [33]. Partikel in Atemwegen (5-50 pm Gro-
Re) kénnen von spreitendem Surfactant iiberzogen und dadurch in der willrigen
Subphase gelost (suspendiert) werden, wodurch der Abtransport durch Zilien-
Bewegung und Aufnahme durch Makrophagen wesentlich gefordert wird [35].
Eine weitere klassische Surfactant-Wirkung ist die Minderung des notwendigen
transthorakalen Drucks auf ungefihr 5 cm H,0~0.5 kPa zur Erhaltung der funk-
tionellen Residualkapazitit. Unter maschineller Beatmung liel§ sich weiterhin eine
Steigerung der passiven Dehnbarkeit (statischen Compliance) und maximalen
Compliance der Lunge durch Surfactant zeigen; die dynamische Compliance
nahm dadurch zu, dal} die Druck-Volumen-Kurve der Lunge bei niedrigeren
Atemdriicken steiler verlief [40].

Die maximale biophysikalische Surfactantaktivitit und minimale in vivo Ober-
flichenspannung wird von vielen Autoren vereinfachend mit der niedrigsten in
vitro mellbaren Oberflichenspannung gleichgesetzt. Die Messung weiterer Para-
meter der Surfactantaktivitit (Kap. 3.4) oder der maximalen Oberflichenspan-
nung ist demgegeniiber schwieriger und nur beschrinkt interpretierbar. Mit neue-
ren Methoden wurde eine maximale Oberflichenspannung von 30 mNm™ in vivo
beobachtet [103].

4.4 Verinderungen des endogenen Surfactants und
Wirkungsweise exogenen Surfactants

Die klassische Surfactant-Funktion der biophysikalischen Oberflichenaktivitit in
der Alveole kann durch Erkrankungen der Lunge oder andere Verinderungen des
Surfactants beeintriachtigt sein. Ein charakteristischer Surfactant-Mangelzustand
ist fiir das Atemnotsyndrom (respiratory distress syndrome, RDS) des unreifen
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Neugeborenen verantwortlich [4], aber auch bei anderen Lungenerkrankungen
konnen quantitative und qualitative Surfactant-Storungen bestehen. Hierzu zih-
len verschiedene Formen von Pneumonien, Strahlenschiden, Sauerstoffschadi-
gung, Asthma und das akute Lungenversagen (acute respiratory distress syndrome,
ARDS) [56, 77]. Bei Patienten mit ARDS wird der Verlauf des Lungenversagens
moglicherweise durch SP-A-Gen-Polymorphismen bestimmt [63].

Aus der therapeutischen Wirksamkeit exogenen Surfactants bei diesen Lungen-
erkrankungen wurden weitere Surfactant-Funktionen abgeleitet: Minderung der
Ventilations-Perfusions-Fehlverteilung und Vergoflerung der funktionellen Resi-
dualkapazitit. Zusitzliche Wirkungen von exogenem Surfactant unter maschinel-
ler Beatmung sind: bessere Oxygenation bei reduzierter Sauerstofftoxizitit, ver-
besserte Lungenexpansion bei niedrigeren Atemwegsdriicken und vermindertem
Barotrauma sowie geringere Kreislaufbelastung bei niedrigeren endexspira-
torischen Uberdriicken [50].

Die genaue Wirkungsweise von therapeutischem Surfactant ist nur teilweise be-
kannt. Eine unspezifische Surfactant-Inhibition konnte durch SP-A in vitro [25]
aufgehoben werden; in vivo wurde eine SP-A—Verminderung bei ARDS gefunden
[80] und eine giinstige Wirkung einer SP-A-Erginzung von therapeutischem
Surfactant bei RDS beobachtet [44]. Ein SP-B—Mangel verursacht die kongenitale
alveolare Proteinose, die aufgrund eines Atemnotsyndroms im Neugeborenenalter
letal ist. Dabei kommt es aufgrund der Fehlsekretion von SP-A (und
SP-C) zu einer Bildungsstorung fiir tubulires Myelin [68]. Eine Antikorper-
Blockade von SP-B fiithrte im Kaninchenmodell zum respiratorischen Versagen
[92], wihrend eine SP-B-Supplementierung positiv mit der Compliance unter
Beatmung korrelierte [65]. Diese Funktionsstérungen entsprechen tierexperimen-
tellen Befunden bei Miusen mit abgeschalteten Genen fiir Surfactant-Proteine.
Eine SP-A-Abschaltung verursacht wiederholte Pneumonien [52], wihrend eine
SP-B-Abschaltung zum Tod nach der Geburt fiihrt [22].

Die Surfactant-Funktion wird auch durch Gerinnungsproteine, insbesondere
Fibrin-Monomere, bei intraalveolirem Odem spezifisch aufgehoben und kann
durch SP-B und SP-C konzentrationsabhingig wiederhergestellt werden [106].
Aufgrund dieser Beobachtungen wurde den Phospholipiden eines therapeutischen
Surfactants ein synthetisches Analogon des SP-B zugesetzt und im Tierexperiment
damit eine lebensrettende Oberflichenaktivitit erreicht [24].

Eine Storung der Oberflichenaktivitit von pulmonalem Surfactant kann auch bei
Infektionskrankheiten der Lunge auftreten [79]. Unterschiedliche Pathogene
losen eine Entziindungsreaktion aus, die zunichst mit einem alveoloseptalen und
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dann mit einem intraalveoliren Odem einhergeht. Auch aspiriertes Mekonium,
insbesondere dessen hydrophobe Lipide, kann Surfactant in vitro und in vivo
inhibieren [112]. Durch eine starke chemisch-physikalische Einwirkung wird der
Surfactant geschidigt: Eine Lipidoxidation vermindert die Senkung der Oberfla-
chenspannung [37]; extrazellulire pH-Werte von iiber 7.4 behindern exogenen,
nicht aber natiitlichen Surfactant [41]. Temperaturen von tiber 40 °C konnen
SP-A denaturieren [47]. Sie gehen zusitzlich mit einem erhohten alveoliren Ver-
lust von DPPC einher, der durch Beatmung mit intermittierenden Seufzern aller-
dings reduziert wird [62].

Therapeutische Surfactant-Dosen von 25 bis 200 mgkg™' KG (Phospholipidgehalt)
werden als Bolus-Substitution appliziert. Eine Funktionsverbesserung (gemessen
an den Parametern Oxygenation, CO,-Retention, Inzidenz bronchopulmonaler
Dysplasie und Mortalitit) wird auch von der Lavagierung der Lunge mit einer
verdiinnten Surfactant-Lésung (5-10 mgml™® Phospholipidgehalt) und von einer
Surfactant-Verneblung erwartet [45].

4.5 Stand der Forschung in Hinblick auf die Messung biophysikalischer
Eigenschaften mit dem Captive-Bubble—Surfactometer

Um die Oberfldchenaktivitit von pulmonalem Surfactant zu charakterisieren, wird
derzeit das Captive-Bubble-Surfactometer als neuartiges MeRverfahren favori-
siert, das weltweit aber lediglich drei Arbeitsgruppen zur Verfiigung steht. Der
wesentliche Vorteil dieses Verfahrens ist die vollstindig geschlossene und unbeein-
trachtigte Oberfliche, die im Gegensatz zu den meisten anderen Methoden eine
verlustfreie Untersuchung oberflichenaktiven Materials ermoglicht (Kap. 3.5).
Nach der Erstbeschreibung dieses Captive-Bubble—Surfactometers durch Schiirch
[101] wurde zunichst nachgewiesen, dal} die damit bestimmten Oberflichen-
spannungs-Oberflichen-Isothermen mit denen der Wilhelmy-Plattenmethode
tbereinstimmen [84] und bestimmte MefSwerte der Oberflichenspannung denen
des Pulsierende-Blase—Surfactometers entsprechen [85].

Das Captive-Bubble—Surfactometer wurde zwar als in vitro-Modell alveolirer
Vorginge konzipiert [99], entspricht jedoch nach neueren Befunden nur bedingt
der tatsichlichen Situation in Alveolen der Lunge [78]. Die besonderen Berech-
nungsvorschriften fiir Oberflichenspannungen [96] und Eichungen mit unter-
schiedlichen Referenzen [84] wurden vorgestellt.

Zur Zeit existieren weltweit insgesamt drei Captive-Bubble—Surfactometer neben
dem in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Melgerit: Verschiedene Modelle
wurden von Prof. Schiirch (Calgary, Kanada) und seiner Arbeitsgruppe entwickelt
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und jeweils ein weiteres MeBgerit wird von den Arbeitsgruppen bei Prof. Goerke
(San Francisco, USA) und Dr. Putz (Innsbruck, Osterreich) eingesetzt. Mit Hilfe
dieser Instrumente wurden bekannte Eigenschaften eines therapeutischen Surfac-
tants [98] und von DPPC [101] reproduziert und bestitigt.

Neue Befunde wurden fiir natiirlichen Surfactant aus Rattenlungen-Lavagen er-
hoben, dessen anhaltend hohe Stabilitit [85, 100] und biophysikalische Oberfli-
chenaktivitit fiir unterschiedliche Konzentrierungen des oberflichenaktiven Mate-
rials differenziert wurde [83]. Surfactants aus Rinder- und Kaninchenlungen zeig-
ten unterschiedliche Oberflichenaktivitat [101]. Die Stabilisierung einer unter-
schiedlich grofen Oberfliche unter Oberflichenkompression konnte fiir natiirli-
che und kiinstliche Surfactants dargestellt werden [98].

In Experimenten mit Surfactants aus Phospholipiden wurde durch Zugabe von
SP-A die Adsorption gesteigert und eine niedrige Oberflichenspannung nach
wenigen Oberflichen-Kompressionen erreicht [104]. Durch SP-B und SP-C
konnte ebenfalls die Adsorption verbessert und zusitzlich der Materialausschluf}
unter Kompression verringert werden [86].

Das Captive-Bubble—-Surfactometer ermoglichte auch die erstmalige Beschreibung
eines mehrschichtigen, oberflichen-assoziierten Surfactant-Reservoirs, dessen
Bedeutung allerdings noch nicht voéllig bekannt ist [102]. Dabei wurde ausgenutzt,
daf die Subphase in dieser Apparatur wihrend des Versuchs austauschbar ist.

Mit Hilfe des Captive-Bubble-Surfactometers wurden prizise und neue Erkennt-
nisse iiber biophysikalische Eigenschaften pulmonaler Surfactants in relativ kurzer
Zeit und mit einem {iberschaubaren methodischen Aufwand gewonnen. Das Cap-
tive-Bubble—Surfactometer wurde hauptsichlich aus diesen Griinden fiir die vor-
liegende Untersuchung von pulmonalem Surfactant ausgewidhlt und eingesetzt.
Dariiber hinaus weisen andere Untersuchungsmethoden gerade bei diesem Mate-
rial und dhnlichen, stark oberflichenaktiven Substanzen solche methodischen
Nachteile auf, die ihre Durchfiihrbarkeit (Pulsierende-Blase—Surfactometer) oder
Aussagekraft (Wilhelmy-Plattenmethode) beeintrichtigen (Kap. 3.5).

Zusitzlich gibt es nur wenige Erfahrungen in der Anwendung spezieller Methoden
der physikalischen Chemie (beispielsweise Pendant Drop, Kap. 3.5) auf pulmo-
nalen Surfactant und daher ist noch nicht bekannt, ob diese dem Captive-Bubble—
Surfactometer iiberlegen sind [84]. Im folgenden werden die Ziele der vorliegen-
den Arbeit fir den Aufbau und Einsatz des eigenen Captive-Bubble—Surfactome-
ters dargestellt.
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5 Ziele dieser Untersuchung

Die Messung der biophysikalischen Oberflichenaktivitit von pulmonalem Surfac-

tant und anderen oberflichenaktiven Stoffen mit dem Captive-Bubble—Surfacto-

meter stellt derzeit eines der methodisch prizisesten Verfahren dar, daf} aber
bisher weltweit nur drei Arbeitsgruppen zur Verfiigung steht.

Die Ziele der vorliegenden Untersuchung umfassen daher:

(a) den Aufbau eines eigenen Captive-Bubble—Surfactometers,

(b) dessen Einsatz zur Testung biophysikalischer Oberflichenaktivitit von was-
serloslichem und kiinstlichen unloslichen Surfactants sowie

(c) die Messung der biophysikalischen und chemischen Verinderungen von
natiirlichem pulmonalen Surfactant wihrend einer Silica-induzierten Lungen-
schidigung im Tiermodell.

Der Aufbau des eigenen Captive-Bubble—Surfactometers nach einer eigenen Kon-

zeption wird in Kapitel 6 und dessen Einsatz zur Testung der biophysikalischen

Oberflichenaktivitiat unterschiedlicher Surfactants in Kapitel 8 dargestellt. Diese

Einteilung wurde vorgenommen, um die aufbautechnischen Aspekte von den

meltechnischen Ergebnissen zu trennen. Die Arbeitsthesen, die im Rahmen die-

ser Arbeit zu untersuchen waren und die Ziele konkretisieren, beinhalten:

I.  Das hier beschriebene und konstruierte Captive-Bubble—Surfactometer kann
eine flottierende Luftblase in einer Testfliissigkeit erzeugen, temperieren,
komprimieren und expandieren, abbilden und vermessen. Dieses mel3-
technische Verfahren ist reproduzierbar.

II. Diese MefBmethode bestimmt die Oberflichenspannung eines Oberflichen-
films einer Luftblase zwischen einer fliissigen und einer gasformigen Phase.
Die Oberflichenspannung von Wasser ist 69 mNm"' (37 °C) und kann ein
Kriterium fiir die Reinheit der Grenzfliche sein.

III. Loslicher Surfactant (Ethanol in Wasser) zeigt eine nicht-lineare konzen-
trationsabhingige Senkung der Oberflichenspannung. Die Oberflichen-
spannung ist unabhingig von der Verinderung der Grofe der Grenzfliche.

IV. Unlosliche Surfactants (reiner DPPC-Surfactant, kiinstlicher, boviner Lipid-
Extraktions-Surfactant und natiirlicher Surfactant) kénnen in verschiedenen
Konzentrationen untersucht werden. Diese Surfactants kénnen dazu in die
Grenzfliche injiziert oder in der wilirigen Subphase suspendiert werden.

V. Unlésliche Surfactants senken die Oberflichenspannung durch Adsorption in
die Grenzfliche und zeigen nur eine geringe Konzentrationsabhingigkeit.

VI. Unlosliche Surfactants konnen unter quasi-statischen und dynamischen Be-
dingungen untersucht werden. Sie zeigen unterschiedliche Kompressions-
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Expansions-Isothermen. Die Oberflichenspannung ist jeweils abhingig von
der Grofe der Grenzfliche. Die minimale Oberflichenspannung strebt gegen
null, wihrend die dazu notwendige Filmkompression unterschiedlich ist.

VII. Aufeinanderfolgende Kompressions-Expansions-Isothermen unléslicher Sur-
factants dndern ihren Verlauf und zeigen zunehmend niedrigere Oberfli-
chenspannungen, kleinere Hysteresen und geringere Filmkompressionen.

VIII.Die Silica-induzierte Lungenschidigung im Tiermodell verursacht eine zeit-
dauerabhingige Steigerung des Protein- und Lipidgehalts und eine Verschie-
bung der Phospholipidanteile in dem durch Lavage gewonnenen Surfactant,
ohne daf die biophysikalische Aktivitit dieses Surfactants beeintrichtigt ist.
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6  Aufbau des Captive-Bubble-Surfactometers

6.1 Konzeption

Ein Captive-Bubble—Surfactometer besteht grundsitzlich aus den folgenden Be-
standteilen: (I) zentrale MeRkammer eines Volumens von ungefihr 1 cm’ fiir die
Aufnahme der Probe und der Luftblase mit Halterung und Probenriihrer, (II)
Heizungssysteme, (III) Fillungssystem der MeRBkammer und Drucksystem zur
Steuerung der Oberfliche, und (IV) optisches Abbildungssystem zur Analyse und
Dokumentation der Luftblasen. Die Konstruktion dieser Bestandteile unterschei-
det sich allerdings zwischen den bestehenden (Kap. 4.5) und dem eigenen Capti-
ve-Bubble-Surfactometer (Abb. 5, S. 34).

Bei dem ersten Modell des MeRinstruments wurde die Luftblase in der Mef-
kammer noch von Steuerschlduchen penetriert und dadurch methodische Artefak-
ten verursacht. In den Folgemodellen wurde als MeBkammer eine senkrecht ste-
hende Spritze eingesetzt, in der sich eine nicht-penetrierte Luftblase innerhalb der
Probe befand. Der Entwurf des eigenen Captive-Bubble—Surfactometers beruht
hingegen auf einer rechteckigen MefRkammer, einer herkémmlichen Kiivette aus
Glas, die in einen rechteckigen Halteapparat, einen Kubus aus durchsichtigem
Acrylglas, druckdicht eingespannt wird (Kap. 6.2.1). Die Vorteile der eigenen
Konstruktion bestehen darin, dal} durch die planen Flichen keine optischen Ver-
zerrungen verursacht werden und diese einfacher zu verarbeiten sind. Die obere
Begrenzung der MelRkammer wird durch eine vergleichbare, aus Agarose gegosse-
ne Schicht gebildet, die hier zusitzlich durch einen Formstempel eine definierte
Form erhiilt.

Der Thermostat der anderen Instrumente kontrolliert die Temperatur eines Was-
serbades, das um die MeBkammer herum konstruiert wurde. In dem vorliegenden
Entwurf werden sowohl der Halteapparat als auch die Kiivette durch elektrische
Abwirme direkt temperiert. Dieser Aufbau ist zugleich einfacher und arbeitet mit
geringerer Zeitverzogerung. In allen Entwiirfen wird zur Steuerung des Thermo-
staten die Temperatur innerhalb der Probe gemessen (Kap. 6.2.2). Die Probe
selbst wird durch ein Rithrstdbchen durchmischt, das magnetisch von aulRen ange-
trieben wird und in anderen Modellen zusitzlich durch andere Magnete in der
Schwebe gehalten wird.

Alle vorgestellten Captive-Bubble—Surfactometer beruhen auf einer druck-
gesteuerten Verinderung der GroBe der Grenzfliche. Dabei wird die Luftblase
durch einen einstellbaren Druck auf die umgebende Flissigkeit komprimiert und
ihr Oberflichenfilm entsprechend verkleinert. Das von anderen am hiufigsten
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Abb. 3: Entwicklungsschritte des Captive-Bubble-Surfactometers

In der linken Spalte sind die inhaltlich und zeitlich aufeinanderfolgenden Schritte des
Aufbaus des hier beschriebenen Captive-Bubble-Surfactometers aufgefiihrt. Die
korrespondierenden Arbeitsinhalte sind rechts aufgezéhlt. Einige Arbeitsinhalte
werden ausfiihrlicher diskutiert (Kap. 6.1), wahrend andere nur zur Vollstdndigkeit
genannt sind. Das Ziel der Entwicklung war der experimentelle Einsatz des Captive-
Bubble-Surfactometers (Kap. 7.8).

eingesetzte Modell verwendet dazu einen mechanischen Antrieb, mit dem die
untere und obere Begrenzung der MeBkammer manuell zusammendriickt werden.
Die Mellkammer selbst kann nach der Befiillung mit der Probe dabei vollstindig
abgeschlossen bleiben. Die Drucksteuerung im eigenen Entwurf wird mit Inert-
Gas (Helium) tber ein Schlauchsystem vorgenommen, das durch ein Dichtgummi
in die Melfkammer geftihrt wird. Dadurch ist eine automatisierbare und rasche
Steuerung, aber auch das Auftreten von undichten Stellen moglich (Kap. 6.2.3).
Die Befiillung der MefRkammer kann ebenfalls tiber das Schlauchsystem vorge-
nommen werden. Wenn die Meffkammer mit einer nicht oberflichenaktiven Lo-
sung befillt wird, kann das zu untersuchende oberflichenaktive Material auch
direkt in die Grenzschicht eingespritzt werden.

Ein optisches Abbildungssystem zur Darstellung der Blase wird in allen Modellen
verwendet. Die Geometrie der Blase wird dabei durch die Oberflichenspannung
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bestimmt (S. 13). Neben dem hier eingesetzten Videosystem, das sich hauptsich-
lich durch seine hohe Auflosung auszeichnet (Kap. 6.2.4), wurden die absoluten
Abmessungen von Blasen in anderen Instrumenten exemplarisch mit einem Ka-
thetometer bestimmt.

Die Auswertung der MelRdaten ist ebenfalls ein Bestandteil der Entwicklung des
eigenen Captive-Bubble—Surfactometers und schlieft Bildanalysen, Formelrech-
nungen, Kurvenanpassungen, kinetische und grafische Auswertungen sowie stati-
stische Tests ein, die zusammen mit anderen eingesetzten Methoden dargestellt
werden (Kap. 7.2 und 7.11ff). Die wesentlichen Entwicklungsschritte beim Auf-
bau des eigenen Instruments werden in Abb. 3 (S. 31) wiedergegeben und werden
im folgenden unter aufbautechnischen Aspekten beschrieben.

6.2 Konstruktion

In diesem Kapitel wird die Konstruktion des eigenen Captive-Bubble—Surfacto-
meters beschrieben, wobei auf die einzelnen Bestandteile eines solchen Instru-
ments eingegangen wird: MelBkammer und Halterung, Heizungssysteme, Fiul-
lungssystem, Drucksystem und Abbildungssystem.

6.2.1 MelRkammer und Halterung

Eine Kiivette bildet die MelRkammer des Captive-Bubble—Surfactometers und
wird in einem Kubus gehalten und abgedichtet. Diese MeBkammer ist zusammen
mit der Videokamera auf einer Arbeitsplatte angebracht.”

Die Kiivette (Nr. 601, Werkstitte fiir Chemie und Photo, Berlin) mit den Abmes-
sungen 10 mm-10 mm-40 mm wird als MeBkammer fiir die Aufnahme der Proben
verwendet und ist aus optischem Glas. Sie wird mit dem Boden zuoberst von
unten in den Kubus eingefiihrt. Der seitliche Abstand zur entsprechenden Ausfri-
sung in dem Kubus als Halterung betrigt ungefihr 0.5 mm.

Die Ausbildung der eigentlichen Mefkammer innerhalb der Kiivette erfordert den
druckdichten Verschlul} ihres Bodens durch eine flexible Dichtung, die gleichzei-
tig einen Durchtritt des Schlauchsystems ermoglicht, und die Ausformung eines
Deckels aus Agarose, unter dem die Luftblase schwimmen soll.

Als Kivettendichtung wird dazu eine Scheibe aus Paragummi oder Silikon-
kautschuk (jeweils Gummi Wendt, Berlin) verwendet. In diese Scheibe werden
Durchtrittstellen fiir das Schlauchsystem und einen Temperaturftihler gestanzt.

" Feinmechanische Ausfithrung: K. Dannenberg.
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Diese Scheibe der Kiivettendichtung wird in eine flachere Haltescheibe eingelegt.
Zwei Bohrungen in der Haltescheibe nehmen dabei zwei senkrecht im Kubus
angebrachte Fiihrungsstibe auf. Die Kivettendichtung kann dadurch nicht ver-
dreht, sondern nur zusammengedriickt werden. Der druckdichte Verschlul8 der
Kiivettendichtung erfolgt durch die 35 mm durchmessende Hohlschraube, die
eine 13 mm messende, konzentrische Innenbohrung aufweist. Mit der Hohl-
schraube wird die Haltescheibe und damit die Kiivettendichtung druckdicht ge-
gen die Kiivettenoffnung geprelt.

Fir die Ausformung des Agarose-Deckels wurde ein Formstempel an die Kiivette
angepallt (8 mm-9 mm-50 mm). Seine Vorderfliche ist konvex gewdlbt, entspre-
chend einem Kugelsegment mit 350 mm Radius. Die Hohlschraube, der Form-
stempel fiir die Agarosefliche und die Haltescheibe wurden aus Delrin (Griin-
berg, Berlin) gefertigt, das geringer benetzbar und elektrostatisch als Teflon ist.
Ein Kiivetten-Einsatz trigt das ausgeschnittene Linienquadrat (4 mm-4 mm) einer
mikroskopischen Zihlkammer nach Fuchs-Rosenthal (Werkstitte fiir Chemie und
Photo, Berlin), das zur Eichung der Abbildung der MeRkammer eingesetzt und
vermessen wird (Kap. 7.10). Ein in der MeBkammer verbleibender Einsatz trigt
einen dinnen Glasspiegel, der gegentiber der Kamerablickrichtung um 45° nach
hinten-unten gekippt ist und sich am Boden der Kiivette befindet. Durch diesen
Spiegel wird zusitzlich zur horizontalen Seitenansicht eine senkrechte Aufsicht
einer Blase ermdglicht. Diese Aufsicht wird zur Beurteilung der Rotationssymme-
trie der Blase beziiglich einer senkrechten Drehachse verwendet.

Der Kubus als Halterung der Melkammer ist aus durchsichtigem Acrylglas
(Griinberg, Berlin) mit einer Kantenlinge von 100 mm und besteht aus zwei Half-
ten, die Giber Fithrungsschrauben exakt aneinander gesetzt werden (Abb. 4, S. 34).
In der Mitte des Kubus befinden sich Ausfrisungen fir die Kiivette und die Heiz-
systeme. Die vordere Seite des Whirfels ist poliert und der Kamera zugewandt,
seine hintere Seite mattiert und der Beleuchtung zugekehrt. Die Hinterseite des
Kubus wird von einer Halogenlampe (25 und 50 W umschaltbar) durch eine ellip-
tische Apertur beleuchtet.



34

Agarose-
schictﬂ': e

| ]
Lujt- == __ | I

bl:ase_ .
P 5

Kamera-
® objektiv

Abb. 4: Captive-Bubble-Surfactometer: Seitenansicht

Der Kubus wahrend eines Experimentes. Blick lber das Kameraobjektiv hinweg
auf den Kubus im Durchlicht, die Kiivette und die darin unterhalb der Agarose-
schicht flutende Luftblase.
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Abb. 5: Captive-Bubble-Surfactometer: Schemazeichnung

Schematische Darstellung der wesentlichen Komponenten des Captive-Bubble-
Surfactometers zur Steuerung der Versuche und Messung der Oberflachenakti-
vitat. AusschnittsvergéBerung oben links: Ausgerichtete hydrophile und hydro-
phobe Anteile der Phospholipide in der Grenzflache der Luftblase innerhalb
einer Surfactant-Probe und unterhalb der Agaroseschicht.
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Die Arbeitsfliche besteht aus einer Kunststoffplatte (25 cm-75 cm), auf der ein
Schlitten in einem Langloch verschiebbar ist und den Kubus trigt. Ein Rihreran-
trieb ist an einer kleineren Halterung befestigt und bewegt einen groen Perma-
nentmagneten drehzahlkontrolliert (80 Umin™) um seine kiirzeste Achse. Die
Arbeitsflidche lagert auf drei Schrauben, die eine Ausrichtung des Kubus und der
Luftblase im Raum erméglichen, und befindet sich wiederum auf einer vibrations-
gedimpften, schweren Steinplatte des Labortischs.

6.2.2 Heizungssysteme

Die genaue Messung der Oberflichenspannung ist nur bei konstanter und be-
kannter Umgebungstemperatur moglich. Dazu wurden zwei unterschiedliche
Heizungssysteme als Thermostaten an die Kiivette und in den Kubus des Captive-
Bubble-Surfactometers eingebaut. Das zunichst eingesetzte Heizungssystem I
ermoglicht dabei die Heizung des Kubus durch die Abwirme von vier Ohmschen
Widerstinden (jeweils 4 W), die symmetrisch in den Kubus eingelassen und ver-
gossen wurden. Der zugehorige Temperaturfiihler befindet sich in Kiivettennihe.
Ein Stelltransformator und eine temperaturabhingige Relais-Schaltstufe ermogli-
chen jeweils die Einstellung der Heizleistung und Schaltung der Heizung.

