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Vorwort

Die angeborene Zwerchfellhernie’ kommt mit einer Hiufigkeit von etwa einer auf 2500
Schwangerschaften vor.

Sie fithrt bei den betroffenen Neugeborenen u. a. zu pulmonaler Hypoplasie’ und
Lungenhochdruck [1]. Hypoplastische Lungen sind kleiner und weisen ein reduziertes
Gewicht auf, die Anzahl an Alveolen und deren Grofe ist verringert und die Lungen
weisen verdnderte Gefille auf. Sie konnen daher den Gasaustausch nicht, oder nur
unzureichend bewerkstelligen und es kommt in der Folge zur Ateminsuffizienz und zu
moglichem Atemversagen.

Die Mortalitétsrate, die mit der Lungenhypoplasie assoziiert ist, variiert breit, liegt aber bei
etwa 50%.

Schiatzungsweise kommt es in etwa einer von 2000 Schwangerschaften aufgrund einer
CDH zu einem vorgeburtlichen Tod des Fetus [2,3].

Obwohl die Atiologie der CDH noch nicht vollstindig geklirt ist, gibt es eine Reihe von
Theorien beziiglich ihrer Pathogenese, die in der folgenden Einfiihrung genauer erldutert
werden sollen.

Die vorliegende experimentelle Studie wurde im Rahmen des EU-Projektes ,./ncrease
Lung Growth 08 durchgefiihrt. Ziel war es, die Wirkung von intraamniotisch’
appliziertem humanem IGF-1* auf die hypoplastischen Lungen von Rattenfeten mit einer
Nitrofen-induzierten Zwerchfellhernie zu untersuchen.

So sollte diese Intervention in Hinblick auf eine eventuelle zukiinftige
Behandlungsmdéglichkeit der humanen fetalen Lungenhypoplasie genauer untersucht und
ihre Auswirkung auf das fetale Lungenwachstum in Qualitdt und Quantitdt ergriindet und
dokumentiert werden.

' CDH (engl.): congenital diaphragmatic hernia, angeborene Zwerchfellhernie
* Unterentwicklung und Unreife der kindlichen Lunge

? in das fetale Fruchtwasser

* Insulin-like growth factor 1

Dissertation Seite 3 von 325 Michael Haader



Danksagung

Ich mdchte mich an erster Stelle ganz herzlich bei meinem Doktorvater, Herrn Prof.
Philipp Klaritsch, fiir die freundliche Betreuung bedanken! Er stand mir stets mit Rat und
Hilfe zur Seite und war immer sehr bemiiht, mir bei der Losung der verschiedenen
Probleme zu helfen. Er hat mich mit sehr viel Geduld in die Arbeit im Tierlabor eingefiihrt
und mich bei dieser fiir mich ganz neuen und auch nicht einfachen Herausforderung
bestmdglich unterstiitzt.

Ganz besonders mochte ich Prof. Klaritsch auch fiir die Ermoglichung meiner Teilnahme
am Kurs ,FEinflihrung m die Labortierkunde® (FELASA Kategorie B) an der
Veterindrmedizinischen Universitdit Wien danken. Dadurch wurde mir der Einstieg in die
Arbeit im Tierlabor erheblich erleichtert!

Sehr herzlich mochte ich auch meiner Betreuerin, Frau Dr. Ursula Hiden, fiir ihren
unermiidlichen Einsatz danken! Sie hat mich mit viel Geduld in die PCR-Analyse
eingefiilhrt und mich immer wieder mit ihren Ratschligen bei der Erstellung dieser
wissenschaftlichen Arbeit unterstiitzt und sich fiir meine Betreuung sehr viel Zeit
genommen. Durch ihr groBes Engagement bei der Beantwortung meiner Fragen und der
Losung meiner Probleme hat sie mir immer wieder Zuversicht und sehr viel Freude an der
Forschung vermittelt!

Meinen ganz herzlichen Dank mdéchte ich auch Frau Anna Kuess aussprechen!

Sie hat sich stets mit sehr groBem Einsatz und mit viel Liebe und Fleil um die Anfertigung
der Gewebeschnitte und der immunhistochemischen Farbungen gekiimmert und mich mit
threm Rat und ihrer unerschopflichen Geduld in die Immunhistochemie eingefiihrt. Ohne
ihr beachtliches Engagement wire die Durchfiihrung dieses Projekts sicher nicht in dieser
Form moglich gewesen!

Ich mochte mich an diese Stelle auch bei Herrn Prof. Amulya Saxena und Herrn Prof. Uwe
Lang fiir die Ermoglichung des Projektes und bei Herrn Prof. Gernot Desoye fiir die
Moglichkeit der Durchfiihrung meiner Analysen im Labor der Frauenklinik sehr herzlich
bedanken!

Meinen sehr groBen Dank mdchte ich auch den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des
Labors der Frauenklinik Graz aussprechen, die mich bei meinem Erstkontakt mit der PCR-
Analyse so freundlich unterstiitzt und mir den Einstieg in die Laborarbeit dadurch
erheblich erleichtert haben!

Dissertation Seite 4 von 325 Michael Haader



Zusammenfassung

Zielsetzung: Die angeborene Zwerchfellhernie (CDH) ist mit einer hohen Morbiditét und
Mortalitdt vergesellschaftet, die in erster Linie auf die begleitende Entstehung einer
pulmonalen Hypoplasie und pulmonalen Hypertonie zuriickzufiihren sind. Die Insulin-like
growth factors (IGFs) spielen eine wichtige Rolle in der fetalen Entwicklung und bei der
Regulation des fetalen Lungenwachstums. In dieser Studie sollte die Wirkung von
intraamniotisch appliziertem, humanem rekombinantem IGF-1 (thIGF-1) auf die
hypoplastischen Lungen von Rattenfeten am Nitrofen-Modell untersucht werden.
Methoden: Trichtigen Sprague-Dawley-Ratten wurden am Schwangerschaftstag 9,5
(E9,5) 100 mg in Olivendl gelostes Nitrofen verabreicht, die Ratten der Kontrollgruppe
blieben unbehandelt. In das Fruchtwasser der jeweiligen Feten der Nitrofen-exponierten
Mutterratten wurden an den Tagen 19 und 20 jeweils 0,2 pg rhIGF-1 (IGF-1-Gruppe), oder
eine Kochsalzlosung (Plazebogruppe) injiziert. Am Tag 21,5 wurden die Feten operativ
entbunden, die Uberlebenden seziert und auf das Vorliegen einer angeborenen
Zwerchfellhernie untersucht. Jeweils 15 CDH-positive Feten der IGF-1- und der
Plazebogruppe und 5 unbehandelte Feten der Kontrollgruppe wurden in die Analyse
eingeschlossen. Nach sofortigem Frieren der Proben wurden ihre linken Lungen mittels
Immunhistochemie und die rechten Lungen mittels real-time reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) untersucht.

Ergebnisse: Fetales Korpergewicht, Lungengewicht und fetale Lung-to-Body Weight Ratio
(LBWR) der Behandlungsgruppen (IGF-1- und Plazebogruppe) waren im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe deutlich reduziert, wobei das Korpergewicht der IGF-1-
Gruppe signifikant geringer als das der Plazebogruppe war (p<0,05). Das Lungengewicht
der beiden Behandlungsgruppen liel auf eine schwere Hypoplasie schlieBen und war im
Vergleich zur Kontrollgruppe um etwa 2/3 reduziert. Die Proteinexpression von Ki67 war
in den Behandlungsgruppen gleich, aber signifikant hoher als bei den Kontrollen. Weiters
war in der IGF-1-Gruppe die IGF-1-Proteinexpression signifikant reduziert (p<0,01) und
die Igf-2r-mRNA-Expression im Vergleich zur Plazebogruppe signifikant gesteigert
(p<0,01).

Schlussfolgerung: Zusammentfassend kann festgestellt werden, dass die intraamniotische
rhIGF-1-Applikation zu einer signifikanten Reduktion der fetalen Korpergewichte, der
IGF-1-Proteinexpression und zu einer signifikanten Steigerung der Igf-2r-mRNA-
Expression fiihrte. Dies scheint auf eine Suppression der korpereigenen IGF-Produktion
zuriickzufithren zu sein, was einen therapeutischen Einsatz von IGF-1 mit dieser Methodik
als nicht sinnvoll erscheinen lasst.
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Abstract

Purpose: Congenital diaphragmatic hernia (CDH) is associated with high rates of
morbidity and mortality, which are mainly based on the development of pulmonary
hypoplasia and pulmonary hypertension. Insulin-like growth factors (IGFs) play an
important role in fetal development and the regulation of fetal lung growth. This
experimental study aimed to investigate the effects of intra-amniotically administered
human recombinant IGF-1 (rhIGF-1) on rat fetuses with nitrofen induced lung hypoplasia.
Methods: Timed pregnant Sprague-Dawley rats were exposed either to 100 mg nitrofen
dissolved in olive oil on E9.5 (treatment groups), or remained untreated (control group).
On E19 and E20 0.2 pg of rhIGF-1 (IGF-1 group) or saline (placebo group) were injected
into the amniotic fluid of the nitrofen-exposed fetuses. After caesarean delivery on E21.5
fetuses were euthanized and necropsy was performed. Only fetuses with left-sided CDH
(CDH+) were included, their lungs dissected and snap frozen in liquid nitrogen. 5
untreated fetuses served as external controls (control group). Left lungs were analysed by
immunohistochemistry and right lungs by using real time reverse transcription polymerase
chain reaction (QRT-PCR).

Results: Fetal body weights, lung weights and lung-to-body weight ratios (LBWRs) of the
treatment groups were reduced in comparison to the control group and the body weights of
the IGF-1 group were lower than the ones of the placebo group (p<0.05). The mean lung
weights showed severe hypoplasia and amounted to just about two-thirds of the weights of
the controls. Protein expression of Igf-1 was significantly decreased (p<0.01) in the IGF-1
group compared to placebo, whereas protein expression of Ki67, Ttfl, Fgf10, Bmp4, Sma
and Tla did not differ. The results of the gRT-PCR revealed a highly significant increase
(p<0.01) of the mRNA expression of the /gf-2r between the IGF-1 and the placebo group,
while the other markers did not differ.

Conclusion: Summarizing the results, the application of rhIGF-1 induced a significant
decrease in fetal body weight and protein expression of IGF-1 and an increase in mRNA
expression of the Igf-2r. This is likely to be caused by a suppressive effect of the applied
rhIGF-1.
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Glossar und Abkiirzungen

'[.IGF-1: mit radioaktivem Iod ('**I) markiertes IGF-1.

*H-Inulin: mit Tritium CH) markiertes Inulin (auch Alantstirke) (112,113).
*H-Thymidin: der Einbau von *H-Thymidin in die zellulire DNA wird verwendet, um die Rate der DNA-
Synthese und Zellproliferation zu beurteilen (123).

4-CN: 4-Chloro-1-Naphthol.

5-LOX: 5-Lipoxygenase.

A12: monoklonaler Antikdrper gegen den IGF-1R [682].

ACh: Acetylcholin.

ACTH: adrenocorticotropes Hormon.

ADH: Antidiuretisches Hormon, Adiuretin.

ADMA: Asymmetrisches Dimethylarginin.

AEC-1 und -2: Alveolarepithelzellen vom Typ 1 und 2.

AF: Amniotic Fluid (engl.), Fruchtwasser, Amnionfliissigkeit.

AH23848: Thromboxan-A,-Blocker.

Akt: Substrat der PI3-Kinase.

Aldhla3 (auch Raldhla3): Retinaldehyd-Dehydrogenase .

Alpha-actin-2 (auch Alpha smooth muscle actin, a-SMA): Antigen der glatten Muskulatur in den Bronchien
und Gefaflen [991].

AMP: Adenosinmonophosphat.

ANOVA: Analysis of Variance (engl.).

APGAR-Score: Punkteschema zur Beurteilung des Zustandes des Neugeborenen nach der Geburt (1).
ARDS: Acute Respiratory Distress Syndrome (engl.).

ARF: Acute Renal Failure (engl.), akutes Nierenversagen.

ATP: Adenosintriphosphat.

AV-Klappe: atrioventrikulédre Klappe.

BALF: Bronchoalveolar Lavage Fluid (engl.), Fliissigkeit der bronchoalveolédren Lavage.
BCA: 4-Biphenyl-Carboxylséure.

BCP: 1-Bromo-3-Chloropropan.

BLWR: Brain to Liver Weight Ratio (engl.).

BM: Basalmembran.

BMP4: Bone morphogenetic protein 4.

BPD: Bronchopulmonale Dysplasie.

Branching (engl.): Verzweigungsvorgang (z. B. der Luftwegen oder Blutgefil3e).

BrdU: Bromdesoxyuridin.

Budding (engl.): Knospung, Knospenbildung (z. B. der Lunge oder der Gefif3e).

BW: Body weight (engl.), Kdrpergewicht.

B-Zellen: B-Lymphozyten.

Caco-2: Zelllinie aus heterogenen humanen Zellen des colorektalen Adenokarzinoms (121).
CC10: Clara Cell-specific 10 kD Protein.

CCAM: Congenital Cystic Adenomatoid Malformation (engl.).

CCSP: Clara-Cell-Secretory-Protein (engl.), sekretorisches Protein der Clara-Zellen.
CD4/CD8-Ratio: Verhiltnis zwischen den CD4- und CD8-T-Lymphozyten.

CDH: Congenital Diaphragmatic Hernia (engl.), angeborene Zwerchfellhernie.

Cdks: Cyclin-dependent kinases (engl.), Cyclin-abhéngige Kinasen.

cDNA: complementary DNA (engl.).

CFR: Capillary-to-Fibre Ratio (engl.).

c¢GMP: cyclisches Guanosinmonophosphat.

CHAOS: Congenital High Airway Obstruction Syndrome (engl.).

c-met: Das c-met-Gen codiert die B-Untereinheit des HGFR [571].

COPD: chronisch obstruktive Lungenkrankheit.
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COUP-TFII: Gen der Kernrezeptor-Familie, das die Wirkung von Vitamin A-Sdure beeinflusst (48).
COX-1, -2: Cyclooxygenase 1 und 2.

CPAP: Continuous Positive Airway Pressure (eng.), intensivmedizinische Beatmungsform (1).
CRBPI: Cellular Retinol Binding Protein 1.

CRH: Corticotropin-Releasing Hormone, auch Corticoliberin (1).

CRL: Crown-Rump-Length (engl.), Scheitel-Stei3-Lénge (1).

Ct: Cycle threshold (engl.).

CTGEF: Connective-tissue growth factor.

CYP: Cytochrom P450.

