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1. Einleitung

1.1 Aufbau der Saugetierlunge

Das Korpergewicht landlebender S&ugetiere reichh wwenigen Gramm bei der
Etruskerspitzmaus bis zu mehreren Tonnen beim fkfia Die Lungen landlebender
Sé&ugetiere haben trotz dieser groRen SpannweitsaaTs Potenzen im Kdrpergewicht einen
ahnlichen Aufbau. Der Luftweg fihrt Gber Nase undnd/Maul in die Trachea, die mit
Knorpelspangen aufgespannt ist. Von dort an folgr dufbau einem dichotomen
Teilungsmuster, das mit der Teilung der Tracheawei Hauptbronchien, anders gesagt den
Bronchien erster Generation, beginnt (Weibel u. @&pml962). Dieses dichotome
Teilungsmuster setzt sich ber etwa 23 Generatidogn In diesem Verlauf teilen sich
Bronchien in terminale Bronchiolen auf, die nunnieglei Knorpelanteile mehr aufweisen. Ab
der 15. Generation treten erste alveolendhnlichesackungen auf (Weibel 2009). Die
Bronchiolen teilen sich dann in Ductus alveolaraed diese schlie3lich, in der 15. bis 23.
Generation, in die fast spharischen Alveolen (WeibeGomez 1962, Mercer et al. 1987,
Weibel 2009). Die menschliche Lunge verfligt Ubectschnittlich 480 Mio. Alveolen (Ochs
et al. 2004a), die traubenférmig angeordnet sind m Lichtmikroskop einer Honigwabe
gleichen. Ihre Oberflache misst in der menschlichenge etwa 130 m2 (Weibel u. Gomez
1962, Ochs 2006, Weibel 2009). Diese Oberflachedist Gasaustauschflache fir den
eingeatmeten Sauerstoff und den im Blut transptetie CQ. Unter ihr verlauft ein
engmaschiges Netz von ca. 280 Mrd. kleiner Kagidgmente (Weibel u. Gomez 1962),
durch die der vom Blut aufgenommene Sauerstofienvénae pulmonales und dariiber zum
Herzen gelangt, von wo aus er dem Korperkreislagefiihrt wird. Die Kapillaren verlaufen
innerhalb des Septums zwischen zwei Alveolen umdl siomit von beiden Seiten dem
Gasaustausch zugénglich (Weibel 2009). Die LuftBichranke, die die Diffusionsbarriere
fur den Sauerstoff darstellt, wird durch drei anégider liegende Schichten gebildet: Durch
sehr flache, weit auslaufende Zellen, Alveolaregitbllen des Typs | (AE1-Zellen), ein
schwach ausgebildetes Interstitium und das Endodeel Kapillaren. Zusatzlich wurde
festgestellt, dass das in den Kapillaren befindlicBlutplasma der Diffusionsbarriere
hinzugerechnet werden muss (Weibel 1993, WeibeRRO0Mre Dicke variiert unter den
Sé&ugetieren zwischen einigen hundert Nanometerrwbiigen Mikrometern (Gehr et al.
1978, Maina u. West 2005, Weibel 1993). Die alvenl®berflache wird in den Lungen
landlebender S&augetiere zu 96% von den AE1-Zellehau 4% von Alveolarepithelzellen
Typ Il (AE2-Zellen) gebildet (Castranova et al. 89&Villiams 2003). Diese Oberflache ist

von verschiedenen Zellen wie Makrophagen besi¢dbb. 2.2).



Die Struktur der Saugetierlunge muss in ihrem Aufbien mechanischen Belastungen der
Ein- und Ausatmung standhalten (Mead 1961) undlgisiitig optimale Bedingungen fir den
Gasaustausch bieten (Maina u. West 2005). Die Lwigkumgeben von einer feinen Haut,
der Pleura visceralis. Zwischen dieser und derrBlparietalis, welche die innere Brustwand
auskleidet, befindet sich ein Spalt, der beim Maerscmit wenigen Millilitern serdser
Flussigkeit gefillt ist. Die beiden Blatter werdéhber die Adhasionskrafte der Flissigkeit
zusammengehalten, sind dabei aber frei verschiebBei der Einatmung wird mittels
Muskelarbeit des Zwerchfells und der Interkostalkulestur der Brustkorb verbreitert. Da die
beiden Pleurae adhéasiv miteinander verbunden swird, damit auch die Lunge gedehnt.
Durch diese Volumenzunahme entsteht ein Unterdruok extrakorporalen AufRenwelt,
wodurch schlieBlich Luft einstrémen kann. Die Ausabg hingegen findet passiv statt: Die
Lunge verfiigt im schwach ausgebildeten Interstifigiass auch fir die Stabilitat der Lunge
verantwortlich ist, Uber elastische Fasern. Durighelastische Ruckstellkraft dieser Fasern
wird, sobald sich die Einatemmuskeln entspannenl.dnge zusammengezogen und die Luft
stromt aus (Ochs u. Weibel 2008). Dartiber hinawgiésLunge ein Organ, dass zu jeder Zeit
der AuRenwelt exponiert ist und muss deshalb nmerai ausgekliigelten Abwehrsystem
gegen Pathogene wie Mikroorganismen oder toxisclubst@nzen ausgestattet sein
(Bienenstock 1984). Aufgrund ihrer sphéarischen Forbesitzen Alveolen eine
Oberflachenspannung (Clements et al. 1958), digelder Ausatmung zu einem Kollaps der
Alveolen und langerfristig zu Atelektasen fihrenrdgi (Neergard 1929). Deshalb besitzt die
Lunge ein System von AE2-Zellen, deren Hauptfumktiom der Produktion eines
oberflachenaktiven Agens (Mason u. Shannon 199i&s€r1999) aus Phospholipiden und
Proteinen, dem Surfactant, besteht, welches in ldege ist, durch Reduktion der
Oberflachenspannung den Kollaps zu verhindern @Redth u. Zimmermann 1973).

In Bezug auf ihre Funktion als Gasaustauscher sjnantitative Informationen auf die
strukturellen Zusammenhange der Lunge von besomdeisteresse. Anatomische
beziehungsweise morphometrische Parameter sind Ldagenvolumen, die alveolare
Oberflache, die Dicke der Diffusionsbarriere und Werteilung und Morphologie der Zellen,
die am Aufbau der Oberflache und Barriere beteibgtd. Interessante physiologische
Parameter sind die Atemfrequenzen und die Diffusiapazitat fur Sauerstoff (im Abschnitt
Diskussion, Seitel6-48 erlautert), die von den morphologischen Esgbaften der Lunge
abhéngen. Um Beziehungen zwischen Struktur und tfamkbesser darzustellen und
Vergleiche zwischen Spezies zu erlauben, solltboteEme Parameter mit einem weiteren,
uniform gewahlten Vergleichspunkt in Beziehung ghtstverden. Hierbei bietet sich das

Kdrpergewicht an.



1.2 Allometrie

Taylor und Weibel (1981) stellten die Hypothese, aldss lebende Organismen sinnvoll
konstruiert seien, d.h. dass Form und Funktionse@eyans oder Organsystems in Beziehung
zueinander stehen und den physiologischen Bed&enisder Spezies gemaR ihres
Energiebedarfs, Lebensraums und ihrer Lebensunest@amgepasst sind. Diese Theorie
nannten sie ,Symmorphosis* (vgl. Weibel 2000). BieBegriff schlie3t drei Punkte ein. Der
strukturelle Aufbau ist 1.) ein begrenzender Fakiier maximalen physiologischen Parameter
2.) optimiert an die jeweiligen Lebensbedingungenter denen der Organismus seine
Funktion aufrechterhalt und 3.) anpassungsféahigietm &ndernde Lebensbedingungen und —
raume (Taylor u. Weibel 1981). Bestatigung dieser Bunkte findet sich bei einem Blick auf
einige pathophysiologische Vorgange. Zum BeispéainbLungenemphysem kommt es durch
den Verlust von Alveolen und Kapillaren zu massinschrankungen im Gasaustausch
(Coxson et al. 1999). Die alveolare Flache ist imKghrschluss also im Gesunden an den
Organismus optimal angepasst, sodass sie den fiir @eganismus bendtigten
Sauerstofftransfer gewahrleistet (Weibel 2009). eRinanderen pathophysiologischen
Mechanismus zeigt die Lungenfibrose, bei der detmehrung des normalerweise schwach
ausgebildeten Interstitiums der Alveolarsepten Diusionsbarriere verdickt wird, die
Sauerstoffdiffusion also vermindert. So kann Ubée dickere Diffusionsbarriere pro
Zeiteinheit also weniger Sauerstoff ins Blut difflieren, was in Hypoxamie und daraufhin
Atemnot mindet (Gross u. Hunninghake 2001). Als¢ @&ich die Dicke der
Diffusionsbarriere, in diesem Falle das Interstitibeim Gesunden an die Anforderungen des
Organismus angepasst (Weibel 2009). Doch ist issarg zu erwdhnen, dass die von der
Diffusionsbarriere abhangigen lungenphysiologiscRarameter, wie die Diffusionskapazitat,
bei einigen Spezies nicht nur an die Lebensbedggurangepasst sind, sondern vielmehr
Reserven aufweisen, die die schnelle Adaptatiogeiimderte Bedingungen erlauben (siehe
Diskussion S. 47f).

Die Beziehungen von Form und Funktion zeichnen sichllometrischen Beziehungen ab.
Die Allometrie stellt also eine Methode der Analydar, die strukturelle oder funktionelle
Parameter gegen das Korpergewicht der untersu@ubjekte aufstellt. Mathematisch wird

diese Beziehung als
y = aM
ausgedriickt, wobei sich die Werte farund b empirisch ergeben haben (Lindstedt u.

Schaeffer 2002). Der Expondnist bei logarithmischer Skalierung die Steigung@eraden,
die aus dieser Funktion entsteht.



In Bezug auf die Lungen von Saugetieren wurden rschiele allometrische Beziehungen

untersucht. So stellte man Lungenvolumina [LV],eallre Oberflache [S(alv)], den unter
Belastung maximalen SauerstoffverbraudrbM, die Sauerstoffdiffusionskapazitat der
Lunge [Do,] und viele weitere Parameter in Beziehung zum Kdgpwicht (Stahl 1967,

Gehr et al. 1981, Taylor u. Weibel 1981, Weibel 2,9Weibel et al. 1981, Weibel et al.
1987). Ein Beispiel dafir ist die Atemfrequenz, diesgedriickt miM™Y* bei kleinen Tieren
héher ist als bei groBen (Stahl 1967). Stone e(1892) untersuchten die allometrische
Beziehung von Lungenzellen. Sie zeigten, dass dieslAl an Zellen zum Kérpergewicht mit
dem Exponentefb = 1 steigt, d.h. zum Kdrpergewicht proportional. Deedergebnis lasst
darauf schlieRen, dass die GroBenzunahme des ObgagsdlReren Spezies lediglich durch
mehr Zellen, nicht aber durch vergréerte Zellestamde kommt. Damit kann man die These
aufstellen, dass ZellgroRen eher durch ihre Funktads durch die GroRRe der sie
beherbergenden Spezies/des Organs bestimmt wiodg&it al. 1992). In Bezug auf die in
der hier vorliegenden Studie untersuchten AE2-Aedlellen sich nun zwei Fragen. 1.) Steigt
die Anzahl der AE2-Zellen ebenfalls proportionahziorpergewicht? Besteht also eine
allometrische Beziehung in der WeiséM2.) Existieren systematische GroRenunterschiede
zwischen den AE2-Zellen verschiedener Spezies?

1.3 Alveolarepithelzellen Typ Il

AE2-Zellen sind kuboide, im Durchmesser etwa 9 pessende Zellen (Holm et al. 1987),
die 16% der Gesamtzahl alveolarer Zellen ausmadi@apo et al. 1982) und deren
Charakteristikum spezielle Organellen, die Lamddteper (Lb) sind (Ochs 2010, Stone et al.
1992), welche das oberflachenaktive Agens Surfacaeichern (Mason et al. 1997, Griese
1999) in dicht gepackten Lamellen (Abb. 3.8), wekhwie zuvor erwahnt, effizient die
Oberflachenspannung herabsetzen k@weifenrath u. Zimmermann 1973). In der alveolaren
Umgebung des Menschen befinden sich etwa doppeltes® AE2-Zellen wie AE1-Zellen
und machen ~7% der alveolaren Oberflache aus (Stbak 1992, Crapo et al. 1982). AE2-
Zellen erfillen neben ihrer Hauptfunktion, Surfattazu synthetisieren, zu speichern, zu
sezernieren und nach Wiederaufnahme zu recycelatl(R005, Ryan 1975, Fehrenbach
2001) einige weitere wichtige Aufgaben (Castraneval. 1988). So zeigte sich, dass AE2-
Zellen befahigt sind, lonen und Wasser aus denokiven Raum zu transportieren und damit
Odemen vorzubeugen oder zu minimieren (Mason €192, Castranova et al. 1988). Als
weitere Funktion der AE2-Zelle ist der Abbau voremdstoffen anzusehen. Dazu sind
Enzyme der P450-Klasse im Stande, die in AE2-Zallechgewiesen werden konnten (Jones

et al. 1983, Devereux et al. 1979). Sie sind wheiterelativ resistent gegentiber oxidativem
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Stress durch Sauerstoffradikale (Cross 1974, Cedapd. 1980). Man sah, dass sie im Falle
von Schéden an AE1l-Zellen durch oxidativen oder hapischen Stress zu AE1-Zellen
proliferieren (Adamson u Bowden 1974, Wiliams 2p0OBiese Eigenschaft ist nétig, da
AE1-Zellen nicht in der Lage sind, sich zu teilemdumit der extremen Ausbreitung ihres
Zytoplasmas — jede Zelle stellt rund 5000 pum?2 dimeo Oberflache - eine grofl3e
Angriffsflache fir Schaden bietet (Weibel 2009). B&a2-Zellen durch Teilung sowohl ihre
eigene Zelllinie, als auch die der AE1-Zellen acifiterhalten, sind sie fir den Zellumsatz des
gesamten Alveolarepithels verantwortlich (Edwar@91). Zusammenfassend hat die AE2-
Zelle also vier Funktionen: 1.) Den Surfactantmelisimus 2.) Transport von Wasser aus
dem alveolaren Raum 3.) Verstoffwechselung von Bstaffen 4.) Die Regeneration des
Lungenepithels (Castranova et al. 1988). All diesektionen kdnnten erklaren, warum Stone
et al. (1992) keine allometrische Beziehung zwiscter alveoléren Flache pro AE2-Zelle
und dem Korpergewicht fanden. Die Werte schwanktgischen 2.000 und 6.000 pm?2 pro
AE2-Zelle. Dabei zeigten sowohl der Mensch als adeh Meerschweinchen Werte um 2.000
um?, was die fehlende Beziehung der alveolarenhElgzo AE2-Zelle zum Kdrpergewicht
deutlich macht. In der Theorie verhdlt es sich amerdass gréRere Tiere mit vermutlich
groRBeren Alveolen nach dem Gesetz von LaPlaceldémeere Oberflachenspannung haben
und damit weniger Surfactant bendtigen wirden, atesMetabolismus eben die
Hauptfunktion der AE2-Zelle ist. Also sollte eineringere Zahl an AE2-Zellen pro Einheit
alveolarer Oberflache in den groRBeren Tieren aaffatr sein (Stone et al. 1992). Doch die
Surfactantproduktion ist eben nur eine von mehrefemktion der AE2-Zelle, sodass
angenommen werden darf, dass ihre Anzahl pro Birgdhetolarer Flache nicht alleine von
ihrer Funktion als Surfactantproduzenten abhangidi#zieren und speichern kleinere Tiere

in ihren AE2-Zellen also mehr Surfactant als groizze?

1.4 Surfactant

C. C. Macklin beschrieb 1954 als Erster, dass Hieokire Oberflache mit einem dinnen,
.mukosen” Film Gberzogen ist. Er vermutete, dasseli Film aus dem Inhalt der Lb in AE2-
Zellen stammt, was spater von Askin u. Kuhn (197d3tatigt wurde. Es konnte beobachtet
werden, dass Surfactant aus den Lb mittels regetidfxozytose in den alveolaren Raum
sezerniert wird (Ryan et al. 1975). Als starksthysiologischer Stimulus wurde dafir die
Zelldehnung unter der Atmung identifiziert (Edwar@901). Wenige Jahre nach der
Erstbeschreibung des Surfactant wurde anhand voonchoalveoldrer Lavage-
Untersuchungen (BAL) verschiedener Sé&ugetierspezieistels Infrarot-Absorbtions-

Spektroskopie gezeigt, dass der Hauptbestandteidam Phosphatidylcholin Lecithin, also

5



Phospholipiden bestand (Pattle u. Thomas 1961)ieBtich stand fest, dass Surfactant aus
Nicht-Serum-Proteinen, Phospholipiden und neutralepiden besteht (Reifenrath u.
Zimmermann 1973). Kurze Zeit spater konnte man &eloten, dass der Hauptbestandteil der
Lipide Palmitoyl-Phosphatidylcholin war (SandersbLongmore 1975). Heutiger Stand ist,
dass die gréRten Anteile der Lipidzusammensetzumy Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin
(DPPC), Palmitoylmyristoyl-PC (PMPC) und Palmitaglimitoleoyl-PC (PPPC) gebildet
werden (Bernhard et al. 2001). Die mit Abstand tgdraktion bildet dabei das DPPC. Bei
37° C Korpertemperatur ist es in kristallinem ZastaDurch Interaktionen mit ungesattigten
Phosholipiden und Cholesterin wird es jedoch flijisgiomit es seine Funktion erfiillen kann
(Daniels u. Orgreig 2003). Hauptfunktion des DPBCdie des Surfactants im Allgemeinen,
und zwar das Herabsetzen der in den Alveolen Hegrgten Oberflachenspannung. Dies
geschieht, wenn DPPC im Zuge der Atmung und damit \derkleinerung der Alveolen
komprimiert wird und dadurch Wassermolekiile aus ddweolus herauspresst (Schirch et
al. 1978, Daniels u. Orgreig 2003).

Weiterer Bestandteil des Surfactants sind Apoliptgine, die Surfactant Proteine (SP) A, B,
C und D. Die Surfactant Proteine A und D (SP-A,[3HPsind hydrophil und werden auf
einem von der Lb-Exozytose autonomen Weg sezeritrtHauptfunktion wird beiden die
Abwehr von Erregern und Allergenen zugesprochenbeiv&P-A fur die Funktion des
Surfactants und SP-D fir dessen Homdostase wizhtggin scheinen (Haagsman 1998, Reid
1998, Ochs 2010, Malhotra et al. 1993, Wang el @6). Die Surfactant Proteine B & C
(SP-B, SP-C) sind hydrophob. Sie befinden sich ém &urfactant-speichernden Lb und
werden mit deren Inhalt zeitgleich sezerniert (DietHaller 2005, Dietl et al. 2010). lhre
Funktion besteht in der Ausbildung und Stabilisigru eines oberflachenaktiven
Surfactantfilms durch Interaktion mit den LipideBachrane u. Revak 199Qanbar et al.
1996). Alle Proteine zusammen machen in dem aus-Bliksigkeit gewonnenen Surfactant
10% des Gesamtgewichts aus (Goerke 1998). Diestidtusnigen machen klar, dass es ein
intrazellular, in Lb gespeichertes Surfactantvorkoen und das sezernierte, intraalveolare
Surfactant gibt, die voneinander unterschieden ererthiissen (Fehrenbach 2001, Ochs
2010).