Das weiterentwickelte Heizungssystem II regelt die Abwirme zweier Lei-
stungstransistoren, deren Kiihlkorper tiber eine Warmeleitfolie links und rechts an
die Kiivettenwand gedriickt werden. Ein Temperaturfithler (NTC-Thermistor,
Baugrofle 0.47 mm Durchmesser, Philips-Valvo, Hamburg, Nr. 63302223) wurde
in der abgeschliffenen Spitze einer Metallkaniile vergossen und durch eine Boh-
rung im Kiivettendichtgummi in die Proben getaucht. Das elektronische Tastver-
hiltnis (1:10 bis 1:1) bestimmt die Heizleistung der Leistungstransistoren, die
temperaturabhingig durch zwei Schwellenschalter zwischen maximaler (35 W),
reduzierter (20 W) und unterbrochener Leistungsabgabe umgeschaltet wird.” Die
Istwert-Aufnahme der Temperatur-Fithler wurde durch Zweipunkteichung in
Wasser bei 0 und 40 °C vorgenommen.

6.2.3 Fillungssystem und Drucksystem

Das Schlauchsystem wird zur Beftillung der MefRkammer verwendet und dient
gleichzeitig der Einleitung des Steuerungsdrucks in die MelRkammer. Ein kleines
Lumen wurde zur Reduzierung des Totvolumens gewihlt und Polyethylen als Aus-
gangsmaterial verwendet, da dieses gegeniiber Teflon und anderen Materialien

" Schaltungsvorschlag: K. Baehr.
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weniger Inhaltsstoffe in das Lumen abgibt. Das kiivettennahe Schlauchsystem
wurde jeweils nur einmalig gebraucht und mogliche Inhaltsstoffe zuvor durch
Ethanol herausgelost. Dieses Polyethylen-Schlauchsystem hat einen AuRendurch-
messer von 2 mm (Werkstitte fiir Chemie und Photo, Berlin). Miniatur-Mehr-
Wege-Ventile, T-Stiicke, Absperrhihne und Fittinge bestehen aus Teflon (PTFE,
bis 0.8 MPa druck- und heliumdicht, novodirect, Kehlheim). Eine Helium-
Druckgasflasche (99.99 %, 101, AGA, Berlin) versorgt iiber einen Druckminderer
(0.01-0.8 MPa, AGA, Bochum) das Schlauchsystem, das in die Probe und zu
mehreren Austrittstellen fiihrt.

Eine Widerstand-Schlauchschleife (1 m Linge) zur Probe vermindert Druckspit-
zen durch Begrenzung des Gasflusses. Austrittstellen ermoglichen eine verzoge-
rungsfreie Druckregelung durch geringen, stindigen Gasfluf8. Eine Vakuumpum-
pe (miniport, Dosch, Berlin) erzielt tiber eine Leistungssteuerung und ein FluR3-
regulierendes Nadelventil einen Unterdruck von 0 bis 70 kPa. Die experimentelle
Steuerung der Grenzflichengrofle wird durch eine Drucksteuerung der Luftblase
realisiert. Dazu werden Uberdruck, Unterdruck und Umgebungsdruck durch
elektromagnetische Ventile (SMC Solenoid Valve VZ 110, Berlin) umgeschaltet.
Der Druck im Schlauchsystem wird 15 cm vor dem Schlaucheintritt in die Probe
mit einem piezoresistiven und temperaturkompensierten Druckaufnehmer (GDH
14A, Auflosung 1 kPa, Greisinger electronic, Regenstauf) gemessen. Der Druck-
verlauf wird mit einem Papierschreiber (Econosystems, Biorad, Miinchen) in
Abhingigkeit von der Zeit registriert.

6.2.4 Abbildungssystem

Die Bestimmung der Oberflichenspannung der Luftblase in der MeBkammer des
Captive-Bubble-Surfactometers beruht auf der Auswertung der veridnderlichen
Geometrie dieser kugelformigen Grenzfliche (Kap. 3.3). Dazu ist es notwendig,
die Luftblase moglichst exakt abzubilden und zu vermessen. Ein Videosystem
kann zusitzlich zur Dokumentation des ablaufenden Experimentes in Echtzeit
benutzt werden, wobei die Auflésung dieser kleinen Distanz der durch optische
Gerite (Kathetometer) erreichbaren unterlegen ist.

Die Vorderansicht des Captive-Bubble-Surfactometers wird durch eine Video-
kamera (DXC-151P, SONY, Kéln) mit Zoom-Objektiv (18 bis 108 mm Brenn-
weite, Lichtstirke 1:2.5, B18Z06Ma, SONY) aufgenommen. Die Kamera ist in
Hohe und Neigungswinkel verinderbar. Thr CCD-Sensor (16.9 mm Diagonale)
hat 756 horizontale und 581 vertikale Bildpunkte, eine horizontale Auflésung von
460 Linien und bildet den Innenraum der Kiivette (8 mm Breite) vergrofert ab.
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Die Farbtemperatur der Kamera ist 3200 K, die Shuttergeschwindigkeit 1/250 s
und die elektronische Verstirkung 6 dB. Das Kamerasignal (FBAS-Composite-
Signal) wird durch den Videorekorder (Super-VHS-Standard, SVO-9620, SONY)
mit digitaler Rauschunterdriickung (SVBK-150, SONY) und einer horizontalen
Auflosung von iiber 400 Linien auf Magnetband (Maxell, Koln) aufgezeichnet.
Die Wiedergabegeschwindigkeit ist variabel; jedes Einzelbild kann durch seinen
Zeitcode (SVBK-160, SONY) identifiziert werden.

Ein Audiokanal mit einem Raummikrofon wird zur miindlichen und akustischen
Dokumentation der Experimente verwendet. Das Ausgangssignal (FBAS-
Composite-Signal) des Videorekorders wird gleichzeitig durch einen Computer-
Bildschirm (CPD21sf, SONY) und einen Kontroll-Monitor (PVM-1443MD,
SONY, Koln) angezeigt und innerhalb von 20s von der Digitalisierungskarte
(Kingfisher, Graphics Unlimited, Cambridge, England) des Computers (Apple
Macintosh II fx, pandasoft, Berlin) in den Arbeitsspeicher geladen.

Die kleinste Informationseinheit dieses digitalisierten, zweidimensionalen Bildes
wird als Pixel bezeichnet. Das digitalisiertes Bild hat dabei eine Auflésung von
768576 Videobildpixeln (PAL-NormgroBe) und eine Farbtiefe von 256 Graustu-
fen. Wihrend der Bildanalyse unter Verwendung des Computer-Bildschirms ent-
spricht ein Bildschirmpixel einem Videobildpixel.

Nach dieser Beschreibung der aufbautechnischen und konstruktiven Aspekte des
eigenen Captive-Bubble-Surfactometers werden im folgenden Kapitel die benutz-
ten Materialien und experimentellen Methoden dargestellt.
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7  Materialien und Methoden

7.1 Losungen und Substanzen

Vorratslosungen:
5M NaCl (Merck, Darmstadt)
1 M TRIS (Sigma, St. Louis, USA)
0.1 M CaCl, (Merck)
0.1M EDTA (Merck)
100% Ethanol zur Analyse (Merck)
100% Methanol LiChrosolv-Reagenz (Merck)
100% Chloroform HPLC-Reagenz (Baker, Phillipsburg, USA)

Standardpuffer fiir Probensuspension:
150 mM NaCl (Merck)
5mM TRIS, pH 6.9 bei 37°C (Merck)
25mM CaCl, (Merck)
05 mM EDTA (Merck)

Agarose:
1% Agarose (Nr. 162-0100, Biorad, Miinchen)

Losungen fiir die Phosphat-Bestimmung:

Extraktion: 0.9 % NaCl-Losung, Methanol, Chloroform, Losung C (Uberstand
einer Mischung aus 40 ml Chloroform, 40 ml Methanol, 36 ml 0.9 % NaCl-
Losung).

Phosphatbestimmung: 20 pugml® Phosphor-Standard (Sigma, St. Louis, USA),
konzentrierte Schwefelsdure, 30 % Wasserstoffperoxid-Losung, 0.22 % Ammoni-
umheptamolybdat-Losung, Fiske-Reagenz (0.5 g 1-Amino-2-naphtol-4-sulfonsiure
losen in 200 ml 15 % Natriumdisulfit-Losung, 1 g Natriumsulfit hinzugeben, mi-

schen, filtrieren).

Losungen fiir die Proteinbestimmung:

Micro-Bichinoninic-Acid-Assay (Pierce, Rockford, USA): Reagenz A: Natrium-
karbonat, Natriumbikarbonat, 0.2 N NaOH; Reagenz B: 4 % (w/v) Bichinonin-
siure in Wasser; Reagenz C: 4 % (w/v) Kupfersulfatlosung.

Substanzen fiir die Silica-Instillation:
Anisthesie: Ather (Merck, Darmstadt).
Kristallines Silica, Partikelgrofle 5 um (Min-U-Sil, Berkeley, USA), sterilisiert.
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Losungen fiir die Lavage von Rattenlungen:

Anisthesie: 50 mg Nembutal-Pulver losen in 1 ml 0.1 M Natriumbikarbonat-
puffer, pH 9.6 bei 37 °C, dazu 700 IE Heparin geben.

Lungen-Perfusions- und Lavagepuffer: 150 mM NaCl und 5 mM TRIS, pH 6.9
bei 37 °C. Vor Gebrauch Losung auf 37 °C erwirmen.

Oberflichenaktive Testsubstanzen

DPPC:  L-a-Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin:
synthetisch, getrocknet, Herstellerangabe: Molgewicht 734 g, 99 %
Reinheit, Lagerung bei -20 °C (Sigma).

Alveofact: Boviner Lipid-Extrakt-Surfactant (BLES):
50 mg Phospholipide und 5.4 mg NaCl in 1.2 ml wiriger Suspension,
Lagerung bei 4 °C (Alveofact®, Dr. Karl Thomae GmbH, Biberach an
der Riss). Herstellung aus Lavagen von Rinderlungen [17].

Exosurf: Kinstlicher Surfactant (KS):
81 mg DPPC, 9 mg Hexadecanol, 6 mg Tyloxapol und 5.8 mg NaCl in
1 ml wilriger Emulsion, synthetisch. Lagerung bei 4 °C (Exosurf®,
Wellcome GmbH, Burgwedel).

Ethanol-Lésungen:
Ethanol: Volumenanteile 5, 10, 24, 48, 72 und 96 Prozent in Wasser.

7.2 Datenverarbeitung

Die Bildanalyse wurde mit Image 1.57 (National Institutes of Health, USA) und
einem Mikrocomputer unter MacOS (Apple Macintosh II fx, pandasoft, Berlin)
durchgefiihrt. Die Versuchsdokumentation und Berechnung von Oberflichen-
spannung, Oberfliche und Volumen der Luftblase aus deren Abmessungen wurde
mit Excel 4.0 (Microsoft, Redmond, USA) vorgenommen.

Die Versuchsauswertungen erfolgten mit einem Mikrocomputer unter Windows
(Microsoft) und den folgenden Programmen: SAS 6.11 (SAS Institute, Cary,
USA), Mathematica 2.2.3 (Wolfram Research, Champaign, USA), Origin 2.94
(MicroCal, Northampton, USA), Excel 7.0 (Microsoft) sowie Prism 1.03 (Graph-
Pad, San Diego, USA). Die Programmierung eigener Routinen zur Auswertung
der Experimente (Kap. 7.13) umfal’t tiber 2700 Zeilen an Programmcode in SAS,
Mathematica und Excel.
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7.3 Tiermodell der Lungenschiadigung

7.3.1 Silica-Instillation

Weibliche Wistar-Ratten (Alter vier Wochen, Gewicht 275 g, Bundesgesund-
heitsamt Berlin) wurden eine Woche nach Kifigwechsel in Ather-Narkose mit
einer Venenverweilkaniile (18 Gauge) tracheal intubiert. Eine frisch hergestellte
und sterilisierte Silica-Suspension (10 mg Silica in 0.5 ml isotoner Kochsalzlésung)
wurde vorsichtig tiber die Kaniile intratracheal injiziert. Kontrolltieren wurde
0.5 ml sterile isotone Kochsalz-Losung intratracheal injiziert [29].

7.3.2 Lavage Rattenlunge

Ein Versuchstier wurde durch intraperitoneale Nembutal-Injektion narkotisiert
und durch Schlitzung der Bauchaorta getotet. Der Brustkorb wurde eroffnet, die
Trachea dargestellt und unter Sicht mit einer Plastikkaniile (18 Gauge) intubiert
und einfach ligiert. Der Truncus pulmonalis wurde aufgesucht, kantliert und das
linke Herzohr eingeschnitten. Die Lunge wurde tiber den Truncus mit 25 ml Per-
fusionspuffer vorsichtig blutfrei perfundiert und wihrenddessen zehnmal mit
jeweils 7-8 ml Luft (entsprechend dem Lungenvolumen) gebliht.

Die Lunge wurde entnommen, nach Exzision umgebender Strukturen das
Feuchtgewicht bestimmt und 50 ml Lavagepuffer in Portionen von 8 ml instilliert.
Das zuriickflieRende Lavageat wurde aliquotiert und nach Zentrifugation (300 g,
4 °C, 15 min, Beckmann Variofuge 3.0R) bei -70 °C tiefgefroren.

7.3.3 Aufarbeitung des Lavageats

Eine Teil des Lavageats (26.5 ml) wurde durch Zentrifugation konzentriert
(27 kUpm, 4 °C, 60.000 g, 60 min, Rotor 50.2i, Beckman Ultrafuge). Der Uber-
stand wurde dekantiert und bei -70 °C tiefgefroren. Das Sediment (bezeichnet als
60 k-Pellet [100]) wurde in Standardpuffer (350-4000 pl, entsprechend der er-
warteten Phospholipidkonzentration) durch mehrfaches Anspiilen resuspendiert,
quantitativ in einen Homogenisator tberfithrt und damit zwanzigfach passiert.
Aliquots dieses Konzentrats wurden bei -70 °C fiir maximal sechs Monate tiefge-
froren.

" Die Tierexperimente wurden vom Berliner Senat fiir Gesundheit
genehmigt (TVV 31/90 und G 0292/93).
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7.4 Chemische Bestimmungen

7.4.1 Extraktion von Lipiden

Ein Proben-Aliquot wurde in einem Glasréhrchen (16 mm-125 mm) mit NaCl-
Losung auf 1.6 ml aufgefiillt, dazu 4 ml Methanol gegeben und kriftig gemischt.
Nach 10 min wurden 2 ml Chloroform hinzugegeben, gemischt und nach weiteren
10 min zentrifugiert (2000 Upm, Beckmann Variofuge 3.0R). Der Uberstand des
Proteinsediments wurde in einem neuen Rohrchen erneut mit 2 ml Chloroform
und 2 ml NaCl-Losung gemischt und entsprechend zentrifugiert. Nach Absaugen
des wiBrigen Uberstandes wurde die untere, organische Phase mit 2 ml Losung C
gemischt und zentrifugiert. Nach Absaugen des wirigen Uberstandes wurde die
Probe eingedampft [34].

7.4.2 Bestimmung der Phosphatkonzentration

Im Anschluf} an die Lipid-Extraktion (Kap. 7.4.1) wurde die eingedampfte Probe
mit 300 ul konzentrierter Schwefelsidure versetzt und inkubiert (Heizblock,
60 min, 180 °C). Nach Zugabe von 300 ul Wasserstoffperoxid wurde die Probe
erneut inkubiert und nach Abkithlung 6 ml Ammoniumheptamolybdat-Losung
sowie 300 ul Fiske-Reagenz zugegeben. Nach Inkubation (Wasserbad, 20 min,
100 °C) und Abkiihlung wurde die Extinktion der Probe photometrisch bei
825 nm gegen den Leerwert gemessen. Eine lineare Standardkurve von 1.25 bis
15 pg Phosphorgehalt pro 1.6 ml ermoglichte die Bestimmung der Phosphat-
Konzentration der Probe [13].

7.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Reagenzien A, B und C (Kap. 7.1) wurden im Volumenverhiltnis 50:48:2
gemischt davon 1 ml zu 1 ml der Probe gegeben. Nach Inkubation (Wasserbad,
60 min, 60 °C) und Abkiihlung wird die Extinktion der Probe photometrisch bei
562 nm gegen Wasser gemessen. Mit Hilfe einer im Bereich von 1 bis 20 ugml!
linearen Eichkurve wurde die Proteinkonzentration der Probe errechnet [110].

7.5 Phospholipidspektrum-Analyse

Zur Analyse des Phospholipidspektrums durch die Hochdruck-Fliissigkeitschro-
matographie (HPLC) wurden die Lipide einer Probe mit Chloroform-Methanol
(1:1) extrahiert, gewaschen, eingedampft und in mobiler Phase gelost. Die Phos-

" Entwicklung und Durchfithrung der HPLC: Dr. rer. nat. H. Biinger und R. Tschiersch.
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pholipide wurden im Verlauf eines Gradienten der mobilen Phase nacheinander
tber die stationire Phase (5 um Silica, Encapharm 100, Molnar, Berlin) im Flis-
sigkeitschromatographen (HP-1090, Hewlett Packard, Waldbronn) eluiert. Das
Eluat wurde vernebelt und im Lichtstreudetektor (Sedex-45, Sedere, Frankreich)
die von der Molekiilgrofe und -konzentration abhingige Streulichtintensitit ge-
messen. Es konnten bis zu neun verschiedene Phospholipidklassen getrennt wer-
den, deren Wiederfindungsrate 0.81-1.13 war [20].

7.6 Reinigung von Geriten

Zur Messung der biophysikalischen Oberflichenaktivitit mit dem Captive-
Bubble—-Surfactometer wurden ausschlieflich Glasgerite eingesetzt und solche
Kunststoffe, die ebenfalls durch Behandlung mit Chloroform und Methanol oder
Ethanol gereinigt werden konnten. Die Glasreinigung erfolgte dabei mit phos-
phatfreiem Waschmittel (Neodisher LM3, Weigert, Hamburg), einem Spiilgang
mit Chloroform-Methanol (1:1) und Methanol (100 %) sowie vier Spiilgingen mit
hochreinem Wasser (>18 MQm, Millipore) zur Elimination verbliebener Deter-
gentien. Plastikteile wurden mit Ethanol (100 %) und mit hochreinem Wasser
durchgespiilt und luftgetrocknet. Der Kubus wurde mit herkommlichen Acrylglas-
Pflegemittel gereinigt und poliert. Die Kivettendichtungen wurden nach dem
Stanzen der Offnungen manuell mit Waschmittel gereinigt, fiir mindestens eine
Woche in Methanol (100 %) eingegelegt, von Riickstinden gereinigt und mit
hochreinem Wasser gespiilt.

Agarose wurde zweimalig mit Chloroform-Methanol (1:1) extrahiert und unter
Stickstoff getrocknet. Zur Herstellung einer benutzungsfertigen Kiivette wurde
der Formstempel in eine Kiivette eingesetzt, die mit 3 ml ungefahr 50 °C heiler
Agarose-Losung befiillt war. Ein Teil der Agarose wurde dadurch aus der Kivette
gedriickt. Die Oberfliche der verbleibenden Agarose nahm die Wolbung des
Stempels an. Diese Kiivette wurden einige Tage bei 4 °C gelagert.

7.7 Vorbereitung von Proben

Die Zubereitung, kurzzeitige Lagerung und Injektion der Proben vor Messungen
im Captive-Bubble-Surfactometer wurde ausschlieBlich mit Glasgefilen und
Glasspritzen durchgeftihrt. Tiefgefrorene Proben wurden in Polypropylen-
Reaktionsgefafen (Eppendorf, Hamburg) aufbewahrt. Proben einer organischen
DPPC-Losung wurden mit einer kalibrierten Glasspritze (1 ul, Typ 7001 NCH,
Nr. 80104/00, Hamilton, Schweiz) in die Grenzfliche injiziert. Das spezifische
Gewicht wurde mit einem geeichten Pyknometer (Schott, Mainz) bei 20 °C be-
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stimmt. Vorratslosungen und Standardpuffer wurden nach Zubereitung dampfste-
rilisiert und alle acht Wochen erneuert.

Unlosliche Surfactants wurden in Standardpuffer resuspendiert, wihrend 5 min
erwirmt (Wasserbad, 37 °C), 15 s durchmischt (Vortexer VF2, Janke, Berlin) und
fiir 20 s in ein Ultraschallbad getaucht (Janke, Betlin). Anschliefend wurden die
Proben mit einer Wasserstrahlpumpe entgast und bis zum Einsatz (innerhalb von
30 min) verschlossen gehalten. Einige Experimente erfolgten durch Injektion
einer DPPC-Losung (2 mgml! DPPC in Methanol-Chloroform 1:1) in die Grenz-
fliche der Luftblase innerhalb der mit hochreinem Wasser gefiillten Mefkammer.
Fir alle Vorbereitungen an solchen Teilen des Captive-Bubble-Surfactometers,
die Kontakt zu Proben haben, wurde hochreines Wasser verwendet.

7.8 Messungen der Oberflichenaktivitit

Der Kubus des Captive-Bubble-Surfactometers wird mit einer Kiivette beladen,
ein Magnet-Riihrstab (2 mm Linge, Werkstitte fiir Chemie und Photo, Berlin)
eingelegt und die MeBkammer mit der Kivettendichtscheibe, der Haltescheibe
und der Hohlschraube verschlossen. Die Leistungstransistoren werden gegen das
Kiivettenglas gedriickt. Der Temperatursensor und das Schlauchsystem werden in
den Offnungen der Kiivettendichtscheibe und ein Drei-Wege-Hahn an der linken
Kubusseite befestigt. Der Kubus wird umgedreht gelagert, so dall der Fiillvorgang
von vorne kontrolliert werden kann.

Die Spitze einer Kantile (0.2 mm Aullendurchmesser) wird dazu durch die Kiivet-
tendichtung in die oberste Ecke der Kiivette vorgeschoben. Die Kiivette wird
vollstandig befiillt und durch die Kaniile entliiftet. Der Drei-Wege-Hahn wird
geschlossen und der Kubus in seine Halterung auf der Arbeitsfliche gebracht. Der
U-Schenkel des Schlauchsystems zur Kiivette ist dabei mit der Probe gefiillt und
verhindert, da} zusitzliche Blasen durch Auftrieb aus dem Schlauchsystem in die
Kiivette tibertreten.

Die Probe wird unter kontinuierlichem Riithren temperiert (37 °C) und unter
Uberdruck gehalten, um eventuell vorhandene Luftblaschen zu losen. Der Kubus
wird dann in die gleiche Lage wie zur Befiilllung gebracht und der Uberdruck
abgelassen. Eine Glasspritze (50 pl, Hamilton) enthilt ein bestimmtes Volumen
an Raumluft, wird durch ein Fithrungsrohr in die oberste Ecke der Kiivette vorge-
schoben und damit ziigig eine einzige Luftblase in die Probe injiziert. Der Kubus
wird zuriick in seine Halterung auf der Arbeitsfliche gebracht und die Video-
Aufzeichnung des Experimentes gestartet.
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In diesem Zustand flutet die Luftblase unter der Agarose in der Kiivette. Die
Blase kann dann durch Verstellen der Arbeitsfliche in der Kiivette zentriert wer-
den. Die Messungen der Oberflichenaktivitat kénnen unter diesen Bedingungen
beginnen; die entsprechenden Versuchsabliufe werden im folgenden beschrieben.

7.9 Versuchsprotokolle

Der Versuchsablauf folgte vier unterschiedlichen Protokollen, die in Anlehnung an
vorbeschriebene Arbeiten und nach eigenen Vorversuchen entwickelt wurden:
Adsorption und Desorption einschlieflich Stabilitaitsmessungen, sowie Kompres-
sions-Expansions-Zyklen unter quasi-statischen und dynamischen Bedingungen
(Tab. 3, S. 46). Die Verinderung der Oberflichenspannung, der Oberfldche und
des Volumens einer Luftblase wird durch eine gesteuerte Verinderung der Ober-
fliche gemessen. Die Steuerung des Versuchablaufs geschieht durch Einstellung
des hydrostatischen Systemdrucks, der die Luftblase verkleinert oder vergrofert.
Fiir jeden Versuch wird mindestens eine Datei angelegt, in der alle MeRwerte und
Versuchsbedingungen dokumentiert werden (Formatierung des Dateinamens:
xxxyyyyn.XLS mit Probenbezeichnung xxx, Datumsschliissel yyyy und Wiederho-
lung n). Jeder Versuch wurde mindestens einmalig wiederholt, die meisten Versu-
che jedoch dreimal oder haufiger durchgefiihrt.

7.9.1 Adsorption

Bei Adsorptionsmessungen wird eine Luftblase von 25 pl in die Probe injiziert
und abrupt durch Unterdruck (-70 kPa) vergrofert. Die Messungen bestehen aus
Einzelbild-Aufnahmen der abnehmenden Oberflichenspannung zu bestimmten
Zeitpunkten tber insgesamt 10 Minuten (Tab. 4, S. 46).

7.9.2 Stabilitit

Die Stabilititsmessungen werden im Anschluff an Kompressions-Expansions-
Zyklen unter Beibehaltung eines konstanten Uberdrucks (=100 kPa) durchge-
fithrt, der zwischen dem maximalen und minimalen Druck der vorangegangenen
Zyklen liegt. Eine Verinderung der Oberflichenspannung wird anhand von
Einzelbild-Aufnahmen zu bestimmten Zeitpunkten wihrend insgesamt
30 Minuten gemessen (Tab. 4, S. 46).

7.9.3 Quasi-statische Kompressions-Expansions-Zyklen

Zyklen werden unter wiederholter Kompression und Expansion der Luftblase
durchgefiihrt. Als quasi-statisch werden solche geringen und langsamen Druck-
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verinderungen im Zusammenhang mit Untersuchungen biophysikalischer Ober-
flaicheneigenschaften bezeichnet, wihrenddessen der Oberflichenfilm relaxieren
kann und eine vernachlissigbar geringe kinetische Energie zugefiihrt wird. Ein
Schritt der Druckerhohung wird tiber mindestens 10 s vorgenommen. Gegen
Ende der anschlieBenden Beobachtungsdauer von 20-50 s soll die Luftblase sich
nicht mehr sichtbar verindern. Ein Zyklus umfalt 10-30 Schritte, entsprechend
5-30 min, wobei jeweils eine Bestimmung der Oberflichenspannung durchgefiihrt
wird (Tab. 6, S. 46). Ein Experiment ist auf ungefahr funf Zyklen begrenzt, da im
Verlauf die Blase an Volumen abnimmt und Luft in der Probe geldst wird.

7.9.4 Dynamische Kompressions-Expansions-Zyklen

Fir dynamische Zyklen wird der Steuerungsdruck zwischen einem bestimmten
minimalen und maximalen Druck umgeschaltet. Das Zeitdauer-Verhiltnis von
Kompression zu Expansion (50:50) und die Zyklus-Frequenz (10 min™) wird
durch das elektronisch kontrollierte Magnetventil vorgegeben. Als maximaler
Druck ist derjenige Steuerdruck sinnvoll, ab dem in anderen Versuchen keine
Verinderungen der Luftblase mehr zu beobachten waren. Die Messungen umfas-
sen in jedem Zyklus die Bestimmung der Oberflichenspannung der maximal
expandierten und komprimierten Luftblase, zusitzlich wurden in wenigen Zyklen
die Mefpunkte wie bei quasi-statischen Zyklen ausgewertet (Tab. 4, S. 46). Das
Experiment wird tiber 10 Minuten durchgefiihrt.

