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1 Einleitung

Die Lunge gewabhrleistet ihre essentielle Funktion des Gamasties durch die
Bereitstellung einer suffizienten alveolaren und kapillaren Gé€ene. Bei Saugetieren
besteht eine lineare Beziehung zwischen der alveolaren Oberflagihee der
Sauerstoffaufnahme, die bei kleineren S&ugern durch eine ausgepr&gfetierung und
nicht durch ein héheres relatives Lungenvolumen erreicht wird (112).

Die Mechanismen, die den Beginn, das Ausmal’ und das Ende der almebtiraation
und GroRRe steuern, sind noch weitgehend unverstanden, ebenso wie das A\gfinete
pulmonalen Rekonstruktion nach teilweisen Verlust von Lungenanteitlrm so
genannten kompensatorischen Lungenwachstum.

Obwohl dieses kompensatorische Lungenwachstum nach unilateraler Greddomie
bereits fur Kaninchen (98), Méause (24), Frettchen (117,1a8) Hunde (73,170)
beschrieben wurde, ist es bisher in Ratten am umfassendsterzug Baf die Kinetik des
Wachstums, das Ausmald der Volumenzunahme und die Einbeziehung der versahiede
intrapulmonalen Gewebskompartimente in den Wachstumsprozess dokumentiert
(30,134,143,175,178). In einigen der untersuchten Saugetierspezies zeigteirsich
ausgepragtes bis vollstandiges kompensatorisches Wachstum derbesrbheLunge mit
Wiederherstellung einer normalen Lungenvolumenkapazitat, Zellzahl ugdn@mnktion
(73,98,117,136).

Verschiedene pulmonale Erkrankungen entstehen oder verschlechtern sith deurc
Verlust an Alveolarsepten (COPD, Lungenemphysem, Mukoviszidose) odeh dlie
Umbauprozesse der Alveolarwande, welche einen stark reduziésaustausch nach
sich ziehen (Lungenfibrose).

Physiologische Kompensationsmechanismen des Verlusts der @Gasmh®berflache
basieren auf mehreren Mechanismen: der vollstandigen Nutzung dbdelenen
Lungengewebes, einer Erhohung der Sauerstofftransportkapazitatiutes, Bowie der
Generierung neuer Gasaustauschareale. Allerdings sind die molkidachanismen der
Alveolarisierung und der alveolaren Differenzierung ebenso wenrgtaeden wie die
Reparatur und der Umbau bereits geschadigten pulmonalen GeweheS42&ufdecken

dieser Mechanismen kénnte als einer der entscheidenden Schd#elEmtwicklung neuer
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Therapieansatze  fur  chronisch-obstruktive, emphysematdése und fibeotisc
Lungenerkrankungen gelten.

Obwohl Mause durch die Mdglichkeit der genetischen Manipulation eenzigartiges
Spektrum an Forschungsmaoglichkeiten bieten, ist diese Spezies endiissammenhang
bisher nur ansatzweise untersucht worden. Um eine Basis flur zuldirftiigktionelle
Studien des kompensatorischen Lungenwachstums adulter Mause zierschairde in
der vorliegenden Arbeit eine Charakterisierung des Ausmalies, desrifes und
verschiedener Parameter des Lungenwachstums nach unilatétarmonektomie

durchgefthrt.
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2 Grundlagen
2.1 Anatomische und physiologische Grundlagen
2.1.1 Embryologische Differenzierung des Lungengewebes

Die embryonale PhaseAus dem unteren Ende des Laryngotrachealschlauches entwickelt
sich in der Embryonalperiode die primitive, endodermale Lungenanlagedexudurch
baldige Zweiteilung die rechte und die linke Lungenhélfte in FdiemBronchi principales
angelegt wird. Bereits in diesem frihen Stadium ist der linkeeAnetwas kleiner
ausgebildet und kommt mehr lateral zu liegen.

Die Entwicklung der Lunge wahrend der Phase der bronchialemwégung wird stark
beeinflusst durch Wechselwirkungen zwischen den dem Endoderm entstammenden
epithelialen Tubuli und dem diese umgebenden Mesoderm (37,40,1387,169). So induzier
ein von der Spitze einer Lungenknospe auf einen sich entwickelndach&alschlauch
transplantiertes Mesenchym dort die Aussprossung einer neuen Krospgeegensatz
dazu verhindert auf das Epithel der Lungenknospe transplantiertes tiexchMeasenchym
weiteres Verzweigen (Branching). Weiterfihrende Untersuchungeigten, dass
Huhnerlungenmesoderm, transplantiert auf das Epithel einer Magseleim Branching
aviaren Typs induziert (32).

Mit der Entwicklung der primitiven Pleurahéhle differenzieren sick Hinospen weiter

aus. Beim Menschen entstehen drei rechte und zwei linke Segmentdadgbildet vier
rechte und ein linkes Segment. Mit der Weiterdifferenzierung s#undaren Knospen
kommt es zu wiederholter dichotomer Teilung der primitiven Bronchier.dditstehenden
terminalen Sacculi verlangern sich zu dunnwandigen, kanalikularen Géangen. Zum
Geburtstermin sind bis zu vier Generationen dieser kanalikulareneGgmgprechend den
Aufzweigungen der spateren Azini angelegt. In diesen werden rspéehrere
Septierungsvorgénge letztendlich zur Ausbildung der Alveolen fuhrereremhbryonalen
Phase entwickeln sich ebenfalls die primitiven proximalen Bluf§efédie arteriellen
GefalRe differenzieren sich aus dem sechsten Kiemenbogenpadrewes wachsen in
Form kleiner Tubuli aus dem linken Vorhof des Herzens.

Nach Abschluss der embryonalen Phase schlieBen sich vier Stadrerfetdéen
Lungenentwicklung an, die durch unterschiedliche Differenzierungmesite in der

Lunge in einander Ubergehen und gleichzeitig ablaufen kénnen.
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Die pseudoglanduldare Periode:Die Lungenanlage entspricht einer tubulo-azintsen
Drise, die Bronchialsprossen sind von einer dicken Mesenchymschcighen, welche
die dichotome Teilung der Bronchialanlage induziert. Am Ende dero@ersind alle
wichtigen Strukturen einschlielich des Bronchialbaums, aus dem siah di
gasaustauschenden Strukturen entwickeln (135,1at8)elegt, es liegen allerdings noch
keine Alveolen vor.

In friheren Studien wurde definiert, dass die pseudoglandulare Phadembiéginnenden
Entwicklung der Azini endet (143). Neuere morphologische Studien an die Reigten
allerdings, dass etwa die Halfte der epithelialen ZellmakeseLungenparenchyms bereits
im spaten Stadium dieser Entwicklungsphase vorliegt (21,42). Fir humargeh konnte
nachgewiesen werden, dass am Ende dieser Phase alle luftfiinretdekturen
ausgebildet sind (183).

Die kanalikulare Periode: Die Entwicklung des gasaustauschenden Parenchyms beginnt.
Es kommt zu einer starken Zunahme der Vaskularisierung, die intrapalen Blutgefalie
entstehen parallel durch verschiedene Mechanismen, die Vaskulogenesealiaind
Angiogenese. Vaskulogenese beschreibt die in situ-Diffeeenag von Endothelzellen
aus mesenchymalen Vorlauferzellen, den Angioblasten. Das scelestisie primitive
GefalRnetz wird durch aus schon bestehenden Gefal3en aussprossende (¥lutgefa
(Angiogenese) an die Zirkulation angeschlossen. Die GefaRe kanatisidas
Lungenparenchym und bilden ein enges, dreidimensionales Netzwerldiaugus dem
kubischen Epithel durch Abflachung entstandenen Bronchioli respirataiiest die
primitiven Priméralveolen dar, zusatzlich werden die Kapillarkorime die Alveolen
verstarkt ausgebildet. Somit ist ein gewisser respiratorisG@agaustausch bereits nach
etwa der Halfte der Entwicklungszeit méglich.

In Studien zeigte sich, dass interzellulare Kontakte und parakviechanismen zwischen
dem alveolaren Epithel und den pulmonalen Fibroblasten die Ausbildung derTyp |
Alveolarepithelzellen lenken und umgekehrt (134,141). Durch die voranscideite
Differenzierung werden die interepithelialen Verbindungen von detadgm in die basale
Halfte der interzellularen Spalten verschoben. An diesen Steltgatellen aus den
kubischen Zellen Typ I-Alveolarzellen, an den Stellen, an denen diésezess nicht
stattfindet, entwickeln sich die Typ Il-Zellen. Diese bilden denerdachenaktiven

Surfactant, welcher in Lamellarkoérpern gespeichert wird (20).
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Die terminale (sakkuldre) Periode: Durch ausgepragte Wachstumsprozesse aller
Strukturen kommt es zu einer massiven Vergrof3erung des Lungenpgnesicwelches
definiert ist als die zuklnftige gasaustauschende Region. 8azalder VergréRerung der
Luftraume wird das interstitielle Gewebe komprimiert und seinwaoén reduziert. Das
kapillare Netz kommt naher an den Luftrdumen zu liegen.

Die Alveolarperiode: Diese Phase dauert auch nach der Geburt an; es kommt zu einer
weiteren Abflachung der Typ I-Zellen, die zwar bereits auwtrenden Gasaustausch
gewahrleisten kénnten, in ihrer endgultigen Form aber erst nach der Geburgjeorlie

Beim Menschen liegen unterschiedliche Aussagen bezuglich der Adeallveolen bei
der Geburt und dem Ende der Alveologenese vor. Die Angaben diferieon keinen
(135), uber 20 Millionen (181bis hin zu 50 Millionen (164) Alveolebei der Geburt, das
Ende der Alveolarisation wird zwischen 2 (164), Gber 8 (bi3)zu 20 (118)Lebensjahren
angesetzt. Insgesamt werden laut Gilbert et al. 85% der AlveodsnMenschen und
nahezu 100% der Alveolen der Maus nach der Geburt gebildet. Dieokdrisierung ist

somit beim Menschen, so wie bei der Maus lUiberwiegend ein postnatales Ereignis.

2.1.2 Postnatale Lungenentwicklung

Gilbert et al. gehen davon aus, dass die Alveolarisierung beim Menduis zum Ende des
zweiten Lebensjahres nahezu abgeschlossen ist und bis zum 8jadloems noch in
geringem Ausmal ablauft (32).

Genaue Forschungsergebnisse Uber den Ablauf der Alveologenese fliedgeatten vor.
Hier zeigte sich, dass die Alveolenentwicklung mit dem Aufinesehmaler Grate auf
beiden Seiten der sakkularen Wande beginnt. Diese unterteilerodiegenden Einheiten
unvollstandig in kleinere, die Alveolen, die als flache Aussackangen
Elektronenmikroskop nachweisbar sind. Die neu gebildeten interalveolaradéNéerden
als Sekundarsepten bezeichnet, sie entstehen aus den intersakkulérarerp&epten. An
dem freien Ende des sekundaren Septums finden sich Elastinf&8erAblagerung von
Elastinfasern ist eng verbunden mit der alveolaren Formation, d&ufi@ltungen der
interalveolaren Wande entlang der Elastinfasern entstehen (144). elidihdieses
Prozesses der Alveolarisierung aufgefaltete sekundare AlsepiEan enthalten initial eine
kapillare Doppelmembran. Diese unreife Struktur unterscheidet sich voradidten

Morphologie, in der nur eine kapillare Membran vorliegt. Burri et al. postulieress da
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Alveolen nur in Bereichen entstehen kdnnen, die wie die unreifen Septerkapillare
Doppelmembran besitzen. Kapillare Doppelmembranen finden sich inddétea Lunge
an den Grenzflachen der Alveolen zu den peripheren Luftwegen, deraPteler der

Adventitia der Bronchien oder gréRerer Gefalde.

2.1.3 Anatomische Grundlagen

Die Grenzstruktur zwischen Lungengewebe und Thorax bildet die dieaXiwénde
auskleidende Pleura parietalis, die am Ligamentum pulmonale umscimédgils Pleura
visceralis die Lunge Uberzieht. Sie besteht aus einem einsclaohtigneist
plattenepithelartigem Verband, dem Mesothel, welches mit Mikrovilli bessttzt

Die Lunge der Maus wird in die so genannten Lobi untertdil:rechte Lunge besteht aus
dem Lobus cranialis, medialis, caudalis und accessorius (Linguienzlappen), die linke
Lungenhalfte besteht aus nur einem Lappen.

Die nachst feinere Untergliederung stellen die Lobuli dar. Ubtdruli versteht man durch
schmale Bindegewebssepten (Septa interlobularis) voneinander atgegréleine
Lungenareale, die dem Aufteilungsgebiet eines Bronchiolus entspre8ie werden an
der Lungenoberflache als polygonale Bezirke sichtbar. Ein Lobulus setztusahehreren
Acini zusammen, die aus den von einem Bronchiolus terminalis abstanen Alveolen
bestehen und die kleinste funktionelle respiratorische Einheit bildeondBrolen sind
Luftwege mit weniger als 1 mm Durchmesser. Sie werden in &nagii ., 1l. und Ill.
Ordnung unterschieden und nach der Teilung zu Bronchioli terminalssgdanen durch
Aufzweigung zwei, selten drei Bronchioli respiratorii (alveolares) etish.

Der Bronchiolus respiratorius wird von einem einschichtigen kubis&tmthel meist ohne
Kinozilien ausgekleidet; seine Form ist durch die Ausbildung von Alveolen
gekennzeichnet. Sie werden Ductus alveolares oder auch Atrium geBaar®dffnungen
der Alveolarsackchen und Alveolen sind von glatten Muskelzellen undsaglheh Fasern
umgeben und stellen polyedrische LuftrAume dar. Im lichtmikroskopisdhiparat
erkennt man polygonale, zum Teil granulierte und vakuolisierte Zellemese
einschichtigen, von einer Basalmembran unterlagerten platten Alepdlaels. Die
Basalmembran weist kollagene Anteile auf. Der Alveolarwanddurchendsetragt beim
Menschen zwischen 0,15 und 0,6mm. Die Alveolarwand der Maus fallt vars@iiiig

dicker aus. Zum Teil ist diese Verdickung allerdings nur eine scheinbareyda de
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Durchmesser der Kapillaren im Verhaltnis zum Alveolarwanddurclseregrof3er ausfallt,
zum Teil ist diese Verdickung aber auch dadurch bedingt, dass iAldeolarwand der
Nager zahlreiche lymphoide und lymphozytare Zellen eingelagied. Zur Wand der
Alveole gehort ein dichtes Netzwerk elastischer und kollageneerka@yp IV und V),
welches die Alveole umgibt und ihre Retraktion nach Dehnung ermdghtelastischen
Fasern verstarken sich im Bereich der Alveolen und entwickeln zussinmit einzelnen
glatten Muskelzellen Basalringe, die durch ihre Kontraktion die #silsting der
Exspirationsluft bewirken. Dagegen verhindert das elastischari&tgesine Uberdehnung
der Lungenblaschen (Bilder 2.1 und 2.2).

Bronchiolen werden von einem Ast der Pulmonalarterie begleitetyeledses Blut zum
Respirationsgewebe fiihrt. Die pulmonalen Arterien der Maus entsgpmedn ihrer
Funktion denen des Menschen: sie fuhren desoxygeniertes Blut ausedietan Ventrikel
zu den Alveolen. Im Unterschied zur menschlichen Anatomie fehlt ders\adlerdings ein
bronchiales Gefal3system (Vasa privata).

In ihrer Anatomie weichen die Gefal3e der Maus allerdings von deiinschen ab. So
sind die Lungenvenen der Maus vom Herz aus mit quergestraffteskulatur umgeben;
Muskelbundel finden sich bis in die Wande der kleinen Venen und bilden diert
Hauptsubstanz der Wandstruktur. Vermutlich fordern diese muskularekt8tn die

Abfiuihrung des Blutes aus der Lunge (20).
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Bild 2.1: Stark vereinfachte Darstellung eines Azinus mit Gefal3versrgung.

Die terminale Strecke der A.pulmonalis ist rot abgebildet,uBisarkiert den Beginn der
V.pulmonalis. (Aus: H.-R. Duncker in Benninghoff, Drenckhahn: Anatomie;
13./14..Auflage, S.363 (189))

Bild 2.2: Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme der Aufzweigungen eine
Bronchiolus einer Kaninchenlunge.

Bei der 70fachen VergréRerung erkennt man
terminalen und respiratorischen Bronchiolemso
die Ductus alveolares.

(Aus: H.-R. Duncker in Benninghoff, Drenckhahn:

Anatomie; 13./14.Auflage, S.363 (189))
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2.1.4 Grundlagen der Physiologie der Atmung

Zur Aufrechterhaltung der Lebensprozesse in den Zellen desn@rgas wird fortlaufend
Energie bendtigt, die vornehmlich durch Oxidationsprozesse gewonndnDer hierflr
bendtigte Sauerstoff (§p gelangt bei der Ventilation durch konvektiven Transport in die
Alveolen und wird dort via Diffusion in das Kapillarblut aufgenommen. Ukedet wird
mit dem Stoffwechselendprodukt Kohlenstoffdioxid (g§Qerfahren. Entscheidend flr
einen effektiven Gasaustausch sind die Beluftung (Ventilation) unddrehblutung der
Lunge (Perfusion), sowie die Verteilung von Perfusion, Ventilatiemd Diffusion
innerhalb der Lunge.

Die normale Atemluft enthalt zu 79% Stickstoff, 20,9% Sauerstoff ud@Edelgase; die
Konzentration des Kohlenstoffdioxids ist vernachlassigbar klein. In deaoten liegt die
fraktionelle Q-Konzentration bei 14% und die fraktionelle G®onzentration bei 5,6%,
entscheidend fir den Gasaustausch ist allerdings der Druckanteirdminen Gase am
Gesamtgemisch (Partialdruck), bzw. genauer die Partialdruckeliffen Gber der
Diffusionsstrecke. Dieser alveolare Partialdruck wurde nachoDatiefiniert und betragt
fur Sauerstoff durchschnittlich 100mmHg und fur Kohlenstoffdioxid 40mmHig.
vendsen Blut, das die Alveolen iiber die Aste der A. pulmonalis errelmttagt der
Partialdruck des Sauerstoffs 40mmHg und der des @&nmHg. Die pro Zeiteinheit
diffundierende Substanzmenge (Diffusionsstrom M) wird durch das 1.Fieksc
Diffusionsgesetz beschrieben, nach dem bei der Diffusion der Gasitheseine Membran
proportional ist zur Partialdruckdifferenz der Gase uber der Membuwad zur
Diffusionsflache, sowie umgekehrt proportional zur Dicke der Membprd.h. der
Diffusionsstrecke. Ausserdem beinhaltet es unter anderem den Khmghsc
Diffusionskoeffizienten K. Dieser ist eine Materialkonstante, vben Diffusionsmedium,
der Temperatur und der Art und GrélRe des diffundierenden Teilchens abhandig
Falle des pulmonalen Gasaustausches haf l€inen gut 20mal héheren Wert alssK
Daher ist trotz kleiner C@Partialdruckdifferenzen zwischen Lungenkapillarblut und

Alveolarraum die C@Abgabe genauso gewahrleistet wie digAufnahme (46,72).
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2.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Verzogerte Lungenentwicklung und niedrigere Spiegel der Surfactevggtidylcholine
wurden bereits bei ménnlichen Rattenfeten im Vergleich ziblkekien Feten festgestellt.
Ebenfalls zeigten weibliche Tiere ein schnelleres Abschliel3es ldbmpensatorischen
Lungenwachstums als gleichaltrige mannliche (36).

Geschlechtsvergleichende Untersuchungen der Anatomie und PhysideErgMauslunge
an C57BL/6N-Mausen haben ergeben, dass die weiblichen Tiere bei dersugftten
Parametern signifikant hohere Werte erzielten. Es handelte biefbei um die
Vitalkapazitat, das inspiratorische Reservevolumen und das Totraumvoluoee
vollstandig geblahter Lunge. Die Ursache dieser Unterschiedd imi dem erhohten
Sauerstoffbedarf des Tieres wahrend Trag- und Laktationszedhgps die beide einen
betrachtlichen Teil des Mauselebens ausmachen (153). Auf der arfSleiterkonnten bei
trachtigen, pneumonektomierten Tieren keine signifikanten Unterschiedéeigleich zu
nicht trachtigen Kontrolltieren festgestellt werden (52).