CYR61: Cystein-Rich-Angiogenic-Inducer 61.

D: Day (engl.), Tag (z. B. D18).

DAB: Diaminobenzidin.

DEPC: Diethyl-Pyrocarbonat (ein RNAse-Inhibitor) [968].

DFZ: Diformazan.

DGLA: Dihomo-y-Linolenséure.

DH: diaphragmatische Hernie, Zwerchfellhernie.

DNA: Deoxyribonucleic Acid (engl.), Desoxyribonuclein-Saure.

dNTPS: Desoxy-Nukleosidtriphosphate.

DTT: Dithiothreitol.

E: Embryonalstadium (z. B. E19,5).

ECM: Extracellular Matrix (engl.), extrazelluldre Matrix.

ECMO: Extrakorporale Membranoxygenierung.

EDS: Ehlers-Danlos-Syndrom.

EF-1a: Elongation Factor -1a.

EGF: Epidermal growth factor.

EGFR: Epidermale growth factor receptor (engl.).

ELISA: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (engl.).

Eln: Elastin.

EMAPII: Endothelial monocyte-activating polypeptide.

eNOS: vom Endothel gebildete NO-Synthetase.

EPA: Eicosapentaenséure.

EPCs: Ectoplacental Cone Cells (engl.).

ERK1 und ERK2: Extracellular Signal-Regulated Kinases 1 and 2 (engl.), Proteine und Mitglieder der
Familie der MAP-Kinasen.

ERKs: Extracellular Signal-regulated Kinases (engl.).

ET: Endothelin.

Fas: Fas-Rezeptor.

FasL: Fas-Ligand.

FETO: Fetal Endoscopic Tracheal Occlusion (engl.).

FGF: Fibroblast growth factor.

FGFR: Fibroblast growth factor receptor.

FGR: Fetal Growth Restriction (engl.), fetale Wachstumsrestriktion.

Flk-1: fetal liver kinase-1. Gen, das VEGFR-2 codiert [994].

Flt-1: FMS-like tyrosine kinase. Gen, das VEGFR-1 codiert [993].

Fms: das Fms-Gen gehort zu einer Genfamilie, die urspriinglich aus einer Zelllinie des feline sarcoma virus
isoliert wurde (135).

FOX: Forkhead box proteins.

FOXF1: Forkhead box protein F1.

FOXJ1: Forkhead box protein J1.

FRET: Flourescence Resonance Energy Transfer (engl.).

FSMC:s: Fibroid Smooth Muscle Cells (engl.), Prakursorzellen der glatten Muskelzellen [543].
GAG: Glykosaminoglykane.

GATA: Mitglied einer Familie von Transkriptionsfaktoren.

GD: Gestational Day (engl.), Schwangerschaftstag.

GDF-1: Growth/differentiation factor-1.

GFR: glomeruléren Filtrationsrate.

GH: Growth Hormone (engl.), Wachstumshormon.

Ghrelin: Akronym flir Growth Hormone Release Inducing (engl.), d. h. ,,die Wachstumshormon-Freisetzung
einleitend”. Es ist ein appetitanregendes Hormon (109).

GIP: glukoseabhéngiges insulinotropes Peptid.
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GLA: y-Linolensdure.

GLI: Mitglied einer Familie von Transkriptionsfaktoren.

GLP-1: Glucagon-like peptide-1.

GMCSF: Granulocyte macrophage-colony stimulating factor.

GR: Glucocorticoid-Rezeptor.

GRP: Gastrin-releasing-peptide.

GSH: y-L-Glutamyl-L-Cysteinylglycin ist ein Pseudotripeptid, das aus den drei Aminosduren Glutaminsiure,
Cystein und Glycin aufgebaut ist. Es wird auch als Glutathion bezeichnet (1).

HB-EGF: Heparin binding epidermal growth factor.

HE-Férbung: Himatoxylin-Eosin-Farbung.

HFOV: High Frequency Oscillation Ventilation (engl.), Hochfrequenzbeatmung,

HGFR: Hepatocyte growth factor-receptor.

HIF: Hypoxia-inducible factor.

HIP-1: Hedgehog-interacting protein 1.

HIV: Human Immunodeficiency Virus.

HOX-Gen: Homeobox-Gen.

HPRTI: Das Gen codiert die Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (als Housekeeping-Gen geeignet).
HRP: Horseradish Peroxidase (engl.), Meerrettichperoxidase (1).

HSP: Heat-Shock-Protein, Hitze-Schock-Protein.

i.v.: intravenos.

IDDM: Insulin-Dependent Diabetes Mellitus (engl.), Insulin-abhéngiger Diabetes mellitus (auch Typ I
Diabetes mellitus) (1).

IEC: Intestinal Epithelial Cells.

IGF-1, -2: Insulin-like growth factor-1, -2.

IGF-1R, -2R: Insulin-like growth factor-receptor-1, -2.

IGFBPs: Insulin-like growth factor binding proteins.

IgG: Immunglobulin G.

iNO: inhalatives Stickstoffmonoxid.

iPPROM: latrogenic Preterm Premature Rupture of the Membranes (engl.).

IR: Insulinrezeptor.

IR11-: IR-Isoform, die durch ein Fehlen des Exons 11 charakterisiert ist [888].

IRS-1, -2: Insulinrezeptor-Substrat-1, -2.

ISH: In-Situ-Hybridisierung.

IUGR: Intrauterine Growth Restriction (engl.), intrauterine Wachstumsrestriktion.

kb: Kilo-Base (1000 Basenpaare) [968].

kDa: kilo Dalton (1000 Dalton).

KDR (auch VEGFR-2): Kinase insert domain receptor (von Flk-1 codiert).

KG: Koérpergewicht.

KGF: Keratinocyte growth factor.

Ki67 (auch MKI67): ein zelluldrer Proliferationsmarker.

LBWI: Lung to Body Weight Index (eng.).

LBWR: Lung to Body Weight Ratio (engl.), VerhdltnismaB zwischen Lungen- und Kérpergewicht.
LCDH: Left-sided Congenital Diaphragmatic Hernia (engl.), linksseitige angeborene Zwerchfellhernie.
LEFTY-1: Mitglied der TGF-B-Familie.

LEFTY-2: Mitglied der TGF-B-Familie.

LEH-Ratten: Ratten des Stammes ,,Long-Evans-Hooded"

LHR: Lung Area to Head Circumference Ratio (engl.), Verhdltnismal} zwischen LungengréBe und
Kopfumfang.

LRAT: Lecithin-Retinol-Acyltransferase.

LTBS: Leukotrien BS5.

LW: Lung Weight (engl.): Lungengewicht.

MAP/MAPK: mitogenaktivierte Proteinkinase.

MAS: Mekoniumaspirations-Syndrom.

mATPase: myofibrillire ATPase.

MCSF: Macrophage colony-stimulating factor.

MDBK: Madin-Darby Bovine Kidney (engl.), eine bovine Nierenepithel-Zelllinie [786].

MEK1 und MEK2: Typen der MAP/ERK-Kinase (50).

MK: Protein, das auch als Midkine, oder als NEGF-2 (neurite growth-promoting factor 2) bekannt ist und
vom MDK-Gen codiert wird (1).

MMP: Matrix-Metalloproteinase.

Glossar und Abkiirzungen Seite 13 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

MRF4, auch Myf6 (Myogenic factor 6, Herculin): ein muskelspezifischer Transkriptionsfaktor (86).
MRI: Magnetresonanz-Imaging.

mRNA: messenger RNA.

Mvl1Lu: Mustela vison (mink) Lung (engl.), eine Lungenepithelzell-Linie aus dem Nerz [786].
Myf-5: Protein mit einer Schliisselrolle in der Muskeldifferenzierung (87).

MyHC: Myosin Heavy Chain (engl.), schwere Kette des Myosins [650].

N.: Nervus (lat.), z. B. N. phrenicus (der Zwerchfellnerv).

NAC: N-Acetyl-Cystein.

NBT: nitroblaues Tetrazolium.

NGF: Nerve growth factor.

NIDDM: Non-Insulin-Dependent Diabetes Mellitus (engl.), Insulin-unabhéngiger Diabetes mellitus (auch
Typ II Diabetes mellitus) (1).

NIH-3T3-Zelllinie: embryonale Fibroblasten-Zelllinie der Maus (1).

Nkx2.1 (Nkx2 homeobox 1): Homoobox-Gen, das TTF1 codiert.

N-myc (Myelocytomatosis viral related oncogene): ein Proto-Onkogen, das vom MYCN-Gen codiert wird.
NO: Stickstoffmonoxid.

NODAL: Protein und Mitglied der TGF-B-Familie. Wird vom Gen NODAL codiert.

NOS: NO-Synthetase.

NPC: Nuclear Pore Complex (engl.), Kernporenkomplex.

NSAR: nichtsteroidales Antirheumatikum, auch nichtsteroidales Antiphlogistikum (NSAP) oder NSAID
(Non Steroidal Anti Inflammatory Drug, engl.) (1).

NTC: Non Template Control (eng.), Nullprobe

NUT: nutrition (engl.), Nahrung.

O/E LHR: observed/expectet LHR (engl.).

OD: Optical Density (engl.), optische Dichte.

Oesophagus (lat.): die Speiserdhre.

p-c.: post conceptionem (lat.), nach der Befruchtung (1).

PA: Pulmonalarterienhauptstamm-Durchmesser.

PAH: pulmonale arterielle Hypertonie.

p-Arm: kurzer Arm des Chromosoms.

PBS: Phosphate buffered saline, Pufferlosung.

PCNA: Proliferating-cell-nuclear-antigen, ein Protein (49).

PCR: Polymerase Chain Reaction (engl.), Polymerase-Kettenreaktion.

PDGF: Platelet-derived growth factor.

PDGFR: Platelet-derived growth factor receptor.

PECAM: Platelet endothelial cell adhesion molecule.

PEPCK: Phosphoenol-Pyruvat-Carboxykinase.

PFOB: Perflourooctylbromid.

PGE1: Prostaglandin E1.

PGE2: Prostaglandin E2.

PH: pulmonale Hypoplasie.

PHMP: Posthepatic Mesenchymal Plate (engl.).

PI: Pulsatility Index (engl.), Index der Pulswelle.

PI3-Kinasen: Phosphatidylinositol-3-Kinasen.

PIGF: Phosphatidylinositol-Glycan Biosynthesis Class F Protein.

PLAT: Gen, das den Tissue-type plasminogen activator (PLAT) codiert [997].

PNECs: pulmonale neuroendokrine Zellen.

Podoplanin (auch T1a): membranstindiges Glykoprotein und immunhistochemischer Marker fiir die Typ-I-
Alveolarepithelzellen [986].

PPF: pleuroperitoneale Falte.

PPH: Primére Pulmonale Hypertension.

PPHN: Persistierende Pulmonale Hypertension des Neugeborenen.

ProSP-C: Vorldufer-Protein des Surfactant-Proteins C.

PSA-NCAM: Polysialic Acid-Neural Cell Adhesion Molecule.

PTCH-1 und -2: Patched -1 und -2 sind Transmembranproteine.

PT-I und —II-Zellen: Pneumozyten (Alveolarepithelzellen, AECs) vom Typ I und II.
g-Arm: langer Arm des Chromosoms.

RA: Retinoic Acid (engl.), Tretinoin, Vitamin A-Séaure.

RALDH: Retinaldehydrogenase.

RAR: Retinoic Acid Receptor (engl.), Vitamin A-Sédure-Rezeptor.
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RARES: Retinoic Acid Response Elements.

RBP: Retinol Binding Protein (engl.).

RBP-4: Plasma-Retinol-Binding-Protein-4 (engl.).

RCDH: Right-sided Congenital Diaphragmatic Hernia (engl.), rechtsseitige angeborene Zwerchfellhernie.
RCF: Relative Centrifugal Force (engl.), relative Zentrifugalkraft.

RCT: Randomized Controlled Trial (engl.), randomisierte kontrollierte Studie.

RDS: Respiratory Distress Syndrome (engl), Ateminsuffizienz-Syndrom, das zum Lungenversagen fiihrt (1).
REM: Rapid Eye Movement (engl.), Schlafphase mit raschen Augenbewegungen (1).

RER: raues endoplasmatisches Retikulum.

rhIGF-1: rekombinantes humanes IGF-1.

RIA: Radioimmunoassay (engl.).

RNA: Ribonucleic Acid (engl.), Ribonuklein-Saure.

RNAse: RNA-abbauendes Enzym.

rRNA: ribosomale RNA.

RT: Reverse Transkription.

RT-PCR: Reverse Transkription-PCR.

RTQ-PCR: Real Time Quantitative-PCR (engl.).

RXR: Retinoid-X-Receptor (engl.).

RXRE: Retinoid-X-Response-Element (engl.).

s.c.: subcutan (lat.), subkutan (unter der Haut).

SAL: Kochsalzlésung.

SB-202235: Hemmstoff der 5-LOX.

SB-210661: Hemmstoff der 5-LOX.

SD: Standard Deviation (engl.), Standardabweichung.

SDH: Succinat Dehydrogenase.

SD-Ratten: Ratten vom Stamm ,,Sprague-Dawley*.

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (engl.), Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (122).

Shh: Sonic hedgehog (Gen).

SIV: Simiane Immunodeficiency Virus.

SMCs: Smooth Muscle Cells (engl.), glatte Muskelzellen (1).

Smo: Smoothened (Gen des Hedgehog-Signalweges).

SNAT?2: System A Transporter 2 (engl.), Aminosduretransporter.

SO: Sham operation (engl.), Schein-Operation oder Placebo-Operation. Es handelt sich um einen operativen
Eingriff, der (hier in Bezug auf den Tierversuch), in gleicher Weise an der Behandlungsgruppe, wie auch an
der Kontrollgruppe vorgenommen wird, ohne dass dabei allerdings in der Kontrollgruppe eine Wirkstoff-
Applikation oder eigentliche chirurgische oder therapeutische Intervention erfolgt. Dadurch wird eine
Behandlungsgleichheit beziiglich des operativen Eingriffs erzeugt.

SP: Surfactant Protein (engl.), Protein des Surfactants.

Spry2: Sprouty 2 (Gen).

SSL: Scheitel-Steif-Lénge (siehe auch CRL).

SSW: Schwangerschaftswoche.

SU5416: VEGFR-Blocker [255].

T3: 3,5,3 Ttriiodthyronin.

T4: 3,3',5,5'-Tetraiod-L-thyronin oder auch Thyroxin.

Thbx: Gene der T-box.

TEF: Tracheoesophageal Fistula (engl.), tracheo-6sophageale Fistel.