7.10 Eichung

Das Linienquadrat (4 mm-4 mm) einer mikroskopischen Zihlkammer nach
Fuchs-Rosenthal (Werkstitte fiir Chemie und Photo, Berlin) wurde in einer Kii-
vette befestigt. Die Eich-Kiivette wird im Kubus mit Wasser befullt. Die Kamera-
halterung wird um die Objektivlingsachse geschwenkt und die Abbildung des
Linienquadrats rechtwinklig ausgerichtet. Die Brennweite und der Fokus der
Videokamera werden so eingestellt, dal8 die Seitenwinde der Eich-Kiivette ab-
gebildet werden und das Linienquadrat sich in der Fokusebene befindet. Eine
Verinderung von Kameraposition, Blende, Brennweite oder Fokus erfordern
daher eine neue Eichung der Abbildung der MefRkammer. Das Bild der Eich-
Kiivette wird aufgezeichnet und digitalisiert. Die Pixelweite des Quadrats wird
zehnfach an verschiedenen Stellen ausgemessen und zu getrennten Umrechungs-
faktoren fiir Breite und Hohe gemittelt.
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Tab. 3: Allgemeine Ubersicht tiber die verschiedenen Versuchsprotokolle

V p t Bemerkung
ADS 30 -70 kPa 5 min Ruhrgeschwindigkeit erniedrigt
STAB ~20 p* 100 kPa 30 min teilweise nach QS durchgefuhrt
QS 30 ul ~300 kPa* 60 min Druck manuell kontrolliert
DYN 30 ~200 kPa* 10 min Druck elektronisch kontrolliert

Initiales Volumen der Luftblase (V) nach Injektion, Druckdifferenz (p) zur Steuerung der Ober-
flachenveranderung, ungefahre Versuchsdauer (t) und Bemerkungen zur Durchfiihrung fiir die vier
eingesetzten Versuchsprotokolle: Adsorptionsmessung (ADS), Stabilitdtsmessung (STAB), quasi-
statische Zyklen (QS) und dynamische Zyklen (DYN). Einige Versuchsbedingungen (*) sind

abhangig von der eingesetzten Probe oder vorangegangenen Zyklen.

Tab. 4: MeRpunkte Versuchsprotokollen zur Adsorptions- und Stabilitdtsmessung

nf1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
ADS [s] 0O 1 510 15 20 30 40 50 60 90 120 180 240 300
STAB[min]| 0 1 2 3 4 5 10 15 20 25 30

Nummer des MeBpunktes (n) bei Adsorptionsmessung (ADS) in Sekunden nach Adsorptionsbe-
ginn und bei Stabilitatsmessung (STAB) in Minuten nach Beginn des konstanten Steuerungs-
drucks. Ein MeRpunkt umfalt jeweils die Bestimmung von Oberflachenspannung, Oberflache
und Volumen bei minimaler und maximaler BlasengréRe.

Tab. 5: MeRpunkte in quasi-statischen und dynamischen Versuchsprotokollen

nf1 2 3 4 &5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

QS [Zyklus] 1 2 3 4 5
DYN [Zyklus] |1 2 3* 4* 5 6* 7 8 9* 10 20* 30* 40* 50

Nummer des MeRpunktes (n) bei quasi-statischen (QS) und dynamische Zyklen (DYN). Ein
MeBpunkt umfalRt jeweils 10 bis 30 Bestimmungen von Oberflachenspannung, Oberflache und
Volumen zwischen den Zeitpunkten der minimalen und maximalen Blasengréfe. Ein gekenn-
zeichneter Melpunkt (*) umfalt lediglich eine Bestimmung zum Zeitpunkt der minimalen und
maximalen BlasengrolRe.

Tab. 6: Steuerungsdricke in quasi-statischen Versuchsprotokollen

nft 2 3 4 &5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

p[100kPa] |O 01 0.2 03 04 06 08 1 125 15 175 2 25 3

Steuerungdriicke (p) des jeweiligen Mefpunktes (n) eines quasi-statischen Kompressionszyklus.
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7.11 Vermessung der Luftblase

Zur Berechnung der Oberflichenspannung, der Oberfliche und des Volumens
einer Luftblase wihrend eines Versuches muf} zunichst die Hohe und Breite der
Luftblase in der Seitenansicht vermessen werden. Die Seitenansicht wird dazu mit
der Videokamera gefilmt und in Graustufen digitalisiert (Abb. 6, S. 49). Mit Hilfe
des Bildverarbeitungsprogramms werden aus der Originalansicht fiir Hohe und
Breite der Luftblase getrennt Schnittbilder errechnet, in denen die Grauwert-
Dichte in Abhingigkeit von der Schnittstelle dargestellt wird und die grofite Aus-
dehnung der Blase einschliefen (Abb. 7, S. 49).

Die Begrenzung der Luftblase ist an den Stellen starker Grauwert-Verinderungen
zu vermessen, wie durch die Pfeile in Abb. 7 (S. 49) angedeutet wird. Die Rotati-
onssymmetrie der Luftblase beziiglich ihrer senkrechten Drehachse wird in der
Aufsicht auf die Luftblase von oben und die Bestimmung des Verhiltnisses von
Tiefe und Durchmesser beurteilt. Dieses Verhiltnis wird exemplarisch in einigen
Versuchen bestimmit.

7.12 Berechnungen

Die Berechnungen der Oberflichenspannung, der Oberfliche und des Volumens
beruhen auf zahlreichen von anderen simulierten Blasen [96]. Die Seitenansichten
dieser Rotationskorper wurden in horizontale Schnitte zerlegt und aus deren Ein-
zel-Oberfliche und Einzel-Volumen die Oberfliche und Volumen der Blasen
numerisch bestimmt. Die Oberflichenspannung wurde aus den Seitenansichten
der simulierten Blasen hingegen analytisch bestimmt, indem die Kurvenfunktio-
nen der Blasen-Begrenzungen ermittelt wurden und die Oberflichenspannungen
exakt mit Hilfe von Differentialgleichungen der Laplace-Beziehung fir achsen-
symmetrische Tropfen berechnet wurden [61].

Ein Polynom G, wurde dann als Korrekturglied fiir das Verhiltnis der Oberfli-
chenspannung einer hypothetischen, aber exakt berechenbaren semi-inifiniten
Blase zu der gesuchten Oberflichenspannung der tatsichlich beobachteten Blase
eingesetzt. Dieses Korrekturglied wurde dazu durch die Wahl der Parameter
co=1und ¢, =—(¢, +¢, +¢; +¢, +¢5) durch die Extremwerte G(0)=1 und G(1)=0
der Korrektur der Oberflichenspannung gezwungen (vgl. Abb. 8, S. 50).

Ebenso wurden interpolierende polynomiale Kurvenanpassungen (Approxima-
tionen) der Termglieder A, und V, an das Verhiltnis »=#4/d der Hohe h zu
Durchmesser d der simulierten Blasen durchgeftihrt.



48

Die Koeffizienten ¢; (Tab. 7) bestimmen diese Approximationen als sechstgradige
Polynome f(r) gemild

Tab. 7: Koeffizienten fiir die interpolierende polynomiale

Kurvenanpassungen’

[ G, A V,
0 1 0.5 0

1 0.492 0.401 1.477
2 5.607 0.070 -2.016
3 -38.570 0.328 4.048
4 72.103 -0.299 -3.594
5 -58.864 0 1.085
6 18.231 0 0

Koeffizienten (i) der Polynome f(r) fiir die Oberflachen-
spannung (G;), die Oberflache (A;) und das Volumen (V) in
den Berechnungen fir Blasen (Kap. 7.12, S. 47). Aus [96].

Zur Berechnung der Mefwerte werden zunichst die Pixelzahlen der Vermessung
von Hohe und Durchmesser der Luftblase in Lingenmalle umgerechnet, entspre-
chend einer vorangegangenen Eichung der Abbildung der Blase (Kap. 7.10). An-
schlieBend werden die Oberflichenspannung y, die Oberfliche A und das Volu-

men V der Luftblase bestimmt zu:

AR
y:p-g-(gj G A=mn-d*- A, und V=n-d.

I 1
r A [96].
mit Hohe h und Durchmesser d der Luftblase, spezifischer Dichte der Probe p,
Erdbeschleunigung g (981.2915 cms™? [58]). Das Suffix r kennzeichnet den Wert
r=h/d fir die jeweilige Approximation (Oberflichenspannung G, Oberfliche A
und Volumen V). Die Oberflichenspannung, das Volumen und das Termglied G,
(nach [61]) in Abhingigkeit vom Verhiltnis r zeigt Abb. 8 (S. 50). Die unter-
schiedliche Verinderung der Oberflichenspannung durch Steuerung des Blasen-
volumens veranschaulicht Abb. 9 (S. 50) fiir unterschiedlich grole Ausgangswerte
des Blasendurchmessers.

" Eine vorliufige Version wurde von Prof. J. Goerke, Cardiovascular Research
Institute, University of California, San Francisco, USA, zur Verfiigung gestellt.



49

r
il Tee dki Spimy [maae
L8 [ s |

e

i

Abb. 6: Bildverarbeitung: Digitalisierung einer Luftblase

Digitalisiertes Videokamerabild der Seitenansicht einer Luftblase wahrend eines
Versuchs mit unléslichem Surfactant (KS). Aus der Markierung (gestrichelte
Linie), die den gréfRten Durchmesser der Luftblase einschlieRt, wird ein Schnitt-
bild errechnet (Abb. 7). Dargestellt ist der Arbeitsbereich des zur Bildverarbei-
tung eingesetzten Computers. Das digitalisierte Bild der Luftblase kann in voller
GroRe und originaler, pixelgerechter Auflosung bearbeitet werden.
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Abb. 7: Bildverarbeitung: Bestimmung der Blasenabmessungen

Darstellung der Grauwert-Dichte (Ordinate) des Schnittbildes der Luftblase aus
Abb. 6 in Abhangigkeit von der Schnittstelle (Abszisse). Pfeilspitzen markieren
die Begrenzungen der Luftblase. Der horizontale Abstand zwischen den Pfeilen
entspricht dem gréRten Durchmesser der Luftblase.
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Abb. 8: Funktionswerte der Approximationen
bei unterschiedlicher Blasengeometrie

Beispiel fir die Abhangigkeit der Unter-
suchungsgréfen Oberflachenspannung, Volu-
men und Oberflache von der Geometrie einer
bestimmten Luftblase. Termglied G;, Oberfla-
che A, Volumen V und Oberflachenspannung vy
in Abhangigkeit vom Ho6hen-Durchmesser-Ver-
haltnis (h/d) einer Blase mit festgelegtem
Durchmesser (5 mm).

Die Abbildung zeigt die berechneten Werte
(Kap. 7.12, S. 47), die bei einem gegebenen
Durchmesser nicht-linear durch die Blasen-
geometrie (h/d) bestimmt werden. Mit zuneh-
menden Werten flr h/d nimmt eine scheiben-
férmige Blase eine Kugelform an (vgl. beispiel-
hafte Blasen in Abb. 1, S. 14).

7.13 Auswertung
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Abb. 9: Oberflachenspannungen bei
unterschiedlicher BlasengroRe

Beispiel flir den unterschiedlichen EinfluB
der druckgesteuerten Veranderung des
Blasenvolumens (V) auf die Oberflachen-
spannung (y), dargestellt fir verschiedene
BlasengroBen  (Durchmesser entspre-
chend den Zahlenangaben 3-7 mm). Das
Blasenvolumen ist proportional zum Druck
im Drucksystem.

Bei groBeren Blasen konnen mittlere und
hohe Oberflachenspannungen besser als
bei kleinen bestimmt werden, weil die
Oberflachenspannung in geringerem Aus-
maf durch die Steuerung des Drucks be-
einfluBt wird und damit praziser zu be-
stimmen ist.

Die Lagemalle normalverteilter Daten umfassen den arithmetischen Mittelwert als
beste Niherung an den wahren Wert und die Standardabweichung des Einzelwer-
tes als Verteilungsmal} einer Einzelmessung.” Der Variationskoeffizient normiert
die Standardabweichung auf den Mittelwert. Der Kolmogoroff-Smirnoff-Test wird
verwendet, um das Vorliegen einer Normalverteilung nachzuweisen. Im Streu-

" Schreibweise im weiteren Text: Mittelwert + Standardabweichung.
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diagramm wird der Mittelwert als Punkt und die Standardabweichung durch einen
Fehlerbalken angezeigt, der bei kleinen Werten verborgen sein kann.

Daten, denen keine Normalverteilung zugrunde liegt oder die nur wenige Werte
mit grofer Abweichung umfassen, werden durch Quantile der empirischen Ver-
teilung beschrieben, insbesondere durch den Median und die Spannweite zwi-
schen grofftem und kleinsten Wert.” Die entsprechenden Boxplots zeigen den
Median (waagerechter Strich), die interquartile Spanne (Boxen) sowie die fiinfte
und 95. Perzentile (Nadeln) der Daten. Der nichtparametrische Mann-Whitney-
Wilcoxon-Test (U-Test) wird verwendet, um die Verteilung und Mediane zweier
Melreihen zu vergleichen. Alle hier eingesetzten statistischen Tests werden fiir
eine Irrtumswahrscheinlichkeit (o) von 0.05 berechnet.

Eine lineare Regression wird verwendet, wenn Datenpunkte augenscheinlich einer
Ausgleichsgerade folgen. Der Regressionskoeffizient r wird mit Hilfe eines t-Tests
auf Verschiedenheit von null untersucht [119]. Eine nicht-lineare Regression wird
fiir die Berechnung der Oberflichenspannungen des wasserloslichen Surfactants
nach der Szyszkowski-Gleichung (Kap. 3.2) verwendet (Levenberg-Marquardt-
Methode [82]). Ein verallgemeinertes lineares Modell wird zur quantitativen Be-
urteilung von verschiedenen, gleichzeitig auftretenden EinfluRfaktoren auf eine
Zielgrolle eingesetzt [59]. Eine Gewichtung der Einzelbeobachtung in diesen
Regressionen wurde gegebenenfalls mit dem quadratischen Kehrwert der Residu-
en vorgenommen. Die Konfidenzbereiche der Regressionen zeigen das 95 %-
Konfidenzintervall eines vorhergesagten Einzelwertes. Fiir alle Regressionen und
Modelle entspricht der berechnete Wert R* demjenigen Anteil der gesamten Vari-
anz der Daten, der durch die Regression oder das Modell erklirt wird.

Die MeRgrofRen der Kompressibilitat, Hysteresefliche, Stabilitit und Adsorptions-
kinetik werden aus Oberflichenspannungs-Oberflichen-Isothermen und Ober-
flichenspannungs-Zeit-Verldufen numerisch bestimmt.

Die Kompressibilitit k, ist die Tangentensteigung wihrend der Kompression der
Oberfliche A zu einer gegebenen Oberflichenspannung v, meist 15> mNm™. Die
Berechnung verwendet dazu eine polynomiale Kurvenanpassung der diskreten
Wertepaare zur Funktion A(y) mit der analytischen Ableitung A'(y). Die Kompres-
sibilitdt ist dann k, =1/ A(y)- A'(y) mit [k,]J=1 mmN".

Die Berechnung der Hysterese-Fliche zwischen den Wertepaaren von Oberfli-
chenspannung und Oberfliche in einem gegebenen Kompressions-Expansions-
Zyklus beruht auf einer interpolierenden Approximation mit Hilfe von Bezier-

" Schreibweise im weiteren Text: Median (Minimum-Maximum).
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Splines [31]. Die Funktionswerte der Splines werden numerisch integriert und ftir
jedes Experiment getrennt zur Hysterese-Fliche (H) standardisiert. Deren Einheit
ist das Produkt der Einheiten der Achsen (1 cm? beziehungsweise 1 mNm™) und
stellt damit auch ein Maf einer Arbeit (1 cm®*mNm™'=107]J) dar.

Die Adsorptionskinetik wird durch Anpassung der Senkung der Oberflichen-
spannung in Abhingigkeit von der Zeit an eine exponentielle Verfallsfunktion
bestimmt: y=v,+ae’* mit Zeitkonstante k, Skalierungsfaktor a und Ober-
flichenspannung y zum Zeitpunkt t beziehungsweise y, zum Zeitpunkt des er-
reichten Gleichgewichts (t— o). Durch diese Anpassung werden die Gleichge-
wichts-Oberflichenspannung v, und die Halbwertzeit der Senkung der Oberfli-
chenspannung t,,=0.69/k bestimmt.

Im Anschluf3 an diese Darstellung der Methoden, die im Zusammenhang mit dem
eigenen Captive-Bubble—Surfactometers verwendeten wurden, werden im folgen-
den die Ergebnisse aus dem Einsatz dieses Melinstruments zur Testung biophysi-
kalischer Oberflichenaktivitit dargelegt.
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8 Ergebnisse

Nach dem Aufbau des eigenen Captive-Bubble—Surfactometers (Kap. 6) bestand
ein weiterer wesentlicher Teil dieser Arbeit aus dem Einsatz und der Erprobung
des Gerites mit Substanzen bekannter Oberflichenspannung und bekannten
Kompressionsverhaltens. Dabei wurde ldslicher Surfactant (Ethanol in Wasser)
zur Validierung der Mellwerte der bekannten Oberflichenspannung eingesetzt.
Die unloslichen Surfactants DPPC, KS (kiinstlicher Surfactant) und BLES (bo-
viner Lipid-Extraktions-Surfactant) wurden zur Untersuchung des bekannten
Kompressionsverhaltens und weiterer biophysikalischer Eigenschaften verwendet.
Einige bekannte biochemische Charakteristika von natirlichem Surfactant aus
einem Lungenschidigungs-Modell wurden zusitzlich mit Bezug zur Untersuchung
der unbekannten biophysikalischen Eigenschaften bestimmt. Eine Ubersicht iiber
die insgesamt im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Messung der Oberflichen-
aktivitit durchgefiihrten Experimente und die dazu verwendete Einteilung der
verschiedenen Surfactants stellt Abb. 30 (S. 80) dar.

Um reproduzierbare Messungen mit dem Captive-Bubble—Surfactometer durch-
zufithren, mulBten zunichst stabile Versuchsbedingungen erreicht werden und die
Eichung der Abbildung erfolgen. Die Bestindigkeit dieser Rahmenbedingungen
wurde tiberpriift, indem die auftretenden Abweichungen der Temperaturregelung,
Vermessung, Eichung und Symmetrie der Blase bestimmt wurden.

8.1 Uberpriifung der experimentellen Rahmenbedingungen

Die Konstruktion des Captive-Bubble—Surfactometers umfalSte zwei verschiedene
Heizungssysteme, die eine unterschiedlich gute Kontrolle der Temperatur reali-
sierten. Die Praktikabilitit und Schwankungsbreite der Heizungssysteme wurden
miteinander verglichen. Das Heizungssystem I konnte nur eine sehr langsame
Erwirmung des Versuchskubus und indirekt auch des Kiivetteninhaltes erreichen.
Dafiir ist eine nur geringe Wirmetbertragung an den Kiivetteninhalt verantwort-
lich, denn das Kiivettenglas konnte konstruktionsbedingt nicht allseitig dem be-
heizten Kubus anliegen. Dieses System arbeitete jedoch unabhingig von der an-
sonsten notwendigen Durchmischung der Probe.

Das Heizungssystem II kontrollierte die Temperatur der Probe zu 3740.5 °C nach
einer initialen Heizzeit von 135 s mit einer Regelperiode von 90 s bei einer Ampli-
tude von 0.5 K (Abb. 10, S. 54). Diese Werte setzte allerdings einen Wirmetrans-
port und eine ununterbrochene Durchmischung der Probe durch kontinuierliches
Rithren voraus sowie zusitzlich die Erfassung der Probentemperatur mit einem
Fiihler innerhalb der Melfkammer. Das Heizungssystem II bot im Vergleich die
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Abb. 10: Temperaturregelung:
Heizungssystem Il

Temperatur (T) gemessen innerhalb der
Probenfliissigkeit in Abhangigkeit von der
Zeit (t). Ausgangstemperatur 27.7 °C und
Heizleistung 70% (A) beziehungsweise
22.7°C und 90 % (B). Bei Erreichen von
35 °C wird die Heizleistung automatisch auf
40 % reduziert. Solltemperatur 37 °C (hori-
zontale, gepunktete Linie).

Nach einer initialen Aufheizzeit von 135s
wird die Solltemperatur mit einer maximalen
Abweichung von 0.5 K sowie einer Regelpe-
riode von 90 s erreicht.
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Abb. 11: Auswirkung fehlerhafter Blasen-
vermessung auf die Oberflachenspannung

Prozentualer  Fehler der  Oberflachen-
spannung in Abhangigkeit von der tatsachli-
chen Oberflachenspannung (y), dargestellt
fur einen angenommenen Vermessungsfehler
(zwei Pixel) der Blasenhdhe (h) und des
Durchmessers (d).

Die Berechnung einer niedrigen Oberflachen-
spannung wird starker durch die fehlerhafte
Vermessung der Blasenhohe als des Durch-
messers beeintrachtigt. Die Auswirkung eines
Fehlers des Durchmessers nimmt gegeniiber
derjenigen der Blasenhdhe mit steigender
Oberflachenspannung starker zu.

bessere Temperaturregelung, erforderte aber einen grofleren Aufwand an Beob-

achtung und Eingriffen durch den Untersucher. Wihrend der Versuche mit dem

Captive-Bubble—Surfactometer wurden beide Heizungssysteme (I und II) gleich-

zeitig eingesetzt, um eine grundlegende Erwidrmung des gesamten Kubus (I) mit

einer hohen Genauigkeit und Geschwindigkeit (IT) zu verbinden.

Die Berechnung der Oberflichenspannung der Grenzfliche einer Luftblase erfor-

dert die Bestimmung der Blasenabmessungen in absoluten Streckeneinheiten. Die

digitalisierten Videobilder konnen jedoch lediglich in Videobildpixeln ausgemes-

sen werden, so dal} eine wiederholte Eichung des Verhiltnisses von Pixeln zu
Strecken und damit der Abbildung der Luftblasen erforderlich wurde. Hierzu
wurde fur insgesamt 21 Eichungen eine Vermessung des Eichgitters (4-4 mm,
Kap. 7.10) mit Hilfe des Kiivetten-Einsatzes (Kap. 6.2.1) durchgefiihrt.
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Abb. 12: Untersuchung
der Blasensymmetrie

Verhéltnis des kleineren zu gréferem Wert
zweier orthogonaler Durchmesser der Auf-
sicht auf die Luftblase in Abhangigkeit von
der Oberflachenspannung (y). Verteilung von
57 MelRwerten (Boxplots, Kap. 7.13, S. 50).
Die Luftblasen werden durch die hohe Ober-
flachenspannung hinsichtlich ihrer senkrech-
ten Rotationsachse stabilisiert, wahrend bei
niedriger Oberflachenspannung Tiefe und
Durchmesser voneinander abweichen. Bei
niedriger Oberflachenspannung ist die Aus-
wirkung eines Fehlers des Blasendurchmes-
sers allerdings gering (Abb. 11, S. 54).
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Abb. 13: Gesamtfehler der Messung
der Oberflachenspannung

Gemessene (yg) und tatséachliche (yr) Ober-
flachenspannung. Dargestellt ist das Fehler-
intervall (gestrichelte Linien) fur die Erwar-
tungswerte der Oberflachenspannung (durch-
gezogene Linie).

Die Messung der Oberflachenspannung ist mit
zunehmenden Werten starker fehleranfallig.
Das Fehlerintervall zeigt die zusammengefalite
Auswirkung samtlicher Fehler als mégliche Ab-
weichung der gemessenen von der tatséchli-
chen Oberflachenspannung. Diese Fehler sind:
Vermessungsfehler, abweichende Symmetrie
sowie Varianzen der Kurvenanpassungen.

Die Umrechnungsfaktoren wurden getrennt fiir die Hohe und den Durchmesser

der Eichgitter bestimmt und ergaben im Mittel 71.34 Pixel pro 1 mm Hohe und

76.08 Pixel pro 1 mm Durchmesser. Das von der Abbildungsgrofle unabhingige
Verhiltnis aller Umrechnungsfaktoren betrug h/d=0.938+0.012.
Die Genauigkeit der Vermessung des Linienquadrats der Eichkiivette wurde bei

insgesamt 14 Eichungen bestimmt. Die maximalen Variationskoeffizienten der

Hohe und des Durchmessers betrugen jeweils 0.4 %. Die Auswirkung von fehler-

haften Vermessungen wurde mit Hilfe eines angenommenen Fehlers von 2 Pixeln,
jeweils getrennt fiir die Hohe und den Durchmesser, simuliert (Abb. 11, S. 54).
Ein Fehler in der Vermessung der Hohe fiihrte demnach zu einer gréferen Ab-

weichung der Oberflichenspannung als ein Fehler des Durchmessers.
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Die Bestindigkeit der Rahmenbedingung einer Rotationssymmetrie der Luftblase
beziiglich einer senkrechten Achse wurde exemplarisch in Experimenten mit rei-
nem Wasser und reinem DPPC-Surfactant bei entsprechend hoher und niedriger
Oberflichenspannung bestimmt. Nach einer gesteuerten Oberflichenverinderung
trat in der Aufsicht zunichst eine elliptische Verformung der Luftblase auf, die
nach wenigen Sekunden eine stabile Form annahm und zu diesem Zeitpunkt
vermessen wurde. In 59 Bildern der Aufsicht auf diese Luftblasen wurden jeweils
zwei orthogonale Durchmesser vermessen, die beispielsweise Tiefe (t) und
Durchmesser (d) der Seitenansicht entsprachen. Das Verhiltnis von kleinerem zu
groflerem Wert (t/d fiir t<d oder d/t fiir d<t) wurde als MaR fiir die Rotations-
symmetrie berechnet (Abb. 12, S.55). Bei rotationssymmetrischen Blasen ist
t/d=d/t=1 zu erwarten. Fiir Luftblasen mit hoher Oberflichenspannung
(>65 mNm™) betrug dieses Verhiltnis 0.98+0.02 und fiir solche mit niedriger
Oberflachenspannung (<5 mNm™') 0.80£0.02. Diese Verhiltnisse unterschieden
sich hinsichtlich Verteilung und zentraler Tendenz.

Der Gesamtfehler der Messungen der Oberflichenspannung wurde als Fehler-
intervall mit Hilfe folgender, bereits tiberpriifter Fehlerquellen abgeschitzt: feh-
lerhafte Blasenhohenvermessung (Abb. 11, S.54), abweichende Rotations-
symmetrie (Abb. 12, S. 55) sowie Varianzen der Kurvenanpassung an Referenz-
blasen (1.706 % [96]) und des Korrekturgliedes fiir gekrimmte Grenzflichen
(0.041 % [61]). Das Fehlerintervall zeigte, dal} die groStmogliche Abweichung der
gemessenen von der tatsichlichen Oberflichenspannung 2.1 mNm™ bei einer
Oberflachenspannung von 70 mNm™ betrigt (Abb. 13, S. 55) .

Die experimentelle Uberpriifung der wesentlichen Rahmenbedingungen der Mes-
sungen mit dem eigenen Captive-Bubble—Surfactometer zeigte mogliche Fehler-
quellen und den dadurch verursachten geringen Gesamtfehler der Oberflichen-
spannung. Unter Beriicksichtigung der so kontrollierbaren und stabilen Rahmen-
bedingungen wurde das Captive-Bubble-Surfactometer zunichst zur Messung der
bekannten Oberflichenspannung von loslichem Surfactant eingesetzt.

8.2 Messung lsslichen Surfactants

Nachdem die allgemeinen Rahmenbedingungen bei Messungen mit dem Captive-
Bubble-Surfactometer als stabil gefunden wurden, wurde das Instrument zu-
nichst zur experimentellen Bestitigung von bekannten Melwerten 16slichen Sur-
factants eingesetzt. Hierzu wurde die Oberflichenspannung des loslichen Surfac-
tants Ethanol in Wasser gegen Luft gemessen, wobei quasi-statische Zyklen ent-
sprechend den anschliefend untersuchten unloslichen Surfactants verwendet
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wurden. Bei diesem Surfactant ist die Oberflichenspannung einer Probe konstant
und unabhingig von der raumlichen Struktur der Grenzfliche und damit vom
experimentellen Aufbau.