In anderen Studien wurden die Mechanismen untersucht, die zu gesclpegiftsshen
Unterschieden des Surfactantgehaltes in Rattenlungen fihren. Dalse Wastgestellt,
dass frisch isolierte Lungenepithelzellen weiblicher Tiere Vergleich zu mannlichen
einen hoéheren Spiegel an ungesattigtem Phosphatidylcholinen enthidigser gilt als
Marker der Surfactantlipide.

Epithelzellen mannlicher Ratten wiederum zeigten eine sigmfikéhere Freisetzung der
(3H)-Arachidonsdure in das Medium. Dieses lasst unterschiedli&kigvitaten der
Phospholipase vermuten (120). Phospholipasen (PL) sind an Stoffwechsedprozes
beteiligt und erzeugen neben Verdauungsenzymen hochst aktive rEajekiile und ihre
unmittelbaren Vorstufen. Digl-Isoform der Phospholipase C aktiviert den EGF-Rezeptor,
was unter anderem zu einer Stimulierung der Proteinkinase C fiah&egensatz zu den
anderen Isoformen von PLC tragt PLCSH2 (src-homologe Region 2)-Domanen. Sie
binden an Phosphotyrosinreste nahe des aktivierten Rezeptors. DiesmkaAngsvorgang
bringt einen Tyrosinrest von P& in die richtige Orientierung, um von der katalytischen
Doméane des EGF-Rezeptors phosphoryliert zu werden, welcher wiedetem
Phospholipaseaktivitat stimuliert. Mit der Phosporylierung weit&e2-Doméanen wird

die Proliferation von Epithelzellen ausgeldst (166).
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2.3 Altersabhéngigkeit des kompensatorischen Wachstums

Das Auftreten eines kompensatorischen Lungenwachstums nach madate
Pneumonektomie oder Lobektomie konnte bereits fur unterschiedliche Spezies
nachgewiesen werden (169). Es wurden Hinweise darauf gefunden, ddes noch
stattfindende Wachstum des Organismus die entscheidende Voraussérzuagm
Beispiel findet in den meisten Rattenstimmen wahrend ihresngesalebens ein
somatisches Wachstum statt und auch in der adulten Ratte lisgts&bile Lunge-zu-
Kdrpergewicht-Ratio vor, die durch kontinuierliches Organwachstum erklarbar ist.

Im Gegensatz dazu scheint diese Mdglichkeit bei Spezies, di&ntaihgen der sexuellen
Reife ein stabiles Korpergewicht erreichen, nicht vorzuliegenhgewiesen an Studien
mit Katzen- und Hundewelpen im Vergleich zu adulten Tieren (21,81,170,188% Ei
entscheidende Ausnahme scheint allerdings in der Maus vorzuliegeseMagen zeigen
zwar ein ausgepragtes kompensatorisches Wachstumsverhalten, Ioeliégheaber kein
somatisches Wachstum (32) vor.

Daten der Arbeitsgruppe von S.R. Rannels zeigten, dass die vollstandige
Wiederherstellung der Lungenmasse in jungen Tieren schnellettattars geht als in
adulten (135,143,178).

Studien beziglich des kompensatorischen Lungenwachstums bei Mensahrden
grof3tenteils von Cagle und Thurlbeck (37) durchgefihrt. Diese legen naheesldnes
Kleinkindern unter 5 Jahren in Form einer Hyperplasie durch Zklhgivorliegt und bei
alteren Individuen durch eine Hypertrophie und Uberblahung der bersigtieeenden
Alveolen, verbunden mit einer Ausdinnung der Diffusionswande, stattfindet. Althéngi
von der vorliegenden Grunderkrankung kann aber trotzdem eine gute Klinischéidh

erreicht werden.
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2.4 Grundlagen der Lungenfunktionsprifung

24.1 Parameter der Lungenfunktionspruifung

Laros und Westermann (99) haben in einer Langzeitstudie 98 Patientelenes im Alter
von 2 bis 40 Jahren eine partielle Pneumonektomie durchgefuhrt wurdejheaf
pulmonale Funktion hin Uberprift. Hierbei zeigte sich, dass Patientean Gniahren eine
totale Lungenkapazitat und ein Tidalvolumen aufwiesen, das nur wenig date der
gesunden Altergenossen lag. Bei Patienten zwischen 6-20 Jalgréirel durchschnittliche

Vitalkapazitat bei 85% , altere erreichten nur 70- 78% des Normwertes.

2.4.2 Das Prinzip der Bodyphletysmographie

Der Atemwegswiderstand ist definiert als der Quotient alsedardruck gemessen als
Munddruck und der zugehdrigen Atemstromstarke: R [kPa/AP& V. Dimension kPal/s,
wobei R, die Resistance, die Druckdifferenz darstellt, die an beltteten einer Rohre
bestehen muss, um eine Strémung von 1l/s aufrecht zu erhalten.

Der Atemwegswiderstand kann mittels Ganzkorperplethysmograpbsll@onsmethode
oder Unterbrechermethode bestimmt werden. Der bronchiale Stromigegstand setzt

sich im Wesentlichen aus den einzelnen Widerstdnden der mittleren guoiden
Bronchialabschnitte zusammen. Bei der Messung des Atemwegstaddes gilt die
Annahme einer proportionalen Beziehung zwischen Druck und Stromung immdami
durchstromten Bronchialsystem, erganzt durch zusatzlich auftretendeuldnte
Stromungen. Weitere Determinanten des bronchialen Strémungswittéestaind die
Geometrie des Bronchialsystems (Durchmesser, Verzweigungdwinke
Oberflachenbeschaffenheit der Schleimhaut), Viskositat und Dichte Adlemgase,
Atemstromstarke, Lungenvolumen, Kaliberschwankungen der Bronchien und mdgliche
Verschlisse kleiner Luftwege.

Bei der Ganzkorperplethysmographie wird die Stromung in dé&temwegen meist
pneumotachographisch gemessen und die Druckdifferenz zwischen und Mund- und
Alveolardruck bestimmt. In einer luftdicht abgeschlossenen Kanfiiteen respiratorisch
bedingte Anderungen des Alveolardrucks zu Anderungen des Lungenvoludienals
Kammerdruckadnderungen erfasst werden. Alveolardruckschwankungen fuhren zu
Kammerdruckschwankungen, die gegen die gleichzeitig registridteanstromstarke

aufgezeichnet werden. Dabei stellt die Neigung der Geraden den Strémungsandetar.
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Bei  druckkonstanten  Messverfahren  fiilhren  Alveolardruckschwankungen  zu
Volumenéanderungen der Kammer. Diese werden mittels eines Pneailmogtaphen oder
eines Spirometers erfasst und ermdglichen die Messung auchngeeri
Volumenéanderungen. Volumenkonstante Plethysmographen sind eher geeigru¢ fur
Messung schneller Volumenanderungen bei relativer Unempfindiichgegentber
Druckschwankungen.

Die erstellte Kurve wird bestimmt durch Durchmesser, Langd Form der Atemwege,
Atemphase, Stromstarke und Kompression und zeigt eine gute Vahéitéter Erfassung

chronischer Atemwegsobstruktionen und —restriktionen (111).
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2.5 Pharmakologische und mechanische Beeinflussungs-
maoglichkeiten des kompensatorischen Lungenwachstums

Das kompensatorische Lungenwachstum nach partieller Pneumonektonpigcbntsicht
einer einfachen Rekapitulation des normalen Reifungsprozesses. dhigdiiche Studien
haben bereits seine komplexen Auslosemechanismen und Beeinflussungskaigiican
verschiedenen S&ugetierspezies erforscht. Als mogliche Ausbadamismen des
Lungenwachstums wurden dabei der ausgetbte mechanische Zugrdierite Hypoxie
und der gesteigerte Blutstrom in den pulmonalen Gefal3en ange&dienialls Bedeutung
fur das Ausmal’ des kompensatorischen Wachstums hat, wie oben erdaghAlfer des
Versuchstieres sowie das Ausmald der Gewebsresektion. Hundewsdgien nach
linksseitiger Pneumonektomie nur ein partielles, nach rechtsseitigingenresektion
jedoch ein vollstandiges kompensatorisches Lungenwachstum der verbliehamgan it
vollstandiger Wiederherstellung der Gasaustauschkapazitat. Ausigesvee Hunde
erreichten nur Werte zwischen 70- 80% (73,167).

Die Wirkung pharmakologischer Parameter und Regulationsmechamisie® Korpers
wurde an verschiedenen Modellen untersucht. Weitere Studien bescméstigihemit der

Beeinflussung des Wachstums nach Einbringen einer Lungenprothese (74).

2.5.1 Pulmotrophe Faktoren

2511 Retinoide

Exogen zugefuhrte Retinoide kénnen wahrend der Entwicklung das normalesrMust
verschiedener Gewebestrukturen entscheidend ver&ndern. Retinoiden gelse
Signalmolekile, die bei Sdugetieren eine wichtige Rolle in déidifierenzierung und —
ausreifung spielen. Exogene Retinolsaure fiihrt zu einer Beeinfluskem@enexpression,
welche die Formation und Verzweigung des Bronchialbaumes steuerfylangel an
Retinolsaure hat eine abnormale, tracheale Morphologie zur Folge (88).

Die Rezeptoren der Retinolsaure kbnnen den Familien der RetinelR&azeptoren (RAR)
sowie den Retinoid X Rezeptoren (RXR) zugeordnet werden. DiegefRmen sind
intrazellulare, Liganden-bindende Transkriptionsfaktoren. Sie habemntglich der

Alveolarisierung unterschiedliche Funktionen. RAReterodimerisiert mit RXR,
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vermittelt Signale, die flr die Alveolarisierung notwendig sind. RAbeeinflusst die
Alveolarisierung nicht wahrend der ersten 2 postnatalen Wochen, aberAewesenheit
verlangsamt die Alveolarisierung nach Tag 20 in der Maus (115). [Ri&Rein endogener
Inhibitor der Alveolarisierung wéhrend, aber nicht nach den initiadBeWochen der
Postnatalperiode (116).

Retinolsaure kann die durch Dexamethason induzierte Hemmung ldeplarisierung
vermindern (63), sowie bei Applikation wahrend chronischer Hyperoxieglgimhibierte
Alveolarisierung bei anschlie3ender Normoxie nachtraglich wieder autftadsen (113).
Bei Verabreichung von Retinolsaure nach Pneumonektomie kam es zuerstarkung

des kompensatorischen Wachstums in Form einer Zellhyperplasie.

2.5.1.2  Glukokortikoide und Thyroidhormon

Glukokortikoide und Thyroidhormone haben eine synergistische Wirkung auf die
Lungenreifung; wie die Symphatomimetika beschleunigen sie dietalefe
Lungenentwicklung durch Steigerung der Surfactantbildung. Einige &tudiben gezeigt,

dass Thyroidhormone allein nur geringe Effekte auf die Synthesemisoh@n haben
(128,157), in Kombination mit Glukokortikoiden allerdings tber die Thyrotropieasing
Hormone eine Katalyse der Surfactantsynthese und Lungenfunktion sawdWenschen

als auch in Tieren erzielt wird (76,146,158,159).

Die von der Schilddrise sezernierten Hormone Thyroxig) (ind Trijodthyronin ()
beeinflussen den Stoffwechsel des Koérpers, was sich in einem enh8hteerstoffoedarf
widerspiegelt. Hypothyreoidismus fuhrt zu einer signifikanten Senkudgs
Sauerstoffverbrauchs, ohne das Lungengewicht, das Lungenvolumen oder die
Gesamtalveolenoberflache zu reduzieren. Im Gegensatz dazuetrityperthyreoidismus

eine signifikante Steigerung des Sauerstoffbedarfes, verbundeaimeit Reduktion des
Lungengewichtes, der gesamt-Alveolenoberflache und der Alveolenazahl (168).
Begleitend dazu sind bereits3-Rezeptoren in den Alveolarzellen der Lungen von
Kaninchen (108und Ratten (123) lokalisiert worden.

Im Hungerversuch zeigten Ratten einer Verminderung der alaoldDberflache,
moglicherweise ausgelost durch eine Senkung des Grundumsatzes und des
Sauerstoffverbrauches (112).
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Die T4,-Wirkung resultiert in einer beschleunigten Lungenreifung durch Ausdindeng
alveolaren Wande und einer Steigerung der Lamellarkérperanzahl nn Tgp II-
Pneumozyten (184), die des; Th einer Steigerung der Konzentration an ungelostem
Phospatidylcholin und der Gesamtphospholipide, verbunden mit einer Senkung der
antioxidanten Enzyme (162).

Der Wirkmechanismus von Glukokortikoiden auf die Lungenentwicklung wagdan
unklar. Es konnte nachgewiesen werden, dass die beschleunigte Lufigenckirch eine
erhohte Aktivitdt der Thyroidhormone hervorgerufen wird, aul3erdem wurdeh
Betamethasongabe eine erhdhte Anzahl von Typ-ll-Zellen in-BaltAusen festgestellt.

In hypothyroiden M&usen verbessert pranatal verabreichtesn@#giason den Alveolar-
Parenchym- und den Glykogen-Zellkern-Quotienten, was auf einghleemigte Reifung
der pulmonalen Ultrastruktur schliel3en lasst. Diese Effekte wuadémnlie stimulierende
Wirkung von Glukokortikoiden zurtickgefihrt (4).

Menschlichen Feten wird bei drohender Frihgeburt, d.h. vor einem Gest#gonsan
mindestens 32 Wochen und Surfactantmangelsyndrom, etwa bei diabetigihtsmn,
Betamethason zur Beschleunigung der Lungenreife und Erhéhung dect8otfaldung
verabreicht (129). Neuere Ansatze prufen die Wirkung von Surfactamigaioe
Verhinderung des Fruhgeborenen-Respiratorischen Distress Syndf@DS), nach
Mekoniumaspiration und bei dem akuten respiratorischen Distressyndrom des
Erwachsenen (ARDS) (56,80,174). Unbehandelt entwickeln 60% aller Frihgeinoee
RDS, welches mit einer Mortalitéat von 50% einher geht (15).

Hierbei zeigte synthetischer Surfactant, welcher nur aus Lipigesteht, gute klinische
Ergebnisse bei der RDS-Therapie, wahrend der natirliche Surfactsstther die
Oberflachenproteine B und C (SP-B, SP-C) enthélt, effektiver eimeru@othorax und

ein Lungenddem im Verlauf dieser Erkrankungen verhindert (67,154).

25.1.3 Wachstumshormone

Niedrige Spiegel oder das Fehlen von Wachstumshormonen flihren typiscderueiner
reduzierten KorpergréRe mit einer proportionalen Reduktion der Lunge-z
Kdrpergewicht-Ratio (47). Gegenteiliges qilt fir eine Uberstdig Produktion (6,23,62).
Folgerichtig scheinen die Effekte der Wachstumshormone indireld&srNu sein, da das

Ausmal’ des Lungenwachstums proportional zum somatischen Wachstum bleibt.
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Rezeptoren der Wachstumshormone sind bereits in den Lungen von adulten aled fet
Ratten lokalisiert worden (2,3), nicht allerdings in humanen Lungen (96).

Neben ihren Wirkungen auf die normale Lungenentwicklung wird vermutess
Wachstumshormone auch die Regulation des kompensatorischen Wachstumfia dsei
(22,94). Erhohte Konzentration von Wachstumshormonen sind in Ratten beezifcade
nach partieller Pneumonektomie beobachtet worden (94), also zu diépurde, an dem
die Steigerung der Lungenmasse beginnt (143). Ratten, denenV¥a&hen vor der
partiellen Pneumonektomie ein Wachstumshormon-sezernierender Tumpdantiert
wurde, zeigten im Vergleich zu pneumonektomierten Tieren ohne Tumoruam85%
erhohte totale Lungenkapazitat (22) bei gleichzeitig vernitegeDNA-Konzentration.
Folglich inhibieren Wachstumshormone in diesem Modell die Zellteilung verursachen
eine VergrolRerung der durchschnittlichen ZellgroRe (23).

Einschrankungen in den Interpretationsmdglichkeiten dieser Messuaggeben sich
durch die Tatsache, dass die implantierten Tumoren auch eine ggrteSezernierung
von Prolactin und ACTH induzieren. Prolaktinrezeptoren sind in den Lungen vtierkRa
(10) und Kaninchen (3) nachgewiesen worden; in vitro moduliert Prolakig
Surfactantsynthese fetaler Lungen (121), hohe ACTH-Konzentrationeigest den
Glukokortikoidspiegel des Blutes durch direkte Wirkung auf die Nebennierenrinde.

25.14 Wachstumsfaktoren

Untersucht wurden verschiedene Wachstumsfaktoren, die eine Rolteeb&intwicklung

der Lunge und bei Entziindungsreaktionen und Reparaturvorgangen spielenh &radbedt

es sich vornehmlich um den Insulin-&hnlichen Wachstumsfaktor (IGF)Fdeoblasten-

Wachstumsfaktor (FGF), den Wachstumsfaktor der Hepatozyten (Hi{&éR)epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) und den Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KiGif¢n allen wird

eine pulmotrophe Wirkung zugeschrieben (176).

Die Insulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren (IGF-I/ IGF-11) Gbersathormonelle Signale
und mechanische Krafte in zellulare Proliferationssignale. Awesatn Grund wurde
untersucht, ob sie eine Rolle beim kompensatorischen Wachstum spielediezam

Zweck wurden Ratten in drei Gruppen untersucht, wobei eine Gruppe eoraralen

Pneumonektomie unterzogen wurde, eine zweite zusatzlich eine Lurpesitese

eingesetzt wurde und die dritte die Kontrollgruppe darstellte. Es wurde $tsliggedass es
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bei allen pneumonektomierten Tieren bereits am ersten Tag nachpsgation zu einem
Anstieg der IGF-bindenden Proteine kam, wahrend die Menge der Lu@jef-mRNA
und das Serum-IGF-I sich nicht veranderten (133).

Gleichzeitig findet man eine erniedrigte IGF-I-Genexprasdiei experimentell erzeugten
diaphragmalen Hernien in Lammfeten (130).

Der Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) wurde identifiziefs aine essentielle
Komponente im regulatorischen Netzwerk der embryonalen Lunggst Beteiligt an der
Proliferation, der Differenzierung und Anordnung verschiedener Zeltty{3€0). Jankov
et al. untersuchten die Rolle des FGF an Hand von neugeborenen Ratlehe weiner
Hyperoxie mit 95%igem Sauerstoff ausgesetzt wurden. DieseeiRaeigten binnen einer
Woche ein gehemmtes Lungenwachstum, sowie verminderte DNA-Senthesl
sekundare Septierung. Nach dem Umsetzen in Raumluft erfolgte ormalisierung
dieser Parameter. Mittels Northern und Western Blot wurden Wntbrsigen fir den
FGF-Rezeptor 1 und dessen Liganden, den basischen Fibroblasten-\masfiaktor
(bFGF) durchgefiihrt, die zeigten, dass die Expression des bRGder Lunge nach
siebentagiger Exposition mit 95%igem Sauerstoff signifikant engé war, wahrend die
Rezeptordichte unverandert blieb. Nach dreitagigem Aufenthalt dgeRan Raumluft
stieg die bFGF-Expression an. Jankov et al. schlossen darawdireeri Zusammenhang
zwischen der bFGF-Konzentration und den Restrukturierungsprozesses
Lungengewebes (79).