TGA: Transposition der groflen Arterien.

TGCs: Trophoblast Giant Cells (engl.).

TGF: Transforming growth factor (engl.).

THG: Thyroidhormnon-bindendes Globulin.

Tie 2-Rezeptor: Rezeptor auf Endothelzellen, an den z. B. Angiopoietin bindet [262].

TNF-a: Tumornekrosefaktor-a.

TO: Tracheal Occlusion (engl.), chirurgischer (reversibler) Verschluss der Trachea [457].

TPO: Thyreoperoxidase.

TPTX: Thyreo-Parathyreoidectomie. Kombinierte Entfernung der Schilddriise und der Nebenschilddriisen
().

Trachea (lat.): die Luftrohre.

tRNA: transfer RNA.

TROP-2: Tumor-associated Calcium Signal Transducer-2 (engl.).
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TSH: Thyroid Stimulating Hormone (engl.).

TTF1: Thyroid Transcription Factor-1. Protein, das vom Gen NKX2.! codiert wird. Es stellt einen
immunhistochemischen Marker fiir die Typ-II-AECs dar.

TTR: Transthyretin.

TUNEL: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labelling.

TVT: tiefe Venenthrombose.

TXA2: Thromboxan-A2.

T-Zellen: T-Lymphozyten.

U0126: ein hoch sensitiver Inhibitor der MEK1 und MEK2 (50).
VACTERL-Assoziation: Kombination komplexer Fehlbildungen des Neugeborenen (1).
VAN-SD-Ratten: Ratten des Stammes “Virus-Antibody-Negative-SD”.

VAS: Vitamin A-Séure, Tretinoin.

VDUP-1: Vitamin D3-Upregulated-Protein-1.

VEGF-A: Vascular endothelial growth factor A.

VEGFR-1 (codiert von Flt-1): Vascular endothelial growth factor receptor-1.
VEGFR-2/KDR (codiert von Filk-1): Vascular endothelial growth factor receptor-2.
VSD: Ventrikelseptumdefekt.

WT: Wildtyp. Bezeichnung fiir das Genom eines Lebewesens, das in seiner natiirlichen (in der Evolution
entstandenen) Form vorkommt. Durch Mutationen entstehen Abweichungen hiervon (1).
WT-1: Das Wilms-Tumor-Suppressor-Gen I codiert das Wilmstumor-Protein (WTP),
einen Transkriptionsfaktor (1).

a-CA: o-Carboanhydrase.

Schreibweise der mRNA, der Gene und der Proteine:

Humane Proteine werden in dieser Arbeit vollstdndig in GrofSbuchstaben geschrieben (z. B. IGF-1).

Bei den Proteinen der Ratten und Méuse wird nur der 1. Buchstabe grogeschrieben (z. B. Igf-1).

Die humanen Gene und die humane mRNA werden vollstdndig groB und kursiv geschrieben (z. B. IGF-1-
mRNA).

Die mRNA und die Gene der Ratten und Mause werden kursiv und mit einem GroBbuchstaben am
Wortanfang geschrieben (z. B. Igf-I-mRNA).
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1. Einleitung

1.1. Die menschliche Lungenentwicklung und ihre Phasen

Die Entwicklung der menschlichen Lunge vollzieht sich in mehreren Entwicklungsstufen,
die hier detailliert beschrieben werden sollen. Sie durchlduft der Reihe nach die
embryonale, pseudoglanduldre, kanalikuldre, sakkuldre und alveoldre Phase [7].

1.1.1. Embryonale Phase

Am Beginn dieser Phase steht die Entwicklung des Sulcus laryngotrachealis, einer Rinne
im ventralen unteren Pharynx’ (Carnegie Stadium® 10, ca. 28 Tage). Das respiratorische
Primordium der Lunge erscheint erstmals am Tag 22 p.c.” als eine VergroBerung des
kaudalen® Endes des Sulcus laryngotrachealis, der in der medialen, pharyngealen Grube
eine Aussprossung der ventralen Wand der primitiven Vorknospe darstellt [4,5].

Das primitive, respiratorische Divertikulum, oder die Lungenknospe erscheint am

Tag 26 p. c., wenn der Embryo nur etwa drei Millimeter lang ist und beginnt dann, in
ventro-kaudaler Richtung durch das Mesoderm’, das die Knospe umgibt, zu wachsen, das
sich in anteriorer und paralleler Position zum primitiven Osophagus'® befindet [6].

Nach mehreren Tagen bildet sich im unteren Teil die eigentliche Lungenanlage (Stadium
12, ca. 30 Tage). Es folgt die weitere Aufteilung in den rechten und linken Hauptbronchus
(Stadium 14, ca. 33 Tage), von welchen sich die rechte, etwas groflere Knospe, parallel
zum Osophagus und etwas stirker nach kaudal ausrichtet und die linke, etwas kleinere
Knospe, nach lateral weist [6].

Die weitere Aufteilung erfolgt entsprechend der Konfiguration der spateren Lungenlappen
und es bilden sich demnach rechts drei und links nur zwei weitere Knospen. Es entstehen
nun die Segmente in den einzelnen Lungenlappen. Dem Anschein nach unterliegt die
Lungenentwicklung der Kontrolle des darunter liegenden Mesenchyms'', wie es
experimentelle Ergebnisse andeuten. Das Trachealepithel'® beginnt sich zu verzweigen,
wenn es auf einer Schicht aus bronchialem Mesenchym geziichtet wird [6].

> Schlund

® Die Carnegie-Stadien oder Embryonalstadien stellen eine Einteilung der menschlichen
Embryonalentwicklung in 23 Stadien dar und beziehen sich auf die acht Wochen der Embryonalperiode von
der Befruchtung bis zum Beginn der Fetalperiode (2).

7 post conceptionem (lat.), nach der Befruchtung

¥ fuBwirts gerichtet (1)

® Das mittlere der drei embryonalen Keimblitter (1).

' Speiserchre

" embryonales Bindegewebe, dessen Zellen ein lockeres, von Interzellulirfliissigkeit ausgefiilltes
Schwammwerk bilden. Es stellt ein multipotentes Muttergewebe aller Formen von Binde- und Stiitzgewebe,
der quergestreiften Muskulatur, fast aller glatten Muskelzellen, der Herzmuskulatur, der Gefdf3endothelien
und Blutzellen u. a. dar. (1).

'2 Epithel der Trachea (Luftrohre)
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Waihrend der embryonalen Phase entwickelt sich die Lunge als Aussprossung der ventralen
Wand der primitiven Vorknospe des Endoderms. Die Epithelzellen dieser primitiven
Vorknospe infiltrieren das umgebende Mesenchym und unterliegen dann einer
dichotomen"® Verzweigung, um so die proximalen Strukturen des tracheo-bronchialen
Baumes zu formen [7]. Gegen Ende der Embryonalperiode erscheinen die Segmente in den
fiinf Lappen der Lungen, ndmlich drei Segmente rechts und zwei Segmente links. In dieser
Zeit haben sich nun auch die Lungengefifle mit ihren spédteren Anschliissen gebildet [6].

Der Lungenkreislauf entsteht aus der 6. Pharyngealbogenarterie'. Ausgehend vom
Aortensack" bildet sich ein GefaBplexus um die Lungenanlage. Erst nachdem auch aus der
dorsalen Aorta GefiBBe in diesen Plexus einwachsen, ist der 6. Aortenbogen ausgebildet

8].

Entwicklungsstorungen, die wihrend der embryonalen Phase der Lungenentwicklung
auftreten, beziehen sich auf die Knospung der Lunge, die Abgrenzung von Osophagus und
Trachea, die Bildung der proximalen Luftwege und die initiale Lappenbildung. Diese
Entwicklungsstérungen beinhalten Atresien'® des Larynx, der Trachea und des Osophagus,
Stenosen'’ der Trachea und der Bronchien, Tracheo- und Bronchomalazie'®, tracheo-
osophageale Fisteln'’, pulmonale Agenesie’’, ektope’' Lappen, bronchogene Zysten und
arterio-venose Malformationen22 [9].

1.1.2. Pseudoglanduliire Phase

In der nidchsten Phase, die als pseudoglanduldre Phase bezeichnet wird, dhnelt die Lunge
einer tubulo-azindsen Driise und davon leitet sich die Bezeichnung dieses Stadiums ab.

Die Lunge besteht hier hauptsidchlich aus multiplen Epithel-Schldauchen, die von
ausgedehnten Regionen von Mesenchym umgeben werden. Anfangs steigt die Rate der
Zellproliferation und die Verzweigung der Luftwege und der vaskuldren Strukturen setzt
sich fort.

Die Bildung der leitenden Luftwege, inklusive der terminalen Bronchiolen, ist am Ende
dieses Stadiums mehr oder weniger vollstindig und es existieren zwischen 12 und 17
Generationen von bronchialen Schlduchen in den oberen, 18 bis 23 in den mittleren und 14
bis 23 in den unteren Lappen [10].

Zahlreiche azindre Schlduche und Knospen, aus welchen sich die reifen Azini entwickeln,
entstehen in diesem Stadium als distale Aste der terminalen Bronchiolen [11,12]. In dieser
Phase werden die gesamten 16 Generationen des luftleitenden Bronchialbaumes bis zu den
Bronchioli terminales angelegt. Am Ende der pseudoglandulidren Phase sind mitunter,

' Bei einer dichotomen Teilung gehen zwei gleiche Teile aus einem Teil hervor. Dies ist beispielsweise bei
der Verzweigung von Driisengédngen oder Pflanzen zu beobachten (1).

' Schlundbogenarterie

"> Anlage der Aorta

' Verschluss von Hohlorganen oder natiirlichen Kérperoffnungen (1)

7 Verengungen

'8 Angeborene oder erworbene Stabilitditsverluste der Luftrohre oder der Bronchien durch Erweichung der
Knorpel, Druck von auflen, oder Entziindung der Wand (1).

' Eine Fistel ist eine rohrenformige, mit Epithel- oder Granulationsgewebe ausgekleidete Verbindung zweier
Hohlorgane untereinander (innere Fistel), oder eines Hohlorgans und der Korperoberfldche (dufsere Fistel)
().

2% yollstandiges Fehlen einer Gewebe- oder Organanlage (1)

*! Ektopie: angeborene Verlagerung von Geweben oder Organen an eine ungewohnliche Stelle (1)

** Fehlbildungen zwischen dem vendsen und arteriellen GefaBsystem (1)
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neueren Studien zufolge, bis zu 20 Generationen vorhanden, was auch darauf hindeutet,
dass die Ductuli respiratorii bereits teilweise ausgebildet sind [43].

Dies ist die Periode der schnellsten Teilung der intrasegmentalen Luftwege.

In der 14. Woche sind 70% der bei der Geburt vorhandenen Luftwege bereits ausgebildet
[13] und am Ende der 17. Woche ist die Bildung der leitenden Luftwege und Bronchioli
terminales abgeschlossen [7]. Das Gangsystem wird zum groBiten Teil von
hochprismatischem Epithel ausgekleidet, wobei Flimmerepithelzellen beim Menschen ab
der 13. Schwangerschaftswoche nachweisbar sind. Das hochprismatische Epithel bildet die
Vorlauferstruktur des spateren Flimmerepithels und der sekretorischen Zellen [14].

Der Azinus enthélt zwei bis vier respiratorische Bronchiolen, von welchen jede mit sechs
oder sieben Generationen verzweigter alveoldrer Ductuli™ und Sacculi** endet.

Die bronchialen Schlduche werden initial durch ein Epithel ausgekleidet. Diese Zellen sind
undifferenziert und enthalten einen groBen Pool von intrazellulirem Glykogen, das den
GroBteil ihrer bendtigten Energie durch anaerobe Glykolyse™ bereitstellt.

Eine prominente Basalmembran, die reich an Laminin und Kollagen Typ IV ist, liegt unter
dem Epithel. Die mesenchymalen Zellen, die diesem Schlauchsystem angrenzen,
differenzieren etwa sieben Wochen p.c. zu Myofibroblasten®® und ordnen sich zirkulir
entlang der longitudinalen Achse der Schlduche an [9].

Die extrazellulire Matrix®’ ist aus zahlreichen Varianten von Glykosaminoglykanen und
Proteoglykanen, wie Chondroitin-, Dermatan-, und Heparan-Sulfat, sowie auch Laminin®®,
Fibronektin®, Tenascin und Kollagen vom Typ I und II zusammengesetzt [15,16]. Diese
Makromolekiile sind wichtig fiir die Zellproliferation, Migration, Adhésion und
Differenzierung wéahrend der Lungenentwicklung. Mit Fortschreiten der Verzweigung wird
das hochprismatische Epithel der proximalen Luftwege in den distalen azinidren
Schlduchen und Knospen zu einem kubischen Epithel reduziert. Die Differenzierung der
Zellen des Epithels der leitenden Luftwege vollzieht sich in zentrifugaler Richtung mit
dem Erscheinen von Zilien-tragenden und nicht Zilien-tragenden (ser0sen) Zellen,
Becherzellen30, neuroepithelialen und basalen Zellen, die am frithesten innerhalb der
proximalen Luftwege erscheinen [17,18]. Einzelne neuroepitheliale Zellen konnen in den
proximalen Luftwegen wéhrend der achten bis neunten Woche p. c. nachgewiesen werden
[19]. Cluster dieser neuroendokrinen Zellen, die auch neuroendocrine bodies genannt
werden, werden zwischen der neunten und zehnten Woche p. c. gefunden. Diese sind an
Verzweigungspunkten entlang des bronchialen Baumes lokalisiert und werden von
sympathischen und sensorischen Nervenfasern innerviert.

Zilien-tragende Zellen erscheinen im trachealen Epithel in der zehnten Woche, im
Hauptstamm-Bronchus in der 12. Woche und in den Segment-Bronchien in der 13. Woche.

2 Ductus (lat.): Gang

** Sacculus (lat.): Sickchen

2> Abbau von Glucose ohne Sauerstoffverbrauch (1)

*® Myofibroblasten stellen eine Zwischenform zwischen glatter Muskelzelle und Fibroblast dar und enthalten
kontraktile Aktin- und Myosin-Filamente sowie eine hohe endogene Produktion von Kollagen (1).

" Extracellular Matrix (engl.), ECM

** Die Laminine sind kollagenihnliche Glykoproteine und ein Bestandteil der extrazelluldren Matrix.
Laminine findet man in allen Basallaminae und sie weisen Bindungsstellen fiir Zelloberflachenrezeptoren auf
(3).