Von 29 Experimenten mit unterschiedlichen Konzentrationen von Ethanol in
Wasser wurden 18 Versuche mit jeweils durchschnittlich 29 Mellwerten ausge-
wihlt, die mindestens zwei quasi-statische Zyklen umfafSten und Oberflichen-
spannungs-Oberflichen-Kurven zeigten, die fiir Ioslichen Surfactant reprisentativ
sind. Von 30 Experimenten mit Wasser wurden sechs Versuche mit jeweils durch-
schnittlich 22 Mellwerten zur Auswertung herangezogen, in denen nur Oberfli-
chenspannungen tiber 65 mNm™ auftraten und deren quasi-statische Zyklen re-
prisentativ fiir die weiteren Versuche mit Wasser waren. Einige Versuche waren
nicht auswertbar, weil bei hohen Driicken Undichtigkeiten auftraten.

Die in diesen Experimenten gemessenen Oberflichenspannungen (y) sind zu-
sammen mit den bereits bekannten Werten (y*) in Abhingigkeit von der Ethanol-
Konzentration in Tab. 8 wiedergegeben. Der berechnete Oberflichentiberschull
bei Sittigung I'* war 5.53-10"° mol cm™ und die berechnete Langmuir-von
Szyszkowski—Verteilungskonstante war 46 mmol cm? (Kap. 3.2, S. 6).

Firr die weitere Auswertung wurden diese Experimente zusammengefallt und
durch eine Anpassung an die Szyszkowski-Gleichung analysiert. Der Anteil der
dadurch erklirten Varianz aller MefSwerte betrug R*=0.987. Die Verteilung der
MeRwerte, die Anpassung und die Konfidenzbereiche sind in Abb. 14 (S. 58)

Tab. 8: Oberflachenspannung unterschiedlicher Konzentrationen
von Ethanol in Wasser

Ethanol| p ny n y ¥ y*
[%] | [gmI™] [MNMT] | [MNmMT] | [mMNm™]
0 0.992 6 132 68.4+4.2 69.7 69.6
5 0.989 3 88 57.3+0.8 55.7 54.9
10 0.982 3 79 48.4+0.03 | 49.0 48.3
24 0.969 3 99 38.0+0.7 39.1 35.5
48 0.934 3 109 30.3+0.2 30.4 28.9
72 0.877 3 88 254+0.2 25.2 24.9
96 0.808 3 60 224404 215 21.4

Mittelwerte des spezifischen Gewichts (p) der Proben aus Doppel-
bestimmungen. Anzahl der Experimente (n4) und MeBwerte (n2). Mittel-
werte und Standardabweichungen der MeRwerte der Oberflachen-
spannung (y). Funktionswerte der Szyszkowski-Gleichung (y#) gemaR
der nicht-linearen Anpassung aller MeRBwerte (Abb. 14, S. 58). Refe-
renzwerte (y*) bei 40 °C [58].
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dargestellt. Die durch diese Analyse bestimmten Oberflichenspannungen (y*)
sind in Tab. 8 (S. 57) den Mittelwerten der Experimente gegeniibergestellt.

In diesen Experimenten mit 16slichem Surfactant wurde ein Einfluf der GroBen-
verinderung der Luftblasen-Oberfliche wihrend der quasi-statischen Zyklen auf
die als konstant anzunehmende Oberflichenspannung mit Hilfe einer linearen
Regression analysiert. Der Regressionskoeffizient r (die Steigung der Ausgleichsge-
raden zwischen Oberflichenspannung und Oberfliche) war 0.02 (-0.02—
0.09) mNm'%"' und war in 13 der 24 Versuche jeweils von null verschieden,
davon in 9 dieser 24 Versuche grofer als null.

Das bedeutet, dal’ in diesen Versuchen die GroBenverinderung der Grenzfliche
einen EinfluR auf deren Oberflichenspannung hatte. Der eingesetzte losliche
Surfactant kann diese variable Oberflichenaktivitit nicht verursachen, sondern es

y [MNm™'] h/d
1.0
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Abb. 14: Oberflachenspannungen
von léslichen Surfactants

Oberflachenspannung (y) in Abhangigkeit
von der Konzentration von Ethanol in wélri-
ger Lésung. Verteilung von 561 MeRwerten
aus 24 Experimenten (Boxplots). Anpassung
der Szyszkowski-Gleichung (durchgezogene
Linie) und deren 95 %-Konfidenzbereich (ge-
strichelte Linien).

Der Anteil der erklarten Varianz ist 0.987. Mit
zunehmender Konzentration von Ethanol in
Wasser nimmt die Oberflachenspannung der
Losung nicht-linear ab.

Abb. 15: Blasengeometrie
zu Versuchsbeginn

Hbéhen-Durchmesser-Verhaltnis  (h/d) in
Abhangigkeit vom initialen Blasenvolumen
(V). MeRwerte von 89 Luftblasen in Experi-
menten mit Wasser (Boxplots) und simu-
liertes Verhaltnis bei Oberflachenspannun-
gen von 70 und 10 mNm-' (Linien).

Bei Luftblasen in Wasser (70 mNm-') weicht
das Hoéhen-Durchmesser-Verhéltnis desto
starker von den fir 70 zu denen fir
10 mNm-' simulierten Werten ab, je geringer
das initiale Blasenvolumen ist.
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mul} die Anwesenheit weiterer Substanzen angenommen werden, die als Verun-
reinigung von Teilen des Captive-Bubble-Surfactometers auftreten.

In der Auswertung dieser Versuche zeigte sich, dal} unterschiedliche Volumina fiir
die Luftblase zu Versuchsbeginn mit einem unterschiedlichen Ausmal} an geome-
trischer Verformung und Verinderungen von Hohe und Durchmesser der Blase
einher gingen (Meflwerte Abb. 15, S. 58). Luftblasen mit kleinem Volumen sind
bei gleicher Oberflichenspannung weniger abgeflacht und haben ein grofleres
Verhiltnis von Hohe zu Durchmesser als Luftblasen mit hohem Volumen. Fiir
den zu erwartenden Bereich der Oberflichenspannung kann in umgekehrter Wei-
se ein passendes Blasenvolumen gewihlt werden (Simulation Abb. 15, S. 58).

Die Versuche zeigten zusammenfassend, dal} mit dem Captive-Bubble-Surfacto-
meter bekannte Oberflichenspannungen loslicher Surfactants reproduziert wer-
den konnten. Einen unerwarteten EinfluB der Oberflichengrofle auf die Oberfla-
chenspannung verursachten anfinglich unbekannte Substanzen, die das Captive-
Bubble-Surfactometer verunreinigten. Die beobachtete Varianz der MelSwerte
kann durch statistische Verfahren erklirt werden. Im folgenden werden die E-
gebnisse der Messung der biophysikalischen Oberflichenaktivitit unloslicher
Surfactants vorgestellt, die eine variable Oberflichenspannung zeigen.

8.3 Messung unloslicher Surfactants

Nachdem wasserlosliche Substanzen auf ihre Oberflichenspannungseigenschaften
untersucht wurden, sollten in Wasser unloslichen Surfactants charakterisiert wer-
den. Dabei handelte es sich um reinen DPPC-Surfactant (DPPC), kiinstlichen
Surfactant (KS, Exosurf®), bovinen Lipid-Extraktions-Surfactant (BLES, Alveo-
fact®) und natiitlichen Surfactant. Die Ergebnisse mit DPPC, KS und BLES
werden in diesem Abschnitt und die Ergebnisse mit natiirlichem Surfactant im
folgenden Abschnitt (Kap. 9.4) beschrieben.

Unlosliche Surfactants unterscheiden sich wesentlich von den zuvor gemessenen
loslichen Surfactants, da ihre Oberflichenspannung variabel ist und von der expe-
rimentell vorgegebenen Struktur der Grenzfliche abhingt. Die biophysikalischen
Eigenschaften unloslicher Surfactants wurden jeweils durch Messung der Oberfla-
chenspannung in bezug zur Zeit (Adsorption), zur Oberfliche (quasi-statische
Zyklen) oder zu beiden Grofen (dynamische Zyklen) untersucht.
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8.3.1 Reiner DPPC-Surfactant

8.3.1.1 Adsorption

Adsorptionsmessungen wurden mit Suspensionen von DPPC zehnmal bei einer

Phospholipidkonzentration von 0.2 mgml*, dreimal bei 1 mgml™® und zweimal bei
1.75 mgml ™' durchgefiihrt (Abb. 16). In Versuchen mit 0.2 mgml! DPPC war die
Oberflichenvergroferung 405 (309-501) %, die Halbwertzeit 93.4 (74.2-117.3) s
und die Gleichgewichts-Oberflichenspannung 30.7 (29.0-35.7) mNm'. Die Ver-
suche mit 1.0 mgml! DPPC hatten eine Oberflichenvergroferung von 200 %,
wihrend die Halbwertzeit und Gleichgewichts-Oberflichenspannung nicht zu
beobachten war. In Versuchen mit 1.75 mgml' DPPC war die Oberflichenver-
groferung 200 %, die Halbwertzeit 145.9 s und die Gleichgewichts-Oberflichen-

spannung 27.5 mNm™.
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Abb. 16: Adsorptionsverlauf von DPPC

Phospholipidkonzentrationen 0.2 (0), 1(A)
und 1.75 (m) mgml'. Mittel und Standard-
abweichung der Oberflachenspannung (y) von
je drei Experimenten in Abhangigkeit von der
Adsorptionsdauer (t).

Die Adsorptionsverldufe werden durch die
unterschiedliche Phospholipidkonzentration nur
geringfigig beeinfluft.

Abb. 17: Quasi-statische Zyklen von DPPC

DPPC in organischer Losung wurde direkt auf
die Grenzflache aufgetragen. Oberflachen-
spannung (y) im ersten Zyklus in Abhangigkeit
von der Oberflache (A) in drei Experimenten.
Die Experimente zeigen die fir DPPC
charakteristischen  Oberflachen-Oberflachen-
spannungs-Isothermen, in denen verschiedene
kontinuierliche Abschnitte auftreten. Pfeile
zeigen aufeinanderfolgende MeRwerte.
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8.3.1.2 Quasi-statische Zyklen

Quasi-statische Zyklen wurden durchgefiihrt, indem DPPC entweder direkt in die
Oberfliche eingebracht wurde oder indem unterschiedliche DPPC-Suspensionen
eingesetzt wurden.

8.3.1.2.1 DPPC-Injektion in die Oberfliche

Eine organische DPPC-Losung wurde in 19 Experimenten direkt in die Ober-
fliche einer Luftblase injiziert, die bereits in reinem Wasser unterhalb der Agaro-
se-Deckelschicht in der MeRBkiivette flutete. Das Volumen der eingebrachten
DPPC-Lésung lag zwischen 0.1 und 50 ul bei einer Konzentration von 2 mgml!
DPPC in Methanol, entsprechend einer absoluten Menge von 0.2 bis 100 ug
DPPC. Die Luftblasen hatten dabei ein initiales Volumen von 25 bis 50 pl.
Reprisentative und reproduzierbare quasi-statische Zyklen wurden unter Verwen-
dung von 0.5 ug DPPC bei einem Volumen der Luftblase von 26.4+2.3 ul und
einer Oberflache von 1.17+0.13 cm? erreicht (Abb. 17, S. 60). Die Konzentration
von DPPC in der Oberfliche betrug in diesen Versuchen zu Beginn ungefihr
0.43 pgem?. Die maximalen und minimalen von einem DPPC-Molekiil einge-
nommenen Flichen war jeweils 72:10%° m? und (15+3)-10%° m®. Die maximalen
und minimalen Flichen bezogen auf die eingesetzte Menge an DPPC waren
2.4%0.3 cm’ug ™! und 0.940.2 cm?pg ™.

Die minimale Oberflichenspannung war 2.1+0.9 mNm™ bei Kompression der
Oberfliache auf 3546 %. Durch 40 % Oberflichenverkleinerung wurde die Ober-
flichenspannung zunichst um lediglich 5> mNm™ verringert, wihrend sie durch
anschliefende 25 % Verkleinerung um 15 mNm™ abnahm. Die Kompressibilitit in
den dargestellten ersten Kompressionsphasen war 0.066 (0.052-0.084) mmN™.
Die Verldufe der Kompressionen wihrend der abgebildeten quasi-statischen Zy-
klen zeigten ein flaches Plateau bei 18 mNm™, das gleichfalls bei anderen Konzen-
trationen und wihrend der Expansion beobachtet wurde (Abb. 17, S. 60).

8.3.1.2.2 DPPC-Suspension

Es wurden sechs Experimente unter Verwendung einer Suspension von 0.1
mgml! DPPC drei mit 1 mgmldurchgefiihrt. Von den insgesamt neun Versuchen
wurden sieben Versuche ausgewertet, in denen mindestens drei quasi-statische
Zyklen aufgezeichnet werden konnten und die daher als reprisentativ fiir diesen
wasserunloslichen Surfactant angesehen werden konnten. Die Charakteristika der
ersten Zyklen sind in Tab. 9 (S. 62) zusammengefalit.
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Tab. 9: Quasi-statische Zyklen mit Suspensionen von DPPC

DPPC n |z Ymax Ymin k AA H
[mgml™] [MNmM]  [mNm™] | [mmN7"]  [%] [cm*mNm™]
0.1 411 69.2 29.9 - 89.5 2.1
2 66.1 27.0 - 87.4 2.7
1.0 31 49.7 3.2 0.024 95.1 14.4
3 49.5 1.8 0.012 704 8.2

Anzahl der Versuche (n), Nummer des ausgewerteten Zyklus (z), maximale
(ymax) und minimale (ymin) Oberflachenspannung, Kompressibilitat (k), Ober-
flachenverkleinerung (AA) und Hysterese-Flache (H, vgl. Kap. 7.13, S. 50).

Um den Verlauf der quasi-statischen Zyklen zu mit DPPC zu vergleichen, wurde
eine Kategorisierung der Oberflichenspannung angewendet (Abb. 18, S. 62). Es
zeigt sich vom ersten zum dritten Zyklus eine Abnahme der umschlossenen Hyste-
rese-Fliche, der Kompressibilitdt und der notwendigen Oberflichenverkleinerung.
Der exemplarisch ermittelte Regressionskoeffizient fiir den offensichtlichen Zu-
sammenhang zwischen der Oberfliche und der Oberflichenspannung in den
quasi-statischen Versuchen mit DPPC war 0.5 und war damit ungefihr 25fach
grofler als in Versuchen mit den Ioslichen Surfactants.
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Abb. 18: Quasi-statische Zyklen mit Suspensionen von DPPC

Oberflachenspannung (y) im ersten (links) und dritten Zyklus (rechts) in Abhangigkeit von
der Oberflache (A). Dargestellt sind Mittel und Standardabweichung der Oberflache in Ka-
tegorien der Oberflachenspannung von drei Experimenten bei einer Phospholipidkonzen-
tration von 1 mgml-' DPPC. Die umschlossene Hystereseflache ist im dritten Zyklus gerin-
ger als im ersten, wahrend die minimale Oberflichenspannung in beiden Zyklen kleiner als
5mNm-* ist. Verschiedene kontinuierliche Abschnitte der Oberflachenspannungs-
Oberflachen-Isotherme stellen sich unter Verwendung von DPPC-Suspensionen im Ver-
gleich zu DPPC-Injektionen (Abb. 17, S. 60) ahnlich dar.
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8.3.1.3 Dynamische Zyklen

Die Messungen der dynamischen Zyklen umfa8ten drei Experimente mit DPPC-
Suspensionen der Phospholipidkonzentration 1.0 mgml™'. Die Steuerung erfolgte
mit 10 min™ Kompressions-Expansions-Zyklen.

Bei maximaler Oberfliche nahm die Oberflichenspannung bis auf 49 mNm™ zu.
Bei minimaler Oberfliche nahm die Oberflichenspannung bis auf 2 mNm™ im
zweiten Zyklus ab. Die Verinderungen der Oberflichenspannung in aufeinander-
folgenden Zyklen bei maximaler und minimaler Oberfliche sind in Abb. 19 darge-
stellt. Die Kompressibilitdt wihrend der dynamischen Zyklen mit DPPC betrug
0.024 (0.018-0.034) mmN" im ersten und 0.012 (0.006—0.029) mmN" im dritten
Kompressions-Zyklus. Die Oberflichenkompression, die zum Erreichen der mi-
nimalen Oberflichenspannung gesteuert wurde, nahm in aufeinanderfolgenden

Zyklen ab (Abb. 24, S. 69).
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Abb. 19: Dynamische Zyklen verschiedener Surfactant-Suspensionen
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Oberflachenspannung (y) bei maximaler (oberer Kurvenast) und minimaler Oberflache (unterer
Kurvenast). DPPC (m), KS (0), BLES (A) und naturlicher Surfactant (<). Mittel und Standard-
abweichung der Oberflachenspannung von jeweils drei Experimenten in Abhangigkeit vom Zyklus
bei einer Phospholipidkonzentration von 1 mgml-* (DPPC, KS, BLES) und 0.5 mgml-' (natlrlicher
Surfactant). 10 min-' dynamische Zyklen.

Die Spanne der Oberflachenspannung nimmt im Laufe der Zyklen zu. Wahrend schlieBlich ver-
gleichbare minimale Oberflichenspannungen auftreten, unterscheiden sich die Surfactant deutlich
in der Begrenzung des Anstiegs der maximalen Oberflachenspannung.
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8.3.2 Kiinstlicher Surfactant (KS, Exosurf®)

8.3.2.1 Adsorption

Adsorptionsmessungen wurden mit Suspensionen von KS viermal bei einer Phos-
pholipidkonzentration von 0.2 mgml”, dreimal bei 1.0 mgml' und zweimal bei
1.75 mgml™! durchgefiihrt. Die Halbwertzeit der Senkung der Oberfldchenspan-
nung durch Adsorption sowie die Oberflichenspannung nach Erreichen des Ad-
sorptions-Gleichgewichts und die vorgewihlte Oberflichenvergroferung sind in
Tab. 10 (S. 65) zusammengefallt. Die Verliufe der Oberflichenspannung wih-
rend dieser Versuche sind in Abb. 20 wiedergegeben. Die Adsorptionsverlidufe
verschiedener Konzentrationen von KS unterscheiden sich nur geringfiigig und
werden von der eingesetzten Konzentration an Phospholipiden kaum beeinfluf3t.
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Abb. 20: Adsorptionsverlauf von
kinstlichem Surfactant

Phospholipidkonzentration 0.2 (0), 1 (A) und
1.75 mgml-* (m). Mittel und Standardab-
weichung der Oberflachenspannung (y) von
je drei Experimenten in Abhangigkeit von der
Adsorptionsdauer (t). Die Adsorptionsverlaufe
werden allenfalls geringfligig von der einge-
setzten Phospholipidkonzentration beeinfluft.

Abb. 21: Adsorptionsverlauf von bovinem
Lipid-Extraktions-Surfactant

Phospholipidkonzentration 0.2 (0), 1(A)
und 1.75 mgml-' (m). Mittel und Standardab-
weichung der Oberflachenspannung (y) von
je drei Experimenten in Abhangigkeit von der
Adsorptionsdauer (t). Die Adsorptionsver-
ldufe unterscheiden sich im wesentlichen
lediglich wahrend der initialen Senkung der
Oberflachenspannung.
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Tab. 10: Adsorptionsverhalten von klnstlichem Surfactant

C 1 n AA t‘/z Ymin
[mgml™] [%] [s] [mNm™]
0.2 4 539+83 22.44+3.8 33.1+3.2
1.0 3 208+1 24944 4 38.1+1.1
1.75 2 204+1 16.2+4 .2 40.3+1.1

Phospholipidkonzentration von KS (c), Anzahl der Versuche
(n), gesteuerte Vergréferung der Oberflache der Luftblasen
(AA). Oberflache initial 100 %. Halbwertzeit der Adsorption
(tx) und Gleichgewichts-Oberflaichenspannung (ymin) be-
stimmt durch Anpassung an exponentielle Verfallsfunktion.

8.3.2.2 Quasi-statische Zyklen

Quasi-statische Zyklen wurden mit Suspensionen von KS neunmal bei einer
Phospholipidkonzentration von 0.8 mgml® und fiinfmal bei 1.0 mgml* durchge-
fithrt. Die ersten drei aufeinanderfolgenden Zyklen aller Experimente waren hin-
sichtlich der Verinderungen der Oberflichenspannungen qualitativ gleich. In
Experimenten bei einer Phospholipidkonzentration von 1.0 mgml' waren die
minimalen und maximalen Oberflichenspannungen im ersten Zyklus 8.5 mNm™
und 41.6 mNm' und die entsprechenden Oberflichen 51 % und 179 %. Die
Hysterese-Flichen betrugen im ersten Zyklus 5.8 und im dritten Zyklus
5.4 cm®mNm™. Der Ablauf der zugehérigen quasi-statischen Kompressions-
Expansions-Isothermen des zweiten Zyklus ist in Abb. 22 (S. 66) dargestellt.

8.3.2.3 Dynamische Zyklen

Dynamische Zyklen wurden viermal mit Suspensionen von KS bei einer Phospho-
lipidkonzentration von 1.0 mgml' durchgefiihrt. Die Steuerung der dynamischen
Zyklen erfolgte mit 10 min™ Kompressions-Expansions-Zyklen. Die Abnahme der
Oberflichenspannung in aufeinanderfolgenden Zyklen bei jeweils maximaler und
minimaler Oberfliche ist in Abb. 19 (S. 63) wiedergegeben.

Die minimale Oberflichenspannung nahm ab und war 4 mNm™ ab dem zehnten
Zyklus. Bei maximaler Oberfliche war die Oberflichenspannung 43 mNm™. Die
Kompressibilitit war 0.183 (0.021-0.341) mmN™" im ersten Kompressions-Zyklus
und 0.009 (0.004-0.024) mmN" im zehnten Zyklus.
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Abb. 22: Vergleich zwischen quasi-statischen und
dynamischen Zyklen mit kinstlichem Surfactant

Links: zweiter Zyklus der quasi-statischen Zyklen; rechts: zwanzigster Zyklus der
dynamischen Zyklen. Dargestellt ist die Oberflachenspannung (y) in Abhangigkeit
von der Oberflache (A). MeRwerte von insgesamt sieben Experimenten bei einer
Phospholipidkonzentration von 1 mgml-'. Die Abbildung zeigt, daB wahrend dynami-
scher Zyklen eine gréfRere Hystereseflache und niedrigere minimale Oberflachen-
spannung im Vergleich zu den anfanglichen quasi-statischen Zyklen auftritt.

Die notwendige Oberflichenkompression fiir die minimale Oberflichenspannung
wurde mit wiederholten Kompressions-Zyklen kleiner (Abb. 24, S. 69).

Die Verinderungen der Oberflichenspannung in Abhingigkeit von der Oberfli-
che in quasi-statischen Zyklen und in dynamischen Zyklen sind fiir den zweiten
und zwanzigsten Zyklus in Abb. 22 gegeniibergestellt.

8.3.2.4 Stabilitat

Stabilititsmessungen wurden achtmal mit Suspensionen von KS bei einer Phos-
pholipidkonzentration von 0.8 mgml' durchgefiihrt. Die Oberfliche wurde den
dynamischen Zyklen vergleichbar schnell komprimiert (entsprechend 10 min
Zyklen), aber erst nach 30 s Beobachtungsdauer expandiert.

In reprisentativen Versuchen wurde die Oberflichenspannung wihrend der
Oberflichenkompression und der anschliefenden Beobachtungsdauer gemessen
und in Abhingigkeit von der Zeit dargestellt (Abb. 23, S. 67).
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Abb. 23: Stabilitat von kiinstlichem Surfactant

Oberflachenspannung (y, ©) und Blasenoberflache (A, ®) in Abhangigkeit vom Beob-
achtungszeitpunkt (t) wahrend der ersten (links) und sechsten Kompression (rechts).
Mittelwerte und Standardabweichung von jeweils drei Experimenten bei einer Phospho-
lipidkonzentration von 0.8 mgml-'. Abszisse nicht-linear.

In der linken Abbildung ist der spontane Anstieg der Oberflachenspannung wéahrend
einer ab 0.72 s minimalen Oberflache dargestellt, wahrend nach mehreren Zyklen
(rechte Abbildung) eine kontinuierliche Abnahme der Oberflache bei konstanter mini-
maler Oberflachenspannung auftritt. Die gemessenen Verldufe unterschieden sich
lediglich in der Anzahl, nicht aber in Art oder AusmaR der vorangegangenen Kompres-
sions-Expansions-Zyklen.

Im ersten Kompressionszyklus wurde die minimale Oberfliche nach 0.72's er-
reicht, wihrend die Oberflichenspannung bereits nach 0.4 s minimal ist und an-
schliefend ansteigt. Der Anstieg der Oberflichenspannung ist 13.2 mNm™'min
unter Verwendung einer linearen Regression. Im sechsten Zyklus bleibt die Obet-
flichenspannung ab 0.48 s minimal, wihrend die Oberflidche kontinuierlich sinkt,
nach der bis 0.4 s gesteuerten Oberflichenveranderung um 8 %min™.
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8.3.3 Boviner Lipid-Extraktions-Surfactant (BLES, Alveofact®)

8.3.3.1 Adsorption

Adsorptionsmessungen mit Suspensionen von BLES wurden fiinfmal bei einer
Phospholipidkonzentration von 0.2 mgml”, dreimal bei 1.0 mgml' und zweimal
bei 1.75 mgml™ durchgefiihrt. Die Versuche mit niedriger Konzentration waren
gut reproduzierbar, wihrend unter der Verwendung hoher Konzentrationen die
Beobachtungsspanne nicht erreicht wurde oder zusitzliche Luftblasen die Auswer-
tung storten. Die Messung der Adsorption bei unterschiedlichen Oberflichenver-
groflerungen der Luftblasen in Alveofact zeigte die in Tab. 11 dokumentierten,
stark unterschiedlichen Gleichgewichts-Oberflichenspannungen und Halbwertzei-
ten der Oberflichenspannungs-Senkung. Der Verlauf der Adsorption in den Ver-
suchen ist in Abb. 21 (S. 64) dargestellt.

Tab. 11: Adsorptionsverhalten von bovinem
Lipid-Extraktions-Surfactant

C n AA t1/2 Ymin
[mgml™] [%] [s] [mNm™]
0.2 5 518+117 27.618.8 20.4+1.0
1.0 3 21143 74124 244104
1.75 2 21445 24.616.2 24.2+0.8

Phospholipidkonzentration (¢) von BLES, Anzahl der Versuche
(n) und gesteuerte VergréRerung der Oberflache der Luftblasen
(AA). Oberflache initial 100 %. Halbwertzeit der Adsorption (ty)
und Gleichgewichts-Oberflachenspannung (ymin) bestimmt durch
Anpassung an exponentielle Verfallsfunktion.

8.3.3.2 Quasi-statische Zyklen

Quasi-statische Zyklen wurden mit Suspensionen von BLES dreimal bei einer
Phospholipidkonzentration von 0.8 mgml’ und fiinfmal bei 1.0 mgml™* durchge-
fithrt. Die aufeinanderfolgenden quasi-statischen Zyklen unterschieden sich im
Verlauf der Versuche hinsichtlich Verinderungen der Oberflichenspannungen nur
gering. Im ersten Zyklus konnte eine Oberflichenspannung unter 15 mNm™ nicht
erzielt werden. Der Verlauf des zweiten Zyklus ist in Abb. 25 (S. 70) wiedergege-
ben. In Versuchen bei 1.0 mgml™* Phospholipidkonzentration betrugen die Hyste-
rese-Flachen im ersten Zyklus 8.6 und im vierten Zyklus 6.1 cm*mNm™.
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8.3.3.3 Dynamische Zyklen

Dynamische Zyklen wurden mit Suspensionen von BLES viermal bei einer Phos-
pholipidkonzentration von 1 mgml' durchgefithrt. Die Steuerung der dynami-
schen Zyklen erfolgte mit 10 min® Kompressions-Expansions-Zyklen. Zwischen
der minimalen und maximalen Oberfliche zeigte sich eine zunehmende Spanne
der Oberflichenspannung. Die minimale Oberflichenspannung ab dem fiinften
Zyklus war 2 mNm™ und die maximale Oberflichenspannung 23 mNm™,

Die Kompressibilitit war 0.046 (0.028-0.215) mmN™ im ersten Kompressions-
Zyklus und 0.020 (0.019-0.021) mmN™" im zwanzigsten Zyklus. Die notwendige
Oberflichenkompression zum Erreichen der minimalen Oberflichenspannung
wurde mit wiederholten Zyklen kleiner (Abb. 24).