Bisher gibt es nur wenige Daten zur Menge des Stanfiés in der Lunge. Es wurde gezeigt,
dass die bendtigte Surfactantmenge eine FunktienQieotienten aus Atemzugvolumen zu
funktionaler Residualkapizat, des Radius der Algekiimmung und der Compliance der
Brustwand ist, sodass aus sinkendem Verhéltnis Atasnzuvolumen und funktioneller

Residualkapazitat ein niedrigerer Bedarf an Suafetatesultiert (Stone et al. 1992). Dies wirft



die Frage auf, ob die Menge an Surfactant auch aoderen Parametern, wie der

Atemfrequenz, der alveolaren Oberflache oder demp&@ewicht abhangt.

1.5 Studienziel
Anhand der vorangegangenen Ausfilhrungen geht hedams nur wenig bekannt ist iber
allometrische Beziehungen des Surfactants der Lufgnn die Anzahl der Lungenzellen
mit dem Korpergewicht proportional steigt (Stoneakt1992), trifft das dann auch auf die
Fraktion der AE2-Zellen zu? Wenn die Hauptfunkteser Zellen die Surfactantproduktion
ist, welches die Oberflaichenspannung innerhalb Aleeolen senkt, brauchen kleinere
Spezies, die vermutlich kleinere Alveolen besitzemghr Surfactant-produzierende Zellen
oder schafft es die gleiche Anzahl an Zellen, m@arfactant zu produzieren? Haben sie
deshalb groRere Volumina? Wenn der Quotient vonmétgyvolumen zu funktioneller
Residualkapazitat die bendtigte Menge an intraddwea Surfactant beeinflusst (Stone et al.
1992) und die Einatmung der starkste Stimulus férSlirfactantsekretion ist, bestehen dann
auch Zusammenhénge zwischen der Atemfrequenz un8uttactantmenge? Sprich, erhdht
eine hohe Atemfrequenz eines kleinen S&ugers desmaiveolaren Surfactantumsatz durch
die erhdhte Haufigkeit der Dehnung des Films undhhdamit einen groReren intrazelluldaren
Vorrat nétig? Ist die Surfactantproduktion an diévealdre Oberflache gemalR der
~Symmorphosis* angepasst? Finden sich allometrisBbeiehungen, die einen Vergleich
zwischen verschiedenen Saugetierspezies ermogicbése Studie untersucht 12 Spezies
unterschiedlicher Gewichtsklassen unter Landsaegeti allometrisch hinsichtlich ihres
pulmonalen intrazellularen Surfactantsystems. DigeBnisse sollen Aussagen ermdglichen
Uber
1.) Die Zusammenhange von Grof3e und Anzahl der Alvepitrelzellen des Typs Il in
Bezug auf das Korpergewicht, die alveolare Oben#dand die Atemfrequenz der
jeweiligen Spezies.
2.) Die Zusammenhange des intrazellularen Surfactakbwomens mit dem
Kdrpergewicht, der alveoldren Oberflache und deemfftequenz der jeweiligen
Spezies.



2. Material und Methoden

2.1 Menschliche Lungen und Tierlungen

Diese Studie wurde an Archivmaterial des Institfits Anatomie der Universitat Bern
durchgefiihrt, das freundlicherweise von Prof. emvall R. Weibel zur Verfligung gestellt
wurde.

Diese Studie untersuchte 12 verschiedene Spezées) threm Korpergewicht Unterschiede
von bis zu finf Potenzen aufwiesen. Namentlich ssdEtruskerspitzmaus, Maus, Ratte,
Meerschweinchen, Kaninchen, Hund, Ziege, MenscimédaGiraffe, Rind und Pferd. Da alle
untersuchten Lungen schon einmal Teil einer Untdmsng waren, wurde die Nutzung der
Tiere und ihrer Organe schon vorher einer bioetl@sBeurteilung unterzogen und von einer
entsprechenden Kommission genehmigt. Die Herkumdt die genauen Fixiermethoden sind
den Verdffentlichungen dieser Untersuchungen zwetmhen (Tabelle 1). Im Falle der
menschlichen Lungen wurde die Nutzung in der Stwthe Gehr et al. (1978) durch den
Ethikrat der Universitatsklinik Bern genehmigt.

Es wurden ausschlie3lich adulte Tiere verwendetas® die untersuchten Lungen als gereift
anzusehen sind (Weibel 1967). Im Allgemeinen wurden Tiere vor der Fixierung der
Lunge uber intravendse Zufuhr eines geeignetendtitkns in Riickenlage (Constantinopol
et al. 1989, Hsia et al. 1994, Forrest u. Weibél519Veibel et al. 1987) in tiefe Narkose
versetzt oder schmerzlos getotet (Gehr et al. 198&)Rere Tiere wurden zusatzlich mittels
Curare relaxiert (Weibel 1970). Die Lungen der $gezZtruskerspitzmaus, Maus, Ratte,
Meerschweinchen, Hund, Kamel, Giraffe, Rind undréPfeurden anschlieBend alle mittels
der gleichen Technik fixiert. Zunéchst wurde diedfrea operativ freigelegt und kandliert.
AnschlieRend wurde in Folge einer medianen Lapar@adie Brustbeinspitze angehoben
und das Zwerchfell zweimal punktiert, um ein Kolkdlen der Lunge hervorzurufen. Das
hatte zur Folge, dass der GroRteil der Luft setéistig entweichen konnte. SchlieRlich wurde
ein Behalter mit Fixiermittel an die Trachealkanélggeschlossen, sodass Fixiermittel in die
Lunge flieRen konnte. Das hier verwendete Fixigehitvar mit Kaliumphosphat auf pH7,4
gepufferter 2,5%iger Glutaraldehyd. Abhéngig von @edRe des Tieres wurden Driicke von
20-30 cm HO oberhalb der Brust angewandt. Sobald die Lunged-ixiermittel gefillt war,
wurde die Trachea abgebunden und die Lunge opénatoto entnommen und in gepufferte
Glutaraldehydlésung eingelegt (Weibel 1970). Diegen der Ziegen wurden aufgrund eines
unterschiedlichen Versuchsaufbaus der vorangegengetntersuchung in leicht
abweichender Technik, namlich mitsamt dem Mediastinentnommen (Weibel et al. 1987).

Die menschlichen Lungen entstammen einem Zeitraom1971 und 1976. Bis auf einen
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Herzstillstand, der im Rahmen eines kongenitaleretdblers auftrat, starben alle Patienten
an Hirnschéden in Folge von Schusswunden, Vekelursata oder Hirnblutungen (Gehr et
al. 1978). Gemal den derzeitigen Bestimmungen wudde Patienten durch Nummerierung
unkenntlich gemacht. Die Lungen wurden wie folgttnemmen. 30 Minuten nach
Todesfeststellung brachte man beide Lungen durdaliaagilléare Inzisionen (je 1 inch 2,5
cm) im vierten Interkostalraum zum kollabieren. AnseRend wurden die Lungen Uber die
vorbestehende, intensivmedizinisch angelegte, bkek Tracheotomie mit oben genannter
Fixierlosung instilliert und die Trachea geblodkinige Stunden danach wurden die Lungen
im Rahmen der Autopsie entnommen, wobei auch jewdé rechte von der linken Lunge
getrennt wurde (Gehr et al. 1978). Von den achigem die die Arbeit von Gehr et al. (1978)
umfassen, wurden zuféllig fiinf ausgewahlt. Das Refevolumen aller Lungen wurde mit
der Wasserverdrangungsvolumetrie ermittelt (Sch&#l@0). Das hier ermittelte VVolumen
wurde mit 0.85 multipliziert, in etwa jenem Antéd80-90%), den der parenchymattse Anteil
der Lunge vom Gesamtvolumen ausmacht (Pinkertah €092). Denn schlie3lich betraf die
hier stattfindende Untersuchung die AE2-Zellen,aelsich im Parenchym finden.

Fir die elektronenmikroskopische Verwendung wardie nach einem bestimmten System
gewonnenen Praparate nach Standardschema aufbefeitebesagtes System wird weiter
unten in der RubrikStereologie eingegangen. Zunachst wurden die als Gewebebltcke
entnommenen Préparate mehrfach und fir mindesteesStunden gewaschen. Die hierfur
verwendeten Losungen waren mittels Gefrierpunktosatioe auf 330 mOsm (Blutisotonie)
eingestellt worden. Danach begann die Postfixieinritfoigem Osmiumtetroxid, auf das die
Kontrastanreicherung mit 2%igem Uranylacetat fqlgtas zur verbesserten Wirkung mit
Veronal-Acetat auf pH4,5 gepuffert wurde (FarquhaPalade 1965). AnschlieRend fand die
Dehydrierung in aufsteigenden alkoholischen Losongett, wobei die Startldsung eine
Ethanol-Konzentration von 70% aufwies. Bevor dial€ttung in Epon 812 begann, wurden
die Blocke in Propylenoxid eingelegt, um eine geetg Infiltrationsféhigkeit fur Epon zu
schaffen (Weibel 1970).

2.2 Stereologie

Die Stereologie bietet eine Anzahl effizienter Methqdgenaue morphometrische Aussagen
Uiber dreidimensionale, unregelmafige Strukturee, 2um Beispiel Alveolen oder Zellen,

durch zweidimensionale Schnitte zu erhalten (reeib# et al. 2007, Weibel 2009, rev. in

Nyengaard u. Gundersen 2006). Im Folgenden wird dief stereologischen Verfahren

eingegangen, die in dieser Arbeit Anwendung faniféichtiger Bestandteil der Stereologie

ist die Randomisierung. Dieser Regel wurde zundRleshnung getragen, indem die Proben
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der Lungen nach dem Schema des ,stratified sanfpliegonnen wurden (rev. in Nyengaard
u. Gundersen 2006). Dieses Schema bedeutet, dageder Tierlunge zunachst per Zufall
jeweils drei Lungenlappen ausgewahlt wurden. AugRlich aus den parenchymatdsen
Anteilen der Lungenlappen wurde dann zuféllig jdsveeines der zuvor erwadhnten
Gewebeblécke von etwa 2-3 mm?3 entnommen (WeibeD19ach der Einbettung wurden
die Blocke mit einem Ultramikrotom geschnitten. §8eProzedur wurde auf gleiche oder
ahnliche Weise bei allen untersuchten Spezies aaydtwind garantierte, dass jeder Teil des
Lungenparenchyms die gleiche Chance hatte, anelysie werden. Die Methode der
Probeauswahl und die relativ geringe Anzahl von @ewebeblécken pro Tier kénnen als
ausreichend angesehen werden. Denn der Fehledudehr die Prozedur der Entnahme und
der geringen Anzahl Proben entsteht, ist aufgruedgioRen Unterschiede, die biologisch
zwischen den hier analysierten Tieren dieser Baittban Gewichtsklassen bestehen, zu
vernachlassigen (Gundersen u. Jensen 1987).

Im Folgenden wurden aufeinander folgende Semidimmitie mit jeweils 1 um Schnittdicke
von den Blocken angefertigt. Diese wurden benutat, das ,physical disector“-Verfahren
(Sterio 1984 und Seite 44 dieser Arbeit) anzuwendém jeweils ersten und vierten Schnitte
wurden zusammen auf einen Objekttrager Ubertrageinnuit Toluidinblau gefarbt. Da die
Schnittdicke mit 1 um bekannt war, war der Abstamischen den beiden Schnitten folglich
3 um (Ochs 2006). Ultradiinnschnitte fur die Elekénomikroskopie, mit Schnittdicken von
50-70 nm wurden angefertigt, die auf mit Formvazhagschichtete, unbenetzte Kupfertrager
Uibertragen und mit Uranylacetat und Bleiacetat festiert wurden. Fur die Lichtmikroskopie
wurde ein Olympus BX51 Lichtmikroskop (Olympus, Hauwmg, Deutschland) mit einer
Olympus DP72 Digitalkamera und ein Computer mit @&8T-Software (Visiopharm,
Horsholm, Danemark) verwendet. Fiur die Transmisstaktronenmikroskopie kam ein EM
906 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit einerwsican 2K charge-coupled device“-
Kamera (TRS, Moorenweis, Deutschland) zum Einsagstfelder fir die stereologische
Analyse wurden Uber ,systematic uniform random damgp (SURS) ermittelt (Gundersen u.
Jensen 1987, rev. in Nyengaard u. Gundersen 2@iéses Schema funktioniert nach
folgendem Prinzip. AuRerhalb des Préaparates windzefélliger Startpunkt gesetzt, von dem
aus mit gleich bleibender Schrittlange Sichtfeldesgewahlt werden (Abb. 2.1) (Nyengaard
u. Gundersen 2006, Miihlfeld et al. 2010).
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Abb. 2.1: Schema ,Stratified Sampling“. (1) Die * markierene dzufallig ausgewahlten
Lungenlappen. Rote Késten stehen fur Gewebebldib&en zufalligen parenchymatdsen Stellen
entnommen werden. (2) AuBerhalb des Praparates derd Startpunkt gewahlt. Dann in
Schritten der Lange m, hier m = 3, jeweils ein S&ltl ausgewahlt.

2.3 Lichtmikroskopie

- [ 4oum_|
Abb. 2.2 Menschliche Alveolen mit Alveolarepithelzellen@{ (AE1),
Typ 2 (AE2), Makrophagen (MP) und in Kapillaren ibefichen
Erythrozyten (Ery).
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Lichtmikroskopisch wurde die Oberflache des alvemikén Epithels bei einer VergrdRerung
von 40x durch folgende Methode eruiert. Ein Tes&sysvon 14 Linien (Langér = 22,18
um) wurde auf jedes Sichtfeld projiziert (Elias Hyde 1980). Diese Linien waren
symmetrisch in Reihen angeordnet. Die Enden derehinvaren Punkte, also war dieses
Testsystem ein kombiniertes Testlinien/Testpunktsten (Weibel 1970). Somit besal jedes
Testsystem neben den 14 Linien 28 Testpunkte, ufiedam Testsystem geordnet verteilt
lagen (Abb. 2.3). Dann wurden die Schnittpunkte lderen mit alveolarem Epithel Y und
die Anzahl der PunkteP}, die auf Gasaustauschgebiete fielen, ausgezbiit 2.4). Mit den
sich ergebenden Werten der Zahlung konnte die @Gisbdndichte des alveoléaren Epithels im
Parenchym der LungeSj(alv/par)] mittels der Gleichun@,(alv/par) = 2I/Lt berechnet
werden, wobei k sich auslt multipliziert mit P/2 ergibt. (Hsia et al. 2010, Weibel 1970,
Weibel 1979).

Sy(alv/par)= 2I/(I+[P/2]) (Formel 1)

Abb. 2.3: Testlinienpunktsystem mit 14 Einheitefibb. 2.4: Anwendung auf LM Bild der
alveoldaren Oberflache bei 40facher
VergroflRerung

Die Anzahl und das anzahlgewichtete mittlere Volarder AE2-Zellen wurden ebenfalls bei
40facher VergroRerung, nun aber mit Hilfe des zwrerdhntem ,,physical disectors” und des
Jrotators® ermittelt (Howard u. Reed 2005, Steri@34, Vedel-Jensen u. Gundersen 1993).
Das Prinzip des ,physical disectors” ist, dass zk@irespondierende Schnitte, daheli-,
sectoren”, die ein Objekt von Interesse beinhaltemglichen werden. Die Schnitte haben
zueinander einen bekannten Abstand, die ,disedt#dtie, die jedoch kleiner ist als die
anzunehmende GroRe des interessierten Objekts 0@0{#Howard u. Reed 2005)). Nun
werden die korrespondieren Stellen der Schniteedds Objekt zeigen, zueinander eingestellt
und gedreht (Abb. 2.5).
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Abb. 2.5: Aqunvalente Slchtfelder auf zwei Schnltten (1) rﬁield auf dem Praparat A, mit
einer AE2-Zelle im roten Kasten. (2) Nativbild déguivalenzsichtfeldes auf Praparat B. (3)
Ubereinanderlegen und Drehen der beiden Sichtie{d@Praparat B entsprechend Praparat
A angeordnet. Auch hier befindet sich die AE2-Zalheroten Kasten.

AnschlieRend werden die beiden Sichtfelder miteilearverglichen. Dies geschieht, indem
Uber beide Sichtfelder eine rechteckige Testflagedéegt wird, die aus einer line of
inclusion” (meist griin) und einer ,line of exclusio(melst rot) besteht (Abb 2. 6)

Abb. 2.6: AE2-Zellen der roten Ké&sten aus Abb. 2.5 bei 10®$acVergroRerung. (1)
Counting Frame auf Préparat A. (2) Counting FraofePadparat B. Auf (2) ist ein Nucleolus
zu sehen (Pfeil), der auf (1) nicht zu sehen ist.
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Zellen, die von der ,line of inclusion* geschnittererden, werden fir die Zahlung in Betracht
gezogen. Mit der ,line of exclusion* verhalt eshsiemgekehrt. Ein Zahlereignis ist gegeben,
wenn auf einem der zwei zu vergleichenden Sichefe&dn definiertes Merkmal zu sehen ist
und auf dem anderen nicht (Sterio DC 1984, Och§R00 dieser Studie wurden AE2-Zellen
gezahlt, wenn auf einem der Schnitte ein Nuclenlusehen war, auf dem anderen aber nicht
(rev. Mihlfeld et al. 2010) (Abb. 2.6).
An dieser Stelle bleibt zu erwéhnen, dass hieretgftde Fehler nicht in der z-Achse, jedoch
aber in der x- und y-Achse dadurch auftreten, dassLungengewebe nicht starr ist und sich
wahrend der Ubertragung auf den Objekttrager veréor kann (Nyengaard u. Gundersen
2006). Mit Hilfe der newCAST-Software konnte dies@hler minimiert werden. Nachdem
die Schnitte erst einmal grob abfotografiert warejaubte es die Software, die
korrespondierenden Stellen digital Ubereinander legen und eventuell stattgehabte
Verzerrungen des Gewebes, ebenfalls digital, alszbhgn. Somit konnte der x/y-
Achsenfehler minimiert werden. Die numerische Dicliter AE2-Zellen im Parenchym
[Nv(AE2/par)] wurde nun anhand der Formel

Nv(AE2/par)= Q/v(dis) (Formel 2)
berechnet, wobei Qdie Gesamtzahl aller gezahlten AE2-Zellen und sj(dias totale
Volumen des ,disectors” ist, welches sich aus déctie des Z&hlrahmens multipliziert mit
der ,disector‘-H6he zwischen den korrespondieren8ehnitten, in diesem Falle 3 um, und
der Anzahl der ,disectoren” ergibt. Wurde eine ellfgrund der Definition als Z&hlereignis
ausgewahlt, wurde anschlieBend ihr Volumen mit gleotator* bestimmt. Der ,Rotator" ist
ein stereologisches Verfahren, welches auf derifBeaing des Durchmessers durch den
Nucleolus und der Festlegung der Zellgrenzen irereibene basiert (Abb. 2.8). Das
arithmetische Mittel der ,Rotator“-Ergebnisse erghids anzahlgewichtete mittlere Volumen
der AE2-Zellen PN(AE2)]. Dem anzahlgewichteten Volumen liegt folgeadPrinzip
zugrunde. Die Zellen werden entsprechend ihrer Mala in Kategorien eingeteilt. So zum
Beispiel konnte man definieren: Kategorie A beitétaZellen der GroRe 0 bis < 300 um3,
Kategorie B Zellen von 300 bis < 500 umg3, usw. Mird gezahlt, wie viele Zellen jeweils in
einer Kategorie sind. Die Kategorie mit den meisZefien fallt dann bei der Ermittlung des
mittleren Volumens am starksten in&ewicht Im Gegensatz dazu steht beim
volumengewichteten mittleren Volumen im Vordergrumie grof3 das Gesamtvolumen aller
in der jeweiligen Kategorie befindlichen Zellen.io kdnnen die Rohdaten auf zwei
verschiedene Weisen bewertet werden (Abb. 2.7) @idwi. Reed 2005). Zum besseren

Verstandnis folgendes Beispiel:
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Anzahl

Zellvolumen 100 pm3200 pm3 300 pm?3 400 pm?3 500 ums3
Anzahl der Zellen 8 6 5 4 4
Gesamtvolumen der Zellen einer GroB80 1200 1500 1600 2000

anzahlgewichtetes mittleres Volumen volumengewichtetes mittleres Volumen

Gesamtvolumen der Zeller
einer GroRe

oy 20 EE ooy 100y 20um a00 e 00um S0y

Zellvolumen Zellvolumen
Abb. 2.7: Unterschied zwischen anzahlgewichtetem und volueweignteten mittleren
Volumen.Man sieht, dass bei den zwei mdglichen Wichtunggmaad derselben Rohdaten
verschiedene Diagramme entstehen.

