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I. Einleitung

Tumorkachexie (TK) ist ein komplexes Syndrom, das mit diversen Symptomen wie
Gewichtsverlust, Hypotrophie von Herz- und Skelettmuskulatur und Andmie verbunden
ist (Fox et al. 2009, Loberg et al. 2007). Der Symptomkomplex der Tumorkachexie
beinhaltet dariiber hinaus bei einem GroBteil der Patienten respiratorische Probleme wie
die Dyspnoe, welche bisher auf die oben genannten primédr extrapulmonalen
Verdnderungen zuriickgefiihrt wird (Bachmann et al. 2009, Loberg et al. 2007, Coats
2002). Da jedoch noch wenig iiber die Morphologie und den Metabolismus der Lunge
unter diesen Bedingungen bekannt ist, sollte in der vorliegenden Arbeit geklart werden,
ob an Lunge und Trachea ein strukturelles Korrelat zu den klinisch beobachteten
respiratorischen Symptomen der Tumorkachexie gefunden werden kann. Bei
vergleichbarer Gewichtsreduktion ohne Tumor wie bei Anorexie, Malnutrition und
Untererndhrung steht die Entwicklung eines emphysemihnlichen Zustands der Lunge
im Mittelpunkt der Diskussion (Dias et al. 2004, Massaro und Massaro 2004). Ziel
dieser Studie sollte es deshalb sein, anhand quantitativer morphologischer Daten die
Frage zu kldaren, ob Lunge und Trachea in einem Tumorkachexie-Modell der Maus
Verianderungen aufweisen, die Hinweise auf die beim Menschen beobachtete Dyspnoe

geben konnen.

[.L1.  Anatomie der unteren Atemwege

Die unteren Atemwege beginnen mit der beim Menschen etwa 10-12 cm langen
Trachea (Luftrohre), die sich an den Larynx (Kehlkopf) anschlieft. Die Funktion dieses
luftleitenden Abschnitts der unteren Atemwege beruht auf der Erwidrmung und
Anfeuchtung der eingeatmeten Luft, aber auch dem Abtransport eingeatmeter
Fremdstofte. Letzteres geschieht durch Binden von Partikeln in dem oberflichenaktiven
Mucus, Phagozytose durch Makrophagen und Transport durch die Kinozilien des
mehrreihigen Flimmerepithels (Reznik 1990).

Histologisch lassen sich an der Trachea vom Lumen ausgehend folgende
Wandschichten unterscheiden: die Schleimhaut (Tunica mucosa) mit der Lamina
epithelialis und dem darunterliegenden lockeren Bindegewebe der Lamina propria; die
uneinheitliche Tunica fibromusculocartilaginea, die je nach Wandabschnitt zu

unterschiedlichen Anteilen aus Bindegewebe, glatter Muskulatur und hyalinem Knorpel



besteht und schlieBlich die Tunica adventitia, die die Trachea mit dem umliegenden
Bindegewebe verbindet (Montgomery et al. 1990). Das mehrreihige Flimmerepithel der
Trachea besteht aus zahlreichen unterschiedlichen Zelltypen, darunter zilientragende
Zellen, die etwa 32-55% der Epithelzellen der Trachea ausmachen und neben den aktiv
beweglichen Kinozilien auch iiber Mikrovilli verfiigen, Basalzellen zur Regeneration
des Epithels, sekretorische Zellen, welche den Mucus der Atemwege produzieren,
Biirstenzellen, die als Geschmacksrezeptoren zur Immunabwehr beitragen, sowie
neuroendokrine Zellen, die entweder in Gruppen (neuroepitheliale Korperchen) oder
vereinzelt auftreten (Kummer et al. 2008). Das lockere Bindegewebe der Lamina
propria enthdlt neben Kollagenfasern auch elastische Fasern, die der mechanischen
Anpassung bei Ein- und Ausatmung dienen, seromukdse Driisen (Glandulae tracheales)
und u.a. auch Nervenfasern, die vom oder zum Epithel ziehen. Die sich anschlieBende
Tunica fibromusculocartilaginea besitzt hufeisenférmige hyaline Knorpelspangen, deren
freie Horner dorsal durch glatte Muskelfasern und Bindegewebe verbunden werden und
die nach kranial und kaudal durch die bindegewebigen Ligamenta anularia miteinander
in Verbindung stehen (Laitinen 1985, Montgomery et al. 1990).

An die Trachea schlieen sich der rechte und linke Hauptbronchus an, die beide das
letzte Stiick der extrapulmonalen Atemwege darstellen und sich ihrerseits in die
sogenannten Lappenbronchien aufteilen — beim Menschen drei auf der rechten und zwei
auf der linken Seite (Weibel und Gomez 1962). Die weitere Aufzweigung der
luftleitenden Atemwege erfolgt weitgehend dichotom, das heiflt, aus einem
Bronchusabschnitt gehen zwei kleinere Bronchien hervor. Dies geschieht tiber etwa 23
Generationen, bis die Atemwege in kleinen blind endenden Luftbldschen miinden, den
Alveolen. Bis zur 15. Teilungsgeneration handelt es sich bei den Atemwegen um reine
Luftleiter, danach beginnen in der Wand der Atemwege erste bldschenartige
Ausstiilpungen aufzutreten, die dem Gasaustausch dienen (Weibel 2009). Man spricht
vom Ubergang der terminalen Bronchioli in die respiratorischen Bronchioli. Von den
Hauptbronchien bis zu den Bronchioli unterliegt der Wandbau der Atemwege
Verdnderungen. So werden die Knorpelelemente der Wand immer weniger, bis sie in
den Bronchiolen ganz fehlen, das Epithel nimmt an Hohe ab, und auch die Zelltypen
dndern sich. In den Bronchioli treten sekretorische Epithelzellen als keulenartige Zellen
auf, die bis vor Kurzem nach ihrem Erstbeschreiber Max Clara als Clara-Zellen
bezeichnet wurden, aber aufgrund dessen negativer Rolle in der Zeit des

Nationalsozialismus in der englischen Literatur nun als ,,club cells* bezeichnet werden



(Clara 1937, Plopper et al. 1983, Winkelmann und Noack 2010). An die letzten
Abschnitte der Bronchioli respiratorii schlieBen sich die Ductus alveolares an, deren
Wiénde von Alveolen gebildet werden und aus denen dann blind endende Sacci
alveolares hervorgehen (Weibel und Gomez 1962). Die am Gasaustausch beteiligte
Region der Lunge ist auf ein Minimum an Gewebestrukturen reduziert, nimmt aber
etwa 80-90% des gesamten Lungenvolumens ein (Crapo et al. 1983, Stone et al. 1992).

Die Winde der Alveolen werden von den Interalveolarsepten gebildet, die ein oder
mehrere Alveolen voneinander trennen. An der Oberfldche der Alveolen befindet sich
ein einschichtiges Epithel, welches im Wesentlichen von zwei Zelltypen gebildet wird:
den Alveolarepithelzellen Typ I und Typ II (AE1- und AE2-Zellen). Wéhrend die AEI1-
Zellen den grofiten Teil der Alveolaroberflache bedecken (etwa 95%), bilden die AE2-
Zellen zahlenméBig den groBeren Anteil mit etwa zwei Drittel der Epithelzellen. Die
AE2-Zellen sind als Progenitorzellen der AEIl-Zellen und als Produzenten des
Surfactants (siehe unten) von herausragender funktioneller Bedeutung fiir die Lunge
(Crapo et al. 1983, Stone et al. 1992, Weaver et al. 2002). Die zwischen den Epithelien
der Interalveolarsepten befindliche Schicht beinhaltet vor allem ein fldchiges
Kapillarnetz, Fibroblasten sowie von diesen gebildete elastische und kollagene
Bindegewebsfasern. Die Konstruktion dieser Interalveolarsepten ermoglicht eine
minimale Distanz zwischen der in den Alveolen befindlichen Luft und dem in den
Kapillaren befindlichem Blut (Gehr et al. 1978). Wahrend auf einer Seite der Kapillaren
oft Bindegewebsfasern oder Ausldufer der Fibroblasten zwischen Endothel und Epithel
liegen, ist die Blut-Luft-Schranke auf der anderen Seite auf eine diinne Schicht
verringert, die sich aus den Ausldufern der AE1-Zellen, dem Endothel und den
miteinander verschmolzenen Basallaminae beider Zellen zusammensetzt. Im Mittel
betrdgt die Dicke der Blut-Luft-Schranke lediglich 2,2 pm (Gehr et al. 1978). Neben der
geringen Diffusionsstrecke fiir die Atemgase ist nach dem Fick’schen Diffusionsgesetz
(Fick 1855) auch die GroBe der fiir den Austausch zur Verfligung stehenden Flidche von
Bedeutung. Durch die enorme Menge von rund 480 Millionen Alveolen (Ochs 2005)
betrdgt die Diffusionsfliche rund 70-140 m? (Gehr et al. 1978).

Der grundsétzliche Aufbau der Atemwege ist beim Menschen und anderen Sdugetieren
sehr &hnlich. Zwar bestehen Unterschiede hinsichtlich der Aufzweigung und der
Epithelzusammensetzung der luftleitenden Atemwege, auch kommt im Alveolarepithel
beispielsweise der Ratte ein dritter Zelltyp vor, die alveolare Biirstenzelle, dennoch ist

es bemerkenswert, dass iiber Gewichtsunterschiede zwischen etwa 2 g bei der



Etruskerspitzmaus bis hin zu mehreren Tonnen beim Elefanten der grundsitzliche
Aufbau der Atemwege bei landlebenden Sdugern nur so geringfligig variiert (Gehr et al.

1978, Crapo et al. 1983, Stone et al. 1992, Wirkes et al. 2010).

A B A‘A

Abb. I: Aufbau der Lunge am Beispiel der Maus. A: Ubersicht eines Lungenlappens mit Parenchym und
sich nach distal aufteilendem Bronchius. MafBstab 3,2 mm B: Alveolarregion der Lunge, Mafstab: 146
pm, C: Aufbau der Interalveolarsepten, Maflstab: 250 nm. bro: Bronchius; art: Arterie; *: Ductus
alveolaris mit umliegenden Alveolen, die je durch ein Septum interalveolare getrennt sind; **: Alveole;
#: Kapillare mit Erythrozyt/-en; Pfeil: AE2-Zelle mit Lamellenkorperchen; Pfeilspitze: AE1-Zelle mit
Zellauslaufer.

I.1.1. Funktion und Metabolismus des Surfactant

Ungeféhr 5-10% der Oberfldche des Alveolarepithels werden von AE2-Zellen gebildet,
die iiber tight und gap junctions sowie Adhirenskontakte mit AE1-Zellen verbunden
sind. Durch einen hauchdiinnen Fluissigkeitsfilm auf dem Alveolarepithel, welcher als
Transsudat aus den Kapillaren stammt, erhoht sich in den Alveolen die
Oberflachenspannung und erzeugt so eine zentripetale Kraft, die danach strebt, die
Oberfliache zu verkleinern. Um dem Kollaps der Alveolen aufgrund der gesteigerten
Oberflachenspannung entgegenzuwirken, produzieren AE2-Zellen eine
oberflichenaktive Substanz, im englischen ein ,surface active agent”, welches als
Namen das Akronym Surfactant triagt (Weaver et al. 2002, Brasch et al. 2003, Bensch
und Schaefer und Avery 1964). Surfactant besteht zu 80-90% aus Lipiden

(tiberwiegend Phospholipide) sowie zu rund 10-20% aus Proteinen, u.a. den Surfactant-



Proteinen (SP) SP-A, SP-B, SP-C und SP-D (Rau et al. 2004) und wird innerhalb der
AE2-Zellen in 1-2 um3 groBen Lamellenkorperchen (Lamellar bodies, LB) gespeichert
(Bensch und Schaefer und Avery 1964, George und Hook 1984).

SP-B und SP-C, beides hydrophobe Proteine, sind strukturell eng miteinander verwandt
und gelangen iiber das endoplasmatische Retikulum in den Golgi-Apparat und
anschlieBend  tiber  multivesikulire = Korperchen  durch  Fusion in  die
Lamellenkorperchen. Ohne SP-B enthalten AE2-Zellen multiple kleine Vesikel, wobei
diese keine Lamellen enthalten und die Ausbildung des Surfactant-Films nicht moglich
ist (Brasch et al. 2003). SP-C Knockout-Miuse hingegen bilden normale LB und einen
normalen extrazelluldiren Surfactant-Film, was vermuten ldsst, dass SP-C fiir die
Verpackung in die LB und deren Sekretion nicht zwingend erforderlich ist. Auch
scheint unklar, ob das gesamte Fehlen oder auch nur die fehlerhafte Expression von SP-
C einen Krankheitswert hat (Hamvas 2010). SP-A und SP-D sind hydrophile
kollagendhnliche Glykoproteine, die zusammen fiir die angeborene Immunitit der
Lunge eine groBe Rolle spielen (Goldmann et al. 2009), u.a. bei der Abwehr von
Mycobacterium tuberculosis, Haemophilus influenzae Typ A und Aspergillus fumigatus
(Goldmann et al. 2009). Auch wenn SP-A und SP-D wohl keine so herausragende
Bedeutung fiir die Bildung und Funktion des Surfactants besitzen wie SP-B, wurden
doch bei Fehlen dieser Proteine in genetisch verdnderten Miausen Storungen der
Homoostase des in AE2-Zellen gespeicherten und in die Alveole sezernierten
Surfactants beobachtet.

Der Weg der Phospholipide in die Lamellenkorperchen ist nicht vollstindig verstanden.
Neu synthetisierte Phospholipide gelangen iiber das endoplasmatische Retikulum und
iiber  Phospholipidtransporter =~ sowie =~ ATP-Binding  Cassette (ABCA3),
membranassoziierten Transportern auf der Oberfliche der LB, in diese hinein. Neben
diesem wurden zwei weitere Lipidtransporter auf der Oberfliche von LB entdeckt.
Hierzu gehoren ABCA8A und ATP8AT (Ridsale et al. 2011).

Als Trigger fiir die Sekretion des Surfactants aus den LB scheint Kalzium zu dienen. Es
gibt hierfiir zwei Theorien: Zum einen scheint es durch die bei Inspiration gedehnten
Alveolen zu einer gesteigerten Spannung in den AE2-Zellen zu kommen. Dieser
mechanische Reiz fiihrt zu einem Kalziumeinstrom und zur Exozytose der LB.
Verstérkt wird dieser Effekt durch die Dehnung von AE1-Zellen, die {iber gap junctions

Kalzium in die AE2-Zellen leiten. Zum anderen scheinen die in vitro nachgewiesenen



Reizungen der B-adrenergen, Adenosin- und purinergen Rezeptoren, die Exozytose der
LB zu beeinflussen (Weaver et al. 2002).

Nach der Inaktivierung des sezernierten Surfactants wird dieses entweder durch
Alveolarmakrophagen abgerdumt oder durch AE2-Zellen wieder aufgenommen und

lysosomal abgebaut oder zuriick in den Syntheseweg des Surfactants eingeschleust.

[.2.  Innervation der Atemwege

Trachea und Bronchien werden durch afferente (sensible) und efferente
(parasympathische und sympathische) Nervenfasern innerviert. Die parasympathischen
pragangliondren Axone gelangen von den Nuclei dorsalis vagi und ambiguus mit dem
N. vagus bzw. dessen N. laryngeus recurrens zu den Atemwegen, wo sie in organnahen
Ganglien auf die postgangliondren Neurone umgeschaltet werden. Die sympathischen
priagangliondren Axone verlaufen von den Seitenhornern des Riickenmarks iiber die
Spinalnerven zu dem Hals- und oberen Brustabschnitt des Truncus sympathicus, wo sie
ithrerseits auf postgangliondre Neurone umgeschaltet werden. Neben den klassischen
Transmittersubstanzen Acetylcholin (Parasympathicus) (Mann 1971) und Noradrenalin
(Sympathicus) (Kummer et al. 1992, Lundberg et al. 1983) der postganglioniren
Neurone besitzen diese hédufig auch noch Neuropeptide als weitere Mediatoren. Die
afferenten Fasern gelangen von den Atemwegen iiberwiegend mit dem N. vagus, zu
geringeren Teilen mit Asten der Spinalnerven zum Zentralnervensystem. Die
Perikaryen dieser pseudounipolaren Neurone befinden sich dementsprechend in den
Vagusganglien (Ganglion jugulare und nodosum) oder den entsprechenden
Spinalganglien (Plato et al. 2006).

Vegetative Nervenfasern werden tiber die ganze Lénge der Trachea gefunden (Leitinin
1985). Sie dienen u.a. der Modulation folgender Prozesse: Spannung der glatten
GefiaBBmuskulatur, Schleimsekretion, vaskuldre Permeabilitdt, Aktivitit des
Immunsystems. Sympathische Fasern innervieren Blutgefile der Bronchien und
Glandulae  submucosae, jedoch nur geringfiigig die glatte Muskulatur.
Parasympathische Fasern, deren Dichte von proximal nach distal abnimmt, fithren tiber
muskarinische M3-Rezeptoren zur Bronchokonstriktion, Vasodilatation und zu erhohter
Mucussekretion. Die sensiblen Nervenfasern leiten Informationen iiber mechanische
und chemische Reize innerhalb der Atemwege und sind so iiber Reflexschleifen an der
Regulation vieler wichtiger Prozesse beteiligt wie dem Hustenreflex, der

Schleimproduktion, der Atemfrequenz und -tiefe sowie der Bronchokonstriktion. Neben



den genannten vegetativen und sensiblen Nervenfasern werden noch weitere
Nervenfasern unterschieden, die man keinem einheitlichen System zuordnen kann und
die durch die Nicht-Zugehorigkeit zum sympathischen oder parasympathischen System
als nicht-adrenerge-nicht-cholinerge (NANC) (Fischer und Mayer und Kummer 1996)
Nervenfasern bezeichnet werden. Die Mediatoren dieses Systems sind iiberwiegend
Neuropeptide wie calcitonin-gene-related-peptide (CGRP) oder vasoaktives Peptid
(VIP) (Dey und Shannon und Said 1981) und beteiligen sich ebenfalls an der
Regulation der oben genannten Prozesse. Aufgrund der Bedeutung dieser Vorgénge fiir
die Atmung ist es nicht iiberraschend, dass neuronale Dysfunktionen an der Entstehung
und den Symptomen zahlreicher respiratorischer Erkrankungen (z.B. Asthma und
COPD) beteiligt sind und ihre Beeinflussung im Zentrum therapeutischer Bemithungen

steht.

L.3. Die Lunge bei Mangelerndhrung und Anorexie

Zu den Auswirkungen von Minder- oder Mangelerndhrung auf die Morphologie und
Funktion der Lunge sind in der Literatur vielfiltige und kontrovers diskutierte
Beobachtungen zu finden. Im Mittelpunkt der Arbeiten steht die Frage, ob reduzierte
Kalorienaufnahme, reduziertes Korpergewicht oder Mangel an einzelnen
Nahrungsbestandteilen zu der Entwicklung eines Lungenemphysems fithren konnen.
Ein Emphysem der Lunge ist morphologisch durch eine Reduktion der alveolédren
Gasaustauschfliche und eine Aufweitung der distalen Luftwege gekennzeichnet
(Taraseviciene-Stewart und Voelkel 2008). Abzugrenzen hiervon ist die pulmonale
Kachexie bei COPD-Patienten, die durch eine verstirkte Atemarbeit gegen die
Obstruktion der verengten Atemwege und den dadurch erhdhten Energieverbrauch
entsteht (Schols 2002).

Bei kalorienreduziert erndhrten Ratten konnten Massaro und De Carlo Massaro (2004)
innerhalb weniger Tage eine Verringerung der Alveolaroberfliche und eine
VergroBerung der Alveolen nachweisen, die mit einem erhohten Kollagengehalt und
verminderten elastischen Fasern der Alveolarsepten einherging. Des Weiteren konnte
eine reduzierte Konzentration des wichtigsten Surfactantlipids, Phosphatidylcholin,
festgestellt werden, was auf eine Beteiligung der AE2-Zellen hindeutet. Weitere
Arbeiten deuten darauf hin, dass diese Verdnderungen reversibel sind, da es nach
Wiederbeginn der normalen Nahrungsmenge zu einer Neubildung von AE1-, AE2- und

Endothelzellen kommt, was sich auch in der erhoéhten Expression verschiedener



Wachstumsfaktoren wie ,,Vascular endothelial growth factor (VEGF) oder
»ransforming growth factor beta” (TGF-B) widerspiegelt (Riley und Thakker-Varia
1995, Massaro et al. 2007). Bei ldngeren Zeitraumen der Mangelerndhrung (etwa vier
Wochen) wiesen Ratten eine Verminderung der intrazelluldren Surfactantmenge sowie
der durch bronchoalveoldre Lavage (BAL) gewonnenen intra-alveoldren Menge an
Lipiden und Proteinen auf (Dias et al. 2004). Dariiber hinaus waren funktionelle
Parameter wie statische Elastizitdt und intrathorakaler Druck bei Mangelerndhrung
gegeniiber der normalerndhrten Kontrollgruppe im Sinne eines Emphysems verdndert
(Dias et al. 2004). Friday zeigte bereits 1970 an Ratten, die er fiir 48—69 Stunden
hungern liel und die entweder auf Wasser, Nahrung oder beides verzichten mussten, in
der BAL Fliissigkeit: 1.) bei Wasserverzicht eine geringere Oberflachenspannung, 2.)
bei Nahrungsverzicht eine erhohte Oberflaichenspannung, und 3.) eine normale
Oberflachenspannung bei Verzicht sowohl von Nahrung als auch von Wasser. Ein
erndhrungsbedingtes  verdndertes  Verhéltnis aus Produktion und Verlust
oberfldchenaktiver Substanzen wurde vermutet (Friday 1970) und konnte zumindest bei
1-4 Tage hungernden Ratten beobachtet werden.