Hepatozyten-Wachstumsfaktoren (HGF) stimulieren die Protifarades respiratorischen
Epithels nach der Pneumonektomie, ihre Rezeptoren werden vornehmlich an
Alveolarzellen Typ Il und den Atemwegsepithelzellen exprimierach der Operation
kommt es zu einem deutlichen Anstieg des Serum-HGF. Sie wiskarohl mitogen als
auch morphogen, vor der Steigerung der DNA-Synthese in den Lungeelepiten steigt
die Expression der HGF-mRNA in der verbleibenden Lunge, der Leber untlidgeen an,
verbunden mit einer Erhéhung der HGF-Plasmakonzentration. Bei HemmungG@les
durch spezifische Antikorper tritt bei der pneumonektomierten Mane Biemmung des
kompensatorischen DNA-Synthese-Anstieges in den epithelialen Zellefh%)f (

Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) ist ein bioaktives Peptielcives die spate
Entwicklung der fetalen Lunge durch Stimulation der Organogenese und der
Surfactantsynthese fordert (14dnhd damit eine entscheidende Rolle in der pra- und

postnatalen Entwicklungsphase der Lunge spielt. In der pneumonektomierten Mgins ist
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Steigerung seiner Konzentration involviert in den Prozess der tgigse und
Hypertrophie der Alveolen (90).

Wiederholte Injektionen von exogenem EGF wahrend des Intervalls desariden
Wachstums bei der Ratte steigerten das Lungenvolumen und —gesowid die EGF-
Rezeptordichte im Vergleich zu unbehandelten, unilateral pneumonektemi€&réren
(91).

In weiteren Studien verglichen Kaza et al. das unterschiedlichehgfamsverhalten der
verbleibenden Lungenanteilen nach Lobektomie und nach Transplantation. Zeadpe
sich, dass das Lungenwachstum nach Lobektomie zwei Wochen post mienesn am
starksten ausgepragt war bei gleichzeitig erhdhtem Zellpratitensindex, wahrend die
transplantierte Lunge einen signifikanten Anstieg der Zellpraifien erst nach drei
Monaten erreichte. In beiden Studien zeigte sich allerdings ziemi@®itpunkten die
hochste Konzentration des EGF (87).

Im Kontrast zu den beschriebenen Untersuchungsergebnissen postufiesten et al.,
dass nur die normale Lungenentwicklung mit gesteigerter E@fh8se verbunden sei. In
ihren Studien ergab sich bei partiell pneumonektomierten Tieren keipafi8anz fur
vermehrte Expression von EGF oder dessen Rezeptoren. Vielmehr gielgtein Anstieg
der Surfactantproteine A und D (61).

Verschiedene Untersuchungsansatze liegen auch bezuglich der s&®rpredes
transforming-growth-factor alpha (TGd)- vor. TGFw liegt in den Zellen des
respiratorischen Epithels ab dem ersten Lebenstag vor. Tranddanse mit TGFe-
Uberexpression entwickeln wahrend der postnatalen Alveologenese Eemp@yund
Fibrosen der Lunge, letzte allerdings nur bei sehr starker Wpegssion, womit eine
Dosisabhangigkeit des Remodelings der Lunge transgener Maubgewdesen wurde.
Des weiteren kam es bei neugeborenen Mausen im Reifeprozesdziohs zu
physiologischen Abnormalitdten einschlie3lich deutlich vergroRegarenchymaler
Luftwege, pulmonaler Fibrose, Atemwegsobstruktionen und erhohter Comp(ia3.69).
Physiologisch allerdings lasst sich sowohl im Serum als auctbronchoalveolarer
Flissigkeit ein Anstieg der TG&-Konzentration nach partieller Pneumonektomie
nachweisen (49). Des Weiteren entwickeln Mause mit einer -Giberexpression
pulmonalen Hochdruck und eine abnormale distale Ausdehnung der Muskudletur

kleinen Pulmonalarterien (101).
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TGF{ und der TGF-Rezeptor (TGFR3) sind an der Regulation der Proliferation und
Differenzierung diverser Zelltypen der Lunge beteiligt.dNachronischer Exposition mit
9,5% Sauerstoff zeigten junge Ratten einen Arrest der Alveaanisg, verbunden mit
einer Senkung des bioaktiven T@Fin der Bronchialflissigkeit und eine erhdhte
Expression des TGFR-In adulten Tieren wurden diese Effekte nicht gefunden (173).
Umfassende Untersuchungen liegen fir den Keratinozyten-Wacksktors(KGF) vor.
Intratracheal instilliertes KGF ist ein Mitogen der mikrovasitehn Zellen und stimuliert
die Proliferation der Alveolar-Typ-Il und Bronchialepithelzell@8,182). Schwacher fallt
diese Stimulation bei der intravendsen Applikation aus, anderersehiggert praventiv
verabreichtes KGF die Bleomycin-induzierte Lungendysfunktion bzvbre$e in Mausen
und Ratten (66) . Inkorporation von Bromo-desoxyuridin (BrdU), welchea Nachweis
von Zellproliferation verwendet wird, ergab, dass es bei KGFilagtn zu einer
Proliferation der Clarazellen kommt. Clarazellen sind eingebundedie Prozesse der
Reparatur der Atemwegsepithelzellen, dem transmembranaren Tramepolonen und
Flissigkeit sowie die Modulation entzindlicher Vorgange der Lunge M@ebehandlung
mit KGF kommt es in der Ratte zu einer verbesserten Heiliemgkenz einer experimentell
erzeugten Lungenverletzung. Somit kénnte die protektive Wirkung des HK@Fdas
Epithel begrindet sein in der Stimulation der Clarazellen (5,54).

Spéatere Studien untermauerten die protektive Wirkung des KGF. Aéabhiwiesen nach,
dass KGF die Reparatur der alveolaren Epithelzellen auch Ubént-mricliferative
Mechanismen beeinflusst. Nach intratrachealer InstillationerelgGF stimulierte Zellen
eine signifikant erhbhte Reparaturrate der epithelialen Zekéme erhohte Ausbreitung
und Migration am Wundrand und gleichzeitig gesteigerte Adharenz ngibge
extrazellularen Matrixproteinen als nicht behandelte Kontrdépel Die Hemmung des
EGF mit Tyrosinkinase-Inhibitoren, welche konsekutiv die Expression des
Surfactantproteins A der humanen, pulmonalen Epithelzellen senkt (95gnhden
positiven Effekt des KGF auf die epitheliale Regeneration auf (5).

Kaza et al. Uberpruften unter anderem die funktionellen Auswirkungen Ki&F-
induzierten alveolaren Zellproliferation in der Ratte. Sie tallteine signifikante
Erhdhung des Lungengewichtes, des Lungenvolumens im Verhaltnis zum géwpeint
und der alveolaren Zellen fest (89).

Sowohl an der Alveologenese als auch an der Angiogenese ist der
Blutplattchenwachstumsfaktor (PDGF) beteiligt.
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PDGF-Rezeptoren gehdren zu der Gruppe der Rezeptor-Tyrosin-Kinase durch
Phosporylierung Proteine, die SH2-Gruppen tragen (39,92), aktivieren und so
Zellwachstum und -differenzierung induzieren (166). Man unterscheidet liganden,
PDGF-A, -B, -C und D, von denen PDGF-C und -D erst in den letztémedaentdeckt
wurden (105). Die Monomere des PDGF bilden die Homodimeren AA, BBu@d DD,
sowie das Heterodimer AB (13,71). Diese PDGF-Isoformen enifaitee zellularen
Effekte Uber unterschiedliche Affinitaten zu den zwei Rezeptosinkinasen PDGFR-
und § (1,13).

PDGF-Rezeptoren (PDGFR) befinden sich normalerweise auf Bimgdagzellen, die auf
PDGF-Expression unter anderem mit Proliferation, Migration, Koniwaktoder
Zytokinproduktion reagieren kdnnen (14) . Gleichzeitig ist PDGF anRé¢hogenese der
Arteriosklerose und Lungenfibrose beteiligt (104,188). Diese Fibhkemen aber laut
Shimizu et al. durch aktiviertes Protein C verhindert werden. Pr&ieRezeptoren werden
von pulmonalen Epithelzellen und Makrophagen in vitro exprimiert (156).

PDGF-A wird von den Zellen des sich entwickelnden Lungenepitbetgimiert; an den
distalen Verzweigungstellen lassen sich in der pseudoglanduléarese Pmsammlungen
von PDGFRe-positiven mesenchymalen Zellen nachweisen. In der kanalikularen und
sakkularen Phase gehen aus diesem Mesenchym glatte MuskelaetleRibroblasten
entlang der distalen Tubuli hervor (107).

PDGF-A-knockout-Mausen fehlen diese distalen Fibroblasten und glktteskelzellen.
Die Zellen verbleiben am proximalen Ende der terminalen BronehioDiese Tiere
entwickeln unmittelbar nach der Geburt ein sekundares Emphysenruadfgeiner
ungenigenden alveoléaren Septierung und Entwicklung der Alveolen aus den $acguli
sowie einer mangelnden Bildung von Elastinfasern (18,131) und verst@ribewwochen
postnatal (161).

PDGF-B- sowie PDGF-Rknockout Mause versterben in der spaten Gestationsphase oder
unmittelbar nach der Geburt an Blutungen, verursacht durch GefalRwakigdefel den
Blutdruckanstieg im wachsenden Organismus. Aul3erdem zeigen siel&ddaifzkte und
eine abnormale Struktur der Nierenglomeruli (103,160). Die TiergezeHamorraghien,
vermutlich verursacht durch Mikroaneurysmen, deren Entstehung wiedaufineinen
Perizytenmangel zurtckzufuhren ist. Die Proliferation der ¥z wird als wichtige
Voraussetzung fur die Ausdehnung und Entwicklung des Gefal3netzes, sosgende

Organisation und Stabilisierung angesehen (106).
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PDGF-BB scheint keine wesentliche Rolle in der Regulation desplemsatorischen
Lungenwachstums einzunehmen. Funf Tage nach linksseitiger Pneumoreskieigie
sich in den untersuchten Tieren zwar einen Anstieg der PDGF-BB-mRNA und deés-PD
BB, dieser fiel aber im Vergleich zu dgAktin-mRNA und dem Gesamtproteingehalt
eher gering aus (186).

PDGF-C wird in adultem Gewebe vornehmlich in der Leber, den Nieten,Hoden, dem
Herzen und dem Gehirn exprimiert. Wahrend der EntwicklungsphasedféallPDGF-C-
Expression dynamischer aus: neben den Nieren, der Lunge und denm Gahir man es
insbesondere in sich entwickelnden epidermalen Strukturen nachweisen (1).

Unter limitierter Proteolyse zeigte sich eine Aktivierung voD@&F-DD, welches als
spezifischer Agonist fir PDGFR-angesehen wird (13). Bergsten et al. sehen dies als
einen Hinweis auf den Einfluss von PDGF-D auf die Entwicklung und Patysiplogie
unterschiedlicher Organsysteme. Unter PDGF-D-Wirkung kommuregsr anderem zu
einer Induktion der Transformation von NIH/3T3-Zellen, welche daraufl@ine
Reorganisation von Stressfasern, eine erhdhte Proliferationsrate urkdihigkeit einer
Tumorinduktion zeigen. Des Weiteren tritt ein signifikanter Argstaer Expression des
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) auf (104).

2.5.1.5 Wachstumsfaktoren der Angiogenese

Die vorzeitige Entbindung ist ein haufiges Problem der Geburtshikétrifft etwa 10% der
Geburten und geht auch heute noch mit einer hohen Sterblichkeitsnatr €65). Haufig
entwickeln die Frihgeborenen ein Atemnotsyndrom (RDS), welchesliaumangelnde
Surfactantproduktion der unreifen Alveolarzellen zuriickzufuhren ist. 3isfactant
bezeichnet man eine Mischung aus Phospolipiden und Surfactant-assoziesteinen
(SP-A bis D), welche die Oberflachenspannung in den Alveolen herak{@®g Durch
intensivmedizinische Betreuung und Behandlung mit Sauerstoff und Steraidele der
Sterblichkeitsrate erfolgreich entgegengesteuert, allerdergwickeln viele Kinder im
weiteren Verlauf eine bronchopulmonale Dysplasie oder andere clteni
Lungenerkrankungen (93). Steroide bewirken eine frihzeitige Reifigrg Alveolen,

kénnen jedoch im weiteren Verlauf eine Lungenentwicklungsstérung bedingen (34).
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Des weiteren hemmen Steroide die VEGF-Induktion (18)¢ fir eine regulare
Morphogenese der Lunge essentiell ist.

Fur die normale Lungenentwicklung ist die Interaktion zwischen defitwagen und den
BlutgefaRen von entscheidender Bedeutung (78). Die de-novo Synthesef@&eGvird
als Vaskulogenese bezeichnet, Angiogenese beschreibt dieldwslpineuer Gefalle aus
bereits Existierenden. Die Initiierung der Angiogenese gatitezi mit Vasodilatation und
einer erhohten Permeabilitdt des Gefalles (48). Einen Schllkdselfier Angiogenese
wahrend der Lungenentwicklung stellt der vom distalen Epithel detsl vaskulare
endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) mit seinen Rezeptoren und Isefodar. VEGF
wird wahrend der Lungenentwicklung an den Spitzen der epithelialen Tekphmiert
und stimuliert hier die Vaskularisierung. Die sich entwickelndezidBe folgen dabei dem
VEGF-Gradienten (70). In der adulten Lunge wird VEGF durch respirsche
Epithelzellen (187), welche VEGF mdoglicherweise uberwiegendiejenach apikal
sezernieren (86), sowie durch Alveolarmakrophagen exprimiert. Dieaugn
Regulationsmechanismen sind bisher noch nicht gut verstanden. VEGFsExpr&ann
durch spezifische Transkriptionsfaktoren, die Hypoxie-induzierbarektoFen (HIF-
lalpha, HIF-2alpha, HIF-3alpha), reguliert werden. Eine Sauersbbiagige VEGF-
Regulation durch HIF-lalpha scheint beim Lungenwachstum nicht zu daetnie
(51,57,171). Neue Arbeiten legen eine Rolle des auch in Normoxiereigten HIF-
2alpha bei der Lungenreifung und dem Lungenwachstum nahe. Di¢srsifiesondere fur
die spate Fetalperiode zu; ein Mangel an VEGF fihrt hier zurdingeligen Verformung
der Epithelzellen und zu einem RDS des Neugeborenen im Tierversuch (41).
Basierend darauf wird die therapeutische Relevanz des VEGFrihgeborene erforscht.
Brown und England stellten fest, dass exogenes VEGF das Wachaier
Lungenepithelzellen in vitro stimuliert. Dabei zeigten siclmesierhdhte Epithel- und
Lumen-Volumen-Dichte des Gewebes, sowie eine erhohte Zellpatidasrate der
distalen Atemwegsepithelzellen (26).

Ein HIF-20-Mangel fuhrt laut Compernolle et al. zu einem fatalen RDS mspnatalen
Maus, verbunden mit einer insuffizienten Surfactantproduktion der Alveellan, welche
durch einen sekundaren VEGF-Mangel verursacht wurde. Postnatatracheal
instilliertes VEGF stimulierte die Konversion von Glykogen zu Sctdat in
frihgeborenen Mausen und verhinderte partiell das Auftreten eines RRSHIF-20

abhangige Genexpression (VEGF, VEGF-Rezeptor 2) kdnnte eine entscheideredia Roll
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der Kontrolle der Glykogen-Surfactant-Konversion einnehmen. Die Gihkolyse gilt als
ein kritischer Schritt der Lungenreifung und ist unter anderemKbaetlern diabetischer
Mdutter gestort.

Insgesamt wurde in dieser Studie nachgewiesen, dass die AbwesenhditlF-2o zur
Verminderung von pulmonalem VEGF und einer mangelhaften Ausigifuies
respiratorischen Epithels mit Surfactantmangel in der spaten Fetalpdihrt (41).

Wie eingangs erwahnt, kann durch Steroide eine Hemmung der VE@HKdion erreicht
werden. Studien haben gezeigt, dass es in dem normalen Lungenrpiorgss zu einem
parallelen Anstieg von VEGF und seinem Rezeptor Flk-1 kommt. Eine rizktnag mit
Dexamethason fuhrte zu einem signifikanten Absinken dieser Parameter (16).

Eine weitere Beobachtung deutet auf eine Interaktion des VEGF unl@eSynthetase
(eNOS) hin, da das freigesetzte, vasodilatative Stickstoffmon@Xid) ein wichtiger
Mediator der VEGF-vermittelten Angiogenese ist. Leuwerkealetzeigten anhand von
Mausen mit eNOS-Defekt, dass es durch diese fehlende Induktion deodemgse zu
einer signifikanten Reduktion der gasaustauschenden Flachen, soviierdgsgewichtes
und —volumens kommt. NO-Synthetase wird physiologisch durch den erhéhtemuDgs-
und Scherstress nach unilateraler Pneumonektomie induziert und sahéinter
Entstehung der alveolaren Hyperplasie in Verbindung zu stehen (102)oYCleit al.
zeigten in ihren Untersuchungen eine Korrelation von VEGF/ Flk-1 Miexignession und
hypoplastischen Lungen (38).

Mause mit einer TGFR-Uberexpression zeigen eine abnormale Morphologie der
pulmonalen Gefalde, bei gleichzeitig verminderter ExpressioVHB€&d-. Hieraus lasst sich
auf einen Zusammenhang zwischen VEGF-Mangel und der Pathogenewenpldr
GefalRerkrankungen schlie3en (101).

Endostatin ist ein natirlicher Inhibitor der Angiogenese. Fumagillhalidomid und
Marimastat hemmen die Angiogenese auf unspezifische Art (8&).IMgektion dieser
Substanzen in neugeborene Ratten zeigten diese nach zwei Wocherghaith zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe eine erniedrigte Lungengewicht- zu- Kgepécht- Ratio,
sowie eine deutlich verminderte Dichte der pulmonalen Arterien amé reduzierte
Alveolarisierung. Mit dem selektiven VEGF-Rezeptor-2 Inhibitor S4L6 wurde
ebenfalls eine verminderte Alveolarisierung und Arteriendichtehgawiesen. Diese
Ergebnisse lassen einen Zusammenhang zwischen Angiogenese wemlaAsierung

vermuten (78).
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2.5.1.6  Transkriptionsfaktoren

Die Hypothese, dass die vermehrte Expression von Transkriptionsfaktdie die
Zellentwicklung, Differenzierung und das Wachstum durch Bindung anifsgie DNA-
Regionen regulieren, den Wachstumsprozess der Lunge nach Pneumoneltueia, s
wurde anhand von C57BL/6N-Mausen Uberprift. Die quantitative BestimmemngBNA
ergab zwei Stunden nach der Pneumonektomie eine erhdhte Konzentrationcohsn se
Transkriptionsfaktoren im Vergleich zu der nicht operierten Kongrolbpe. Es handelte
sich um das early-growth-response-gene 1 (Egr-1), welches déstetirAnstieg zeigte
(Faktor 4,7), Nurr 77, Tristetraprolin, den primaren Hemmstoff des darkhktors kappa
B (I kappa B alpha), den gut-enriched Kruppel-like Faktor (GKLF) und LRG-21.

Egr-1, Nurr 77, LRG-21 und Tristetraprolin spielen eine Rolle in deessantwort, der
vaskularen Biologie, der Embryologie und der zellularen Entwicklung.

Gleichzeitig wurde die transiente Natur dieser gesteigerigmdssion hachgewiesen; nach
24 Stunden hatte die Konzentration der Faktoren bereits wieder deathgenommen
(97).

Auch die Forkhead-Box (Fox)-Familie der Transkriptionsfaktoren bisteiligt an der
Regulation der Zellproliferation und -differenzierung. MangelnaefE-Expression fihrt
zu einem Anstieg der alveolaren Endothelzellapoptose und zu einerbdgechung der
kapillaren Integritat. Neugeborene foxfMause mit vermindertem Foxf1-Spiegel zeigten
eine abnormale Formation der Alveolen und pulmonalen Kapillaren und xsesta
groBtenteils postnatal. Die Gberlebenden f§%fTiere zeigten einen erhéhten pulmonalen
Fox1- Spiegel und eine normale Morphologie.