Die Verinderung der Oberflichenspannung in Abhingigkeit von der Oberfliche
in dynamischen Zyklen und quasi-statischen Zyklen sind fir den zweiten und
zwanzigsten Zyklus in Abb. 25 (S. 70) gegentibergestellt.
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Abb. 24: Oberflachenkompression wahrend dynamischer Zyklen

Oberflachenkompression (Amax-Amin) in aufeinanderfolgenden Zyklen unter Verwendung
von DPPC (m), KS (0) und BLES (2). Oberflache Anax bestimmt bei maximaler Blasenex-
pansion, Amin gemessen bei minimaler Oberflachenspannung.

Wahrend der gleichbleibend gesteuerten Ablaufe der Versuche ist eine Abnahme der
Spanne der Blasenoberflache zu beobachten, die der Abnahme der notwendigen Oberfla-
chenkompression zum Erreichen der minimalen Oberflachenspannung entspricht.
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Abb. 25: Vergleich zwischen quasi-statischen und dynamischen
Zyklen mit bovinem Lipid-Extraktions-Surfactant

Links: zweiter Zyklus der quasi-statischen Zyklen; rechts: zwanzigster Zyklus der
dynamischen Zyklen. Oberflachenspannung (y) in Abhangigkeit von der Oberfla-
che (A). MeRwerte von insgesamt neun Experimenten bei einer Phospho-
lipidkonzentration von 1 mgmi-'.

Die Abbildung zeigt, dafl wahrend quasi-statischer und dynamischer Zyklen eine
vergleichbar groRe Hystereseflache bei &hnlicher minimaler Oberflichenspan-
nung auftritt. Im Vergleich zu KS (Abb. 22, S. 66) zeigt BLES in anfanglichen
quasi-statischen Zyklen eine niedrigere minimale Oberflachenspannung (links).
Die maximale Oberflaichenspannung (rechts) entspricht derjenigen von DPPC
und KS, jedoch nimmt die Oberflachenspannung mit zunehmender Oberflache
wieder ab (Abb. 19, S. 63).

Die Ergebnisse dieser Versuche mit unléslichen Surfactants zeigten zusammenfas-
send eine unterschiedliche biophysikalische Oberflichenaktivitit und Ober-
flichenspannung in unterschiedlichen Adsorptionskinetiken, quasi-statischen und
dynamischen Zyklen. Niedrige Oberflichenspannungen (<5 mNm™) konnten
nicht in allen Versuchen erreicht werden; plateauartig konstante Oberflichen-
spannungen wie bei Uberkompressionen waren auch bei grofen Oberflichenver-
anderungen nicht zu beobachten.
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8.4 Lungenschidigung und natiitlicher Surfactant

Nachdem zunichst 16sliche und verschiedene unlésliche Surfactants mit dem
Captive-Bubble—Surfactometer gemessen wurden, kam schliefllich der durch
eigene Priparation gewonnene Surfactant aus einem Lungenschidigungs-Modell
zur Untersuchung. Die damit verbundene Fragestellung war, ob und in welcher
Weise sich durch eine Silica-induzierte Lungenschidigung eine Anderung der
biophysikalischen Eigenschaften des natiirlichen Surfactants ergibt.

Zunichst wurden die Lungen makroskopisch beurteilt und das Feuchtgewicht
bestimmt. Die Priparation des Surfactants erfolgte dann durch Lungenlavage,
Ultrazentrifugation und standardisierte Resuspension (Kap. 7.3). Der Surfactant
wurde nach unterschiedlicher Schidigungsdauer sowohl mit verschiedenen Me-
thoden biochemisch als auch im Captive-Bubble-Surfactometer biophysikalisch
untersucht. Dabei wurden vergleichende Bestimmungen von Protein-, Phosphort-
gehalt, Phospholipid-Analysen sowie Adsorptionsmessungen, dynamische Zyklen
und Stabilititsmessungen durchgefiihrt.

8.4.1 Biochemische Charakterisierung

Bei 29 Wistar-Ratten wurde eine Silica-Suspension zur Erzeugung einer Lungen-
schidigung intratracheal verabreicht. Alle Tiere tiberlebten den jeweils vorgesehe-
nen Beobachtungszeitraum von maximal 28 Tagen. Bei 20 entnommenen Lungen
bestand makroskopisch eine charakteristische graue Verfirbung und Konsistenz-
vermehrung der Lunge. Neun Lungen wiesen makroskopisch keine Lungen-
schidigung auf und wurden nicht in die Auswertung einbezogen. Die Kontroll-
gruppe umfalite 17 Wistar-Ratten; die zugehorigen Ergebnisse werden zum Ver-
gleich als null Tage Lungenschidigung dargestellt.

Das Gewicht aller Tiere zu Versuchsbeginn war 22048 g. Die Tiere nach Silica-
Instillation wurden nach 7 d (vier Tiere), 14 d (vier), 21 d (fiinf) und 28 d (sieben)
zur Organentnahme getotet. Die Tiere der Kontrollgruppe wurden nach kurzer
Kifighaltung (entsprechend null Tagen Lungenschiadigung) zur Organentnahme
getotet. Das Feuchtgewicht der entnommenen Lungen nahm wihrend der Dauer
der Lungenschidigung kontinuierlich zu (Tab. 12, S. 72).

Aus den gewonnenen Lavagen der Rattenlungen mit und ohne Schidigung wur-
den Phospholipidanalysen mit HPL.C vorgenommen und die Phosphat- und Pro-
teinkonzentration bestimmt. Einen Uberblick iiber die biochemischen Charakteri-
stika dieser unkonzentrierten Proben gibt Tab. 12 (S. 72). Fir die biophysikali-
schen Messungen mit dem Captive-Bubble-Surfactometer muflten die Lavagen
konzentriert werden; ob dadurch eine Verschiebung der Verteilung der Phospho-
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lipidanteile entsteht, wurde in konzentrierten Proben durch zusitzliche Phospho-
lipidanalysen mit HPLC untersucht (Tab. 14, S. 73).

In unkonzentrierten Proben nahm die Phosphatkonzentration wihrend der Dauer
der Lungenschidigung kontinuierlich zu und erreichte nach 28 Tagen die dreillig-
fache Ausgangskonzentration. Die Phospholipidanalyse ergab nach 28 Tagen
Lungenschidigung eine siebzehnfach hohere Gesamtphospholipidkonzentration
als bei Kontrollen. Das einheitslose Verhiltnis der gewichtsbezogenen Konzentra-
tion von Phospholipid zu Phosphat betrug 22.5 unter Verwendung einer linearen
Regression (46 Mellwerte, R*=0.982). In den konzentrierten Proben war die
Phosphatkonzentration abhingig von der durchgefithrten Konzentrierung und
wurde lediglich zur standardisierten Resuspendierung der Proben bestimmt.

In den unkonzentrierten Proben erreichte die Proteinkonzentration nach 7 Tagen
Lungenschidigung einen Hochstwert (874 pgml?), das Achtzehnfache der Aus-
gangskonzentration (46 ugml™?).

Tab. 12: Biochemische Charakteristika von Lungen und Lungenlavage-Proben
im Verlauf einer Silica-induzierten Lungenschadigung

t n M n P n PL n E E:P
[d] [q] [ugml] [pgml™] [ugml ]

0 (11 2.2+0.4 |11 1.2+0.2 16 21.4+3 6 45.5+8 39
7 2 53+11| 4 11.7+3.3 4 111.5453 4 857.84229 | 73
14 | 4 6.0+1.2| 4 25.6+7.3 4 210.5+43 4 864.7+161 34
21 3 7621 5 32.1+13.7 5 3094+141 | 5 785.3+141 25
28 | 8 82+21| 4 35.6+10.8 8 368.9+138 | 8 873.7+151 25

Dauer der Silica-induzierten Lungenschadigung (t) und Anzahl der MelRwerte (n). Feuchtge-
wicht der Lungen (m). Phosphatkonzentration (P), Phospholipidkonzentration (PL), Proteinkon-
zentration (E) und Verhéltnis von Protein- zu Phosphatkonzentration (E:P) in unkonzentrierten
Lungenlavage-Proben.

Die Phospholipidanalysen von unkonzentrierten Proben sind in Tab. 13 (S. 73)
und von konzentrierten Proben in Tab. 14 (S. 73) zum Vergleich wiedergegeben.
Wihrend der Dauer der Lungenschadigung trat in unkonzentrierten Proben eine
deutliche Abnahme des Anteils von PG und PS und eine deutliche Zunahme von
PI und PC auf. In konzentrierten Proben sind diese Verinderungen entsprechend
nachzuweisen, jedoch etwas geringer (Abb. 27, S. 74). Fir PE und SP ergaben
sich keine offensichtliche Verschiebungen der relativen Anteile in Abhingigkeit
von der Dauer der Lungenschidigung.
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Tab. 13: Verteilung der Phospholipide in unkonzentrierten Lungenlavage-
Proben im Verlauf einer Silica-induzierten Lungenschadigung

t[d] | n PG PE PI PS PC SP
0 |16 | 214 27 30 12 702 15
7 4 7.2 47 82 09 755 34
14 4 4.1 30 70 01 839 17
21 5 3.9 30 64 02 81 15
28 8 4.5 31 66 01 839 18

Tab. 14: Verteilung der Phospholipide in konzentrierten Lungenlavage-
Proben im Verlauf einer Silica-induzierten Lungenschadigung

tfd] | n PG PE P PS PC SP
0o [ 2 [219 23 20 05 724 09
7 | 2 6.6 38 65 0 81.0 2.0
14 | 2 4.7 22 42 02 875 12
21 2 4.7 19 46 0 875 1.2
28 | 2 3.6 25 33 02 891 13

Masseanteile der unterschiedlichen Phospholipidklassen von natirlichem
Surfactant in Abhangigkeit von der Dauer (t) der Lungenschadigung. Angabe
in Prozent. Phosphatidylglycerol (PG), Phosphatidylethanolamin (PE), Phos-
phatidylinositol (P1), Phosphatidylserin (PS), Phosphatidylcholin (PC) und
Sphingomyelin (SP) .

Zusammenfassend traten im Vergleich zwischen den unkonzentrierten und kon-
zentrierten Proben zu keinem Zeitpunkt Verinderungen auf, die aullerhalb der
Schwankungsbreite der Phospholipidanalyse durch HPLC lagen.

8.4.2 Biophysikalische Eigenschaften des natiitlichen Surfactant

Nachdem keine wesentliche Verschiebung der Verteilung der Phospholipidanteile
durch das hier eingesetzte Konzentrierungsverfahren nachzuweisen war, wurden
Messungen der biophysikalischen Oberflichenaktivitiat des natiirlichen Surfactant
nur an konzentrierten Proben durchgefiihrt. Insgesamt wurden 22 Proben mit
dem Captive-Bubble-Surfactometer untersucht. Zur Untersuchung der Kontrol-
len wurden jeweils vier konzentrierte Proben wegen der niedrigen Phospholipid-
konzentration zu drei untersuchbaren Proben zusammengefal3t. Anhand der ge-
messenen Phosphatkonzentration erfolgte die Resuspendierung der konzentrier-
ten Proben in Standardpuffer (Endvolumen 2-5 ml) zu einer errechneten Phos-
pholipidkonzentration von 0.5 mgml™.



74

rsBz

/L
| | | 771 | |

M M M S\WWMJ OWM AWM
iz

Abb. 26: Steuerung der Oberflachen-
expansion in Adsorptionsversuchen

Oberflache (A) der Luftblasen in Abhéngigkeit
von der Zeitdauer (t) der gesteuerten Expansion
in Adsorptionsversuchen mit natirlichem Sur-
factant. Mittelwert und Standardabweichung aus
14 Experimenten mit konzentrierten Proben aus
natlrlichem Surfactant.

Die Expansion der Luftblase war nach 10s
annahernd vollstandig. Die Abbildung zeigt, daB
die Expansion in Adsorptionsversuchen aus-
reichend gut reproduzierbar war (Variations-
koeffizient 9 %).
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Abb. 27: Zeitliche Veranderung der
Verteilung der Phospholipide

<

Prozentuale Veranderung der Masseanteile (K)
in konzentrierten Proben aus natirlichem
Surfactant gegeniiber dem Ausgangswert (@)
in Abhangigkeit von der Dauer der Lungen-
schadigung (t). Phosphatidylcholin (PC), Phos-
phatidylinositol (Pl), Phosphatidylethanolamin
(PE), Sphingomyelin (SP), Phosphatidylserin
(PS) und Phosphatidylglycerol (PG).

Eine wesentliche Zunahme des Masseanteils
ist zeitabhangig bei PC und geringer auch bei
Pl zu beobachten, wahrend eine Abnahme von
PG aulftritt.

Es wurden pro Probe eine Adsorptionsmessung iiber 5 Minuten, ein Versuch mit
mindestens 50 dynamischen Zyklen und anschliefend eine Stabilititsmessung
tber 30 Minuten durchgefiihrt.

8.4.2.1 Adsorptionsmessung

In allen Experimenten wurde die Adsorption durch eine Oberflichenvergroflerung
auf 282424 % (Abb. 26) ausgelost. Die Halbwertzeit der Vergroferung war 1.4 s;
das Volumen der Luftblasen zu Versuchsbeginn war 28.8+4.5 ul. Nach Einstel-
lung einer Oberflichenspannung von 23.4+2.1 mNm™ zu Beginn aller Versuche
erfolgte die Expansion der Blase, wobei eine maximale Oberflichenspannung von
35.5+7.6 mNm™' gemessen wurde. Danach stellte sich erneut innerhalb einer
melbaren Zeitspanne ein Adsorptions-Gleichgewicht ein (23.9+1.7 mNm™).
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Tab. 15: Adsorptionsmessungen mit natlrlichem Surfactant im
Verlauf einer Silica-induzierten Lungenschadigung

t n t, v*
[d] [s] [mMNm'min™]
0 2 7.7 (5-10.3) 57
7 3 7.5 (6.6-38.7) 118
14 3 5.2 (2-8.8) 177
21 3 4.2 (1.9-4.3) 161
28 3 2.5 (1.8-2.5) 231

Dauer der Lungenschadigung (t) und Anzahl (n) der Versuche.
Mediane Halbwertzeiten (1) der Adsorption und Geschwindig-
keiten der Veranderungen der Oberflachenspannung (y*, vgl.
Tab. 17, S. 77) wahrend der Adsorptionsmessungen.

Die gemessenen Spannweiten der Oberflichenspannungen waren von der Dauer
der Lungenschidigung unabhingig. Im Verlauf der Lungenschidigung nahmen
die Halbwertzeiten der Adsorption von 7.7 s auf 2.5 s ab (Tab. 15).

Die medianen Geschwindigkeiten der Abnahme der Oberflichenspannung wih-
rend der Adsorptionsmessungen wurden zum Vergleich mit den Stabilititsmes-
sungen berechnet.

8.4.2.2 Dynamische Zyklen

In den 14 Experimenten unter Verwendung von dynamischen Zyklen (10 min™)
zeigten die meisten der untersuchten Proben eine Verinderung des Ablaufs der
Kompressions-Expansions-Zyklen. Die minimale Oberflichenspannung war
19 mNm™ bei Proben von Kontrolltieren ohne Lungenschidigung und 1 mNm™
bei allen anderen Proben und wurde jeweils nach acht und zwei Kompressionen
erreicht (Tab. 16, S. 77). Die maximale Oberflichenspannung war 25.8 mNm'™
nach dem ersten Kompressionszyklus. Die Spannweite der Oberflichenspannun-
gen in Abhingigkeit vom Kompressionszyklus fiir alle Proben mit Lungenschadi-
gung war 20 mNm™ und ist in Abb. 19 (S. 63) dargestellt. Die Hysterese-Fliachen
betrugen durchschnittlich im ersten Zyklus 6.1 und im dritten Zyklus
3.1 cm’mNm™’. Wihrend des zehnten Kompressionszyklus ist die notwendige
Oberflichenverkleinerung bei Proben nach Lungenschidigung geringer als bei
Proben von Kontrolltieren. Den Ablauf der Kompressions-Expansions-Zyklen in
Abhingigkeit von der Dauer der Lungenschidigung ist in Abb. 28 (S.76) fiir
Proben von Kontrollen und in Abb. 29 (S. 76) nach 28 Tagen Lungenschidigung
dargestellt.
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Abb. 28: Natlrlicher Surfactant von Kontrolltieren

T
RM

Oberflachenspannung (y) im ersten (links) und flinfzigsten (rechts) dynami-
schen Zyklus in Abhangigkeit von der Oberflache (A) in funf Experimenten bei
einer Phospholipidkonzentration von 0.5 mgml-'. In anfanglichen Zyklen ist die
Oberflachenaktivitat ist nicht ausreichend, um eine niedrige minimale Oberfla-
chenspannung zu erreichen. In fortgeschrittenen Zyklen ist dann die Oberfla-
chenspannung minimal und die Hystereseflache jedoch relativ groR.
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Abb. 29: Natdrlicher Surfactant nach 28 Tagen Lungenschadigung

Versuchsbedingungen in sechs Experimenten entsprechend Abb. 28. Die
Oberflachenaktivitat dieses Surfactants ist hinsichtlich der minimalen Oberfla-
chenspannung, Kompressibilitat und Hystereseflache bei Lungenschadigung
grofRer als bei Kontrollen (Abb. 28).
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Tab. 16: Dynamische Zyklen mit natirlichem Surfactant im
Verlauf einer Silica-induzierten Lungenschadigung

t n z Ymin AA k
[d] [mNm™] [%] [mmN]

0 2 8 19 52 -

7 3 1 1 22 0.005
14 3 3 1 35 0.007
21 3 3 1 35 0.119
28 3 1 1 30 0.004

Dauer der Lungenschadigung (t) und Anzahl (n) der Versu-
che. Anzahl der Zyklen (z) zum Erreichen der minimalen
Oberflachenspannung (ymin) unter Verwendung dynamischer
Zyklen. Mittelwerte der Oberflaichenkompression (AA) und
Kompressibilitat (k) bei 15 mNm-' wahrend des zehnten
Kompressionszyklus.

Die fortgeschrittenen dynamischen Zyklen unterscheiden sich nur unwesentlich
(vgl. Abb. 28 und Abb. 29, S. 76) und zeigen keine deutliche Abhingigkeit von
der Dauer der Lungenschidigung. Die Werte fiir die Kompressibilitdt der Ober-
fliche sind im Vergleich zu anderen getesteten Surfactants niedrig (Tab. 16).

8.4.2.3 Stabilitdtsmessungen

In allen Experimenten wurden die Stabilititsmessungen im Anschluf} an die dy-
namischen Zyklen durchgefiihrt. Fiir diese Messungen wurde der Systemdruck
auf 100 kPa eingestellt und die Verinderungen der Luftblasen wihrend ungefihr
30 min registriert.

Tab. 17: Stabilitat von natiirlichem Surfactant im Verlauf einer
Silica-induzierten Lungenschadigung

t n ,Y* V* A*
[d] [MNmM'min™] [umin™] [%min™]
0 2 0.015 -0.15 -0.7
7 3 0.019 -0.11 1.1
14 3 -0.005 -0.13 -0.5
21 3 -0.001 -0.14 -1.0
28 3 0.011 -0.07 -0.6

Dauer der Lungenschadigung (t) und Anzahl (n) der Versuche.
Mediane Geschwindigkeiten der Veranderungen der Oberflachen-
spannung (y*), des Volumens (V*) und der Oberflache (A*) der
Luftblase wahrend der Stabilitatsmessungen.



78

Die Stabilitit der Luftblase wurde als zeitabhingiger Anstieg der Oberflichen-
spannung gemessen und betrug im Mittel 0.01 mNm'min™. Die Stabilitit ist nicht
erkennbar von der Lungenschidigung abhingig (Tab. 17, S. 77). Der mittlere zeit-
abhingige Volumenverlust der Luftblase betrug in 30 min 4 ul. Die Oberfliche
nahm wihrend der Stabilitdtsmessungen im Mittel um 0.7 %min ab.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung des natirlichen Surfactants zeigen die bio-
chemischen Verinderungen der Lungenlavagen in Abhingigkeit von der Dauer
der Silica-induzierten Schidigung und die vergleichsweise geringen Unterschiede
in den biophysikalischen Messungen. Der natirliche Surfactant zeigte bei relativ
niedriger Phospholipidkonzentration eine unbeeintriachtigte und hohe biophysika-
lische Oberflichenaktivitit.
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9 Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Aufbau eines eigenen Captive-Bubble-Surfactometers
beschrieben und dessen Einsatz zur Testung biophysikalischer Oberflichenaktivi-
tit verschiedener biologisch relevanter Substanzen gezeigt.

Dabei wurde die Oberflichenspannung als grundlegende Eigenschaft von Ober-
flichen ausgenutzt, die der Verformung einer kugelférmige Luftblase entgegen-
steht. Das aufgebaute Captive-Bubble—Surfactometer wurde zur vergleichenden
Testung von wasserloslichem Surfactant, unldslichen und natirlichem Surfactant
eingesetzt. Verschiedene biophysikalische Parameter (zeitabhingige und kompres-
sionsabhingige Verdnderungen der Oberflichenspannung, Kompressibilitit und
Hysteresefliche) wurden untersucht, mit denen sich unterschiedliche Surfactants
charakterisieren lieRen.

Die wesentlichen Untersuchungsinhalte zum Einsatz des Captive-Bubble—Surfac-
tometers wurden in acht Thesen konkretisiert (Kap. 5). Dabei handelte es sich im
Einzelnen um (I) den Nachweis der Funktionstiichtigkeit des Captive-Bubble—
Surfactometers und der Reproduzierbarkeit des Verfahrens, (II) Bestitigung der
hohen Oberflichenspannung an der Grenzfliche zwischen Luft und Wasser, (III)
Messung konzentrationsabhingig sinkender Oberflichenspannungen bei 16sli-
chem Surfactant, (IV) Nachweis der Mellmoglichkeit unléslicher Surfactants in
der Subphase und Grenzfliche, (V) Senkung der Oberflichenspannung durch
Adsorption unloslicher Surfactants, (VI) Nachweis niedriger Oberflichenspan-
nung wihrend quasi-statischer Kompressions-Expansions-Isothermen unléslicher
Surfactants, (VII) Messung verschiedener biophysikalischer Parameter in aufein-
anderfolgenden  dynamischen = Zyklen  unloslicher — Surfactants  sowie
(VIII) die Charakterisierung einer Lungenschiadigung durch biochemische Mes-
sungen und Beschreibung der biophysikalische Oberflichenaktivitit.

Die Diskussion der Ergebnisse erfolgt entsprechend ihrer Abfolge im Ergebnisteil.
Dabei werden die Thesen I unter dem Aspekt der experimentellen Rahmenbedin-
gungen (Kap. 9.1), Thesen II und III als Messung loslicher Surfactants (Kap. 9.2),
Thesen IV bis VII als Messung unloslicher Surfactants (Kap. 9.3) und die These
VIII als natiitlicher Surfactant der Silica-induzierten Lungenschidigung behandelt
(Kap. 9.4). Die benutzte Einteilung der oberflichenaktiven Substanzen in l6sliche,
unlésliche und natiirliche Surfactants gibt die Ubersicht iiber alle mit dem Capti-
ve-Bubble—Surfactometer durchgefithrten Experimente wieder (Abb. 30, S. 80).
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Abb. 30: Ubersicht aller Experimente zur Messung der Oberflachenaktivitat

Die Ubersicht zeigt links die Einteilung der in dieser Arbeit eingesetzten Surfactants. Die
(wasser-) unloslichen Surfactants werden hier unterteilt (Kap. 7.1) in DPPC (L-a-Dipalmitoyl-
phosphatidylcholin), KS (kilnstlicher Surfactant, Exosurf), BLES (boviner Lipid-Extraktions-
surfactant, Alveofact) und RLL (Surfactant aus Lavagen eines Lungenschadigungsmodells bei
Ratten). Rechte Spalten: Kapitel (K) der Ergebnisdarstellung, verwendete Phospholipidkon-
zentration (¢ [Volumenanteil] flr 18sliche, ¢ [mgml-"] fir unldsliche Surfactants), Dauer der
Lungenschadigung (t [d]), Anzahl der durchgefiihrten Experimente zur Adsorption (naps), unter
quasi-statischen (nqs) und dynamischen Kompressions-Expansions-Zyklen (npvw).

9.1 Experimentelle Rahmenbedingungen

Nachdem das Captive-Bubble—Surfactometer realisiert werden konnte, wurden
Messungen durchgefiihrt, die These I bestitigen sollten: Im Captive-Bubble—
Surfactometer ldft sich eine flottierende Luftblase in einer Testflussigkeit
erzeugen, temperieren, komprimieren und expandieren, abbilden und vermessen.

In der weitaus groflten Zahl der Experimente gelang es ohne weiteres, eine Luft-
blase eines definierten Volumens unter einer Deckelschicht aus Agarose flottieren
zu lassen. Das Volumen der Luftblasen betrug 29+4 ul (Variationskoeffizient
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15 %) und stimmte damit gut mit dem eingesetzten Volumen (30 pl) iiberein, das
zu Versuchsbeginn injiziert wurde. Die Luftblase mul’te dabei erzeugt werden,
ohne ihre Oberfliche bereits vor Versuchsbeginn einer Groflenverinderung aus-
zusetzen. Diese Anforderung konnte durch eine bestimmte Injektionstechnik
erfiilllt werden (Kap. 7.8), mit der die GroBe der Oberfliche zu Versuchsbeginn
einen Variationskoeffizienten von lediglich 10 % aufwies.

Dabei ist von vornherein zu beachten, in welchem Erwartungsbereich die Ober-
flichenspannung gemessen werden soll: Die Grole der Luftblase und die abgelei-
teten Werte der Blasengeometrie (Hohe und Durchmesser) sind iiber die verwen-
deten Approximationen voneinander abhingig (Abb. 15, S.58; vgl. Abb. 5 in
[96]). Die Reproduzierbarkeit der Erzeugung der Luftblasen als methodische
Rahmenbedingung kann mit den angegebenen Fehlergroflen fiir deren Volumen
und Oberfliche angenommen werden.

Die Temperaturregelung stellte eine weitere wesentliche Versuchsbedingung zur
thermodynamischen Vergleichbarkeit der Ergebnisse dar. Unter Verwendung
eines direkten, empfindlichen Temperaturgebers (innerhalb der Probe) und des
leistungsstarken (bis 35 W) Heizsystems II wurde innerhalb von wenigen Minuten
eine nahezu konstante Temperatur in der Probe erreicht (Abb. 10, S.54). Die
notwendige Materialbewegung zur Verteilung der Heizleistung wurde durch einen
gleichbleibend schnell rotierenden (80 Umin') Miniatur-Rithrer in der Probe
sichergestellt. Eine konstante Rithrbewegung ist insofern wichtig, als unterschied-
liche Rithrgeschwindigkeiten die zu beobachtende Oberflichenaktivitit beeinflus-
sen konnen [87]. Die Luftblase im Captive-Bubble—Surfactometer kann damit
schnell (3 min) und genau (+0.5 °C) temperiert werden.