Diesen Arbeiten stehen Studien gegeniiber, die keine Hinweise auf ein Emphysem
entdecken konnten. So wurde zwar bei dreiwdchiger kalorienreduzierter Erndhrung bei
Maiusen ein Verlust an Elastizitét und ein erhohtes Residualvolumen festgestellt, aber
kein histopathologischer Befund eines Emphysems (Bishai und Mitzner 2008). Die
Surfactantverdnderungen konnten zwar auch von Thet und Alvarez (1982) bestitigt
werden, allerdings fiihrte dies nicht zu einer Beeinflussung der Oberflachenspannung.
Allerdings verstdrkte Hungern die durch Hyperventilation hervorgerufene Vergroflerung
der Oberflachenspannung. Es wiére z.B. denkbar, dass eine verdnderte Surfactant-
Zusammensetzung in Kombination mit einer Tachypnoe und Hyperventilation bei
Patienten mit Tumorkachexie das Gefiihl der Dyspnoe auslost.

Neben einer Unterernédhrung aufgrund von reduziertem Nahrungsmittelangebot kénnen
auch psychische Ursachen eine verminderte Nahrungsaufnahme bewirken (Anorexia
nervosa). Pieters et al. (2000) zufolge zeigten Patienten mit Anorexia nervosa eine
Verringerung des maximalen inspiratorischen und expiratorischen Drucks sowie ein
vergrofertes Residualvolumen aber kein Emphysem, wiahrend Coxon et al. (2004) die
im CT gefundene geringere Gewebedichte bei Anorexie-Patienten durch die

Entwicklung eines Emphysems erklérten.



[.4.  Tumorkachexie

Tumorkachexie ist beim Menschen definiert als ein Gewichtsverlust innerhalb von 6
Monaten um mindestens 5% des urspriinglichen Korpergewichtes (Fox et al. 2009).
Diese Reduktion kann entweder Folge einer verminderten Nahrungsauftnahme oder bei
unverinderter bzw. gesteigerter Nahrungszufuhr auftreten. Uber 80% der Patienten, die
an gastrointestinalen Tumoren leiden und tiber 60% der Patienten mit Lungentumoren
haben bei Diagnosestellung einen  signifikanten = Gewichtsverlust.  Dieser
Gewichtsverlust stellt bei 20-40% der Tumorpatienten die direkte Todesursache dar
(Fox et al. 2009).

Am Gewichtsverlust bei tumorkachektischen Patienten scheint eine Vielzahl
unterschiedlicher Prozesse beteiligt zu sein. Hierbei sind neben der gegebenenfalls
auftretenden  Anorexie auch  Malnutrition, Zytokine  (Interleukin-1, -6,
Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a)), Verdnderungen des Hormonhaushalts (Insulin,
Leptin, Ghrelin, Adiponectin) sowie ein erhohter Metabolismus des Tumorgewebes fiir
die Gewichtsreduktion verantwortlich. Der vermehrte Energieverbrauch des
Tumorgewebes fithrt zu einer verstdrkten anaeroben Energiegewinnung und groBeren
Laktatproduktion des Korpers. Dieses wird in der Leber zu Glukose regeneriert. Da
dieser Prozess jedoch dreimal mehr Energie benétigt, als der anaerobe
Glukoseverbrauch erzeugt, kommt es trotz konstanter Nahrungsaufnahme zu einem
Verlust der Energiereserven. Diese werden in Form von Skelettmuskulatur und
Fettgewebe mobilisiert. Es kommt zur Reduktion der Skelettmuskulatur und des
Fettgewebes (Loberg et al. 2007). Dieser Prozess ist unabhingig von der Grofle des
Tumors und kann daher nicht die alleinige Ursache der Kachexie sein. Zytokine fithren
unabhingig von Grofe und Energieverbrauch des Tumors zur Ausbildung der TK (Fox
et al. 2009, Toomey et al. 1995, Tracy et al. 1988).

TNF-a als prominenter Vertreter dieser proinflammatorischen Zytokine ist in den
meisten Fillen der TK erhoht und steigert durch Bindung an den TNF-Rezeptor-2 auf
der Oberflache von Skelettmuskelzellen deren Apoptoserate (Tolosa et al. 2005). Nach
Tracy et al. induziert TNF-o bei Mdusen nach Implantation eines Lungenkarzinoms
(Lewis lung carcinoma, LLC) die Ausbildung einer TK mit Andmie und Inflammation
(Tracy et al. 1988). Dieser Mechanismus lie sich durch die Injektion von anti-TNF-a-
Antikorpern revidieren, was jedoch keinen Einfluss auf die Reversibilitdt der Andmie

und Inflammation hatte (Sherry et al. 1989).



Auch die Entwicklung einer Insulinresistenz spielt eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung der TK, da hierdurch die Glukoseaufnahme in den Zellen gestort ist (Pajak
et al. 2008).

Dariiber hinaus zdhlen neben dem Verlust der Skelettmuskulatur und des Fettgewebes
auch Schwiche, Schmerzen, Schwellungen durch den Tumor, Osteoporose, Anédmie,

kardiale Probleme und Dyspnoe zu den prominentesten Problemen bei Tumorkachexie.

[.5. Tumorkachexie und untere Atemwege

Sauerstoffgehalt und Kohlendioxidmenge im Blut werden durch Chemorezeptoren
gemessen und mit Normalwerten im ZNS verglichen. Weichen die gemessenen Werte
zu weit nach unten ab, wird dies durch eine gesteigerte Atemfrequenz und Atemtiefe
kompensiert (MacDonald 1995). Ist diese Kompensation nicht mehr méglich, entsteht
bei den Patienten Atemnot (Dyspnoe). Zwischen 20% und 80% der Tumorpatienten
leiden unter Dyspnoe. Diese kann direkt durch den Tumor hervorgerufen werden (z.B.
grofler mediastinaler Tumor, V. cava superior-Syndrom, Verlegung der Atemwege bei
Lungentumor oder Metastasen), als Begleiterscheinung der Tumorerkrankung
(Kachexie, kardiale Kachexie, Andmie, Embolie, Infektion) auftreten, durch die
Tumortherapie (Chemotherapie, Radiatio, Operation) entstechen und macht sich
subjektiv als Atemnot bemerkbar (Loberg et al. 2007, Coats 2002). Es konnte gezeigt
werden, dass Tumorpatienten mit TK signifikant hdufiger an Dyspnoe leiden als
Tumorpatienten ohne TK (Fox et al. 2009). Unterstiitzt wird diese Aussage
insbesondere durch die Arbeit von Bachmann et al. (2009), die zeigt, dass Patienten mit
einem Pankreaskarzinom und einer Gewichtsreduktion von 5% keine Reduktion der
Vitalkapazitit oder des forcierten expiratorischen Volumens (FEV1) aufweisen, jedoch
Patienten mit einer Gewichtsreduktion von mehr als 10%, also einer ausgeprigten TK,
eine Reduktion der Vitalkapazitit zeigen. Unklar bleibt, ob die Kachexie oder der
Tumor jeweils allein oder in Kombination zu einer Verdnderung der Strukturen der

unteren Atemwege fiihren.
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[.6.  Ziel der Arbeit
Gewichtsverlust, Hypotrophie der Skelettmuskulatur, Andmie und kardiale Kachexie
sind als Symptome der Tumorkachexie bekannt und wurden bisher ursédchlich fiir die
Entwicklung einer Dyspnoe bei Tumorpatienten angesehen (Fukuda et al. 2009). In der
Literatur ist dariiber hinaus wenig iiber die direkten Auswirkungen auf die Morphologie
der Lunge und der Trachea bekannt und dariiber, ob etwaige Verdnderungen mit
ursichlich sind fiir die Entwicklung einer Dyspnoe im Rahmen der TK. Anorexie-
Experimente an Nagern, die eine vergleichbare Gewichtsreduktion zeigen, lassen
vermuten, dass es bedingt durch Mangelerndhrung zu einem Verlust der
Alveolaroberfliche sowie zur Ausbildung eines Emphysems (Karlinsky et al. 1986,
Dias et al. 2004) und zu Verdnderungen im Surfactant-Metabolismus kommt (Weis und
Jurrus 1971). Diese Ergebnisse sind jedoch umstritten (Bishai und Mitzner 2008). Die
kiirzlich morphologisch beobachtete Reduktion der myokardialen Innervation
(Miihlfeld et al. 2011) wirft vielmehr die Frage auf, ob dhnliche Verédnderungen in
Lunge und Trachea ggf. im Rahmen eines paraneoplastischen Syndroms zu finden sind.
Aufgrund dieser Ausgangslage sollten in dieser Arbeit mit Hilfe eines TK-Modells der
Maus folgende Hypothesen iiberpriift werden. Experimentelle TK fiihrt

- analog zur Kalorienreduktion zu einer Reduktion der Alveolaroberflache sowie

- einer Reduktion der intra- und extrazelluldren Surfactantmenge,

- zu einem hypotrophen Zustand der Trachealwand und

- analog zum Herzen zu einer Reduktion der die Trachea innervierenden

Nervenfasern.

Die Ergebnisse sollten kldren, ob die bei der Maus durch Tumorimplantation erzeugte
Kachexie direkte Auswirkungen auf Morphologie und Metabolismus der Lunge und der
Trachea hat. Dariiber hinaus sollte diskutiert werden, ob beobachtete Verédnderungen

ursdchlich fiir das bei Tumorpatienten bekannte Symptom der Dyspnoe sein konnten.
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II. Material und Methoden

II.1. Tierexperiment

Acht bis neun Wochen alte weibliche C57B16 Mause wurden bei einem 12h-Tag- und
12h-Nachtzyklus gehalten und zufillig in eine Kontrollgruppe (KG; Korpergewicht
(Mittelwert plus/minus Standardabweichung): 19,98 g + 0,43 g) und eine Tumorgruppe
(TG; Korpergewicht: 19,76 g £ 0,75 g) eingeteilt. Standardlabornahrung wurde beiden
Gruppen ad libidum zur Verfiigung gestellt. Den Tieren der Tumorgruppe wurden 2 x
10° LLC einer exponentiell wachsenden Zellkultur, denen der Kontrollgruppe das
gleiche Volumen einer Phosphatpuffer-Salzlosung (PBS) subkutan in die Nackenregion
injiziert. Die Tumorzellkultur wuchs in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
mit hoher Glukosekonzentration und 10% fetalem Rinderserum (FBS), 2 mM L-
Glutamine und 1% Penicillin-Streptomycin. Nach 21 Tagen wurden die Tiere beider
Gruppen getdtet und Proben zur weiteren Verwendung entnommen. Die Miuse wurden
in einer Kammer, die mit 2 ml Isofluran gefiillt war, getotet. Die vom Osterreichischen
Bundesministerium fiir Wissenschaft und Forschung genehmigten Versuche (GZ
66.010/0085-11/10b/2009) wurden im Rahmen einer wissenschaftlichen Kooperation
mit Prof. Gerald Hofler, Medizinische Universitdt Graz, von Dr. Suman Kumar Das
unter strikter Einhaltung der Empfehlungen des National Institute of Health (Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals) durchgefiihrt.

I1.2.  Priparation und Probengewinnung
Thorax und Abdomen wurden mit einer Schere durch einen median-sagittalen Schnitt

gedftnet und die Trachea bis zum Kehlkopf freipréapariert.

I1.2.1. Probengewinnung fiir die Mikroskopie

Bei jeweils neun Méusen pro Gruppe wurde anschlieBend eine Kaniile iiber den
Kehlkopf in die Trachea vorgeschoben und durch eine Ligatur fixiert. Hieriiber wurde
bei einem hydrostatischen Druck von 20 cm {iber dem Versuchstier eine Fixierlosung
instilliert, bestehend aus 4% Paraformaldehyd (PFA) in PBS. Nach vollstindiger
Fiillung der Lunge wurde die Kaniile entfernt und die Ligatur unmittelbar unterhalb des
Kehlkopfes festgezogen. Das gesamte Thorax-Organpaket wurde herauspripariert und

in Fixierlosung fiir mindestens 24 h bis zur weiteren Verwendung kiihl gelagert.
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I1.2.2. Bronchoalveoldre Lavage (BAL)

Eine Kaniile wurde umgehend in die freipriparierte Trachea (n =5 in TG und n = 8 in
KGQG) eingebracht. Die rechte Lunge wurde mit dreimal 350 pl PBS-Losung lavagiert.
Die BAL-Fliissigkeit wurde vom Zellpellet durch Zentrifugation (300 x g, 10 min, 4°C;
Biofuge, Heraeus, Hanau) getrennt, und der Uberstand wurde bei -80°C in fliissigem
Stickstoff gekiihlt und gelagert, um anschlieend das Verhiltnis von aktivem Surfactant

(large aggregates, LA) zu inaktivem Surfactant (small aggregates, SA) zu bestimmen.

I1.3.  Vorbereitung der Proben

I1.3.1 Sampling der Proben fiir die Mikroskopie

Zur Bestimmung des Referenzvolumens wurden linke und rechte Lunge von der
Trachea getrennt und separat am Hilus festgehalten und unter Wasser getaucht. Die
Gewichtsdifferenz wurde mit einer Feinwaage gemessen und entsprach nach dem
Archimedes-Prinzip dem Gewicht des verdriangten Wassers. Bei bekannter Dichte von 1
g x cm” des Wassers konnte hieriiber das Volumen der Lunge bestimmt werden
(Scherle 1970). Das Volumen der Trachea wurde mit Hilfe des Cavalieri-Prinzips
bestimmt (Michel und Cruz-Orive 1988).

Lungen und Luftréhren wurden von Apex nach Basis bzw. senkrecht zu ihrer
Langsachse jeweils in etwa 1 mm dicke, parallele Scheibchen geschnitten. Mittels
»dytematic Uniform Random Sampling (SURS) (Mayhew 1991, Gundersen und
Jensen 1987) wurde je ein Drittel der Lungen- und Tracheaproben fiir die
konventionelle Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) der Lunge bzw. die
Immunelektronenmikroskopie (Preembedding) der Trachea, die konventionelle
Lichtmikroskopie (LM) und Immunhistochemie ausgewéhlt. Hierzu wurde fiir jedes
Tier separat eine Zahl zwischen eins und drei den verschiedenen Proben zugewiesen.
Beispielsweise wurde zufillig die Zahl eins fiir den Startpunkt der Probe fiir die
Immunohistochemie, respektive die Zahl zwei fiir die TEM-Probe sowie die Zahl drei
fiir die LM-Probe ausgewéhlt. Ausgehend von ihrem Startpunkt wurde jede dritte Probe
ithrer entsprechenden Gruppe zugeordnet. Aufgrund der Grofle der Lungenscheibchen
wurden diese einem weiteren Samplingschritt, wie oben beschrieben, unterzogen (Abb.

).
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Abb. II: Sampling der Lungenproben fiir die Mikroskopie. Die Lungenproben wurden in ca. 1 mm dicke
Scheiben geschnitten und in drei Gruppen eingeteilt. MafBistab ca. 12 mm A: ca. 1 mm dicke
Lungenblockchen, B: Einteilung der in A gezeigten Lungenblockchen in die drei Gruppen, 1: LM, 2:
TEM, 3: Immunohistochemie. Maf}stab ca. 10 mm.

I1.3.1.1. Vorbereitung der Proben fiir die Lichtmikroskopie

Die Proben wurden in Technovit 7100 (Heraeus Kulzer, Wehrheim), einem Glykol-
Methacrylat, von dem sich sehr diinne Schnitte (1-2 um) fiir die Lichtmikroskopie
anfertigen lassen, eingebettet. Hierzu wurden die Lungen jeweils 5 x 15 Minuten in 0,15
M Hepes-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden sie fiir zwei Stunden in 0,5%
Osmiumtetroxid in Aqua dest. gegeben und erneut 5 x 15 Minuten, diesmal jedoch in
Aqua dest. gewaschen. Das in dieser Arbeit verwendete Aqua dest. wurde mit einer
Millipore-Anlage bereitgestellt. Uber Nacht wurden die Proben in halbgesittigtes
Uranylacetat in Aqua dest. gegeben. AnschlieBend wurden die Proben viermal 10
Minuten in Aqua dest. gewaschen. Danach wurden sie mit einer aufsteigenden
Verdiinnungsreihe von jeweils 2 x 10 Minuten in 70%, 80%, 90%, 100% Aceton
dehydriert. Die Proben wurden bei der anschlieBenden Préinfiltration fiir zwei Stunden
in eine Losung aus Aceton (100%) und Basislosung Technovit 7100 (Heraeus Kulzer,
Wehrheim) im Verhéltnis 1 : 2 gegeben. Die Infiltration wurde mit 100 ml Basislosung
+ 1 g Hiarter I (= 1 Beutel; Heraeus Kulzer, Wehrheim) tiber Nacht durchgefiihrt. Am
nichsten Tag erfolgte die Polymerisation, bei der zu je 15 ml Vorbereitungslosung 1 ml
Héarter II (Heraeus Kulzer, Wehrheim) gegeben wurde. Die Proben wurden in
Silikonformen gefiillt und mit der endgiiltigen Technovit-Losung (Heraeus Kulzer,
Wehrheim) iibergossen. Bis diese vollstindig auspolymerisiert war und geschnitten

werden konnte, dauerte es etwa 24 Stunden.
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Die in Technovit eingebetteten Proben wurden nach dem Aushirten aus den Formen
genommen und auf Holzblockchen mit Zweikomponentenkleber fixiert, um diese am
Mikrotom (Leica RM 2255, Wetzlar) einspannen zu konnen. Die {iberstehenden Kanten
wurden mit einer Rasierklinge abgetrennt, um eine moglichst geringe Schnittflache zu
erhalten. Die Schnittdicke lag bei ca. 1,5 pm. Die in einem Wasserbad (22°C)
schwimmenden Schnitte wurden auf einen Glas-Objekttrager aufgenommen und danach
auf einer Heizplatte (58—59°C) fiir wenige Minuten getrocknet. Die Pridparate wurden
nun mittels Richardson-Farbung markiert, wozu einige Tropfen Firbelosung fiir 10
Minuten auf den Schnitt gegeben wurden. Die iiberschiissige Fiarbelosung wurde mit
Aqua dest. abgewaschen. Die Schnitte wurden mit Entellan zwischen Objekttrager und

Deckglas fixiert.

I1.3.1.2. Vorbereitung der Proben fiir die Immunhistochemie

Fiir die Immunhistochemie wurden die Proben aus dem formaldehydhaltigen Fixativ fiir
12 Stunden in 0,1 M Phosphatpuffer iiberfiihrt. Der Phosphatpuffer wurde anschlieBend
vier Mal jeweils nach einer Stunde gewechselt. AnschlieBend wurden die Proben fiir
weitere 12 Stunden in 18 prozentiger wissriger Saccharoselésung gewaschen, um sie
bei dem darauffolgenden Einfrieren in Tissue-Tek® O.C.T.™ vor dem
Auskristallisieren des Wassers zu schiitzen.

Von den eingefrorenen Proben wurden am Kryostaten, Leica CM 1900 (Leica,
Bensheim), 810 um oder ca. 30 um dicke Schnittpriaparate gewonnen und auf
Objekttragern (Langenbrinck, Emmendingen) fixiert. Die Schnitte wurden fiir eine
Stunde mit Histoblocklosung und anschlieBend {iber Nacht mit dem priméiren
Antikorper inkubiert. Am darauffolgenden Morgen wurden die Schnitte dreimal fiir 10
Minuten in PBS gewaschen, bevor sie fiir eine Stunde mit dem sekundéren Antikorper
inkubiert wurden. Der sekundire Antikorper wurde fiir 10 Minuten in 4% PFA in Aqua
dest. fixiert und iiberschiissiges PFA zwei Mal fiir 10 Minuten abgewaschen, bevor der
Schnitt mit gepuffertem Glycerol eingedeckelt wurde. Die Schnitte wurden im
Kiihlschrank bei 4°C aufbewabhrt.

Die diinneren Schnitte wurden an einem Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 Imaging
(Zeiss, Jena), ausgestattet mit einer AxioCam MRm Kamera (Zeiss, Jena), betrachtet,
die 30 pm dicken Préparate wurden mit einer Confocal Laser Scanning Microscopy

(CLSM) LSM 710 T-PMT (Zeiss, Oberkochen) analysiert.
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Etwa 1 mm dicke Trachealringe wurden als Whole-Mount-Proben ventral durchtrennt,
aufgeklappt und so in Tissue-Tek® eingefroren. Anschliefend wurden sie fiir 2 Stunden
in 1% Triton permeabilisiert und entsprechend des Protokolls fiir die
Immunhistochemie pripariert. Die Inkubationszeit fiir Primér- und Sekundérantikorper

war hier allerdings jeweils eine ganze Nacht.