Weitergehende Studien von Kalinichenko et al. an pneumonektomierteri’foxausen,
bei denen durch Instillation von Butylenhydroxytoluol eine Hamorrhagikeiziert wurde,
zeigten eine drastische Senkung der Flk-1-Expression, des SurfaotamtprB und
anderen Faktoren, die wichtig fir die Lungenmorphogenese und die Hamaesids Aus
diesen Ergebnissen schlossen sie auf die entscheidende Bedeutung vorflFodéh
normalen Ablauf der Lungenzellregeneration nach Verletzungen (83).
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2.5.1.7 Hypoxie

Ratten, die unter hypoxischen Bedingungen gehalten werden, zeigim &nstieg des
Tidalvolumens und der Diffusionskapazitat (8,35). Neugeborene Ratteihydaxischen
Verhaltnissen ausgesetzt sind, haben ein reduziertes Wachstumtrermahrend das
Lungengewicht und die Lungengewicht-zu-Korpergewichtratio anste{(g¢8). Ahnliche
Ergebnisse zeigen sich bei Menschen, die sich langere ZdirirHohe aufhalten haben
(25). Mauselungen weisen charakteristische Veranderungen ihmegebwolumens auf.
Dies fuhrte zunéchst zu der Vermutung, dass Hypoxie das kompensa¢oWgachstum
fordert (126). Vicencio et al. zeigten allerdings in neuerenedsichungen, dass es bei
neonatalen Mausen und Ratten unter hypoxischen Bedingungen zu einest dere
Alveolarisierung kommt (173).

Bei der Thorakotomie gleicht sich der intrapleurale Druck dem @gpmharendruck an und
bewirkt so einen Kollaps der Lunge. Fruhere Studien sahen diese peiive Hypoxie
als ein mdgliches Signal der Wachstumsinitierung an. Der Eingan Intubation und
Beatmung fuhrte allerdings nicht zu einer Veranderung der Gewebedn trotz der
signifikant verbesserten Parameter figh,;Pco.und pH-Wert, so dass es unwahrscheinlich
erscheint, dass die transiente, chirurgisch ausgeloste Hypoxne darartiges

kompensatorisches Lungenwachstum initiieren kann (85).

2.5.1.8  Mechanischer Zug

Eine entscheidende Rolle in den Mechanismen des kompensatorischemwachstums
spielt der mechanische Zug, der auf das verbliebene Gewebe ausgetbt wird.

Wie unten naher erlautert, verhindert Auffillen des freigewordenemithorax mit
Materialen wie Schwammen oder Wachs die mediastinale Vetaahgeund fuhrt damit
zu einer Hemmung des kompensatorischen Wachstums. Entfernt madingiéerdie
Prothese nach einem Zeitraum von drei Wochen bis neun Monaten, laufs diresker
beschriebenen Art und Weise ab (117,185).

Der genaue Ablauf der Mechanosignaltransduktion ist bis dato nicht belkRizab et al.
pruften die kapillare Antwort auf Perfusionsveréanderungen. Die Kapillaenthalten
spezialisierte, cholesterinreiche Membraninvaginationen, Cavegdmannt. Caveoline
binden Cholesterin und bilden Haarnadelstrukturen in der Membrandoppelschieht, de
Polymerisierung die Auspragung der Invaginationen hervorruft. Caveolae kdnnen
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endocytiert werden. Diese Endocytose wird fir den transzellulafeansport von
Blutplasmabestandteilen vom luminalen zum basolateralen Raum genutzt.

Bei einer chronischen Erhéhung des laminaren Scherstresses kesnmi vermehrter
Ausschittung und Verteilung des Proteins Caveolin, sekundéar zu eirigrtenhDichte der
Caveolae und letztendlich zu einer gesteigerten Sensitivitat lerdigri endothelialer
Zellen, erhdhter Tyrosinphosporylierung der luminalen Oberflachenpetnschliellich
Calveolin, und einer Senkung der Ser(1179)-vermittelten eNOS-Phospadoylisat
(145,166).

2519 Erhohter BlutfluR

Die verstarkte Gewebedehnung und der erhohte Blutflu3 kdnnten die endtsctien

Parameter fur die Initiierung des kompensatorischen Wachstumgxk#). Die erhohte
Perfusion, entstehend durch ein konstantes kardiales Auswurfvolumen Ubtlsbeintn

mechanischen Zug auf das Lungengewebe und erhdhten Schersfrdas &ndothel aus.
In vivo (172) und in vitro (84) Experimente haben allerdings ergebess darch die akute
Steigerung des pulmonalen Flusses (ca. 50%) eine rasche Angadger pulmonalen
Zirkulation bewirkt wird und so maximal ein geringer Anstieg desfal3druckes. Zwar
wird in einigen Spezies durch chronische Drucksteigerung ein stelldarRemodeling
der vaskuldren Muskulatur beobachtet (59), in der Ratte konnte dieses Pmanaoie
einer Pneumonektomie aber nicht festgestellt werden (12, 142).

Die Wirkung auf das kompensatorische Wachstum wurde von McBride, Kirchner
Russ mittels einer neuen Technik an Frettchen erforscht. Durch Agdrieiner Ligatur an
die arteriellen GefalRe des linken Kaudallappens der Frettchgmluvurde der post-
chirurgische Anstieg des Blutvolumens nach rechtsseitiger Pneunoomiekierhindert.
Physiologische und biochemische Analysen ergaben, dass das kompsobkat
Wachstum des Kaudallappens vergleichbar ablief zu dem der andengerteile. Somit

konnte der gesteigerte Blutflul3 als beeinflussender Faktor ausgeschlcssiem\{d19).
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2.5.1.10 Tocopherol (Vitamin E)

Auch das Antioxidans Tocopherol verstarkt das kompensatorische Wachstesnwirde

zunéchst in vitro nachgewiesen und spéater an der fetalen RattenEBsdam zu einem
signifikanten Anstieg des Lungengewichts, der Gesamt-DNA-Menge ul&$

Proteingehaltes (77).
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Pulmotrophe Faktoren

Wirkmechanismus

Wirkung

Retinode

Beeinflussung der Genexpression

tracheal e Morphologie

fetale Organogenese

Glukokortikoide/

Thyroidhormone

Wachstumssynergismus/-katalysation

aktive Formen: T3/T4

gesteigerte Surfactantbildung,

verbesserte L ungenfunktion

Inhibierung der Zellteilung, Anstieg

Wachstumshormone der proportionales Kérperwachstum,
evtl. Beeinflussung des
ZellgrolRe Lungenwachstums
Wachstumsfaktoren
IGF /1l Aussendung zellul&rer Proliferations-
Signale
FGF 02-abhangiges Wachstum verbessertes Lungenwac hstum, gestei-
gerte DNA-Synthese, Restrukturierung-
Prozesse
Proliferation des respiratorischen
HGF mitogen und morphogen Epithels
gesteigertes Lungenwachstum, -
EGF Anstieg der Surfactantproteine gewicht
TGF-a dosisabhéngiges Remodeling
Proliferation der Alveolar- und
KGF protektiv, nicht-proliferative Bronchialepithelzellen
Mechanismen Verhinderung Dysfunktion, Fibrosen
PDGF Kompetenzfakor, rezeptorvermittelte | Zellstim ulation, Alveologenese
Signalleitung Angiogenese
VEGF Konversion Glykogen- Surfactant regulare, pulmonale Morphogenese,
Stimulation der Vaskularisierung,
Ausschittung bei erhohtem
eNOS Dehnungs- VEGF-vermittelte Angiogenese

und Scherstress

Transskriptionsfaktoren | Egr-1,Nurr 77,
Tristetraprolin,

GKLF,LRG-21

Stressantwort, Vaskularisierung,

zellulare Entwicklung

Foxfl

kapillare Integritat, Zellproliferation und

Differenzierung

Hypoxie

Veranderung des Lungenvolumens
und

der alveoléaren Struktur

Anstieg Tidalvolumen,
Diffusionskapazitat

mechanischer Zug

Gewebedehnung

normales kompensatorisches
Wachstum

erhohter Blutfluf3

erhohte Perfusion, erhdhter Sch er-

stress des Endothels (transient)

keine entscheidende Beeinflussung des

Wachstums

Tocopherol

Verstarkung des Wachstums

Tabelle 2.1 — Zusammenfassende Darstellung der pulmotrophen Faktoren

Die Darstellung gibt einen Uberblick (ber die Faktoren, die #asnpensatorische

Lungenwachstum férdern.
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2.5.2 Negative Beeinflussung des Lungenwachstums

25.2.1 Glukokortikoide und Thyroidhormone

Glukokortikoide inhibieren die Formation der alveolaren Septen durch rilemy der
Zellteilung. Diese Hypothese wird untermauert durch die Fdhkiste dass die
Serumkonzentration aktiver Glukokortikoide wahrend der alveolaren Septaticvtipe
absinkt und legt die Vermutung nahe, dass das Wiederansteigerodeohkonzentration
das Ende der Septationsphase, den Beginn der alveolaren Wandausdinnung und das
Remodeling der alveolaren Gefalie auslost (31,33,110,114,124).

Hypothyreote Mause zeigen nach pranataler Betamethasongabe Aimstieg der
Alveolen-zu-Parenchym-Ratio (4).

Die Konzentration der Thyroidhormone und der entsprechenden Hormonrezegtmign
mit dem Beginn der Septation an. Diese Hormone tben einen EinflisBeaUnterteilung
der Sacculi aus und steigern die DNA-Synthese in neugeborenen Ratten (9,125,148).

2522 Intrathorakale Platzhalter

Der mechanische Zug, der auf das Gewebe der verbleibenden rrethtege nach
linksseitiger Pneumonektomie ausgetbt wird, wurde als der Hauptstinfiluslas
Gewebewachstum angesehen. Erste Studien mit eingesetzten Wachsprathgten, dass
durch diese Verhinderung des mediastinalen Shifts die Lungenegpansach
Pneumonektomie verhindert werden kann (40)

In neueren Studien wurde linksseitig pneumonektomierten Hunden ein draglonales,
aufblasbares Silikonimplantat eingesetzt, das der &ufReren Formerdaommenen
Lungenhalfte entsprach.

Wurde die Prothese nicht aufgeblasen und blieb damit die pleuromediasti
Beweglichkeit erhalten, zeigte sich eine deutliche lateExipansion, die das Mediastinum
in den linken Hemithorax verlegte, gepaart mit einer Erhohung des Lungenvolumens
Bei aufgeblasener Prothese blieb das Mediastinum auf der Mittellinie Aeisieeulung des
rechten Hemithorax wurde festgestellt, was auf ablaufende Wankptozesse schliel3en
lasst, gleichzeitig trat im Vergleich zu der nicht aufgebiese Prothese ein um 30%
niedrigeres kapillares Volumen auf, umgerechnet ein um 60% niedsdé&pillarvolumen

pro Alveolenoberflache, gepaart mit einer verminderten Diffusionsk&jiadie
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Regeneration des Alveolargewebes wurde durch die Verhinderungneesastinalen
Shifts ebenso wie die Lungenexpansion beeintrachtigt.
Des Weiteren kam es bei aufgeblasener Prothese in Verbindureimaitmikrovaskularen

Kongestion zu einer signifikanten Erh6hung des kapillaren Blutvolumens (74).

2.5.2.3 Androgene

Die zumindest partielle hormonelle Regulation des kompensatorisamegebwachstums
wurde durch eine gleichzeitige, bilaterale Adrenalektomie (ADKelegt. Zwar
unterscheiden sich biochemische und morphologische Korrelate von ADX/PNXaTiare
geringflgig von PNX-Tieren, es liegt aber ein deutlicher Arstier Alveolarwanddicke
vor, der durch permanente Gabe exogener Glukokortikoide aufgehoben werden lann. D
ausschlie3liche Durchfihrung der Adrenalektomie fuhrt nicht merma signifikanten
Anstieg des Lungenwachstums (11,136,137,139,140), wohl aber die Durchflihrung der
Adrenalektomie funf Tage vor der Pneumonektomie. Hier konnte eine dwmaitlic
Steigerung der kompensatorischen Antwort (8dyvie eine Verdickung der interstitiellen
und endothelialen Zellkompartimente und ein erhdhtes Volumen der epiémeligip 11-
Zellpopulation und der interstitiellen Fibroblastenpopulation (142) nachgewieseerver
Des Weiteren findet bei der Lungenentwicklung eine standige Koekarrzwischen
positiven und negativen Regulatoren der fibroblastaren-epithelialen Kmkation,
welche die Differenzierung der Typ II-Zellen kontrollieren, staEin auftretendes
Ungleichgewicht dieser Regulationsmechanismen wurde als andkErse~aktor des
respiratorischen Distress-Syndroms (RDS) mannlicher Neugeboideatifiziert. Es
wurde postuliert, dass chronische intrauterine Androgenexposition die dkhivwg der
Lungenfibroblasten tber eine Senkung der EGF-Expression, bei gigiger Erh6hung
der TGF-Rezeptor-Expression, ausldst und damit eine Senkung derCSReBzentration

in den Typ-ll-Zellen bewirkt. Dammann et al. behandelten trachtijause mit
Dihydrotestosteron und stellten fest, das chronische Exposition ab frddren
Lungenentwicklung das Gleichgewicht der Wachstumsfaktoren legitkend beeinflusst.
Es kam zu einer reduzierten EGF-Bindung, verbunden mit einer vermemd&GF-
Rezeptor-Phosphorylierung und weiterhin zu einer erniedrigten Bindlesy TGFB-

Rezeptors, verbunden mit einer Senkung der P3fermittelten Zellproliferation (44).
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2.5.2.4  Hyperoxie

Die deutliche Beziehung zwischen Sauerstoffbedarf, Alveolengtiféeder Grolie der
alveolaren Oberflache in den Lungen der Saugetiere legt delas®cnahe, dass Hyperoxie
und Hypoxie gegensatzliche regulatorische Einflisse auf die Guid$e alveolaren
Oberflache ausiiben. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass HiyukeoReptierung
verringert, 95%iger Sauerstoff der Lunge deutliche Schadigungen zuflgt
(7,29,58,155,177), eine Verlangsamung des Korperwachstums hervorruft (a8 7die
Volumendichte der Typ-IlI-Alveolarzellen und der interstitiellen Zellemandert (42).
Fruhgeborene Sauglinge mit Atemstérungen werden mit moglichgdrigem
Sauerstoffpartialdruck mit Ziel auf einen maximalen artegielQ-Druck von 80mmHg
beatmet, um das Auftreten von Lungenreifungsstérungen und Retinopathientaudern
(129).

Negative Beeinflussung des Lungenwachstums
Wirkmechanismus Inhibierung
Glukokortikoide/ Hemmung der Zellteilung Formation der alveolaren Septen
Thyroidhormone
Silikonprothesen Verminderung des mediastinaler Shift,
mechanischen Zug post-PNX Lungenexpansion
Androgene Anstieg der Alveolarwand- Mangel bewirkt Anstieg der
dicke kompensatorischen Antwort
Clotrimazol Proliferation in primaren und
immortalisierten Zellen

Tabelle 2.2 — Faktoren, die negativ auf das kompensatorische Lungemehstum

wirken und somit die Vorgange hemmen.



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Experimentelle Agenzien und Pharmaka

Aceton(Merck KG, Darmstadt, Deutschland)

Agarose(Promega Corporation, Madison, USA)

AmmoniumacetafMerck KGaA, Darmstadt, Deutschland )

Antikorper: CD31 (Pharmingen) pan-Zytokeratin und Ki67 (Dako) proSPB

(Chemicon)a-Aktin, Hoechst 33342 und Vimentigsigma)

Baytril 2,5% (Enrofloxazin, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland)

Bepanthen-Augensall{dRoche/ Nicolas, Deutschland)

Braunoderm(B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

Bromodesoxyuridir{Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Cacodylsaur¢Natriumdimethylarsensaure, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Chloroform(Merck AG, Darmstadt, Deutschland)

Ethylendiaminetetraacetic acid (EDTjluka/ Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland)

Ethanol(pro analysis, J.T. Baker Chemicals, Deventer, Niederlande)

Fluoreszierendes Isothiocyanat-Dextran (FITC-Dext(&igma/ Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Glutardialdehyd 25% (GDH(Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland)

Halothan(Merck KG, Darmstadt, Deutschland)

HEPES(Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland)

Historesin(Leica Instruments GmbH, Nul3loch/ Heidelberg, Deutschland)

IsoamylalkoholMerck AG, Darmstadt, Deutschland)

Isopropano(Merck AG, Darmstadt, Deutschland)

Ketanest (Ketamin 100mg/m{Pharmacia & Upjohn GmbH)

Liqguemin N 25 00QHeparin; Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Whylen, Deutschland)

Microfil (Flow.Tec. Inc., Massachusetts, USA)

Natriumchlorid-Losung 0,9% (NaCl)B( Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutsch-
land)

Natriumchlorid-SalZCarl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland)
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Novaminsulfon-ratiopharm 1(Metamizol-Natrium 1 H20 500mg/ml; ratiopharm

GmbH,UIlm, Deutschland)

Osmiumtetroxid (Fluka/ Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

ParaformaldehydMerck AG, Darmstadt, Deutschland)

Phenol(Merck AG, Darmstadt, Deutschland)

Phosphate Buffered Saline 10%, 1% (PBSje Technologies Ltd. Paisley, Schottland,
Grossbritannien)

Proteinase KSigma/ Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Rimadyl (Carprofen 50mg/ ml; Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Rompun 2% Xylazin, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland)

Sodium Dodecyl Sulfat (SDSJFluka/ Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

TissueTek® OCT Compound, Sakura Finetek, Torrance, USA)

Tris HCI (Hydroxymethylaminomethanhydrochlorid, Cleveland, Ohio, USA)

Uranylaceta(Fluka/Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Wasser, doppelt destilliert (ddH2@Willi-Q, Water Purification System; Millipore)

3.1.2 Gerate
A/D Converter(DT 301 PCI D/A converter, Data translation, Marlboro, MA, US2)r

Digitalisierung der analog gemessenen Atemparameter

BeatmungsgergMiniVent, Type 845, Hugo Sachs Elektonik, March-Hugstetten,
Deutschland)

Bodyplethysmographenkamm@orschungsstatten, Medizinische Hochschule Hannover,
Deutschland)

Differentialdruckmesser (DP  45/15, Hugo Sachs Elektonik, March-Hugstetten,
Deutschland)Funktionsteil des Bodyplethysmographen

FeinwaagdPB 303 Delta Range; Mettler-Toledo, Schweiz)

FluoreszenzreadenFL 600 Microplate Fluorescence Reader; Bio-TekInstruments
Inc., USA)

Gewebehomogenisat{artorius, Gottingen, Deutschland)

GlasexpositionskamméForschungsstatten, Medizinische Hochschule Hannover,
Deutschland)
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Head-out-Bodyplethysmograph bgstehend aus: Glasexpositionskammer,
Bodyplethysmographenkammer, Latexmanschette, Pneumotachograph,
Differentialdruckmesser, Signalverstarker, A/D Converter; einzelntgélis

Kaltlichtlampe(KL 200, Schott, Deutschland)

Mikrotom, rotierendLeica Instruments GmbH, Nussloch/ Heidelberg, Deutschland)

Mikrooperationsbesteck: Pinzetten, Nadelhalle5-1, Germany)ScherenMartin,
Deutschland und Aesculap OC 498R, Deutschland)

Operationsmikroskop(Leica MS 5; Leica Instruments GmbH, Nussloch/ Heidelberg,
Deutschland)

Pneumotachograp(PTM 378/0.9, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutsch-
land)

Signalverstarke(CFBA type 677, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutsch-
land)

Spectro-PhotometdgUltrospec Ill; Pharmacia Biosystems, Freiburg, Deutschland)

Thermomixer-Compadeppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

VortexgeratMerck Eurolab, Deutschland)

Zentrifugen(Rotina 46R und Mikro 22R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland)

3.1.3 Zusatzliche Materialien

Einbettkassetten, histologiscfieissueTek Ill, Sakura Finetek BV Zoeterwoude,
Niederlande)

Einwegskalpelle 11/ 2QFeather Safety Razor Co., LTD. Medical Division, Japan)

Einwegspritzen 10/ 20/ 50nB. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

EppendorfkivetteSarstedt AG &Co, Numbrecht, Deutschland)

Falkonréhrchen 15/50m{Corning Incorporated, USA)

Handschuhe, steril@NuTex-Latex; Ansell-Malaysia Sdn Bhd, Malaysia)

HEM 3.5 SoftwargNotocord, Croissy sur Seine, France)

Infusionsbesteckintrafix-Air; B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
Injektionsnadelr{Neolus 27G; Terumo Corporation; und BD Microlance TM 3, 18
Gl ¥2;Becton Dickinson GmbH, Deutschland)