Die Kompression und Expansion der Luftblase wird in dem MeRinstrument durch
den hydrostatischen Druck geregelt und dadurch erfolgt indirekt die Regelung der
Oberflichengrofe der Luftblase. Die erzielbare Verkleinerung der Oberfliche
durch Kompression war unterschiedlich und abhingig vom oberflichenaktiven
Material (vgl. Abb. 24, S. 69). Die Spanne der steuerbaren, relativen Oberfliche
reichte dabei von 50 bis 200 % der Ausgangsgrofie. Die Grenzen der Drucksteue-
rung des Captive-Bubble-Surfactometers sind das Auftreten von zusitzlichen
Luftblasen bei Unterdruck und der Volumenverlust bei Uberdruck. Unter maxi-
maler Kompression konnten unterschiedlich grofe minimale Oberflichen durch
die biophysikalische Aktivitit des jeweiligen Surfactants aufrecht erhalten werden
(Abb. 24, S.69); diese stabilisierten Oberflichen sind Ausdruck der niedrigen
Kompressibilitit von DPPC-angereicherten Oberflichenfilmen [98].
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Fir Adsorptionsversuche wurde eine moglichst gleichmillige Expansion ange-
strebt, denn die Anderung der Oberfliche bestimmt die Abweichung von der
Gleichgewichts-Oberflichenspannung und dadurch die Kinetik der anschlieRen-
den Adsorption. Die Reproduzierbarkeit dieser Oberflichenverinderung konnte
anhand des Variationskoeffizienten der expandierten Oberfliche (8.5 %; Abb. 26,
S. 74) nachgewiesen werden.

Ein wesentlicher Bestandteil des Captive-Bubble—Surfactometers ist das Abbil-
dungssystem, das der MefSwertaufnahme dient und insbesondere eine hohe Bild-
und Zeitauflosung bei geringen Abbildungsschwankungen leisten soll. Das hierzu
eingesetzte Videosystem (S-VHS) entspricht beziiglich der Bildauflésung
(>400 Linien; 440000 Pixel) und der internen Kompensation fir Abbildungs-
schwankungen den Erfordernissen, wobei die zeitliche Auflésung durch die Norm
(PAL) begrenzt wird (25 Bilder s™).

Dieses optisch-elektronische Abbildungssystem arbeitete nicht verzerrungsfrei,
sondern bildete ein Quadrat als liegendes Rechteck ab. Das Verhiltnis von Hohe
zu Durchmesser der Abbildung des Linienquadrats des Eichgitters war 0.938: Auf
dem Bildschirm war der Durchmesser (die Breite) iiber 6 % groler als die Hohe
des Quadrats. Diese Verzerrung wurde durch die rechteckigen Bildelemente des
CCD-Sensors verursacht und konnte rechnerisch kompensiert werden. Andere
Verzerrungen, beispielsweise der Fischaugen-Effekt in Bildecken, fithrten zu ge-
ringftigigen Abbildungsfehlern und waren nicht kompensationsbediirftig. Unter
Anwendung einer Eichung und Kompensation konnten die Luftblasen mit diesem
System reproduzierbar und vergleichbar abgebildet werden.

Die Oberflichenspannung kann als wesentliche MelRgrofe des Captive-Bubble—
Surfactometers bezeichnet werden. Die Bestimmung der Oberflichenspannung
erfordert dazu eine geeichte Vermessung der Hohe und des Durchmessers der
Luftblase in absoluten Streckenmafen. Dabei kénnen neben groben Fehlern
(Verwechslung der Eichung, Anderung der Kameraeinstellungen) systematische
und unsystematische Fehler auftreten. Wihrend der grobe Fehler bewirkt, dal}
das Experiment nicht vergleichbar und reproduzierbar ist, ist der systematische
Fehler die unbekannte Differenz zwischen gemessenem und wahren Wert, bei-
spielsweise aufgrund der Restvarianz der verwendeten Approximationen.

Ein unsystematischer Fehler kann durch statistische Fehlerrechnung beschrieben
werden und wird hier als Vermessungsfehler der abgebildeten Objekte erfallt. Der
Vermessungsfehler wurde anhand der Wiederholungsmessungen des Eichgitters
abgeschitzt, da Luftblasen wihrend der Experimente nur einmalig vermessen
wurden. Der maximale Variationskoeffizient der Vermessungen des Eichgitters
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(0.4 % oder 1+£0.004 Pixel) entspricht damit der maximalen Vermessungsgenauig-
keit einer Luftblase wihrend eines Experiments mit Luftblasen.

Als wesentliche Fehlerquelle ist fiir die Vermessung von Luftblasen die untersu-
cherabhingige Festlegung der Begrenzungen zu vermuten, deren Grauwert-
Kontraste sehr unterschiedlich sein konnen. Die richtige Abgrenzung der Luftbla-
se hiangt von der Art und Konzentration der Phospholipide ab, die die umgebende
Losung mehr oder weniger stark triiben. Es konnten jedoch keine vergleichbar
erfahrenen Untersucher herangezogen werden, um diesen untersucherabhingigen
Fehler statistisch abzuschitzen.

Eine plausible Festlegung der Begrenzungen der Luftblase kann aus eigener Er-
fahrung allerdings nur um ein bis drei Pixel differieren (hochstens zwei Pixel in
[96]). Ein entsprechender Fehler der Oberflichenspannung durch Fehlbestim-
mung der Hohe und Breite der Luftblase um jeweils zwei Pixel ist kleiner als 4 %
bei Oberflichenspannungen iiber 5> mNm™ (Abb. 11, S. 54). Ein Unterschied von
einem Pixel als kleinste detektierbare GroBenidnderung entspricht ungefihr
0.02 mm (abhingig von der Abbildungsgréfie). Dieser Streckenunterschied kann
einen absoluten Mel¥fehler der Oberflichenspannung von 0.01 mNm™ im giinstig-
sten Fall (niedrige Oberflichenspannung) und von 1 mNm™ im ungiinstigsten Fall
(hohe Oberflichenspannung, grofe Blase) verursachen; die Werte der Oberfla-
chenspannung werden daher mit maximal zwei Dezimalstellen angegeben. Eine
Luftblase kann damit in diesem Captive-Bubble—Surfactometer ausreichend ge-
nau vermessen werden, um die Oberflichenspannung zu berechnen.

Die Uberpriifung der Rotationssymmetrie der Luftblasen beziiglich ihrer senk-
rechten Drehachse wurde exemplarisch in einigen Versuchen durchgefiihrt. Diese
Rahmenbedingung stellt die Berechnung von Oberflichenspannung, Oberfliche
und Volumen mit den hier angewendeten Verfahren sicher. Bei bestehender Rota-
tionssymmetrie ist die Tiefe der Blase gleich dem Durchmesser; im giinstigsten
Fall (hohe Oberflichenspannung) entsprach die Tiefe dem Durchmesser der
Luftblase, wihrend dieses Verhiltnis im ungtinstigsten Fall (niedrige Oberflichen-
spannung, kleines Volumen, dynamische Zyklen) davon abwich (0.80). Der un-
gunstigste Fall verursacht allerdings einen Fehler der Oberflichenspannung von
maximal 0.75 mNm™ und beeintrichtigt daher nicht wesentlich die Messung die-
ser entsprechend instabilen Luftblase, die mit anderen Methoden oder unter dy-
namischen Bedingungen nicht untersucht werden konnte.

Die Uberprifung der Reproduzierbarkeit von Mefwerten im Captive-Bubble—
Surfactometer beruht auf dem Vergleich der unter verschiedenen Bedingungen ge-
messenen Werte. Eine qualitative Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurde hier
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als zusammenfassende Beurteilung der verschiedenen Rahmenbedingungen der
Experimente vorgestellt. Derartige Abschitzungen wurden fiir die bereits existie-
renden Captive-Bubble-Surfactometer bisher nicht publiziert. Im Rahmen der
dargestellten Schwankungsbreite dieser Rahmenbedingungen kann daher die
Reproduzierbarkeit als ausreichend angenommen und damit zusammenfassend
die These I bestitigt werden: Im Captive-Bubble—Surfactometer kann eine flottie-
rende Luftblase in einer Probe erzeugt, temperiert, komprimiert, expandiert,
abgebildet und vermessen werden.

9.2 Messung loslichen Surfactants

Die Untersuchung loslichen Surfactants wurde zur Bestitigung der These II, dald
die Oberflichenspannung von Wasser 69 mNm™ ist, und These III, daf} die Ober-
flichenspannung wasserloslichen Surfactants nicht-linear von der Konzentration,
aber nicht von der Oberfliche abhingt, durchgefiihrt. Diese Thesen liefen sich
dadurch betitigen, dall Bestiatigungsmessungen der Oberflichenspannungen von
Wasser und Ethanol in Wasser mit verschiedenen Versuchsprotokollen durchge-
fithrt wurden. Die Ergebnisse des eigenen Captive-Bubble—Surfactometers konn-
ten anhand dieser Bestitigungsmessungen validiert werden.

Die Messungen beruhen dabei darauf, daf in der Grenzfliche einer abgeflachten,
halbkugelformigen Luftblase eine bestimmte Oberflichenspannung auftritt. Im
ruhenden System ist diese entlang der gesamten Grenzfliche gleich. Viskositits-
abhingige Effekte in der Grenzfliche oder unkontrollierte Energieeintrige in
Teile des Melinstrumentes wiirden eine unregelmillige Verteilung von ungleichen
Oberflichenspannungen verursachen. Ungleiche Oberflichenspannungen wieder-
um rufen eine irregulire Blasen-Geometrie im seitlichen Schnittbild hervor. Die
hier untersuchten Luftblasen waren immer achsen- und rotationssymmetrisch und
ihre seitlichen Schnittbilder konnten als regelmifige Schnittbilder zweier Kreis-
segmente beschrieben werden.

Geometrische Verinderungen dieser Blasen konnen daher nur durch Verinderun-
gen der Oberflichenspannung entlang der gesamten Grenzfliche erklirt werden.
Viskosititsabhingige oder kinetische Effekte wurden nicht beobachtet; andere
rheologische Effekte, die prinzipiell in zihen Grenzschichten aus Phospholipiden
auftreten konnen, haben keinen bekannten Einflu} auf die biophysikalische Ober-
flachenaktivitat [102]. Das Captive-Bubble—Surfactometer mil8t daher tatsichlich
die Oberflichenspannung einer Oberfliche in einem thermodynamischen Gleich-
gewichtszustand.
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In zahlreichen Experimenten wurde die Oberflichenspannung von Wasser gegen
Luft gemessen, die theoretisch unabhingig von der rdumlichen Struktur und Gro-
Be der Grenzfliche der Blase ist. An der Grenzfliche einer reinen Substanz, in
diesem Fall Wasser, ist die Oberflichenspannung eine konstante GroBe, die nur
vom thermodynamischen Energiegehalt des Systems abhingt. Unter Verwendung
quasi-statischer Grofenanderungen wurde aber in einigen anfinglichen Versuchen
eine Veranderung der Oberflichenspannung hervorgerufen. Es mulite daher an-
genommen werden, dal} sich in der Oberfliche der Luftblase auler Wassermole-
killen noch andere Substanzen anreicherten, die im Gegensatz zu Wasser eine
Oberflichenaktivitit aufwiesen und dadurch zur Senkung der Oberflichenspan-
nung (bis 40 mNm™) fithrten.

Diese Schwierigkeit und die Anfilligkeit des Instrumentes gegentiber geringen
Mengen oberflichenaktiver Substanzen wurden auch von anderen in #hnlicher
Weise beschrieben [84, 85] und stellen auch weiterhin hohe Anforderungen an die
verwendeten Materialien. Die prizise Messung der relativ hohen Oberflichen-
spannung von Wasser ist allerdings auch mit simtlichen anderen Verfahren
schwierig, wobei zum Nachweis einer reinen Grenzfliche und MelRapparatur
gering abweichende, aber konstante Oberflichenspannungen unter Oberflichen-
Kompression akzeptiert werden [66].

In allen folgenden Versuchen wurde dem Effekt dieser unerwiinschten Kontami-
nation durch besonders intensive Reinigung begegnet, wobei die kontaminieren-
den Substanzen nicht niher bekannt sind. Diese Reinigung erméglichte schlieflich
die Bestimmung der Oberflichenspannung von Wasser gegen Luft (69.7 mNm™),
die mit dem bekannten Wert (69.6 mNm™) iibereinstimmt (Tab. 8, S.57) und
damit These II bestitigt. Durch den Nachweis einer konstanten und hohen
(> 65 mNm™) Oberflichenspannung fiir Wasser wurde und konnte vor Durch-
fithrung weiterer Experimente eine nicht kontaminierte Melapparatur sicherge-
stellt werden. Dies wurde zu einem tiblichen Vorgehen [85].

Die Melwerte des Captive-Bubble—Surfactometers fiir 16slichen Surfactant (Was-
ser und Ethanol in Wasser) wurden dabei zusitzlich statistisch ausgewertet und
aus zahlreichen Versuchen zusammengefal3t. Im Gegensatz zur Wilhelmy-Platten-
methode, bei der MefSwerte hiufig nur aus Einzelexperimenten vorliegen, er-
schien es aufgrund der Praktikabilitit des Captive-Bubble—Surfactometers mog-
lich und sinnvoll, dessen MelSwerte statistisch zu bewerten und deren Konfidenz-
bereich anhand bekannter Zusammenhinge zu verkleinern.

In diesem Fall konnten die Streuung der Oberflichenspannungs-MeBwerte von
Wasser (4.2 mNm) reduziert und der Mittelwert (68.4 mNm™) korrigiert werden
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(95 %-Konfidenzbereich 69.2 bis 72.2 mNm™') durch die Anwendung der
Szyszkowski-Funktion auf diese und die im folgenden diskutierten Ergebnisse ftir
loslichen Surfactant.

Die Anwendung des Captive-Bubble—Surfactometers auf die Messung von Ober-
flichenspannungen in mittleren Wertebereichen (20-40 mNm™) erfolgte unter
Verwendung verschiedener Konzentrationen des loslichen Surfactants Ethanol in
Wasser. Quasi-statische Kompressionen wurden entsprechend den anschliefend
untersuchten unloslichen Surfactants eingesetzt und sollten entsprechend den
Vorversuchen mit Wasser konstante Oberflichenspannungen zeigen.

Die gefundenen Oberflichenspannungen fiir diese unterschiedlich konzentrierten
Proben stimmten gut mit publizierten Referenzwerten tiberein (Tab. 8, S. 57). Die
eigenen MeRwerte konnten mit starker Korrelation (R*=0.987) anhand eines
bekannten Zusammenhangs dargestellt werden (Abb. 14, S.58). Dies bedeutet,
dal die in einzelnen Experimenten nicht unerhebliche Streuung der MefSwerte zu
98.7 % durch das Modell erklirt wird, daf die Oberflichenspannung eine nicht-
lineare Funktion der Konzentration eines loslichen Surfactants ist.

Die zum Vergleich herangezogenen publizierten Referenzwerte folgen im Gegen-
satz zu dieser mathematischen Funktion nicht einer stetig differenzierbaren Aus-
gleichslinie. Da es fiir ein solches stufenartiges Verhalten l6slicher Surfactants aber
keine theoretische Erklirung gibt, sollten die diskreten Referenzwerte ebenfalls
mit Konfidenzbereichen angegeben werden.

Die Oberflichenspannung eines loslichen Surfactants ist prinzipiell unabhingig
von Grofenianderungen der Oberfliche; daher sollte keine signifikante Regression
(r—0) der Oberflichenspannung auf die Grofe der Oberfliche bestehen. Die
Experimente wurden darauthin mit Hilfe einer linearen Regression iiberpriift,
wobei der Regressionskoeffizient r auf Abweichung von null getestet wurde. Signi-
fikante Regressionskoeffizienten waren sehr niedrig (-0.02 [t (0.07 mNm'%™)
und streuten um null; zusitzlich war der EinfluB der Oberfliche auf die Oberfla-
chenspannung bei Betrachtung der Wertepaare augenscheinlich nicht plausibel.
Eine systematische Senkung der Oberflichenspannung durch Kompression der
Oberfliche (r>0) besteht demnach bei dem Iéslichen Surfactant nicht, im Gegen-
satz zu den anfinglichen Beeintrichtigungen in Experimenten mit reinem Wasser
(siehe oben). Dieses Priifungsverfahren war tibermiflig empfindlich und wurde im
folgenden nur zum Vergleich mit unléslichen Surfactants eingesetzt.

Uber einen weiten Kompressionsbereich ist daher die Oberflichenspannung des
verwendeten loslichen Surfactants als konstant und unabhingig von der GroRe
der Oberfliche anzusehen. Nach den erfolgreichen Versuchen mit loslichem Sur-
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factant, der Bestitigung der Thesen II und III und damit der Validierung des
Captive-Bubble—Surfactometers sollte die verinderliche biophysikalische Oberfla-
chenaktivitit von unléslichen Surfactants analysiert werden.

9.3 Messung unloslicher Surfactants

Die Untersuchungen unloslicher Surfactants wurden durchgefiihrt, um die Thesen
IV bis VII zu belegen. Als unlésliche Surfactants wurden dabei DPPC, ein kiinstli-
cher Surfactant (KS, Exosurf), ein boviner Lipid-Extraktions-Surfactant (BLES,
Alveofact) und ein natiirlicher Surfactant (Kap. 9.4) untersucht. Phospholipide
wie DPPC, der Hauptbestandteil des pulmonalen Surfactants, und andere Tensi-
de senken die Oberflichenspannung, weil ihre hydrophilen und hydrophoben
Molekiilanteile mit der umgebenden (hier wilirigen) Phase in starke Wechselwir-
kung treten: Die Molekiile werden zunichst aufgrund ihrer hydrophoben Grup-
pen (Fettsiurereste) an die Oberfliche gedringt, bleiben aber gleichzeitig durch
hydrophile Wechselwirkung (Wasserstoffbriickenkrifte, van der Waal-Krifte)
ihrer Kopfgruppe immer in Losung [18]. Die Oberflichenaktivitit solcher unlosli-
chen Surfactants sinkt mit der Hydrophilie der Kopfgruppe und steigt mit der
Hydrophobie der Fettsiurereste.

Diese Anordnung in der Grenzfliche wird als Spreitung bezeichnet und besteht in
der lateralen Diffusion der Molekiile von einem Auftrageort, die schlieBlich zu
einem Verteilungsgleichgewicht auf der Oberfliche fiihrt [1]. Messungen an einer
solchen Oberfliche beruhen darauf, dafl diese eine zweidimensionale Ausdehnung
hat; der Oberflichendruck und die Oberflichenspannung sind abhingig von der
Grole der Oberfliche, die der Verteilung der Menge an Molekiilen zur Verfiigung
steht. Oberhalb einer kritischen Molekiilkonzentration steigt der Oberflidchen-
druck jedoch nicht weiter, weil in wilriger Losung Micellen (geschlossene Lipid-
Doppelschichten) auftreten, deren Molekiile fiir einen Einbau in die Oberfliche
wahrscheinlich nicht weiter verfiigbar sind [18], wenn nicht Substanzen wie SP-B
und SP-C diesen Einbau fordern [86, 108].

Diese Eigenschaften unloslicher Surfactants erforderten die Uberprifung ent-
sprechend der These IV, ob das Captive-Bubble—Surfactometer zur Messung der
Oberflichenspannungen dieser Surfactants benutzt werden kann. Dazu wurden in
den Experimenten folgende Surfactants eingesetzt: kommerziell erhiltliches
DPPC; ein kiinstlicher Surfactant aus DPPC, der mit kiinstlichen Spreitungs- und
Losemitteln versetzt ist (KS); ein Lipid-Extraktions-Surfactant aus Lavagen von
Rinderlungen (BLES), der verschiedene Phospholipide sowie SP-B und SP-C
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enthilt; und natiitlicher Surfactant, der aus Lavagen von Rattenlungen nach Silica-
induzierter Schidigung gewonnen wurde.

Diese Surfactants entsprechen strukturellen oder funktionellen Teilen des pulmo-
nalen Surfactant-Systems und wurden modellhaft fiir die verinderbare biophysi-
kalische Oberflichenaktivitit in Alveolen der Lunge untersucht, wobei Adsorpti-
onsmessungen, quasi-statische und dynamische Zyklen durchgefiihrt wurden. In
fast allen Experimenten wurden diese unldslichen Surfactants in einem wif3rigen
Standardpuffer resuspendiert. Dieser Teil der Probenvorbereitung wurde unter
gleichbleibenden Bedingungen durchgeftiihrt und erfalite die Erwirmung der
Surfactants und eine starke mechanische Vermischung. Durch unterschiedliche
Methoden zur Vermischung der Suspensionen (Vortexen, Sonifikation, Riihren)
konnen sich dabei verschiedene Ultrastrukturen (Kap. 4.1.3) der Phospholipide
bilden, die in anderen Experimenten (quasi-statische Zyklen) einen Einfluf} auf
die zu beobachtende Oberflichenaktivitit hatten [86, 87].

Die mit der Resuspendierung einhergehende, konzentrationsabhingige Triibung
der Subphase begrenzte in den eigenen Experimenten die Vermessung der flottie-
renden Luftblase: bis zu einer Phospholipidkonzentration von 1.75 mgml™® war
mit dem Abbildungssystem die Vermessung moglich. Insgesamt konnte eine un-
terschiedliche Oberflichenaktivitit der unloslichen Surfactants bereits ab einer
Phospholipidkonzentration von 0.2 mgml' dargestellt werden (Adsorptions-
messungen). Dieser Konzentrationsbereich ist geringfiigig kleiner als fiir das Cap-
tive-Bubble—Surfactometer berichtet wurde (0.05-3 mgml™ [101]). Die konzen-
trations- und ultrastrukturabhingige Tritbung der Suspensionen (Turbiditit) wur-
de bisher von keiner Arbeitsgruppe dazu genutzt, um die biophysikalische Verftig-
barkeit der oberflichenaktiven Phospholipide anhand der einfach zu messenden
Lichtextinktion der Suspensionen abzuschitzen [88].

Der Einsatz des Captive-Bubble-Surfactometers zur Messung unloslicher Surfac-
tants war daher prinzipiell méglich und die These IV wird durch diese vorliufige
Zusammenfassung der Ergebnisse unloslicher Surfactants (natirlicher Surfactant:
Kap. 9.5) bestitigt. Im weiteren werden zunichst die Ergebnisse der einzelnen
Versuchsprotokolle (Adsorptionsmessungen, quasi-statische und dynamische
Zyklen) bei DPPC, kinstlichem und bovinem Lipid-Extraktions-Surfactant und
daran anschlieBend bei natiirlichem Surfactant diskutiert.

9.3.1 Adsorptionsmessungen

Als Adsorption (Kap. 3.4) wird eine kontinuierliche Verinderung und schlieflich
ein Konzentrations-Gleichgewicht bezeichnet, das sich in der Grenzfliche zwi-
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schen zwei Phasen einstellt. Dieser Vorgang ist ein wesentlicher Teil der bio-
physikalischen Wirkungsweise des pulmonalen Surfactants (Kap. 4.3). In ultra-
strukturell untersuchten Alveolen wurde eine vollstindige Auffiillung und voll-
stindige Bedeckung der Oberfliche mit pulmonalem Surfactant nachgewiesen
[14], jedoch gibt es auch Modelle der biophysikalischen Wirkungsweise, die eine
Unvollstindigkeit des Oberflichenfilms annehmen (Kap. 4.2).

Pulmonaler Surfactant umfal3t solche amphiphilen Phospholipide, die praktisch
wasserunloslich sind und in wilriger Umgebung aufgrund ihrer vergleichsweise
niedrigen kritischen Micellenkonzentration (0.2 mmoll'~1.5 mgml™ [18]) wahr-
scheinlich als Micellen vorliegen [46]. Wenn es zur Adsorption von Phospho-
lipiden durch Vergrolerung der Oberfliche kommt, kénnen mit diesen relativ
grolBen Micellen entsprechend viele Lipid-Molekiile in die Grenzfliche transpor-
tiert werden [39]. Die bekannte Gleichgewichts-Oberflichenspannung von Obet-
flichenfilmen aus DPPC, dem Hauptbestandteil der Phospholipide im pulmona-
len Surfactant, betrigt ungefihr 23 mNm™ [1].

Das Adsorptions-Gleichgewicht der vollstindigen Bedeckung und Auffiillung wird
nach einer einmaligen Verinderung der Oberfliche je nach verwendeter Unter-
suchungsmethode in einem Zeitraum von Minuten bis Stunden wieder erreicht.
Dieser Zeitraum ist besonders kurz bei pulmonalem Surfactant, der im allgemei-
nen eine sehr schnelle Adsorptionskinetik (Sekunden) aufweist [126], die zumin-
dest der Atemfrequenz entsprechen muf} [39]. Diese Kinetik wurde auch in den
eigenen Experimenten zur Beurteilung der Wirkungsweise der eingesetzten Sur-
factants und zur Bestitigung ihres Adsorptions-Gleichgewichts der Oberfldchen-
spannung bestimmt (These V). Dazu wurden die unloslichen Surfactants durch
Oberflichen-Vergroferung zur Adsorption aus der Subphase gebracht und zum
Spreiten auf der Oberfliche veranlaft.

Die Adsorptionsmessungen der unléslichen Surfactants mit dem hier vorgestellten
Captive-Bubble—Surfactometer zeigten ohne Ausnahme eine Senkung der Ober-
flichenspannung wihrend und nach der VergréfRerung der Oberfliche, die vor-
tibergehend die Erhohung der Oberflichenspannung verursacht. Gegentiber der
hier begrenzten Aussagemoglichkeiten fir einzelne Surfactants zeigt die verglei-
chende Darstellung der Adsorptionskinetik bei gleicher Phospholipidkonzentrati-
on deutliche Unterschiede der Oberfldchenaktivitit (Abb. 31, S. 90).

Unter Verwendung einer Phospholipidkonzentration von 0.2 mgml' hatte BLES
die kirzeste Halbwertzeit und niedrigste Gleichgewichts-Oberflichenspannung;
KS adsorbierte vergleichbar schnell wie BLES, hatte aber eine #hnlich hohe
Gleichgewichts-Oberflichenspannung wie DPPC. DPPC adsorbierte deutlich
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Abb. 31: Adsorptionsverhalten von
Adsorptionsverhalten

DPPC, KS und BLES

EinfluR der Phospholipidkonzentration (c), der

Mittel und Standardabweichung der Ober-
OberflachenvergroBerung (AA) und der Art des

flachenspannung (y) aus je drei Experi-

menten mit DPPC (m), KS (O) und BLES
() in Abhangigkeit von der Adsorptions-
dauer (t) bei einer Phospholipidkonzentrati-
on von 0.2 mgml-.

BLES erreichte die niedrigste Gleichge-
wichts-Oberflachenspannung (ymin) vergli-
chen mit den anderen Surfactants. KS
zeigte eine mit BLES, aber nicht mit DPPC
vergleichbare hohe Geschwindigkeit (tx) der
Senkung der Oberflachenspannung. KS und
DPPC erreichten im Beobachtungszeitraum
jedoch nicht die erwartete Gleichgewichts-
Oberflachenspannung fir Phospholipid-
Oberflachenfilme (=23 mNm-') .

Surfactants (S; DPPC, KS, BLES) auf die
ZielgroBen niedrigste Oberflachenspannung
(ymin), Halbwertzeit (tx) und Spanne zwischen
beobachteter hochster und niedrigster Oberfla-
chenspannung (Ay). Die Flachen der EinfluR-
groRen entsprechen ihrem Anteil am insgesamt
bestehenden EinfluR (R?), der durch ein verall-
gemeinertes lineares Modell aller EinfluRgro-
Ren auf jeweils eine ZielgroRe erklart wird.

Die unterschiedliche Art des Surfactants zeigte
einen groBen EinfluR auf die niedrigste Ober-
flachenspannung und Halbwertzeit, die durch
die Konzentration oder OberflachenvergrofRe-
rung nur wenig beeinflut wurden.

langsamer als die anderen Surfactants. In den Adsorptionsmessungen schien seine
Verfiigbarkeit zum Einbau in die Grenzfliche von der aktuellen Phase und Konsi-
stenz der Probe abhingig zu sein, wie auch von anderen beobachtet, aber noch
nicht systematisch untersucht wurde [86, 88].