Tab. I: Verwendete Antikorper (AK)

Antikorper Hersteller .
Verdiinnung
(Katalognummer)
Lunge, Trachea 8 pm Dicke:
IPriméirer AK: rab-o-PGP 9.5 Biotrend, K6ln 1/8000 in PBS+S
(BT78-6305-04)
Sekundérer AK: dk-a-rb-Cy3 Chemicon, USA 1/2000 in PBS+S
(AP182C)
Dapi 1/500 in PBS+S
Trachea 30 pm:
Primdrer AK: rab-o-PGP 9.5 Biotrend, Koln (BT78-{1/4000 in PBS+S
6305-04)
Sekundérer AK: dk-a-rb-Cy3 Chemicon, USA 1/2000 in PBS+S
(AP182C)
sowie:
Primire AK: rab-o-PGP 9.5 Biotrend, Koln (BT78-{1/8000 in PBS+S
6305-04)
a-SMC-actin-FITC  [Sigma Aldrich, Seelze [1/1000 in PBS+S
gekop. (F3777)
Sekundirer AK: dk-a-rb-Cy3 Chemicon, USA 1/2000 in PBS+S
(AP182C)
Dapi Sigma-Aldrich, Seelze/l/500 in PBS+S
(D9542)
'Whole-Mount-Trachea:
Primarer AK: rab-o-PGP 9.5 1 Biotrend, Koln (BT78-{1/4000 in PBS+S
6305-04)
Sekundérer AK: dk-a-rb-Cy3 Chemicon, USA 1/2000 in PBS+S
(AP182C)

Legende: AK: Antikorper, Dapi: Fluoreszenzfarbstoff zur Markierung von DNA, rab-a-PGP 9.5:
primdrer AK in Kaninchen produziert, der Nervenfasern markiert, dk-a-rb-Cy3: Fluoreszenzfarbstoff, der
in Eseln produziert wurde und an das Fc Fragment des primiren-Kaninchen Antikorpers bindet, a-SMC-
actin-FITC gekoppelt: direkt an den Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein isothiocyanate (FITC) gekoppelter
primdrer AK zur Markierung des Aktins in glatten Muskelzellen.
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I1.3.1.3. Vorbereitung der Proben fiir die Elektronenmikroskopie

I1.3.1.3.1. Vorbereitung der Proben fiir die konventionelle Transmissions-
elekronenmikroskopie

Alle Proben wurden zur Verbesserung des Erhalts der Ultrastruktur zunéchst in 1,5%
Glutaraldehyd, 1,5% Paraformaldehyd in 0,15 M Hepes-Puffer fiir mindestens 24
Stunden nachfixiert. Die Proben wurden danach in 0,15 M Hepes-Puffer jeweils 5 x 10
Minuten gewaschen und danach fiir zwei Stunden in 1% Osmiumtetroxid in Aqua dest.
inkubiert. Nach zwei Stunden wurde das tiberschiissige Osmium in drei Schritten von
jeweils 10 Minuten mit Aqua dest. herausgewaschen. Uber Nacht wurden die Proben in
halb gesittigter wéssriger Uranylacetatlosung blockkontrastiert. Das Uranylacetat
musste zuvor filtriert werden, um Prézipitate zu vermeiden. Am zweiten Tag wurde das
tiberschiissige Uranylacetat zweimal fiir 15 Minuten aus dem Gewebe gewaschen. Fiir
die weitere Bearbeitung wurden die Proben jeweils 10 Minuten in 30%, 50%, 70%,
90% und 100% Alkohol entwissert. In letzterem wurden die Proben ein weiteres Mal
fir 10 Minuten entwissert, um sicher zu stellen, dass auch letzte Wasserriickstinde
beseitigt wurden. Die Proben wurden fiir weitere 15 Minuten in eine Mischung aus
Ethanol und Propylenoxid (1:2) gelegt. In dieser Zeit wurde Propylenoxid und Epon im
Verhiltnis 1:2 vorbereitet, in welches die Proben fiir weitere 60 Minuten gegeben
wurden. AnschlieBend wurden die Proben tiber Nacht in reines Epon gegeben. Danach
wurden die Proben im Exsikkator (Pfeifer, Wetzlar) fiir 2 Stunden entgast und
schlieBlich fiir 48 Stunden bei 60°C im Wiarmeschrank (Heraeus Kulzer, Wehrheim)
ausgehdrtet. Zur Erleichterung der Ultramikrotomie wurden die Epon-Blocke mit Hilfe
einer rotierenden Diamantfrase angetrimmt (TM 60, Reichert, Miinchen, Deutschland).
Fiir die Elektronenmikroskopie wurden mit Hilfe eines Ultramikrotoms (Reichert
Ultracut E, Leica, Wetzlar, Deutschland) 50-70 nm dicke Schnitte angefertigt. Die
Proben wurden dann in einem mit Aqua dest. gefiillten Trog gesammelt. Von hier aus
wurden sie auf ein 200 quadratische Maschen umfassendes Kupfer-Rhodium-Netz (SCI
Science, Miinchen) aufgezogen. Angefertigt wurden von jedem Block drei Schnitte.
SchlieBlich wurden die Netzchen in halb gesittigtem Uranylacetat fiir 10 Minuten
nachkontrastiert, nochmals mit Aqua dest. fiinfmal fiir je zwei Minuten gewaschen, in
Reynold’s Losung vier Minuten nachkontrastiert und schlieBlich fiinfmal je zwei

Minuten in Aqua dest. gewaschen.
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I1.3.1.3.2. Vorbereitung der Proben fiir die Immunelektronenmikroskopie
(Preembedding)

Bei dieser Methode wird vor der Einbettung fiir die Elektronenmikroskopie eine
antikorperbasierte Darstellung eines ausgewdhlten Molekiils durchgefiihrt, daher der
Name ,,Preembedding*.

Hierfiir wurden von den zuvor in Tissue-Tek® gefrorenen Proben am Kryostaten Leica
CM 1900 (Leica, Wetzlar) 40 pm dicke Schnitte gewonnen. Von jedem Tier wurden
drei Trachealringe a 40 um fiir das Preembedding angefertigt. Ein weiterer Schnitt
wurde als Negativkontrolle verwendet, wobei der primdre Antikdrper nicht
hinzugegeben wurde, sondern durch die gleiche Fliissigkeitsmenge (ml) PBS+S ersetzt
wurde. Zunédchst wurde jeder Schnitt in Uhrmachergldser gegeben, dann in PBS dreimal
fir 10 Minuten gewaschen. AnschlieBend wurde normales Schweineserum (10%) als
Blocklosung benutzt und fiir eine Stunde auf die Schnitte aufgebracht. Die Inkubation
mit dem primédren Antikorper (rab-a-PGP-9.5-1) erfolgte tiber Nacht.

Am darauf folgenden Tag wurden die Schnitte 3 x 5 Minuten in PBS gewaschen und fiir
eine Stunde mit dem direkt gekoppelten Sekundirantikorper (swine-o-rab-IG-HRP)
inkubiert. Die Schnitte wurden 1 x 5 Minuten in PBS und 2 x 5 Minuten in Tris HCI
gewaschen und anschlieend in einer Losung zur elektronendichten Nickelverstidrkung
(Losung 1 — 10 Minuten, Losung 2 — 45 Minuten).

Die Visualisierung erfolgte durch die DAB-Reaktion mit Meerrettich Peroxidase (HRP)
und HCI. Diese Reaktion fiihrte zu einer Braunfirbung der markierten Axone. Nach
dreimaligem Waschen in Tris HCL wurden die Trachealringe nach dem oben
beschriebenen Protokoll in Epon eingebettet.

Die Proben wurden zwischen zwei transparenten Plastikfolien im Trockenschrank bei
60°C durch ein Gewicht beschwert, orientiert und getrocknet. AnschlieBend wurden sie
mit Gewebekleber auf vorgefertigte Eponblocke aufgeklebt, um fiir die TEM

geschnitten zu werden.
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Tab. II: Antikorper (AK) fiir das Preembedding

o ‘ Hersteller
Probe/Schnittdicke Antikorper Verdiinnung
(Katalognummer)

Trachea 40 um Dicke:

Primérer AK: rab-a-PGP 9.51 [Biotrend, K6ln 1/8000 in PBS+S
BT78-6305-04

Sekundérer AK: swine-a-rab-IG- |[Dako, Hamburg [1/100 in PBS+S
HRP P 0217

Legende: rab-a-PGP 9.5: primérer AK in Kaninchen produziert der Nervenfasern markiert, swine-o-rab-
IG-HRP: sekundirer, HRP gekoppelter AK, der im Schwein produziert wurde und an das Fc-Fragment
des primiren AK bindet.

I1.3.1.3.3. Vorbereitung der Proben fiir die Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Zur Analyse der Oberflichenmorphologie des Trachealepithels wurden zufillig
entnommene Tracheaproben von je drei Sham- und Tumor-Tieren fiir die
Rasterelektronenmikroskopie vorbereitet. Hierzu wurden die Luftrohrenstiicke
longitudinal mit einem Skalpell in zwei Hélften geteilt. Die Proben wurden aus der
Fixierlosung (4% PFA) 3 x 15 Minuten lang in 0,15 M Hepes-Puffer gewaschen und
tiber 30 Minuten osmiert (1% Osmiumtetroxid in Aqua dest.). Uberschiissiges Osmium
wurde in drei Waschgiéingen von je 5 Minuten mit Reinstwasser ausgewaschen. Fiir die
sich anschlieBende kritische Punkttrocknung im Critical Point Dryer CPD 030 (Bal-
TEC, Schalksmiihle) musste das Gewebe zuvor 4 x 15 Minuten lang in 1,2-
Dimethoxypropan entwéssert werden. AbschlieBend wurden die Proben mit Leit-C
(Neubauer, Miinster), einem elektrisch leitfahigen Kleber, auf Triager (Leit-Tabs)
aufgeklebt und an der Sputter-Anlage E5S000 (Polaron, West Sussex, England) mit
Goldatomen bedeckt. Die Aufnahmen wurden an einem Rasterelektronenmikroskop

(Philips XL 30) aufgenommen.

I1.3.2. Stereologie

Anhand von zweidimensionalen lichtmikroskopischen und
transmissionselektronenmikroskopischen Priaparaten wurden in der vorliegenden Arbeit
mit Hilfe der Stereologie, quantitative Daten {iber die dreidimensionale Morphologie
der gesamten Lunge und Trachea gesammelt und die Ergebnisse zwischen TG und KG
verglichen. Voraussetzung dabei war, ein Sampling der Organe, Proben und Schnitte

durchzufithren, das die Représentativitit der betrachteten Areale fiir das gesamte
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Gewebe gewihrleistet. Nur Schnitte mit einer guten Strukturerhaltung sowie ein
addquates Messinstrument in Form eines Zdhlrasters wurden verwendet. Die Herleitung
des passenden Zihlrasters wird in Abschnitt [V.1.2.3. (S. 48) erldutert. Die analysierten
Parameter sind in Tab. IV und VI zusammengefasst. Tab. III zeigt die Anzahl der Tiere

die je Gruppe verwendet wurden.

Tab. III: Anzahl der Tiere je Gruppe pro untersuchtem stereologischen Wert

Untersuchter Wert Anzahl der Tiere je Gruppe (n)

'V(Lunge) [mm’]

V(Parenchym,Lunge) [mm’]

S(Alvepi,Parenchym) [cm’]

V(AE2,Parenchym) [mm’]

Y x (AE2) [pm’]

V(LB,AE2) [pm’]

V(Mito,AE2) [pm’]

V(Nuk,AE2) [um’]

L(Axon,Trachea) [mm/pm]

QN N O O] O ©O| O ©O| O O

S(Axon,Trachea)
[mm?/ um] x1 0’

V(Axon, Trachea) [mm®/pm] x 10

V(Knorpel, Trachea) [um3 /um] x 10°

V(Epithel, Trachea) 6
[um’/um]*10°

V(zZ,Trachea) 6
[um*/um]

V(nzZ,Trachea)
[um®/um] 6

V(BGW,Trachea)
[um*/um]*10° 6

V(SMC,Trachea)
[um®/um]*10° 6

V(Chondro, Trachea) [mm’/cm] 6

Legende: V(Lunge): Volumen der Lunge, V(Parenchym,Lunge): Volumen des Lungenparenchyms,
S(Alvepi,Parenchym): Oberflaches des Alveolarepithels, V(AE2,Parenchym): Volumen der AE2 Zellen

im Lungenparenchym, v N (AE2): Mittlere Anzahl der AE2 Zellen in der Lunge, V(LB,AE2): Volumen
der LB in den AE2 Zellen, V(Mito,AE2): Volumen der Mitochondrien in den AE2 Zellen, V(Nuk,AE2):
Volumen des Zellkerns in den AE2 Zellen, L(Axon,Trachea): Linge der Axone in der Trachea,
S(Axon,Trachea): Oberfliche der Axone in der Trachea, V(Axon,Trachea): Volumen der Axone in der
Trachea, V(Knorpel,Trachea): Volumen des Trachealknorpel, V(Epithel,Trachea): Volumen des
Trachealepithels, V(zZ,Trachea): Volumen der zZ in der Trachea, V(nzZ,Trachea): Volumen der nzZ in
der Trachea, V(BGW,Trachea): Volumen des BGW in der Trachea, V(SMC,Trachea): Volumen der
Trachealmuskulatur, V(Chondro, Trachea): Volumen des Trachealknorpels.
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I1.3.2.1. Volumina

Die Referenzvolumina (V(Ref)) wurden, wie oben beschrieben, fiir die Lunge nach dem
Prinzip von Scherle (1970) durch die Verdringung von Wasser bestimmt. Fiir die
Referenzvolumina der Trachea sowie der darin enthaltenen Kompartimente Epithel
(V(Epithel)), Knorpel (V(Knorpel)), Bindegewebe (BGW) (V(BGW)) und glatte
Muskulatur (V(SMC)) wurde die Cavalieri Methode, beschrieben von Michel und Cruz-
Orive (1988), benutzt. Hierfir wurden in Epon eingebettete 0,8 pm dicke
Semidiinnschnitte der Trachea mit Richardson-Féarbung markiert. An einem Olympus
BX51 Lichtmikroskop (Olympus, Hamburg), ausgestattet mit einer Olympus DP72
Digitalkamera und einem Computer (Windows) mit newCast Software (Visiopharm,
Horsholm, Dénemark), wurden die Schnitte betrachtet.

Durch die Projektion eines Punkterasters auf den Schnitt wurde V(Ref) wie folgt

errechnet:

V(Ref) = ZPscmitt X a/p x L(Trachea) (Formel 1)

wobei ZPscpniy die Summe der auf die Trachea fallenden Punkte, a/p die einem
einzelnen Punkt zuzuordnende Fliache und L(Trachea) die Lange der Trachea
bezeichnet (Michael und Cruz-Orive 1988). Durch Multiplikation von den auf die
Trachea fallenden Punkten mit der Fldche pro Punkt und der Gesamtlédnge der Trachea
ergibt sich das Gesamtvolumen.

Generell kann iiber die Bestimmung einer Volumendichte (Vv(Struktur/Ref)) und die
Multiplikation mit dem entsprechenden Referenzvolumen V(Ref) das Gesamtvolumen

der betrachteten Struktur (V(Struktur)) bestimmt werden.

Hierbei gilt

Vy(Struktur/Ref) = ZP(Struktur) / ZP(Ref) (Formel 2)
und

V(Struktur) = Vy(Struktur/Ref) x V(Ref) (Formel 3)

mit XP(Struktur) als die Summe der Punkte, die auf die Struktur fallen, und

YP(Referenzraum) die Summe der Punkte, die im gesamten Referenzraum gezihlt
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werden. Mit Hilfe des single-section Disectors (Sterio 1984) und des von Vedel-Jensen

und Gundersen (1993) beschriebenen Rotators, einer Methode zur Bestimmung des

Volumens einer Struktur, wurde das anzahl-gewichtete mittlere Volumen der AE2-

Zellen (¥ N(AE2/Parenchym)) bestimmt.

Tab. IV: Ubersicht der bestimmten Volumendichten und Volumina

Parameter Abkiirzung

Bedeutung

Vyv(AE2/Parenchym)  |Volumendichte der AE2 Zellen im Parenchym der Lunge
- « (AE2) Durchschnittliches Volumen der AE2-Zellen
Vv(LB/AE2) 'Volumendichte der LB in den AE2-Zellen
Vv(ZP/AE2) 'Volumendichte des Zytoplasmas in den AE2-Zellen
Vyv(Mito/AE2) 'Volumendichte der Mitochondrien in den AE2-Zellen
Vyv(Nuk/AE2) 'Volumendichte des Nukleus in den AE2-Zellen
Vy(Parenchym/Lunge) [Volumendichte des Parenchyms in der Lunge
Vy(Knorpel/Trachea) |Volumendichte des hyalinen Knorpels in der Trachea
'Vv(Epithel/Trachea) 'Volumendichte des Epitels in der Trachea
Vv(zZ/Epithel) 'Volumendichte der zilientragenden Zellen im Trachealepithel
Vv(nzZ/Epithel) Volumendichte der nicht-zilientragenden Zellen im
Trachealepithel
Vy(BGW/Trachea) Volumendichte des Bindegewebes in der Trachea
Vy(SMC/Trachea) Volumendichte der glatten Muskulatur in der Trachea
Vy(Chondro/Knorpel) [Volumendichte der Chondrozyten im Trachealknorpel
Vy(Lipid/Chondro) 'Volumendichte der Lipidspeicher in den Chondrozyten
Vyv(Axon/Trachea) 'Volumendichte der Axone in der Trachea

Tab. V: Ubersicht iiber die Messmethode zur Bestimmung der Volumendichte

Parameter Schnitt | Farbung | VergroBe- | Mikroskop Raster

Abkiirzung rung
Vv(AE2/Parenchym) |SD RF x100 LM 200 Punkte pro TF
- « (AE2) SD RF x100 LM IUR Rotator
Vy(LB/AE2) UD UA+O  [x7002 TEM 19 Punkte pro TF
Vy(ZP/AE2) UD UA+O  [x7002 TEM 19 Punkte pro TF
Vy(Mito/AE2) UD UA+O  [x7002 TEM 19 Punkte pro TF
Vy(Nuk/AE2) UD UA+O  [x7002 TEM 19 Punkte pro TF
Vy(Parenchym/ SD RF x10 LM 4 Punkte pro TF
Lunge)
Vy(Knorpel/Trachea)|SD RF x10 LM Cavalieri,

400 Punkte pro TF
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Parameter Schnitt | Farbung | VergroBe- | Mikroskop Raster
Abkiirzung rung
Vy(Epithel/Trachea) |SD RF x10 LM Cavalieri,
400 Punkte pro TF
Vv(zZ/Epithel) UD UA+O  [x3988 TEM 19 Punkte pro TF
Vv(nzZ/Epithel) UD UA+O  [x3988 TEM 19 Punkte pro TF
Vy(BGW/Trachea) [SD RF x10 LM Cavalieri,
400 Punkte pro TF
Vy(SMC/Trachea) |SD RF x10 LM Cavalieri,
400 Punkte pro TF
'Vy(Chondro/ SD RF x10 LM Cavalieri,
Knorpel) 400 Punkte pro TF
Vv(Lipid/Chondro) |UD UA+O  [x3988 TEM 19 Punkte pro TF
Vy(Axon/Trachea) |UD UA+O [x21560 TEM 45 Punkte pro TF

Legende: SD: Semidiinn, UD: Ultradiinn, RF: Richardson-Farbung, TF: Testfeld, UA+O: Uranylacetat +
Osmium, LM: Lichtmikroskop, TEM: Transmissionselektronenmikroskop.

11.3.2.2. Oberfldachen

Die Oberflache einer Struktur (S(Struktur)) kann durch die Multiplikation von
Referenzvolumen und Oberfldchendichte (Sv(Struktur/Ref)) bestimmt werden. Bei der
stereologischen Bestimmung von Oberflichen ist zu beachten, dass die
Orientierung/Ausrichtung der Probe Einfluss auf die Analyse hat. Dementsprechend ist
eine Vorausrichtung notig, sodass die Probe bzw. die Kombination aus Probe und
Testsystem isotrop ist. Das Parenchym der Lunge wird in aller Regel als isotrop
angesehen, weshalb keine weitere Randomisierung der Orientierung durchgefiihrt
wurde. Die Trachea hingegen hat eine Vorzugsrichtung, die aus Griinden der
Auswertbarkeit beibehalten werden sollte. Aus diesem Grund wurde hier das Prinzip
der Vertical Sections angewendet.

Kurz gesagt wurden bei der Oberflichenbestimmung des Lungenparenchyms gerade,
parallel angeordnete Testlinien verwendet, wéhrend bei der Trachea ein Testsystem mit
sog. Zykloiden (Cycloids) verwendet wurde, die entlang einer zum Lumen hin
gerichteten vertikalen Achse ausgerichtet waren. Nach Projektion des jeweiligen
Testrasters auf die mikroskopischen Aufnahmen wurden die Schnittpunkte der
Testlinien (I) mit der Oberfldche der Struktur gezéhlt.