LatexmanschettOmm ID, dental latex dam, Roeko, Langenau, Deutschland)

Maus(C57BI6/N, mannlich; Charles River, Sulzfeld, Deutschland)

Naht- und Praparationsmater{lerma-Hand-Seide 6/0; Johnson & Johnson, Disseldorf,
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Deutschland und Tevdek II, 5/0, 1-metric; Genenzyme Surgical Products
Corp., USA)

Pipetten(10-1000ul;Corning-Lambda)

Pulmonalis- und Trachealkathefgtavard Apparatus, March-Hugstetten,
Deutschland)

Rasierklinger(Rufin Professional)

Readerplatten, 96-well, black

Vasocan Braunule 20@. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
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3.14 Zusammensetzung einiger verwendeter Losungen

Cacodylatpuffer 0,2M:

42,89 Cacodylsaure in

980 ml ddHO losen

pH 7,35 mit HCI einstellen

5849 NacCl hinzufigen (Osmolaritat 600 mOsmol/ kg)

auf 11 mit ddH0 einstellen
fur 0,1 M Cacodylat Waschpuffer 1:1 mit dd& mischen

Immunhistochemie- Fixans:

52,06 g HEPES in

750 ml ddHO losen

4ml Glutardialdehyd 25% und

200 ml PFA-L6sung 20% zugeben

pH 7,35 einstellen, auf 11 mit ddi® auffullen

Erstellen der Paraformaldehydldésung (PFA) 20%:

180ml PBS 10%

409 Paraformaldehyd

0,5ml Natronlauge bei

60°C etwa zwei Stunden I6sen, bis Ansatz klar
pH 7,35 einstellen und Ansatz mit PBS auf
200ml auffullen

Erstellen der Osmiumtetroxidlésung 2% zur Postfixation

19 OsQ in dunkles dicht schlieRendes Gefal3 fullen und mit
50ml ddH20 auffullen (Os@st giftig und fluchtig!)

Kristalle im Ultraschallbad I6sen;

gekuhlte Losung ist mehrere Monate haltbar;

Fur Gebrauchslésung (1%)
1:1 mit 0,2 M Cacodylatpuffer mischen
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Herstellung der Uranylacetatldsung zur Postfixation

16,79 Uranylacetat in
ddHO lésen, lange durchmischen, ergibt

200m|
gesattigte Stocklésung (kuhl und dunkel monatelang haltbar);
Gebrauchslésung erst am nachsten Tag durch

1:1 Verdinnung mit ddbO erstellen



3.2 Methoden

3.2.1 Kompensatorisches Lungenwachstum

Das kompensatorische Lungenwachstum nach unilateraler Pneumorekbainider
adulten Maus sollte untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden g&eippen von
jeweils acht mannlichen C57BL/6N-Mausen untersucht, die einer emtkgsn
Pneumonektomie unterzogen wurden. An den Tagen 1, 3, 5, 7, 10 und 21 nach
Pneumonektomie wurde das Volumen der verbleibenden Lunge bestimmt ¢iraemi

Volumen der Lungen einer Kontrollgruppe nicht pneumonektomierter Tiere vieeglic

3.2.2 Aufbau des Arbeitsplatzes fur die Pneumonektomie

Sowohl die Intubation als auch die Pneumonektomie fanden unter mikroskopischer
Kontrolle und sterilen Bedingungen statt. In unmittelbarer Nain@ Arbeitsplatz stand

das Beatmungsgerat, zu dessen Linken die Kaltlichtquelle, zu dd3sehten die
Warmelampe, die das Auskihlen der Maus wahrend der Operation verhinderte.

Zur Rechten des Operateurs befand sich eine sterile Unterlaigdem autoklavierten
Préaparationsbesteck.

Das Praparationsbesteck fur eine Pneumonektomie umfasste awealBkalpelle (Grol3e

11 und 20), zwei Pinzetten fur die Intubation, eine Schere zum Durchtmedee
Muskelstrukturen, zwei Pinzetten fir die Exstirpation der Lunge unéreiNadelhalter

zum Vernahen der Strukturen.

3.2.3 Durchfihrung der Pneumonektomie

Die fur die Pneumonektomie verwendete Narkose bestand aus einer Miscioung
60mg/kg Ketamin und 2mg/kg Xylazin, welche intraperitoneal injiziert wurde.

Mit einsetzender Narkotisierung erfolgte die sorgfaltige Raurlinken Thoraxwand der
Maus und Desinfektion mit Braunoderm. Des Weiteren wurde ein Schu&uwigrn gegen
Austrocknung mit Dexpanthenol-Augensalbe durchgefiihrt, da bei dewewneleten

Narkose der Lidschlussreflex erlischt. Die Operation fand unter einem@ampe statt.
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Fur die Durchfiihrung der Thorakotomie war die Intubation und mechanigehslation
der Maus notwendig. Als Tubus diente der Venenverweilkatheter ®iasocan Braunule
(20G). Zur Intubation wurde die narkotisierte Maus mit den oberen Sdbré&hnen an
einen horizontalen Draht angehangt, so dass die Einstellung des Kehlkopfes
mikroskopischer Kontrolle durch Einsicht von oben durch ein binokulares
Operationsmikroskop erfolgen konnte. Dabei leuchtete ein Arm deri&atjuelle den
Rachenraum aus, der andere durchleuchtete die Kehlkopf-Region von venifalie8e
Weise konnte die Glottis identifiziert werden und die Trachdagkéffneter Epiglottis gut
eingesehen werden. Die atraumatische Einfihrung des Tubus unigékdgicolle wurde
mit Hilfe einer Pinzette durchgefihrt.

Die verwendeten Beatmungsparameter waren ein Atemzugvolumen2@pn 2ei 80-100
Atemzugen pro Minute.

Die intubierte Maus wurde nun in leichter Rechtsseitenlage auPdeeitsflache fixiert.
Die Hautinzision wurde mit einem 1ler Einmalskalpell in Hohe diEmften
Interkostalraumes vorgenommen; anschliel3end erfolgte die Prépadsr interkostalen
Muskelschichten mit einer Mikroschere bis zur Pleura, welche Jatigicohne
Traumatisierung des Lungengewebes erdffnet wurde.

Eine vorbereitete Schlinge aus Seide Giber den Hautschnitt gelegt, ermoglichte im
Folgenden eine schnelle Ligatur des linken Lungenhilus. Mit Hilfe vemizPinzetten
wurde die Lungenhalfte vorsichtig aus dem Thorax durch die Schlinge gezoge mit
dieser vollstandig am Hilus abgebunden. AnschlieRend erfolgte diekRas der
Lungenhalfte distal der Ligatur und das Reponieren des verbleibenden Himysss.

Das Vernahen der Wunde wurde ebenfalls mit Seide 6/0 durchgefiihrtNBin¢ der
Thoraxwand erfolgte unter Einbeziehung der angrenzenden Rippen.

Die Hautnaht erfolgte mit Einzelknopfnéhten nach Bedarf.

Da die verwendete Narkose die Beatmung der Maus ermogliches, micht zu einer
generellen Atemdepression fihrte, konnte die Extubation der Maus nachrgeieeder
Probedekonnektion vom Ventilator unmittelbar postoperativ erfolgen. Um den
aufgetretenen  Flussigkeitsverlust auszugleichen, wurde der Maud aof
Kdrpertemperatur erwdrmtes NaCl subkutan in den Riickenbereich injiziert.

Die Tiere wurden postoperativ gegen Auskuhlen geschitzt und intensiv nachbeabachtet
Weiterhin wurden die Mause fur die nachsten drei Tage auf sauld@relmern gehalten

und erhielten Wasser und Futter ad libitum, eine postoperative antibiotische Batgnd|
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wurde 3 Tage lang mit Baytril im Trinkwasser durchgefulaine postoperative Analgesie
wurde Uber 2 Tage mittels subkutaner Injektion von Buprenorphin alle 12h durchgefuhrt.
Nach drei Tagen war die Wunde auf3erlich verheilt und die operierte Mauste wieder

auf die Ubliche Streu gesetzt werden.

3.2.4 Aufbau des Arbeitsplatzes fir die Lungenfixierung

Zentrum des Arbeitsplatzes stellte der Praparationsplatz &iMdius dar. Dieser bestand
aus einer Korkplatte, die ein sicheres Fixieren der zu praparierendendvtadglichte und
zusatzlich zum Aufnehmen der ausfliessenden Flissigkeit auffé&aigen Tuchern
gelagert war.

Die Perfusionsapparatur bestand aus einem Stativ, an dem inedgfmiHOhen zwei
Perfusatreservoire von 50ml Fassungsvermdgen fur die Perfusiooudgengefalle und
20ml Fassungsvermdgen zur tracheobronchialen Instillation befestiglen. Von diesen
fuhrte jeweils ein Silikonschlauch zum Arbeitsplatz, an dessen EmdeStahlkatheter
angebracht wurde, der sicheres Einfihren und Fixieren in der Maus ermdglichte.

Um identische Druckverhéltnisse bei allen Messungen zu gewd&krieimusste die Hohe
der Reservoire jeweils in definiertem Abstand zum Lungenhilus eingestsiiten.

Die im folgenden beschriebene Methode folgt diesem erlauterten Arbéatsgiema.

3.25 Methode der Volumenbestimmung

An den Zeitpunktend =0, 1, 3, 5, 7, 10 und 21 Tage post operationem wurde das Volumen
der verbleibenden rechten Lungen bestimmit.

Zur optimalen Perfusionsfixierung der Lunge wurde die BlutgerinnungTdere durch
intraperitoneale Injektion von 100IE Heparin unterbunden und die Tierehbelend
durch Halothan-Inhalation getotet. Die Tiere wurden in Rickenfagert, die Haut von
Thorax und Abdomen préapariert und das Abdomen erdffnet. Vom Abdomen aus svar da
die Eroffnung der Pleurahdhle ohne Verletzung der Lungen unter Sichtichodber
Thorax wurde durch Sternotomie er6ffnet und Thymus und Herzbeutel entfernt.
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Zum Blahen, Freispulen und Fixieren der Lunge unter definiertemlDnugden zwei 4/0
Faden unter der Trachea hindurchgezogen und ein Faden unter der A. pusmonal
hindurchgefihrt.

Die Trachea wurde intubiert und mit der kranial liegenden Faddimgen fixiert. Die
Lunge wurde durch intratracheale Fillung mit 0,9% NaCl mit eineydrostatischen
Druck von 10cmHO, gemessen tber dem Hilus, geblaht.

Ein zweiter Katheter wurde Uber den rechten Ventrikels inAliggulmonalis eingefihrt
und mit dem entsprechenden Faden fixiert. Hier betrug der ddfnsdrostatische Druck
des Perfusates 20cm. Vor dem Offnen der Klemmen wurde der \fekérikel gro3ziigig
ertffnet, um das freie Ablaufen des Perfusates zu ermgglichen.

Die Lunge wurde zunachst mit etwa 5 ml 0,9% NaCl blutfrei perfartdilm néchsten
Schritt wurde die Perfusionsfixation des Lungengewebes mit 2,50tatglialdehyd tber
45min durchgefuhrt.

Nach der Fixation wurde die Trachea mittels der unteren Fadenschlinge abgebunden.
Das Herz-Lungen-Paket wurde aus dem Thorax herausgel6st und &bkt bei 4°C in
2,5% Glutardialdehyd nachfixiert.

Die Volumenbestimmung erfolgte mittels der Immersionsmethoda Saterle (55,152).
Hierbei wird das durch die Lunge verdrangte Volumen beim Uniettan des Gewebes in

0,9% NacCl auf einer Feinwaage bestimmt.

3.2.6 Quantitative Bestimmung der Desoxyribonukleinsaure

Nachdem festgestellt worden war, dass in der verbleibenden rechtege Lnech der
Pneumonektomie eine Volumenzunahme stattfindet, sollte nun weitergehenduahter
werden, ob diese mit einer Zellhyperplasie einhergeht. Di€sgameter ist durch die

Bestimmung des gesamt-DNA Gehaltes (165) zu untersuchen.

Die Masse der gesamt-DNA der rechten Lunge wurde bei Mauak Tage nach
linksseitiger Pneumonektomie bestimmt (n=5), und mit der Massegelsamt-DNA der
rechten und linken Lunge nicht-operierter Tiere gleichen Altwegsglichen. Die Tiere
wurden mittels Halothaninhalation getotet, der Thorax erdffnet, diemBuohlarterie
kanuliert, der linke Ventrikel eréffnet und die Lunge mit 0,9%igem N&E etwa drei

Minuten perfundiert. Die Lunge wurde reseziert und mittels eines edekien
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Gewebehomogenisators in 1ml Lysepuffer (100mM NaCl, 10ml Tris-pi€18.0, 25nM
EDTA pH 8.0) eine Minute homogenisiert.

Es folgte die Zugabe von 1ml SDS (12,5% stock) und 0,5ml Proteing&enig/ml stock),
so dass die Endkonzentration 2,5% SDS und 0,5mg/ml Proteinase K in 5mg bBie
Proteolyse wurde tber Nacht bei 37°C unter steter Durchmischung durchgefuhrt.

Am nachsten Morgen wurden erneut 5ml Lysepuffer hinzugefiigt, durchmi2chi,
abgenommen und mit 2ml eines Phenol-Chloroform-lsoamylalkoholgemischext(Pb:
vermengt und extrahiert.

Nach der Zentrifugation der Proben mit 11750rpm Uber 10min befindet sicbNAe in
der oberen Phase. Nach Abnahme von 400ul aus dieser Phase wurde die iDNi#fem
eines Gemisches aus 800ul kaltem 100% Ethanol und 200ul 7.5M Ammoniumacetat Gber
eine Stunde auf Eis ausgefallt und 10min bei hochster Geschwindigléatss
abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert, die in dem GefaR zuréitidide DNA mit
70% Ethanol gewaschen und erneut bei 11750rpm fur 5min zentrifugierth Aigser
Uberstand wurde dekantiert, es folgte die Lufttrocknung der DNA.

Die getrocknete DNA wurde in 1000ul TE (40mM Tris HCI, 1mM EDTAH 7.4)
resuspendiert und die DNA-Konzentration im Photometer durch die optisattegelbei
260nm bestimmt, hierbei diente reines TE als Leerwert.

Zur Uberprufung des Reinheitsgrades der Probe war eine wéitessung bei 280 nm
durchzufihren. Der aus beiden Messungen errechnete Absorptions-Quotient O.D
260/280nm sollte Uber dem Faktor 1,8 liegen, um eine signifikante Proteimkoma@on
auszuschliessen. Die gemessenen Werte der gesamt-DNA deerLuvmigden mit dem
Korpergewicht der Tiere normalisiert, um eine interindividuelle gleichbarkeit zu

ermoglichen.

3.2.7 Morphometrie des Lungengewebes

Lungen pneumonektomierter Mause und entsprechende Kontrollpraparate wuttide m
eines Verfahrens vermessen (Morphometrie), welches die zweidioralen
Ausgangspraparate so auswerten kann, dass die eigentlich dreidimaasbtruktur des

Organs berucksichtigt wird (stereologisches Messverfahren, Stgrepl
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Zur Durchfuhrung dieser Messungen mussen die Mauslungen so fveden, dass eine
minimale Schrumpfung des Gewebes und ein optimaler Erhalt der Aussfamkjur

gewabhrleistet ist.

3.2.8 Fixierung der Lungen fur die Morphometrie

Fur die morphometrischen Untersuchungen wurden zwei Gruppen bestehend aus
C57BL/6N-Mausen (n=5) gebildet; untersucht wurden Tiere 21 Tagach
Pneumonektomie und nicht operierte Kontrolltiere.

Die Tiere wurden entsprechend der unter 3.2.3 beschriebenen Vorgehsmswei
heparinisiert, narkotisiert, getétet und der Thorax eroffnet. Digcliea wurde kandiliert
und die Lunge transtracheal mit einem Druck von 20¢thiber 30 min mit Fixans (2,5%
PFA + 0,1% GDA in Cacodylatpuffer) geftillt und geblaht.

Danach erfolgte das Abbinden der Trachea und die Entnahme des ORjankunge
wurde in einem vollstandig mit Fixans gefillten Gefal® Gber Nacht nachfixier

Am folgenden Morgen wurden die Lungen zunédchst zweimal fur jewé&Dmin in
Cacodylatpuffer 0,1M gewaschen, danach das Lungenvolumen mittels der
Immersionsmethode nach Scherle (152) bestimmt. Hierzu ist eslerfich, die Lunge mit
Hilfe einer Drahtschlinge vollstandig in ein mit PBS gefilltesf&@3 einzutauchen und die
Gewichtszunahme des GefalRes, welches der durch die Lungeringtelr Masse PBS
entspricht, abzulesen. Das flussigkeitsgefiillte Gefal3 wird ndiclgermal3en tief
eingetauchter Drahtschlinge vorher auf Null tariert.

Zum Schneiden der Lungen erfolgt das Losen von 2% Agarose in PB& duifkochen,
Herunterkihlen dieser auf etwa 40°C, Ausgiel3en einer dinnen Schicht beretete
Formen und Einbetten der Lunge mit der Dorsalseite nach oben, so dasacsifolgend
horizontal von apikal nach basal geschnitten werden konnte. Hilfreich esarden
gesamten Block etwa 10cm lang zu giel3en und die Lunge im vordeliéeifizubetten,
damit ein ausreichender Block zur sicheren Fihrung beim SchneidbheleMNach dem
Auskuhlen der Agarose auf Eis wurden die Lungen mit einer Rasierklinge in rmdimm
dicke Scheiben geschnitten und diese einzeln in vorher gekennzeichregenglaser
gegeben.

Im nachsten Schnitt erfolgte das Osmieren der ScheibendiberStunde mit jeweils 2ml

1% Osmiumtetroxid unter dem Abzug.
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Nachfolgend wurden die Préparate zunachst viermal fur 5 Minuten gekihltem
Cacodylatpuffer 0,1M, dann zweimal mit ddH20 gewaschen. Schliel3liatigesf die
Postfixierung mit 2ml pro Glas halbgesattigter Uranylattésaing bei 4-8°C Uber 12-18
Stunden.

Am 3.Tag wurde zunachst die Umbettung der Praparate in Einlssttan vorgenommen.
Dies erleichterte das anschlieBende Waschen der KassettEarlekivetten, das mit
gekuhltem ddH20 sechsmal Uber jeweils funf Minuten durchgefiihrt wurdmaéh
wurden die Praparate bei Raumtemperatur fur 2 Stunden mit 70% Mc2iStunden mit
90% Aceton und eine Stunde mit 100% Aceton entwassert.

Die Praparate wurden tber Nacht bei 4°C mit Historesin plusvakbr, welches 1:1 mit
100% Aceton verdunnt wurde, infiltriert.

Am 4. Tag wurde die Infiltration der Schnitte mit unverdinntem Hissom plus Aktivator
fortgesetzt.

Am 5.Tag wurden die Praparate in Historesin eingebettetzHiemrde eine kleine Menge
aktiviertes Historesin mit Harter vermischt, dieses dinn inElabettform vorgelegt und
das Anbinden abgewartet. Bei beginnender Verfestigung erfolgge Einbringen der
Lungenscheiben mit der Apikalseite nach unten in die Formen und ddglieafdieser mit
frisch gemischtem Historesin plus Harter.

Nach Ausharten der Blocke wurde der Blockhalter entsprechend der Anleitgegracht.
Die stereologische Untersuchung der Lungen wurde von Dr. Antonia itedck und Prof.

Dr. Heinz Fehrenbach an der Philipps-Universitat Marburg durchgefuhrt.