Die Versuchstemperatur bestimmt dabei den Phasenzustand, der hier besonders
hinsichtlich des bekannten Gel-Fliissigkeits-Ubergangs von DPPC bei 39 °C zu
berticksichtigen ist. Die Moglichkeit einer Adsorption von DPPC wird von einigen
bestritten, weil DPPC bei der hier eingesetzten Versuchstemperatur (37 °C) als
feste Phase (Gel) vorliegt [10]. Andere beschreiben allerdings die Adsorption der
flissigen Phase an die feste Phase von DPPC, die ebenso zur Anreicherung und
Ausbreitung von DPPC in der Grenzfliche fithren kann [18]. DPPC erfiillt ent-



91

sprechend auch bei Tieren mit niedriger Korpertemperatur (unter 37 °C) wesent-
liche biophysikalische Funktionen (mit Ausnahme der Anderung der Compliance)
und hat den grofSten Phospholipid-Anteil an deren pulmonalem Surfactant [28].
Eine Erhohung der Versuchstemperatur im Captive-Bubble—Surfactometer (iiber
39 °C) konnte allerdings bewirken, dal die relativ grofen Mengen an DPPC in
den untersuchten Surfactants dann unabhingig von den anderen Substanzen in
den Surfactants (SP-B, SP-C; Alkohole, Tyloxapol) adsorbieren und die beobach-
teten Unterschiede der Adsorptionskinetik geringer werden. Solche Temperaturen
beeintrichtigen zusitzlich die Stabilitit der Surfactant-Proteine.

Eine zusammenfassende Beurteilung (Abb. 32, S. 90) zeigt insbesondere, dal} die
Wahl des Surfactants gegeniiber der Oberflichenvergroferung und der Konzen-
trationsinderung den groflten Einflul’l auf die Adsorption hatte. Die eingesetzten
Surfactants unterscheiden sich demnach deutlich hinsichtlich der bedeutenden
Parameter Adsorption, niedrigste Oberflichenspannung und Halbwertzeit. Das
hierzu verwendete verallgemeinerte lineare Modell kann die beobachtete Spanne
withrend der Adsorption nur schlechter erkliren und die wesentlichen EinfluBgro-
Ren auf diese Zielgrofle weniger unterscheiden.

Die Verinderung der Phospholipidkonzentration des jeweiligen Surfactants zeigte
in den Adsorptionsversuchen nur eine geringe Auswirkung auf die Halbwertzeit
(jeweils R*<0.2, Abb. 32, S. 90). Dieses kann mit der gesteuerten, aber unter-
schiedlichen Oberflichenvergroferung in Zusammenhang stehen: In Versuchen
mit KS konnte eine hohere Phospholipidkonzentration eine geringe Oberflidchen-
Vergrolerung hinsichtlich der Halbwertzeit ausgleichen (Tab. 10, S. 65). In Ver-
suchen mit BLES hingegen wurde bei hoher Konzentration eine verlingerte
Halbwertzeit beobachtet, die aber bei geringer Zahl der Experimente und zusitz-
lich aufgetretenen Luftblasen als fehlerhaft angenommen wird.

Zur Bestitigung der von anderen gefundenen, umgekehrten proportionalen Be-
ziehung zwischen der Phospholipidkonzentration und der Halbwertzeit sollten
zunichst noch weitere MelSpunkte unterhalb der kritischen Micellenkonzentration
bestimmt werden [100]. Die gemil These V nachzuweisende Senkung der Ober-
flichenspannung durch eine schnelle Adsorptionskinetik wird daher bestitigt,
wihrend der Einflul} der Konzentration nicht ausreichend zu belegen ist.

Diese Adsorptionsversuche vermittelten als Endpunktmessungen erste Informa-
tionen in Hinsicht auf die biophysikalische Oberflichenaktivitit. In den folgenden
zyklischen Versuchen wurde die Kinetik der Anderung dieser Oberflachenaktivitit
untersucht. Fiir den Vergleich der verschiedenen Surfactants wird zunichst die



92

Modellvorstellung erlautert, die der bekannten Charakteristik der Kompressions-
Expansions-Isothermen von DPPC-Oberflichenfilmen zugrunde liegt.

9.3.2 Quasi-statische Zyklen

Quasi-statische Zyklen im Captive-Bubble-Surfactometer sind dadurch charakte-
risiert, dal} die Zufuhr kinetischer Energie in die Probe durch méglichst langsame
und kleine (quasi-statische) Verinderungen der Luftblasen-Oberfliche vermieden
wird. Solche Versuche werden durchgefiithrt, um verinderliche (diskontinuierli-
che) Eigenschaften von oberflichenaktiven Substanzen zu untersuchen; diese
allgemeinen Eigenschaften werden im folgenden zusammen mit den Ergebnissen
fiir die unloslichen Surfactants (DPPC, KS, BLES und RLL) diskutiert.

Entsprechend der These VI sind fiir die unloslichen Surfactants unter quasi-
statischen Versuchsbedingungen eine oberflichenabhingige Oberflichenspan-
nung, eine minimale Oberflichenspannung (y<5 mNm™ [101]) und eine niedrige
Kompressibilitit (k;5<0.02 mmN™ [84]) zu zeigen. Diese abgeleiteten Werte
sollten es ermoglichen, die unléslichen Surfactants {iber die Endpunktmessungen
der Adsorptionsversuche hinaus zu unterscheiden und charakterisieren.

Die allgemeinen Eigenschaften einer unléslichen oberflichenaktiven Substanz
werden hier anhand einer quasi-statischen Kompressions-Isotherme von DPPC,
dem Hauptbestandteil des pulmonalen Surfactants, beispielhaft in Abb. 33 ge-
zeigt. Eine solche Isotherme tritt bei einer monomolekularen und vollstindig
bedeckten Oberfliche auf, die durch quasi-statische Verkleinerung der Oberfli-
che (in der Abbildung: von rechts nach links) vollstandig aufgefiillt wird. Dadurch

7 A
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Abb. 33: Kompressions-Isotherme

Dargestellt wird der Oberflachendruck () innerhalb einer DPPC-
Monoschicht in Abhangigkeit von der GroRe der Oberflache (Am).
Messung mit der Wilhelmy-Plattenmethode. Die Bereiche ver-
schiedener Konformationen (I-VIl) und Ubergangspunkte (A-F)
werden im Text erlautert. Aus [18].
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wird bei unloslichen Surfactants die Oberflichenspannung minimal (in der Abbil-
dung: maximaler Oberflichendruck), im Gegensatz zur gleichbleibenden Oberfli-
chenspannung bei loslichen Surfactants. Die hier getesteten unldslichen Surfac-
tants zeigten in der Tat eine Veranderung der Oberflichenspannung in Abhingig-
keit von der Oberfliche. Im ersten quasi-statischen Zyklus zeigte DPPC durch
eine Oberflichenverkleinerung von 70 % eine Veridnderung der Oberflichenspan-
nung um 40 mNm™ (dies entspricht 0.57 mNm"'%"'; Grenzflicheninjektion, Abb.
17, S. 60). Die Werte fiir DPPC (0.48 mNm™%"; Suspension, Abb. 18, S. 61), KS
(0.73; Abb. 22, S. 66) und BLES (0.38; Abb. 25, S. 70) sind ebenfalls um ein
Vielfaches hoher als bei loslichem Surfactant (maximal 0.019 mNm™'%™7).

Diese unloslichen Surfactants zeigten damit sicher eine Verinderung der Ober-
flichenspannung in Abhingigkeit von der Oberfliche, obwohl die hier gefunde-
nen Werte geringer sind als die von anderen im Captive-Bubble-Surfactometer
gemessenen Werte (1.4 mNm'%™"; abgeschitzt aus einem Diagramm in [99]).

In den Versuchen mit Grenzflichen-Injektion von DPPC fanden sich Kom-
pressions-Expansions-Isothermen (Abb. 17, S. 60), die qualitativ gut tiberein-
stimmten mit denen anderer Mellmethoden [26, 85, 101] und mit der zum Ver-
gleich abgebildeten Isotherme (Abb. 33, S. 92). Die DPPC-Konzentration in der
Oberfliche (molekulare Packungsdichte) entsprach allerdings dem Dreifachen der
Konzentration in anderen Versuchen [101]. Eine Erklirung dafiir kénnten unbe-
kannte Anteile der DPPC-Grenzschicht sein, die bei der gewihlten Temperatur
(37 °C) unterhalb des Gel-Fliissigkeit-Ubergangs von DPPC weniger ober-
flichenaktiv sind [10].

Eine oberflichenabhingige Oberflichenspannung (nach These VI) konnte damit
zusammenfassend unter isothermen (quasi-statischen) Zyklen mit unldslichen
Surfactants nachgewiesen werden. Durch den oberflichenabhingigen Druck wird
die Packungsdichte der Molekiile des Oberflichenfilms verindert und dadurch
das Auftreten einer minimalen Oberflichenspannung bestimmt: DPPC-Molekiile
diffundieren ungehindert lateral (Bereich I in Abb. 33, S.92), wihrend sie bei
hochstem Oberflichendruck fest-kondensiert sind (VI und VII). Dieser Druck
entspricht dem Gleichgewicht-Kollapsdruck und damit der minimalen Oberfla-
chenspannung des nicht-kollabierten Oberflichenfilms [1, 18].

Alle hier untersuchten Surfactants zeigten eine solche minimale Oberflichen-
spannung bei maximaler Oberflichenverkleinerung. Die Werte dieser Ober-
flichenspannung (unter 5 mNm™) lagen dabei in allen Fillen deutlich unterhalb
der erwarteten Gleichgewichts-Oberflichenspannung fiir Phospholipid-Filme
(23 mNm™). Solche Werte wurden fiir DPPC und Exosurf (KS) bereits mit
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verschiedenen Methoden gefunden [98, 101, 126], wihrend Werte fiir Alveofact
(BLES) bisher nur mit dem Pulsierende-Blase—Surfactometer bestimmt wurden
[106], mit dem im Gegensatz zum eigenen Captive-Bubble—Surfactometer keine
quasi-statischen Zyklen untersucht werden kénnen.

Niedrige Oberflichenspannungen (<25 mNm™) unter Benutzung von pulmona-
lem Surfactant konnen aufgrund eigener und publizierter Ergebnisse angenom-
men werden [85, 94, 127]. Es wird allerdings diskutiert, wie Oberflichenfilme
durch (quasi-) statische Verianderungen tiberhaupt solche Nicht-Gleichgewichts-
zustinde erreichen konnen. Derartige metastabile Oberflichenfilme werden von
einigen Autoren fiir nicht systematisch untersuchbar gehalten [10, 53], wihrend
andere die Filme als stetig verandert und kontinuierlich interpretierbar ansehen
[1, 21]. In Bestitigungsversuchen konnten allerdings Oberflichenspannungen
unter 5> mNm™ fiir pulmonalen Surfactant auch in vivo und unter statischen Be-
dingungen nachgewiesen werden [8, 90].

Metastabile Oberflichenfilme konnen unter ausreichender Oberflichenkompres-
sion dadurch entstehen, dal} Teile des Oberflichenfilmes kollabieren und in die
Ober- oder Unterphase gedringt werden. Filmanteile konnen wieder in die Ober-
fliche eingebaut werden [11] oder zu Multischichten unterhalb der Oberfliche
werden. Solche Multischichten sind in alveoldrem Surfactant auch in elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen zu finden [36].

Da diese Multischichten insbesondere bei Uberkompression der Oberfliche (Be-
reich VII in Abb. 33, S.92) oder bei hoher Phospholipidkonzentration
(120 mgml™!) in alveoldrem Surfactant [83]) auftreten, sind sie fiir das pulmonale
Surfactant-System wahrscheinlich bedeutsam, jedoch weder ausreichend unter-
sucht noch theoretisch diskutiert [14, 81, 99]. Wahrscheinlich ist es die biophysi-
kalische Funktion der obersten Schicht, die Oberflichenspannung zu senken, und
die Funktion der darunter liegenden Schichten, ein mit der Oberfliche assoziier-
tes Surfactant-Reservoir darzustellen [99].

In den eigenen Versuchen mit unldslichen Surfactants unter quasi-statischen Zy-
klen wurde eine Uberkompression der Oberfliche vermieden; ein Uberkompres-
sions-Plateau (Bereich VII) ohne Verinderung der Oberflichenspannung konnte
nicht nachgewiesen werden. Die gemessenen Werte minimaler (< 5mNm™)
Oberflichenspannungen gelten daher tatsichlich fiir Monoschichten und bestiti-
gen die Teilaussage der These VI, da8 bei unloslichen Surfactants die minimale
Oberflichenspannung gegen null streben kann.

Bei minimaler Oberflichenspannung und unter maximaler Kompression traten in
den Versuchen keine weiteren Anderungen der Oberflichen-Eigenschaften auf.
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Wihrend der zunehmenden Oberflichen-Kompression konnten allerdings in
aufeinanderfolgenden Abschnitten eines Zyklus und mehrerer Zyklen verschiede-
ne Eigenschaften unterschieden werden. Die Kompressibilitit und mechanische
Stabilitit werden im folgenden als Eigenschaften eines Abschnittes eines einzigen
Zyklus diskutiert; anschliefend werden diese und weitere Eigenschaften (mini-
male Oberflichenspannung und Hysterese) zwischen aufeinanderfolgenden Zy-
klen miteinander verglichen.

Die Kompressibilitit ist eine Mazahl fiir den Widerstand einer Oberfliche gegen
Verformung und damit auch Ausdruck der Stabilitat der Oberfliche. Die Kom-
pressibilitit wurde bei einer bestimmten Oberflichenspannung (15> mNm™) fiir
DPPC (0.06 mmN"; Grenzflichen-Injektion), DPPC (0.01; Suspension), KS
(0.01; zehnter Zyklus), BLES (0.02; zwanzigster Zyklus) und natiirlichen Surfac-
tant (0.01 mmN"; zehnter Zyklus) berechnet. Die Groflenordnung dieser Werte
entspricht derjenigen einer DPPC-Monoschicht (0.008 mmN™ [105, 126]) und
den bei natiirlichem Surfactant gefundenen Werten (0.01 mmN™ [83]), mit Aus-
nahme der relativ hohen Kompressibilitit der Versuche mit Grenzflichen-
Injektion. Letztere Werte kénnten im Zusammenhang mit der hohen eingesetzten
Konzentration an DPPC in der Oberfliche allerdings auf die Ausbildung von
Multischichten hinweisen, deren Verformungs-Widerstand als gering und Kom-
pressibilitit als hoch eingeschitzt wird. Es sind jedoch keine Grenzwerte zur Un-
terscheidung von Mono- und Multischichten bekannt.

Die Kompressibilitit wird im allgemeinen aus wenigen Wertepaaren wihrend
einer Kompressions-Isotherme abgeleitet und ist untersucherabhingigen Fehlern
(Festlegung der diskreten MelSpunkte) und rechentechnischen Fehlern (Wahl der
Approximation) unterworfen. Die Favorisierung dieses Wertes als definitiver
Mal3stab der Oberfldchenaktivitit [85] ist daher noch nicht ausreichend begriin-
det. In den eigenen Versuchen konnte eine niedrige Kompressibilitit allerdings fiir
alle steilen Abschnitte der Kompressions-Isothermen (Bereich V und Abb. 17,
S. 60) mit Hilfe von Spline-Funktionen zuverlissig berechnet werden.

Die mechanische Stabilisierung der Alveolen gegeniiber wechselnden Volumina
und Driicken ist eine wesentliche Funktion des pulmonalen Surfactants und wur-
de mit dem eigenen Captive-Bubble—Surfactometer nur exemplarisch untersucht,
da groflere Unterschiede bei anderen Mellwerten der biophysikalischen Surfac-
tant-Aktivitit vermutet wurden. Die Messungen der Stabilitit wurden dazu in
Abhingigkeit von der Zeit durchgefiihrt und die Verinderungen der Oberflichen-
spannung, der Oberfliche und des Volumens der Luftblasen beobachtet. Der
Anstieg der Oberflichenspannung war bei KS deutlich (13 mNm'min™; erster
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Zyklus, anschlieBend fast null) und bei natiirlichem Surfactant niedriger
(0.3 mNm™min™). Fiir natiirlichen Surfactant wurde zusitzlich eine Zunahme der
Stabilitit auch in Abhingigkeit von der Dauer der Silica-induzierten Lungenschi-
digung gefunden (Tab. 16, S. 77). Diese Werte fir KS und natiirlichen Surfactant
sind vergleichbar mit publizierten Werten [100]. Bei natiirlichem Surfactant be-
stand eine Oberflichenverkleinerung von 20 % und ein Volumenverlust von 4 pl
in 30 min. Diese Verinderungen sind allerdings auf die Drucksteuerung des Cap-
tive-Bubble-Surfactometers zuriickzufithren und konnen nicht mit Veranderun-
gen in situ verglichen werden.

Der folgende Vergleich dieser Eigenschaften in verschiedenen, aufeinanderfol-
genden Zyklen beruht auf der begriindeten Annahme, dal} sich die Zusammenset-
zung des Oberflichenfilms im Laufe eines Versuchs dndert. Diese Verinderungen
konnten fiir aufeinanderfolgende quasi-statische Zyklen mit unléslichen Surfac-
tants auch mit dem eigenen Captive-Bubble—Surfactometer dargestellt werden,
wobei prinzipiell eine gesteigerte biophysikalische Aktivitit beobachtet wurde: In
den meisten Experimenten wurde eine Abnahme der Kompressibilitit berechnet,
die einer hoheren Stabilitit der Oberfliche entspricht. Im Vergleich der ersten
quasi-statischen Zyklen zeigte einzig DPPC eine steile Isotherme mit niedriger
Oberflichenspannung und niedriger Kompressibilitit (Abb. 19, S. 63), wihrend
KS und BLES zunichst flache Isothermen mit weiter Hysterese zeigten.

Die Isothermen der letzteren Surfactants (KS und BLES) verinderten sich stirker
durch wiederholte Kompressions-Expansions-Zyklen und zeigten dann erst mini-
male (unter 5 mNm™) und stabile Oberflichenspannungen. Isothermen des na-
tiirlichen Surfactants nach Silica-induzierter Lungenschiadigung (Abb. 29, S. 76)
und von den Kontrolltieren (Abb. 28, S.76) zeigten unterschiedliche Ober-
flichenaktivitit. Wihrend Kontroll-Surfactant erst nach zahlreichen Zyklen eine
niedrige Oberflichenspannung zeigte, war die biophysikalische Oberflichenaktivi-
tit nach Lungenschidigung hoéher und verringerte sowohl die Oberflichen-
spannung als auch die Hysteresefliche.

Entsprechend der These VI konnten die Oberflichenaktivitit der unléslichen
Surfactants DPPC, KS, BLES und RLL im eigenen Captive-Bubble—Surfacto-
meter differenziert und charakterisiert werden. Diese Surfactants zeigten unter
quasi-statischen Zyklen eine oberflichenabhingige Oberflichenspannung, eine
minimale Oberflichenspannung (y<5 mNm™) und eine niedrige Kompressibilitit
(k;5<0.02 mmN™). Im folgenden wird die Differenzierung unter dynamischen
Zyklen dargestellt.
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9.3.3 Dynamische Zyklen

Im Gegensatz zu den vorangegangenen Adsorptionsmessungen und quasi-
statischen Zyklen werden wihrend schneller periodischer Verinderungen der
Oberfliche (innerhalb von mehreren Sekunden) keine Gleichgewichtsbedingun-
gen erreicht, sondern dynamische Vorginge erfallt. Durch unterschiedliche Be-
dingungen koénnen im Captive-Bubble-Surfactometer metastabile Oberflichen
untersucht werden, die im allgemeinen fur eine gewisse Dauer minimale Oberfli-
chenspannungen zeigen und nach geniigend langer Beobachtungsdauer wieder zu
(hoheren) Gleichgewichts-Oberflichenspannungen zuriickkehren. In diesem
Zusammenhang ist die Bestitigung der These VII relevant, die besagt, dal} unter
dynamischen Zyklen die Spannweite der Oberflichenspannung zunimmt und die
Hysteresefliche sowie Oberflichenreduktion abnehmen. Diese Verinderungen
sind von der Anzahl der durchgefiihrten Zyklen abhingig und werden zur Bestiti-
gung der These VII dargestellt.

Im Vergleich zwischen dynamischen (10 min'~35 %min®) und quasi-statischen
Kompressions-Expansions-Zyklen (0.03 min'~2 %min™) zeigten sich unterschied-
liche Veranderungen der Oberflichenspannungen. Dynamische Zyklen hatten bei
KS (Abb. 23, S.67) und BLES (Abb. 25, S.70) eine hohere Spannweite der
Oberflichenspannung und eine grofere Hysterese-Fliche gegeniiber vergleichba-
ren quasi-statischen Zyklen (Kap. 9.3.2). Alle verwendeten unléslichen Surfactants
zeigten im Verlauf von mehreren dynamischen Zyklen unterscheidbare Verinde-
rungen der minimalen und maximalen Oberflichenspannung (Abb. 19, S. 63).
Diese fiihrten zu einer typischen Spannweite der Oberflichenspannungen bei
DPPC (48 mNm'), KS (35 mNm'), BLES (21 mNm) und bei natiirlichem
Surfactant (20 mNm™).

Die minimalen Oberflichenspannungen bei maximaler Oberflichenkompression
waren bei allen Surfactants kleiner als 5 mNm™ und damit deutlich kleiner gegen-
tber den Ausgangswerten und der Gleichgewichts-Oberflichenspannung von
Phospholipid-Oberflichenfilmen (23 mNm™ [26]). Diese Daten stimmen mit
publizierten Befunden tberein, dafl diese extrem niedrigen Oberflichenspannun-
gen durch dynamische, viskositdtsunabhingige Adsorptionsvorginge entstehen
und zur Stabilisierung von Blasen fithren [21]. Die gegeniiber den Ausgangs-
werten hoheren Oberflichenspannungen bei maximaler Oberflichenexpansion
traten nur bei DPPC und KS auf; bei BLES konnte die dynamische Adsorption
withrend der Oberflichenexpansion einen Ansteig der Oberflichenspannung tiber
den Ausgangswert verhindern.
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Die Bestimmung der Hysteresefliche, die von jeweils einer Kompressions-
Expansions-Isotherme umschlossen wird, war nicht in allen durchgefiihrten dyna-
mischen Zyklen moglich und wurde dadurch beeintrichtigt, da8 starke Streuun-
gen innerhalb in den Experimenten auftraten. Diese wurden auch nach der Stan-
dardisierung der Oberfliche durch Kategorisierung der Melwerte (Abb. 18, S. 62)
beobachtet; trotzdem entsprechen die berechneten Werte der Hystereseflidche der
Erwartung, dal diese Werte in aufeinanderfolgenden Zyklen abnehmen (Tab. 9,
S. 62). Solche Mafzahlen fiir die Hysteresefliche sind bisher noch nicht publiziert
worden und kénnen unter Beriicksichtigung der Skalierung fiir den Vergleich von
experimentellen Ergebnissen genutzt werden.

Die Auswertung ergab weiterhin, dafl die Verdnderung der Oberfliche durch
Kompression wihrend der dynamischen Zyklen nicht konstant blieb: In anfingli-
chen dynamischen Zyklen wurde dabei eine verhiltnismafig starke Kompression
der Oberfliche verursacht, wihrend nach einigen Zyklen der Oberflichenfilm
durch Aufrechterhaltung einer stabilen, nicht weiter komprimierbaren Oberfliche
das Ausmall dieser Kompression begrenzte (Abb. 24, S. 69). Diese Art der Aus-
wertung kann die Frage beantworten, wie grof8 die Oberflichen-Kompression zum
Erreichen einer minimalen Oberflichenspannung sein mul}; verschiedene MeR-
instrumente zeigten hierzu unterschiedliche Ergebnisse (20-80 % [91]).

Die zeitliche Auswertung der dynamischen Zyklen zeigte, dall die Verinderung
der Oberflichenspannung sich nicht synchron zur Oberflichen-Kompression
ereignete. Der Zeitpunkt, zu dem die minimale Oberflichenspannung unter
Kompression erreicht wurde, lag vor dem Abschlufl der Kompression selbst (Abb.
23, S. 67). Diese Beobachtung verdeutlicht, da die Oberfliche nur indirekt
durch den Systemdruck gesteuert wird und nicht unmittelbare RegelgrofRe des
Captive-Bubble-Surfactometers ist. Es existieren allerdings andere Methoden
(u.a. Pendant-Drop—Surfactometer), die eine unverzogerte Regelung der Oberfli-
che in Abhingigkeit von der Oberflichenspannung ermoglichen.
Zusammenfassend kann die Analyse von dynamischen Zyklen sich im wesentli-
chen auf die Spannweite der Oberflichenspannung bei maximaler und minimaler
Blase beschrinken (Abb. 24, S. 69), solange nicht aus den Mefwerten zuverlissi-
gere Ableitungen moglich sind, die zur weiteren Charakterisierung der Oberfla-
chenfilme beitragen konnen. Die vorgestellten Ergebnisse zur Kinetik der dynami-
schen Zyklen im Captive-Bubble-Surfactometer belegen daher die These VII, dal}
in Abhingigkeit von der biophysikalischen Aktivitit die Spannweite der Ober-
flichenspannung zunimmt und die Hysteresefliche sowie die notwendige Ober-
flichenreduktion abnehmen.
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Nachdem zunichst die biophysikalischen Eigenschaften eines 16slichen und meh-
rerer unloslicher Surfactants dargestellt wurden, werden im folgenden die Ergeb-
nisse der biochemischen und biophysikalischen Charakterisierung eines natrli-
chen Surfactants diskutiert. Die biophysikalischen Ergebnisse der untersuchten
unloslichen und des natiirlichen Surfactants werden im Kapitel 9.5 abschlieBend
miteinander verglichen und beurteilt.

9.4 Natiirlicher Surfactant bei Silica-induzierter Lungenschidigung

Nachdem in den vorangehenden Kapiteln die prinzipielle Funktionsfahigkeit des
Captive-Bubble—Surfactometers fiir die Messung der Oberflichenspannung ge-
zeigt wurde, sollte die Tauglichkeit des Instrumentes zur biophysikalischen Unter-
suchung natiirlichen Surfactants exemplarisch nachgewiesen werden. Dazu wur-
den verschiedene Eigenschaften natiirlicher Surfactants bestimmt, die aufgrund
einer zeitabhingigen Lungenschidigung unterschiedlich zusammengesetzt waren.
Die Ausgangswerte vor Lungenschidigung werden dabei mit publizierten Eigen-
schaften verglichen und die zeitabhingigen Mellwerte der verianderten Surfactant-
Zusammensetzung gegeniibergestellt.

Es ist bekannt, dal unterschiedliche Noxen die Lunge unterschiedlich schidigen
konnen; dabei kann auch das Surfactant-System betroffen sein. Die Schidigung
kann im Tiermodell den Krankheitsbildern ARDS, Silikose oder Alveolarproteino-
se dhneln [30, 57]. Die hier eingesetzte Noxe (Silica) induzierte eine Lungen-
schiadigung, wie sie bei der Alveolarproteinose vorkommt [29]. Die gefundenen
Verinderungen bei diesem experimentellen Vorgehen beziehen sich auf das
Feuchtgewicht und den makroskopischen Befund der Lungen sowie auf bioche-
mische und biophysikalische Befunde der Lungenlavagen. Die damit verbundene
These VIII beinhaltet, dal8 durch die Schidigung eine Steigerung des Protein- und
Lipidgehalts auftritt, wihrend die Phospholipidanteile und die biophysikalische
Aktivitit des Surfactants weitestgehend von diesen unabhingig sind.