Die Oberflachendichte des AlveolarepitheBs(glv/par)] und die numerische Dichte der Typ
II-Zellen [UN(AE2)] wurden mit dem Parenchymvolumen [V(par)] tipliziert, um die

alveolare Gesamtoberflaiche und Gesamtanzahl vonl Agllen zu erhalten (Tabelle 3).

o

Abb. 2.8: Der ,Rotator“. Eine Linie wird durch den Nucleolgezogen, die so ausgerichtet
ist, dass sie die breiteste Stelle der AE2-Zelleclizieht (rote Kreise). Von dieser Linie
gehen orthogonale Strahlen, in diesem Falle 5Dad.Schnittpunkte der Strahlen mit der
Zellmembran werden markiert (x). Aus diesen Punkigd das Volumen der Zelle ermittelt.
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2.4 Elektronenmikroskopie

Zunéchst wurden die Praparate bei einer Vergro@enon 4.646fach maanderformig
abgefahren, um beim Fund einer AE2-Zelle auf 77&®$aVergrofRerung umzuschalten und
diese zu fotografieren. Anschlieend wurde mit Bsladp ein digitalisiertes Linientestsystem
Uber die EM-Bilder gelegt. Das hier verwendete 3ystem hatte 36 Linien und folglich 72
Punkte und wurde im Folgenden benutzt, um die Veluichten der subzellularen AE2-
Zellkompartimente Lamellenkérper (Lb), Zellkern (NcMitochondrien (Mit) und ,Rest*
(Res) mittels Punktzéhimethode (Weibel 1979) zieleen. Hierbei wurden also die auf das
Testfeld projizierten Punkte, die auf besagte Komip@nte fielen, gezahlt(comp)] (Abb.
2.9).

Abb. 2.9: Es werden alle Punkte
gezéhlt, die auf entsprechende
Kompartimente fallen, wie Lb
[P(Ib)], Mitochondrien [P(mit)],

Nucleus [P(ncl)] und Zytoplasma
[P(res)]. Rote Kreise markieren
: exemplarische Punkte.

{

Die Volumendichte oder Volumenfraktion eines Kontpaents [\, (comp/ref)], also der
Anteil des Kompartiments bezogen auf das Referdnmen (ref), wurde mit Hilfe der
Formel
Vy(comp/ref) =P(comp)P(ref) (Formel 3)

errechnet, wobe?(ref) die Summe aller Punkte ist, die eine AE2-Zéthfen (Tabelle 4 & 5).
Die Oberflachendichte der Lb wurde ebenfalls beieeiVergroRerung von 7.750fach
ermittelt. Dies geschah mit derselben, oben bescbnien Methode, die zur Erfassung der
alveolaren Epithelflache auf lichtmikroskopischeveBe genutzt wurde (Hsia et al. 2010,
Weibel 1970, Weibel 1979). Hierbei wurde also ebBsf das 36-Linien-Testsystem
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angewandt und Schnittpunkte der Linien mit der begenden Membran der Lb und Punkte,
die auf Lb fielen, gezahlt. AnschlieBend wurden\Wierte mit der Formel

Sv(Lb/AE2) = 21/I+-(P/2) (Formel 4)
erhoben. Ein zuverlassiger Parameter fir die Geifies Objektes, in unserem Falle des Lb,
ist das Volumenoberflachenverhaltnis (Weibel 19@6hs et al. 2004a). Dieses wird durch
die Divison von Volumendichte (Syn. Volumenfrakfjodurch Oberflachendichte der Lb
ermittelt.

Vgratio(Lb) = W/(Lb/AE2)/S,(Lb/AE2) (Formel 5)
Da sich der Nenner (v) herauskirzt, ist das Voluwbhenflachenverhéltnis unabhéngig von
der GroRe des Referenzvolumens und proportional Dwmchmesser der Strukturen,
vorausgesetzt diese weisen keine nennenswertendRderungen auf (Schmiedl et al. 1991,
Weibel 1979). Das volumengewichtete mittlere Volanter Lb wurde mittels der ,point-
sampled intercepts* Methode (Gundersen u. Jensgs) te@maf der Formel

oy(Lb) = (7/3)l° (Formel 6)
erhoben. Der Werly® ergibt sich aus der Analyse der AE2-Zellbilder wmitm 36-Linien-
Testsystem in Kombination mit einem so genanntemlgR, nicht zu verstehen als
metrisches Lineal. Dieser ,Ruler” ist ein nichtlameaufgebautes Maf3, das in 15 verschiedene
Klassen unterteilt ist (Abb. 2.10[1]). Wenn nun dRankt einer Linie des Testsystems auf
einen Lb fiel (Abb. 2.10[2]), so legte man entlamtieser Linie den ,Ruler* an
(Klassenereignis [Class]). Der Startpunkt der ,Ruleénie sollte auf der begrenzenden
Membran des Lb zu liegen kommen. Die gegeniberidgd/embran des Lb markierte den
Klassenwert, der notiert werden sollte (Abb. 2.18{§f6Rerung]). Jeder Klasse kam eine
entsprechende Langenzuordnung (Class middle Ig@it.]) zu (Tabelle 5).I¢* entspricht
nun der Summe aller Klassenereignisse, die jeweitishrer Langenzuordnung multipliziert
wurden und anschlieRend durch die Summe der Klassignisse dividiert wurden:
Io> =Y (Class*CML)5 Class (Formel 7)

Dieses Ergebnis entspricht dem volumengewichtetiéteren Volumen eines Lb.
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Abb. 2.10: (1) In 15 Klassen aufgeteilter ,Ruler” zur Bestimmudegs volumengewichteten
mittleren Volumens der Lb(2) Schnitt einer Testlinie mit einem Lb (roter Kreis).
(VergroRRerung) Anlegen des ,Rulers" entlang der Testlinie. Roteile markieren die

Begrenzungsmembran des Lb, die gleichzeitig diesileskte des ,Rulers” sind. In diesem
Beispiel findet sich ein Class 3 Lb.

Tabelle 1:,Ruler“-Klassen

Klasse Mittlere Léange der Klasse
1 0.22
2 0.71
3 1.29
4 1.98
5 2.77
6 3.68
7 481
8 6.16
9 7.68
10 9.5
11 11.66
12 14.13
13 17.13
14 20.63
15 24.72

»Ruler‘-Klassen und ihre Langenzuordnung.
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2.5 Statistik

Die Statistik wurde mithilfe SPSS 18.0 (IBM) erhab®ie Gruppen wurde mittels Kruskal-
Wallis-ANOVA und anschlieRendem Mann-Whitné&yTest auf signifikante Unterschiede
untersucht. In manchen Féllen war eine paarweaéestsche Testung nicht moglich, da die
Probenanzahl, z.B. von der Spezies Giraffe, zuingesiaren. Die offensichtlich bestehenden
Unterschiede zwischen den Spezies sind als biabgislevant anzusehen, auch wenn die
Voraussetzung zur Anwendung déslests manchmal nicht gegeben war. Die allometeisch
Beziehungen wurden ajs= aM® unter Verwendung der Modulkurve, welche mit deSSP
Software kompatibel ist, ausgedriickt. HierbeiNktdas Kdrpergewichta und b sind freie
Parameter. Das Grundprinzip allometrischer Bezigkarist der Vergleich der Beziehung des
Korpergewichtes zu den anderen biologischen Grofen.

Um den Regressionskoeffizientefi B erheben, wurden Regressionsanalysen durchgefiihr
Die nichtlinearen Korrelationen zwischen den stiegieschen Messwerten und
Korpergewicht/Atemfrequenz wurden mit Spearman’'s-Tlest erhoben, welcher einen
Korrelationskoeffizienten rf und ein SignifikanzmaRPj lieferte. Die Atemfrequenzen
verschiedener Spezies, die zur Berechnung von BsEgren und Korrelationsanalysen
verwendet wurden, entnahmen wir der Literatur (Gatlal. 1980, Jirgens et al. 1996, Burri et
al. 1976, Drorbraugh 1960, Vock u. Weibel 1993 résru. Weibel 1975, Kolb 1980, Weibel
1972, Hsia et al. 1994, Weibel et al. 1987, Kragisal. 2009, Gehr et al. 1978, Gehr et al.
1981, Schroter et al. 1978, Vogelnest u. Ralph 198es u. Findlay 1968, Butler 1993).
Signifikanzniveau waP < 0,05.

19



3. Ergebnisse

3.1 Lichtmikroskopische Ergebnisse.

Bei der Bearbeitung der Praparate bei 40facher’d8eyung waren ohne weitere Hilfsmittel
schon einige Unterschiede zu erkennen. Hierzu médike GroRenunterschiede der Alveolen,
wesentlich groBere AE2-Zellen bei der EtruskerZp#us im Vergleich zu den anderen
Spezies und Riesen-Lb beim Meerschweinchen, diezafs Zytoplasma kontrastreiche
Vesikel deutlich zu erkennen waren (Abb. Riesen-Lb)

DG

Abb. 3.1: Die Pfeile markieren Riesen-Lb, die als Vakuolerdiytoplasma imponieren.

Mit der Lichtmikroskopie wurden die Werte fiir alN@ee Oberflache, Anzahl der AE2-Zellen
und Volumen der AE2-Zellen erhoben. Auf Basis didsennten weitere Werte, wie die
numerische Dichte der AE2-Zellen und verschiedergrédationen zum Korpergewicht
und/oder zur Atemfrequenz, erhoben werden. Im Falge wird auf jeden der Punkte
eingegangen.

Die fur die Berechnungen bendtigten Werte fir Kégpaicht und Lungenvolumen wurden
in der vorangegangenen Untersuchung, aus der dafate stammen, erhoben (Tabelle 2).
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Die Werte fir die alveolare Oberflache reichten w001 m2 bei der Etrusker-Spitzmaus bis
hin zu ~1.600 m2 beim Pferd und waren &hnlich desrtévh der Studien, die in Tabelle 2
aufgefiihrt sind. Die hier auffallende Potenz (1@jifilhrte zu der Annahme, dass eine
Beziehung zum Kérpergewicht vorhanden sein konrespgktive 1.7*1%). Gegeneinander
aufgetragen korrelierte die alveolare Oberflachgnifikant mit dem Korpergewicht und
umgekehrt mit der Atemfrequenz (Abb. 3.3).

Die Gesamtanzahl der AE2-Zellen variierte zwiscB&tt10® bei der Spitzmaus und 1.7+£0
beim Pferd. Die Korrelation mit dem Kérpergewichamsignifikant und hatte eine &hnliche
Steigung (M- nicht signifikant anders als 1) wie die Korrebatizwischen alveolarer
Oberflache und Korpergewicht @ — nicht signifikant anders als 1). Die AE2-Zellzah
korrelierte wiederum umgekehrt mit der Atemfrequéhlab. 3.4).

Dazu im Gegensatz korrelierte das mittlere Volumeer AE2-Zellen weder mit
Kdrpergewicht noch mit Atemfrequenz und zeigte edp@annweite von 500 — 600 pm3 bei
den meisten Spezies (Abb. 3.5). Drei Spezies zeigthere AE2-Zellvolumina von 900 —
1.300 pum3. Namentlich sind dies die Etrusker Spitzsn das Meerschweinchen und der
Mensch. Dies kann schon augenscheinlich der AbbeBtnommen werden. Abb. 3.2 zeigt
eine Auswahl von Saugetieralveolen.
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(6 ‘eff6) .. |

Abb. 3.2: Alveolen verschiedener Sdaugetierspezies bei 40fadkergroBerung. (1)
Etruskerspitzmaus, (2) Ratte, (3) Hund, (4) Mens¢h) Giraffe und (6) Pferd.
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Im Mittel zeigten sich pro Quadratmillimeter (mm?) alveolarer Oberflache zwischen den

Spezies starke Unterschiede in der Dichte der AE2-Zellen. So variierten die Werte zwischen
~70 und ~160 Zellen pro mm? alveolarer Oberflache. Drei Spezies zeigten unter 100 Zellen
pro mm? alveolarer Oberflache, namlich Etruskerspitzmaus, Maus und Kaninchen (Tabelle 3).

Eine Korrelation mit dem Korpergewicht oder der Atemfrequenz besteht nicht (Abb. 3.6).

Tabelle 3: Stereologische Daten der Alveolarepithelzelle Typ Il

Spezies Numerische Dichte der Anzahl AE2-Zellen in Anzahlgewichtetes AE2-Zellen
AE2-Zellen der Lunge (x10) mittleres Volumen der AE2- pro mm?
Zelle (pm3) alveolarer
Oberflache
Nv(AE2/par) N(AE2,lung) on(AE2) N(AE2/S[alv])
Etruskerspitzmau 7,77 + 1,40 0,66 £0,11 1303,9 + 28,38 73,1227
Maus 6,44 +1,10 7,45 +1,24 619,9 £ 75,48 73,8+129
Ratte 7,51+2,62 54+ 4,6 609,9 £ 4,2 120,1 £13,1
Meerschweincher 10,09 + 3,0 130 * 39,96 941,9 £76,22 148,0 £32,9
Kaninchen 6,01 + 1,40 422 +16,8 622,2 £ 94,56 94,8 + 16,7
Hund 5,57 1,46 6.762 £ 2.315 560,6 + 53,81 139,7 +48,4
Ziege 4,45 £ 0,56 6.596 £ 1.579 532,6 £ 68,13 100,2 £15,3
Mensch 4,62 +1,33 16.689 + 5.189 915,2 £ 59,43 157,5+44,8
Kamel 5,34+ 1,09 71.262 +5.684 614,4 £ 42,29 163,1 £24,3
Giraffe 5,91 £ N/A 105.400 £ N/A 588,4 £ N/A 124,0 £ N/A
Rind 4,24 +£0,42 119.100 + 18.160 548,7 + 41,15 126,2 £10,6
Pferd 5,49 £ 0,69 167.300 £ 25.271 611,3+72,34 115,0+31,4

Werte als Mittelwerte + Standardabweichung.
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Abb. 3.3: Korrelation zwischen alveolarer Oberflache und de@rpergewicht (M#);
zwischen alveolarer Oberflache und der Atemfrequéi). Regressionsformeln und
Regressionskoeffizienten (R?) sind fur M und f agegeen.

Atemfrequenz (min®)

10 100 1000

1ce f !
& 10°2
—
5/ ¢
= 10 y =0,1772M**
S 10° R = 0,9956
g
< 10°1
rEU 3,1189
N 10 - y=2-16f 7
< R =0,9174

l -
10* : : : : : )
1 10 107 10° 10 10 1¢°

Korpergewicht (g)

Abb. 3.4: Korrelation zwischen der Anzahl der AE2-Zellen uem Korpergewicht (Me );
der Anzahl der AE2-Zellen und der Atemfrequenz<jf; Regressionsformeln und
Regressionskoeffizienten (R?) sind fur M und f agegeen.
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Abb. 3.5: Korrelation zwischen dem mittleren Volumen einer 2AZelle und dem
Korpergewicht (Me ); dem mittleren Volumen eineE2ZZelle und der Atemfrequenz<f; ).
Regressionsformeln und RegressionskoeffizientengiRd fir M und f angegeben.
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Abb. 3.6: Korrelation zwischen der mittleren Anzahl AE2-Zellgpro mm?2 alveolarer
Oberflache und dem Koérpergewicht @; ); der mitler Anzahl AE2-Zellen pro mm?2
alveolarer Oberflache und der Atemfrequenz ¢(f; ).egRssionsformeln und
Regressionskoeffizienten (R?) sind fur M und f agegeen.
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3.2 Elektronenmikroskopische Ergebnisse

(5) A 0 (&) -
Abb. 3.7: AE2-Zellen verschiedener S&uger bei 7750facher MN&erung. (1)
Etruskerspitzmaus, (2) Ratte, (3) Hund, (4) Meng8hGiraffe und (6) Pferd.

27



Abb. 3.7 zeigt die Ultrastruktur von AE2-Zellen veachs der zwolf untersuchten Spezies.
Hierbei sind insbesondere die morphologischen dntéede der Lb ohne weiteres
ersichtlich. In allen untersuchten Spezies konrgeri unterschiedliche Typen von Lb
beobachtet werden. 1.) Lb, deren Lamellen in komzemer Weise organisiert waren. 2.)
Jene mit parallel angeordneten Lamellen. In mer@ddnh Zellen Gberwogen deutlich jene Lb
mit konzentrisch angeordneten Lamellen, wahrendlighrangeordnete Lamellen durchweg
selten zu finden waren. Dies unterscheidet sichtlideuvon den anderen untersuchten
Spezies, deren Grof3teil (~80%) an Lb parallel ardjesie Lamellen hatten. Die Dichte der
Lamellen innerhalb der Lb erschien bei allen bebteten Spezies ahnlich zu sein, obwohl
Unterschiede in der Qualitdt der Fixierung eineagenBeurteilung schwierig gestalteten.
Abgesehen von dem zuvor quantitativ erhobenen Bechéed in der Gro3e der Lb fiel nur
noch ein Merkmalsunterschied der Lb zwischen deezi®p auf. Die Lb des Menschen

weisen haufig einen peripher gelegenen Projektiemsk(Abb. 3.8) auf, von dem die

Lamellen ausgehen.