Die Anzahl der Schnittpunkte multipliziert mit dem Faktor 2, dividiert durch die

Gesamtldnge aller Testlinien auf dem Referenzraum (Lt) ergibt Sy(Struktur/Ref).
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S(Struktur) = Sy(Struktur/Ref) x V(Ref) (Formel 4)

L ergibt sich aus dem Produkt der gezdhlten Linienendpunkte (ein Punkt pro Linie),
die auf dem Referenzraum fallen und der Lénge einer Testlinie l;. Durch Multiplikation
der Oberflichendichte mit dem zugehorigen Referenzraum ergibt sich die
Gesamtoberfldache der Struktur.

Sv(Struktur)= (2 x I) / Lyt (Formel 5)

Lt =1; x 2P(Ref) (Formel 6)

Tab. VI: Ubersicht der bestimmten Oberflichendichten und Oberflichen

Parameter Abkiirzung [Bedeutung

Sv(Alvepi/Parenchym) (Oberflachendichte des Alveolarepithels im Parenchym der
Lunge

Sv(Axon/Trachea) Oberflichendichte der Axone in der Trachea

Tab. VII: Ubersicht iiber die Messmethode zur Bestimmung der Oberflichendichte

Parameter Schnitt [ Farbung | VergroBe- | Mikroskop Raster
Abkiirzung rung
Sv(Alvepi/ SD RF x40 LM 4 Linien pro TF
Parenchym)
Sv(Axon/Trachea) |[UD UA+O  [x21560 TEM 45 Cycloid Arc pro
TF

Legende: SD: Semidiinn, UD: Ultradiinn, Richardson Féarbung: RF, TF: Testfeld, UA+O: Uranylacetat +
Osmium, LM: Lichtmikroskop, TEM: Transmissionselektronenmikroskop.

I1.3.2.3. Léngen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Gesamtlinge aller Axone in der Trachea
bestimmt. Hierzu wurde die von Miihlfeld et al. (2010) beschriebene Methode zur
Quantifizierung der Innervation des Herzens und anderer Organe {iber die Bestimmung
der Gesamtlidnge der Nervenfasern benutzt und hinsichtlich der Besonderheiten der
Trachea angepasst. An Ultradiinnschnitten von in Epon eingebetteten Trachealringen,
an denen durch Preembedding die Axone immunmarkiert waren, wurde zunéchst die
Volumendichte der Axone Vy(Axon) bestimmt. Hierzu wurden TF am

Elektronenmikroskop Leo 906 (Zeiss, Oberkochen) bei 21.560-facher VergroBerung
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durch SURS der Schnitte erlangt. Alle 10 um wurde untersucht, ob im TF Nervenfasern
angeschnitten waren. War dies der Fall, wurde eine digitale Aufnahme gemacht, auf die
ein Punkteraster projiziert wurde. Es wurden die Punkte gezdhlt, die auf ein Axon
P(Axon) fallen und diejenigen Punkte, die auf das Referenzvolumen fallen. Die Anzahl
der TF ohne Nervenfasern wurde gezdhlt und mit der Anzahl der Punkte pro
Punkteraster multipliziert. Hieraus wurde die Summe aller Punkte auf dem

Referenzvolumen P(Ref) berechnet. Es wurde folgende Formel benutzt:

Vv(Axon/Trachea) = P(Axon) / P(Trachea) (Formel 7)

Aufgrund der préparationsbedingten Heterogenitdt der Tracheallinge wurde das
Gesamtvolumen der Axone (V(Axon)) pro um Léngeneinheit der Trachea errechnet.
Die TF zur Bestimmung der Oberflachendichte der Axone (Sv(Axon/Trachea)) waren
dieselben wie die zur Bestimmung von Vy(Axon/Trachea). Hierfiir wurde jedoch ein
Raster bestehend aus 45 Zykloiden a 250 um Liange auf die TF projiziert und die
Schnittpunkte der axonalen Membran mit den Cycloiden gezdhlt. Sy(Axon/Trachea)
wurde mit Formel 5 und 6 berechnet. Wie fiir V(Axon, Trachea) wurde auch S(Axon,
Trachea) pro um Trachea berechnet.

Die Gesamtldnge der Axone L(Axon,Trachea) pro pm Trachea wurde schlieBlich
ermittelt, indem die Modellannahme getroffen wurde, dass Axone als zylindrische
Strukturen betrachtet werden und sich demnach Lange, Oberfldche und Volumen nach
einfachen geometrischen Regeln verhalten.

Demnach wire

V(Axon,Trachea) = (Formel 8)

7 x r(Axon, Trachea)’ x L(Axon, Trachea)

und

S(Axon,Trachea) = (Formel 9)

2 x 7 x r(Axon, Trachea) x L(Axon,Trachea) + 2 x 7 x r(Axon, Trachea)

wobei r(Axon,Trachea) dem mittleren Radius der Axone entspricht. Ferner wurde 2 x ©

x r(Axon,Trachea)” als Oberfliche der Oberseite und Unterseite der Axone in Relation
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zur Gesamtoberfldche als vernachlédssigbar erachtet und gleich 0 gesetzt. Formel 8
wurde nach r(Axon,Trachea) aufgelost und fiir r(Axon,Trachea) in Formel 9
substituiert.

Hieraus ergab sich:

L(Axon,Trachea) = (Formel 10)
(1/4m) x (S(Axon, Trachea)’/ V(Axon,Trachea))

I1.3.3. Vorbereitung der Proben fiir die differentielle Zentrifugation

Die Bestimmung des Verhiltnisses von aktiven (large aggregated, LA) zu inaktiven
Surfactantformen (small aggregates, SA) wurden in der BAL enthaltenen SAs und LAs
durch Dr. Clemens Ruppert, Wissenschaftlicher Mitarbeiter der med. Klinik II des
Universititsklinikum Gielen Marburg, mit differentieller Zentrifugation voneinander
getrennt. Dies geschah bei 48.000 x g fiir 1 h bei 4°C.

Das LA enthaltende Pellet wurde in 0,9% NaCl in Aqua dest. tiberfiihrt. Die relative
Menge an LA wurde bestimmt, indem die in der LA-Fraktion enthaltenen
Phospholipide in Relation zur Gesamtmenge der in der BAL-Fliissigkeit enthaltenen
Phospholipide gesetzt wurde. Die Menge an Phospholipiden wurde aus der
urspriinglichen BAL-Fliissigkeit und der LA-Fraktion entsprechend dem Protokoll von
Bligh und Dyer (1959) herausgelost. Diese wurden durch den Calorimetric Phosphorus
Assay quantifiziert (Rouser et al. 1970).

I1.4. Statistik

Der arithmetische Mittelwert beider Gruppen (TG und KG) wurde berechnet und
zwischen beiden Gruppen verglichen. Als MaB fiir die Verteilung der Werte um den
arithmetischen Mittelwert wurde die Standardabweichung mit dem Statistikprogram
PASW Version 20.0 (SPSS, Ziirich) bestimmt. Ein p-Wert von < 0,05 im Mann-
Whitney-Test wurde als statistische Signifikanz betrachtet. Bei 0,05<p<0,1 zwischen

den Gruppen wurde dies als Tendenz gewertet (Curran-Everett und Benos 2004).
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III. Resultate

II.1. Korpergewicht und Lungenvolumen

Das initiale Korpergewicht war nicht unterschiedlich zwischen beiden Gruppen,
wihrend das finale Korpergewicht in TG, 21 Tage nach der Tumor-Zell-Injektion,
reduziert war. Das mittlere Tumorgewicht war 2,47 + 0,56 g in TG. Eine deutliche
Gewichtsreduktion und Tumorkachexie in TG konnte somit beobachtet werden. Das
Lungenvolumen wies dagegen keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen

den Gruppen auf (TG: 483,77 + 67,53 mm’ KG: 460,44 + 44,31 mm’) (p = 0,190).
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Abb. III: Korpergewicht der Tiere bei Beginn (A) und am Ende (B) der Experimente. KG (Kontroll
Gruppe); TG (Tumor Gruppe). Horizontal, kurzer Balken: Statistischer Mittelwert der jeweiligen Gruppe.

I11.2. Mikroskopie
II1.2.1. Qualitative Mikroskopie
I.2.1.1. Lichtmikroskopie

Abb. IV zeigt exemplarisch die Struktur des in Technovit eingebetteten
Lungenparenchyms in TG und in KG. RegelméBig wurden Erhebungen der dunkelblau
markierten AE1-Zellkerne nach intraalveolédr erkannt. Ebenso wurden den AE1-Zellen
angrenzend einige zumeist plump-beerenformige Zellen mit heterogener und z.T.
vakuoldrer  Struktur gesehen. Hierbei handelte es sich entweder um
Alveolarmakrophagen oder um AE2-Zellen. Definitiv lieB sich bei der hier gewéhlten
VergroBerung nicht im Einzelfall kldren, um welchen der beiden Zelltypen es sich
handelte. Generell kann jedoch gesagt werden, dass die tief alveoldr gelegenen und eng

an die AE1-Zellen angrenzenden Zellen mit hellen Vakuolen eher als AE2-Zellen zu
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werten waren. Umgeben waren die Alveolen von einem dichten Netz aus von
Endothelzellen ausgekleideten Kapillaren, die z.T. mit Erythrozyten und weiteren
zelluldren Bestandteilen des Blutes gefiillt waren. Es lagen keine Anzeichen fiir die
Entwicklung einer einem Emphysem #hnlichen Verdnderung der Lungenstruktur vor.
Insbesondere war keine Aufweitung der terminalen Luftwege oder eine Verdnderung
der AlveolengroBe im Vergleich zur KG zu beobachten. Teil B der Abb. IV. zeigt zum
Vergleich einen Ausschnitt aus KG mit &hnlichen qualitativen Befunden wie in TG. Die
Verteilung der Alveolen und Kapillaren sowie der darin befindlichen Zellen lieBen
augenscheinlich eine regelhafte Entwicklung des Lungenparenchyms erkennen, welches
keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen erkennen lie3. Ebenso schien die Dicke
der Interalveolarsepten in beiden Gruppen gleich stark ausgeprégt (Abb. IV).

Bei der Betrachtung der in Epon eingebetteten Semidiinnschnitte der Trachea fielen
ebenfalls qualitativ keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen auf. In beiden
Gruppen wurde die adluminale Ausrichtung der Trachea beginnend mit dem
Trachealepithel, dem daran angrenzenden subepithelialem Bindegewebe und einer
daran abluminal angrenzenden hufeisenférmigen Knorpelspange aus hyalinem Knorpel
beobachtet. Diese stellte sich nach ventral geschlossen durchgingig und nach dorsal
verjiingend und gedffnet dar. Beide dorsalen Enden der Knorpelspange waren jeweils
durch glatte Muskulatur miteinander verbunden. Bei der Betrachtung der einzelnen
Wandschichten war eine in beiden Gruppen gleich starke, kontinuierliche Ausbildung
des Trachealepithels zu beobachten, welches sich jeweils nach dorsal etwas kréftiger
darstellte als ventral. Die Begutachtung des hyalinen Knorpels erweckte den
subjektiven Eindruck einer Reduktion der intrazelluldren Lipidspeicher in den
Chondrozyten, welche sich histologisch als demarkierte ovale Areale darstellten.
Bindegewebe und glatte Muskulatur lieBen quantitativ und qualitativ in beiden Gruppen

keine gruppenspezifischen Verdnderungen bzw. Unterschiede erkennen.
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Abb. IV: Vergleichende lichtmikroskopische Darstellung des Lungenparenchyms mit Alveolen und
Kapillaren. A: TG und B: KG. MaBstab 180 um. alv, Alveole; Pfeilspitze, AE2-Zellen; Pfeil, Kapillare;
* Interalveolarseptum. In A waren keine Anzeichen pathologischer Verdnderung, die fiir die Ausbildung
eines Emphysems sprechen konnten, zu erkennen.
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11.2.1.2. Immunfluoreszenzmikroskopie
Tracheale Nervenfasern wurden immunhistochemisch mit einem Primérantikorper

gegen PGP-9.5 I markiert. Sie erscheinen als gelb markierte Anschnitte in Abb. V im
Bereich der glatten Muskelzellen der Trachea, welche sich in selbiger Abbildung griin
darstellt. A—C zeigen ein Stiick des Trachealrings von einem Tier nach
Tumorimplantation, wobei A nur markierte Nervenfasern, B nur die
Trachealmuskulatur und C das Overlay beider Strukturen zeigt. Ebenso verhilt es sich
mit den Abb. D-F, welche Aufnahmen von einem Tier aus der Kontrollgruppe zeigen.
Mit Pfeilspitzen wurden einige Nervenfasern sowie mit Pfeilen die Trachealmuskulatur
exemplarisch markiert. Das Lumen wurde jeweils mit Lu markiert und stellt sich in A—
C unten links und in D-E unten rechts dar. A—C zeigen einen etwas kleineren
Ausschnitt der Trachealmuskulatur im Vergleich zu D-F. Auch sind in beiden Gruppen
grofle extratracheale Nervenfasern zu erkennen, welche jedoch sowohl fiir die
qualitative als auch quantitative Bewertung der trachealen Innervation keine weitere
Bedeutung hatten. Die markierten Axone sind in beiden Gruppen iiber die gesamte
Linge des Ausschnittes verteilt und demonstrieren exemplarisch die Verteilung der
trachealen Nervenfasern im Bereich der glatten Muskulatur. Ein Riickschluss auf

etwaige Verdnderungen in der Innervationsdichte ist jedoch nicht moglich.

PGP S5I PGP A5I

SMC

PGP 85|

SMC

Abb. V: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung der Innervation der Trachea. MaBstab: 90 pum.
A-C: TG, D-F: KG. A und D: PGP 9.5 I-Immunreaktivitit der Nervenfasern in der Trachea, B und E:
SMC-Immunreaktivitit der glatten Muskulatur in der Trachea. C und F: Uberlappung der
Immunfluoreszenz aus A und B bzw. D und E. Pfeilspitze: mit PGP 9.5 I markierte Nervenfasern, Pfeile:
mit SMC markierte glatte Muskulatur, Lu: Lumen der Trachea.
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Die am CLSM aufgenommenen Bilder wurden mit Imaris bearbeitet (Abb. VI). Hierbei
wurde die Oberfliche der Strukturen dreidimensional rekonstruiert, um die Verteilung
der Nervenfasern im Bereich der glatten Muskulatur besser betrachten zu kénnen. Ein
quantitativer Unterschied zwischen den beiden Gruppen war jedoch in dieser
Darstellung nicht augenscheinlich. Zu sehen sind in A und B die Oberfldchen der griin
markierten glatten Trachealmuskulatur, der blau markierten Zellkerne sowie die gelb
markierten Nervenfasern. In Abb. A ist in der rechten Bildhilfte ein Nerv zu erkennen
(weiBBe Pfeilspitze), von dem ausgehend einige Nervenfaserabgénge in die Trachea
ziehen und markiert wurden. Der bogenférmige Verlauf der glatten Trachealmuskulatur
von oben mittig nach unten rechts deutet die Lage des unten links im Bild befindlichen
Lumens an. Hieran sind einige der blau markierten Zellkerne des Trachealepithels
angrenzend zu erkennen. In Abb. B war wie in A der Verlauf der gelb markierten
Nervenfasern zwischen der glatten Trachealmuskulatur zu beobachten. Das Lumen
befand sich hier rechts unten, an welches angrenzend ebenfalls einige der Zellkerne des
Trachealepithels blau markiert wurden (Abb. VI).

Die Whole-Mount-Aufnahmen eines ca. 1 mm langen longitudinal zum Lumen
aufgetrennten und ausgebreiteten Trachealrings, in dem Nervenfasern mit dem
Antikorper PGP 9.5 I markiert wurden, deuteten darauf hin, dass die Innervation der
Trachea in der TG, verglichen mit der KG, reduziert ist. Zu sehen ist ein wesentlich
geringer ausgeprégtes Geflecht aus Nervenfasern in A und C im Vergleich zu den
Stellen B und D, die zur KG gehoren. Die Hauptverlaufsrichtung der Nervenfasern zieht
sich entlang der Verlaufsrichtung der Trachea. In der Abbildung sind anteilig sowohl in
der TG als auch in der KG etwa gleich viele Nervenfasern zu beobachten, die quer zum

Lumen verlaufen (Abb. VII).
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Abb. VI: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung der Trachea mit 3D-Oberfldchenrekonstruktion.
Schnittdicke: 30 pm. MaBstab: 20 um. A: TG, B: KG. Pfeilspitze, PGP 9.5 [-Immunreaktivitdt der
Nervenfasern in der Trachea; Pfeil, SMC-Immunreaktivitit der glatten Muskulatur in der Trachea; *,
Dapi-Markierung der Nuklei; Lu, Lumen der Trachea.
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Mount-Priaparat. A und C: Mallstab 86 pum, B und D: Mafstab 73 pm. A und B: PGP 9.5 I-
Immunoreaktivitdt der positiven Nervenfasern in TG. C und D: PGP 9.5 I-Immunreaktivitét der positiven
Nervenfasern in KG. Pfeilspitze, PGP 9.5 I positive Nervenfasern.

II1.2.1.3. Trachealepithel in der Rasterelektronenmikroskopie

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie wurde die Oberflache des Trachealepithels
beurteilt und zwischen TG und KG verglichen. Dabei fiel auf, dass in TG die Zilien
weniger aufrecht standen als in der Kontrollgruppe. Dies fithrte dazu, dass sie den
Eindruck erweckten, sich um die Zelloberfliche der nicht-zilientragenden Zellen zu
legen. In KG konnte ein annéhernd gleich grofer Anteil beider Zelltypen beobachtet
werden, die gleichmiBig tiber das Epithel verteilt waren. Die zilientragenden Zellen

zeigten hierbei aufrecht stehende Zilien wie in Abb. VIII.
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Abb. VIII: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Trachealepithels. A: TG, B: KG, MaBstab
10 um. Pfeilspitze, zilientragende Zellen; Pfeil, nicht-zilientragende Zellen.

I11.2.1.4. Qualitative TEM

Es konnte kein morphologischer Unterschied des Trachealknorpels zwischen beiden
Gruppen festgestellt werden. Insbesondere die intrazelluldren Lipidspeicher waren in
beiden Gruppen gleichermaBBen vorhanden und wiesen eine dhnliche Morphologie und
GrofBe auf. Die Ultrastruktur der Extrazellularmatrix des Trachealknorpels wies
ebenfalls zwischen den beiden Gruppen keine morphologischen Unterschiede auf.
Wiéhrend die rasterelektronenmikroskopische Darstellung  Auffilligkeiten der
zilientragenden Zellen gezeigt hatte, konnte dies in den
transmissionselektronenmikroskopischen ~ Schnittprdparaten nicht nachvollzogen
werden. Insbesondere schienen sich die Anteile an zilientragenden Zellen und nicht-
zilientragenden Zellen im Trachealepithel nicht zu unterscheiden zwischen beiden

Gruppen (Abb. IX, Tab. X).
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Abb. IX: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der Trachealwand: A und B: TG, C und
D: KG, A und C: Trachealknorpel, B und D: Trachealepithel. MaBstab: 2,5 um. Nuc, Nucleus; EZM,
Extrazellularmatrix; LSp, Lipidspeicher der Chondrozyten; zZ: zilientragende Zellen; nzZ: nicht-
zilientragende Zellen; Pfeilspitze, Zilien auf dem Trachealepithel.

II1.2.2. Quantitative Mikroskopie bzw. Stereologie

I11.2.2.1. Lunge

I11.2.2.1.1. Volumen der Gasaustauschregion (Parenchym)

Als globaler Parameter fiir das Mall an Gewebe, das fiir den Gasaustausch zur
Verfiigung steht, wurde dessen Volumen bestimmt. AuBlerdem dienten diese Daten als
Referenzvolumen fiir weitere Parameter wie z.B. die Alveolaroberfliche. Wie das
Lungenvolumen wies auch das Volumen der Gasaustauchregion keine Unterschiede

zwischen KG und TG auf (Tab. VIII).
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Tab. VIII: Volumen von Lunge und Gasaustauschregion (Parenchym)

Parameter KG TG P-Wert
V(Lunge) [mm3] 460 + 44 484 + 68 0,190
Vy(Parenchym/Lunge) (0,88 + 0,05 0,86 £ 0,10 0,931
V(Parenchym,Lunge) {407 + 44 418 £ 70 0,258
[mm’]

Legende: V(Lunge), Lungenvolumen; Vy(Parenchym/Lunge), Volumendichte des Parenchyms bezogen
auf das Lungenvolumen; V(Parenchym,Lunge), Volumen des Lungenparenchyms in der Lunge.

[11.2.2.1.2. Alveolaroberfldche

Zur Uberpriifung der Hypothese, ob die TK zu einer Reduktion der Alveolaroberfliche
filhrt, wurden die in Tab. IX zusammengefassten Daten erhoben. Weder die
Oberflachendichte noch die Gesamtalveolaroberfldche lieB einen Unterschied zwischen
beiden Gruppen erkennen. Es konnte demnach kein Einfluss der TK auf die Grofe der

Alveolaroberfldche nachgewiesen werden.