Die Lungenschidigung der in Kap. 8.4 vorgestellten Experimente zeigte sich in
den folgenden Verinderungen des entnommenen Organs: hoheres Feuchtgewicht,
derbe Konsistenz und griuliche Verfarbung (Tab. 12, S. 72). Diesen Verinderun-
gen liegen wahrscheinlich eine Zellhypertrophie und vermehrte Kollagensynthese
zugrunde, wie anderenorts publiziert wurde [51].

Die biochemische Charakterisierung der bronchoalveoliren Lavagen aus diesen
Lungen zeigte, dall sowohl die Phospholipid- als auch die Protein-Konzentra-
tionen mit der Dauer der Lungenschidigung drastisch zunehmen (jeweils 20- und
30-fach). Die gefundenen Werte sind gut vergleichbar mit anderen Daten [29].
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Die Phospholipidkonzentration wurde mit zwei unabhingigen Methoden be-
stimmt (Phosphor-Assay und HPLC). Es ist davon auszugehen, dafl der Phos-
phor-Assay ungenauer ist, wohingegen die HPLC-Bestimmung nur bestimmte
Phospholipidklassen exakt erfalt. Daher war nicht zu erwarten, dall der Massen-
Umrechnungsfaktor in eigenen Versuchen (Phosphor:Phospholipid=1:22.5) mit
dem bekannten, durchschnittlichen Faktor (1:25) ibereinstimmt.

Der schnellere Anstieg der Protein-Konzentration gegeniiber der Phospholipid-
konzentration entspricht der bekannten Kinetik der Silica-induzierten Sekretions-
storung von Surfactant [29]. Diese beruht hautpsichlich auf der funktionellen
Hypertrophie von alveoliren Typ-II-Zellen mit konsekutiver Steigerung der Sut-
factant-Sekretion bei normalem Surfactant-Abbau [51]. Zusitzlich ist bekannt,
dafl durch diese Schidigung der Typ-II-Zellen qualitative und quantitative Verin-
derungen des SP-A und SP-B auftreten [51, 54]; deren Auswirkungen auf die
Oberflichenaktivitit des Surfactants sind hingegen nicht bekannt.

Die Verteilung der verschiedenen Phospholipidklassen wurde mit einer neueren
HPLC-Methode untersucht [20]. Dabei wurden zunichst unkonzentrierte und
konzentrierte Proben des Surfactants miteinander verglichen, wobei keine we-
sentlichen Unterschiede durch die Konzentration mittels Ultrazentrifugation auf-
traten. Dieses entspricht weitgehend anderen Untersuchungen [60, 72].
Gegeniiber dem eher geringen Einfluf8 der Ultrazentrifugation auf die Verteilung
der Phospholipidklassen besteht ein grofRer Einflul} auf die Verteilung der oberfli-
chenaktiven Ultrastrukturen; mit der hier gewihlten Art der Ultrazentrifugation
wurde jedenfalls von anderen die hochste Oberflichenaktivitidt im Sediment ge-
funden [83]. Neben dem Einflufl der Ultrazentrifugation wurde der Einflufl der
Silica-induzierten Lungenschiadigung auf die Verteilung der Phospholipidklassen
untersucht. Dabei zeigte sich im Verlaufeine Abnahme von PG und eine Zunahme
von PL Diese Verschiebung ist nicht spezifisch fiir die Silica-induzierte Lungen-
schiadigung, sondern tritt auch bei verschiedenen anderen alveoldren Schidigun-
gen auf [51]. Eine durch diese Verschiebung verianderte biophysikalische Oberfli-
chenaktivitit wurde bisher mit keiner Methode gefunden [16].

Die hier durchgeftihrte Silica-Instillation reproduzierte damit die erwarteten ma-
kroskopischen und biochemischen Eigenschaften der durch diese Noxe induzier-
ten Lungenschidigung. Im Anschlull an die biochemischen Messungen wurden
Untersuchungen bisher unbekannter biophysikalischer Eigenschaften nach Silica-
Instillation mit Hilfe von Adsorptionsversuchen, dynamischen Zyklen, Kompressi-
bilitdts- und Stabilititsmessungen vorgenommen. Diese Parameter zeigten insge-
samt eine im Verlauf der Lungenschidigung gleichbleibende oder zunehmende
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Abb. 34: Zusammenfassende Darstellung der Adsorption bei Lungenschadigung

Zusammenfassende Darstellung der MeRwerte in Adsorptionsversuchen mit Surfactant aus
dem Lungenschadigungsmodell. Dargestellt werden die niedrigste Oberflachenspannung
(ymin, links), Spanne zwischen beobachteter hdchster und niedrigster Oberflachenspannung
(Ay, Mitte) und Halbwertzeit (tw, rechts) nach t Tagen Lungenschadigung und bei Kontroll-
tieren (t=0). Gewichtete lineare Regression (Gerade) und 95 %-Konfidenzbereiche (Linien).
Unter Berlcksichtigung des Vorhersagefehlers erscheinen die niedrigste Oberflichenspan-
nung und die Spanne mit andauernder Lungenschadigung unverandert, wahrend die Halbwert-
zeit geringfligig abnimmt.

biophysikalischen Oberflichenaktivitidt an; im Einzelnen nahm die Halbwertzeit
der Adsorption geringfiigig ab, die Spanne der dynamischen Oberflichenspan-
nungen war gleichbleibend gering, die Kompressibilitit war niedrig und die Stabi-
litat gleichbleibend hoch.

Die Adsorptionsversuche mit natiirlichem Surfactant vor und nach Lungenschadi-
gung sind in Abb. 34 zusammengefal’t. Die Darstellung zeigt, dal} die Unterschie-
de der biophysikalischen Oberfldchenaktivitit im Verhiltnis zur Dauer der Lun-
genschidigung nicht grof’ sind. In anfinglichen dynamischen Zyklen zeigte sich
aulBerdem, dall Surfactants vor Lungenschidigung eine verringerte und schlechter
reproduzierbare Oberfldchenaktivitit haben (Tab. 16, S. 77).

Diese Befunde, da8 natiirlicher Surfactant nach Lungenschidigung oberflichen-
aktiver ist als vor Lungenschidigung, sind im Zusammenhang mit der stark erhoh-
ten Gesamtproteinkonzentration wahrscheinlich darauf zuriickzufithren, daf} auch
mehr Surfactant-Proteine nach Lungenschidigung vorhanden sind und die Ober-
flichenaktivitit steigern konnen (Tab. 12, S. 72). Die geringen biophysikalischen
Unterschiede (Abb. 34, S.101) allein unter den Surfactants nach verschieden
langer Lungenschidigung (7-28 d) passen ebenso mit deren nur gering unter-
schiedlichen Proteinkonzentrationen zusammen. Zusitzlich zu dieser Begriin-
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dung, fiir die es bisher keine systematischen Vergleichsdaten gibt, konnten die
folgenden Erklirungen zutreffen: Bei allen Experimenten wurde aufgrund der
begrenzten Probenmenge eine maximale Phospholipidkonzentration von nur
0.5 mgml' verwendet; die vorsichtige Probenaufarbeitung hat méglicherweise
verhindert, dal die Phospholipidmenge vollstindig zur Bildung des Oberflichen-
films zur Verfiigung steht: Andere Untersuchungen zeigten bei einer Phospholi-
pidkonzentration von nur 0.4 mgml’ eine hohe Oberflichenaktivitit [100], dazu
wurden die Proben jedoch durch Sonifikation suspendiert. Dadurch entstehen
stirker oberflichenaktive Ultrastrukturen, abhingig von der eingebrachten Ener-
giemenge: multilamellare und unilamellare Vesikel [86] oder Phospholipid-
Micellen [88]. Das hier eingesetzte Ultraschallbad ermoglicht im Gegensatz dazu
lediglich eine bessere Dispersion des unloslichen Surfactants [101].

Die biophysikalische Oberflichenaktivitit des natiirlichen Surfactants wird im
folgenden mit den unléslichen Surfactants (Kap. 9.3) und natirlichen Surfactants
aus gesunden Kaninchen verglichen [83], da fiir die Silica-induzierte Lungenschi-
digung bisher keine Vergleichsdaten bekannt sind. Gegentiber den unléslichen
Surfactants haben die aus Lungenlavagen angereicherten Proben eine hohere
biophysikalische Oberflichenaktivitit. Dies zeigt ein Vergleich der Adsorptions-
versuche, die insgesamt die kiirzesten Halbwertzeiten hatten. Auch aufgrund der
kleinsten Werte fiir die Spanne der Oberflichenspannung, die Kompressibilitit
und die Stabilitit bei niedriger Oberflichenspannung unter dynamischen Zyklen
Ubertraf der natiirliche Surfactant die Ergebnisse der anderen Surfactants.
Gegentiber natiirlichen Surfactants aus Kaninchen, die ebenfalls in einem Capti-
ve-Bubble—Surfactometer untersucht wurden [83], zeigten die eigenen Ergebnisse
eine sehr gut vergleichbare Kompressibilitit (Tab. 16, S. 77). Die publizierte Dar-
stellung fand, wie zuvor dargestellt, in anfinglichen Kompressions-Expansions-
Zyklen eine gegentiber folgenden Zyklen verringerte Oberflichenaktivitit; in rund
einem Funftel der Experimente wurden keine niedrigen Oberflichenspannungen
erreicht und diese Experimente nicht weitergeftihrt.

Zusammenfassend bestitigen die Untersuchungen des natiirlichen Surfactants aus
Silica-induzierter Lungenschidigung die These VIII: Die Silica-induzierte Lun-
genschidigung fiihrte zeitabhingig zu einer intraalveoldren gesteigerten Sekretion
von Proteinen und Phospholipiden; eine biophysikalische Funktionsstorung dieses
verinderten Surfactants tritt dabei nicht auf. Die Oberflichenaktivitit dieses
natiirlichen Surfactants ist grofer als die der anderen hier untersuchten unlosli-
chen Surfactants.
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9.5 Abschliefende Beurteilung der Versuche

In Hinsicht auf eine bewertende Beurteilung der Oberflichenaktivitit unter-
schiedlicher Surfactants durch Testung im Captive-Bubble—Surfactometer schei-
nen die Versuche zur Adsorptionsmessung (Kap. 9.3.1), dynamische (Kap. 9.3.3)
und quasi-statische Kompressions-Expansions-Zyklen (Kap. 9.3.2) eine unter-
schiedliche Bedeutung zu besitzen [91].

In Adsorptionsversuchen quantifiziert die Halbwertzeit dabei relativ zuverlissig
die Adsorptionskinetik, setzt aber in zukiinftigen Experimenten eine noch bessere
Regelung der Oberflichen-Vergroferung und geringere Storanfilligkeit gegentiber
zusitzlichen Luftblasen voraus. Die weitere statistische Auswertung mehrerer
Versuche, die hier beispielhaft fiir DPPC, KS und BLES (Abb. 32, S. 90) sowie
natiirlichen Surfactant (Abb. 34, S.101) vorgestellt wurde, kann verschiedene
EinfluBgroRen der Adsorptionskinetik bestimmen.

In Experimenten mit dynamischen Kompressions-Expansions-Zyklen kann die
Anzahl von Zyklen bis zum Erreichen einer minimalen Oberflichenspannung in
einer automatisietbaren Versuchsanordnung leicht bestimmt werden (Abb. 19,
S. 63), jedoch ist die mittelbare Bedeutung der dabei auftretenden Verinderung
der Oberflichen-Zusammensetzung bisher unbekannt. Diese dynamischen Versu-
che konnen auch zum Vergleich mit Versuchen des Pulsierende-Blase-Surfacto-
meter durchgefiihrt werden, das im Gegensatz zum Captive-Bubble—Surfactome-
ter eine andauernde und schnelle Oberflichen-Verinderung voraussetzt [91].

Die Experimente mit quasi-statischen Zyklen im Captive-Bubble-Surfactometer
konnen entsprechend den Zyklen in der Wilhelmy-Plattenmethode als Ober-
flichenspannungs-Oberflichen-Isothermen ausgewertet werden. Diese Isother-
men komprimierter Monoschichten konnen genau vermessen werden (minimale
und maximale Oberflichenspannung); die Kompressibilitit und Stabilitit konnen
abgeleitet werden. Die grofStmogliche Oberfliche, die unter Kompression durch
Surfactant noch aufrecht erhalten wird, steht in direktem Bezug zur Stabilitit von
einzelnen Alveolen [99] und kann durch dynamische und quasi-statische Versuche
bestimmt werden (Abb. 24, S. 69).

Zusitzlich wird der Oberflichenfilm unbekannter Zusammensetzung durch die
Bestimmung der Hystereseflidche charakterisiert, die ein Mal} fir die Arbeit an der
Oberfliche ist und auch von Adsorptionsvorgingen beeinfluf8t wird [21, 100]. Die
Ergebnisse dieser hier untersuchten Eigenschaften mit grundlegender Bedeutung
fiir die biophysikalischen Funktionen pulmonaler Surfactants werden in Abb. 35
(S. 104) zusammengefal’t.
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Abb. 35: Zusammenfassung biophysikalischer Eigenschaften der unléslichen Surfactants

Adsorptionsgeschwindigkeit als
Halbwertzeit (tx) der Adsorpti-
on. Approximierte Werte aus

allen Versuchen bei einer
Phospholipid-Konzentration von
0.2 mgml' (Balken) sowie

Schatzwert flr die Halbwertzeit
des  Druckausgleichs  von
erstmalig expandierenden Alve-
olen (Linie, nach [46]).

Die Adsorption von Surfactants
milt die spontane Anreiche-
rung einer Oberflache, hier mit
unléslichen Molekilen aus der
Subphase. PC zeigt die be-
kannte langsame Adsorption,
wéhrend die anderen Sur-
factants schneller adsorbieren
und mit der in vivo beob-
achteten Halbwertzeit korre-
spondieren.

Kompressibilitat bei 15 mNm-!
(k1s) in quasi-statischen Ver-
suchen (Balken). Vergleich von
initialen  (iZ) mit folgenden
Zyklen (fZ, meist dritter Zyklus)
bei Phospholipid-Konzentratio-
nen von 1.0 (PC, KS, BLES)
und 0.5 mgml-' (SIL). Wert
einer DPPC-Monoschicht
(Linie, nach [101]).

Die Abnahme der Kompressibi-
litat zeigt eine Verénderung der
Zusammensetzung und so eine
Steigerung gegen Verformung
der Oberflache an. PC kommt
einer DPPC-Monoschicht nahe.
Die komplexer zusammenge-
setzten  Surfactants zeigen
hohere Werte, die durch Kom-
pressionen deutlich abnehmen.

Hysterese-Flache
quasi-statischen
(Balken). Initiale (iZ) und
folgende  Zyklen (fZ) Dei
Phospholipid-Konzentrationen
von 1.0 (PC, KS, BLES) und
0.5 mgml-* (SIL).

Die Hysterese-Flache ist ein
MaR fir die Arbeit, die zur
Kompression und Expansion
der Oberflache aufgewendet
werden muB, vergleichbar der
Arbeit zur Senkung der Ober-
flachenspannung gegen einen
Druckgradienten wie auch in
Alveolen. Naturlicher Surfac-
tant (SIL) zeigt geringste
Werte, die bei allen Surfac-
tants durch Verénderung der
Zusammensetzung der Ober-
flache (s. links) abnehmen.

(Ha-) in
Versuchen

Aus verschiedenen Untersuchungen mit der Wilhelmy-Plattenmethode und dem

Captive-Bubble-Surfactometer wurden dazu grundlegende biophysikalische An-

forderungen an therapeutische Surfactants abgeleitet [39, 99]: (a) Die Adsorption

aus der Surfactant-Suspension soll innerhalb eines Atemzuges zu einem oberfli-

chenaktiven Film fithren; (b) die minimale Oberflichenspannung soll kleiner als

5 mNm' und die Kompressibilitit 'niedrig' sein; (c) die spontane Desorption mit

einem Anstieg der Oberflichenspannung soll langsam eintreten.

Die bisher bekannten in vitro—Untersuchungsergebnisse verschiedener therapeuti-

scher Surfactants beziglich dieser Eigenschaften haben, zusammengefal3t, nur
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eine eingeschrinkte Voraussagekraft fiir die in vivo-Wirkung [17, 45, 106]. Die
Bedeutung der biophysikalischen Eigenschaften wurde zumindest fiir simulierte
Atmungsvorginge gezeigt [38]: langsame Adsorption fiithrte zu einem instabilen
Oberflichenfilm (a) mit hoher Oberflichenspannung (b), Alveolenkollaps und
hohen erforderlichen Beatmungsdriicken; erhéhte spontane Desorption (c) verur-
sachte stark wechselnde Oberflichenspannungen und verringerte die funktionelle
Residualkapazitit. Zusitzlich korrelierte die funktionelle Residualkapazitit mit
der Surfactant-Konzentration.

Die Beurteilung der hier untersuchten Surfactants (DPPC, KS, BLES und natiir-
licher Surfactant) folgt diesen Eigenschaften, die zwar allgemein akzeptiert sind,
aber nur von wenigen Autoren berticksichtigt werden und nicht weiterentwickelt
wurden [91]. Es wurde angenommen, dafl diese Surfactants stellvertretend fiir
unterschiedlichen Klassen von pulmonalen Surfactants eine abgestufte qualitative
Beurteilung durch diese Arbeit erfahren konnen. Dazu werden die bereits darge-
stellten Ergebnisse unter dem Aspekt der Anforderungen an mogliche therapeuti-
sche Surfactants zusammengefal3t.

Natiirlicher Surfactant zeigte die kiirzeste Adsorptions-Halbwertzeit und schnell-
ste Senkung der Oberflichenspannung in dynamischen Zyklen. Die Kompressibi-
litdt und Stabilitit (Desorption) waren zu den anderen Surfactants vergleichbar
niedrig. BLES (Alveofact) zeigte lediglich eine linger dauernde Adsorption und
gering hohere Kompressibilitit. KS (Exosurf) erreichte ebenfalls niedrige Oberfli-
chenspannungen, aber adsorbierte langsamer und zeigte eine entsprechend hohe
Oberflichenspannung in dynamischen Zyklen. DPPC wies eine vergleichbar nied-
rige Oberflichenspannung und Kompressibilitit auf, adsorbierte aber deutlich
langsamer (vgl. Abb. 35, S. 104).

Da die untersuchten Surfactants den dargestellten Eigenschaften nur teilweise
geniigten und deren Gewichtung unbekannt ist, konnen diese Ergebnisse nur
wenig zu einer Beurteilung der vermuteten klinischen Wirksamkeit beitragen.
Nichtsdestoweniger entsprechen die vorgestellten MeBwerte bekannten Ergebnis-
sen bei kiinstlichen Surfactants [17, 43, 94]. Die unterschiedlichen Oberflichen-
aktivititen der hier untersuchten Surfactants konnen dabei durch die verschiede-
nen Zusammensetzungen erklirt werden, da die Phospholipidkonzentrationen
standardisiert wurden.

Alveofact enthielt als einziger der getesteten Surfactants SP-B und SP-C und
zeigte hervorstehende Eigenschaften in der Adsorption: Schnellster (Halbwert-
zeit) Einbau der groflten Menge oberflichenaktiven Materials (niedrigste Ober-
flichenspannung) in die Grenzfliche. Diese Ergebnisse entsprechen der beobach-
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teten Wirkung von SP-B auf gemischte Phospholipid-Filme (Kap. 4.1.1, S. 16).
Alveofact zeigte eine dhnlich hohe biophysikalische Oberflichenaktivitit auch im
Pulsierende-Blase-Surfactometer [106].

Exosurf beinhaltete Tyloxapol als Spreitungsvermittler fir die Hauptkomponente
DPPC. Tyloxapol sollte eine schnellere Adsorption gegeniiber reinem DPPC-
Surfactant bewirken, die hier auch wihrend dynamischer Zyklen auftrat (kleine
Spanne der Oberflichenspannung). Die Oberflichenaktivitit von DPPC mit und
ohne Hexadecanol war in anderen Experimenten nicht zu unterscheiden [43].
Hexadecanol ist dabei oberflichenaktiv, weil es wie DPPC wasserunloslich ist und
sich aufgrund der niedrigen Dichte (0.98 gml™) in der Wasser-Luft-Grenzflache
anreichert [21]. Ein Nachteil dieser Zusitze in Exosurf in Hinsicht auf die gemes-
sene biophysikalische Oberflichenaktivitit ist die auch von anderen beobachtete
Beeintrichtigung der Stabilitit der Grenzfliche bei niedriger Oberflichen-
spannung (vgl. Abb. 23, S. 67) [8] und der Kompressibilitit (vgl. Abb. 35, S. 104).
Obwohl die untersuchten kiinstlichen Surfactants wie dargelegt mit Hilfe des
Captive-Bubble—Surfactometer qualifiziert werden konnen, ist ein erfolgreicher
therapeutischer Einsatz wahrscheinlich von zahlreichen weniger gut melibaren
und intraindividuellen Einfliissen abhingig [17, 45, 107].

Es ist auch weiterhin nicht unumstritten, dal} das Captive-Bubble—Surfactometer
bei diesen pulmonalen Surfactants grundsitzlich die Oberflichenspannung gemal}
physikalisch-chemischer Definition mif}t, da diese Multischichten bilden und
kinetische Energie enthalten konnen. Solche MelBwerte wurden pragmatisch als
'contractile force' [11] oder 'effektive Oberflichenspannung' bezeichnet, um so
auch gemessene Werte unterhalb der Gleichgewichts-Oberflichenspannung im
Verlauf der Isothermen abbilden zu konnen. Die hier vorgestellten Messungen
werden durchgingig als Oberflichenspannung bezeichnet, weil theoretische Be-
rechnungen und wiederholte Messungen pulmonaler Surfactants gegen unter-
schiedliche Oberflichen (Luft, Alkyle, Fluorocarbone) MelSwerte unterhalb der
Gleichgewichts-Oberflichenspannung bestitigten [97, 103, 122].

Es ist allerdings nachgewiesen, dal das oberflichenaktive Material in Versuchen
mit dem Captive-Bubble-Surfactometer tatsichlich solche Multischichten in der
Nachbarschaft der Oberfliche bilden kann, die auch die Oberflichenspannung
der Luftblase beeinflussen konnen [99]. Moglicherweise wird das Captive-
Bubble—Surfactometer dadurch noch eher der Situation in vivo gerecht als andere
MeRinstrumente, denn der pulmonale Surfactant bedeckt die Alveolen tatsichlich
vollstandig, kontinuierlich und in jeder Atemlage [14] mit Multischichten [102,
127]. Wihrend der Atemzyklen beruht die physiologische Stabilitit der Alveolen
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auf der verinderlichen Oberflichenspannung (Kap. 4.2). Der Bezug der darge-
stellten MefBtechniken des Captive-Bubble—-Surfactometers zu alveoldren Vorgin-
gen besteht weiterhin hauptsichlich in der Bestitigung und Kinetik dieser verin-
derlichen, niedrigen Oberflichenspannung.

Ein Captive-Bubble—Surfactometer wird aufgrund der vorgestellten, genau mel3-
baren und biophysikalisch relevanten Parameter als die derzeit beste in vitro—
MeRtechnik zur Charakterisierung von pulmonalem Surfactant angesehen [84].
Diese Meltechnik ermoglicht die Untersuchung sowohl von therapeutischen
('exogenen') Surfactants als auch von Surfactant-Proben, die beispielsweise durch
bronchoalveolire Lavage gewonnen wurden. Dabei konnte bei Patienten eine
gestorte Surfactant-Funktion wihrend einer Lungenerkrankung moglicherweise
genauer definiert und verfolgt werden. Diese Meftechnik konnte andererseits
auch die Wirksamkeit pharmazeutischer Surfactant-Priaparate nachweisen und die
bisher notwendigen, chargenweisen Qualititskontrollen mit Versuchsreihen an
unreif geborenen Tieren durch in vitro-Untersuchungen ersetzen.

Diese abschliefende Beurteilung zeigte die wesentlichen technischen Vorteile,
MeR- und Auswertmoglichkeiten, Versuchsinterpretationen und experimentellen
Bedeutungen des Captive-Bubble—Surfactometers, nachdem dieses MeRinstru-
ment im Rahmen dieser Arbeit zur Untersuchung von Iéslichem, unléslichen und
natiirlichen Surfactants aufgebaut und eingesetzt wurde.
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10 Zusammenfassung und Ausblick

Die biophysikalische Oberflichenaktivitidt von pulmonalen Surfactants konnte mit
den bisher zur Verfiigung stehenden Methoden nur unter beschrinkten Bedin-
gungen und mit Artefakten getestet werden. Mit herkdmmlichen Blasenmethoden
konnten orientierende Untersuchungen an kleinen, gekriimmten Oberflichen
unter vollig statischen oder dynamischen Bedingungen durchgefiihrt werden, aber
erst das Captive-Bubble—Surfactometer, eine neuere Blasenmethode, die unbeein-
trachtigte Oberflichen untersucht, ermoglichte es, biophysikalisch relevante Ober-
flicheneigenschaften sicher zu analysieren.

Mit diesem im Rahmen der vorliegenden Arbeit aufgebauten und eingesetzten
Instrument konnte die Oberflichenspannung loslicher Surfactants mit grofler
Genauigkeit bestimmt werden. Ferner liefen sich biologisch charakteristische
Surfactants mit Hilfe dieses MeRgerites hinsichtlich ihrer Oberflichenaktivitit
voneinander differenzieren. Sie zeigten unterschiedliche Adsorptionskinetiken,
Kompressibilititen sowie Oberflichenspannungen im Verlauf von quasi-statischen
und dynamischen Kompressions-Expansions-Zyklen.

Der erhohte methodische Aufwand gegeniiber einigen Methoden zur Messung der
Oberflichenaktivitit wird durch die bessere Aussagekraft fur biophysikalische
Oberflicheneigenschaften gerechtfertigt. Eine geringere maximale Genauigkeit im
Vergleich zu statischen Methoden tritt hinter die hohe Praktikabilitit der dynami-
schen Untersuchung von metastabilen Zustinden mit minimaler Oberflichen-
spannung zuriick. Der tatsichliche molekulare Aufbau der Grenzfliche 1aft sich
allerdings auch mit dem Captive-Bubble—Surfactometers nicht kliren. Ein Einsatz
dieser MelSmethode in einer Routine-Testung konnte auch zum besseren Ver-
stindnis von Surfactant-Funktionsstorungen bei bestimmten Patienten und zur
Vermeidung von Tierversuchen mit therapeutischen Surfactants beitragen.
Nachdem Pattle 1957 auf einfachste Weise eine Oberflichenspannung von weni-
ger als 1 mNm™' durch Untersuchung von Lavagen ermittelte und die Herkunft
und wesentliche Bedeutung des schiumenden Materials aus der Lunge fiir die
Stabilitdt der gasaustauschenden Fliche erkannte, ist das Captive-Bubble—Surfac-
tometer heute eine fortgeschrittene Methode, deren Untersuchungsmoglichkeiten
noch auszuschépfen sind.
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14 Abkiirzungen
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Y(min, max)
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DPPC
E

k(a)
KG
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n
P
PC
PE
PG
PI
PL
PS
RLL

spezifisches Gewicht
Oberflichenspannung

Oberfliche

Boviner Lipid-Extraktions-Surfactant
Konzentration
L-o-Dipalmitoylphosphatidylcholin (Lecithin)
Proteinkonzentration

Fettsduren

Hysterese

Kompressibilitit (bei a mNm™)
Korpergewicht

Kiinstlicher Surfactant
Feuchtgewicht

Anzahl

Phosphatkonzentration
Phosphatidylcholin
Phosphatidylethanolamin
Phosphatidylglycerin
Phosphatidylinositol
Phospholipidkonzentration
Phosphatidylserin

Lavagen von Rattenlungen nach Silica-induzierter Schiadigung

SP-A/B/C Surfactant-Protein A/B/C

t

ty,

\Y

Z

Zeit
Halbwertzeit
Volumen

Zykluszahl
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