Abb. 3.8: Menschlicher Lb mit

Projektionskern  (PC) und darunter
liegendem  multivesikularen  Koérper
(MVB). Die Lamellen der Lb sind dicht
gepackt.

Mit Hilfe des EM wurden quantitativ die Werte fliagimittlere Volumen der Gesamtheit der
Lb innerhalb der AE2-Zellen, die Volumenfraktionrdeb am Gesamtvolumen der AE2-

Zellen, das Gesamtvolumen der Lb im LungenparenclyenOberflachendichte der Lb, das
Volumenoberflachenverhdltnis und das volumengewtehtnittiere Volumen einzelner Lb

erhoben.

Fir das Volumen der Lb pro AE2-Zelle [V(Lb,AE2)] ikate eine Spannweite von 80 - 100
pm?3 in den meisten Spezies beobachtet werden.ebBieshnete sich aus der Volumenfraktion

der Lb am Gesamtvolumen der AE2-Zelle multiplizi®it den mittleren Volumina der AE2-
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Zellen jeder Spezies. Auch konnten dieselben Auseahwie zuvor bei den Zellvolumina
beobachtet werden, nun aber zuziglich des Hundadi@sen Spezies malen die Volumina
120 bis 140 um3, wobei jedoch bei der Spitzmausgditen Volumina mit Werten grol3er
200 pm?3 beobachtet werden konnten. Dabei stelitalierdings die Volumenfraktion der Lb
am Gesamtzellvolumen bei der Spitzmaus nicht héterbei den anderen untersuchten
Spezies dar (18%, siehe Tabelle 4), weshalb angmeonverden darf, dass dieses Ergebnis
lediglich auf die groReren Zellvolumina der AE248el zurlckzufihren ist. Die
Volumenfraktionen fiir die Lb bei den anderen Spezgighwankten meist zwischen 14% und
18%, wobei der Hund mit ~21% + 2% und das Meersaiobhen mit ~28% * 4% die
héchsten Werte préasentierten. Keiner dieser Wegigte eine signifikante Korrelation mit
dem Korpergewicht oder der Atemfrequenz (Abb. 3D gesammelten stereologischen
Daten fur die Lb sind der Tabelle 4 zu entnehmen.

Die Volumenfraktionen der anderen untersuchtenk@delpartimente prasentierten sich wie
folgt. Die Mitochondrien nahmen Fraktionen zwisct8 und 6% ein, wobei die Maus mit
9% und das Pferd mit 10% die héchsten Werte zeidden Anteil des Nukleus belief sich
meist auf Werte zwischen ~20% und ~30%, wobei diafté lediglich einen Anteil von 17%
prasentierte. Dabei ist jedoch zu beachten, dafkguwemd der geringen Probenanzahl der
Giraffe keine Signifikanz angegeben werden kanne Diolumenfraktionen dieser
Kompartimente und die des restlichen Zytoplasmasrekerten weder mit dem
Korpergewicht noch der Atemfrequenz der jeweiliggmezies signifikant. Die Werte sind
Tabelle 5 zu entnehmen.

Als das Gesamtvolumen der Lb [V(Lb,par)] errechwetde, ermittelt aus den Werten der
mittleren Lb-Volumina pro AE2-Zelle [V(Lb/AE2)] undler Gesamtzahl der AE2-Zellen
[N(AE2,par)], verdeutlichte sich eine enge Korriglat mit dem Kdorpergewicht. Wieder
wurde eine umgekehrte Beziehung mit der Atemfreguestgestellt (Abb. 3.10). Die
Steigung fiir die allometrische Beziehung des Gesalmhens der Lb ahnelte stark der der
allometrischen Beziehung der alveolaren Oberfldelge Abb. 3.3 & 3.10). Darliber hinaus
steht das Gesamtvolumen der Lb in enger Beziehuhglen alveolaren Oberflache (Abb.
3.11).

Die Oberflachendichte der Lb |8 b/AE2)] mal} bei fast allen Spezies Werte zwiscBeh
und 0,7 prit, wobei diesmal das Kamel die Ausnahme mit fastm™bildete. Das
Volumenoberflachenverhaltnis §\Ratio) variierte zwischen 0,15 und 0,19 um beinmi€a
beziehungsweise bei der Giraffe und bis zu 0,43 peim Hund (Tabelle 3). Die
volumengewichteten mittleren Volumina\[(Lb)] zeigten Werte, welche zwischen 0,6 und

1,6 um3 schwankten, wobei sowohl das Meerschwemelie auch das Pferd Werte iber 2
29



pum3 prasentierten. Keiner dieser Werte zeigte eaignifikante Beziehung mit dem

Korpergewicht oder der Atemfrequenz. Ein Beispieln iBezug auf das

Volumenoberflachenverhaltnis zeigt Abb. 3.12.

Die Tabellen 2, 3 und 4 beinhalten Sammlungen detem die in dieser Studie fir jede
Spezies in Bezug auf allgemeine Charakteristika2-ZEllen und Lb erhoben wurden.
Tabelle 5 zeigt die Volumenfraktionen der anderetersuchten Zellkompartimente. Die
Tabellen 6.1 und 6.2 bieten einen Uberblick iibee dforrelationsanalysen der
stereologischen Daten mit Kdrpergewicht (Tabell§ 6nd Atemfrequenz (Tabelle 6.2).
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Tabelle 5: Volumenfraktionen

Spezies Mitochondrien  Nukleus Zytoplasma (Rest)
% % %
Etruskerspitzmaus 6,1+0,8 19,1+1,4 56,0 £ 2,2
Maus 10,011 249+29 50,1+2,8
Ratte 6,2+0,3 27,0+0,6 50,5+1,6
Meerschweinchen 59+0,8 22,3+3,1 44,0+2,4
Kaninchen 34+04 30,9+24 50,1+2,3
Hund 3,3+0,3 26,7+2,0 48,6 £ 2,6
Ziege 35+1,0 29,5+3,0 51,0+ 4,4
Mensch 55+04 24,7+0,8 55,0+ 3,0
Kamel 6,2 £ N/A 17,8 £ N/A 63,8 = N/A
Giraffe 43+04 24,7+35 55,3+ 3,3
Rind 3904 28,1+0,4 50,3+4,5
Pferd 9,3+1,6 19,8 +5,7 54,1+ 3,3

Volumenfraktion der Zellkompartimente MitochondrieNukleus und restlichem
Zytoplasma. Werte als Mittelwert + Standardabweichu

Tabelle 6.1: Korrelationsanalyse mittels Spearmans Rho-
Test mit dem Kdrpergewicht

Korrelation mit dem Kérpergewicht (M) r P

Alveolare Oberflache 1,0 <0,01
Anzahl AE2-Zellen 0,986 <0,01
Lb-Volumen 0,986 <0,01
Mittleres Volumen der AE2-Zelle -0,538 0,071

Volumen-Oberflachen-Verhaltnis der Lb 0,332 0,297

Tabelle 6.2: Korrelationsanalyse mittels Spearmans Rho-
Test mit der Atemfrequenz

Korrelation mit der Atemfrequenz (f) r P

Alveolare Oberflache -0,87 <0,01
Anzahl AE2-Zellen -0,874 <0,01
Lb-Volumen -0,874 <0,01
Mittleres Volumen der AE2-Zelle 0,425 0,169

Volumen-Oberflachen-Verhaltnis der Lb 0,425 0,165

Die r-Werte geben die Starken der Korrelationen an.mie
Werte geben die statistischen Signifikanzen der
Korrelationen an.
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Abb. 3.9: Korrelation zwischen der Volumenfraktion der Lb véta2-Zellvolumen und dem
Korpergewicht (M¢# ); der Volumenfraktion der Lb vomAE2-Zellvolumen und der
Atemfrequenz (% ). Regressionsformeln und Regoessioeffizienten (R2) sind fur M und f

angegeben.
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Abb. 3.10: Korrelation zwischen dem Gesamtvolumen der Lb im Henge und dem
Korpergewicht (Me ); dem Gesamtvolumen der Lb @& Hunge und der Atemfrequenz<f; ).
Regressionsformeln und RegressionskoeffizientengiRd fir M und f angegeben.
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Abb. 3.11: Korrelation zwischen dem Gesamtvolumen der Lb im Henge und der
alveolaren Oberflache. Regressionsformel und Remgneskoeffizient (R?) sind angegeben.
Es besteht eine signifikante Korrelation.
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Abb. 3.12: Korrelation zwischen dem Volumen-Oberflachen-Vetrigl der Lb und dem
Korpergewicht (M# ); dem Volumen-Oberflachen-Vdthi der Lb und der Atemfrequenz
(f;0). Regressionsformeln und Regressionskoefiizie (R?) sind fir M und f angegeben.
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4. Diskussion

4.1 Methodenkritik

4.1.1 Fixierung der Lungen

Die Fixierung der Lungen wurde in den Studien vamyemen, aus denen die Praparate
stammen.

An die Fixierung der Lunge fir licht- und elektromeikroskopische Untersuchungen werden
verschiedene Anforderungen gestellt. Das Lungemwely die Struktur des Parenchyms, der
Alveolen und Kapillaren, die Ultrastruktur der Zgilund ihrer subzellularen Kompartimente,
das kapillare Blut, die Oberflachenbeschichtung$uitfactant und die DNA/RNA der Zellen
sollen erhalten bleiben (Hsia et al. 2010). Keiee filir die Lungenfixierung existierenden
Methoden kann alle Pramissen gleichzeitig erméghchEntsprechend muss die Auswahl der
geeigneten Fixierung auf Basis des Studienzielslgeh (Hayat 2000, Kiernan 1999). Es
besteht die Mdglichkeit der chemischen Fixierund der Gefrierfixierung. Letztere ist fur
morphometrische Erhebungen in der Elektronenmilopik ungeeignet. Hierbei wird die
Lunge offen gelegt und mit einem Gefriermittel {dmssen, sodass sie in kirzester Zeit
gefroren ist (Mazzone et al. 1978). Neben signifika Gewebeschrumpfung (Mazzone et al.
1980) zeigten Weibel et al. (1982) jedoch in eifgmluation dieser Methode fir die
Lungenfixierung, dass die Ultrastruktur des Lungemgbes starke UnregelmaRigkeiten bis
hin zu ZerreiBungen aufwies und damit unbrauchlzar w

Als Methode der Wahl zur Fixierung der Lunge firrpimmetrische Studien ist also die
chemische Fixierung anzusehen. Die bewahrtestererfiittel fir chemische Fixierung
finden im Folgenden ihre Auflistung. Formaldehydin eAldehyd dessen korrekte
Bezeichnung Methanal ist, ist gut geeignet fiir thaikroskopische, immunhistochemische
Untersuchungen, da es die Antigenitat von Protemeht ganzlich zerstort (Griffiths 1993,
Skepper 2000). Fur elektronenmikroskopische Untdmsing ist der Formaldehyd allein
allerdings nicht geeignet, da er das Lungengewathe festigt und es so beim Schneiden des
Gewebes zu Verformungen kommt, die die morphonutteis Untersuchungen verfalschen.
Daruber hinaus wird die Ultrastruktur der Zellerchii gut fixiert (Hsia et al. 2010).
Glutaraldehyd, ein finfwertiger Alkohol, hat dietfgkeit, sich zu vernetzen und damit eine
schnelle, mechanisch belastbare StabilisierungGimsebes herbeizufihren (Sabanti et al.
1963, Kiernan 2000). In wassriger Losung formt &latdehyd verschieden gro3e Polymere,
von denen die kleinen Polymere das Gewebe rasdhrigmeén (Kiernan 2000). Fir
elektronenmikroskopische Studien ist mit Kaliumpstest, HEPES oder Cacodylat auf pH7,4
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gepufferter, 2,5%iger Glutaraldehyd das Standaieffiittel (Hsia et al. 2010). Bei kurz
andauerndem Kontakt mit dem Gewebe erhélt die kirg die Semipermeabilitdt der
Zellmembranen, weshalb die Osmolariat der Pufferigs genau bedacht werden muss
(Mathieu 1978). Es ist deshalb bei Anwendung vomt&aldehyd mit einer Zellschrumpfung
zu rechnen, unabhéngig von der Isotonie der Loglgiml u. Weakley 1974). Nach einigen
Stunden Kontakt mit Glutaraldehyd wird schlieliahch die Semipermeabilitdt gehemmt
(Kiernan 2000).

Als Moglichkeiten der Applikation bestehen die Itigrung des Fixiermittels tber den
Luftweg oder die Perfusion mit Fixiermittel Gbersdpulmonale GefaRsystem (Hsia et al.
2010). Kann die Lunge niclih toto entnommen werden, besteht noch die Mdglichkeit tibe
direkte intrapulmonale Injektion von Glutaraldehgling kleinere Probenmengen zu
entnehmen (Hsia et al. 2010). Die Instilierung ribgen Luftweg bewahrt die
Alveolarseptenstruktur und das kapillare Blut, sp@boch das intraalveolare Surfactant
davon, woraufhin es sich unvorhersagbar an an&tedle wieder ablagert. Sie ist mit einem
konstanten Druck (20—25 cra8) und hohem Durchlauf auszufiihren, was die Alveoliéen
hélt, die Struktur der Lunge bewahrt und ein gleiéRiges Eindringen der Fixierldsung ins
Gewebe ermoglicht (Muhlfeld et al. 2007, Hsia e8l10). Dies wiederum macht spater eine
fehlerfreie Erhebung der alveolaren Oberflache mbg{Weibel 1970). Die Glutaraldehyd-
Ldsung ist hierbei zum Blutplasma isoosmolar zugma{\Weibel 1984). Das Gewebe wird bei
Kontakt mit der Glutaraldehydlésung praktisch sbftikiert. Artefakte kdnnen hierbei
entstehen, wenn die Fixierung bei laufendem Krefslergenommen wird und sich hinter
schon fixierten Kapillaren Erythrozyten stauen udddurch das Kapillarendothel eine
Aufwolbung aufweist (Hsia et al. 2010, Gil et 2.7D).

Die Perfusionsfixierung erhalt das intraalveolaraf&tant, das kapillare Blut jedoch wird
durch die Fixierldsung ersetzt. Hierbei muss zunfe@falten der Alveolen ein konstanter
intrapulmonaler Druck aufgebaut werden (Bachofenakt1982, Gil et al. 1979). Die
Fixierung findetin situoder an isolierten Lungen statt, wobei der Einfliiser eine Kanule in
der Pulmonalarterie und der Ausfluss Uber eine kaimi linken Herzvorhof geschehen. Das
GefaRbett wird zuvor mit einer gepufferten, iso-olren LOsung vom Blut befreit
(Bachofen et al. 1982). Die Perfusion lauft untéetesn Durchfluss mit einem dem
intrapulmonalem Druck angepassten Perfusionsdrutkum Blutplasma hypertoner Lésung
(Hsia et al. 2010). Die Osmolaritat wird mit 3% Dex auf 510 mOsm justiert. Dem
Glutaraldehyd anschlieBend wird die Lunge mit 1%m@sntetroxid, danach mit 0,5%

Uranylacetat mit Dextran (Bachofen et al. 1982) sallieRlich direkt im Anschluss mit 70-
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100%igem Ethanol perfundiert (Oldmixen et al. 1985as Fixiermittel gelangt allerdings
manchmal nicht gleichmaRig in alle Lungenanteiledass haufig Unterschiede in der
Erhaltung des Gewebes und des Surfactantfilms hestéGil u. Weibel 1969). Direkt nach
der Perfusionsfixierung kann die Lunge sofort gegitdn werden (Hsia et al. 2010).

Fir beide Fixiermethoden gilt, dass sie bei optimaBedingungen gute Ergebnisse bei der
Fixierung des Lungengewebes erzielen (Hsia et GlOR In der hier vorliegenden Studie
wurde die Instillierung von isotoner, mit Kaliumpphat auf pH7,4 gepufferte
Glutaraldehydlésung Uber den Luftweg als Methodevadt (Weibel 1970). Fir die
Luftweginstillierung spricht, dass Uber diesen Weg Fixiermittel unmittelbar mit den AE2-
Zellen in Verbindung gebracht werden konnte undssiait schnellstmoglich fixiert wurden.
Damit ist ein naher Zustand am vivo Zustand anzunehmen. Aufgrund der Wahl dieser
Methode musste das Gewebe fir die elektronenmikpiskhen Untersuchungen weiter
bearbeitet werden.

Die Postfixierung der Lunge findet statt, nachdeim wlach der Instillierung praparierten
Lungen 24 Stunden in Glutaraldehydldsung lagen. Pastfixierung wird zundchst mit
Osmiumtetroxid durchgefuihrt. In isotoner Pufferldgu bindet es an ungesattigte
Phospholipide (Riemersma 1968, Gil 1985) und fabrtu einer Stabilisierung und Erhéhung
der Elektronendichte von Biomembranen. Die Puffariiy sollte hierbei kein Phosphat
enthalten, da das zu elektronendichten, granul&mefakten entlang von Gefal3wanden,
Erythrozytenmembranen und alveoléarer Oberflachet f(Bil u. Weibel 1968). Ein weiterer
Bestandteil der Postfixierung ist das Uranylace@#s auch zur Kontrastverstarkung
eingesetzt wird. Es bindet Phosphodiestergruppeattgter Phospholipide und stabilisiert
damit Membranen (Huang et al. 1988). Zur Stabilisig von Lb werden die Gewebeproben
en bloc fiir langere Zeit in einer wassrigen LésomgUranylacetat behandelt (Fehrenbach et
al. 1991, Ochs et al. 1994).

Ethanol oder Aceton entzieht dem Gewebe Wasserdendturiert verschiedene Proteine,
insbesondere der elastischen Fasern der Lunge refodie Probe an mechanischer Stabilitat
gewinnt (Oldmixen et al. 1985).

Beziiglich der Einbettung zeigten sich die bestegeknisse fur Elektronenmikrokopie (EM)
und hochauflsender Lichtmikroskopie (LM) mit Epdixarzen (Epolt! Resin 828), da hier
die Gewebeschrumpfung weniger als 5% betragt (Weibknight 1964, Hanstede u Gerrits
1983, Muhlfeld et al. 2010). Alternativen dazu si@dykol-Methacrylat (nur LM) und
Paraffin. Letzteres ist deswegen nachteilig, deoesllem in Verbindung mit einer Formalin-

Fixierung zu unvorhersagbarer massiver Gewebesgifng fihrt (Hsia et al. 2010).
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Aufgrund der aufgefihrten Eigenschaften entschlowss sich in dieser Studie fur die

Verwendung von in Epdf eingebetteten Praparaten.