** Fibronektin (von lat. ,fibra “=Faser und ,,nexus “=Verkniipfung) ist ein Glykoprotein der extrazelluliren
Matrix, das in vielen physiologischen Ablaufen, unter anderem auch in der Gewebsreparatur, der
Embryogenese, der Himostase sowie in der Zellmigration und -adhdsion eine wichtige Rolle spielt (4).

%% Schleim-produzierende Zellen
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Knorpelgewebe tritt in der Trachea und den Bronchien in der zehnten Woche und in den
Segment-Bronchien in der 16. Woche in Erscheinung [20]. Schleimbildende Driisen bilden
sich in der Trachea zwischen der 11. und 12. Woche und in den Bronchien in der 13.
Woche, wobei die aktive Schleim-Produktion in der 14. Woche beginnt [21]. Am Ende
dieses Entwicklungsstadiums dehnen sich die knorpeligen Strukturen bis zu den Segment-
Bronchien und die glattmuskuldren Anteile der Luftwege bis zu den Ductuli alveolares aus.
In Kulturen von fetalen menschlichen Lungen kann eine spontane Kontraktilitdt der glatten
Muskulatur der Luftwege bereits in diesem Stadium beobachtet werden [22].

Die glatte Muskulatur, die die luftleitenden Wege umgibt, wird von einem Netzwerk
neuraler Ganglien und Nervenbiindeln durchsetzt, das sich ab der siebten bis achten Woche
p. c. dort ausbildet [23]. Elastische Fasern konnen in der Wand der Trachea und der
Hauptstamm-Bronchien, sowie der Pleura und der Pulmonalarterie vorgefunden werden
[16].

Es erscheinen dann auch Preumozyten vom Typ II und es beginnt die Sekretion von
Amnionfliissigkeit’' [24].

Die endokrin®* aktiven “Kultschitzky Zellen>® sezernieren Bombesin®* und Serotonin®.
Diese Zellen sind neuroektodermalen Ursprungs, denn sie entstammen der Neuralleiste.
Nach Shan et al. bewirkt Bombesin offenbar eine Vermehrung der Typ II-Pneumozyten
und spielt darum eine entscheidende Bedeutung in der Entwicklung der Lunge [25].

Die Lunge differenziert sich in zentrifugaler Richtung, was zur Folge hat, das in den
peripheren Abschnitten noch fiir lingere Zeit ein undifferenziertes kubisches Epithel
bestehen bleibt. Dies ist fiir das Vordringen der Atemwege in das umliegende
Bindegewebe von entscheidender Bedeutung. Das Epithel in den zentralen, luftleitenden
Atemwegen beginnt nun damit, Zilien und Becherzellen zu bilden. In den Bronchien findet
man schon ab der zehnten SSW>® Knorpel, glatte Muskulatur, sowie Bronchialdriisen [7].
Das Muster des Branchings’’ und der Teilung der Luftwege wird durch Interaktionen
zwischen Epithel und Mesenchym beeinflusst. Das bronchiale Mesenchym induziert das
Branching in der Trachea, wo hingegen das tracheale Mesenchym das Branching des
Bronchialbaumes hemmt. Mit Fortschreiten des pseudoglanduldren Stadiums wird das
frithe, pseudo-stratifizierte Epithel®® zunehmend proximal durch sdulenartige Zellen und
distal durch kubische Zellen ersetzt. Diese kubischen Zellen, die reich an Glykogen sind,
stellen die immaturen®® Typ II-Alveolarepithelzellen dar [26].

Die epitheliale Zelldifferenzierung beginnt in den distalen azindren Strukturen mit der
Expression der Surfactant-Proteine B (SP-B) und C (SP-C). Diese beiden hydrophoben
und lungenspezifischen Proteine werden selektiv im distalen respiratorischen Epithel
zwischen der 12. und 14. Woche p. c. exprimiert [27].

Das arterielle System innerhalb der Lunge folgt wéhrend seiner Entwicklung den
bronchialen und bronchioldren Schlduchen und verzweigt sich parallel zu diesen [28,29].

*! Fruchtwasser

*> Hormon-produzierende Zellen

3 neuroendokrine Zellen

3* Bombesin ist ein erstmals 1971 aus der Haut der Rotbauchunke (Bombina bombina) isoliertes
Peptidhormon, das aus 14 Aminosiuren besteht und in dhnlicher Struktur wie das Gastrin Releasing Peptide
(GRP) mit 27 Aminosduren am Menschen nachgewiesen werden kann (5).

3% Serotonin (5-Hydroxytryptamin; 5-HT) ist ein biogenes Amin, eine Mediatorsubstanz und ein
Neurotransmitter. Es wird aus der Aminoséure 7ryptophan gebildet (1).

*% Schwangerschaftswoche

7 Verzweigung

*¥ Zellkerne liegen in unterschiedlicher Hohe (1)

% unreif
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Die pulmonalen Venen und die LymphgefiBle nehmen einen anderen Weg durch die
Lunge, wobei sie sich innerhalb der Septen des Bindegewebes zwischen den Luftwegen,
die jedes pulmonale Segment teilen und umgeben, ausbreiten [30].

Alle praazindren oder distalen Arterien und Venen sind am Ende dieser Periode angelegt
[31,32]. Diese Strukturen werden iiber den Mechanismus der Vasculogenese, durch
Epithelzellen oder Angioblasten (aus dem Mesenchym) gebildet und es entstehen
endotheliale Rohren. Diese werden von glatten Muskelzellen infiltriert, so dass am Ende
dieses Entwicklungsstadiums Akzin™ und Myosin®' der glatten Muskulatur innerhalb des
gesamten Gefillsystems nachweisbar sind [33,34].

Zahlreiche angeborene Defekte der Morphogenese der Verzweigung der Lunge kdnnen
wiéhrend der pseudoglanduldiren Phase der Lungenentwicklung in Erscheinung treten.
Dazu gehoren die CCAM™Y, die azindre Aplasie oder Dysplasie” und die pulmonale
Hypoplasie.

Die pleuroperitoneale Hohle schlieBt sich in der friihen pseudoglanduldren Phase. Ein
Versagen dieses Verschlusses wird hiufig von einer Herniation der Bauchorgane** in den
Brustkorb begleitet, was wiederum zur Komprimierung der Lunge und damit zu einer
sekundiren Lungenhypoplasie fiihrt [9].

1.1.3. Kanalikulire Phase

Die kanalikulire Phase weist zwei sehr wichtige Entwicklungsschritte auf: die
Differenzierung der Typ I- und Typ II-Pneumozyten und die Bildung der kapilliren
Barriere der Alveolen [35].

Das Surfactant-Protein ist ab der 24. Woche des intrauterinen Lebens detektierbar.

In der kanalikuliren Phase kommt es, unter Aussprossung der Canaliculi aus den
Bronchioli terminales, zur Bildung des Parenchyms® der Lunge. Es entstehen auf diese
Weise von jedem Azinus, der von einem Bronchiolus terminalis ausgeht, die Bronchioli
respiratorii, Ductuli alveolares und spéater die Sacculi alveolares. Eine Verdanderung des
Epithels und des umgebenden Mesenchyms folgt. Entlang des Azinus kommt es zum
Einwachsen von kleinen Kapillaren, die die Azini somit umgeben und die wichtigste
Grundlage fiir den spateren Gasaustausch schaffen. Das Lumen der Tubuli vergréfert sich
und unter Abflachung der Epithelzellen bilden sich aus den Pneumozyten*® vom Typ II die
Typ I-Pneumozyten. Dies ist der wichtigste Schritt zur extrauterinen Lebensfdahigkeit des
Fetus ab der 24. SSW [35].

Die Cluster der azindren Schlduche und Knospen wachsen durch weitere Verlidngerung,
Unterteilung und Erweiterung auf Kosten des umliegenden Mesenchyms. Das Verhéltnis
der sich teilenden epithelialen und endothelialen Zellen steigt an und die Zahl der sich
teilenden interstitiellen Zellen (Fibroblasten®’) fillt ab. Das Wachstum des Epithels weitet
sich auf die groBeren Luftwege aus und die Zellteilung tritt vorwiegend in den peripheren
azindren Schlduchen und Knospen auf. Dieses periphere Wachstum wird vom Wachstum

0 Bestandteil der Myofilamente und Myofibrillen des Zytoskeletts (1)

*! Muskelprotein der Myofibrillen (1)

*2 Kongenitale zystische adenomatoide Malformation

* Fehlbildung oder Fehlentwicklung eines Gewebes oder Organs (1)

* Vorwoélbung der Bauchorgane in den Thorax

* Das Parenchym bilden spezifische Zellen eines Organs, die dessen Funktion bedingen (1).
* Alveolarepithelzellen, Lungenepithelzellen

*" Bindegewebszellen
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und von der Entwicklung der intra-aziniren Kapillaren (aus Angioblasten® des
Interstitiums) begleitet, die sich um die Luftriume anlagern und mit dem angrenzenden
Epithel, zur Formung der primitiven alveolo-kapilldren Membran, in Kontakt treten. Die
Differenzierung der Epithelzellen wird komplex und ist besonders gut in den distalen
Regionen des Lungenparenchyms zu beobachten, wo alveoldre Typ I- und Typ II- Zellen
vorkommen [35]. Die bronchialen Zellen beginnen damit, zellspezifische Proteine zu
synthetisieren, wie das CCSP* [36].

Kuboide Typ II-Zellen, die die distalen Schliduche auskleiden, exprimieren steigende
Mengen von Surfactant-Proteinen und Phospholipiden [36,37]. Lammelldre Kérperchen,
die eine Speicherform des Surfactants der Lunge darstellen, werden gemeinsam mit
reichlicher Speicherung von Glykogen in den kubischen Pra-Typ-II-Zellen vorgefunden,
die die azindren Schlduche und Knospen auskleiden [38]. Die Zellen der proximalen
azindren Schlduche flachen ab und =zeigen somit typische Eigenschaften von
Alveolarepithelzellen vom Typ I. Die Differenzierung zu Alveolarepithelzellen vom Typ I
tritt gemeinsam mit der Bildung der alveolo-kapilliren Membran auf. Dies geschieht, wo
immer Endothelzellen des sich entwickelnden kapilliren Systems mit angrenzenden
azindren Epithelzellen in Kontakt treten [38]. Wo dies der Fall ist, schalten die
interzelluldren, junctionalen Komplexe, die normalerweise um den Apex™ der
Epithelzellen lokalisiert sind, auf die basolaterale Seite des interzelluldren Spaltes um. Die
Zellen entwickeln diinne zytoplasmatische Ausldufer und differenzieren sich in squamose
Typ I-Zellen und verlieren Merkmale, die urspriinglich mit Prd-Typ I[-Zellen in
Verbindung gebracht wurden. Am Ende der kanalikuldren Phase ist die alveolo-kapilldre
Membran (Blut-Luft-Barriere) diinn genug, um den Gasaustausch zu ermoglichen [38].

Abnormitdten der Lungenentwicklung, die in der kanalikuldren Phase auftreten, sind:
azindre Dysplasie, alveolokapillire Dysplasie und pulmonale Hypoplasie. Letztere wird
haufig durch eine Zwerchfellhernie und die darauf folgende Kompression der Lunge durch
den abdominalen Inhalt, durch Ruptur der Membranen’’ mit der Entstehung eines
Oligohydramnions™, oder durch renale Agenesie®® (Potter Syndrom), bei welcher die
Produktion der Amnionfliissigkeit gestort ist, verursacht [9].

Ein postnataler Gasaustausch wird in der spdten kanalikuldren Phase ermoglicht. Kinder,
die wahrend dieser Periode geboren werden, leiden unter schweren Komplikationen, die
vom Grad der Reduktion der Levels des Surfactants abhingen und das RDS’* und die
Bildung von hyalinen Membranen auslosen. Die Verabreichung von exogenem Surfactant
verbessert das Uberleben dieser Kinder, aber leider entwickelt sich hiufig eine
bronchopulmonale Dysplasie als Spatkomplikation einer Ventilations-Therapie bei RDS.
Die Synthese des Surfactants und die Ausdiinnung des Mesenchyms kann durch
Glucocorticoide beschleunigt werden [39,40], die der Mutter zur Prophylaxe eines
kindlichen RDS verabreicht werden [41].

Das kanalikuldre Stadium wurde nach dem Erscheinen von vaskuldren Kanédlen oder
Kapillaren benannt, die im interstitiellen Raum erscheinen und die Blut-Luft-Barriere™

8 gefiBbildende Zellen

* Clara-cell-secretory-protein

>0 Spitze

>! das EinreiBen der Fruchtblase

>2 Fruchtwasssermangel

>3 yollstandiges Fehlen der Niere (1)

>* Respiratory Distress Syndrome (Ateminsuffizienz-Syndrom mit moglichem Lungenversagen) (1)
>> auch alveolo-kapillire Membran
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formen. Diese bildet die zukiinftige Gasaustausch-Oberfldche der Lunge. Die Entwicklung
der alveolo-kapilliren Membran ist, gemeinsam mit der Synthese und Sekretion des
Surfactants, eine kritische Determinante fiir das extrauterine Uberleben des immaturen
Fetus, wenn dieser vorzeitig, gegen Ende dieses Stadiums, geboren wird. Ein Gasaustausch
kann beim frithgeborenen Kind nicht stattfinden, solange diese Kapillaren dem
angrenzenden Alveolarepithel nicht ausreichend angendhert sind. Eine schnelle
Ausdehnung des GefidBBbettes mit einer Kondensation und Ausdiinnung des Mesenchyms
ist der erste kritische Schritt bei der Bildung der Gasaustausch-Regionen der Lunge.
Wihrend dieses Stadiums der Lungenentwicklung steigt die gesamte Gasaustausch-
Oberfliche der alveolo-kapilliren Membran exponentiell an und dies wird von einer
Abnahme der mittleren Dicke der mesenchymalen Wénde begleitet, wodurch das
Gasaustausch-Potential der wunreifen Lunge ansteigt [42]. Storungen in diesem
Entwicklungsstadium fithren zu schwerer Hypoxdmie’® und sind mit dem Leben nach der
Geburt nicht vereinbar [42].

Erste “paradoxe Atembewegungen” des Embryos kann man schon am Ende der
Embryonalzeit beobachten, die allerdings, allem Anschein nach, noch keinen Zweck
erfiillen [43]. Das Lungenepithel produziert gegen Ende der kanalikuldren Phase einen
groBen Teil der Amnionfliissigkeit’’. Die Lungenreife kann ab diesem Zeitpunkt, anhand
der Messung des durch die Pneumozyten vom Typ II gebildeten Surfactants™, beurteilt
werden.