Tab. IX: Oberfliche der Alveolen

Parameter KG TG P-Wert
Sv(Alvepi/Parenchym)|0,12 + 0,01 0,12 +£0,02 0,931
S(Alvepi,Parenchym) [494 + 66 517 £ 141 0,863
[cm’]

Legende: Sy(Alvepi/Parenchm), Oberflachendichte des Alveolarepithels bezogen auf Lungenparenchym;
S(Alvepi,Parenchym), Gesamtoberflache des Alveolarepithels der Lunge.

I11.2.2.1.3. Alveolarepithelzellen Typ II

Bei der Analyse der AE2-Zellen standen die intrazelluldren Surfactantspeicher der
Lamellenkorperchen im Vordergrund. Daneben sollten einige weitere zelluldre
Kompartimente zur besseren Charakterisierung der AE2-Zellen beurteilt werden. Die
LB zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen,
lieBen jedoch eine Tendenz zu einer Reduktion der intrazelluldren Surfactantspeicher
bei der TG vermuten. Der Anteil des Zytoplasmas in den AE2-Zellen war bei der TG
verringert. Die weiteren intrazelluliren Kompartimente lieBen keine Unterschiede
zwischen TG und KG erkennen. Jedoch zeigte das Gesamtvolumen an im

Lungenparenchym enthaltenen AE2-Zellen eine Tendenz zur Reduktion in TG.
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Tab. X: Stereologische Daten der Alveolarepithelzellen Typ II

Parameter KG TG P-Wert

Abkiirzung
Vy(LB/AE2) 0,30 + 0,04 0,27 + 0,02 0,113
Vy(ZP/AE2) 0,48 + 0,03 0,43 + 0,06 0,077
Vy(Mito/AE2) 0,10 + 0,04 0,11+ 0,03 0,796
Vy(Nuk/AE2) 0,18 + 0,04 0,18 + 0,02 0,730
V(AE2,Parenchym) (7,07 + 1,62 5,71 £ 1,18 0,094
[mm’]
v (AE2) [um’] 614 +£217 485 + 96 0,161
V(LB,AE2) [um’] [186+ 71 132 £29 0,094
V(ZP,AE2) [um’] [303 + 132 207 + 30 0,024
V(Mito,AE2) [um’] [74 + 54 57 + 30 0,546
V(Nuk,AE2) [um’] [122 + 75 89 £ 26 0,605

Legende: Vy(AE2/Parenchym), Volumendichte der AE2-Zellen bezogen auf das Lungenparenchym;
Vy(LB/AE2), Volumendichte der LB in den AE2-Zellen; Vy(ZP/AE2), Volumendichte des Zytoplasmas
in den AE2-Zellen; Vy(Mito/AE2), Volumendichte der Mitochondrien in den AE2-Zellen; Vv(Nuk/AE2),
Volumendichte des Nukleus in den AE2-Zellen, V(AE2,Parenchym), Gesamtvolumen der im
Lungenparenchym enthaltenen AE2-Zellen in mm?®; V\(AE2), anzahl-gewichtetes mittleres Volumen der
AE2-Zellen in umS; V(LB,AE2), Volumen der LB in einer durchschnittlichen AE2-Zelle;
V(ZP,Parenchym), Volumen des Zytoplasmas einer durchschnittlichen AE2-Zelle; V(Mito,Parenchym),
Volumen der Mitochondrien einer durschschnittlichen AE2-Zelle; V(Nuk,Parenchym), Volumen des
Zellkerns einer durchschnittlichen AE2.

I11.2.2.1.4. Relation der LB zum Alveolarepithel

Die Anzahl der in der Lunge enthaltenen AE2-Zellen unterschied sich nicht zwischen
beiden Gruppen. Jedoch =zeigte sich eine ca. 25%-ige Reduktion der AE2-
Zellvolumendichte in der TG nach 21 Tagen (p = 0,001). Eine etwa ebenso starke
Reduktion des in der Lunge enthaltenen Gesamtvolumens intrazelluldrer LB (p < 0,05)
war hiermit verbunden. Fiir die Alveolaroberfliche bedeutete dies in der TG eine
ebenfalls ca. 25%-ige Reduktion der zur Reduktion der Oberflichenspannung

verfligbaren intrazelluldren Surfactantspeicher (Abb. X).

37



L 800

= E oe*
= e ® w —
= y —
M " c L S L 2
L g00 = &
2 * 5 400 *,
3 v 2
= @ &
200 =
- = 200
I3
" . g
KG TG KG TG
o
=
P X = 0 X
s 2 B
™ 4
E ,’_Q o 60 *
& 4 o0 EE © b .
= . £ E °3e
= 1 [} L
= = 20 * *
- o
o
0 . 0
KG TG ":;’ KG TG

Abb. X: Ubersicht der stereologischen Daten zum Surfactantsystem nach 21 Tagen. Punkte, Daten
einzelner Tiere; Linien, Mittelwert der jeweiligen Gruppe; KG, Kontrollgruppe; TG, Tumorgruppe. A:
Lungenvolumina in KG und TG. B: Alveolaroberfliche der Lunge in KG und TG. C: Volumen der
Lamellenkorper in der Lunge D: Volumen der LB bezogen auf die Alveolaroberflache.

111.2.2.2. Trachea
111.2.2.2.1. Innervation

Um zu kldren, ob die Tumorkachexie bei der Trachea zu einer Reduktion der
Innervation fiihrt, wie fiir das Herz beschrieben, wurde die Methode zur stereologischen
Quantifizierung der Gesamtlinge der Axone nach Miihlfeld et al. (2010) modifiziert.
Die hierbei gewonnenen Daten wurden in Tab. XI zusammengefasst und zwischen
beiden Gruppen verglichen.

Es zeigte sich, dass die Axonlidnge in der TG mit durchschnittlich 7,27 mm pro pm
Trachea im Gegensatz zu der KG mit 14,74 mm pro um Trachea auf etwa die Hilfte
reduziert war. Ebenso waren sowohl die Axonoberflache als auch das Axonvolumen

jeweils in der TG reduziert.
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Abb. XI: Axonlénge der in der Trachea enthaltenen Nervenfasern nach 21 Tagen. Die Lénge ist auf den
pm Trachea berechnet, um Fehlinterpretationen durch unterschiedlich lange Tracheae zu vermeiden.

Tab. XI: Stereologische Daten zur Innervation der Trachea

Parameter KG TG P-Wert
Abkiirzung

L(Axon,Trachea) 14,74 £ 2,76 7,27 £2,27 0,002
[mm/um]

S(Axon,Trachea) 19,4 £3,6 10,0 £2,6 0,002
[mm?/ um] x10°

[V(Axon,Trachea) 2,1£0,5 1,1 £0,3 0,002
[mm’/ um] x10°

Vy(Axon/Trachea) [ 0,007+ 0,002 0,004 + 0,0006 0,002

Legende: L(Axon,Trachea), Gesamtlidnge der Axone; S(Axon,Trachea), Gesamtoberfliche der Axone;
V(Axon,Trachea), Gesamtvolumen der Axone; Vy(Axon/Trachea), Volumendichte der Axone.

111.2.2.2.2. Zusammensetzung der Trachealwand

Zur Orientierung iiber mogliche quantitative morphologische Verdnderungen der
Zusammensetzung der Trachealwand wurden die Volumina einiger wichtiger
Gewebetypen bestimmt. Hierbei lag ein besonderer Schwerpunkt auf der Erhebung von
Parametern zum Epithel, der glatten Muskulatur sowie dem hyalinen Knorpel. Die
stereologisch gewonnenen Daten wurden in Tab. XII zusammengefasst und zwischen
TG und KG verglichen.

Im Gegensatz zu der Innervation wies keiner der anderen Gewebetypen eine

Verdnderung auf. Insbesondere konnten keine Hinweise auf ein atrophisches
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Remodeling des Knorpels, der glatten Muskelzellen oder des Bindegewebes festgestellt

werden.

Tab. XII: Stereologische Daten der Trachealwand

Parameter Abkiirzung TG KG P-Wert
Vy(Knorpel/Trachea) 0,32 £0,06 0,35+ 0,04 0,945
'Vv(Epithel/Trachea) 0,19+ 0,03 0,17 £0,07 0,180
Vv(zZ/Epithel) 0,35 +0,05 0,29 + 0,04 0,240
Vv(nzZ/Epithel) 0,64 + 0,05 0,70 + 0,04 0,240
'Vv(BGW/Trachea) 0,30 + 0,04 0,33 +£0,04 0,310
'Vv(SMC/Trachea) 0,17 +£0,03 0,13 +£0,05 0,132
'Vy(Chondro/Knorpel) 10,40 + 0,06 0,40 + 0,04 0,937
'Vy(Lipid/Chondro) 0,28 +£0,10 0,38 +£0,09 0,180
'V(Knorpel, Trachea) 88,98 + 32,38 102,28 +£35,95 0,394
[umz’/pm]”‘IO6

V(Epithel, Trachea) 49,71 £15,40 44,96 + 6,20 0,394
[umz’/pm]”‘IO6

V(zZ,Trachea) 0,11 +£0,04 0,12 +0,02 0,818
[um®/um]

V(nzZ,Trachea) 0,22 + 0,08 0,29 + 0,04 0,132
[um®/um]

V(BGW,Trachea) 79,16 £27,73 197,53 £ 34,63 0,310
[umz’/pm]”‘IO6

V(SMC,Trachea) 46,23 £16,93  |38,95+ 15,23 0,485
[umz’/pm]”‘IO6

'V(Chondro, Trachea 0,36 £ 0,15 0,40 £0,13 0,699
[mm®/cm]

V(Lipid,Chondro) 0,10 £ 0,06 0,15+ 0,04 0,310
[mm’/cm]

Legende: Vy(Knorpel): Volumendichte des Knorpels in der Trachea; Vy(Epithel), Volumendichte des
Epithels in der Trachea; Vy(zZ), Volumendichte der zilientragenden Zellen im Trachealepithel; Vy(nzZ),
Volumendichte der nicht-zilientragenden Zellen im Trachealepithel; Vy(BGW),.Volumendichte des
Bindegewebes in der Trachea; Vy(SMC), Volumendichte der glatten Muskulatur in der Trachea;
Vy(Chondro/Knorpel), Volumendichte der Chondrozyten im hyalinen Knorpel; Vy(Lipid/Chondro),
Volumendichte der in den Chondrozyten eingelagerten Lipidspeicher; V(Knorpel,Trachea), Volumen des
Knorpels in der Trachea; V(Epithel,Trachea), Volumen des Epithels in der Trachea; V(zZ,Trachea),
Volumen der zilientragenden Zellen in der Trachea; V(nzZ), Volumen der nicht-zilientragenden Zellen in
der Trachea; V(BGW,Trachea), Volumen des Bindegewebes in der Trachea; V(SMC,Trachea), Volumen
der glatten Muskulatur in der Trachea; V(Chondro,Trachea), Volumen der Chondrozyten in der Trachea;
V(Lipid/Chondro), Volumen der in den Chondrozyten eingelagerten Lipidspeicher.
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II1.4. Differentielle Zentrifugation der BAL zur Surfactant-Bestimmung
Der Quotient aus LA, dem aktiven Surfactant, und SA, dem inaktiven Surfactant in der
differentiellen Zentrifugation der BAL-Fliissigkeit, zeigte keinen Unterschied zwischen

TG (0,61 + 0,09) und KG (0,60 = 0,17).
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IV. Diskussion

IV.1. Verwendete Methoden

IV.1.1. Experimentaufbau, Probenentnahme und Fixierung

Sédmtliche der in dieser Arbeit untersuchten Proben wurden von 8-9 Wochen alten
weiblichen C57Bl16/J] Méusen gewonnen. Das Alter der verwendeten Méuse spiegelt
einen Zeitpunkt der menschlichen Entwicklung wider, bei dem die Entwicklung der
Lunge weitgehend abgeschlossen ist (Copland und Post 2004, Amy et al. 1977). Die
Tiere wurden bei einem wechselweise 12-stiindigen Tag- und Nachtrhythmus gehalten
und mit einer standardisierten Labortiernahrung (4,5% w/w Fettanteil) gefiittert. Die
Nahrungsaufnahme wurde wihrend des Experimentes beobachtet, und es konnte keine
Anorexie festgestellt werden. Dies entspricht dem Versuchsaufbau von Miihlfeld et al.
(2011) und Das et al. (2011), bei dem eine vergleichbare Reduktion des
Korpergewichtes erreicht wurde. Die Entscheidung, Weibchen fiir das Experiment zu
verwenden, beruht auf der besseren Sozialvertrdglichkeit weiblicher Méduse und der
Vermeidung durch Rangordnungskédmpfe entstehender Stressfaktoren. Der C57Bl16/J
Maus-Stamm ist einer der am héufigsten in Tierversuchen verwendeten Mausstimme
und lésst sich deshalb gut mit anderen Studien vergleichen. Insbesondere die Arbeit von
Bishai und Mitzner (2008), die die Lunge bei Kalorienreduktion und einer Reduktion
des Korpergewichtes um 40% untersuchten, kann daher mit den in dieser Arbeit
erlangten Erkenntnissen gut verglichen werden.

Die subkutane Tumorimplantation von LLC-Zellen stellt eine Standardmethode zur
Erzeugung eines Tumorkachexie-Modells dar und wurde in verschiedenen Arbeiten
erfolgreich verwendet (Lovera et al. 1998, Togni et al. 2003, Sherry et al. 1989). LLC-
Zellen stammen aus einer zu C57B1/6-Mé&usen syngenen Zellreihe. Dies ist abzugrenzen
von xenogenen Modellen, in denen die Zellreihe einer anderen Spezies entstammt als
der Spezies, der die Zellen implantiert werden. Das Immunsystem der Empfangertiere
kann bei Implantation syngener Zellen intakt bleiben und muss nicht unterdriickt
werden. LLC-Zellen gehoren zur Gruppe der Lungentumore, bei denen zunichst
zwischen kleinzelligen und nicht-kleinzelligen Lungentumoren unterschieden wird.
Letztere werden unterteilt in grofzellige Tumore, Plattenepithel-Tumore und das dem
kleinen Alveolarepithel entstammende Adenokarzinom (Ho et al. 2015). Nach

subkutaner Implantation entwickeln Maéuse innerhalb von zwei Wochen eine
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ausgeprigte Tumorkachexie, wobei der Tumor ca. 6% des Korpergewichtes ausmacht
(Lovera et al. 1998, Togni et al. 2003). Das relative Tumorgewicht in Bezug auf das
Korpergewicht machte in dieser Arbeit etwa 10-15% aus, wurde jedoch nach drei
Wochen gemessen und spricht somit fiir einen weiter fortgeschrittenen Prozess der
Tumorkachexie. Ein schneller und rapider Verlust an Korpergewicht und Fettgewebe
konnte durch Sherry et al. (1989) ebenfalls gezeigt werden. Im Vergleich zu Lovera et
al. (1998) und Togni et al. (2003) war eine Anorexie der Miuse, wie diese nach 15
Tagen beschrieben wurde, in dieser Arbeit nicht zu beobachten.

Die Art des hier beschriebenen Gewichtsverlustes ohne Anorexie durch Abbau der
Skelettmuskulatur und des braunen sowie weillen Fettgewebes (Busquets et al. 2004,
Bennani-Baiti und Walsh 2005) wird u.a. auf erhohte TNF-o-Werte zuriickgefiihrt
(Lovera et al. 1998). TNF-a ist ein proinflammatorisches Zytokin und wird sowohl von
Tumorzellen als auch von Immunzellen produziert. Die im selben Versuchsautbau
beschriebene Hypoinnervation des linksventrikuldren Myokards wurde durch Miihlfeld
et al. (2011) u.a. mit den erhdhten TNF-a-Serumwerten (TG: 28.11 £+ 1.92 pg/ml; KG:
13.02 + 4.12 pg/ml) in Verbindung gebracht. Aber auch in der Arbeit von Tolosa et al.
(2005) wird eine gesteigerte Apoptoserate der Skelettmuskulatur durch TNF-a erklért.
In der vorliegenden Arbeit sollten systemisch wirksam werdende Prozesse und deren
Auswirkung auf Lunge und Trachea betrachtet werden, weshalb die subkutane Injektion
der Tumorzellen gewdhlt wurde und nicht eine Injektion der Zellen in die Lunge oder
Trachea. Dies hitte z.B. durch direkte Raumforderung oder angioproliferative Prozesse
des Tumors und eine hierdurch auftretende Minderperfusion oder Ventilation das
Ergebnis der Arbeit dahingehend beeinflussen konnen, dass nicht die systemische
Tumorkachexie betrachtet worden wére, sondern die Auswirkungen -eines
Lungentumors auf die direkte Umgebung seines Entstehungsortes.

Um die Tumorzellen implantieren zu koénnen, wurden diese in Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) mit einem hohen Glukosegehalt und 10% (v/v) FBS, 2 mM
L-Glutamin und 1% Penicillin-Streptomycin geziichtet. Dieses Medium enthélt
Nihrstoffe wie Salze, Aminosiduren und Vitamine, die fiir das Uberleben der Zellen
notig sind, und schiitzt die Kultur durch die Antibiose vor Infektionen. Glutamin als
Regulator der DNA-Replikation wurde dem Medium hinzugegeben, um ein
exponentielles Wachstum der Zellen gewihrleisten zu konnen (Zetterberg und Enstrom

1981). Die Anzahl von 2 x 10° Zellen wurde gewihlt, da dies die Erzeugung einer
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manifesten Tumorkachexie innerhalb von 21 Tagen bei Méusen gewéhrleistet, jedoch
das vorzeitige Versterben der Tiere vermeidet (Miihlfeld et al. 2011, Das et al. 2011).

Die Méuse wurden nach 21 Tagen durch eine hohe Dosis des inhalativen Narkotikums
Isofluran anidsthesiert und anschlieBend durch Genickbruch getotet. Fiir die weitere
Bearbeitung wurden die Proben entweder fiir die Immunhistochemie sowie die Licht-
und Elektronenmikroskopie in 4% PFA in PBS fixiert und anschlieBend fiir die
Elektronenmikroskopie mindestens 24 Stunden in 1,5% Glutaraldehyd, 1,5%
Paraformaldehyd in 0,15 M Hepes-Puffer zum besseren Erhalt der Ultrastruktur
nachfixiert (Mihlfeld et al. 2007) oder fiir die Bearbeitung mit der qRT-PCR in
flissigem Stickstoff bei -80°C eingefroren. Man kann zwischen der chemischen und
physikalischen Fixierung des Gewebes unterscheiden. Beide Methoden erzeugen
Artefakte und sind somit fiir bestimmte Methoden besser, fiir andere schlechter
geeignet. Eine sorgfiltige Auswahl der Fixierung ist abhidngig von der Fragestellung zu
treffen. Die physikalische Fixierung von kleinen Lungenstiickchen ist fiir die
stereologische Analyse nicht geeignet, da fiir die Stereologie das gesamte
Referenzvolumen benétigt wird. Daher wurde die chemische Fixierung des Gewebes
zur licht- und elektronenmikroskopischen Beurteilung verwendet, bei der zwei
Methoden moglich sind, die beide Vor- und Nachteile haben. Grundsétzlich
unterscheidet man bei der Lunge die Instillationsfixierung von der Perfusionsfixierung.
Bei der Instillationsfixierung wird die Trachea kantiliert, die Lunge durch Er6ffnung der
Pleurahohle zum Kollaps gebracht und das Fixans bei konstantem hydrostatischen
Druck in die Lunge instilliert. Bei der Perfusionsfixierung wird die gebldhte Lunge tiber
das BlutgefidBBsystem mit dem Fixans perfundiert, was eine sehr schnelle Fixierung
erlaubt und im besten Fall die Strukturen des Alveolarraums in situ fixiert.
Grundsitzlich sind beide Methoden zur Fixierung der Lunge geeinget (Ochs 2005,
Miihlfeld et al. 2007). Die Perfusionsfixierung stellt gerade bei Fragestellungen in
Bezug auf intra-alveolédr gelegene Strukturen oder bei Immunogold-Markierungen die
Methode der Wahl dar, kann jedoch durch einen zu groB8en Druck, der beim Einbringen
des Fixans in das Gefdllsystem entsteht, Schaden an der Blutluftschranke der Lunge
verursachen, das Gefdllsystem in Arealen aufweiten, in denen diese eine geringere
Perfusion aufweisen und somit Artefakte bei der Beurteilung des Gewebes erzeugen. Da
die Vorteile der Perfusionsfixierung fiir die hier bearbeiteten Fragestellungen irrelevant
waren, wurde der weniger artefaktanfilligen und einfacher durchzufiithrenden

Installationsfixierung der Vorzug gegeben.
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Die Entscheidung, Formaldehyd und Glutaraldehyd als Fixierungsmittel zu verwenden,
beruht auf guten Erfahrungen bei der Mikroskopie, in der sie separat oder in
Kombination wegen ihrer guten Strukturerhaltung und wegen ihres schnellen
Eindringens benutzt werden. Die rasche Vorfixierung in 4% PFA ermoglichte eine gute
Strukturerhaltung fiir die Lichtmikroskopie, die Verwendung immunhistochemischer
Methoden durch Erhalt der Antigenitit und bei Nachfixierung mit Glutaraldehyd eine
akzeptable Erhaltung der Ultrastruktur in der Elektronenmikroskopie. Bei der
Kombination von PFA und GDA fiir die Nachfixierung der Proben fiir die
Elektronenmikroskopie kann durch den schnell eindringenden Formaldehyd und den
etwas langsamer eindringenden Glutaraldehyd eine schnelle, aber auch andauernde
Fixierung gesichert werden. Hierbei wurden die von Miihlfeld et al. (2007)
empfohlenen Konzentrationen von 1,5% Glutaraldehyd und 1,5% Formaldehyd in
Hepes-Puffer benutzt. Dies stellt gerade fiir die Elektronenmikroskopie eine sehr gute
Kombination aus schneller Fixierung, Pufferung des pH-Wertes, eine die Probe vor
Fliissigkeitsverschiebungen schiitzende Osmolaritidt und einen optimalen Strukturerhalt
dar. Entscheidend fiir die Wahl des Hepes-Puffers an Stelle des Phosphatpuffers ist
seine geringere Lipidextraktionsfihigkeit, was gerade bei der Beurteilung des Volumens
der LB mit tiber 90% Phospholipiden einen entscheidenden Vorteil darstellt (Griffiths
1993). Die Nachfixierung der ca. 1 mm?® groen Lungenblockchen erfolgte mit dem
Schwermetall Osmium, was durch Streuung von Elektronen eine bessere
Kontrastgebung bei der Elekronenmikroskopie ermdoglicht.