4.1.2 Stereologische Analysen

Das Ziel dieser Studie war geknupft an die Erhebusrgchiedener quantitativer Parameter.
So zum Beispiel die Bestimmung von Zellzahl undlgmona von AE2-Zellen und deren
subzellularen Strukturen, insbesondere der Suritsgeaicherstatten, der Lb. Um vergleichbar
mit Arbeiten von Weibel oder Gil zu sein, wahltemfér diese Studie Landsaugetiere aus,
deren Ursprung zum Teil afrikanisch war, wie dierae. Da fiir wissenschaftliche
Untersuchungen keine wahllose Anzahl an Giraffebgnoverfiigbar ist, wurden Proben aus
Tieren verwendet, die schon fir die Wissenschaft, gdu friheren Studien zur Verfiigung
standen. Das Mittel der Wahl zur Erhebung quantéatEigenschaften erster Ordnung wie
Volumen, Oberflache, Lange, Partikelzahl und —gré@ehs 2006, Weibel 1979), ist die
Stereologie.

Die Stereologie hat eine lange Geschichte (CruzeOti987). Schon 1635 fand Cavalieri,
dass anhand mehrerer Schnitte (2D) eines Objekdss nuittlere Volumen (3D) dessen
erhoben werden kann. Seither ist das ,,Cavalien#fpf etabliert (Hsia et al. 2010). In der
hier vorliegenden Studie wurde jedoch das Volumestej Lunge durch ein einfacheres
Verfahren, die Wasserverdrangungsmethode (Sché&d@)lerhoben. Im Jahr 1777 zeigte
George Leclerc Comte de Buffon, dass eine Nadel,irdiein Gitternetz gesteckt wird, die
Linien des Gitternetzes mit einer Wahrscheinlichkgbportional zur Nadelldange und des
Abstandes zwischen den Gitternetzlinien kreuzt.fihs Nadel* fihrte zur Mdglichkeit, in
Schnitten die Gesamtlange und Oberflache unregéy@éfbjekte zu bestimmen (Tomkeieff
1945, Saltykov 1946). Dieses Grundsystem fand in hder vorliegenden Arbeit mittels
Linientestsystemen Anwendung. Nach den UberlegurgarAuguste Delesse (1847) ist das
.Delesse Prinzip“ entstanden, nachdem die Volunaktion eines Objektes in einem
Referenzvolumen gleichzusetzen ist mit der Fladl&tibn des Objektes von der
Gesamtflache eines Schnittes durch jenes Referkmaea, wobei der Schnitt jedoch so diinn
sein muss, dass er als zweidimensional angesehaenvkann (Weibel et al. 1966). Dieses
Prinzip wurde im Laufe der Zeit mehrfach modifizjebis hin zur vereinfachten ,point
counting“ Methode (Thompson 1930). Diese Methoded inre Modifizierungen dienen der
Quantifizierung der Eigenschaften Lange, Oberflagheé Volumen von Objekten innerhalb
eines dreidimensionalen Raumes anhand zweidimeaisio8chnitte durch eben diesen Raum
(Hsia et al. 2010). Die Anzahl von Partikeln wuideder Zeit vor 1984 anhand der ,Modell-
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basierten" Stereologie mit Testebenen ermittelesbiVerfahren benétigen eine Vorstellung
von GrofRRe, Form und Orientierung des Partikels @murR und sind somit durch mogliche
Falschannahmen dieser Eigenschaften fehlerbehafeghew 1991). Im Jahr 1984 wurde
schlie3lich durch Sterio DC die ,model-basierte‘ratu die ,design-basierte” Stereologie
abgeldst und Partikelanzahl und deren GroRRe niditrranhand von Testebenen bestimmt.
Vielmehr zeigte er den ,physical disector”, welchmeit einem Testvolumen, bestehend aus
zwei Schnitten bekannten Abstands zueinander ath¢ibward u. Reed 2005, Sterio 1984).
Im Ubrigen sei hier erwéhnt, dass Sterio DC ein gkae von ,disector ist. Auf einzelne

stereologische Prinzipien wird im Folgenden einggga.

4.1.2.1 Genauigkeit und Prazision

Zunachst einmal missen die Begriffe Genauigkeit @rdzision diskriminiert werden.
Genauigkeit einer Erhebung beschreibt, in wie digtermittelten Werte dem ,wahren Wert*
entsprechen. Eine von systematischen Fehlernitetaode liefergenaueWerte, sie ist also
mit einer bestimmten Standardabweichung dem ,wahwert® nahe. Quellen des
systematischen Fehlers sind Fehler in der Geweabafixg, der Probenentnahme und der
Datenerhebung (Hsia et al. 2010). Prazision be#ithdée Streuung um einen erhobenen
Mittelwert. Prazise Daten haben eine geringe Stalataveichung, besagter Mittelwert
entspricht jedoch nicht zwangslaufig dem ,wahren riVeEine Methode, die mit
systematischen Fehlern behaftet ist, liefert ubbterstanden sehr prazise Werte, diese sind
aberungenau Die Ungenauigkeit ist am Ende der Studie nichtezkennen, der erhobene
Wert wird als wahr angesehen (Howard u. Reed 2008&)Falle einer Methode, die so
gestaltet wurde, dass sie keine systematischerefFblinhaltet, kdnnen digenauenwWerte
zusatzlich prazise werden, indem mehr Arbeit in Form von Erhéhung deéer- und
Probenanzahl investiert wird. Fir die quantitatizehebung organischer und zellularer
Strukturen ist also eine genaue Methode mit addyatier Prazision winschenswert (Howard
u. Reed 2005, Hsia et al. 2010). Die Anzahl dereT{eneist drei bis finf) pro Spezies und der
Gewebebldcke, auf die man sich in der vorliegern8iemlie beschrankte, ist als ausreichend
anzusehen, ein hinreichend prazises Ergebnis ziel@rz Im Allgemeinen wird eine
Tieranzahl von mindestens funf statistisch empfohl€ruz-Orive & Weibel, 1990). Die
Abwéagung von Kosten, in Form von Zeit und Aufwagdgen Nutzen, in Form von Prazision
(Shay 1975) fuhrten schlieRlich zu der Entscheigung viele Gewebeblocke pro Tier

entnommen werden (je drei).
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Die Stereologie besteht aus zwei Schritten. 1.) [Sasnpling“, also die Probenauswahl und
2.) ,estimation®, also die Erhebung der Werte (Hsial. 2010, Ochs 2006, Weibel 1979). In
Zusammenhang mit den vorher genannten Begriffera@gkeit und Prazision ergibt sich
nun Folgendes. Wenn auf den Stufen GewebefixierBnghenentnahme und Analyse keine
Fehler entstehen, so bietet die Stereologie eintadde, die genaue und mit entsprechendem
Aufwand auch prazise Werte liefert (Howard u. R26a5). Fur die Vermeidung der Fehler
existieren bereits etablierte stereologische Voegstveisen, sodass die Stereologie a priori

als frei von systematischen Fehlern angesehen wésaten (Howard u. Reed 2005).

4.1.3 Probenentnahme: Quelle des systematischeleriseh

Bei der Probenentnahme aus dem fixierten Geweba ®imei wesentliche Aspekte zu
beachten: 1.) Die Lokalisation und 2.) die Orientiy der Schnitte.

Lokalisation Von besonderem Interesse ist die zufallige Prabswahl (,random sampling")
(Mayhew 1991). Diese gewadhrleistet, dass jeder Teiles Organs mit derselben
Wahrscheinlichkeit als Schnitt in die Analyse eingend die Schnitte, trotzdem nur ein
verschwindend geringer Teil des Organs untersud@rden kann, reprasentativ sind. Nur
dadurch ist der Ausschluss systematischer Fehlglioh(Hyde et al. 2007).

Im Falle der Lunge stehen im Wesentlichen dreiasihé Methoden zur Verfliigung, um
randomisierte Proben zu erhalten. 1.) Beim ,Indéjgan uniform random sampling” sei die
Lunge in eine Anzahl N Schnitte gleicher Dicke getdedem der Schnitte wird eine Zahl
zwischen 1 und N zugewiesen. Nun wird per Zufatifseine Zahl gewahlt, wie man Proben
aufnehmen will (n) und der entsprechende Schnittdwder Untersuchung zugefuihrt
(Nyengaard u. Gundersen 2006). Das Wort ,uniformpliziert, dass alle Teile der Lunge
dieselbe Chance haben, ausgewahlt zu werden (Si984f). 2.) Beim ,systematic uniform
random sampling“ (SURS) wird wie folgt verfahrenntn Lokalisation und Orientierung
zufalliger Schnitt wird von der Lunge angefertigi)f den weitere, schichtdickengleiche,
parallele Schnitte angefertigt werden. Aus der @esahl dieser Schnitte wéhle man im
Abstand m weitere Schnitte, also jeden mten Schmdbei der erste Schnitt, den man wabhilt,
ein zufallig zwischen 1 und m ausgewabhlter Schsiit(Abb. 4.1) (Mayhew 1991, Nyengaard
u. Gundersen 2006).

40



Abb. 4.1: SURS. Lunge in
schichtdickengleiche Schnitte
unterteilt. Im Abstand m =3
wurden  Schnitte  fir die
Untersuchung ausgewahlt
(grau unterlegt). An der
Lungenbasis der rechten
Lunge wurde der zweite
Schnitt (Zahl zwischen 1 und
m=3) als Erstauswahl
gewahlt.

2

7
7

Diese Methode garantiert, dass die ausgewahltenitBehicht zu eng beieinander liegen. In
den tieferen Ebenen, also vom Schnitt zum Gewebkplom Gewebeblock zum LM-/EM-
Praparat, konnen die Prinzipien des SURS wiederietden. Dies bedeutet, dass auf die
zuvor gewahlten Schnitte ein Rasternetz gelegt ¢Atib. 2.1 [2]), von dem jedes mte Raster
vom zuféllig als Startpunkt gewahlten Raster fie @ewinnung eines Gewebeblockes
verwendet wird. Diese Methode erzielt den Vortelass grofRere Schnitte auch mehr
Gewebeblocke ergeben, sodass ihre Fraktion am Gedamen gewahrt bleibt (Weibel et
al. 2006).

3.) Bei der ,stratified uniform random sampling” Mede werden im Falle der Lunge
zunachst zuféllig einige der vorhandenen Lungerdappstrata“) ausgewahlt, die
anschlieBend nach dem Prinzip des SURS weiter éidetrbiverden. Der Vorteil dieser
Methode ist, dass Ergebnisse aus den Lungenlapgfediea Gesamtlunge Ubertragbar sind
und somit die Anzahl der Proben reduziert werdennkéNyengaard u. Gundersen 2006,
Weibel et al. 2006). Aufgrund der genannten Voeteilurde eben dieses Verfahren fir die
hier vorliegende Studie verwendet.

Orientierung Es muss Beachtung finden, dass verschiedene ©rgaifgrund der so
genannten Isotropie auf verschiedene Weise gehhhdleaden mussen. Isotropie bedeutet,
dass die untersuchten Objekte innerhalb des Orgarener zufalligen und homogenen
Anordnung liegen (Elias u. Hyde 1980), wie zum PBmk Alveolen. Sie besitzen also im
Raum keine Praferenz beziglich Orientierung undrémeng. Hier liefert jeder in seiner
Richtung zuféllig gesetzter Schnitt dieselben Espbaften des Gewebes (Elias u. Hyde
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1980). Anisotropes Verhalten zeigt zum Beispiel Tiachea, deren Struktur eine vertikale
Richtung verfolgt (Hsia et al. 2010). Um auch hi@ndomisierte Schnitte zu erhalten, kann
man die Methoden des ,orientators* oder ,isectoestwenden (Mattfeldt et al. 1990,
Nyengaard u. Gundersen 1991). Fir groRere Objekiedie Trachea, ist der ,orientator*
geeignet. Hierbei wird das Objekt auf eine Winkelelegt, und eine zuféllige Zahl
zwischen eins und 99 gewahlt. Diese Auswahl gibt @éinkel an, in dem das Organ
geschnitten wird. Als nachster Schritt wird das @rguf eine cosinus-gewichtete Winkeluhr
gelegt, mit der zuvor entstandenen Schnittflachu nenten und die Prozedur wiederholt. Nun
ist der Schnitt in allen drei Dimensionen des Rauisetrop (Mayhew 1991, Muhlfeld et al.
2010).

Die Methode des ,isectors" ist fir kleinere Probgeeignet. Hier wird die Probe in
sphérischer Form in Agar gebettet, anschlieRerdrrgelassen und per Zufall zum Stoppen
gebracht. Die Position, in der sich die Probe daefindet, wird beibehalten und die Probe
eingebettet. Alle zentralen Schnitte dieser Probd sun ebenfalls isotrop (Muhlfeld et al.
2010). Da die Gasaustauschregion der Lunge alosainzusehen ist (Elias u. Hyde 1980,
Weibel et al. 2006), entfielen diese Methoden inwdgliegenden Studie.

4.1.4 Datenerhebung: von 2D auf 3D schlie3en

Es stellt sich das Problem dar, dass in einem 8chinies dreidimensionalen Kérpers eine
Dimension aller im Schnitt vorhandenen Strukturemloren geht. Sprich, es stellen sich
Strukturen, die ein Volumen haben, also dreidim@madi sind, im Schnitt als
zweidimensionale Flache, eine Flache (2D) als L{i[®), eine Linie (1D) als Punkt (OD) dar.
Nun moéchte man aber anhand der Schnitte Ricksehbigsdie tatsdchlichen Dimensionen
der Strukturen ziehen. Die Stereologie bietet disung fir dieses Problem. Das Prinzip ist
hierbei, dass die Dimension des beobachteten Gbjekthilfe eines Testsystems auf drei
Dimensionen erweitert wird. D.h., wenn man ein Vodén (3D) messen mdchte, so
verwendet man dafiir eine Punktzahimethode (OD} Eléche (2D) ermittelt man mit einem
Linientestsystem (1D), eine Lange (1D) ermitteltnnmait einer Testebene (2D) und eine
Partikelanzahl (0D) mit einem Testvolumen (3D). &gibt sich aus der Dimension des
Objektes und des Testsystems stets 3D (Howarded R@05, Hsia et al. 2010). Erhebungen
in der Stereologie werden haufig in Form von Quuga angegeben (Ochs 2006, Howard u.
Reed 2005, Hsia et al. 2010). So werden keine Violarand Flachen als solche erhoben,
sondern Volumen- oder Oberflachendichten, d.h. Welm oder Flache in einem

Referenzvolumen/einer Referenzflaiche (Weibel 197isprechendes gilt fir Langen
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(Langendichte) und Anzahl (numerische Dichte). Beisen Werten ist es von hdchster
Wichtigkeit, den Referenzraum zu kennen (HowardReed 2005). Viele Arbeiten friherer
Zeit ergaben fehlerhafte Interpretationen, da sl@h Autoren in ihren Aussagen auf die
Dichten allein stitzten. Die Volumendichte (im Eatlieser Studie Lb-Volumen pro pm?3
AE2-Zellvolumen) ist in ihrer Aussagekraft nicheglhzusetzen mit dem absoluten Volumen
(Lb-Volumen pro ganzer AE2-Zelle). Zwei verschiedexE2-Zellen kdnnen also das gleiche
Volumen an Lb beinhalten, ist die eine AE2-Zelldgeh volumengroRer als die andere, so ist
inre Volumendichte an Lb kleiner, obwohl sie dassetatsachliche Volumen an Lb
beherbergt. Dies wurde von Braendgaard und Gunadéi€86) als Referenzfalle (,reference
trap“) bezeichnet. Angaben von Ergebnissen soditea stets als Absolutwert erfolgen (Ochs
2006).

4.1.5 Lichtmikroskopie

Die alveolare Oberflache der in dieser Studie vede¢en Tiere wurde anhand eines
Linientestysytems ermittelt. Hierbei zeigt sich dée das Vorgehen nach dem 3D-Prinzip.
Eine Flache (2D) wird mit einem Liniensystem (1Djnételt. Da dies eine Erhebung von

2D-Schnitten ist, die auf 3D-Eigenschaften schlief3ésst, muss man sich folgendes
Konstrukt im Raum vorstellen. Legt man ein Liniesteyn, das in Reihen und symmetrisch
angeordnet ist, in diesen Raum, so hangt die H&eifigdass ein Objekt von der Linie

geschnitten wird, von dessen Volumen und seinerighising im Raum ab (Howard u. Reed
2005). Ein den Linien parallel angeordnetes Objekd weniger haufig geschnitten als ein zu
den Linien orthogonal angeordnetes Objekt. D.h.Bkeiehung zwischen Orientierung der
Linien und Orientierung der Strukturen muss zujakiein. Da, wie schon erwahnt, die
Gasaustauschflache der Lunge als isotrop anzusshéglias u. Hyde 1980, Weibel et al.

2006), also die Alveolen zufallig angeordnet siméir ein Testsystem mit symmetrisch
angeordneten Linien moglich. Ein symmetrisch andeetes Testsystem ist fir den
menschlichen Betrachter angenehmer anzuwenders (Elidyde 1980).

Beim Einsatz des ,physical disectors”, bei dem zkatespondierende Schnitte miteinander
verglichen werden, ist der gré3te Zeitaufwand meémdFinden der korrespondierenden
Sichtfelder gegeben (Sterio DC 1984, Howard u. R2@0d5). Der Einsatz des Olympus
DX51 in Verbindung mit der newCAST-Software minimiee an dieser Stelle den

Zeitaufwand. Die VergroRerung, mit der gearbeitairde, betrug 40fach. Bei dieser
VergroRerung waren die AE2-Zellen und ihre Nuclesither zu erkennen. Vorteilig

gegenilber einer VergréRerung von 100fach war, deissem Testfeld des ,disectors” bei
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40facher VergréBerung mehr alveolare Flache beteteterden konnte als bei 100facher.
Somit war die Anzahl der gezahlten AE2-Zellen wieladie daraus resultierende Prazision
der Daten hoher.

Der ,physical disector* hat folgendes Prinzip (ABb2). Jede Struktur hat nur eine obere
Begrenzung. Werden nun zwei Schnitte bekanntenafbgs zueinander angefertigt und eine
Struktur ist auf dem einen, aber nicht auf dem esmeSchnitt zu sehen, so ist davon
auszugehen, dass eben jenes obere Ende innersaftbsiandes der Schnitte liegt. Damit ist
gewahrleistet, dass die Struktur nur einmal quiaigit wird. Dieses Vorgehen macht die

Methode des ,physical disectors* von Natur aus ¥ systematischen Fehlern (Howard u.
Reed 2005).