3.2.9 Quantifizierung und Lokalisation der Zellproliferation

Eine Gruppe pneumonektomierter Mause und eine entsprechende Kontrollgrapgeen
eine kontinuierliche BrdU-Gabe Uber das Trinkwasser Gber 10 Tagartsegl am ersten
Tag nach der Pneumonektomie (0,8mg BrdU/ml, n=3). BrdU integriert inDNA
proliferierender Zellen in der S-Phase, mit der kontinuierlich@plkation ist es moglich,
alle proliferierenden Zellen in den ersten 10 Tagen des Lungenwachstums zenearki
Die Tiere wurden mit Halothan getdtet und der Thorax er6ffnet, 0,3mbueTek®
intratracheal injiziert, die Lungen dem Thorax entnommen, in Tissk@®Teingebettet, in

flissigem Stickstoff eingefroren und danach Gefrierschnitte von 6um Dicladlerst
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BrdU wurde mittels alkalischer Phosphatase-gekoppeltem anti-Buatikérper detektiert.
Die Praparate wurden mit dem AP-Substrat NBT/BCIP entelickund mit Neutralrot
gegengefarbt.

Reprasentative Areale wurden bei 200-facher Vergré3erung &dftedy die positiven und
negativen Zellkerne gezahlt und die Ratio der BrdU-positiven Kernesasamtkernzahl

bestimmt.

3.2.10 Typisierung der proliferienden Zellen

Zur Charakterisierung der proliferierenden Zellen wurden Immunfzenefarbungen an
Serienschnitten angewendet. Diese Untersuchung wurde an Pairgjebetteten Lungen
7 Tage nach PNX durchgefthrt.

Mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms wurdenuf dicke Serienschnitte erstellt. Nach
Deparaffinieren und Rehydrieren wurden jeweils 2 direkt aufeinanfidgende
Serienschnitte gewahlt. Ein Schnitt wurde fir den Proliferatiomkara Ki67
immunfluoreszenzgefarbt, der andere Schnitt fur eines der folgendbtypZspezifischen
Proteine: Zytokeration (epiteliale Zellen von Luftwegen und Alveglerdmooth muscle
Aktin (glatte Muskelzellen), Vimentin (Fibroblasten), pro-Sut&ntprotein B (proSPB,
Alveolar Typ-2 Epithelzellen) und CD31 (Endothelzellen).

Fur die Ki67-Farbung wurde das praparat in 10mM Zitratpuffer bei 120t@r 10
Minuten in einem Druckkocher erhitzt.

Die Immunfluoreszenzfarbung folgte einem Standardprotokoll. Alle Inkohath und
Waschschritte wurden mit PBS + 2,5% bovines Serumalbumin + 0,1%nTpit-100
durchgefuhrt. Unspezifische Bindungen des Sekundarantikdrpers wundgegmn durch
Blocken uber 30 Minuten mit 50% Ziegenserum verhindert. Als prim@ngikorper
dienten CD31 (Pharmingen), pan-Cytokeratin (Dako), Ki67 (Dako)SP® (Chemicon),

a-smooth muscle Aktin (Sigma) und Vimentin (Sigma), sekundare Arpigbmwaren

kreuzabsorbierte Ziegenantikdrper, gekoppelt an Alexa 488 oder Alexa 555

Fluoreszenzfarbstoffe (Molecular Probes). Die Inkubationszeiten diimare und
sekundéare Antikorper betrugen 60 bzw. 30 Minuten bei Raumtemperatur.
Auf Grund der Serienschnitte war es moglich, Kolokalisationen vo67Kund den

zelltypspezifischen Markern zu untersuchen.
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Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskodesicq) mit digitaler

Bilderfassung.

3.2.11 Prufung der Lungenfunktion der Maus in vivo

Verschiedene Parameter der Lungenfunktion pneumonektomierter sowieopetierter
Mause wurde mit Hilfe eines ,head-out® Bodyplethysmographen (64,127,180)
Zusammenarbeit mit Michael Wegmann aus dem ZentrallaboratodamKlinischen
Chemie und Molekularen Diagnostik der Philipps-Universitat Marburg, untersucht.
Der ,head-out‘-Bodyplethysmograph bestand aus einer 2,5 LiteroRagr
Glasexpositionskammer, an die eine den Kopf des Versuchtieres arsgpdtammer, die
Bodyplethysmographenkammer, eingefigt wurde. Die Maus wurde so mm de
Bodyplethysmographen positioniert, dass der Kopf des Tieres in dseHuitkammer
ragte.

Die Plethysmographenkammer wurde durch eine Latexhalsmatesdh&ticht von der
Frischluftkammer getrennt. Letztere wurde mit einem kontinigleein Luftstrom von
200ml/min bellftet. Durch die Bewegung des Brustkorbes der atmenders Murde die
Luft in der Plethysmographenkammer atemsynchron tber ein Ableitunggestirangt.
Der so entstandene Luftstrom am Ableitungsrohr des Plethgsapben wurde mittels
eines Pneumotachographen gemessen.

Fur die Messung wurden der kalibrierte Pneumotachograph und ein énffeldruck-
Messgerat mit einem Signalverstarker verbunden und an den einz®essplatzen
befestigt. FlUr jedes Tier wurde das gemessene digitaleabdes Druckmessers bei einer
Rate von 225000/s mit Hilfe eines Analog-Digital-Converters digigrt. Uber einen
Zeitraum von 15 Minuten wurden alle gemessenen Signale gesammelt und demittel
Folgende lungenphysiologische Parameter wurden am spontan atmendetbetaciitten
Tier bestimmt und mit Hilfe einer Notocord hem 3.5 Software berethrdas
Tidalvolumen, der mittelexspiratorische Luftstrom (Atemstromi&l die maximale

Atemstromstarke, die In- und Exspirationsdauer sowie die Atemfrequenz.
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Bild 3.1 — Schematische Darstellung der Messapparatur des ,headut”-
Bodyplethymographen.

Dargestellt sind die einzelnen Funkigparameter des Plethysmographen sowie
Positionierung der Maus in der Messapparatur.

(Exp.kammer: Glasexpositionskammer)

(Aus: Glaab, Daser et al., ,Tidal midexpiratory flow as a m@& of airway

hyperresponsiveness in allergic mice (64).)

3.2.12 Bestimmung des Ventrikelmassenquotienten

Um zu prifen, ob die unilaterale Pneumonektomie zu einer signifikantemgmalen
Hypertonie und in Folge davon zu einer Hypertrophie des rechten Yelstritihrt, wurde

der Quotient der Trockenmasse von rechtem und linkem Herzen effadér wurde der

rechte Ventrikel von linkem Ventrikel und Septum getrennt, die Heidggr 48 Stunden

bei 40°C auf Objekttragern getrocknet, danach gewogen und der Massenquotient errechnet.
Untersucht wurden die Herzen von 5 pneumonektomierten Tieren 21 Tage nach PNX

sowie von 16 nicht operierten Kontrolltieren.
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4 Ergebnisse
4.1 Quantitat und Kinetik des kompensatorischen
Lungenwachstums

Der chirurgischen Resektion der linken Lunge folgte eine rasehé vollstdndige
Regeneration des resezierten Lungengewebes durch Wachstum llegoeeden rechten
Lungenfligels. Zur genauen Darstellung dieses Mechanismus wuilmgreinen Zeitraum

von drei Wochen zu verschiedenen postoperativen Zeitpunkten (Tag 1, 3, 5, 7, 10, 21) das
Volumen der rechten Lunge und ihrer einzelnen Lappen bestimmt. @iBesder Gruppen
betrug jeweils acht Mause pro Zeitpunkt, insgesamt wurden 25 nichinporeektomierte
Kontrolltiere untersucht. Die Lungenvolumina wurden durch das individuel
Kdrpergewicht dividiert, um vergleichbare, massenspezifische Volumirexhalten (siehe
Anhang).

Einen ersten Uberblick gewahrt die Darstellung der Quantitat undetii der
Volumenzunahme der verbliebenen rechten Lunge der pneumonektomiedss i
Vergleich zu den Gesamtvolumina rechter und linker Lunge der nichtiespar
Kontrolltiere (Abbildung 4.1A). Durch die Resektion der linken Lunge wurden etwa 30,6%
des Gesamtvolumens entfernt.

Uber den Beobachtungszeitraum erfolgte eine signifikante Volumehmmaler rechten
Lunge bereits ab dem ersten Tag post operationem, die nach 21 Tegiee ivollstandige
Rekonstitution des urspriunglichen Lungenvolumens, verbunden mit einer
Gesamtvolumenzunahme auf 145% des Initialvolumens, mundete (Tabelle 4€l). Di
Volumenzunahme manifestierte sich, die einzelnen Lappen betrachtendpdigmnal. In

der Auswertung der Lappenvolumina der rechten Lunge zeigte sicl, diskardiale
Lappen im Verhaltnis zu seinem Ausgangsvolumen die starkste Volzumahme erfahrt.

Bei den Kontrolltieren fand sich fur diesen initial ein Wert von 0,0033,8001 ml/g, bei

den pneumonektomierten Mausen 21 Tage post-OP 0,0063 = 0,0002 ml/g, dies entspricht
einer Volumenzunahme von 85%; damit steigt sein prozentualer Gedaihteon 18% an

der rechten Lunge auf 23,2% (Tabelle 4.2) Die geringste Volumenzuméihdet sich im
kranialen Lappen: sein initiales Volumen liegt bei 0,005 + 0,0002 nidig,Tage spater
betragt es 0,0062 + 0,0001 ml/g (Tabelle 4.1), entsprechend einer Volumanzeinan

24% (MW + SEM).
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Abbildung 4.1- Quantitat und Kinetik der Zunahme des Lungervolumens der Maus
nach linksseitiger Penumonektomie

Abbildung 4.1A zeigt das massenspezifische Lungenvolumen der rechten lioksgeeltig

pneumonektomierter Mause (n=8) Uber einen Zeitraum von drei Wochen igieitdh zu

dem Gesamtlungenvolumen nicht operierter Kontrolltiere (RL+LL Kaoltd, n=25) und

dem Volumen der rechten Lunge nicht pneumonektomierter Mause (RL dle)trDie

Lungenvolumina wurden fur das Korpergewicht korrigiert.

Abbildung 4.1B stellt die Volumenzunahme der einzelnen Lungenlappen beineine

Ausgangswert von 100% dar. Der Herzlappen zeigt eine Volumenzunabmea. 85%

im Vergleich zu seinem Ausgangsvolumen und somit das ausgepragteste

Wachstumsverhalten, der kraniale Lappen zeigt mit 24% die géengsozentuale

Volumenzunahme. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler.

(RL=rechte Lunge; LL= linke Lunge)
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Tag post- | Korpergewicht Kardialer Kranialer Mittellappen Kaudaler
gorljj P [g] Lappen Lappen Volumerf)ch3] Lappen
Volumen [cm® | Volumen [cm’] Volumen [cm’]

Kontrolle 23,9+ 0,25 0,082+0,003 0,117+ 0,004 0,08+ 0,004 0,169+0,005
1 22,05+0,54 0,09+ 0,004 0,13+0,007 0,09+ 0,004 0,19+0,004
3 23,59+0,49 0,099+0,003 0,138+ 0,007 0,095+0,008 0,204+0,01
5 25,04+ 0,45 0,121+ 0,009 0,156+ 0,008 0,105+0,008 0,218+ 0,0111
7 24,1+ 0,51 0,126+ 0,005 0,157+ 0,006 0,118+0,006 0,227+0,011
10 24,13+ 063 0,133+ 0,001 0,167+0,01 0,109+ 0,01 0,224+0,0[L
21 26,5+0,42 0,167+ 0,004 0,165+ 0,002 0,133+0,008 0,257+0,004

Tabelle 4.1 — Korpergewicht und Volumen der einzelnen Lungelappen der rechten

Lunge vor und nach linksseitiger Pneumonektomie der Maus.

In der Tabelle ist das kompensatorische Wachstumsverhalten duechatzfioluten

Volumina der einzelnen Lappen (in émder rechten Lunge unilateral pneumonektomierter

Mause (n=8 pro Gruppe) Uber einen Zeitraum von 21 Tagen im Vergiiatken nicht-

pneumonektomierten Kontrolltieren (n=25) dargestellt. AngegebendsaMittelwerte +
Standardfehler.
Das gesamte Lungenvolumen eines nicht-pneumonektomierten Tieresiamtsiamit
0,649 + 0,017 cr) das einer Maus 21 Tage nach der Pneumonektomie 0,724 +0,006 cm

im Vergleich dazu betragt das Volumen der linken Lunge einer spaeumonektomierten
Maus 0,198 +0,006 cialso etwa 30% der Gesamtlunge.

(PNX= Pneumonektomie, d= Tag)
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Rechte Rechte
- Rechte Lunge, | Rechte Lunge,
Massenspezifisches Lunge, Lunge, . .
. . kaudaler kardialer Linke Lunge
Volumen kranialer Mittellap-
L Lappen Lappen
appen pen
Kontrolle [mm */g] 498+0,18| 3,41+0,12 7,24 +£0,22 3,43+0,12 $B:130,23
Kontrolle 18,10 12,40 26,40 12,50 30,60
[% gesamt]
Kontrolle
[% der re. Lunge] 26,10 17,90 38,00 18,00 -
21d PNX [mm*g] 6,23+0,13| 5,06+0,16 9,70+ 0,24 6,33+0,19 -
21d PNX
[% der re. Lunge] 22,80 18,50 35,50 23,20 -

Tabelle 4.2 Volumina der einzelnen Lungelappen vor

Pneumonektomie und 21 Tage nach linksseitiger Pneumonektomie d&faus.

— Verteilung der

Bei nicht operierten Kontrollmausen entspricht das massenspéafigslumen der linken
Lunge 30,6% des Gesamtlungenvolumens, auf den kranialen Lappen enttlén, auf

den Mittellappen 12,4%, auf den Kaudallappen 26,4% und auf den kardialen Lappen
12,5%.

Bezogen auf seinen prozentualen Anteil an dem massenspezifischanarotier rechten
Lunge zeigt der kardiale Lappen die ausgepragteste relative \éolemimahme 21 Tage
nach linksseitiger Pneumonektomie, der Anteil des mittleren Lappégiist weitgehend
unveréandert, der kaudale und der kraniale Lappen zeigen eine Verminderweyy ihr
relativen Volumenanteils. Darstellung der Mittelwerte und Stediéhler, n=8 fur 21d
PNX, n=25 fir Kontrollen.

(massenspezifisches Volumen= Volumen/ Kérpergewicht)
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4.2 Qualitat des Lungenwachstums nach linksseitiger

Pneumonektomie

21 Tage nach linksseitiger Pneumonektomie ist das Volumen der rethiege dem
Volumen der rechten und linken Lunge nicht pneumonektomierter M&use nahezu
identisch. Zur Uberpriifung, ob diese Volumenvermehrung durch eingeigiasie des
Gewebes, bedingt durch eine proliferative Expansion alveolarer Whaktigen und
Neuformation von Alveolen und Luftwegen, oder ausschlie3lich durch eine Dghihem
Lungenstruktur hervorgerufen wurde, wurden der gesamt-DNA-Gehalt und die
Zellproliferation bestimmt, sowie detaillierte stereologische Wntehungen durchgefinhrt.

Wie in Abbildung 4.2 erkennbar, liegt 21 Tage nach der Pneumonektomie der DNA-Gehalt
der rechten Lunge signifikant Gber dem der rechten Lunge nicht pneumonektemi
Mause (p<0,05), und ist dem gesamt-DNA-Gehalt rechter und linker Lumgkt
pneumonektomierter Mause nahezu identisch. Daraus lasst siclenpldgiss die DNA-
Masse, welche pro Zelle als in etwa gleich anzusehen ist, dtwdiiferation des
Lungengewebes vermehrt worden ist, also eine Hyperplasietanstaeiner Hypertrophie

des vorhandenen Gewebes eingetreten ist.
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Abbildung 4.2 — Gesamt-DNA-Gehalt der Mauslunge vor und 21 Tagenach
linksseitiger Pneumonektomie.

Die Abbildung zeigt die Zunahme des gesamt-DNA-Gehaltes lderge linksseitig
pneumonektomierter Mause 21 Tage nach der Operation (RL 21d PNXjm=aBrgleich
zu der gesamt-DNA nicht-pneumonektomierter Mause (RL+LL Kontralkb) und der
gesamt-DNA der rechten Lunge nicht pneumonektomierter Mause KBtrolle), in
Relation zum individuellen Korpergewicht.

Die DNA-Masse der rechten Lunge pneumonektomierter Mause gieigt21 Tage nach
der Operation signifikant erhdht im Vergleich zu der rechten Ludge Kontrolltiere
(p<0,05); im Vergleich zu der Gesamtlunge besteht kein signifikanter Ldhieis

(RL= rechter Lappen, LL= linker Lappen; Mittelwert £Standardfehler
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4.3 Morphometrische Untersuchungen der Lungenstruktur
pneumonektomierter und nicht-pneumonektomierter Mause

Zur detaillierten Bestimmung morphometrischer Parametet.degenstruktur wurden die
Lungen in Methylmetacrylat eingebettet und 1um SemidinnschnitBeire erstellt. Die
Schnitte wurden entsprechend den Vorgaben des ,uniform random samluggtgillig
ausgewabhlten reprasentativen Lungenarealen gefertigt. J&yegienschnitt 1 und 4 einer
Serie wurden stereologisch durch die Arbeitsgruppe von Professeelitenbach und Dr.
A. Fehrenbach, Klinische Forschergruppe ,Chronische Atemwegsdddngen®, Philipps
Universitdt Marburg, lichtmikroskopisch mit Hilfe des Cast-&®ystems ausgewertet
(n=5 pro Gruppe).

Diese Untersuchungen zeigten, dass die massenspezifischen (fUrindiagluelle
Kdrpergewicht normalisierten) Parameter Lungenvolumen, alveolare fl&dtyer,
Lungenparenchym, Nicht-Lungenparenchym und Luftwege sich nichtfigigni zwischen
der rechten Lunge pneumonektomierter Tiere und der gesamten Lunde nic
pneumonektomierter Tiere unterschieden (Tabelle 4.2). Das Fehlenfilkggter
Unterschiede bedeutet, dass das jeweilige Kompartiment durchkalapensatorische
Lungenwachstum post-Pneumonektomie proportional wiederhergestellt wurde.
Signifikant groRer war jedoch das massenspezifische Volumen deplrsepten 21 Tage
nach Pneumonektomie, welches zusammen mit dem histologischen Befundtedsdire
Alveolarsepten in einigen Arealen durch eine teilweise noch unvollgi@ndusreifung
neu entstandener oder durch Proliferation vergro3erter Septen zu erklaren ist.
Ebenfalls signifikant erh6ht 21 Tage nach Pneumonektomie war das gnlewichtete
mittlere Alveolarvolumen (Tab. 4.3). Dieser Parameter gibt Auskibir die relative
Alveolengrol3e, er erlaubt aber keine Aussage Uber die absoluteol@hgroRe oder
Alveolenanzahl. Diese Parameter werden derzeit erst an deweli aus dieser Arbeit
etabliert. Das erhohte volumengewichtete mittlere Alveolarvolurdentet jedoch auf
einen Zugewinn an Alveolaroberflache teils durch Neoalveokisig (Neoseptierung)

sowie teils durch Vergré3erung bereits vorhandener Alveolen hin.
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Parameter Kontrolle PNX-21 Signifikanz
Kdrpergewicht [g] 24,3+0,3 28,0+0,7 P =0,001
Lungenvolumen [mm3] 721 +£27 857 £ 25 P =0,006
Massenspezifisches
Volumen [mms3/g KG]

Lunge 29,7+£0,9 30,6 £0,9 N.S.
Nicht-Parenchym 3,9+0,3 40+0,2 N.S.
Parenchym 25,8+0,8 26,6 £0,8 N.S.

Luftraum 229+0,7 23,1+0,7 N.S.
Alveolen 15,2+0,5 16,2+0,6 N.S.
Alveolargange 7,7+0,4 6,9+£0,3 N.S.
Alveolarsepten 29+0,2 36+0,1 P =0,023

Volumengewichtetes

mittleres Alveolarvolumen 51,4+1)9 89,4+4,3 P <0,001

[10° ]

Totale alveolare Oberflache 410 + 13 453 + 11 P =0,033

Sa [cm?]

Massenspezifische Sa 16,9404 16,2403 NS,

[cm?2/g]

Tabelle 4.3 Morphometrie der Mauselunge vor und 21 Tage nach lingeitiger

Pneumonektomie

Die Tabelle zeigt die stereologischen Daten der Gesamtlumgi@ operierter Méause
(Kontrolle, n=5) im Vergleich zu der rechten Lunge pneumonektomiéertere (PNX,

n=>5).