Fiir die Entnahme der BAL wurden die Tiere fiir 2-3 Minuten in Isofluran narkotisiert
und anschlieBend durch Inzision der Aorta getotet. Dies stellte zum einen den Tod der
Tiere sicher, ermoglichte jedoch im Gegensatz zur Instillationsfixierung die Entnahme
der BAL-Fliissigkeit sowie der Proben fiir die quantitative RT-PCR am nicht fixierten
Gewebe. Das schnelle Einfrieren der entnommenen Proben in fliissigem Stickstoff
stoppt alle metabolischen Prozesse und den Zerfall der mRNA und ermdéglicht die

weitere Bearbeitung zu einem spéteren Zeitpunkt.
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IV.1.2. Stereologie

Die Stereologie ermoglicht es, einen dreidimensionalen Raum anhand
zweidimensionaler Schnitte quantitativ zu beurteilen. Hierbei handelt es sich um eine
Methode, die durch ,,Random Sampling*, also die randomisierte Auswahl verschiedener
Regionen des gesamten Referenzvolumens, gewéhrleistet, dass die betrachteten Schnitte
reprasentativ fiir das gesamte Referenzvolumen sind (Mayhew 1991). Diese Form des
Samplings kommt immer dann zum FEinsatz, wenn die Menge des
Untersuchungsmaterials sich verkleinert, also zum Beispiel bei der Wahl der Proben fiir
die Einbettung, beim Schneiden der Proben und bei der Wahl der Testfelder am
Mikroskop. Das Sampling gewéhrleistet also, dass der untersuchte Schnitt zufillig
jedem Teil des gesamten Organs entstammen kann und dadurch ein reprisentativer
Vertreter der Gesamtprobe ist (Hyde et al. 2006). Durch die einem Schnittpréparat
inhdrente Reduktion der Dimensionalitit jeder Objekteigenschaft um eine Dimension ist
es erforderlich, dass geeignete Testsysteme verwendet werden, die es gewissermallen

ermoglichen, die fehlende Dimension zuriickzugewinnen.

IV.1.2.1. Sampling

Immer dann, wenn der betrachtete Teil des Organs reduziert wurde, wurde in dieser
Arbeit ein zufilliges Sampling verwendet. Hierbei besteht die Moglichkeit, die Auswahl
durch unabhéngige Stichproben (independent uniform random sampling) zu treffen, was
den Nachteil hat, dass durch Zufall zwei oder mehr gewihlte Objekte (z.B.
Probenblockchen, Testfelder) in unmittelbarer Ndhe zueinander liegen (Mayhew 1991).
In dieser Arbeit wurde dem sogenannten ,.systematic uniform random sampling®
(SURS) (Gunderson und Jensen 1987) der Vorzug gegeben, bei dem das erste Item
zufillig gewidhlt wird und alle weiteren sich dann durch eine vordefinierte Schrittweite
ergeben. Auf diese Weise wurde gewihrleistet, dass ausgehend von dem ersten
Zufallsereignis alle weiteren abhdngigen Zufallsereignisse sich homogen iiber den
Referenzraum verteilen. Dies erhoht die Effizienz des Samplings, also den notwendigen
Aufwand, um eine bestimmte Prézision zu erreichen, enorm (Gundersen und Jensen

1987).
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Abb. XII: Vergleich stereologischer Samplingsysteme. a und b: Independent uniform random
sampling. Die gewihlten Proben (durch Pfeile (a) bzw. Kreuze (b) markiert) werden durch zufillige
Auswahl getroffen, wobei jede Position unabhéngig von den anderen erzeugt wird. ¢ und d: Systematic
uniform random sampling. Ausgehend von der ersten zufillig gewihlten Probe werden alle weiteren
Proben systematisch iiber das gesamte Organ verteilt, d.h., die nachfolgenden Positionen ergeben sich aus
der Zufilligkeit des ersten gewéhlten Objekts und der vordefinierten Schrittgrofe.

IV.1.2.2. Referenzvolumina

Da die Primérergebnisse von nur wenigen Schnitten pro Tier gewonnen werden, sind
diese zundchst nur als relative Werte bezogen auf eine Einheit des Referenzvolumens
verfiigbar, was eine sinnvolle Interpretation dieser Daten nicht moglich macht.
Unterschiede dieser Dichten zwischen Versuchsgruppen konnen sowohl auf
Unterschieden im Zéghler (quantifizierte Struktur selbst) als auch im Nenner
(Referenzvolumen) beruhen. Es ist daher erforderlich, die Daten mit dem
entsprechenden Referenzvolumen zu multiplizieren, um dadurch den absoluten Wert zu
erhalten, z.B. die Gesamtzahl der AE2-Zellen in der Lunge statt der Anzahl von AE2-

Zellen pro mm*® Lungenparenchym (Weibel et al. 1966). Zu diesem Zweck muss zu

47



Beginn das Referenzvolumen bestimmt werden. Es gibt zwei anerkannte Methoden, um
das Volumen der fixierten Lunge zu bestimmen: Die erste Methode, die zur
Bestimmung des Lungenvolumens verwendet wurde, beruht auf der Verdringung von
Wasser, bei dem die Lunge unabhingig von ithrem Gewicht bzw. ihrer Dichte und damit
Ausschaltung des Auf- oder Abtriebs in Bezug zum Wasser unter der Wasseroberfléche
gehalten wird. Die Differenz zwischen dem Gewicht des Wassers vor Einbringen der
Lunge und wéhrend des Einbringens der Lunge entspricht dem Gewicht des
verdriingten Wassers mit einer Dichte von ca. 1 g x cm™. Das Volumen des verdringten
Wassers entspricht somit dem Volumen der Lunge (Scherle 1970). Die Schwiche dieser
Methode liegt vor allem in Ungenauigkeiten der Messung, wenn sehr kleine Organe
untersucht werden, da anhaftende Fliissigkeitsreste hier zu einer nicht unerheblichen
Verfilschung fiihren konnen. Daher wurde die Lunge zu Beginn sorgfiltig von
anhaftender Fliissigkeit befreit. Zudem wurde darauf geachtet, dass die Pinzettenspitze,
mit der die Lunge untergetaucht wurde, immer gleich tief in das Wasser ragte und dieser
Anteil der Verdrangung durch addquate Tarierung der Waage keinen Eingang in den fiir
das Lungenvolumen bestimmten Wert hatte. Die zweite Methode zur Bestimmung des
Referenzvolumens wurde bei der Trachea angewandt. Es handelt sich hierbei um die
Cavalieri-Methode, die beschreibt, dass durch die Auswertung paralleler Schnitte mit
einer bekannten, konstanten Schnittdicke und die anschlieBende Projektion eines
Punkterasters mit einer bekannten Fldche pro Punkt auf die Schnitte durch
Multiplikation der Punkte, der Fliche pro Punkt, der Dicke pro Schnitt und der
Gesamtdicke aller Schnitte das Gesamtvolumen des Objektes bestimmt werden kann
(vgl. Abb. XII c) und d)) (Michel und Cruz-Orive 1988). Da die Lénge der Trachea und
damit das Gesamtvolumen aber erheblichen prédparationsbedingten und damit nicht
biologisch zu wertenden Schwankungen unterworfen war, wurden die erhobenen Werte
jeweils auf 1 mm Lénge der Trachea bezogen. Es wurde hier davon ausgegangen, dass
die Liange der Trachea nicht wesentlich durch das Experiment veréndert wird und

dadurch die Angabe eines relativen Wertes gerechtfertigt werden kann.

IV.1.2.3. Testsysteme der Stereologie

Die Reduktion des Raumes auf eine Schnittfliche bedeutet dariiber hinaus, dass die
darin enthaltenen Strukturen ebenfalls ,,nur* innerhalb dieser Flache abgebildet werden
konnen und hierdurch einen Teil ihrer rdumlichen Charakteristik verlieren. Jedes

geometrische Objekt im dreidimensionalen Raum verliert durch die Reduktion auf einen

48



zweidimensionalen Schnitt eine Dimension. Daraus folgt, dass Volumina durch
Flachen, Flachen durch Linien, Lidngen durch Punkte (Anschnitte) in einem Schnitt
reprasentiert sind. Der nulldimensionale Parameter ,,Anzahl®“ ist demnach nicht
innerhalb eines zweidimensionalen Schnittes représentiert (vgl. Tab. XIII) (Weibel et al.

1966).

Tab. XIII: Objekte im Raum, deren Repridsentation im Schnittprdparat und
stereologische Testsyteme
Objekt im Raum Repriésentation des Testsystem Dimension in der
Objekts Probe
Objekt [Dimension [Reprisenta- [Dimen- [Testsys- |Dimen- [Name Dimension
tion sion tem sion

Volumen (3 Fliachen 2 Punkte [0 Volumen [L°/L*=L"
Vv

Flache |2 Linien 1 Linien 1 Flache Sv L/ =L"

Linge |1 Punkte 0 Flichen [2 Linge Ly [L'/L'=L"

Anzahl [0 IN.A. IN.A. Volumen [3 Anzahl [L"/L°=L"
Nv

Durch mathematische Riickgewinnung der verlorenen Dimension mit Hilfe des
passenden stereologischen Messinstrumentes kann diese quantifiziert werden. Dies
gelingt, indem ein Raster aus Punkten, Linien oder Fliachen bekannter GroB3e auf den
Schnitt projiziert wird. Hierbei gilt, dass die Summe der Dimensionen des untersuchten
Parameters und des Testsystems drei oder mehr ergeben miissen. Tab. XIII zeigt wie
Objekte in der Fliache abgebildet werden. Ein Volumen, welches als Flache betrachtet
wird, kann demnach durch ein Punkteraster bestimmt werden, indem die
Volumendichte des Objekts pro Referenzvolumen bestimmt wird. Fiir die Bestimmung
der Anzahl eines Objekts wird ein dreidimensionales Testsystem, also ein Testvolumen
benotigt. Dies wird durch zwei physikalische (physical disector) oder optische Schnitte
(optical disector) erzeugt, und Strukturen, die innerhalb des Volumens zwischen den
Schnitten liegen, werden gezéhlt (Sterio 1984). Mit Hilfe lokaler stereologischer
Methoden lassen sich dariiber hinaus die Volumina einzelner Strukturen (in dieser
Arbeit: Rotator-Methode fiir AE2-Zellen) bestimmen, wobei die Auswahl der Objekte,
die untersucht werden, durch den Disector erfolgen muss, damit die Strukturen anzahl-

gewichtet gewihlt werden und aus den Einzelmessungen das arithmetische Mittel

bestimmt werden kann (Vedel-Jensen und Gundersen 1993).
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IV.1.2.4. Orientierung des Gewebes

Die Bestimmung von Fldchen und Lingen ist im Unterschied zu Volumen und Anzahl
abhingig von der Orientierung/Ausrichtung der Strukturen im Raum. Daher ist es
erforderlich, dass jede Orientierung des Raumes die gleiche Wahrscheinlichkeit hat, in
die Analyse einbezogen zu werden (Hyde et al. 2006). Um dies zu gewéhrleisten, kann
die Orientierung der Proben im Ganzen randomisiert werden. Hierzu stehen die
Methoden des ,,orientators* (Mattfeld et al. 1990) und des ,,isectors* (Nyengaard und
Gundersen 1992) zur Verfiigung. Hierbei wird jedoch die Betrachtung von Organen wie
der Trachea erheblich erschwert, da u. U. Strukturen nicht mehr eindeutig einer
Lokalisation zugeordnet werden konnen. Eine Alternative stellt die Verwendung von
sogenannten ,,vertical sections* (Baddeley et al. 1986) dar. Das Prinzip dieser Methodik
besteht in einer Randomisierung der Probe in zwei Dimensionen, wihrend die dritte
durch ein spezielles Testsystem randomisiert werden kann. In dieser Arbeit wurden die
Lungenproben nicht hinsichtlich ihrer Orientierung randomisiert, da allgemein
anerkannt ist, dass die Oberfliche der Alveolarregion der Lunge isotrop im
dreidimensionalen Raum ist (Hsia et al. 2010, Ochs und Miihlfeld 2013, Miihlfeld und
Ochs 2013). Bei der Trachea wurde eine Modifikation der vertical sections verwendet,
um so die Strukturen der Trachealwand identifizieren zu konnen. Die Methode sieht
vor, dass die Proben der Lénge nach aufgeschnitten werden, ausgebreitet und innerhalb
der ausgebreiteten Ebene randomisiert werden. In dieser Arbeit wurden die Proben nicht
aufgeschnitten, weil aufgrund des Trachealknorpels beim Ausbreiten der fixierten Probe
Rissartefakte entstehen, die eine Beurteilung der empfindlichen Proben verhindert hétte.
Zur Bestimmung der Nervenfaserlinge fand nach entsprechender Modifikation die
Methode nach Miihlfeld et al. (2010) am Herzen Anwendung. Da Langenbestimmungen
nicht ohne weiteres mit Hilfe von vertical sections durchgefiihrt werden konnen (hierfiir
sind aufwendige Projektionen durch dicke Schnitte notwendig), wurden statt der
direkten Bestimmung iiber die Anschnitte der Nervenfasern pro Fldche in dieser Arbeit
Volumen und Oberflache der Axone bestimmt (Mattfeldt et al. 1990, Graulich et al.
2014). Unter der Modellannahme, dass Axone zylindrische Strukturen sind, wurde aus
diesen Daten die Gesamtlidnge der Axone der Trachealwand errechnet. Hierdurch ergibt
sich eine potentielle Abweichung von der wirklichen Lénge, da die Axone natiirlich
keine perfekt zylindrischen Strukturen sind, es wurde aber davon ausgegangen, dass der
Fehler so gering ist, dass er der Identifizierung eines Gruppenunterschieds nicht im

Weg steht.
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IV.1.3. Immunhistochemie

Bei der Methode der Immunhistochemie werden spezifische Antigene durch Bindung
eines Antikorpers mit einer Visualisierungsmethode gezielt sichtbar gemacht. In dieser
Arbeit wurde das neuronenspezifische Antigen ,,Protein-Gene-Product 9.5“ (PGP)
ausgewdhlt, um die Verteilung der Nervenfasern in der Trachea zu beurteilen (Doran et
al. 1983). Diese wurde bereits durch Yamamoto et al. (1998) am Kaninchen qualitativ
beurteilt. Am Herzen wurde der rab-a-PGP 9.5 Antikorper erfolgreich eingesetzt, um
quantitative Daten iiber die Nervenfasern zu erheben (Miihlfeld et al. 2010, Gruber et al.
2012a, Gruber et al. 2012b). Grundsitzlich gibt es verschiedene Moglichkeiten,
Antigene mit Hilfe von Antikérpern sichtbar zu machen. Die zunichst in allen weiteren
moglichen Methoden gemeinsam  verwendete  Histoblocklosung  (normales
Schweineserum 10%, Rinderserum (BSA) 0,1%, TWEEN 20, 0,5% in PBS) bindet
unspezifisch an Antigene der Probe. Dies dient der Reduktion unspezifischer Antigen-
Antikorper-Interaktionen und somit einer geringeren Hintergrundmarkierung. Die
Konzentration der verwendeten Losung beruht zumeist auf laborinternen Erfahrungen
und stellt nur eine von vielen verschiedenen moglichen Varianten dar. Die priméren
Antikorper binden mit dem spezifischen Fc-Fragment. In der vorliegenden Arbeit
wurden zwei verschiedene Methoden benutzt, um das Antigen sichtbar zu machen. Dies
beruht auf den unterschiedlichen Einbettungsverfahren fiir die Elektronenmikroskopie
und fiir die Fluoreszenzmikroskopie (siche Methoden).

Fir die Elekronenmikroskopie wurden die Proben mit dem direkt gekoppelten
Sekundirantikorper (swine-a-rab-IG-HRP) inkubiert. Das kleine HRP-Molekiil ist
leicht an Antikorper zu binden und penetriert gut das Gewebe. Die Verstdrkung durch
Komplexanlagerung von  Nickelionen erfolgte durch die Zugabe von
Nickelammoniumsulfat.  Die  Horseradish  Peroxidase  spaltet aus dem
Wasserstoffperoxid, welches in Losung 2 enthalten ist, Protonen ab. Die Zugabe des
Oxidationsproduktes Diaminobenzidin (DAB), ebenfalls in Lésung 1 und 2 enthalten,
fithrt zu einer lichtmikroskopisch sichtbaren Braunfirbung und gleichzeitig zu einem
osmiophilen und damit im  Elektronenmikroskop stark kontrastgebenden
Reaktionsprodukt (Sesack et al. 2006, Johnson und Backman 1983).

Fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurde der Antigen-Antikdrperkomplex mit einem
sekundédren Antikérper markiert, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Cy3) gekoppelt
war. Dieser bindet spezifisch an das Fb-Fragment der Spezies, aus dem der primire

Antikorper stammt. Die Schwierigkeiten bei der Beurteilung von Ergebnissen dieser
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Methode liegen in der Sensitivitit, also der Art und Weise, wie genau ein Antikorper an
das richtige Antigen bindet, und der Spezifitit des Antikorpers, also der Art und Weise,
in der ein Antikorper an Strukturen bindet, die nicht der Antigenbindungsstelle
entsprechen. Abhéngig sind diese Werte u.a. von der Eindringtiefe und der Grofe des
Antikorpers. Dies zeigt sich am Beispiel des PGP 9.5 I Antikorpers, welcher eine hohe
Sensitivitdt und Spezifitit aufweist, jedoch trotzdem nicht alle Axone gleichsam
markiert. Dies scheint zumindest in Teilen an den fiir das Preembedding angefertigten,
verhéltnisméBig dicken Schnitten (40 um) zu liegen. Zum anderen scheint jedoch auch
die Wahl des Fixierungsgemisches die Antigenitdt der Proteine verringert und somit
nicht alle Bindungsstellen erhalten zu haben. Dadurch kommt bei der
elektronenmikroskopischen Auswertung der Nervenfasern der Morphologie der Axone
eine wesentliche Bedeutung zu. Neben der Markierung ermdglichte der Einbezug dieses
Kriteriums auch die Analyse nicht-markierter Axone und somit eine genauere
Bestimmung der Axonldnge. Die ebenfalls mit PGP 9.5 I angefertigten Whole-Mount-
Préparate der Nervenfasern waren hilfreich, um einen dreidimensionalen Eindruck zu

erhalten, und illustrieren die stereologisch gewonnenen Daten.

IV.2. Ergebnisdiskussion

IV.2.1. Alveolaroberfliche

Ausgehend von den Resultaten bei Anorexie bzw. Mangelerndhrung an Nagern sollte in
der vorliegenden Arbeit getestet werden, ob Tumorkachexie eines fern von der Lunge
subkutan implantierten Tumors mit einer verringerten Alveolaroberfliche einhergeht
bzw. mit der Ausbildung einer emphysemahnlichen Pathologie wie bei Anorexie bzw.
Mangelernéhrung (Dias et al. 2004, Karlinsky et al. 1986, Riley et al. 1995, Coxon et al.
2004 und Massaro et al. 2007). Hierzu wurden die Alveolaroberflache und das Volumen
der Alveolarregion der Lunge in TG und KG stereologisch bestimmt, wobei beide
Parameter sich nicht zwischen den Gruppen unterschieden. Dariiber hinaus zeigte sich
qualitativ keine Vergroferung der distalen Atemwege in der TG, wie es fiir ein
Emphysem typisch wére. Die Summe dieser Ergebnisse in Verbindung mit einer nicht
zu beobachtenden Steigerung der Apoptoserate in elektronenmikroskopischen
Préaparaten muss den Ergebnissen von Dias et al. (2004), Karlinsky et al. (1986), Riley
et al. (1995), Coxon et al. (2004) und Massaro et al. (2004) gegeniibergestellt werden,
welche eben diese Verdnderungen bei Nahrungsreduktion in der ,,Nagerlunge*

beobachtet haben. Da die Existenz des erndhrungsbedingten Emphysems in der

52



Literatur durchaus umstritten ist (Bishai und Mitzner 2008, Pieters et al. 2000), bedarf
dies einer genaueren Betrachtung.