Disector
1; 2
= {3 Abb. 4.2: Das ,physical disector*-Prinzip.
h 4 > = 4 Man sieht, dass groRere Objekte in beiden
=~ Schnitten wiederzufinden sind, wahrend
T 75 kleinere nur in einem Schnitt zu sehen sind.
8 (vgl. Cruz-Orive u. Weibel 1990,
Mandarim-de-Lacerda 2003)
Q1
> o
®s <0
@ 4
@ 4 0
Upper section Lower section

Eine weitere ,disector‘-Methode, namlich der ,opfidisector* steht zur Verfligung. Der
Unterschied zum ,physical disector” ist, dass héerur ein Schnitt verwendet wird, der eine
groBere Schichtdicke besitzt und darin durch Veefeing der mikroskopischen Fokusebene
verschiedene Ebenen eingelegt werden. Dadurch wendlgsch ebenfalls korrespondierende
Schnitte geschaffen (West et al. 1991). Von diddethode wurde abgesehen, da einerseits
die Struktur der Lungen, also die diinnen Alveolatese, fiir eine vielschichtige Fokussierung
nicht geeignet ist und andererseits eine Vielzakiighthkeiten besteht, dass das Gewebe
aufgrund des technischen Verfahrens homogen oddr imhomogen verformt wird und es
damit wahrend der Untersuchung zu unkorrigierbdrenlern kommt (Dorph-Petersen et al.
2001).
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4.1.6 Elektronenmikroskopie

Bei einer VergrofRerung von 4.646fach wurde die BislpRrate maanderférmig durchfahren,
da bei dieser VergroBerung das Erkennen einer Adi2-Anhand ihrer kuboiden Struktur
und den Lb als Charakteristikum (Ochs 2010, Stars. 6992) zuverlassig moglich war und
gleichzeitig eine ausreichende Flache des Prapgaeatitang des Maanders erfasst wurde. In
den meisten Fallen konnte eine AE2-Zelle anschfidlRbei einer VergroRerung von
7.750fach bildfullend fotografiert werden. Auf EMaBis fanden die Erhebungen der
Volumina einiger Zellkompartimente, insbesondere lde statt. Volumina (3D) werden auf
stereologischer Basis mit Punkttestsystemen (OBykem (Elias u. Hyde 1980, Cruz-Orive u.
Weibel 1970). Das hier verwendete Testsystem war Runktlinientestsystem, also
symmetrisch in Reihen angeordnete Linien, dereneRrals Punkte betrachtet werden. Die
Kombination erlaubt die gleichzeitige Erhebung v@berflache (2D mit 1D-Linien) und
Volumen (Weibel 1970). Auch hier ist ein gedankdisiKonstrukt im Raum hilfreich. Legt
man ein Punkteraster in einen Raum, so ist die Windar Punkte, die auf die Objekte im
Raum treffen allein dadurch definiert, wie grof #atumen der Objekte ist (Howard u. Reed
2005). D.h. ein groRBer Nukleus wird mehr Punkte sich bergen als ein kleines
Mitochondrium. Eine Isotropie muss demnach bei #&ehebung von Volumina nicht
vorliegen. Mit dem kombinierten Testsystem wurdigieich auch die mittlere Oberflache
der Lb bestimmt, um spater die Volumen-OberflacBemiehung errechnen zu kdnnen,
welcher ein guter Indikator fir die tatséchliché@e eines Objektes ist (Weibel 1970).

Das mit dem EM erhobene volumengewichtete mitfiéskimen verhélt sich am Beispiel der
hier untersuchten Lb wie folgt im Gegensatz zumahtgewichteten. Wenn viele kleine Lb
gefunden werden und nur wenige grole, so ist damahégewichtete Volumen der
Lamellekorper kleiner Grof3e hoher als das der gros bloR aufgrund ihrer héheren
Anzahl. Wird jedoch dem tatséachlichen Volumen dbrRechnung getragen, so misst man
den wenigen grof3en Lb proportional ebenso viel @letvbei wie den vielen kleinen.
(Howard u. Reed 2005, Abb. 2.7). Dies stellt dasimengewichtete mittlere Volumen dar
(Howard u. Reed 2005). Das volumengewichtete métiéolumen wird mit der ,point-
sampled intercept’ Methode ermittelt, dieNraterial und Methodeibeschrieben ist. Dieses
Verfahren kann nur an isotropen Proben stattfinateh ist frei von systematischen Fehlern
(Howard u. Reed 2005, Mayhew 1991).
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4.2 Ergebnisdiskussion

4.2.1 Die Physiologie der Lunge

Einer der offensichtlichsten Unterschiede zwischemschiedenen Spezies landlebender
Saugetiere ist das Korpergewicht, welches von veniGramm bis zu mehreren Tonnen
variiert. Das Korpergewicht ist die Grundlage fliometrische Erhebungen. Allometrie ist
die Methode =zur Darstellung von Beziehungen veestdrier physiologischer und
struktureller Parameter mit dem Kdorpergewicht. 8uldt sich bei Landsaugetieren eine
Spannweite des Korpergewichts in der GroRenordivamgsechs Potenzen. Entsprechende
Unterschiede, die zwischen den Spezies bestehdordem Anpassungen, die den
physiologischen Erfordernissen entsprechen. Diesgassungen finden sowohl auf
struktureller als auch funktioneller Basis statinktioneller Natur sind zum Beispiel die im
Vergleich zu groRen S&ugern bei kleineren Saugefiietende Erhéhung der Atem- und
Herzfrequenz resultierend aus dem erhdhten Grumngiebedarf pro Einheit Kérpergewicht
(Stahl 1967). Die Atem- und Herzfrequenz stehembleiemit dem Korpergewich¥l in der
Weise M in Beziehung (Stahl 1967, Schmidt-Nielsen 197Xdktedt u. Calder 1981,
Lindstedt 1984). Die @Diffusionskapazitat der Lunge B, also die Fahigkeit der Lunge, in
einer gewissen Zeit eine Einheit Sauerstoff vonideten Alveolen befindlichen Luft durch
die Alveolarsepten ins kapillare Blut zu transpei, ist dem Fick’schen Diffusionsgesetz

unterworfen:
Dio, = S(alv)- 1k - AP, - K, (Formel 8)

wobei S(alv) die alveoldare Oberflache, die Dicke der Luft-Blut-SchrankeAPo, der
Partialdruckunterschied fur Sauerstoff zwischenaleeoldren Luft und dem kapillaren Blut
und K der Diffusionskoeffizient fur Sauerstoff dbrdas Gewebe, welches die Luft-Blut-
Schranke bildet, darstellt. Weibel (2009) verfeiaatie Formel.

Do, = [S(alv) + S(cap)l/2 1k - AP, - K, (Formel 9)

wobei S(cap) die kapillare Oberflache ist, die et@& weniger Flache hat als die alveolare
Oberflache (Gehr et al. 1981) und deshalb aus besite Mittelwert gebildet werden muss,
um die tatsachliche Gasaustauschflache zu erhalten.

Neben dem Lungenvolumen und der alveoldaren Obéel§Stone et al. 1992) steigt dig-O
Diffusionskapazitat proportional zum Kérpergewidhei kleinen im Vergleich zu grof3en
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Saugern an (Gehr et al. 1981). Dies trotz einigitdten, von denen anzunehmen ist, dass
sie die @Q-Diffusionskapazitat beeinflussen. Zum einen ware stark verkirzte Zeit zu
nennen, in der das in der Lunge zirkulierende Blahtakt mit der Luft-Blut-Schranke hat
(Lindstedt 1984, Weibel et al. 1981). Zum anderamde in der Arbeit von Weibel et al.
(1981) aufgezeigt, dass unterschiedlickieo,-Werte in den Alveolen von proximal nach
distal bei groRReren Lungen auftauchen (Weibel .€t$81). Die verandertetPo -Werte sind
erklarbar dadurch, dass in den distalen RegionéReger Lungen nur noch Luft ankommt,
bei der schon Gasaustausch stattgefunden hat ardedinach weniger einhaltet. Somit
wird der durchschnittliche ©Gehalt dieser Luft gesenkt, so ebenfalR,, (Weibel et al.
1981). Als Kompensationsmechanismus findet sich diesen Regionen niedrigen
Sauerstoffpartialdruckunterschieds eine groRerduldnskapazitat. Dieser Mechanismus
lieB sich auch nachweisen, indem Ratten am 23. flagh ihrer Geburt auf ihre
Diffusionskapazitat hin untersucht und in drei Grep unterteilt wurden. Die erste Gruppe
stellte die Kontrollgruppe, die unter normalen Ldidswlingungen lebten (Barometerdruck
~713 torr, B, ~150 torr), die zweite Gruppe wuchs in den Beripen auf (3.450 m Hohe,
mittlerer Druck 497 torr, § ~100 torr) und die dritte Gruppe in einef-Kammer unter 40%
Sauerstoff und 60% Stickstoff (Druck: 730 tore, P290 torr). Am 44. Tag nach ihrer Geburt
wurden die Ratten erneut auf ihre Diffusionskag@#diin untersucht. Das Ergebnis war eine
aus den morphometrischen Daten errechnete erhdfitesibnskapazitat bei den Ratten der
Gebirgsgruppe gegenuber der Kontrollgruppe (12064)eine reduzierte Diffusionskapazitat
bei den @-Kammer-Ratten gegeniuber der Kontrollgruppe (858a)rif u. Weibel 1971).
Andererseits adaptiert sich die Diffusionskapazitét Lunge auch an verloren gegangenes
Gewebe. Es zeigte sich zum Beispiel zwei Jahre A@éhiger Pneumektomie beim Hund,
dass er dennoch 70%, nicht die erwarteten 60%atestDiffusionskapazitat besaf3, gemessen
an der Diffusionskapazitat fir CO, da CO uber ditibere Affinitat fir Hamoglobin verfiigt
und damit sensitiver zu untersuchen ist (Hsia etl893, Hsia 2006). Dieses Ergebnis ist
weiterhin bemerkenswert, da die Kapillaren zwar 3gro wurden, da das verminderte
Volumen des Lungenkapillarbetts den gesamten Bkdflder Lunge aufnehmen musste,
jedoch keine Gewebevermehrung stattfand (Hsia 498i3, Hsia et al. 2004). Darlber hinaus
ist interessant zu erwahnen, dass sesshafte Speaeegum Beispiel die Ziege, Uber eine
Diffusionskapazitat verfiigen, die hoher ist, als ulgter Vollbelastung maximale,@Konsum
benotigt. Dies konnte als Sicherheitspuffer angeselwerden, der das Anpassen an
verschiedene Lebensbedingungen ermdglicht (Weib@DR Die Diffusionskapazitat hangt

aber auch mafgeblich von der Diffusionsbarriersbésondere ihrer Flache und Dicke ab
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(Fick’'sches Diffusionsgesetz). Surfactant als dBehfenaktives Agens (Griese 1999), das
von AE2-Zellen produziert, gespeichert, per Exoggtsezerniert und nach Wiederaufnahme
recycelt wird (Dietl 2005, Ryan 1975, Castranovaakt1988, Fehrenbach 2001) und der
alveolaren Oberflache aufliegt, hat folglich einémteil an der Diffusionsbarriere. Zu
diskutieren ist also, ob der Surfactantfilm an dariabilitéat der Diffusionskapazitat beteiligt
ist. Gil und Weibel (1969) waren der Ansicht, ddss Surfactantfilm, da er lediglich 3 bis
5% der Gesamtdicke der Diffussionsbarriere ausmarhtvernachlassigen sei. Doch es
wurde gezeigt, dass eine lipidhaltige Oberflaichege Wembranen sie sind, ohne
Surfactantbeschichtung langsamere DiffusionszdifierSauerstoff aufweisen, als wenn ein
dichter Surfactantfilm aufliegt (Olmeda et al. 2D1Der genaue Mechanismus wird noch
weiterer Forschung bedurfen. Diskutiert werdenrdifgys von Surfactantproteinen geformte
Membranporen, die die Sauerstoffdiffusion zwischewei angrenzenden Membranen
erleichtern (Olmeda et al. 2010). Aber nicht nun\aer Umwelt, sondern auch von den
korpereigenen physiologischen Parametern hangndmphologische Struktur der Lunge ab.
Gelhaar und Weibel (1973) konnten namlich zeigassdiie japanische Tanzmaus gegeniiber
der Labormaus einen um 80% erhohten SauerstoffbledarDieser erhdhte Sauerstoffbedarf
spiegelt sich darin wieder, dass die Tanzmaus édeiond mehr Alveolen besitzt, die eine um
60% groRere alveolare und kapillare Flache und sigeifikant diinnere Luft-Blut-Schranke
besitzen. Auch bei groReren Spezies wie dem Hundntka &ahnliche Anpassungen
beobachtet werden (Siegwart et al. 1971). Allesallem zeigt dies, dass die Lunge
keineswegs ein statisches Organ ist und sich vieiman die Bedirfnisse und
Lebensumstande eines Organismus anzupassen velDieg. entspricht der Idee der
~Symmorphosis* (Taylor u. Weibel 1981, Weibel 2000)

4.2.2 Unterschiede der Meeres- und Landsauger

In weiteren Untersuchungsreihen belegten WeibelMitdrbeiter (Gehr et al. 1981, Taylor u.
Weibel 1981, Weibel 1972, Weibel et al. 1987) vhmsdene allometrische Beziehungen
einiger weiterer pulmonaler Strukturen, die fir dr@nktion als Gasaustauscher von
Bedeutung sind. Auf ihren Ergebnissen beruhenaui$tBasis der Gleichung = aM® der
Exponent b fir den maximalen Sauerstoffverbrauch kleiner &is die pulmonale
Diffusionskapazitat und fir die alveolare OberfladhVeibel 1981, Weibel 2000). Das heif3t,
mit zunehmendem Kdrpergewicht nimmt der maximal lotig Sauerstoffverbrauch weniger
stark zu als die Diffusionskapazitat oder die Gasauschflache der Alveolen. Dabei verhélt
sich der maximale Sauerstoffverbrauch zum Korpeickevia mit M8 (Weibel et al. 1981,
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Taylor et al. 1981), Diffusionskapazitat (Gehr ét E981) und alveolare Oberflache mit
jeweils M® (diese Arbeit, Weibel 1981). In einer alteren $uenney u. Remmers 1963)
findet sich jedoch eine andere Aussage. Hier begwtm die Autoren, dass der Exponbnt
fur maximalen Sauerstoffverbrauch dem fir die dbsen Oberflaiche gleich war. Der
diskutierte Grund (Gehr et al. 1981) fir diese rgueiedlichen Ergebnisse ist, dass in der
Arbeit von Tenney u. Remmers Meeressduger als &peater groBen Gewichtsklassen
verwendet wurden. Diese verflgen aber Uber deutlinbdere Lebensbedingungen. Sie
besitzen einen wesentlich niedrigerepRB2darf, halten die Luft fir mehrere Minuten ane eh
sie Atem schopfen und sind unter Wasser héherereddmdcken ausgesetzte (Gehr et al.
1981). Auch aufgrund anatomischer Unterschiede é&drsystematische Fehler entstanden
sein. Denn Meeressauger besitzen wesentlich groBkeemlen, die mit einem erhdhten
Blutfluss versorgt werden (Gehr et al. 1981). Digsschieht bei den in der Studie
verwendeten Meeressaugern Uber eine Doppelschiapilléten in den alveoldaren Septen
(Fanning u. Harrison 1974). Interessanterweise eptiesren unmittelbar postnatale
menschliche Lungen auch eine Doppelschicht Kapiflardie sie jedoch im Laufe der
Entwicklung verlieren (Zeltner u. Burri 1986). Geér al. (1981) zeigten daher, dass der
Fehler behoben werden kann, schliel3t man aus dexctBeingen die Meeressauger aus. Dies
fuhrte zu einer entsprechenden Angleichung der d¥sginsgeraden an die
Regressionsgerade, gezeichnet anhand der Daten Weibel (2000) unter den
Landsaugetieren und zeigte darliber hinaus zwisdeenMeeressaugern eine eigene, tiefer
liegende Regressionsgerade und damit eine eigezielBmg, die sich signifikant von der der
Landsauger unterscheidet (Gehr 1981). Entsprecasr Erkenntnis schloss man in der

hier vorliegenden Studie lediglich landlebende Sdiage ein.

4.2.3 Eine diinne Schicht Surfactant

Diese Studie beschéftigte sich mit einem weitetenden Gasaustausch wichtigen System -
dem Surfactantsystem der Saugetierlunge. Untersuwalnide dabei das intrazelluléare
Gesamtvolumen pulmonalen Surfactants, morphologiséimiert als das Gesamtvolumen der
Speicherstatten, also der Lb (Askin u. Kuhn 1971,uG Reiss 1973). Die Untersuchung
sollte eine Antwort auf die Frage bringen, ob béssgsesamtvolumen mit der alveolaren
Oberflache in Beziehung steht oder ob andere Paeamen denen man weil3, dass sie die
Surfactantbiologie  beeinflussen, wie zum Beispielie d Atemfrequenz, das
Surfactantvorkommen regulieren. Die Ergebnisse ergigdass die Steigung, also der

Exponentb der allometrischen Gleichung= aM’ fiir die alveoldre Oberflache {Bund das
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Gesamtvolumen der Lb [¥{Lb,lung)] im Vergleich &ahnlich verlaufen. Darub&inaus
besteht keine Korrelation zwischen Lb-Volumen primhgit alveolarer Oberflache und
Korpergewicht. Das heif3t, dass ein relativ kongmritb-Volumen pro Einheit alveolarer
Oberflache mit einer Spannweite von 6 bis 22 mm¥%m#inden war. Diese Spannweite
erscheint zunéchst als grof3. Doch man sollte irraBkt ziehen, dass die Studie Tiere
umfasste, die ein unterschiedliches Korpergewistddr GroRenordnung von funf Potenzen
aufwiesen, deren Lebensbedingungen verschiedemlenmsth Alter im Falle der wilden Tiere
unbekannt war. Die Spannweite von 6 bis 22 mm3anhkbei dieser Heterogenitat zwischen
den untersuchten Spezies durchaus als klein angeseérden. Eine Arbeit um Clements et
al. (1970) bestatigt anhand biochemischer Analysggwonnen aus Homogenaten elf
verschiedener Spezies, diese Ergebnisse. Auchihulggen postnataler Ratten fand man ab
Tag vier ahnliche Werte (Vidic u. Burri 1981). Hieeigten sich Werte von 22 mm3/m2 an
Tag vier und 23 mm3/m2 an Tag 21. Schmiedl et @D0O7) berichteten Uber ein
Gesamtvolumen der Lb bei adulten Ratten von 5,16,rahmlich einem von uns erhobenem
Wert von 5,34 mm3. Bezogen auf die alveolare Oaenié von 0,45 m2 erhalt man mit dem
Wert von Schmiedl et al. ein Ergebnis von ~11,5 m#3welcher in der zuvor genannten
Spannweite liegt und damit dem hier vorliegendegeBnis, zumindest fiir die Ratte, ahnlich
ist. Dass nur so geringe Lb-Volumina pro Quadragmalveolarer Oberflache zur Verfigung
stehen, konnte dadurch erklart werden, dass dibwéatszeit fir Surfactant vier bis elf
Stunden betragt (Young et al. 1981, Wright u. Clet®el987) und damit keine UbermaRig
hohe Surfactantproduktion und —speicherung nétig is

4.2.4 Allometrie der postnatalen Entwicklung

Einige allometrische Beziehungen wahrend der Emkiwig postnataler Lungen laufen in
Episoden ab. So zum Beispiel die Zunahme der Lurgjemina. Wahrend bei der Ratte das
spezifische Lungenvolumen, das hei3t das Lungemeatupro Korpergewicht, in den ersten
zehn Tagen postnatal relativ konstant blieb, nabmos Tag zehn bis Tag 131 um ~60% ab
(Burri et al. 1973, Schmiedl et al. 2007). Allomsth ausgedriickt, war der Exponénder
Gleichungy = aM® in der ersten Phase der Entwicklung der Rattemiuhgind spater 0,7.
Beim Menschen hingegen findet sich ein ahnlichdd.Bn einer Arbeit von Zeltner et al.
(1986) wurden die Lungen von sieben, zumeist anmnvdiletzung oder —infektionen
verstorbenen Kindern im Alter zwischen 26 Tagen w6 Monaten untersucht. Die
Lungenvolumina wurden Uber die Wasserverdrangunterde Lappen fir Lappen erhoben

(Zeltner et al. 1986). Das spezifische Lungenvolusteeg im Vergleich zwischen dem ersten
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Lebensmonat (ein Monat) und dem sechsten Leben@jatfrJahre, vier Monate) um ~18%
an. Hier warb also zunachst ~1,14 und spater 1 (siehe auch 386if). Ab diesem
Zeitpunkt, also mit etwa funf Jahren, verfiigte dRatient Uber ein der adulten Lunge
vergleichbares spezifisches Lungenvolumen von &Wvanl/kg (Zeltner et al. 1986). Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Ausbild@ngMiveolen zu einem wesentlichen Teil
erst postnatal stattfindet. Diese Vermutung wirdetstiitzt durch Erhebungen von anderen
Autoren, die die Anzahl der Alveolen bei Neugeberemnd Kindern angaben (Davies u.
Reid 1970). Beim Neugeborenen finden sich um dieMBilonen (Langston et al. 1984),
wahrend der Erwachsene tber ~480 Millionen verfQgths et al. 2004a).