Es bestehen keine signifikanten Unterschiede bezuglich der maszifisspen (fur das
Korpergewicht normalisierten) Parameter Lungenvolumen, alveolare fl&xdtyes,

Lungenparenchym, Nicht-Lungenparenchym und Luftwege. Das massé#isspez
Volumen der Alveolarsepten und das volumengewichtete mittlere Alaemlanensind

bei pneumonektomierten Mausen signifikant gréf3er als bei Kontrollen.

(Mittelwert +Standardfehler; Sa= Oberflache, N.S.= nicht signifikant
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Abbildung 4.3 — Subpleurale Lokalisation verdickter Alveolarsepten ( 21d pst PNX)

In den Semidunnschnittpraparaten (A-F) finden sich einigen subpleufaieslen 21

Tage nach Pneumonektomie teils verdickte Alveolarsepten (C, F)nimagsten anderen

Arealen, sowie in den nicht operierten Kontrolltieren hingegen awseéifizierte, schmale

Septen (A, B, D, E). Diese verdickten Septen kénnen als noch nicht valigtausgereifte

Septen nach Neoseptierung bzw. intraseptaler Zellproliferation preteert werden.
Masson-Goldner-Farbungen (G, H; rot-braun = Zellkerne, grun rd@&jewebe) zeigten

eher eine

Hyperzellularitat in den verdickten Septen als eierméhrung des

Bindegewebes (G, Pfeilkopfe). (TB= terminale Bronchiolen, AD= Alaegange, PL=
Pleura, V= venoses Gefal?)
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4.4 Zellproliferation nach unilateraler Pneumonektomie

Zur Bestimmung der Zellproliferation nach linksseitiger Pneumoneigowuren zwei
verschiedene Verfahren angewendet:

1. Eine kontinuierliche Fitterung der Tiere mit Bromodesoxyuridind(B Uber einen
Zeitraum von 10 Tagen, zur Markierung aller proliferierenderiefein diesem Zeitraum.
Die Tiere wurden 10 Tage nach der Pneumonektomie histologisch untensadhdie
BrdU-positiven Zellkerne bestimmt (Abb. 4.4). Die Proliferation in pneagktomierten
Tieren war signifikant erhoht.

2. Bestimmung der Proliferation an Tag 7 nach der Pneumonektomid aume Ki67-
Farbung. Es zeigte sich eine massiv erhdhte Proliferationsadtiuit den Lungen

pneumonektomierter Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren ( Abb. 4.5.
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Abbildung 4.4 — Quantifizierung alveolarer Proliferation mittel s Bromodesoxyuridin
(BrdU)

Die Tiere wurden 10 Tage nach Pneumonektomie kontinuierlich Gber rifdevBsser mit
BrdU gefittert. Die pneumonektomierten Tiere zeigten eine slgmti starkere
Proliferation als die Kontrolltiere (Kerne blau gefarbt). Dialkengrafik zeigt den
Proliferationsindex (BrdU-positive septale Zellkerne /gesamte Zat¥ eldkerne, p<0,05).
(BrdU-positive Kerne= blau, BrdU-negative Kerne= rotbraun; &httert £Standardfehler,
n=3; PNX= Pneumonektomie, d= Tag)
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Ki67 Ki67 — hoe

Kontrolle

PNX 7d

Bars = 100 um

Abbildung 4.5 — Vergleichende Darstellung der proliferiererden Zellen einer

Kontrolllunge und einer Lunge 7 Tage nach der Pneumonektomie.

Die linken Bilder zeigen eine nukleare Farbung fur das Prolii@naantigen Ki67 (rot),
die rechten Bilder eine Ki67-Farbung in Kombination mit dem Kero$swff Hoechst
33342 (blau/ Ki67-hoe)

Die erhodhte Proliferationrate 7 Tage nach linksseitiger Pneumomaét (PNX 7d) im
Vergeich zur Kontrolle ist deutlich erkennbar.
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Abb. 4.6
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Abbildung 4.6 — Phanotypische Charakterisierung der proliferieenden Zellen 7 Tage
nach linksseitiger Pneumonektomie.

Die Zeilen zeigen jeweils Serienschnitte, immunfluoreszerarge fur Proliferation
(Ki67) sowie zelltypische Markerproteine: rot= Zytokeratin (i, A), pro-SPB (Typ-2
Zellen, C), CD31 (Endothel, F)p-smooth muscle Aktin (glatte Muskelzellen, H),
Vimentin (Fibroblasten, K), Ki67 (B, D/E, G, I/J, L); Zur besser®rientierung sind
Zellkerne (blau, Hoechst 33342) sowie teilweise Gewebe-Autofaramez (grin)
dargestellt. Abb. 4.6 A & B zeigen proliferierende Bronchialepih@feilkopfe) und
Alveolarepithelzellen (Pfeile), Abb. 4.6 C & D zeigen proliferiade Typ-2 Epithelzellen
(Pfeilkopfe), Abb. 4.6 F & G zeigen proliferierende Endothelzellen imee
Pulmonalarterie (Pfeilkopfe), Abb. 4.6 H-J zeigen proliferiereryliatte Muskelzellen
(Pfeilkopfe), Abb. 4.6 K & L zeigen proliferierende alveolére Fibraia (Pfeilkdpfe).
Die Skalenbalken entsprechen 100um.
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4.5 Prifung der Lungenfunktion in vivo

An spontan atmenden, pneumonektomierten Tieren (Tag 3 und Tag 21; jeweils n=4), sowie
an nicht operierten Kontrolltieren (n=4) wurde ein Lungenfunktionisteginem ,head-
out” Bodyplethysmographen durchgefihrt (s. Kap. 3.2.11).

In den Diagrammen (Abb. 4.7) werden die Unterschiede in der Lungendumnétkennbar.
Drei Tage nach der linksseitigen Pneumonektomie zeigten die @ireedeutlich erhdhte
Atemfrequenz, ein vermindertes Tidalvolumen, eine Senkung der Atemstarke, sowie
verkurzte In- und Exspirationszeiten, bedingt durch den Verlust an Inpagenchym. 18
Tage spater hat mit der weitgehenden Wiederherstellung des Uogdishen
Lungenparenchyms eine  Angleichung an die Werte der nicht-ofarieiiere
stattgefunden.

Die Verbesserung der Lungenfunktion 21 Tage nach Pneumonektomieiigleich zu 3
Tagen nach Pneumonektomie Kkorreliert somit mit der bereits demensiri

Normalisierung des Lungenvolumens und der der gasaustauschenden Oberflache.
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Abbildung 4.7 — Lungenfunktion in vivo.

Darstellung der Atemfrequenz, des Tidalvolumens, der mitteletquisghen sowie der
maximalen Atemstromstarke, der Inspirationszeit und der Expira@hsspontan
atmender Mause. Lungenfunktionsuntersuchungen wurden vor Pneumonektomie
(Kontrolle) sowie an Tag 3 (3d PNX) und Tag 21 (21d PNX) nach Pneumone&tomi
durchgefihrt. An Tag 3 zeigten sich eine erhohte Atemfrequenz,ingerne
Atemstromstarken, verringertes Tidalvolumen und verringerte laspis- und
Expirationszeiten. Diese Veranderungen reprasentieren die funk&oBeischrankung
durch die Resektion der linken Lunge. Alle Parameter sind 21 TadePaeumonektomie

weitgehend normalisiert (Mittelwerte £ SEM, n=4 pro Untersuchungszeitpunkt
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4.6 Kardialer Ventrikelmassenquotient als Parameter ener
rechtsventrikularen Hypertrophie

Bei einer Erh6hung des Widerstandes des pulmonalen Gefal3bettes kemrdutch die
vermehrt zu leistende myokardiale Arbeit des rechten Herzermsner rechtsventrikularen
Hypertrophie als indirekter Parameter einer pulmonalen Hypertonie.

Der rechte Ventrikel sowie der linke Ventrikel samt Septum demr 21 Tage nach
Pneumonektomie (n=5) sowie bei nicht operierten Kontrollméusen (n=16)rpépand
getrocknet. Der Quotient aus der Masse des rechten VentNMadse des linken
Ventrikles plus Septum wurde bestimmt. Es ergab sich kein signiékdsmterschied der
Ventrikelmassenquotienten, somit kein Anhalt fur das Vorliegen eimgnifikanten

pulmonalen Hypertonie (Abb. 4.8).

" Abbildung 4.8 - Vergleich der
Ventrikelmassenquotienten R/L.
5 . 21 Tage post operationem zeigten
% Herzen der linksseitig pneumonektomier
% 0.2 Tiere keine signifikante Zunahme ¢
é Ventrikelmasse des rechten Ventrikels.
E 0.1- n(PNX-21)=5, n(Kontrolle)=16;
Mittelwerte £ STABW
0.0-

Kontrolle PNX-21



5 Diskussion

Obwohl das kompensatorische Lungenwachstums bereits bei vielen iedesobn Spezies
(24,30,73,98,119,136,170) beobachtet wurde, sind die molekularen Mechanismen, welche
dieses Lungenwachstum initiieren und regulieren, bis heute weitgehend unklar (63)

Das kompensatorische Lungenwachstum verlauft bei den unterschied&ugetierarten
grundsatzlich ahnlich, Unterschiede treten allerdings zwischen dethBechtern, dem
Alter und dem hormonellen Status auf (28). Das in der vorgelegten AAyeivendung
findende Modell des post-Pneumonektomie Lungenwachstums der InzuchtmauseBb57BI/
eignet sich moglicherweise sehr gut fur die Untersuchurrglguktion und Regulation

der Alveolarisierung im adulten Organismus. Grundlage dafluiletdings die detaillierte
Kenntnis der Kinetik und Quantitat des kompensatorischen Wachstums, €riaétat,
Lokalisation und Funktionalitat, da insbesondere diese in den bisherigen
Veroffentlichungen bezuglich des kompensatorischen Lungenwachstums des M
(27,97,194) keine Berticksichtigung finden. Das Tiermodell der Maus laatebrund der
Moglichkeiten genetisch manipulierter Stamme einzigartigeeermentelle Moglichkeiten

von hoher biologischer Aussagekraft. Um geschlechtsspezifische iakisren
weitestgehend zu minimieren, wurden nur mannliche Tiere derselltensgtufe (12-16
Wochen) verwendet.

Die Klasse der Saugetiere zeigt eine ausgepragte angdireite in den Organgewichten
der Herzen, Lungen, Nieren und anderer grol3er Organsysteme dehniedenen Spezies.
Trotzdem folgen diese Organe grof3er und kleiner Sauger physiohogifinlichen
Systemen bezuglich ihrer Morphologie und Funktion. Auch bei Mausaaefisich ein
konstantes Verhéltnis von Lungenvolumen zu Koérpergewicht. Um Volumina und
morphometrische Parameter vergleichbar zu machen, wurden dehergsibnisse fir das
individuelle Gewicht normalisiert (durch dieses dividiert) (163).

Die Tatsache, dass in verschiedenen Saugetierspezies aucwachSenenalter unter
gewissen Umstanden eine Rekonstitution des Lungenparenchyms und der
gasaustauschenden Oberflachen stattfindet (45,63,74,75,99) legt die Existeiszscher
biologischer Regulationsmechanismen nahe, welche die pulmonale Gewebehomdoostase
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das Wachstum der Alveolen wund die Neoalveolarisierung steuern
(28,88,89,90,97,112,151).

Die hier vorgelegten Daten bilden die Grundlage zur weiteren funktemé&/ntersuchung
dieser Regulationsmechanismen. Es konnte gezeigt werden, dassdes Maus Uber
einem Zeitraum von drei Wochen nach einer linksseitigen Pneumonektamigner
vollstandigen Wiederherstellung des Lungenvolumens und der GasaustauBiabhbber
kommt, die zu einer Normalisierung auch funktioneller Parameter imr de
Bodyplethysmographie flhrte.

Mit der Erstellung einer Wachstumskurve durch Bestimmung der Lungenududes
rechten Lungenfligels am 1., 3., 5., 7., 10. und 21. Tag nach linksseitiger
Pneumonektomie, bei der im Mittel 30,6% des Lungenvolumens entfernt wurdengkonnt
im Vergleich zu einer nicht-operierten Kontrollgruppe gezeigtdeer dass es in diesem
Zeitraum zu einer vollstandigen Wiederherstellung des ursprimagiicvVolumens der
gesamten Lunge kommt.

Dabei ist die Volumenzunahme der einzelnen Lungenlappen der redhiege
unterschiedlich stark ausgepragt, der kardiale Lappen zeigt dieksst relative
Volumenzunahme. Dieses ist mdglicherweise durch die groldte réanlic
Entfaltungsmdoglichkeit fir den kardialen Lappen gegeben, da deseder Maus unter
dem Herzen transmediastinal auf die linke Seite gelangen kanrdaridviel Platz im
linken leeren Hemithorax einnehmen kann. Die Dehnung des Lungengeustbems
Schlusselreiz der Initiierung des post-Pneumonektomie Lungenwachsturdsdiese
konnte durch die Evakuation des linken Hemithorax am starksten auf den kardialen Lappen
wirken und in geringerer Starke auf die Ubrigen Lappen (74,170).

Mittels der quantitativen Bestimmung der gesamt-Desoxyribonuklemesder Lungen
wird ein annahernder Rickschluss auf die gesamte Zellmasse dgem.umdéglich. Die
DNA-Messungen in der vorliegenden Arbeit zeigten eine sigmiigaErhdhung der
gesamt-DNA-Menge der rechten Lunge eines linksseitig pneumométten Tieres im
Vergleich zu der rechten Lunge nicht-operierter Mause. Diea@®¢DNA-Masse der
rechten Lunge nach Pneumonektomie war vergleichbar derjenigernr luriek rechter
Lungen nicht operierter Mause. Dies bedeutet einen massiven Zugewi pulmonalen
Zellen innerhalb der relativ kurzen Beobachtungszeit von 21 Tagenglaieinbare
Ergebnisse wurde bereits vor kurzem beschrieben (75, 97).
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Der signifikante Zuwachs an Zellzahl muss mit einer signifikantProliferation
pulmonaler Zellen einhergehen. Untersuchungen zur ProliferatioBrmrmodesoxyuridin
(54) zeigten eine signifikante Zunahme des Proliferationsindexes seg#dlen (Abb. 4.4)
den ersten 10 Tagen nach Pneumonektomie. Immunhistologische Untersucmindem
nuklearen Proliferationsmarker Ki67 an Tag 7 nach Pneumonektomie chrerglimit
Kontrolltieren zeigte ebenfalls eine massiv vermehrte Praliten in der
Pneumonektomiegruppe (Abb. 4.5). Die weitere Spezifizierung der pieliéaden Zellen
anhand der Ko-Expression zelltypspezifischer Antikorper und Ki67tedipb. 4.6), dass
alle wichtigen zellularen Kompartimente an dieser Proliferabeteiligt sind (Endothel,
Bronchial- und Alveolarepithel, glatte Muskelzellen, Fibroblasten). ifération war in
allen Bereichen der Lunge zu beobachten, mit teilweise besond&e&snung in
subpleuralen Bereichen, was eine lokoregionale Beginstigung des nwagestums
subpleural nahe legt. Die Lokalisation des Alveolenwachstums sdereBildung neuer
Septen im adulten Organismus ist bisher nicht genau bekannt. bpden fetalen und der
postnatalen Lungenentwicklung werden die Alveolen durch die Generierung
sekundaren Septen gebildet. Die primaren Septen bilden die Luftraudee ietzten Phase
der Lungenentwicklung vor der alveoldren Phase, der sog. sakkularen Hhamsére
Septen enthalten eine kapillare Doppelmembran, also eine Kapillajede epitheliale
Seite des primaren Septums. Zwischen den Kapillarmembranenhartdee Elastinfasern
und Fibroblasten heben diese mitsamt der anliegenden Epithelmembragekalsdares
Septum aus der Ebene des primaren Septums heraus, und bilden somiwenalveole
(32). Dieses primordiale sekundare Septum enthalt ebenfalls dpillare
Doppelmembran, welche im weiteren Verlauf der Septenreifungemer einzigen
Kapillarschicht im Septum verschmilzt. Burri et al. postuliastelass Alveolen nur in
Bereichen entstehen konnen, die wie die primaren Alveolarsepira kapillare
Doppelmembran besitzen (32). Diese befinden sich in der adulten Lamgelen
Grenzflachen der Alveolen zu den grof3en Luftwegen, den grol3en Gefal3ezruuhet
Pleura.

In den Semidunnschnittpraparaten, welche in der vorliegenden Arbeiten@okgischen
Untersuchung der Lungenstruktur verwendet wurden, fielen noch an Zlagach
Pneumonektomie Areale mit verdickten Alveolarsepten auf (Abb. 4.3@séiwaren
ebenfalls subpleural lokalisiert. Bindegewebsfarbungen zeigtendaas®rdickung durch

eine Hyperzellularitat bedingt war und nicht durch vermehrte Einlagerung von

der
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Extrazellularmatrix (Abb. 4.6G). Aus den erhobenen Morphometriedatenallem:
Ausgleich der alveolaren Oberflache unter Anstieg des nettleklveolardurchmessers
nach Pneumonektomie) ergab sich als Schlul3folgerung eine VergroR3exuatyeblaren
Oberflache durch zwei unterschiedliche Prozesse: 1. Neoali®etang durch
Generierung neuer Alveolarsepten, sowie 2. die VergroRerung dergidrhandener
Alveolen. Der Befund, dass Zellproliferation in allen Bereichenldarge zu verzeichnen
war, diese jedoch in subpleuralen Alveolen verstarkt erschien, koénnge al
Neoalveolarisierung subpleural sowie Expansion vorbestehender Alydddenchi und
GefalRe in den zentraleren Lungenarealen gedeutet werdee. Bypsthese bedarf jedoch
genauerer Analyse durch weitergehende Untersuchungen.

Die Untersuchung lungenfunktioneller Parameter der Mause in vilgtezedass drei Tage
nach der unilateralen Pneumonektomie eine deutliche Verschlechterumg de
Lungenfunktion mit vermindertem Tidalvolumen und verminderter mittlere
Atemstromstéarke, einschlie8lich der maximalen exspiratorischeaemsgtromstarke,
erhohter Atemfrequenz, erhdhter In- und Exspirationszeit vorlag (Abb. 4.7).

21 Tage nach Pneumonektomie hatte eine Normalisierung dieser Parata¢igefunden.
Dies zeigt, einhergehend mit der histologischen, auch eine funktsomakonstitution
durch kompensatorisches Lungenwachstum.

Durch die unilaterale Pneumonektomie wird ein signifikanter Anta@itht nur der
Gasaustauschoberflache sondern auch des pulmonalen Gefal3bettes @idsestkonnte
zum Anstieg des pulmonalen GefaRwiderstandes und damit zur Entwicléurey
pulmonalen Hypertonie fuhren. Eine rechtsventrikulare Hypertrophie ei@réendirekter
Hinweis auf das Vorliegen einer pulmonalen Hypertonie. Es konnte invodiegenden
Arbeit keine signifikante Massenzunahme des rechten Ventrikdigefgtellt werden, eine
signifikante pulmonale Hypertonie in diesem Pneumonektomiemodell istitdaum
untersuchten Zeitpunkt (21 Tage nach Pneumonektomie) nicht zu erwarterngAnal
diesem Befund gibt es keine Hinweise auf die Entwicklung einempublen Hypertonie
bei Patienten nach unilateraler Pneumonektomie (99,132,179). Die Moéglichkédge,
durch Vasodilatation und Rekrutierung wenig oder nicht perfundierteiiff&e einen
erhdhten transpulmonalen Blutflu3 ohne Anstieg des pulmonalvaskularen Winerstzu
erreichen, ist hinreichend bekannt (46, 111).