Dias et al. (2004) zeigten, dass die Atemvolumina und -widerstinde bei
Nahrungsreduktion verringert bzw. erhéht waren und fiihrten dies auf die histologisch
ermittelte, geringere Menge an LB (s.u.) sowie die Ausbildung eines Emphysems
zuriick. Hierbei ist zu beachten, dass die funktionelle Analyse nicht nur eine mogliche
Verletzungsquelle durch erhohten intraalveoldren Druck darstellt, sondern auch die
Zeitspanne zwischen Tod und endgiiltiger Fixierung verldngert. Wihrenddessen kann
es, ungeachtet der Folgen der durchgefithrten Messungen, zum Kollaps einzelner
alveoldrer Areale kommen. Dariiber hinaus werden die in dieser Studie verwendeten
Resultate zwar durch eine histologische Analyse bewertet, doch ist weder zu erkennen,
nach welchem Kriterium die analysierten Areale ausgewéhlt wurden, noch kann aus der
Oberfldachendichte sicher auf die gesamte Lungenoberfldche geschlossen werden. Die
physiologischen Resultate erdffnen einen interessanten Einblick in die Atemmechanik
bei Mangelerndhrung, kldren jedoch nicht abschlieBend die hiermit verbundenen
morphologischen Verdnderungen. Ergebnisse der Gruppe Coxson et al. (2004), welche
weniger Lungenparenchym durch die verringerte Volumendichte hyperdenser Areale
als Zeichen eines Emphysems diskutieren, beruhen auf Computertomographie-Bildern.
Diese Methode ist eine wichtige Option, um morphologische Daten von lebenden
Menschen oder Tieren zu erheben (Mechlenburg et al. 2010, Roberts et al. 1997).
Bishai und Mitzner (2008) argumentierten, dass diese Ergebnisse jedoch
moglicherweise durch die geringere Herzfrequenz sowie den geringeren systemischen
Blutdruck bei anorektischen Patientinnen bedingt seien und damit das kardiale
Auswurfvolumen verringert sei, wodurch auch die Blutmenge im pulmonalen Schenkel
reduziert sei. Somit sei eine Reduktion der Dichte hyperdenser Areale in der Lunge zu
erkldren. Dariiber hinaus konnten sie fiir den ebenfalls in dieser Arbeit verwendeten
Mausstamm (C57BL6/J) zeigen, dass durch Kalorienreduktion und Reduktion des
Korpergewichtes um ca. 40% die Lungenvolumina verringert wurden und die
Atemwiderstinde sowie die Elastizitit der Lungen anstiegen. Hieraus wurde
geschlossen, dass durch Kalorienreduktion kein Emphysem erzeugt wurde. Eine
Gemeinsamkeit der Arbeiten von Dias et al. (2004) und Bishai und Mitzner (2008) ist
die moglicherweise auftretende Verdnderung im Surfactant-Metabolismus, welche

durch die Kalorienreduktion die Lungenfunktion beeinflusst (s.u.).
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Um die metabolischen Auswirkungen des Tumors auf die Lunge genauer beurteilen zu
konnen, wurde im Zusammenhang der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
weitergehend untersucht, ob Wachstumsfaktoren, die sowohl fiir die Alveologenese und
Angiogenese als auch fiir die Entstehung eines Emphysems verantwortlich sind, I.) vom
Tumor exprimiert werden, II.) {iber das Blut vermehrt transportiert werden und
schlieBlich III.) dies einen Einfluss auf die Expression der Wachstumsfaktoren in der
Lunge hat (Graulich et al. 2012). Hierdurch sollte gekldrt werden, ob gegebenenfalls
molekularbiologische Verdnderungen bereits aufgetreten sind, die morphologisch nicht
oder noch nicht zu Veridnderungen gefiihrt haben.

Auf einige Wachstumsfaktoren, die bei der Entwicklung der Lunge und deren
Pathologien eine entscheidende Stellung einnehmen und durch Graulich et al. (2012)
genauer untersucht wurden, soll im Folgenden eingegangen werden.

Zur Familie der Fibroblast Growth Factor (FGF) gehoren 23 Mitglieder, von denen
FGF-10, -8, -7, und -2 die wichtigsten Vertreter wihrend der Lungenentwicklung sind.
Uber Tyrosinkinaserezeptoren bindet der mesenchymal gebildete FGF und kontrolliert
durch Aktivierung intrazelluldrer Signalwege die Zellproliferation, Differenzierung
sowie das kontrollierte Ausknospen der Atemwege. Insbesondere FGF-10 als
potentester Vertreter der FGF-Familie ist u.a. verantwortlich fiir die Angiogenese und
wird bei verschiedenen Tumoren, wie z.B. dem Mamma-CA gefunden (Theodorou et
al. 2004). Zum einen hat FGF-10 eine auto- und parakrine Wirkung, bei der die
Expression von z.B. FGF-8 gesteigert wird, was seinerseits die Expression von FGF-10
hemmt (Min et al. 1998). Zum anderen wird die Expression von FGF-10 durch diverse
weitere Faktoren beeinflusst, wie das Bone Morphogenetic Protein 4 (BMP-4), welches
als Mitglied der Transforming Growth Factor beta (TGF-B) Superfamilie einer von
mindestens drei BMP-Vertretern ist. Es ist wichtig fiir die Kontrolle der
Zellproliferation sowie die proximal-distale Ausrichtung der Lungenentwicklung und
Zelldifferenzierung. FGF-10 erhoht die Expression von BMP-4 (Hyatt et al 2004),
welches selbst bei erhohten Werten die Zellproliferation hemmt und den Effekt von
FGF-10 antagonisiert. FGF-10 und BMP-4 in Kombination scheinen beide das distale
Ausknospen von Alveolen zu verringern. Durch die enge Interaktion zwischen
Epithelzellen und Mesenchym kommt es bei ausgewachsenen Individuen durch erhéhte
BMP-4-Expression zu einer vermehrten Bildung von Kollagen, Fibronektin und
Tenascin C, was flir die Entwicklung einer inflammatorisch bedingten Fibrose

verantwortlich zu sein scheint (Molloy et al. 2008).
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In der sich entwickelnden Lunge iibernimmt das aus dem subepithelialen Mesenchym
stammende TGF-B1 eine dhnliche Funktion, indem er die epitheliale Verzweigung
verringert, die Bildung extrazelluldrer Matrixbestandteile stimuliert und somit das durch
FGF-10 vermittelte Lungenwachstum verringert. In der erwachsenen Lunge induzieren
erhohte TGF-B1-Werte die vermehrte Bildung von Extrazelluldrmatrix. Hohe TGF-p1-
Expressionswerte werden wiederum durch BMP-4 gehemmt (Pegorier et al. 2010 und
Lee et al. 2006).

Das Auswachsen neuer Blutgefifle in ein Gewebe wird durch Angiogenese-Faktoren
wie den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) reguliert, die proliferatorisch und
parakrin auf das GefaBendothel wirken. Neben VEGF-a existieren vier weitere
Familienmitglieder: VEGF-b, -c, -d und der Placental Growth Factor (PIGF). VEGF-a
wird durch Hypoxie induziert und spielt eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung
und Aufrechterhaltung des pulmonalen Gefiflsystems, dessen Permeabilitdt und
Vasodilatation von ihm ebenfalls reguliert wird. AuBerdem fithren zu hohe
Konzentrationen bei akuten Lungenverletzungen zu Schrankenstérungen und
interstitiellen Odemen. Bei der Entwicklung eines Lungenemphysems sind verringerte
Spiegel an VEGF in der Lunge mit einer gesteigerten Apoptoserate assoziiert (Voelkel
et al. 2006). VEGF-c wird besonders in der Lunge exprimiert und fiihrt zur Proliferation
von Lymphgefden (Kukk et al. 1996). Vom Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
existieren vier Subtypen: -a und -b, -¢ und -d. Urspriinglich wurden sie aus
Thrombozyten gewonnen, mittlerweile ist jedoch bekannt, dass sie von verschiedenen
Zelltypen wihrend der Entwicklung der Lunge sowie bei der erwachsenen Maus
gebildet werden. PDGF-a ist fiir das Auswachsen distaler Myofibroblasten an den
Alveolen wichtig, wie in Doppelknockout Mausstimmen gezeigt wurde (Lindahl et al.
1997). PDGF fiihrt zu einer verminderten Expression von TNF-a und verringert die
Transformation der Myofibroblasten. Unter verschiedenen pathologischen Bedingungen
konnte eine erhohte PDGF-a Expression beobachtet werden. Dies war mit einer
gesteigerten Anzahl der Myofibroblasten sowie der EZM und der Ausbildung eines
Emphysems verbunden (Kimani et al. 2009). Der Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor-y (PPAR-y) ist an der Lungenentwicklung und insbesondere dem
Lipidmetabolismus beteiligt und wird genauer in IV.2.1. betrachtet (Wang et al. 2009,
Abbot et al. 2010).

Mit Hilfe der PCR wurde gezeigt, dass FGF-10 und VEGF-a sowie PDGF-a, -b, und
TGF-B1 im Tumor exprimiert werden, der Keratinocyte Growth Factor (KGF) jedoch
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nicht, weshalb KGF in der weiteren Arbeit nicht beriicksichtigt wurde (Graulich et al.
2012). FGF-10 und VEGF-a sowie PDGF-a, -b, und TGF-Bf1 werden unter
physiologischen Bedingungen in der Lunge gebildet. Da die LLC-Zellen einer
Lungenzellreihe abstammen, kann vermutet werden, dass die Wachstumsfaktoren zum
einen fiir die Angiogenese zur Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und Néhrstoffen,
zum anderen aber auch unabhéngig davon durch deregulierte mRNA Expression in den
Tumorzellen gebildet werden.

Die Expression von FGF-10, VEGF-a und -c, PDGF-a und TGF-B1, PPAR-y sowie
BMP-4 wurde mit Hilfe der qRT-PCR in Lungenproben bestimmt und zwischen TG
und KG verglichen. Abgesehen von VEGF-a und FGF-10, die beide eine Tendenz zu
reduzierten Werten in der TG (p = 0,065 je) zeigten, waren keine Unterschiede
zwischen TG und KG zu erkennen (vgl. Tab. XIV).

Tab. XIV: Quantitative PCR einiger Wachstumsfaktoren in Lungenproben

Parameter TG KG P-Wert
Abkiirzung

FGF-10 0,61 +£0,21 1+0,35 0,065

PDGF-A 0,91 + 0,23 1+0,20 0,435

TGF-B1 0,74 + 0,30 1+0,29 0,170

BMP-4 0,78 0,23 1+0,23 0,127

VEGFa 0,64 + 0,20 1+0,36 0,065

PPAR-y 0,89 + 0,34 1+0,26 0,622

VEGFc 0,83 + 0,24 1+0,30 0,440

Legende: FGF-10: Fibroblast Growth Factor 10, PDGF-A: Platelet Derived Growth Factor a, TGF-B1:
Transforming Growth Factor 1, BMP-4: Bone Morphogenic Protein 4, VEGF-a: Vascular Endothelial
Growth Factor -a, PPAR-y: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y, VEGF-c: Vascular Endothelial
Growth Factor -c¢ (Graulich et al. 2012).

Diese Ergebnisse passen zu den morphologischen Daten, erkldren jedoch nicht die
tendenzielle Reduktion von VEGF-a und FGF-10. Um dies zu erhellen, wurden
Serumproben mit Hilfe von ELISA auf die Proteinmengen beider Wachstumsfaktoren
untersucht und zwischen TG und KG verglichen. In den TG-Proben waren signifikant

erhohte Mengen an VEGF im Serum (p < 0,05), jedoch nur tendenziell gesteigerte
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Mengen an FGF-10 zu messen. Der absolute Anstieg im Serum lag bei beiden Proben
im Bereich von jeweils 15 pg/ml.

Es ist zu vermuten, dass die vom Tumor exprimierten Wachstumsfaktoren FGF-10 und
VEGF-a sowie PDGF-a, -b und TGF-B1 ins Blut gelangen und die Serumkonzentration
hierdurch steigern. Dies scheint im Sinne einer negativen Feedback-Regulation zu einer
geringeren Expression einiger Wachstumsfaktoren (VEGF-a und FGF-10) in der Lunge
zu fihren.

Abb. XIII: Schaubild der gemessenen Wachstumsfaktoren und deren mogliche Auswirkungen. VEGF
wurde vom Tumor produziert und war als einziger gemessener Wachstumsfaktoren im Blut signifikant
erhoht. Einige der in der Lunge gemessenen Wachstumsfaktoren zeigen eine Tendenz zur Reduktion.

Dies ist mit verringerten intrazelluldren Surfactant-Speichern, jedoch konstanter Alveolaroberfliche
verbunden.

Anscheinend finden sich zwischen Untererndhrung bzw. Anorexie und Tumorkachexie

Tumor

,/’\

PDGF-b, TGF-b1, VEGF-a
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Gemeinsamkeiten wie die Gewichtsreduktion, aber keine wesentliche Verdnderung der
Alveolaroberflache im Sinne einer emphysem-dhnlichen Pathologie. Es liegt nahe zu
vermuten, dass dieser Unterschied durch die vom Tumor ausgeschiitteten
Wachstumsfaktoren hervorgerufen wird, indem diese helfen, trotz des Gewichtsverlusts

die Alveolaroberfliche konstant zu halten.

IV.2.2. Surfactant-Metabolismus
Ausgehend von der Hypothese, dass die bei Anorexie bzw. Kalorienreduktion
beobachteten verdnderten Lungenvolumina (Bishai und Mitzner 2008), Atemvolumina

(Pieters et al. 2000) sowie Atemwiderstinde mit einer Reduktion der intrazelluldren
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Surfactant-Speicher (Dias et al. 2004) und des gesamten pulmonalen Surfactants (Bruno
et al. 1985) ebenfalls bei Tumorkachexie zu beobachten sind, wurde der Surfactant-
Metabolismus in dieser Arbeit bei Tumorkachexie iiberpriift. Dies geschah, indem
stereologisch die Gesamtmenge des in den AE2-Zellen gespeicherten Surfactants
bestimmt und auf die gesamte Alveolaroberfliche bezogen wurde, die Expression der
Surfactant-Proteine sowie des fiir den Lipidtransport wichtigen ABCA3-Transporters
wie durch Graulich et al. (2012) beschrieben mit Hilfe der qRT-PCR beurteilt wurde
und der Quotient aus aktivem (LA) und inaktivem (SA) Surfactant in der BAL-
Flissigkeit durch differentielle Zentrifugation betrachtet wurde.

Bei der stereologischen Analyse des intrazelluldren Surfactant-Speichers, den
Lamellenkorpern, fiel eine signifikante Reduktion in der TG auf. Insbesondere die
Menge intrazelluldren Surfactants in Bezug auf die Alveolaroberfliche zeigte eine
starke Reduktion in der TG. Surfactant verringert in den Alveolen die
Oberflachenspannung und steigert die Compliance der Lunge. SP-B und SP-C, beides
hydrophobe Peptide, sind strukturell eng miteinander verwandt. SP-B ist fiir die
Verpackung der LB wichtig (Brasch et al. 2003). SP-A und SP-D sind hydrophile
kollagendhnliche Glycoproteine, die fiir die Ausbildung des Surfactant-Films eine
untergeordnete Rolle spielen, jedoch zusammen in der Abwehr gramnegativer Bakterien
wichtig sind. Die Reduktion der Lamellenkorper in der TG bleibt unklar, konnte jedoch
durch eine verminderte Expression der Surfactant-Proteine bedingt sein. Das Fehlen
oder die teilweise Verminderung verschiedener Surfactant-Proteine fiihrt zu verringerter
Compliance, gesteigerter Resistance und ist mit verschiedenen Krankheiten wie dem
ARDS (Schmidt et al. 2007) verbunden. Bei dem Vergleich der Expressionsmuster der
Surfactant-Proteine zwischen TG und KG konnte kein Unterschied festgestellt werden,
so dass hier davon ausgegangen werden kann, dass das geringere LB-Volumen in TG
nicht durch die Surfactant-Proteine bedingt ist und die intrazelluldre Zusammensetzung
der Surfactant-Proteine normal ist. Da jedoch die Surfactant-Proteine nur 10% des
Surfactants ausmachen und die darin enthaltenen Phospholipide ca. 90%, blieb die
Frage, ob das sezernierte Surfactant funktionsfihig ist. Der Eindruck eines
funktionsfihigen Surfactants bestétigte sich in der BAL-Fliissigkeitsanalyse. Hierbei
wurde das Verhiltnis von LA zu SA, also das Verhiltnis von aktivem zu inaktivem
Surfactant, untersucht. Dieser Quotient erlaubte zwar die Aussage, dass das produzierte
Surfactant funktionsfihig ist, gab jedoch keinen direkten Hinweis, ob es Unterschiede

in der Gesamtmenge des intraalveoldren Surfactants gibt.
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Ein Hinweis hierauf konnte die Expression des ABCA3 Transporters sein (p = 0,065),
welche eine Tendenz zur Reduktion in TG zeigt. ABCA3 ist ein ATP abhéngiger
transmembrandrer Transporter, der durch ATP-Hydrolyse den Phospolipidtransport
tiber die sogenannte Limiting Membrane der Lamellenkorper ermdoglicht (Ridsale et al.
2011). Eine Reduktion des ABCA3-Transporters kann zu einer geringeren Aufnahme
der Fettsduren in den Lamellenkorperchen fithren. Wie durch Besnard et al. (2010)
gezeigt werden konnte, kommt es durch Abwesenheit des ABCA3-Proteins zur
Reduktion der Phospholipide sowie der fiir den Lipidstoffwechsel entscheidenden
Proteine in den AE2-Zellen. Auch die Mutation des ABCA3-Proteins fiihrt zu einer
reduzierten Menge an LB sowie SP-B und SP-D und manifestiert sich im klinischen
Bild des Unexplained Respiratory Distress Syndrome (URDS) bei Neugeborenen
(Brasch et al. 2006). Dies zeigt die Wichtigkeit des ABCA3-Proteins fiir die
Morphogenese der LB. Eine weitere Erkldrung scheint jedoch zu sein, dass der
Lipidstoffwechsel durch den rapiden Abbau von Lipidspeichern des Korpers, bedingt
durch den Tumor, auch die Bildung von Phospholipiden in den AE2-Zellen beeinflusst
und gegebenenfalls hieriiber zu einer Reduktion der Lamellenkorperchen fiihrt.
Lipidspeicher sind in geringem Male in den AE2-Zellen angelegt, doch beziehen diese
aus Lipofibroblasten einen Grof3teil der Triglyceride fiir die Surfactant-Synthese (Rehan
et al. 2006). Nicht AE2-Zellen, sondern Lipofibroblasten nehmen Triglyceride bei
gesteigertem Angebot auf, welche durch die Zugabe von Dexamethason an die AE2-
Zellen abgegeben werden. AE2-Zellen ihrerseits produzieren Prostaglandin E2, was zur
Abgabe der Triglyceride aus den Lipofibroblasten an die AE2-Zellen fithrt (McGowan
und Torday 1997). Daher konnte es weitergehend interessant sein, die intrazelluldren
Speicher der Lipofibroblasten sowie die humorale Interaktion dieser beiden Zellen bei
Tumorkachexie zu beobachten, um Aufschluss liber die Surfactant-Lipide bei der
tumorkachektischen Maus zu erhalten.

Zu den weiteren Regulatoren des pulmonalen Lipid-Metabolismus gehort u.a. PPAR-y,
welcher die Lungenentwicklung verstdrkt und an der Lipid- und Glucose-Homoostase
beteiligt ist (Wang et al. 2009 und Abbot et al. 2010). Diese Aufgabe erfiillt er
insbesondere, indem er die Differenzierung von Fibroblasten zu Lipofibroblasten steuert
sowie in diesen, die Bildung von Proteinen, die am Lipidstoffwechel beteiligt sind,
reguliert (z.B. Phosphoenolpyrovat, Carboxykinase und lysosomale saure Kinasen).
Seine anti-inflammatorische Wirkung konnte eine therapeutische Option verschiedener

Krankheiten darstellen (Simon et al. 2006). Es wurden jedoch eine Unteschied zwischen
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KG und TG bzgl. der Expression von PPAR-y in der Lunge bei Tumorkachexie
beobachtet (Graulich et al. 2012).

Eine weitere Moglichkeit, die die verringerten Surfactant-Speicher erkldren konnte, sind
die im Serum erhohten TNF-o-Werte. Die im selben Versuchsaufbau beschriebene
Hypoinnervation des linksventrikuldaren Myokards wurde durch Miihlfeld et al. (2011)
u.a. mit den erhohten TNF-o-Werten im Blutserum (TG: 28.11 + 1.92 pg/ml; KG: 13.02
+ 4.12 pg/ml) in Verbindung gebracht. Das proinflammatorische Zytokin, welches von
verschiedenen Tumorzellen sowie Immunzellen gebildet wird, hemmt in der Zellkultur

die Synthese von Surfactant in den AE2-Zellen (Arias-Diaz et al. 1993).