Im Vergleich dazu zeigt auch die Volumendichte derinnerhalb der AE2-Zelle in Bezug
zum Koérpergewicht ein &hnliches Phanomen, tragt diaWerte der Arbeit von Schmiedl et
al. (2007) gegeneinander auf. Wahrend die Volunwdndider Lb der AE2-Zellen der Ratte
bei den ersten beiden Messpunkten Tag eins undi€agn post partum eine steile Zunahme
zeigen, flacht die Steigung im Vergleich der Mesdgte Tag 14 und Tag 42 pp stark ab.
Massaro et al. (1986) zeigten, dass die Volumemelidter Lb pra- und perinataler
Rattenlungen stark ansteigt, wahrend die Volumdneider AE2-Zellen sinkt. Diese Daten
sind jedoch aufgrund der ,Referenzfalle* (Braenddaad Gundersen 1986) mit Vorsicht zu
bewerten. Denn weder wurden von den Lamellenkdjp@mioa, noch von den AE2-
Zellvolumina (als Referenzvolumen fiur die Lb-Volumiéchte) Absolutwerte angegeben, die
einen tatséchlichen Vergleich erméglichen. Docbhs$taltig konnten Massaro et al. (1986)
zeigen, dass das Oberflachen-Volumen-Verhatnid blépm2/pums3) perinataler Ratten bis ins
adulte Alter nahezu konstant bleibt. Die Studie ¥édrte um 5 pm2/um3 an, welche ahnlich
dem in der hier vorliegenden Studie erhobenen VWierdie Ratte von 4,1 pm#/um3 sind. Die
spatere Studie von Schmiedl et al. (2007) zeighss dder Quotient zwischen Lb-Volumen
und intraalveoldaren Phospholipiden, gewonnen ausgénlavageflissigkeit, wahrend der
postnatalen Entwicklung der Rattenlunge von 0.473mmol am Tag eins auf 2,74
mm3/umol am Tag 42 ansteigt. Diese Veranderungedemekorrespondierend begleitet von
Konzentrationssteigerungen des Surfactantproteiira Xerlauf der Entwicklung (Schmiedl
et al. 2007).

4.2.5 Symmorphosis
Diese Darstellung perinataler Entwicklungsvorgangeigt, dass einige Beziehungen
innerhalb einer Spezies eher von Organentwicklusgp Ontogenetik abhangen, statt

allometrischer Natur zu sein. Dass hingegen alldsséte Beziehungen in der Entwicklung
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eines Sdaugetieres unterschiedlich sein kdnnen gegenallometrischen Beziehungen
zwischen verschiedenen Saugetieren zeigte WieS&4)lin seiner Untersuchung tber den
Energieumsatz. Hier konnte er beobachten, dassneugeborenes Saugetier innerhalb
weniger Stunden post partum einen vergleichbarerdi®umsatz hatte wie ein adultes Tier
einer kleineren Gewichtsklasse. AnschlieBend sliegEnergieumsatz im weiteren Verlauf
der Entwicklung in Bezug zum Kdorpergewicht mit déponenterb = 1, um ab einem
kritischen Alter (Mensch 18 Monate, Rind sechs Men&atte drei Wochen) mib = 2/3
weiterzugehen. Dies unterscheidet sich deutlichdem Vergleichen zwischen verschiedenen
Spezies, bei dendmbeziglich des Energieumsatzes 3/4 betragt (Klei9di7, Lindstedt u.
Schaeffer 2002).

In Anbetracht dieser Daten gilt zu beachten, dasder vorliegenden Studie die Beziehung
des intrazellular gespeicherten Surfactantvorkonsmenit der alveolaren Oberflache
interspezifisch untersucht wurde. Eine enge Bezighler beiden Parameter war gemaR des
Konzepts der ,Symmorphosis* (Taylor u. Weibel 1981y beobachten. D.h. die
Surfactantproduktion ist auf die Flache des Alvegpithels abgestimmt, nicht direkt auf die
GrolRe beziehungsweise das Korpergewicht der Spevéssdadurch unterstrichen wird, dass
von den beiden Spezies Rind und Pferd ersterecti@esere ist, letztere jedoch mehr AE2-
Zellen in der Lunge aufweist — eben korrelierend mesentlich groReren alveolaren
Oberflache. Ein in Hinblick auf die Entwicklung dé€sganismus intraspezifischer Vergleich
konnte anhand der Tiere, die allesamt adult wgegtach nicht angestellt werden. Lediglich
anhand besagter adulter Tiere wurde ein Versuobrmommen, die Daten intraspezifisch in
Beziehung zu stellen. Jedoch konnte hierbei keingéfation gesehen werden. Es sei also
darauf hingewiesen, dass eine klare Unterscheidwalipmetrischer Beziehungen
intraspezifisch undnterspezifisch von groBer Wichtigkeit ist. Weiterhibhv®n diesen Daten
folgendes abzuleiten. Da das intrazellular gesgeieh Surfactantvorkommen mit der
alveoléaren Oberflache korreliert, die Volumina ddt2-Zellen und die Volumenfraktionen
von Lb innerhalb der AE2-Zellen jedoch nicht setarls variieren, ist anzunehmen, dass bei
groBeren Tieren die grolRere Menge an Surfactaimgliigd mit einer erhdhten Anzahl an

AE2-Zellen sichergestellt wird.

4.2.6 Surfactant und Oberflachenspannung
Wahrend die Eingangsfrage dieser Studie beantwadede, ob das Surfactantvorkommen
an die alveolare Oberflache angepasst ist, sirgefale Ergebnisse bemerkenswert. Obwohl

sowohl die Alveolen im Vergleich von Hunden, Zieg@wnies und Kalbern (Weibel 1987),
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als auch im Vergleich von Sunis (afrikanischer Sugit ~3,5 kg Korpergewicht) und Gnus
(~100 kg) (Gehr et al. 1981) trotz unterschiedlicKérpergréen und —gewichte in etwa
gleich groB sind, ist es Fakt, dass Mauslungen Kdeinere Alveolen verfiigen als
Menschenlungen. Denn die alveoldare Oberflache demschlichen Lunge ist ~1.000fach
groBer als die der Mauslunge, und gleichzeitigd& Anzahl der Alveolen, die diese
Oberflache bereitstellen, nur 60 Mal gréer in denschlichen Lunge im Vergleich zur
Mauslunge (Ochs et al. 2004a, Knudsen et al. 20D@ks entspricht der von Mercer et al.
(1994) beschriebenen allometrischen Beziehung terofenzahl von M. Es ist also davon
auszugehen, dass die Alveolen der Maus wesentlieinek sind als die des Menschen.
Analog dazu findet sich eine Studie, die zeigtessddeinterschiede in den AlveolengréfRen
unabhéngig vom Korpergewicht bestehen. So habea I€dtzen groflRere Alveolen als Hunde
und im Gegensatz dazu haben Schafe in etwa gleinBegAlveolen wie Ratten (Lum u.
Mitzner 1987). Weibel (1967) vermutete, dass di@[er der Alveolen vielmehr als vom
Korpergewicht davon abhéangt, wie viel alveoldre Méehe fiur die Bedirfnisse des
Organismus bendtigt wird. Da die Alveolen eine rrahgphéarische Form haben (Clements et
al. 1958, Mead 1957, Mercer et al. 1994), besigiemach dem Gesetz von LaPlace an der
Luft-Flissigkeitsgrenze eine Oberflachenspannurigni@nts et al. 1958, Mead et al. 1957),
die mit abnehmendem Radius, daraus resultiereni@ekeser Krimmung und kleinerer
Oberflache (Clements 1957) zunimmt. Daraus folgte dAnnahme, dass die
Oberflachenspannung bei den kleinen Alveolen dewsVialie mit starkerer Krimmung
vergesellschaftet ist, grof3er ist als bei den geifdélveolen des Menschen. Ein Vergleich
zwischen den kleinen Alveolen der Maus und den iancBmesser bis zu viermal gréReren
Alveolen des Schweins zeigte, dass sowohl die Bthier Alveolen nach Ausatmung als
auch die Oberflachenspannung trotz der Korpergessplannweite von 0,03 und 50 kg
ahnlich waren (Lum u. Mitzner 1987). Surfactanzsdie Oberflachenspannung der Alveolen
unter Druck effizient in einen Bereich nahe 0 dym/Schirch et al. 1978, Wirtz u. Schmitz
1992). Diese Eigenschaften werden den Interaktiongischen den zweifach gesattigten
Phosholipiden (PL) mit den ungeséttigten PLs unal€iterin zugeschrieben (Daniels u.
Orgreig 2003). Hierbei ist vor allem das im Surféaxdtam hdchsten konzentrierte (Clements
et al. 1970) Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin (DPPCgls Hauptbestandteil der
spannungssenkenden Komponenten zu nennen (Veldheizel. 1998). Darlber hinaus
gewahrleistet Surfactant die Stabilitat der Alveo@lendenhall u. Mendenhall jun. 1964,
Reifenrath u. Zimmermann 1973 Clements et al. 1@&dtle 1955). Deshalb muss man die

Frage stellen, ob kleinere Saugetiere mit entsprettkleineren Alveolen mehr Surfactant
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pro Einheit alveolarer Oberflaiche benétigen. Dabriss jedoch eine klare Trennlinie
zwischen oberflachenaktivem, intraalveolarem Suafstc und intrazellular in  Lb
gespeichertem Surfactant gezogen werden (Ochs 20D@nn der intraalveolare
Surfactantfilm, um den es bei dieser Uberlegungt,gisih nicht gleichzusetzen mit dem
intrazellulér gespeicherten Surfactant. Das hei@¢s zwar die Mdglichkeit besteht, dass die
Relation zwischen intraalveolarem und intrazellesér Surfactant zwischen verschiedenen
Spezies unterschiedlicher Korpergrof3e differiereser Theorie in der hier vorliegenden
Studie jedoch nicht nachgegangen werden konnte.Gbend daftir war die Fixiermethode:
die Luftweginstillation mit Glutaraldehyd, die dagraalveolare Surfactant unvorhersagbar
transloziert hat. Dieses Problem zeigte sich bereieiner Studie von Kapanci et al. (1972),
die versuchten, auf Basis dreier menschlichen Longie mit Glutaraldehyd Uber den
Luftweg fixiert wurden, das alveolare Surfactantaschreiben. Die Literatur zeigt aber, dass
nach bronchoalveolarer Lavage von Maus, Ratte, iGein und Hund die intrazellulare
Surfactantkonzentration zwei bis dreimal groRer,veds die Konzentration des Surfactants
intraalveolar, gemessen anhand der Phosphatidid&ooizentration in Lavageflussigkeit
(Gall et al. 1978). Im Gegensatz dazu zeigten sp&tudien, dass zumindest bei Ratten das
intraalveolare Surfactantvorkommen das intrazeluldbersteigt (Young et al. 1981). Auch
dieser Quotient kdnnte dadurch zu erklaren seiss die Umsatzzeit des Surfactants vier bis
elf Stunden betragt (Young et al. 1981, Wright len@ents 1987) und darlber hinaus das
intraalveolare Surfactant reabsorbiert und recyeeitd (Fehrenbach 2001), wodurch das
geringe Volumen an intrazellular gespeichertem &iaint ausreicht, das intraalveolare zu

speisen.

4.2.7 Surfactant unter pathologischen Zustanden

Die bisher gezeigten Daten und aufgefuhrten Verbkibezogen sich auf primar gesunde
Lungen, die die physiologischen Eigenschaften undptometrie des Gasaustauschapparates
verdeutlichen. Verschiedene akute und chronischikmafte Zustande der Lunge wirken sich
auf die AE2-Zellen und ihre Lb aus. Aber auch asderum, also Stérungen der
Surfactantproteine (deMello et al. 1989) oder ddy-Synthese minden in schwere
respiratorische Krankheiten (Seeger et al. 199(s2010). Dies ist schon aufgrund der
Tatsache, dass Surfactant an der Abwehr von Schddetn Mirkroorganismen (O’Neill
1984, Juers et al. 1976), Partikeln (Wallace et1885) und toxischen Substanzen wie
Sauerstoffradikale (Cross 1974, Crapo et al. 198&piligt ist, anzunehmen. Auf AE2-

Zellebene sind die Reaktionen als Hyperplasie upgertrophie zu erkennen (Miller u Hook
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1990). Storungen der Lb-Synthese konnen in zweiss€a unterteilt werden: 1.)
Unterentwicklung, also zu kleine Lb und 2.) Ubewgnklung, also zu groRe Lb (Ochs 2010).
Beispiele fur Unterentwicklung sind der angebor8uefactant-Protein B-Mangel (Nogee et
al. 1993, DeMello et al. 1994, Clark et al. 1995)er der ABCA3-Mangel (Shulenin et al.
2004, Fitzgerald et al. 2007, Ban et al. 2007, Hamet al. 2007). ABCA-Proteine sind
beteiligt am Transport von Lipiden zu Lb und Traksition vom Zytoplasma ins Lumen der
Lb (Weaver et al. 2002). Uberentwicklung von Lb kén, neben Anderem, aufgrund von
Surfactant-Protein-D-Mangel (Botas et al. 1998, ©@t al. 2004b), welcher als AE2-
Zellhypertrophie kombiniert mit Hyperplasie in Enginung tritt (Knudsen et al. 2007) oder
lysosomalen Erkrankungen wie dem Hermannsky-Pudigkdrom (Chi et al. 1976,
Guttentag et al. 2005, Nakatani et al. 2000) atgftreDie UberméaRige Lb-Synthese, die auch
bei Einatmung von Lungengiften gesehen wird, ifiziehter bei Hypertrophie der AE2-
Zellen als bei Hyperplasie (Miller u. Hook 1990)ieDin der hier vorliegenden Studie
erhobene Spannweite von ~70-100 um3/Zelle der Wértelie mittleren Lb-Volumina pro
AE2-Zelle wurde Ubertroffen von den Werten des Hand~120 pm3/Zelle) und der
Menschen (~147 um3/Zelle), was dahingehend zurerki&ére, dass diese Spezies in Stadten
besonders hohen Konzentrationen an Lungengiftem Autoabgasen, ausgesetzt sind. Einen
weiteren Hinweis auf diesen Mechanismus liefereefbeit von Stone et al. (1992), die
zeigte, dass der Quotient zwischen Alveolarepitiela Typ Il und Typ | beim Menschen
hoher ist als bei vielen anderen S&ugetieren. Risglurch lysosomale Erkrankungen
betroffen sind erklart sich durch ihre Ahnlichkeit Lysosomen. Sie haben entsprechend zu
Lysosomen im Lumen einen sauren pH4,5, lysosomaleyige (z.B. saure Phosphatase,
Cathepsin C&H) und Proteine (z.B. CD63/LAMP3 und MR 1), weshalb sie auch als
lysosomartige Organellen bezeichnet werden (Weegival. 2002, Schmitz u. Miller 1991).

4.2.8 Atemfrequenz und Surfactant-Zusammensetzung

Dariber hinaus wurde eine Hypothese aufgestellt,ss daals physiologischer
Beeinflussungsfaktor des Surfactantvorkommens neleenn der hier vorliegenden Studie
deutlichen Abh&ngigkeit von der alveoldren ObeH&crespektive des Kdrpergewichts, die
Atemfrequenz in Frage kommt. Die aufgefiihrten Dateigen, dass zur Atemfrequenz eine
negative Korrelation fur die Anzahl der AE2-Zellathas Gesamtvolumen der Lb und die
alveoldaren Oberflache zu sehen war. Dies ist aefbdireits zuvor genannte allometrische
Beziehung der Atemfrequenz mit Y zurtickzufiihren. Bestatigung dieser Hypothese finde

sich in quantitativen Analysen der Fraktionen dermrf&tantbestandteile Dipalmitoyl-
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Phosphatidylcholin (DPPC), Palmitoylmyristoyl-PCMPC) und Palmitoylpalmitoleoyl-PC
(PPPC) verschiedener neugeborener und erwachs@eeieS. Hier zeigte sich, dass die
Lipidzusammensetzung des Surfactant vom Entwicldstaglium der Lunge, der
Atemfrequenz (Bernhard et al. 2001) und der Spdtiasg et al. 2005) abhangt. Bernhard et
al. (2001) zeigte anhand von Phospholipidfraktioasgen in bronchoalveolarer
Lavageflissigkeit, dass bei Mausen, Ratten und 8cten die Konzentration sowohl von
PMPC als auch von PPPC bei den hohen Atemfrequevareracht Tage alten Individuen
gegeniiber der niedrigen Atemfrequenz adulter Tiebber war, DPPC hingegen war
schwacher konzentriert. Interessanterweise wurakeirvVergangenheit auch schon eine gute
Korrelation zwischen DPPC-Konzentration im gesamtamgengewebe und alveolérer
Oberflache beobachtet, wobei sich dariiber hinausukstellte, dass andere Phospholipide
nicht mit der alveolaren Oberflache korreliertete(@ents et al. 1970, Gail et al. 1978). Diese
Daten unterstiitzen die zuvor dargelegte Annahmess da&in relativ konstantes
Surfactantvolumen sowohl intraalveolar als auchrazellular pro Einheit alveolarer
Oberflache zur Verfugung steht, die variierenderogpholipidspeziesfraktionen jedoch
deutlich von der Unterschiedlichkeit physiologiscBedurfnisse abhangt (Lang et al. 2005).