Der Surfactant besteht aus Glycerophospholipiden, spezifischen Proteinen, Neutralfetten
und Cholesterol. Er Tberzieht die alveolire Oberfliche und reduziert die
Oberflachenspannung, damit die Alveolen nach der Geburt bei der Exspiration nicht
kollabieren. Er enthidlt einen Anteil an Lezithin und Sphingomyelin, der sich im
Reifungsprozess zugunsten des Lezithin-Anteils verschiebt. Entwicklungsschidden in
diesem Stadium fiihren bereits zu Strukturverdnderungen am spiteren Lungenparenchym
[42].

1.1.4. Sakkulidre Phase

In dieser Phase bildet sich eine gro3e Anzahl von Aussackungen am Ende des terminalen
Lungenbaumes. Die Teilung der Lufiwege ist fast vollstindig abgeschlossen und das
weitere Wachstum und die weitere Entwicklung der Lunge beinhalten die Vergréferung
der peripheren Luftwege mit der Dilatation der azindren Tubuli, die somit die Sacculi
bilden, die diesem Stadium seinen Namen geben. Zusitzlich vollzieht sich eine
Ausdiinnung der Winde der Luftwege. Dies vergrofert die Oberfliche flir den
Gasaustausch enorm [42].

Die Lunge setzt ihre periphere Entwicklung durch Verzweigung und Wachstum der
alveoldren Ductuli fort, so dass sich am Ende dieser Periode drei zuséitzliche Generationen
von alveoldaren Ductuli, die in terminalen Sacculi enden, finden.

Diese peripheren Lungenregionen nehmen durch Verlingerung und Erweiterung aller
Segmente distal der terminalen Bronchiolen an GroBe zu. Die intersacculiren und
interductalen Septen, die kollagene Fasern und ein doppeltes kapillires Netzwerk
enthalten, entwickeln sich [42]. Es zeigen sich im weiteren Verlauf ultrastrukturelle
Anzeichen der Zytodifferenzierung. Die Reifung der Typ II-Epithelzellen schreitet fort und

>® Erniedrigung des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks (1)
°7 kindliches Fruchtwasser
% Surfactant ist eine Abkiirzung fiir surface active agent (engl.) (1).
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geht mit einer ansteigenden Synthese der Surfactant-Phospholipide [41,44] und der
Surfactant-assoziierten Proteine A, B, C und D [36,45] einher. Der Glykogengehalt wird
reduziert und die Aktivitdt der Enzyme innerhalb der Mitochondrien steigt, was auf eine
Umschaltung in Richtung aerober oxidativer Prozesse hindeutet. Die lamelldren
Korperchen steigen in Anzahl und Grofe und eine ansteigende Menge an tubuldrem
Myelin® ist innerhalb der terminalen Luftrdume nachweisbar [38,46]. Die Konzentration
des Surfactants ist noch gering und seine Zusammensetzung aus Phospholipiden weicht
signifikant von jener zum Geburtszeitpunkt ab [41].

Squamodse Typ I-Zellen differenzieren weiterhin und bedecken einen grofer werdenden
Teil der Oberfliche der distalen Lunge. Die VergroBerung der potentiellen
Gasaustauschoberfliche hidngt von der Entwicklung der Typ I-Zellen mit ihrer
abgeflachten squamosen Zellform ab. Die Blutgefille geraten in ndhere Umgebung der
squamosen Typ [-Zellen, wodurch die Distanz der Diffusion zwischen den Luftrdiumen und
dem GefiBlbett sinkt. Die Basalmembranen des Epithels und Endothels fusionieren und
formen die diinnwandige alveolo-kapilldire Membran. In der Lunge des Erwachsenen und
des Neugeborenen betrdgt die Dicke der alveolo-kapilliren Membran 0,6 pm und sie
gestattet die passive Diffusion von Sauerstoff und CO, zwischen dem alveoldren Lumen
und dem Geféal3bett [42].

Am Ende des sakkuldren Stadiums enthdlt das Stroma (oder interstitielle Gewebe) einen
ansteigenden Gehalt von ECM und Elastin. Diese werden in jenen Bereichen abgelagert,
wo zukiinftige interalveoldre Septen entstehen. Damit werden die terminalen Sacculi in
echte Alveolen unterteilt. Die unreife Lunge enthélt relativ wenig Elastin- und Kollagen-
Fasern, ist nur wenig elastisch und kann in diesem Stadium leicht rupturieren® [16].

Am Anfang des sakkuldren Stadiums haben sich in den Luftwegen beide Arten von Zellen,
Zilien-tragende und schleimbildende Zellen, entwickelt. Der Knorpel und die
submucosalen Driisen erweitern sich so weit abwirts in die Luftwege, wie sie dies auch in
der reifen Lunge tun. Die epithelialen Zellen produzieren die fetale Lungenfliissigkeit.

Die Stérungen in der Entwicklung wéhrend der sakkuldren Phase sind jenen in der
kanalikuldaren Phase vergleichbar. Es treten pulmonale Hypoplasie, azindre Dysplasie oder
Aplasie, Dysplasie der alveoliren Kapillaren, das RDS, hyaline Membranen und die
bronchopulmonale Dysplasie auf [16].

Die letzte Aufieilung sind die Bronchioli terminales. Am Ende des Pfades der Atemwege
bilden sich glattwandige Aussackungen (Sacculi), die von Typ I und Typ II Pneumozyten
ausgekleidet sind. Die Septen zwischen den Sacculi (primdre Septen) sind noch dick und
enthalten Netzwerke von Kapillaren. Das zellreiche Interstitium zeigt eine geringe Zahl
von kollagenen und elastischen Fasern, es spielt aber eine wichtige Rolle fiir die
Differenzierung und das Wachstum des dariiber liegenden Epithels.

Am Ende dieser Phase beginnen die Fibroblasten, die im Interstitium ansdssig sind, mit
der Produktion von extrazellulirem Material, sowohl im interductalen als auch im
intersakkuldren Raum [47].

Zum Zeitpunkt der Geburt sind die Sacculi glatt und diinnwandig und entsprechen den
Sacculi  alveolares. Alle Generationen des leitenden wund parenchymatdsen
Atemwegganges sind bereits entstanden [47].

59 sekretorische Form des Surfactants
% rupturieren: einreiBen

Einleitung Seite 24 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

1.1.5. Alveolire Phase

Diese Phase beginnt, unterschiedlichen Autoren zur Folge, zu unterschiedlichen
Zeitpunkten [47]. In diesem Stadium werden vor allem die sekunddren Septen der
terminalen Luftwege und die schalenformigen A/veolen gebildet. Es entstehen sekundire
Septen, deren Wénde ein doppeltes Netzwerk von Kapillaren enthalten und die
Vervielfiltigung der Alveolen schreitet rasch, mindestens bis zum zweiten menschlichen
Lebensjahr, fort [48].

Am Anfang dieses Stadiums sind die alveoldren Septen relativ dick und enthalten auf jeder
Seite eines zentralen Kerns aus Bindegewebe ein kapilldres Netzwerk, also ein doppeltes
Netzwerk von Kapillaren. Die sekunddren interalveoldren Septen bestehen aus
Bindegewebe, das ebenfalls ein doppeltes Netzwerk an Kapillaren und interstitielle Zellen
aufweist, die Kollagen und Elastin synthetisieren. Die Umstrukturierung eines terminalen
Sacculus zu einem echten Alveolus vollzieht sich mittels einer Verlingerung und
Ausdiinnung der sekundiren Septen, einer Reduktion des septalen interstitiellen Gewebes
und der Fusion der beiden kapilliren Netzwerke zu einem gemeinsamen Netzwerk [42].
Der pulmonale Gefiwiderstand sinkt wihrend des Remodelings®' der pulmonalen GefiBe
und des kapilldren Bettes. Dieses Stadium wird von einer schnellen Zellproliferation der
Epithel- und Mesenchymzellen begleitet. Interstitielle Fibroblasten proliferieren aktiv und
friih in diesem Stadium, doch mit zunehmender Ablagerung von Kollagen, Elastin und
Fibronektin wird ihre Proliferation langsamer. Es zeigt sich ein starkes endotheliales
Wachstum in dieser Phase und die sich teilenden endothelialen Zellen erscheinen
vorwiegend in den Bereichen der Leisten der sich entwickelnden sekundédren Septen.
Beide, sowohl die Typ I-, als auch die Typ II-Zellen, steigen in ihrer Anzahl in diesem
Stadium an, aber nur die Typ II-Zellen proliferieren aktiv. Die Typ I-Zellen scheinen
terminal differenziert zu sein und es fehlt ihnen offenbar an Kapazitét fiir die Mitose. Auch
bilden die Typ II-Zellen etwa zwei Drittel der Gesamtzahl der Alveolarepithelzellen in der
adulten Lunge. Die groBeren squamdsen Typ I-Zellen belegen etwa 93% der
Gesamtoberflidche der Alveolen. Typ I-Zellen formen eine enge epitheliale Barriere, die fiir
Ionen und extrazellulire Fliissigkeit impermeabel®® ist. Sie sind aber leicht durch
Oxidantien, Barotrauma und Infektionen zu verletzen und l6sen sich dann von der
Alveolarwand ab [9].

Eine Schidigung der Lunge in diesem Entwicklungsstadium fiihrt zu einem abnormen
Remodeling der Lunge mit einer Reduktion der Zahl der Alveolen und zur Entwicklung
einer interstitiellen Fibrose®™ [9].

Ein anderer Faktor, der Stérungen der Alveolarisierung hervorrufen kann, ist die
Anwendung von Glucocorticoiden, die die zelluldre Proliferation inhibieren und damit die
Septierung und Bildung der Alveolen reduzieren. Andererseits fiihrt die Anwendung von
Glucocorticoiden zu einer verstirkten Ausdiinnung der alveoldren Septen, steigert die
Reifung von Typ II-Zellen und verstirkt dadurch die Produktion von Surfactant in der
pramaturen Lunge und in fetalen Explantaten von Lungen [39,40]. Zu den Stérungen, die
mit der alveoldren Phase der Lungenentwicklung assoziiert sind, gehoren: das Persistieren
der fetalen Zirkulation, die pulmonale Hypertension des Neugeborenen, das Lappen-
Emphysem®, das Mekonium-Aspirations-Syndrom®, die Pneumonie®® und das RDS in
Assoziation mit genetischer Surfactant-Protein-B-Defizienz [49, 50].

¢! Umbau

62 undurchdringbar

% Bindegewebszunahme im Bereich des Lungeninterstitiums (1)
%4 Lappen-Uberblzhung (1)
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Einen zeitlichen Uberblick iiber die Stadien der Lungenentwicklung gibt die Abbildung 1.

Zum Zeitpunkt der Geburt sind etwa 1/3 der insgesamt 300 Millionen Alveolen ausgebildet
und es bilden sich offenbar gegen Ende der Schwangerschaft neue Sacculi und daraus
weitere Alveolen. Das Parenchym bildet zwischen den Sacculi alveolares die primdren
Septen und besteht aus einer Doppelschicht von Kapillaren.

Entlang der primidren Septen bilden sich noch vor der Geburt multiple Ausstiilpungen. Sie
unterteilen dann die Sacculi in kleinere Alveolen, die durch sekunddre Septen begrenzt
werden. Die Alveolen sind von elastischen Fasern umgeben und diese bilden interstitielle
Septen zwischen zwei Kapillarnetzen.

Die Alveolisierung und Bildung von sekunddren Septen nimmt bis zum sechsten
Lebensmonat noch massiv zu, lduft beim Menschen iiber den Zeitpunkt der Geburt hinaus
und wird im zweiten bis dritten Lebensjahr beendet.

Die endgiiltige Zahl der Alveolen in der reifen und entwickelten Lunge reicht von 300 —
600 Millionen, was einer Anzahl von etwa 1000 Alveolen pro Azinus entspricht [51].

Die definitiven Alveolen konnen in der menschlichen Lunge ab der 36.
Schwangerschaftswoche gefunden werden und mehr als 85 bis 90% aller Alveolen werden
innerhalb der ersten sechs Lebensmonate gebildet [52]. Nach den ersten sechs
Lebensmonaten setzt sich die Bildung der Alveolen in langsamerer Weise bis zum zweiten
Lebensjahr fort, und das weitere Wachstum der Lunge nimmt dann proportional zum
Korperwachstum zu. Die Oberfliche fiir den Gasaustausch und die Diffusionskapazitit
steigen linear mit dem Korpergewicht bis zum 18. Lebensjahr an [53].

% Eine Mekoniumaspiration (Mekoniumaspirationssyndrom, MAS) bezeichnet das Eindringen von Mekonium
in die Lungen des Neugeborenen vor oder wahrend der Geburt und die damit verbundene Folgesymptomatik.
Mekonium, auch ,,Kindspech* genannt, ist die Bezeichnung fiir den Darminhalt des Feten und den Stuhlgang

des Neugeborenen in den ersten Lebenstagen (6).

% 1 ungenentziindung
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Abbildung 1: Stadien der Lungenentwicklung. Quelle: © Hislop A [7,29]

1.2. Anatomie der adulten Lunge
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Die adulte Lunge besteht aus konduktiven® und respiratorischen® Abschnitten. Die
konduktiven Abschnitte enthalten alle Zweige des Bronchialbaumes. Als Bronchien
werden die Strukturen, die Knorpelgewebe und seromukése Driisen enthalten, bezeichnet.
Fehlen Knorpel und Driisen, so tragen sie die Bezeichnung Bronchiolen [54].

Konduktive Abschnitte (16 Generationen) [54]:

*  Bronchi segmentales (Segmentbronchien)

* Bronchi intersegmentales (bis 1 mm Durchmesser)
*  Bronchioli (unter 1 mm Durchmesser)

*  Bronchioli terminales (0,4 mm Durchmesser, Endstrecke der konduktiven

Atemstrecke)

Respiratorische Abschnitte (7 Generationen) [54]:

* Bronchioli respiratorii (3 Generationen)
*  Ductuli alveolares (3 Generationen)
* Sacculi alveolares (enden in der letzten, 23. Generation)

%7 Juftleitende Abschnitte
% Abschnitte des Gasaustausches

Einleitung

Seite 27 von 325

Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

Fir die Entwicklung und Aussprossung von neuen Lungenknospen sind Faktoren wie
TGF-B* und EGF”’ von entscheidender Bedeutung. Vor allem geht es dabei um die
Interaktion zwischen dem respiratorischen Epithel und dem umgebenden
Lungenmesenchym. Um die Génge und in den Aufgabelungen des Lungenbaumes finden
sich unter anderem auch Kollagene vom Typ I und 11, sowie das Proteoglykan Fibronektin
und das Glykoprotein Syndecan. Diese stabilisieren die dlteren, bereits geformten
Lungensprossen und sind in den neu gebildeten Strukturen noch nicht vorhanden.