IV.2.3. Blutanalyse

Atemnot ist ein Zustand, der mit vielen unterschiedlichen Organsystemen, wie z.B. der
Lunge, dem Herz, der Skelettmuskulatur und dem Blut und deren pathologischen
Verdnderungen in Verbindung gebracht wird. Wie in weiteren Experimenten in
Verbindung mit dieser Arbeit gezeigt werden konnte, entwickeln Méuse in der TG eine
Animie und Leukozytose, wie dies typisch bei einer ausgeprdgten Tumorkachexie zu
erwarten ist (Graulich et al. 2012). Dies ist u.a. mit einem geringeren pO,, jedoch mit
konstantem pCO; in der Blutgasanalyse in TG verbunden und wird hiufig bei einer
respiratorischen  Partialinsuffizienz ~ beobachtet. = Ventilation, Perfusion und
Diffusionskapazitdt sind Parameter, die die Blutgase beeinflussen koénnen. Die
Diffusionskapazitit ist neben anderen Mechanismen durch die Diffusionsstrecke
limitiert. Da diese in Form der Blutluftschranke mit etwa 2 pm jedoch konstant bleibt,
scheint dies nicht der Grund fiir die Partialinsuffizienz zu sein. Eher ist sie in der durch
Bishai und Mitzner (2008) beschriebenen und gelegentlich zu beobachtenden
geringeren Perfusion zu erkldren, da, wie gezeigt werden konnte, die

Alveolaroberflidche als ein Parameter fiir die Ventilation konstant bleibt.

Tab. XV: Blutanalyse in TG und KG

Wert TG KG p-Wert

Leukozyten 7,17 +0,28 6,27 +£0,52 0,001
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Wert TG KG p-Wert
Erythrozyten 6,22 + 0,55 8,72+ 0,72 0,001
Héamatokrit 28,25 +2,09 39,41 +2,78 0,001
Hamoglobin 10,64 £ 1,06 14,21 £1,34 0,001

7,34 +£ 0,07 7,32 +0,22 1,00
pH
pCO, 44,0 + 2,82 45,3+ 3,6 0,383
PO, 55,1+49 59,4+2.6 0,017

Legende: pCO,, Partialdruck des im Blut gelosten Kohlendioxids; pO,, Partialdruck des im Blut geldsten
Sauerstoffs (Graulich et al. 2012).

IV.2.4. Trachealinnervation

In der vorliegenden Arbeit ist die Frage gestellt worden, ob die durch Miihlfeld et al.
(2011) im  linksventrikuldiren =~ Myokard beobachtete = Hypoinnervation bei
tumorkachektischen Méusen in vergleichbarer Weise an der Trachea auftritt. Da die
Innervation des Respirationstraktes bei pathologischen Verdnderungen mit diversen
dysregulatorischen Prozessen der Atmung verbunden ist, ist die Frage nicht nur von
zellbiologischem Interesse, sondern ein Ansatzpunkt fiir eine Erkldrung der Atemnot
bei Tumorpatienten (Barnes 2001, Belvisi 2002). Der GroBteil dieser Nervenfasern ist
in den luftleitenden Atemwegen und nur sehr vereinzelt in der Alveolarregion der
Lunge zu finden, weshalb lediglich in der Trachea die Axonldnge als MaBstab der
Innervation des Respirationstraktes bestimmt wurde. Hierfiir wurde die von Miihlfeld et
al. (2010) beschriebene Methode zur Innervation des Herzens modifiziert und auf die
Morphologie der Trachea abgestimmt.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine mit dem Herzen vergleichbare Reduktion der
Axonldnge um etwa 50% in der TG beobachtet werden. Diese Reduktion war ebenfalls
mit einer geringeren Anzahl an Axonen pro Nervenfaser verbunden, was durch
verschiedene Verdnderungen erklidrt werden kann. Die Reduktion kann sowohl durch
den Untergang von ganzen Nervenzellen als auch durch eine geringere Verzweigung
der einzelnen Axone entstechen. Um dies zu testen, wird es in weiteren Arbeiten

notwendig sein, die Anzahl der Perikaryen in den jeweils Herz und Trachea

61



zugehorigen Ganglien zu quantifizieren. Des Weiteren bleibt zu kldren, ob eine
geringere Verzweigung der Axone zu beobachten ist, wozu die Konnektivitit der Axone
bestimmt werden kann, um die mittlere Ldnge der einzelnen Axon-Segmente ermitteln
zu konnen. Dies gibt Aufschluss iiber die genaueren Umstéinde der Hypoinnervation
und weist moglicherweise auf die dahinterstehenden Pathomechanismen hin. Die
beobachtete Reduktion der NGF-Expression im Ganglion stellatum sowie im Herzen,
welches dem Wachstum von Nervenfasern dient, stellt eine mogliche Erklarung fiir die
beobachtete Hypoinnervation dar (Miihlfeld et al. 2011).

Ziel der Fragestellung war zundchst, die morphologischen Verdnderungen der
trachealen Innervation der tumorkachektischen Maus zu beschreiben. Dies ist in
verschiedener Hinsicht gelungen, wirft jedoch weitere Fragen auf, von denen einige
oben genannt wurden. Da jedoch am linksventrikuldren Myokard des Mausherzens im
selben Tiermodell eine vergleichbare Reduktion der absoluten Axonlédnge zu
beobachten war (Miihlfeld et al. 2011), scheint hier ein systemischer Prozess
vorzuliegen.

Dafiir spricht auch, dass neben den sympathischen Nervenfasern, die im linken
Ventrikel die Mehrzahl bilden (Lewartowski und Mackiewicz 2015), auch die
parasympathischen und sensorischen Nervenfasern, die den Grofteil der Nervenfasern
der Trachea ausmachen, betroffen sind (McGovern et al. 2015, Nassenstein et al. 2010).
Diese Reduktion ist unabhédngig von der Menge an glatten Muskelzellen oder den
Volumenanteilen des Trachealepithels, welche sowohl in der TG als auch in der KG
unverdndert blieben. Die in diesem Tiermodell beobachtete Hypoinnervation der von
Herz und Atemwegen ist somit ein weiteres morphologisches Korrelat zur beobachteten
Dyspnoe der Tumorkachexie und deutet darauf hin, dass die beobachtete tracheale
Hypoinnervation im Sinne eines paraneoplastischen Geschehens zu bewerten sein
konnte (Bachmann et al. 2009, Fox et al. 2009, Madisson und Lang 2008, Darnell und
Posner 2006, Titulaer und Verschuuren 2008).
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IV.2.5. Morphologie der Trachea

IV.2.5.1. Knorpel

Unter physiologischen Bedingungen werden Lipidtropfen in Chondrozyten der Trachea
gefunden (Anderson et al. 1964). Bei Tumorkachexie werden erhohte Lipidserumwerte
beobachtet, die durch den gesteigerten Abbau angelegter Speicher hervorgerufen
werden (Dahlman et al. 2010). Die Erhohung zirkulierender Lipide fiihrt u.a. dazu, dass
Lipide in anderen Zellen, wie Kardiomyozyten (Miihlfeld et al. 2011), aber auch
anderen Gewebetypen eingelagert werden. Gesteigerte intrazelluldre Lipidspeicher sind
jedoch mit groBerem oxidativen Stress und verstirkter Apoptose der Zellen verbunden
(Fukuda et al. 2009, Unger und Orci 2000). Daher sollte untersucht werden, ob I.) die
Menge an intrazelluldren Lipidspeichern durch erhohten Abbau oder durch erhdhte
Lipidserumwerte verdndert sind, und II.), ob das Verhéltnis von Chondrozyten zur
Extrazelluldrmatrix durch moglichen Untergang von Zellen verédndert ist.

Der Volumenanteil der Lipidspeicher in den Chondrozyten sowie die Volumendichte
der Chondrozyten im hyalinen Knorpel lieBen keinen Unterschied zwischen den
Gruppen erkennen. Auffillig war jedoch, dass sowohl in der Kontrollgruppe als auch in
der Tumorgruppe ausgeprdgte Lipidspeicher zu beobachten waren. Es ist nicht
unwahrscheinlich, dass durch die geringe Vaskularisierung des Knorpels und die
ausschlieBlich durch Diffusion bedingte Erndhrung, das Mikromilieu des Knorpels nicht
beeinflusst wird und intrazelluldre Lipidspeicher weder metabolisiert noch durch

erhohte Serum-Lipidwerte beeinflusst werden.

IV.2.5.2. Epithel

Da Verdnderungen am Trachealepithel mit verschlechterter mukozilidrer Clearence
verbunden sein konnen, wurde untersucht, ob morphologische Unterschiede zwischen
TG und KG beobachtet werden konnen. Hierbei wurde das Verhéltnis von
zilientragenden zu nicht-zilientragenden Zellen untersucht und dieses sowohl mit dem
Transmissions- als auch mit dem Rasterelektronenmikroskop untersucht. Bei der
Betrachtung des Trachealepithels war stereologisch kein Unterschied im Volumenanteil
der zilientragenden und nicht-zilientragenden Zellen zwischen beiden Gruppen zu
ermitteln. Jedoch wurde bei der rasterelektronenmikroskopischen Analyse deutlich, dass
die Kinozilien der Epithelzellen bei der TG wie verklebt und auf den Zellen liegend

wirkten. Mogliche Ursachen konnten zelluldre Verdnderungen z.B. des Zytoskeletts
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aber auch eine verdnderte Zusammensetzung des Oberfldchenfilms sein. Letzteres

wiirde gut zu den beobachteten Surfactantverdnderungen passen.
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V. Zusammenfassung:

In der vorliegenden Arbeit wurden Trachea und Lunge von C57B16-Méusen untersucht,
bei denen durch subkutane Injektion eines definierten Depots von Lewis-Lung-
Carcinoma-Zellen in die Nackenregion eine Tumorkachexie erzeugt wurde. Diese war
durch  Gewichtsverlust, Andmie und pro-inflammatorische Stoffwechsellage
charaterisiert. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe sollten folgende Fragestellungen
tiberpriift werden:

1.Da es verschiedene Arbeiten gibt, die bei ausgeprigter
Kalorienreduktion einen emphysemédhnlichen Zustand der Lunge beschrieben haben,
sollte untersucht werden, ob bei Tumorkachexie ebenfalls eine Verminderung der
Alveolaroberfliache im Sinne eines Emphysems auftritt.

2. In der Literatur ist aulerdem beschrieben, dass Kalorienreduktion zu
einer Verminderung der Menge und Funktion des pulmonalen Surfactants fiihrt. Es
wurde daher die Hypothese untersucht, ob Tumorkachexie ebenfalls zu Verdnderungen
des intra-alveoldren und intrazelluldren Surfactants fiihrt.

3.In demselben Tiermodell wurde gezeigt, dass die Innervation des
linksventrikuldren Myokards bei Tumorkachexie verringert ist. Hier sollte am Beispiel
der Trachea untersucht werden, ob eine solche Hypoinnervation auch bei den
Atemwegen auftritt.

4. Zusétzlich sollte explorativ der trophische Zustand der Trachea
analysiert werden.

Im Vordergrund der verwendeten Methodik standen stereologische und
immunhistochemische licht- und elektronenmikroskopische Techniken, die durch
andere Methoden wie quantitative RT-PCR und differentielle Surfactant-Zentrifugation
ergénzt wurden.

Die Ergebnisse der Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Anders als bei Kalorienreduktion konnte in der vorliegenden Arbeit kein
Hinweis auf einen emphyseméhnlichen Zustand bzw. eine Verminderung der
dem Gasaustausch dienenden Alveolaroberfliche gefunden werden. Dies ldsst
sich  moglicherweise auf vom Tumor gebildete und sezernierte
Wachstumsfaktoren zuriickfithren, die einen Abbau der Alveolaroberfliche

verhindern.
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2. Analog zur Kalorienreduktion konnte eine Verminderung der intrazelluldren
Surfactantspeicher dargestellt werden bei gleichzeitig unverdndertem
Gleichgewicht ~ zwischen  aktiven  und  inaktiven  intra-alveoldren
Surfactantformen.

3. Die Innervation der Trachea war auf etwa die Hilfte der Kontrollwerte reduziert,
was in etwa den Befunden am Herzen entspricht. Da die meisten Nervenfasern
des linken Ventrikels dem sympathischen Nervensystem zuzuordnen sind,
wihrend bei der Trachea die meisten Nervenfasern parasympathisch oder
sensorisch sind, spricht dies fiir einen systemischen Effekt der Tumorkachexie
auf das periphere Nervensystem.

4. Mit Ausnahme der rasterelektronenmikroskopischen Darstellung des
Trachealepithels lieB sich kein quantitativer Unterschied hinsichtlich der
Morphologie der einzelnen am Wandaufbau der Trachea beteiligten Gewebe
feststellen.

Ein sicheres morphologisches Korrelat fiir die klinisch bei kachektischen Patienten
beobachtete Dyspnoe liel sich in der vorliegenden Arbeit nicht darstellen. Allerdings
konnte eine Verminderung des Surfactants durchaus mit einer erhohten Atemarbeit
vergesellschaftet sein und eine verminderte Innervation der Atemwege zu einer
Fehlregulation des normalen Atmungsvorgangs und dessen subjektiver Wahrnehmung
im Sinne einer Dyspnoe beitragen. Die Ergebnisse konnen daher Grundlage fiir weitere
Untersuchungen der fiir Tumorpatienten quidlenden Dyspnoe sein und helfen, neue

Ansatzpunkte fiir zukiinftige Therapien dieses Symptoms zu finden.
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VI. Summary:

In the present work, the trachea and lungs of C57B16 mice were studied, in which, by
subcutaneous injection of a defined depot of Lewis lung carcinoma cells in the neck
region, a tumor cachexia was produced. This was charaterised by weight loss, anemia,
and pro-inflammatory metabolism. Compared with a control group, the following
questions should be examined:

1. Because there are several works that describe an emphysema like condition of
the lungs in a situation of pronounced reduction in caloric intake, it should be examined
whether under conditions of cancer cachexia alveolar surface area reduction with
emphysema like conditions can be observed.

2. In the literature it is also described that caloric reduction leads to a reduction
in the amount and function of pulmonary surfactant. Therefore, the hypothesis was
investigated whether tumor cachexia also leads to changes of the intra-alveolar and
intracellular surfactant.

3. In the same animal model it has been shown that the innervation of the left
ventricular myocardium is decreased in cancer cachexia. It should be examined,
whether hypoinnervation also occurs in the tracheal airways.

4. Moreover, the trophic state of the trachea should be analyzed exploratively.

In the middle of the methodology stereological and immunohistochemical light and
electron microscopy techniques were used, which were supplemented by other methods
such as quantitative RT-PCR and surfactant differential centrifugation.

The results of this work can be summarized as followed:

1. Unlike in reduced caloric intake an emphysema-like state or a reduction in the
gas exchange serving alveolar surface could not be found in the present study. This may
possibly be attributed to by the tumor formed and secreted growth factors which prevent
the degradation of the alveolar surface.

2. Similar to the calorie reduction a decrease in intracellular surfactantorganell
could be shown. At the same time the natural balance between active and inactive intra-
alveolar surfactant was maintained.

3. The innervation of the trachea was reduced to about half of the control group,
which corresponds approximately to the findings of the heart. Since most nerve fibers of

the left ventricle are attributable to the sympathetic nervous system, while at the trachea
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most nerve fibers are parasympathetic or sensory, this indicates a systemic effect of
cachexia on the peripheral nervous system.

4. With the exception of the scanning electron microscope view of the tracheal
epithelium no quantitative difference in the morphology of the different tissues involved
in the wall structure of the trachea could be ascertained.

An unambiguous morphological correlate for the clinically observed dyspnea cachectic
patients could not be shown in the present work. However, a reduction of the surfactant
may well be associated with an increased respiratory work and a reduced innervation of
the airways may contribute to a dysregulation of the normal breathing process and its
subjective perception in the sense of dyspnea. The results could be the basis for further
investigations of the dyspnea of tumor patients and help to find new targets for future

therapies of this symptom.
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VIII. Materialiibersicht:

Name

Hersteller

Aceton

Merck, Darmstadt

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Sigma-Aldrich, Seelze

Entellan

Merck, Darmstadt

Fetales Rinderserum (FBS)

Tierklinik Gieflen

Gewebekleber Histoacryl

Aesculap, Tuttlingen

Glutamine Sigma-Aldrich, Seelze
Isofluran Baxter AG, Volketswil
Leit C Kleber Neubauer, Miinster
Lewis Lung Carcinoma-Zellen (LLC) ATCC, VC USA
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt

Normales Schweineserum

(DAKO, Hamburg)

Osmiumtetroxid

Sigma-Aldrich, Seelze

Penicillin-Streptamycin

Biochrom GmbH,Berlin

Propylenoxid

Serva Electrophoresis, Heidelberg

Tissue-Tek® OCT Compound

Sakura Fintek, Staufen

Triton

Sigma-Aldrich, Seelze

Uranylacetat

Merck, Darmstadt

1,2-Dimethoxypropan

Merck- Schuchardt, Hohenbrun

VIII.1. Puffer und Losungen:

Epoxidharz: (Agar 100 Resin®):

48 g Epoxy resin

England)

32 ¢ DDSA

20 g MNA

vor Gebrauch 0,3 g BDMA dazugeben

Fixans:

Glutardialdehyd (GDA): 1,5%

+ Paraformaldehyd (PFA): 1,5%
in Hepes-Puffer 0,15 M

(Agar Scientific Ltd., Stansted Essex,

(s.0.)
(s.0.)
(s.0.)

(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
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dazu werden 500 ml Hepes-Puffer 0,3 M mit
60 ml 25% GDA

60 ml 25% PFA

auf 900 ml Aqua dest. aufgefiillt pH = 7,35
auf 1000 ml auffiillen

gepuffertes Glycerol:
50 ml 0,5 M Natriumhydrogencarbonatlosung (Merck, Darmstadt)
mit 0,5 M Dinatriumcarbonat (Merck, Darmstadt)
pH-Wert 8,6 einstellen

Hepes-Puffer:

39,04 g Hepes-Puffer + 380 ml Aqua dest. pH mit HCl auf 7,35  (Merck, Darmstadt)
einstellen und auf 500 ml auffiillen entspricht 0,15 M

Histoblocklosung:

normales Schweineserum (10%), Rinderserum (BSA) (0,1%), TWEEN 20 (0,5%) in

PBS

Losung 1:
Nickelverstiarkung (25 mM): 0,2 g Nickelammoniumsulfat in 20 ml Tris HCI 16sen
+ 250 pl von DAB Stamml6sung (10pg/ml)

Losung 2:
Losung 1 + 1,2 pl H>O;

Paraformaldehyd (PFA):
15 g PFA in 50 ml Aqua dest. auf 65 °C erwdrmt mit NaOH auf pH 7,4

(Merck, Darmstadt)
eingestellt auf 4% mit PBS verdiinnt

Phosphatpuffer Salzlosung (PBS):
Losung A: 28,75 ml, Losung B: 96,20 ml ad. 5000 ml Aqua dest., pH = 7,4
Losung A: 0,2 M 31,2 g/l NaH,PO4 x 2H,0 in Aqua dest. (Roth, Karlsruhe)
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Losung B: 0,2 M 35,6 g/l Na;HPO4 x 2H,0 in Aqua dest. (Roth, Karlsruhe)

Phosphatpuffer Salzlosung + Salzlosung (PBS+S):
sieche PBS + 22 g NaCl

Richardson Firbung:

0,5g AZUR I (Merck, Darmstadt)

+ 0,25 g Methylenblau (Schmidt u. Co
Untertiirkheuim)

+ 0,25 Borax (Merck, Darmstadt)

+ 100 ml Aqua dest.
4 Wochen Reifung, vor dem Gebrauch filtrieren

Reynold’s Losung:
1,33 g Bleinitrat (Sigma Aldrich)
1,76 g Na-3-citrat-2-hydrat (Merck, Darmstadt)

30 ml Aqua dest. abgekocht

1 min schiitteln

nach 30 min 8 ml 1 M NaOH hinzugeben
mit Aqua dest. auf 50 ml auffiillen

pH = 12 einstellen

Saccharoselosung 18%:

18 g Saccharose in 100 ml Aqua dest. (Merck, Darmstadt)

Technovit:
Préinfiltration: Basislosung Technovit + 100% Aceton im Verhiltnis 1:1

(Heraeus Kulzer, Wehrheim)

Infiltration: 100 ml Basislosung Technovit + 1 g Hérter [ (s.0.)
Polymerisation: 15 ml Vorbereitungslosung + 1 ml Harter 11 (s.0.)
Tris HCI:

Stammlosung 1: 21,03 g Tris + 1000 ml Aqua dest. (Roth, Karlsruhe)

Stammlosung 2: 0,1 M HCI

44,7 ml Stammlosung 1 + 42,0 ml Stammlosung 2
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Der Lebenslauf wurde aus der elektronischen
Version der Arbeit entfernt.

The curriculum vitae was removed from the
electronic version of the paper.
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