4.2.9 Klinisch-therapeutische Relevanz

Aus der klinischen Perspektive erklart das einessevie die Mortalitdit Neugeborener mit
infantilem akut respiratorischem Distress-SyndrdxRDS) durch die Therapie von exogen
zugefuhrtem Surfactant um 50% gesenkt werden kafuateg et al. 1991), da hierbei in den
Lungen der Neugeborenen ein primarer Mangel araSianfit und Surfactantprotein A besteht
(Pattle et al. 1962, Griinwald 1964, Haagsman unBi001, Schmitz u. Miller 1991). Und
andererseits, warum bei einer Vielzahl von Lungkragkungen der therapeutische Versuch
mit Surfactant, wie ARDS des Erwachsenen (Spragd. @003), sauerstofftoxische (Matalon
et al. 1987), ventilationsinduzierte (Novick et 2094) und holzrauchverursachte (Feldbaum
et al. 1993) Lungensch&den und neonataler Mekorigpirations-Pneumonie (Ogawa et al.
2000), sowie beim Versuch, die Resultate von Lutrgesplantationen zu verbessern
(Vazquez de Anda et al. 2001), die Erfolge in derf&tantsubstitutionstherapie, besonders
in Verbindung von Anwendungsfehlern hinsichtlichr déentilationsrate wahrend der
Surfactantsubstitution (Anderson et al. 2004) stalkierten. Vor allem im Falle des adulten
ARDS ist nicht das mangelnde Volumen von SurfagweotEinheit alveolarer Oberflache die
athiopathogenetische Komponente (Mihlfeld et al2@®chmidt et al. 2001), als vielmehr
eine Inaktivierung (Griinwald 1964, Pattle et al62Poder pathologisch veranderte Lipid-

56



und Proteinkomposition des Surfactant (Hallman let1882, Seeger et al. 1985) durch
Schaden an AE2-Zellen, Inaktivierung von Surfadtamponenten durch ddemassoziierte
Proteine (Smith u. Spragg 1997) bis hin zur vohigebwesenheit eines Surfactantfilms
(Chase 1959) und Veranderung der Komponente daftdmmatorische Prozesse (Smith u.
Spragg 1997). Es wurde gezeigt, dass nach Endotidglen (Crapo 1987) Fibrinexsudate ins
Lumen der Alveolen treten (Baird et al. 1986). Kibinteragiert dann direkt mit der
Phospholipidschicht (Seeger et al. 1985), woduiehviskositat des Lipidfilms herabgesetzt
und damit die Funktion erheblich eingeschrankt wi@hsalis et al. 1989). Diese Daten
zeigen, dass funktionelle Einschrankungen bei Kraften Prozessen des Surfactantsystems
eher nicht durch strukturelle Veranderungen, alslmvehr durch Veranderungen der
biochemischen Zusasmmensetzung der Surfactantka@npen und exsudativen Stoffe zu
erklaren sind. Somit sind sowohl weiterflihrendeddsiichungen tber die Zusammensetzung
und Interaktion verschiedener Surfactantkomponealeauch der Surfactant-Speicherstatten

von relevantem klinischen Interesse beziiglich degenen Surfactanttherapie.

4.2.10 Lamellenkorper

Die in dieser Arbeit untersuchten AE2-Zellen habaels deutliches Charakteristikum
Surfactant speichernde, vesikulare Organellen,L8i€Ochs 2010, Stone et al. 1992). Die
Lamellen sind dicht gepackte Phospholipide, zwisafienen nur kleine Liicken bestehen (Gil
1985), wobei diskutiert wurde, ob die Lamellenstanksoin vivo existiert oder ein Artefakt
der Glutaraldehyd-Fixierung darstellt (Schock et #973). Doch Untersuchungen an
gefrorenen Lungen zeigten ebenfalls lamellierte péér (Kikkawa u. Manabe 1978,
Lauweryns u. Gombert-Desmecht 1973, Vanhecke eR@l0). Neben unterschiedlicher
Durchschnittsanzahl von Lb in AE2-Zellen, wobei 8#gnsch im Schnitt 200-500, die Maus
50-100 Lb pro AE2-Zelle aufweist (Ochs 2006, 201@gigten verschiedene Studien
morphologische Unterschiede auf (Kikkawa u SpitzZ@89, Creasey et al. 1974). So weisen
Lb bei verschiedenen Saugetierspezies in der Regelunterschiedliche Typen auf. Der eine
Typus ist aus parallel angeordneten Lamellen iradbrh der vesikularen
Begrenzungsmembran aufgebaut, wahrend der andeprisTkonzentrische Lamellen
aufweist, die zumindest im Falle des Menschen baufit einem peripher gelegenen
Projektionskern vergesellschaftet sind (Abb. 3.8pA3.7) (Ochs 2010), wobei Gil (1985)
vermutete, dass diese Erscheinungsbilder von denitBichtung abh&ngen, in der die Lb
getroffen sind. Falls dem nicht so ist, ist der Rewismus, wie es zu der Anordnung als

konzentrische oder parallele Lamellen kommt, noiditngeklart. Eine wesentliche Rolle
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wird jedoch dem Surfactantprotein B und den ABCAtBinen zugesprochen (Brasch et al.
2004, Pérez-Gil 2008, Weaver et al. 2002). Weitertird diskutiert, ob die Anordnung mit
dem Reifegrad des Lb zusammenhéngt (Pérez-Gil 2@083% fihrt zur Biosynthese der Lb.
Die verschiedenen Lipidkomponenten werden in eWfiefzahl von Organellen synthetisiert
und prozessiert. So sind sowohl Mitochondrien undlgZApparat als auch das raue
endoplasmatische Retikulum beteiligt (Schmitz ull&ti1991, Daniels u. Orgreig 2003). Der
Golgi-Apparat gibt seine prozessierten Produkterautivesikulare Korperchen (Abb. 4.3)

ab, die wiederum mit Lb fusionieren und ihren Inhddmit ins Lumen der Lb abgeben
(Goerke 1998, Weaver et al. 2002).

Abb. 4.3: Multivesikulére
Kérperchen beim Hund.

|

E)ie Skretion er nun k:ompletien Lb Wird uberr eiﬁgfms‘olischen C4-Anstieg getriggert.
Die fir die Exozytose nétige Fusion der Lb mit deflmembran |auft in drei Schritten ab. 1.)
Die ,prefusion“ Phase, in der das Lb an die Zellrbean herantritt, 2.) die Fusionsphase, in
der die Begrenzungsmembran des Lb mit der Zellmamfirsioniert und 3.) die Ausbildung
einer Fusionspore, eine Offnung, durch die der&taht sezerniert werden kann (Dietl et al.
2010). Fur die dritte Phase gilt zu erwadhnen, ddss Sekretion eine Form des
.Herauspressens" ist. Hierfur wird um die Fusiongpein Actinsaum bendtigt, der durch
Kontraktion die Sekretion fordert (Miklavc et al0@). Es wurde berechnet, dass auf diese
Weise etwa 10% des intrazellular gespeichertenaStamts pro Stunde sezerniert wird
(Wright 1990). Interessanterweise zeigt sich eieatltche Verzdgerung der Reaktion auf die
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zytosolische C&-Konzentrationserhéhung. Bis zum Eintreten der ¢fusles Lb mit der
Zellmembran nach dem &aAnstieg vergehen Sekunden bis Minuten, zwischesidfuund
Sekretion Minuten bis Stunden (Haller et al. 1998]ler et al. 2001). Die Grunde hierfur
bedirfen weiterer Untersuchungen. Zumindest erklise Verzdgerung, warum auf vielen
elektronenmikroskopischen Bildern von AE2-Zeller @ekretion zu sehen ist, da sie mit

ihrer langen Dauer wahrscheinlicher anzutrefferdvdbb. 4.4).

|
Abb. 4.4: Exozytose von Lb. (1) Prefusion- Phase in der daslie Zellmembran au
Hier beginnt die Exozytose (Maus). (2) Abgelaufdfeozytose des Lb-Inhaltes, der ins
Alveolarlumen gelangt. Postfusion-Phase (Hund)gw#erung 7750fach.

4.2.11 Das Nachleben des Lamellenkorpers

Nachdem das Surfactant durch Exozytose in den ldivso Raum sezerniert wurde,

unterzieht sich das Lipidgemisch einer TransforamatiZunachst assoziieren Lb-artige
Strukturen mit Surfactant Protein A (SP-A) (Ochset2002) und formen eine Netzstruktur,
die tubuléres Myelin (TM) genannt wird (Williams 28 Daniels u. Orgreig 2003, Haagsman
u. Diemel 2001, Ochs 2010). Dabei lagert sich SP+Alie Ecken dieser Netzstruktur ein,

wodurch man annimmt, dass hierdurch die Stabijgdeben wird (Voorhout et al. 1991).

Aus und Uber dem TM entsteht das oberflachenal8iwdactant, welches ein einschichtiger
osmiophiler Phospholipidfilm ist (Gil u. Weibel 196 Die diskutierte Méglichkeit, dass die

Zweischichtigkeit — TM und Lipidfilm — ein Phdnomeer Fixierung sein kénnte, konnte von
Untersee et al. (1971) widerlegt werden. Denatigserd.h. verbrauchtes Surfactant findet
sich als ,unilamellar bodies", die durch AE2-Zellend Makrophagen aufgenommen werden

koénnen (Ochs 2010). Im Gegensatz zu MakrophagehAfii?-Zellen dann in der Lage, das
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aufgenommene Surfactant nicht nur zu eliminieremdsem auch zu recyceln. So werden 10-
30% des intraalveolaren Surfactants pro Stundeztr®aritusso et al. 1981, Jacobs et al.
1982). Lb-artige Strukturen, tubulares Myelin, Gldahenfilm und ,unilamellar bodies*
kdnnen somit als verschiedene funktionelle Entwingkstufen des Surfactant angesehen
werden (Ochs 2010).

10% des Surfactantgewichtes wird von den Surfadaoteinen vereinnahmt (Goerke 1998,
Daniels u. Orgreig 2003). Schon Clements (1977)nuéete, dass diese Proteine daran
beteiligt sind, einen Surfactantfiim zu bilden. Mien Lb werden die in ihrem Lumen
befindlichen hydrophoben Surfactant Proteine B Gn(BP-B, SP-C) sezerniert (Dietl et al.
2010). Beide werden bendtigt, um Lipide in den énishtigen Film, den das Surfactant
darstellt, einzubauen (Cochrane u. Revak 1991)B 38t vor allem dafiir notwendig, in
Zusammenarbeit mit dem SP-A das tubulare Myelifiozmen (Clark et al. 1995). Es spielt
dariiber hinaus bezuglich der Regulierung der Chelrinspannung die Hauptrolle unter den
Surfactant Proteinen (Haagsman u. Diemel 2001)ASPD sind hydrophile Proteine der
Kollektinfamilie (Haagsman u. Diemel 2001), die exinautonomen Exozytosemechanismus
haben und deren Hauptfunktion vermutlich die Paghagwehr ist (Johansson u. Curstedt
1997, Ochs 2010). Bestatigung dafur fand man irereReihe von Untersuchungen, die
zeigten, dass SP-A und SP-D mit einer Vielzahl WiBakterien und Pilzen (Crouch 1998,
Haagsman 1998, Reid 1998) und Allergenen von P@Néadhotra et al. 1993) oder Milben
(Wang et al. 1996) interagieren. Es wurde gezedits Makrophagen Rezeptoren sowohl fur
SP-A, welches zu einer vermehrten Aufnahme von dggthen fuhrt, als auch fir SP-D
haben, welches zur Agglutination von Pathogenenmt f(flaagsman u. Diemel 2001). Dies
deckt sich mit den Beobachtungen von Juers eflallf), dass Surfactant die Féhigkeit von
Alveolarmakrophagen, Bakterien vitro zu toten, erhdht. Eine weitere diskutierte Furktio
von SP-A, den intraalveoldren Surfactantfilm m#t8egulation der Surfactantsekretion und
—wiederaufnahme zu beeinflussen, konnte anhand $BrRA-Knock-out-M&usen nicht
bestatigt werden, die in pathogenarmen Laborbediggn ohne SP-A bis auf leicht erhéhte

Oberflachenspannungen in den Alveolen keine Defaitfwiesen (Korfhagen et al. 1996).

4.2.12 Morphometrische Unterschiede zwischen dégrsuchten Spezies

Die bisher dargestellten Beziehungen treffen a@f waieisten untersuchten Spezies sehr
ahnlich zu. Jedoch ist als Ausnahme zum einen tlissEerspitzmaus zu nennen. Sie zeigte
Uberdurchschnittlich haufig einige interessante Aimlwungen. So fand man im Vergleich zu

den anderen Spezies deutlich gréBere AE2-ZellenGiiRenunterschied wurde auch in der
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Studie von Stone et al. (1992) als konsistent digkta nachdem selbst mit erhohter
Probenanzahl die Unterschiede bestehen bliebem.Ghil3e ist physiologisch sinnvoll, denn
so kdnnen die AE2-Zellen gleich in mehrere Alveoteiinden (Abb. 4.5), was durch ihre
besonders geringe Anzahl von AE2-Zellen pro mm%alwer Oberflache, namlich ~68
Zellen/mm?2 in den in dieser Studie erhobenen Dagsonst ~100-150 Zellen/mm?)

unterstrichen wird.

Abb. 4.5: AE2-Zelle der
Etruskerspitzmaus bei
7750facher VergroRerung.
Diese Zelle mindet in drei
Alveolen gleichzeitig.

Damit ist der Gesamtanteil der AE2-Zellen an deft-Blut-Schrankendicke mdglichst gering
gehalten. Neben diesen Unterschieden nimmt die skKdrgpitzmaus in anderen
lungenphysiologischen Parametern eine Sondersgelkin. So weist sie einen hdheren
Sauerstoffkonsum pro Einheit Korpergewicht und sikgnt hohere Diffusionskapazitaten
auf (Gehr et al. 1980). Selbst von anderen Spitzarden unterscheidet sich die
Etruskerspitzmaus signifikant in einigen dieserli®erfGehr et al. 1980).

Weitere Spezies mit grolen AE2-Zellvolumina undréspondierend erhdhten Lb-Volumina
pro AE2-Zelle waren das Meerschweinchen und derdelenZumindest fir den Menschen
kann als Grund dieser Begebenheit die Exposition lanigentoxischen Substanzen, wie
Autoabgasen, angenommen werden (Miller u. Hook 1996ne et al. 1992). Fur beide trifft
auch zu, dass sie besonders viele AE2-Zellen pr8 aiweolarer Oberflache aufweisen. Dies
ist im Falle des Menschen mit derselben Noxen-Eukig zu versehen, da AE2-Zellen

Progenitoren fir AE1-Zellen sind und bei erhdhtexpd&sition gegenuber Noxen die

61



Regeneration alveolaren Epithels angeregt wird (887). Das Meerschweinchen hingegen
wies noch ungeklarte Riesen-Lb auf, die sich anchimer erhdhten Volumendichte der Lb
am Zellvolumen, namlich 27% + 4,2%, niederschlugen.

Sowohl die Maus als auch das Pferd zeigten einerRiesheit. Bei diesen beiden Spezies, die
die meiste Laufarbeit von den untersuchten Speaesfihren, waren die hdochsten
Volumendichten fur Mitochondrien zu finden. Wahredie anderen Spezies Dichten
zwischen 3 und 6% aufwiesen, zeigte sich beim P3td+ 1,5% und bei der Maus 10% +
1,1%.

Die Spezies Etruskerspitzmaus und Meerschweinchigiten in dieser Untersuchung Nuclei,
die mehr als 200 pm3® im Volumen aufwiesen. Die Kerreigten hierbei jedoch
durchschnittliche Volumendichten, bei der Etruskasus ~19%, beim Meerschweinchen
~22%. Also sind die groBen Kernvolumina als &q@rbkur ZellgrofRe zu sehen.

Beim Kaninchen hingegen nehmen die durchschnittliéd pm3 groRen Kerne einen Anteil

von ~30% der Zelle ein, was auf eine hohe Proteiteserate deutet.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel festzustelleob eine Beziehung zwischen
Kérpergewicht und verschiedenen strukturellen Patam des Surfactantsystems existiert.
Zu diesem Zweck wurden Lungen von zwolf untersdidkdn Saugetierspezies,
einschliellich des Menschen, mit modernen sterésiibgn Methoden untersucht. Alles in
allem zeigen die Daten, dasswohl das mittlere Zellvolumen der AE2-Zellen aigh ihre
subzelluldre Zusammensetzung unabhangig vom Koéepécht zu sein scheinen, obwohl
einige Speziesunterschiede existieren. Hier halit gor allem die Etruskerspitzmaus mit
ihren im Vergleich zu anderen Saugetieren weséntlrdlReren AE2-Zellen hervor.
Anpassungen des intrazelluldren Surfactantvorkorsmeerden dadurch erreicht, dass
proportional zum steigenden Kdrpergewicht die Amzidr AE2-Zellen zunimmt, nicht aber
das Lb-Volumen pro AE2-Zelle oder gar die Volumidar AE2-Zellen selbst. Unter
physiologischen Umstanden ist das intrazellulanda8tantvorkommen ein relativ konstanter
Parameter, sowohl im Vergleich innerhalb eineralsh zwischen verschiedenen Spezies.
Anpassungen des Surfactant an sich andernde pbgisiohe Erfordernisse, wie etwa
Veranderungen der Atemfrequenz oder die Grol3e texoken, geschehen am Ehesten Uber
die biochemische Zusammensetzung des Surfactagrisyst

5. Summary

This works target was to detect, if there is ati@habetween body weight and various
structural parameters of the surfactant systemcefbie twelve lungs of different mammalian
species were investigated with modern stereologiathods. The results show, that the
mean volume of AE2-cells and their subcellular cosition seem to be independent of body
weight, although some interspecies differencest.elspecially the Etruscan shrew shows
much higher AE2-cell volumes related to other mal@naspecies. Adaptation of the
intracellular surfactant pool of species with highedy weight is rather associated with the
increase of the AE2-cell number than with incregsiib volumes or AE2-cell volumes.
Under physiologic circumstances the intracellularfactant pool may be considered as a
relatively constant parameter, both within one anebng all investigated species. Adaptation
of surfactant to changing physiological requirersestich as varying breathing frequences or
alveolar size, likely come with biochemic configtima changes of the surfactant system.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

Abb. — Abbildung

ABCA — ATP-binding cassette

AE1-Zellen — Alveolarepithelzellen Typ |
AE2-Zellen — Alveoloarepithelzellen Typ Il
ARDS - akut respiratorisches Distress-Syndrom
BAL — bronchoalveolare Lavage

C&* - Kalzium-lonen

d.h. — das heif3t

DNA — Desoxyribonukleinsaure

DPPC - Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin

EM — Elektronenmikroskop

Lb — Lamellenkdrper (engl. lamellar bodies)
LM — Lichtmikroskop

Mit — Mitochondrium

MVB — multivesikulare Kdrper (engl. multivesiculbodies)
Ncl — Nucleus

O, — Sauerstoff

PC — Projektionskern (engl. projection core)
PMPC - Palmitoylmyristoyl-Phosphatidylcholin
Po, - Sauerstoffpartialdruck

PPPC - Palmitoylpalmitoleoyl-Phosphatidylcholin
Res — Rest

RNA — Ribonukleinséaure

SP-A — Surfactantprotein A

SP-B — Surfactantprotein B

SP-C - Surfactantprotein C

SP-D - Surfactantprotein D

SURS - systematic uniform random sampling
TM — tubuléres Myelin

Vgl. — vergleiche

APo, - Sauerstoffpartialdruck-Gradient
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