Fur Kaninchen und Hunde ist eine Altersabhéangigkeit des kompensatmisc

Lungenwachstums nachgewiesen worden (36).Untersuchungen an adulten Hugtiem zei
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dass bei ihnen kompensatorisches Lungenwachstum nur nach der Entfernung von
mehr als 50% des Lungenvolumen (rechte Lungenhélfte) auftritt (73,7t allerdings
nach der Resektion der linken Lunge, die einen Volumenanteil von 45%ibatlewelpen
scheinen allerdings die Fahigkeit zu einer vollstandigen Wiedddilensy der
Lungenkapazitat auch nach Entfernung kleinerer Lungenanteile benha(167). Im
Gegensatz dazu wurde im Rattenmodell keine AltersabhangigkeiPaezesses gefunden
(178). In der vorliegenden Arbeit wurde die Altersabhangigkeit demgemsatorischen
Lungenwachstums der Maus nicht bertcksichtigt, es wurden nur adié@tese im Alter
von 12-14 Wochen untersucht, da dieses Modell zur zukilnftigen Evaluierung de
Mechanismen des adulten Lungenwachstums dienen soll.

Unterschiedliche Faktoren wurden bereits im Hinblick auf die @aestden Faktoren und
den Ablauf des kompensatorischen Lungenwachstums untersucht. Eine elgsdeei
Rolle scheint dabei der mechanische Zug auf das verbliebeneehgewebe zu spielen,
der eine Stimulation der Zellproliferation bewirgt09). Im Gegensatz dazu bewirkte die
Verhinderung der mediastinalen Verschiebung mittels Einbringeer &ilikonprothese in
den frei gewordenen Hemithorax eine Inhibition der regenerativegarge (74)Kaza et
al. stellten fest, dass es im Verlauf des kompensatorischen Lumaglstums zu einem
frihen Anstieg des Proliferationsindexes (Hyperplasie) und im Wnss daran zu einem
Anstieg der Protein-zu-DNA-Ratio (Hypertrophie) kommt (90Entgegen der
urspringlichen Lehrmeinung, dass das kompensatorische Lungenwachstaohliel3lich
auf einer Vermehrung oder Dehnung der Alveolen beruhe, wiesen Hsial. ean
Hundewelpen nach, dass proportional zur Zunahme der Alveolenmenge &imeiMung
der bronchiolaren Segmente und azinaren Verzweigungsstellenastht{75). Diese
Ergebnisse decken sich weitgehend mit den in dieser Arbeit erholsasrologischen
Daten. Die massenspezifischen Volumina der Luftrdume, sowohl in den alve@argen
als auch in den Alveolen selber und die gesamte am Gasaustausiigtbe@berflache
pneumonektomierter Mause 21 Tage post operationem zeigten keine ksigteh
Unterschiede im Vergleich zu der nicht-operierten Kontrollgruppediglich die
alveolaren Septen der pneumonektomierten Mause stellten sich salvaggnifikant
verdickt dar, als Hinweis auf noch ablaufende Differenzierungsvaggader neu
gebildeten Alveolarsepten. Veranderungen der Bronchien (Ausdehnung des
Brochialepithels in vorherige Alveolargédnge, vermehrte Verzwegguer kleinen

Bronchien) wurden in der vorliegenden Arbeit nicht berlcksichtigt. Eine alleinige
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VergroéRerung der Alveolarregion ohne paralleles Wachstumuféeitenden Strukturen
konnte zu einer relativen Obstruktion fiihren; eine solche wurde bei der
Lungenfunktionsuntersuchung pneumonektomierter Mause nicht detektiert (de
mittelexspiratorische Atemfluss ist ein guter Param&ieObstruktion in dem Maus head-
out Bodyplethysmographen) (64, 180). Eine proportionale Zunahme der [rfitieib
Systeme ist als grundlegende Voraussetzung fur die Wiedézhengy der gemessenen
regelrechten Lungenfunktion in Hunden beschrieben worden (75). Ob aufgrund de
deutlich geringeren Gasmengen in Mauslungen ebenfalls eine Expateaiderminalen
Bronchiolen notwendig ist, ist derzeit unklar.

Takeda et al. zeigten, dass Hundewelpen ein Jahr nach einer egthess
Pneumonektomie eine normale Funktion des Gasaustausches aufweiséfieibeeder
Sauerstoffaufnahme, des Lungenvolumens und der arteriellen Blutgageaehien den
Normwerten nicht-operierter Kontrolltiere. Post mortem konnte diesen Tieren 18
Monate nach der Operation an Hand des Volumens der Alveolarsepten undlldé&iren
Kompartimente der Septen demonstriert werden, dass diese ebetdall Normwerten
entsprachen (167). Andere funktionelle Untersuchungen als Bodyphetigyaphie
wurden in der vorliegenden Arbeit nicht durchgefuhrt, Gasaustauschparame z.B.
CO-Diffusion waren von hdchstem Interesse, sind jedoch derzeit iMdeis noch nicht
etabliert.

Beim erwachsenen Menschen wurde kein kompensatorisches Lungenwachstum
beobachtet, Kinder zeigen nur eine partielle Restitution durch Lungemstum nach
Teilresektion des Lungengewebes (99). Implantationen von Teilen ath#ten humanen
Lunge in Kinder resultierten lediglich in einer Dehnung des Traarsptes wahrend der
Wachstumsphase, eine Neoalveolarisierung blieb aus (50).

Eine Langzeitstudie an Patienten, bei denen zwischen dem 2. und derab&hdjahr eine
Lungenteilresektion durchgefuhrt wurde, ergab fur die verschiedendarsaiufen
unterschiedliche Ergebnisse: wurde die Pneumonektomie im Alter wé&n Jahren
durchgefuhrt, unterschied sich die spatere Lungenfunktion kaum von der eine
vollstandigen Lunge, bei 6-20-jahrigen zeigte sich eine sigaifi geringere
Ventilationskapazitat, bei >20-jahrigen trat nochmals eine détlee VVerminderung auf.
Trotzdem wiesen alle Studienteilnehmer nach 30 Jahren Beobachtungs®eigute
Lungenfunktion auf, ein  Hinweis auf langfristige  Funktionalitidtder

Anpassungsmechanismen (99). Lungenfunktion allein lasst jedoch keine Ruckschliisse auf
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regenerative Prozesse des Lungenparenchyms zu, da die Lungbosiegunktionelle
Kompensationsfahigkeit aufweist.

Die in dieser Arbeit untersuchten Parameter vermitteln einailliettes Bild des
kompensatorischen Lungenwachstums bei der Maus.

Innerhalb eines Zeitraumes von drei Wochen nach linksseitiger Pnektoanie tritt eine
rasche und vollstandige Regeneration verlorenen Gewebes in deeberi#n Lunge ein.
Eine signifikante zellulare Proliferation wichtiger struktueelpulmonaler Zelltypen, die
Wiederherstellung der urspriinglichen alveolaren Septenmasse undladiesowie eine
Normalisierung der Atemparameter konnte gezeigt werden. Dierndehzunahme der 4
Lungenlappen der rechten Mauslunge war disproportional, die starkpangi®on war im
kardialen Lappen zu beobachten. Das post-Pneumonektomie Lungenwachstitauder
ist hervorragend reproduzierbar.

Damit bildet diese Studie an der C57Bl/6-Inzuchtmaus die Grundiageeiterfihrende
funktionelle Untersuchungen der Regulationsmechanismen des korpesten
Lungenwachstums in adulten Saugetieren (112).

Das Verstandnis dieser Mechanismen kann als Wegbereiter fiiheéi@pie des Menschen
dienen. Das Ziel solcher Untersuchungen sind neue Therapiestratéggzniatdrogenen
Induktion von Neoalveolarisierung und Expansion der Gasaustauschoberflache be

erwachsenen Menschen.
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6 Zusammenfassung

Das kompensatorische Lungenwachstum nach unilateraler Pneumonektordes bisher
bei verschiedenen Saugetierspezies nachgewiesen. Die Meuokandger Initierung und
Steuerung des kompensatorischen Lungenwachstums sind bis heute weltgehe
unverstanden.

In dieser Arbeit wurde das post-Pneumonektomie LungenwachstumC%rBL6-
Inzuchtmausen untersucht, insbesondere das Ausmall und die Kinetik der
Volumenzunahme (Volumenbestimmung), die zellulare Proliferation (Infiistologie),
die strukturellen Veranderungen des Lungenparenchyms auf Basiphometrischer
Untersuchungen, die Lokalisation der Neubildung von Alveolarseptemyimhistologie,
Histochemie), die Typisierung der proliferierenden Zellen (Immuologie) sowie
Parameter der Lungenfunktion in vivo.

Es zeigte sich nach linksseitiger Pneumonektomie eine rasche urdtaadige
Regeneration des Lungenvolumens, der Zellzahl, der Alveolarobeeflaund der
Alveolarsepten in der verbleibenden rechten Lunge. Der Zugewinn aeokdroberflache
wurde zu etwa gleichen Teilen durch Neoalveolarisierung (SeptenbildurgExpansion
vorbestehender Alveolen erreicht. Endothelzellen, Bronchial- und Advepithelzellen,
glatte Muskelzellen sowie alveoldre Fibroblasten proliferiertemhrend des
Lungenwachstums. Es wurden Hinweise auf eine pradominante Septenbiidung
subpleuralen Arealen gefunden. Die Untersuchungen spontan atmender Miteds
eines Bodyphlethysmographen zeigten am dritten Tag nach Pneumorekene
Abnahme des Tidalvolumens, des mittelexpiratorischen und maximaEmshtomes und
der Inspirations- und Expirationszeit sowie eine Zunahme der Atzaénz. Eine
weitgehende Normalisierung dieser Lungenfunktionsparameter w&tlarmag nach der
Pneumonektomie zu verzeichnen.

Somit konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass dasmddell des
kompensatorischen Lungenwachstums der Maus gut geeignet ist, die iomdukid
Regulation des Lungenwachstums sowie der Neoalveolarisierursgluiten S&ugetier zu
untersuchen. Dies ertffnet unter anderem die Mdglichkeit der Nutgengnanipulierter
Mauslinien flr spezifische biologische Fragestellungen zu insthen Programmen,

welche das Wachstum und die Neubildung von Alveolarsepten regulieren.
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Das Verstandnis dieser Regulationsmechanismen ist derzeié eier grofdten
Herausforderungen der Pneumologie in Hinblick auf neue therapeutisobétz& fir

diverse Lungenerkrankungen, welche mit dem Umbau oder dem Verlust von

Alveolarsepten einhergehen.
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7 Summary

Compensatory growth of the lung after unilateral pneumonectomy coulchtensin
different mammalian species. However, the mechanisms of thigpeonsatory growth
remain unclear.

This study focused on the post-pneumonectomy lung growth of the wildtygtB5-
inbred mouse. The quantity and kinetics of lung volume restoration, theilarell
proliferation, structure of the regenerated lung parenchyma anddt¢hédation of the neo-
alveolarization were assessed. Pulmonary function was investigateg a mouse head-
out body-plethysmograph.

Compensatory growth of the right lung after left sided pneumonecteaysl to rapid and
complete restoration of the initial lung volume, cell number, alveslaface and function.
The restoration of the gas-exchange surface was established by tlelgacxesses, neo-
alveolarization and expansion (not distension) of pre-existing alvedien&typical
characterization of the proliferating cells revealed thdtnaajor structural cell types
(endothelial cells, bronchial and alveolar epithelial cells, fibralslasd smooth muscle
cells) proliferate during compensatory lung growth. The significantrease of the
proliferation-index seemed to be locally accentuated in subpleural areas.
Mid-expiratory airflow and tidal volume of the spontaneously breathimguse were
significantly decreased 3 days after pneumonectomy, wheressghimg frequency was
increased, 21 days after pneumonectomy lung function parameters were normalised.
In conclusion this work showed that the C57BI6-mouse is suitable modeléstigate the
induction and regulation of compensatory lung growth and neo-alvediarnza adult
mammals. This study provides a basis for future studies in getigtaltered mice, which
will allow to address the intrinsic regulative pathways of limeg growth that could help to
develop new therapeutic strategies leading to a successful iodugitialveolarization in

adult mammals.
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PNX-1

LfNr
3A
A
12A
15A
21A
22A
1F
2F
Mittelwert
STABW
Standardfehler

PNX-3

LfNr
4A
6A
16A
24A
25A
5F
6F
14F
Mittelwert
STABW
Standardfehler

PNX-5

LfNr
5A
10A
14A
17A
18A
3F
4F
18F
Mittelwert
STABW

Standardfehler

Anhang

o/ Exd
22,00
22,70
22,10
18,90
23,50
21,10
21,70
24,40
22,05
1,54
0,54

o/ Exd
21,00
25,20
23,10
24,00
24,00
23,90
25,10
22,40
23,59
1,40
0,495

o/ Exd
24,3
23,2

25
26,9
26
24,5
24
26,4

25,03

1,2839
0,452

kardial
0,09
0,11
0,07
0,09
0,08
0,08
0,09
0,09
0,086
0,01
0,004

kardial
0,09
0,13
0,10
0,12
0,08
0,09
0,10
0,09
0,099
0,01
0,003

kardial
0,123
0,103
0,183
0,115
0,116
0,105
0,11
0,116
0,121
0,0257
0,009

kranial
0,11
0,16
0,14
0,12
0,13
0,12
0,13
0,12

0,130
0,02
0,007

kranial
0,15
0,17
0,12
0,15
0,11
0,13
0,16
0,13
0,138
0,02
0,007

kranial
0,178
0,16
0,2
0,148
0,125
0,15
0,133
0,15
0,1555
0,024
0,008

Mitte
0,07
0,10
0,09
0,09
0,10
0,09
0,09
0,09
0,089
0,01

0,004

Mitte
0,08
0,11
0,08
0,12
0,09
0,09
0,10
0,09
0,095
0,01

0,003

Mitte
0,09
0,105
0,124
0,112
0,102
0,104
0,1
0,102
0,1049
0,00984
0,003

9-108

kaudal Lunge ges
0,19 0,45
0,21 0,57
0,18 0,48
0,18 0,48
0,18 0,49
0,18 0,49
0,18 0,49
0,19 0,48
0,186 0,493
0,01 0,03
0,004 0,010
kaudal Lunge ges
0,16 0,48
0,23 0,63
0,21 0,51
0,25 0,63
0,18 0,46
0,20 0,51
0,22 0,57
0,20 0,51
0,204 0,537
0,03 0,07
0,010 0,025
kaudal Lunge ges
0,19 0,581
0,23 0,598
0,284 0,791
0,178 0,553
0,217 0,56
0,22 0,579
0,21 0,553
0,219 0,637
0,2185 0,6065
0,0315 0,074
0,011 0,214
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PNX-7
LfNr g/ Exd kardial kranial Mitte kaudal Lunge ges
8A 24 0,144 0,139 0,134 0,275 0,692
9A 21 0,115 0,146 0,091 0,181 0,533
11A 25 0,148 0,189 0,138 0,263 0,711
19A 24,5 0,125 0,156 0,123 0,222 0,626
20A 23,6 0,124 0,136 0,102 0,216 0,579
16F 25,6 0,132 0,153 0,131 0,248 0,659
15F 23,9 0,106 0,123 0,109 0,201 0,539
17F 25,2 0,116 0,138 0,117 0,214 0,585
Mittelwert 24,1 0,126 0,147 0,118 0,228 0,615
STABW 1,431 0,0145 0,0197 0,0165 0,0319 0,067
Standardfehler 0,506 0,005 0,006 0,0058 0,011 0,024
PNX-10
LfNr g Exd kardial kranial Mitte kaudal Lunge ges
1A 24 0,157 0,209 0,104 0,226 0,696
2A 22,5 0,11 0,147 0,108 0,174 0,539
13A 23,9 0,154 0,137 0,099 0,189 0,579
23A 28,1 0,155 0,187 0,118 0,259 0,719
27A 22,4 0,122 0,169 0,11 0,194 0,596
26A 23,6 0,115 0,189 0,118 0,253 0,675
20F 24,4 0,123 0,15 0,105 0,245 0,623
21F 24,1 0,125 0,147 0,108 0,251 0,631
Mittelwert 24,13 0,133 0,167 0,109 0,224 0,632
STABW 1,77 0,02 0,03 0,03 0,03 0,06
Standardfehler 0,63 0,001 0,010 0,010 0,010 0,021
PNX-21
LfNr o/ Exd kardial kranial Mitte kaudal Lunge ges
7F 27,8 0,163 0,169 0,135 0,246 0,713
8F 28,5 0,159 0,155 0,116 0,267 0,707
9F 26,7 0,184 0,166 0,137 0,265 0,752
10F 26,4 0,179 0,171 0,137 0,246 0,736
11F 26,4 0,154 0,169 0,141 0,253 0,717
12F 25,8 0,159 0,171 0,139 0,248 0,717
13F 25,3 0,165 0,157 0,139 0,248 0,709
19F 25,1 0,176 0,161 0,125 0,28 0,742
Mittelwert 26,5 0,1674 0,1649 0,1336 0,2566 0,7241
STABW 1,1735 0,0109 0,0064 0,0086 0,0126 0,0158

Standardfehler 0,415 0,004 0,002 0,003 0,004 0,006
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Kontrollen
LfNr g/ Exd kardial kranial Mitte kaudal reges liges Lunge ges
3B 20,4 0,08 0,08 0,06 0,13 0,35 0,15 0,494
7B 24,0 0,06 0,1 0,06 0,16 0,38 0,14 0,527
12B 22,7 0,085 0,11 0,09 0,17 0,46 0,24 0,695
15B 22,8 0,086 0,12 0,08 0,15 0,47 0,17 0,644
21B 24,9 0,082 0,11 0,08 0,17 0,44 0,21 0,649
22B 23,3 0,083 0,1 0,08 0,14 0,41 0,19 0,599
4B 22,7 0,079 0,11 0,06 0,16 0,39 0,18 0,577
6B 23,7 0,088 0,12 0,09 0,17 0,47 0,18 0,648
16B 24,4 0,083 0,13 0,08 0,19 0,47 0,2 0,669
24B 24,0 0,079 0,12 0,08 0,16 0,43 0,2 0,633
25B 24,4 0,084 0,09 0,09 0,16 0,42 0,2 0,627
5B 24,7 0,059 0,1 0,08 0,18 0,42 0,18 0,599
10B 24,4 0,106 0,13 0,09 0,22 0,54 0,25 0,79
14B 24.8 0,108 0,13 0,08 0,19 0,51 0,23 0,746
18B 25,8 0,085 0,13 0,08 0,18 0,47 0,21 0,674
17B 25,6 0,074 0,11 0,08 0,15 0,41 0,2 0,614
8B 22,4 0,067 0,09 0,07 0,14 0,36 0,18 0,545
9B 23,1 0,085 0,12 0,07 0,17 0,44 0,21 0,648
11B 25,1 0,109 0,14 0,12 0,25 0,63 0,26 0,885
1B 25,0 0,084 0,14 0,09 0,17 0,49 0,18 0,669
2B 23,4 0,088 0,15 0,1 0,18 0,52 0,25 0,761
13B 25,1 0,07 0,12 0,08 0,16 0,42 0,19 0,611
26B 23,4 0,077 0,1 0,08 0,15 0,41 0,19 0,598
27B 22,2 0,08 0,16 0,09 0,19 0,51 0,2 0,714
23B 25,0 0,07 0,11 0,07 0,17 0,42 0,18 0,602
Mittelwert 23,892 0,082 0,117 0,080 0,169 0,450 9B1 0,649
STABW 1,259 0,012 0,019 0,014 0,025 0,061 0,028 88,0
Standardfehler 0,251 0,003 0,004 0,003 0,005 0,002006 0,017

Darstellung der individuellen Werte.

Die Tabellen stellen die Volumina der Lungenlappen der einzelnersu¢bstiere,
identifiziert durch die laufende Nummer (LfNr), am Exstirpatitags (Exd), entsprechend
1,3,5,7, 10, 21 Tage nach der linksseitigen Pneumonektomie (PNX), igelMé zu den
nicht operierten Kontrolltieren, dar, auf3erdem den jeweiligen Migglwmit der
Standardabweichung und den Standardfehler der einzelnen ParametiereauBasis die
Wachstumskinetik erstellt wurde.

(LfNr= laufende Nummer, g / Exd= Gewicht am Entnahmetag, ges= gesemnrechts, li=
links, STABW= Standardabweichung, PNX= Pneumonektomie, A und F= opari€ide,
B= Kontrolltier)
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