Ein Protein wie Epimorphin spielt offenbar eine entscheidende Rolle bei der
Rohrenformung und Bildung der epithelialen Génge. Wenn es durch einen Antikdrper
blockiert wird, bleibt das Epithel ungeformt und organisiert sich nicht [54,55].

1.3. Postnatale Entwicklung der Lunge

Die Vervielfiltigung der Alveolen schreitet in der postnatalen Periode zumindest bis zum
Alter von zwei bis drei Jahren fort und die Grofe der Alveolen und ihrer Oberflidche
steigen bis nach der Adoleszenz an [7]. Ochs et al. [56] berichteten {iber eine Anzahl von
300 bis 800 Millionen Alveolen in einer vollentwickelten adulten Lunge, was einer Anzahl
von etwa 170 Alveolen pro mm’ entspricht. Untersuchungen, die post-mortem an Lungen
von Kindern, die in Folge eines Traumas oder einer kurzen Krankheit verstarben,
durchgefiihrt wurden, zeigten, dass Knaben gréf3ere Lungen als Médchen gleicher Statur
aufwiesen und es fiel unter den Knaben auch eine hohere Anzahl an Alveolen und eine
grofere alveoldre Oberflache, als bei Méadchen vergleichbaren Alters und vergleichbarer
Statur auf [51].

Bei genauerer Betrachtung des Kalibers der kleinen, auf natiirliche Weise maximal
erweiterten Luftwege und Alveolen, beschrieben Zeman et al. bei 53 Kindern im Alter von
sechs bis 22 Jahren und 50 Erwachsenen im Alter von 22 bis 80 Jahren, dass die Grof3e
beider, sowohl der kleinen Luftwege, als auch der Alveolen, mit zunehmendem Alter auf
signifikante Weise, bis zum Erreichen eines Alters von 22 Jahren, expandierte. Allerdings
war danach die Gré3enzunahme nicht mehr signifikant [57].

1.3.1. Stadium der Reifung der Mikrogefifie (wenige Monate bis 2-3 Jahre)

Das wohl wichtigste Ereignis dieses Stadiums ist die Entstehung eines einzelnen kapilldren
Layers’' aus dem doppelten kapilliren Netzwerk. Dies ist deshalb von so grofler
Bedeutung, weil die Angiogenese’” und Alveolarisierung’ der Lunge Hand in Hand gehen
und weil, wenn das kapillire Netzwerk einmal zum einzelnen kapilldren Layer geworden
ist, keine Bildung neuer alveoldrer Septen mehr moglich ist.

Dieser Sachverhalt wird heute als Hauptgrund des prdmaturen Arrests des
Lungenwachstums nach postnataler Behandlung mit Dexamethason” bei Kindern mit
chronischer Lungenerkrankung angenommen [48].

% Transforming growth Factor-f
" Epidermale growth factor

! einzelne GefaBschicht

7* GefiBbildung

7 Bildung der Alveolen

™ ein Glucocorticoid
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1.3.2. Fetales Lungenvolumen, fetale Lungenfliissigkeit, Amnionfliissigkeit
und fetale Atembewegungen

Die Wirkung von Vasopressin75, Katecholaminen’®, Cortisol, Prostaglandin 7 E2 und
atrialem natriuretischen Hormon’® ist mit einer Abnahme der Produktion der fetalen
Lungenfliissigkeit zum oder um den Geburtstermin assoziiert. Auch das Volumen der
Amnionfliissigkeit trdgt zur Dehnung der fetalen Lunge bei und damit auch zum
Lungenwachstum. An der fetalen Ratte =zeigten sich, bei vorliegen eines
Oligohydramnions, ein retardiertes Lungenwachstum und eine retardierte Entwicklung der
Typ I-Alveolarepithelzellen. Allerdings konnten Kitterman et al. keine Effekte auf die Typ
II-Zellen und die Produktion des Surfactants nachweisen [58].

Ein Anstieg der CO,- und Glukose-Levels, eine Azidose” und Substanzen, wie Koffein und
Theophyllin®, sind mit einer Steigerung fetaler Atembewegungen assoziiert.

Miitterliches Rauchen und der Gebrauch von Alkohol und Drogen sind dafiir bekannt, die
fetalen Atembewegungen zu reduzieren. In &dhnlicher Weise rufen auch Hypoxie,
Hypoglykdmie, intrauterine Infektionen und Prostaglandin E2 nachteilige Effekte auf diese
Atembewegungen hervor [7].

1.3.3. Hormonelle, transkriptionelle und Wachstums-Faktoren

Das Schilddriisenhormon spielt offenbar eine wichtige Rolle bei der Differenzierung der
Epithel- und Mesenchymzellen und dem Branching®' der Luftwege in frithen
Entwicklungsperioden, aber auch bei der Differenzierung der Typ II-Zellen und der
Sekretion des Surfactants in der spéteren Entwicklung.

S Antidiuretisches Hormon, Adiuretin

78 Katecholamine sind eine Klasse von kérpereigenen und kiinstlichen Stoffen, die an den sympathischen
Alpha- und Beta-Rezeptoren des Herz-Kreislaufsystems eine anregende Wirkung haben. Somit fungieren
Katecholamine als Hormone, die pharmazeutisch zu den Sympathomimetika zihlen (7).

" Prostaglandine sind eine Gruppe von Gewebshormonen. Sie entstehen durch Cyclooxygenasen (COX-1
und COX-2) und nachfolgenden verschiedenen Prostaglandin-Synthasen aus der Arachidonsdure oder der
Eicosapentaensdure. Das Hauptaugenmerk in der Pharmaforschung liegt auf den Prostaglandinen aus der
Arachidonsdure (Serie-2), da diese fiir Schmerz, Blutgerinnung, Entziindungen u. a. verantwortlich sind (8).
8 Atriales natriuretisches Peptid (ANP), auch bekannt als atrialer natriuretischer Faktor (ANF), oder
Atriopeptin, ist ein Peptidhormon, das zum grofiten Teil von den Muskelzellen (Myocyten) des Herzvorhofes
(Atrium) aufgrund von Dehnungsreizen ausgeschiittet wird. Es bewirkt eine Steigerung der
Harnausscheidung. Daran gekoppelt ist eine Natrium-Ionen-ausschwemmende (natriuretische) Wirkung (10).
7 Abfall des pH-Werts (saurer werden)

% Theophyllin ist ein Hemmstoff der Phosphodiesterase. Es fiihrt zu Erschlaffung der glatten Muskulatur
(11).

¥ Verzweigung
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Tabelle 1: Mogliche Rolle einiger Wachstums- und Transkriptionsfaktoren beim Lungenwachstum und

bei der Lungenentwicklung. Quelle: Suchita J [48]

FOXA1, FOXA2, GATA4 und GATA6

Bildung und Aufrechterhaltung der
Struktur des Vorderdarmes

Tbx4

Lokalisation der Seite der Knospung

Fibroblast growth factors (FGFs)

Lokalisation der Organe, die vom
Vorderdarm abstammen

Induktion des Buddings®* und
Branchings (FGF10)
Alveolarisierung

Differenzierung der Typ II-Zellen
Induktion der Bildung des Surfactant-
Proteins C (FGF2 und FGF7)

Sonic hedgehog (Shh)

Unterdriickung der FGF10-Expression
und Verhinderung das Branching an
Stellen, wo es nicht stattfinden soll

Bone Morphogenetic Protein 4 (BMP4)

Bildung und Kontrolle des dorsalen
und ventralen Branchings

HOX-Gene

Definition der drei-dimensionale
Struktur

Epidermal growth factor (EGF)

Proliferation, Differenzierung und

Branching der Luftwege

Platelet-derived growth factor (PDGF) Alveolarisierung

Retinoic Acid (Vitamin A-Sdure, RA) Induktion von FGF10 und endodermale
Differenzierung

Transforming growth factor (TGF-f) Reparatur der Lunge nach Schiaden
Matrix Produktion

Hemmung der Zell-Proliferation

Insulin-like growth factor (IGF)

Proliferation der Luftwege

Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Vasculo-, Angio-, und
Lymphangiogenese

Granulocyte macrophage-colony stimulating
factor (GMCSF)

Differenzierung der Makrophase

1.3.4. Umgebungs-Faktoren

Tabakrauch ist als Verursacher eines reduzierten fetalen Lungenvolumens und einer
reduzierten Anzahl und VergroBerung der Alveolen, sowie einer anormalen Septierung
bekannt und dies fithrt wiederum zu einer Reduktion der Gasaustauschoberfldche.
Allerdings sind die prézisen Mechanismen und das Timing dieser ungiinstigen und

nachteiligen Effekte noch nicht bekannt [7].

52 Knospung
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Eine Studie an Ratten, die von Rehan und Mitarbeitern durchgefiihrt wurde, brachte
interessante Informationen iiber den Einfluss von Nikotin auf die Morphologie der Typ II-
Pneumozyten und deren Metabolismus hervor.

Wenn man Rattenfeten im fiiihen embryonalen Leben vom Tag sechs bis zum Tag 20 dem
Einfluss von Nikotin aussetzte, wurde ersichtlich, dass Nikotin zu einer permanenten
Verdnderung des Wachstums der sich entwickelnden Lunge, durch Stimulation der
Proliferation, Differenzierung und des Metabolismus der Typ II-Zellen und damit zu einer
Stimulation der Bildung des Surfactants, fiihrte [59].

1.3.5. Chronische Lungenerkrankungen (CLD) und ihr Zusammenhang mit
den Stadien der Lungenentwicklung

Sowohl die Hyperoxie®, als auch das Barotrauma® verursachen Schiaden an der Lunge
und auch entziindliche Prozesse, die letztlich zu einer Reduktion der Alveolarisierung
fiihren. Die Hyperoxie stort in hohem Mal3e die Septierung, verursacht eine Steigerung der
Durchmesser der terminalen Sacculi und reduziert damit die Oberfliche fiir den
Gasaustausch [35].

Die intrauterine Infektion mit der Mycoplasma-Spezies®® Ureaplasma und anderen, kann
ebenso zu einem gestorten Lungenwachstum des Fetus und Neugeborenen fiihren. Die
postnatale Anwendung von Glucocorticoiden hat sich als ,,Rescue-Therapy* bei chronisch
ventilierten®® Frithgeborenen als unschitzbar erwiesen, es existieren aber Befiirchtungen
beziiglich ihrer kurzzeitigen und langzeitigen nachteiligen Effekte.

Aus Studien an Tieren geht hervor, dass Glucocorticoide direkt das alveoldre und
mikrovasculdre Wachstum der Lunge beeinflussen konnen. Tschanz und Mitarbeiter haben
sowohl die Effekte einer Hochdosis- und Kurzzeit-, als auch einer Niedrigdosis- und
Langzeit-Therapie auf die Alveolarisierung und die Entwicklung der Mikrogefifle der
Lunge von Ratten untersucht. Dabei zeigte sich eine permanente Beeintrdchtigung der
Alveolarisierung der Lunge bei einer Nierdrigdosis-Langzeit-Therapie und das war
moglicherweise die Folge einer friihzeitigen Reifung der MikrogefiBle. Die Kurzzeit-
Hochdosis-Therapie mit Glucocorticoiden, verabreicht an vier aufeinanderfolgenden
Tagen, flihrte bei den Lungen von postnatalen Ratten ebenfalls zum Auftreten einer
vorzeitigen Reifung der Mikrogefdl3e durch die Fusion von Kapillaren und den Arrest der
Septierung des Parenchyms, aber diese Effekte waren nur befristet. Diese initiale Phase des
beschleunigten Lungenwachstums war nach kurzer Zeit beendet und das normale
Wachstum der Alveolen stellte sich am Tag 10 wieder ein. Demzufolge ist zu
beriicksichtigen, dass die prédzise Dosis, das Timing und die Dauer der Therapie mit
Glucocorticoiden einen groflen Einfluss auf das Lungenwachstum und die Differenzierung
der Lunge haben konnen [7,60].

Neben den Effekten der Glucocorticoide auf die Lungenmorphologie, wurden auch ihre
Langzeit-Effekte auf die Lungenfunktion untersucht. Diese Ergebnisse sind allerdings
aufgrund der Variationen beziiglich der Anwendung des Surfactants, der Schwere der
chronischen Lungenerkrankung, der Dosis, der Dauer und des Timings der Anwendung
des Dexamethasons, und aufgrund von unterschiedlichen Methoden der Messung der

% Vermehrte Sauerstoffexposition, zu hohes Sauerstoffangebot

% Schéden, die durch Druck ausgeldst werden (z. B. bei kiinstlicher Beatmung)

% sehr kleine, eigenstindig vermehrungsfihige Bakterien aus der Klasse der Mollicutes (1)
% Kiinstlich beatmet
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Lungenfunktion, in den unterschiedlichen Studien nur sehr schwer miteinander zu
vergleichen oder zu interpretieren [60].

Bei der Durchfiihrung eines Follow-Ups durch Jones et al. an 145 Kinder im Alter von 13
bis 17 Jahren, die an einer doppelt-verblindeten RCT®’ (1984-1989) mit Dexamethason-
(0,5 mg/kg/Tag fiir eine Woche), oder Plazebo-Behandlung bei Vorliegen von neonatalen
chronischen Lungenerkrankungen teilnahmen, ergab sich kein signifikanter Unterschied
beziiglich der Lungenfunktion zwischen den beiden Gruppen, was anhand der
Spirometrie®® beurteilt wurde. Diese Studie kam zu dem Ergebnis, dass keinerlei Evidenz
daflir besteht, dass die Anwendung von Dexamethason wéihrend der neonatalen Periode
Langzeitfolgen auf die Lunge hat, aber es wurden auch keinerlei niitzliche Effekte
gefunden [61].

Eine andere Follow-Up-Studie von Nixon et al., wurde an 68 Kindern im Alter von acht
und 11 Jahren durchgefiihrt. In dieser RCT (1992-1995) einer iiber 42 Tage
ausschleichenden, postnatalen Dexamethason- (0,5 mg/kg/Tag), oder Plazebo-Therapie
wihrend der neonatalen Periode, zur Reduktion der Dauer der Ventilator-Abhingigkeit,
kamen die Autoren zu dem Ergebnis, dass die postnatale Dexamethason-Applikation mit
einem hoheren, exspiratorischen Flow® assoziiert war, aber die gemessenen Asthma-
Scores®’ waren zwischen den beiden Gruppen gleich [62].

Um dem Neugeborenen die Anpassung an die postnatalen Umgebungsfaktoren zu
ermoglichen, sind mehrere Faktoren von grofer Bedeutung: Die Lungenfliissigkeit muss
absorbiert werden, die Lungen miissen sich mit Luft fiillen und es muss eine ausreichende
Oberflidche fiir den Gasaustausch vorhanden sein. Die meiste Aufmerksamkeit erfiahrt in
dieser Hinsicht das Surfactant-System, da es den Lungen durch eine Reduktion der
alveoldaren Oberflichenspannung ermoglicht, in expandiertem Zustand zu verbleiben und
somit einen wichtigen Faktor der Lungenentwicklung darstellt [7].

Beide, sowohl das Surfactant-System [63], als auch die Fliissigkeits-Clearance der Lunge
[64], wurden von verschiedenen Forschergruppen genau untersucht. Die molekularen und
zelluldiren Mechanismen, die zur normalen Entwicklung der Lunge beitragen, waren
ebenfalls Gegenstand intensiver Forschung [35].

Fiir eine normale Lungenentwicklung sind nach McDonald folgende Faktoren von
entscheidender Bedeutung: normale fetale Atembewegungen, ein adidquater intra-
thorakaler Raum, ausreichende intra- und extra-pulmonale Fliissigkeitsvolumina und ein
ausreichender pulmonaler Blutfluss [65].

In jedem der oben angefiihrten Stadien der Lungenentwicklung kdonnen Anomalitdten
durch feto-maternale Faktoren ausgeldst werden. Dazu zdhlen solche, wie die Entwicklung
eines Oligohydramnions®’, genetische Faktoren (Mangel an Surfactant-Protein B), oder
entwicklungsbedingte Anomalien [7].

In folgenden Phasen der Lungenentwicklung kommt es zur Assoziation mit
entsprechenden Malformationen [7]:

Embryonale Phase:
o Agenesie’ der Lunge

%7 randomisierte kontrollierte Studie

% Messung der Atemfunktion

% Exspiratorischer Atemfluss (1)

% Score zur Beurteilung des Schweregrades des Asthmas (1)
°! verringerte Menge an Fruchtwasser (1)

%2 vollstandiges Fehlen einer Gewebe- oder Organanlage (1)
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e Agenesie oder Stenose’” des Larynx oder der Trachea
e Tracheo- oder Bronchomalazie

e bronchiale Fehlbildungen

e cktope’ Lungenlappen

e atrio-ventrikuldre Malformationen

e kongenitale Zysten der Lappen

Pseudoglanduldre Phase:

e zystisch-adenmatoide Malformation

e Hypoplasie” der Lunge

e Lungenzysten

e kongenitale pulmonale Lymphangiektasie®®

o kongenitale Zwerchfellhernie (CDH)

Kanalikuldire Phase:
e Lungenhypoplasie
. Respiratory—Distress—Syndrom9 7
e Dysplasie der Azini

Sacculdre und alveoldre Phase:
e Lungenhypoplasie
e RDS

Dysplasie der Azini

Dysplasie der alveoldren Kapillaren

Wigglesworth und Desai [66] demonstrierten in eleganter Weise die Wichtigkeit und
Bedeutung der fetalen Atembewegungen flir die normale Lungenentwicklung und das
normale Lungenwachstum. Eine experimentelle Unterbindung dieser Atembewegungen,
durch eine Durchtrennung des Riickenmarkes auf Hohe des Nervus phrenicus, fiihrte zur
Unterentwicklung der Lungen bei neugeborenen Hasen. Wurde diese Durchtrennung auf
Hoéhe von C1 bis C3 durchgefiihrt, also oberhalb des phrenischen Nervs, bildeten sich
hypoplastische Lungen mit reduziertem Lungengewicht und diirftig entwickelten,
diinnwandigen terminalen Sidckchen aus. Bei Durchtrennung des Riickenmarks unterhalb
des Zwerchfellnervs, auf dem Level C5 bis C8, wurde ebenfalls eine gewisse
Gewichtsreduktion der Lungen beobachtet, aber die terminalen Sdckchen der Lungen
waren mit jenen von Tieren der Kontrollgruppe vergleichbar. Nachdem an anderen
Organen keine Anomalititen beobachtet wurden, wurde die anormale Lungenentwicklung
von den Autoren mit der Abwesenheit der Atembewegungen in Verbindung gebracht [66].

” Verengung

% Eine Ektopie ist eine angeborene Verlagerung von Geweben oder Organen an eine ungewdhnliche Stelle
().

% Unterentwicklung

% angeborene Fehlbildung der LymphgefiBe der Lunge (1)

°7 Das RDS ist ein schweres Ateminsuffizienzsyndrom, das zum Lungenversagen fiihrt (1).
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Weitere Experimente bestétigten die zuvor angefiihrten Beobachtungen und wurden von
Fewell et al. [67] durchgefiihrt, die die Folgen einer Durchtrennung des Nervus phrenicus
an Schafen untersuchten. Diese Forschergruppe berichtete auBlerdem iiber reduzierte
Flissigkeitsmengen in den Luftwegen, ein reduziertes Lungengewicht und einen
reduzierten DNA*-Gehalt der Lungen. Die Produktion der Lungenfliissigkeit war davon
nicht betroffen. Auch diese Experimente unterstreichen die Bedeutung der fetalen
Atembewegungen beziiglich der normalen Lungenentwicklung. Eine Storung der
Zwerchfellbeweglichkeit und -Beschaffenheit reduziert das intrathorakale Volumen, weil
sich dadurch Bauchorgane in die Thoraxhdhle vorwolben kdnnen [67].

1.4. Fetale Atembewegungen

Am menschlichen Fetus werden die ersten Atembewegungen in der 11.
Schwangerschaftswoche verzeichnet, aber in der 30. bis 40. Schwangerschaftswoche
nimmt ihre Frequenz stark zu. Sie steigen nach miitterlichen Mahlzeiten, offenbar durch
den Anstieg des miitterlichen Blutglukose-Spiegels, und es zeigt sich ein zirkadianer
Rhythmus® mit minimalen Atembewegungen (zwischen 14 Uhr und Mitternacht) und
gesteigerten Bewegungen (zwischen 4 und 7 Uhr frith) [7]. Wéahrend der miitterlichen
Wehen sinkt die Aktivitdt der fetalen Atembewegungen von 25% zu Wehenbeginn auf 8%
wiéhrend der spidten Wehen und auf unter 1% wéhrend der aktiven Wehen [68]. Ash et al.
[69] berichteten allerdings {iber eine fetale Atemaktivitét, die sich von 76% im Stadium der
frithen Wehen, auf 90% im Stadium der spiten Wehen steigerte. Die fetale Atembewegung
scheint mit dem Verhaltenszustand des Fetus in Zusammenhang zu stehen [70]. Wenn der
Fetus den Zustand der Reife erreicht, ist die Inzidenz dieser Atembewegungen wéhrend der
Perioden fetaler Aktivitdt groBer, als wihrend jener fetaler Inaktivitat [71].

Neben einem zirkadianen Rhythmus und einem Zusammenhang mit dem Schlaf
beeinflussen viele andere Faktoren die Atembewegungen des Fetus [7]:

Zu einem Anstieg der fetalen Atembewegungen flihren:
e Hyperkapnie'®
o Hyperglykimie'"
o Azidose'”
e Temperaturanstieg
e Indomethacin'®
o Koffein

o Theophyllin

Zu einer Abnahme der fetalen Atembewegungen fiihren:
. HypoxielO4
o  Hypoglykdmie

8 Desoxyribonucleinsdure

% tageszeitlicher Rhythmus

1% erhshter CO,-Gehalt im Blut (1)

1" erhshter Blutzuckerspiegel (1)

192 Abfall des Blut-pH-Wertes

'3 NSAR (nicht-steroidaler Entziindungshemmer) (1)
1% Sauerstoffmangel
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e Prostaglandin E2
e miitterliches Rauchen
e miitterlicher Alkoholkonsum

e intrauterine Infektionen

. 105
e Diazepam

o Morphin'”

Die fetalen Atembewegungen steigen nach einer miitterlichen Mahlzeit und nach Infusion
von Glukose. Ein Anstieg von CO; steigert die Atembewegungen bei Mensch und Tier und
der gegenteilige Effekt zeigt sich bei Hypokapnie'®” [72]. Dies fithrt zu der Annahme, dass
die zentralen fetalen Chemorezeptoren bereits wihrend des fetalen Lebens aktiv sein
konnten. In dhnlicher Weise unterdriickt Hypoxie die motorischen fetalen Bewegungen,
besonders die Extremitidtenbewegungen, die zufélligen Augenbewegungen, das Schlucken
und das fetale Atmen. Im Gegensatz dazu, hat Hyperoxie nur minimale Effekte auf die
fetale Atmung [72].

Das Prostaglandin E2 steigt widhrend der miitterlichen Wehen an und {iibt einen
steigernden Effekt auf die fetalen Atembewegungen aus. Bei Fortschreiten der Wehen
zeigte sich eine Abnahme der fetalen Atembewegungen, obwohl Ash ef al. (sieche oben) in
thren Untersuchungen eine gesteigerte Atemaktivitit beobachtet haben [69,72,73].

Das miitterliche Rauchen reduziert die fetalen Atembewegungen durch verschiedene
Mechanismen, wie Hypoxie und Reduktion des uterinen Blutflusses. Die Bedeutung der
Atembewegungen liegt in der Ausbildung eines addquaten Lungenvolumens [74].
Wihrend der Apnoe-Phasen'” verhindert der relativ hohe Widerstand der oberen Luftwege
den Efflux'” von Lungenfliissigkeit, was zu einem Druckanstieg innerhalb der Lungen
filhrt. Wéhrend der fetalen Atembewegungen relaxieren die oberen Atemwege und die
Kontraktionen des Zwerchfells unterhalten die Expansion der Lungen. Eine Ablation des
Zwerchfellnervs, wie von Miller et al. beschrieben, filhrte demnach zu einer Abnahme des
Volumens der Lungenfliissigkeit [75].

Die Dehnungen des Lungengewebes und die rhythmischen Kontraktionen des Zwerchfells
wihrend der fetalen Atembewegungen leisten einen wichtigen Beitrag zum
Lungenwachstum, was der Nachweis einer Freisetzung von mitogenen''”
Wachstumsfaktoren wihrend der rhythmischen Phasen der Dehnung bestitigte [76].

Viele Forscher versuchten, die Atembewegungen des Fetus zu untersuchen und erhofften
sich so, Feten einer Hochrisiko-Gruppe, wie jene mit einer Hypoxie, friihzeitig erkennen
zu konnen. Besinger et al beobachteten fetale Atembewegungen bei 50
Schwangerschaften zwischen der 26. und 34. SSW und fanden dabei heraus, dass, wenn
die Atembewegungen wihrend einer Beobachtungsperiode von 20 Minuten ausblieben, bei
16 von 17 beobachteten Frauen die Wehen auftraten. In 29 der verbleibenden 33
Schwangerschaften, in welchen fetale Atembewegungen beobachtet wurden, traten die

1% Diazepam ist ein Arzneistoff aus der Gruppe der Benzodiazepine mit relativ langer Halbwertszeit. Er wird
insbesondere als Psychopharmakon zur Behandlung von Angstzustéinden, in der Therapie epileptischer
Anfille und als Schlafmittel angewendet (12).

1% Derivat des Morphiums

"7 Verringerung des CO,-Partialdruckes im Blut (1)

'% Phasen des Atemstillstandes

1% Ausfluss

"% Mitose-(Zellteilungs-)fordernde Wachstumsfaktoren (1)
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Wehen, wihrend einer Periode von mindestens 48 Stunden nach der Observation, nicht auf
[77].

Die fetalen Atembewegungen wurden auch analysiert, um damit die Entwicklung einer
pulmonale Hypoplasie bei schwangeren Frauen mit Oligohydramnion vorherzusagen. Blott
et al. berichteten von einem letalen Outcome in fiinf von 20 Schwangerschaften, die durch
das Auftreten eines Oligohydramnions verkompliziert wurden, wenn die fetalen
Atembewegungen ausfielen [78]. Nachdem die fetalen Atembewegungen episodisch
auftreten, ist eine solche Methode der Erkennung und der Analyse der Atembewegungen
nur dann akkurat, wenn sie wihrend einer prolongierter Perioden durchgefiihrt wird [78].

1.4.1. Die Rolle der fetale Lungenfliissigkeit

Der Erhalt der Lungenfliissigkeit in der fetalen Lunge ist flir thre Entwicklung und ihr
Wachstum von gro3er Bedeutung.

Die fetalen Atembewegungen, in Kombination mit dem Widerstand der oberen Luftwege,
scheinen fiir die Beibehaltung der Menge an Lungenfliissigkeit verantwortlich zu sein [79].
Dies wurde anhand einer Serie von Experimenten von Moessinger et al. [80] elegant am
Schafsmodell demonstriert. Wenn ein Lungenlappen von fetalen Schafen operativ ligiert''!
wurde, was in diesem Lappen zum Anstieg der Menge an Lungenfliissigkeit fithrte, und
der andere Lappen frei drainierte''’, zeigte sich der drainierte Lappen hypoplastisch,
wiéhrend der ligierte Lappen eine Hyperplasie entwickelte. In gleicher Weise war auch zu
beobachten, dass eine Abnahme des Druckes innerhalb der fetalen Lunge (ohne Verlust
von Lungenfliissigkeit) zu einer Fehlentwicklung der Lunge fiihrte [81]. Die
Lungenfliissigkeit wird von den Epithelzellen, speziell in den distalen Luftwegen,
produziert und flieBt durch die oberen Luftwege, wo sie entweder verschluckt, oder in den
amniotischen Raum freigesetzt wird. Die Flissigkeit ist reich an Chlorid und arm an
Bikarbonat und Proteinen. Die Balance zwischen Produktion und Drainage der
Lungenfliissigkeit macht den wichtigsten Aspekt der normalen Lungenentwicklung aus
[82].

Die Rate der Fliissigkeitsproduktion steigerte sich an fetalen Schafen von anndhernd 5
ml/kg in der mittleren Schwangerschaftsperiode, auf bis zu 20 ml/’kg zum Geburtszeitpunkt
mit stliindlichen Raten, die von 2 ml/kg/h auf 5 ml/kg/h anstiegen [82]. Chlorid wird in den
luminalen Raum tiber die apikale Oberfliche des Lungenepithels gemeinsam mit Natrium
ausgeschleust und Natrium wird in weiterer Folge im Gegenzug gegen Kalium
reabsorbiert. Wenn der Fetus die Reife erreicht, sinkt die Rate der Fliissigkeitsproduktion
[83].

Von Olver und Kollegen wurde angenommen, dass das RDS des Neugeborenen nicht nur
durch ein Defizit an Surfactant, sondern auch durch eine inaddquate
Fliissigkeitsclearance'” der Lunge verursacht werden konnte [84]. Beta-Agonisten
stimulieren die Natrium-Aufnahme durch die Epithelzellen mit nachfolgender
Reabsorption von Wasser aus dem extrazelluliren Raum und filhren damit zu einer
Abnahme der Menge der fetalen Lungenfliissigkeit [84]. Auch Vasopressin reduziert die
Produktion der Lungenfliissigkeit. Zum Geburtszeitpunkt konnen somit Beta-Agonisten
und Vasopressin eine synergistische Wirkung ausiiben und die Lungenfliissigkeit des Fetus
verringern, so dass eine bessere Adaption an die postnatale Umgebung mdglich wird [85].

"1 operativ unterbunden
''? abflieBen
'3 Fliissigkeitsverringerung, Fliissigkeitsresorption
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Andere Faktoren wie Prostaglandin E2, Aldosteron''® und atriales natriuretisches

Hormon, konnen alle zu einer Verringerung der Menge der fetalen Lungenfliissigkeit in
der spiten Schwangerschaft beitragen [85].

1.4.2. Die Bedeutung der Fliissigkeitsbalance und der Thoraxwand fiir das
Lungenwachstum

Es tiberrascht nicht, dass jede Ursache, die die Balance zwischen der Produktion und der
Drainage der Lungenfliissigkeit &ndert, die Entwicklung der fetalen Lunge beeinflussen
kann.

Die Produktion der Lungenfliissigkeit scheint allerdings von den fetalen Atembewegungen
unabhdngig zu sein, wie sich anhand von Experimenten mit einer Durchtrennung des
Zwerchfellnervs zeigte. Es ist demnach hauptsichlich die Drainage der Lungenfliissigkeit,
die das Lungenwachstum beeinflusst. Ein Oligohydramnion tritt bei spontaner Ruptur der
Membranen oder in Assoziation mit uterinen Infektionen auf. Wenn keine adiquate
extrathorakale Fliissigkeitsmenge aufrechterhalten werden kann, verschlechtert sich die
Lungenentwicklung und es resultiert eine Hypoplasie.

In dhnlicher Weise fiihrt das Potter-Syndrom, bei welchem eine Agenesie der Nieren
auftritt, zu einem Mangel an Amnionfliissigkeit und zu hypoplastischen Lungen.
Anomalitdten der Thoraxwand oder Erkrankungen der Muskulatur konnen ebenso das
Wachstum und die Entwicklung der Lunge beeinflussen. Erstere flihren zu einer
Verringerung des Raumes fiir das Lungenwachstum, letztere verursachen iiber eine
Reduktion der Atembewegungen eine verringerte Lungenentwicklung. Alle Ursachen, die
zu einer Verringerung des intrathorakalen Raumes fiihren, beeinflussen auch die
Lungenentwicklung und eine der wichtigsten Ursachen ist die angeborene
Zwerchfellhernie'’”. Bei dieser zeigt sich auch eine anormale Entwicklung der
Verzweigung der Luftwege und der Alveolen [67].

1.4.3. Friihgeburt

Der offensichtlich wichtigste Faktor, der das Wachstum der Lunge beeinflusst, ist eine zu
frithe Geburt. Eine reduzierte und gestorte Alveolarisierung wurde an Kindern beobachtet,
die eine chronische Lungenerkrankung bei Frithgeburt entwickelten [86]. Eine schlechte
Alveolarisierung konnte nach Hislop et al. auch durch andere, postnatale Einfliisse, wie
mechanische Ventilation, Sauerstofftherapie, persistierenden Ductus arteriosus botalli''®
und Infektionen bedingt sein, oder ihren Ursprung vor der Geburt nehmen [87].

Coalson et al. [88] demonstrierten am Pavian-Modell, dass Hyperoxie und Barotrauma zur
Lungenschiidigung mit Defiziten beziiglich der Alveolarisierung fiihrten. Ahnliche
Ergebnisse zeigten sich in vielen Tiermodellen, in welchen die Auswirkungen von
mechanischer Beatmung und Hyperoxie untersucht wurden. Die chronische
Lungenerkrankung bei Frithgeborenen bleibt, trotz der Verbesserungen der Therapie und
des Einsatzes neuer Technologien, eine Hauptursache fiir Morbiditdt und Mortalitdt [88].
Die Aufmerksamkeit wird zusehends auf die Rolle der vorgeburtlichen Faktoren gelenkt.
Romero et al. berichteten iliber einen Zusammenhang zwischen proinflammatorischen
Zytokinen'"” im Uterus und der Entwicklung der chronischen Lungenkrankheit des

"4 Aldosteron ist ein zu den Mineralocorticoiden zéhlendes Hormon der Nebennierenrinde, das einen
wesentlichen Einfluss auf die Regulation des Na'-, K'- und Wasserhaushaltes ausiibt (1).

"5 Congenital Diahragmatic Hernia (CDH)

" Verbindung (Shunt) zwischen Lungen und Kérperkreislauf (1)

""" Entziindungsmediatoren
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Frithgeborenen. Ein wichtiger Triggerfaktor ist dabei eine intrauterine Infektion, wie z. B.
durch Ureaplasma urealyticum. Es Dbestehen offenbar Anzeichen, dass eine
Chorioamnionitis'"® den Fetus fiir die Entstehung einer Lungenerkrankung und eines
gestorten Lungenwachstums pradisponieren konnte [89,90].

Die Kaskade, die zu einer Abnahme und Stérung der Alveolarisierung fiihrt, konnte durch
einen Vorfall, wie eine antenatale Infektion'", in Gang kommen und zu einer Antwort im
Sinne einer Entziindung in der kindlichen Lunge fiihren. Die dabei involvierten
Wachstumsfaktoren sind auch fiir die normale Lungenentwicklung wichtig. Allerdings
kommt es im Zuge der Entziindung zu einer Uberexpression dieser Faktoren, die dann
vermutlich thre Wirkung auf das Lungenwachstum austiben [7].

1.5. Wachstum des Gefifibaumes

Die Zirkulation in der Lunge unterliegt bei der Geburt tiefgreifenden Veranderungen. Ein
Versagen der Adaptionsmechanismen filhrt zur pulmonalen Hypertension™’ des
Neugeborenen. Die Grundlage dafiir konnte ein anormales Lungenwachstum im Uterus,
oder ein Versagen der Mechanismen der Vasodilatation'”' in der Neugeborenen-Periode
bilden [91].

Wihrend des fetalen Lebens stromen etwa acht bis zehn Prozent des gesamten Blut-
Outputs'* des Herzens durch die pulmonale Zirkulation (siche Abbildung 2). Die
Oxygenierung des Blutes wird durch die Plazenta bewerkstelligt und das Blut wird von der
fetalen Lunge weggelenkt. Dies wird durch den hohen Widerstand der fetalen Zirkulation
in der Lunge erreicht. Unmittelbar nach der Geburt setzt beim Neugeborenen die Atmung
ein und dadurch fillt der Widerstand in den fetalen Lungenarterien ab und ermoglicht
damit einen acht- bis zehnfach hoheren Blutfluss durch die Lunge. Ein Versagen oder eine
Storung dieses Druckabfalls fiihrt zu einem Aufrechterhalten des hohen Druckes in den
Lungengefilen und damit zu einem Versagen der postnatalen Adaption. Die
Mechanismen, die in ein solches Versagen involviert sind, sind noch nicht vollstdndig
bekannt. Aber es existieren einige Annahmen, die sich auf eine gestorte Entwicklung der
Blutgefilie in utero beziehen [91].

"8 Entziindung des Amnions und Chorions (Entziindung der Eihdute) (1)
9 vorgeburtliche Infektion

"2 Lungenhochdruck

2! Erweiterung der GefiBe

'22 Blut-Auswurf-Volumen
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Abbildung 2:
Post mortem Arteriogramm eines Fetus in der 39. SSW (nach arterieller Injektion von Bariumsulfat).
Quelle: Hislop et al. [91]

1.5.1. Verzweigungsmuster der Arterien und Venen der Lunge

Die primdre Funktion der Lunge ist der Gasaustausch und dieser wird durch die
Lungengefille, die innerhalb der Alveolen eine grofle Oberflache bilden, ermdglicht.

Der Blutfluss muss hierzu ausreichend sein und der Lineargeschwindigkeit des
Gegenstroms entsprechen, um den ausreichenden Gasaustausch zu ermdglichen. Die
Blutgefie kontrollieren auch die Produktion, den Transport und die Konzentration
vasoaktiver Mediatoren. Widhrend der Entwicklung entsteht ein kompliziertes
Verzweigungsmuster der Blutgefdle aus einer einzelnen, avaskuldren Knospe. Die Gefille
werden dann, im Zuge der weiteren Entwicklung, an das linke A#rium’® und den rechte
Ventrikel'** des Herzens angeschlossen [91].

In der adulten Lunge finden sich ein Verlauf und eine Verzweigung der Arterien entlang
der Luftwege, was darauf hindeutet, dass thr Wachstum durch die Luftwege reguliert
werden konnte [91].

Neben diesen konventionellen Arterien lings der Zweige der Luftwege, existieren
zusatzliche, kleinere, supernumerdre125 Arterien, die in zwei- bis dreifach hoherer Anzahl
vorkommen und die alveoldre Region direkt versorgen. Diese kénnen bis zu 40% des

123 yorhof
124 Kammer
12 iiberzahlige*
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gesamten Blutflusses aufnehmen und ihre Anzahl nimmt in der Peripherie der Lunge zu.
Die Venen der Lunge weisen die gleiche Anzahl von konventionellen und supernumeréren
Asten auf, aber sie verlaufen unabhiingig von den Luftwegen zwischen den Azini und den
Segmenten der Lunge [91].

Frithe Studien der Lungenentwicklung brachten hervor, dass die Arterien und Venen der
Lunge zur gleichen Zeit wie die Luftwege wachsen, so dass damit alle préiazindren'”’
Gefile in der 17. Schwangerschafiswoche, am Ende der pseudoglanduldren Phase,
ausgebildet sind [92]. Die supernumerdren Arterien und Venen, die mit den Alveolen
assoziiert sind, sind in diesem Stadium noch nicht entwickelt, wachsen aber auch in dieser
Periode. Dies deutet auf einen genetischen Einfluss bei der Entwicklung der Blutgefilie
hin. Das Wachstumsmuster ist unter Zwillingen &hnlicher, als jenes zwischen andere
Individuen der iibrigen Bevdlkerung, was ebenfalls auf einen genetischen Einfluss
hindeutet. In der kanalikuliren Phase (17.-27. SSW) begleitet das weitere Branching'?’ der
Arterien und Venen die Entwicklung der Atemwege [91].

Zu dieser Zeit kommen die Kapillaren innerhalb des Mesenchyms, unterhalb des Epithels,
zu liegen, das sich zu Typ I- und Typ II-Pneumozyten'”® differenziert. Dies ldsst eine Blut-
Luft-Barriere entstehen, die beziiglich ihrer Dicke, jener der in der adulten Lunge
gemessenen gleicht [91].

Menschliche Studien von Hall ef al. brachten hervor, dass die Blutgefillie der Lunge viel
eher initial durch die Entstehung von ,,de novo“ endothelialen Ti ubuli’®’ innerhalb des
Mesenchyms um die peripheren Luftwege gebildet werden (Vasculogenese), als durch
einwirts gerichtetes Wachstum bereits bestehender Arterien (Angiogenese) [93].
Prékursorzellen® des Endothels aus glatter Muskulatur wurden, ohne ein Vorkommen
eines Lumens, im splanchnischen Mesenchym des Vorderdarms und der Lungenknospe in
der vierten SSW nachgewiesen [91].

Die endothelialen Tubuli werden geformt, verschmelzen und eine erste Zirkulation
zwischen dem rechten Ventrikel und dem linken Atrium des Herzens kann um die flinfte
SSW vorgefunden werden, wenn die Lunge nur eine Generation an Luftwegen aufweist.
Wenn sich die Luftwege in Richtung der Peripherie teilen, bilden sich die intrapulmonalen
Arterien durch kontinuierliches Verschmelzen der endothelialen Tubuli langs der Luftwege
aus. Im Gegensatz dazu bilden sich die Venen unabhéingig aus dem gleichen Mesenchym
und verlaufen dann zwischen den Luftwegen [91].

Wenn sich die Alveolen im spidten fetalen Leben (nach der 30. SSW) und nach der Geburt
bilden, kommt es zu einem raschen Anstieg der Anzahl der prad- und postkapilliren Gefale.
Im Alter von zwei Jahren wichst die Lunge durch Zunahme der Oberfliche der Alveolen
und das Areal des GefdBbettes steigt neben diesem Wachstum ebenfalls an.

Zwischen der Geburt und dem Erreichen des Erwachsenenalters, nimmt die Oberfldche der
Lunge um das etwa 20-Fache und das Volumen der Kapillaren um das 35-Fache zu und
damit wird ein effizienterer Gasaustausch ermdglicht. Bei der Geburt zeigt sich in der
Lunge ein gleiches Muster der Arterien und Venen, wie in der adulten Lunge. Die
Blutgefile nehmen mit zunehmendem Alter und steigendem Lungenvolumen an Grof3e zu
und die Anzahl und das Volumen der Gefédl3e in der Peripherie steigen ebenfalls an [91].

Stadien des normalen Wachstums der Lungengefdl3e [91]:

2% yor dem Azinus liegend

"7 die Verzweigung

28 Alveolarepithezellen, Lungenepithelzellen
12 schlauchartiger GeféBstrukturen

B0 Vorlauferzellen
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e 4-16. SSW: Arterien und Venen entwickeln sich durch Vasculogenese aus dem
Mesenchym, das die Knospen der Luftwege umgibt

e 17. SSW: die priaaziniren Arterien und Venen sind komplett angelegt

e 24, SSW: die Blut-Luft-Barriere ist etabliert

e Spites fetales Leben bis zweites Lebensjahr: die intraazindren Arterien und Venen
entwickeln sich mit den Alveolen

e Mit dem Lungenwachstum nimmt auch die GréBe der Arterien und Venen zu

e Hohe Dicke der Arterienwand im fetalen Leben

e Nach der Geburt: rasche Dilatation der pulmonalen Arterien und Ausdiinnung der
Winde

e Allméhlicher Ausbau der Muskulatur wihrend der Kindheit

e Innervation der glatten Muskelzellen der pulmonalen Arterien

1.5.2. Struktur der Wand der pulmonalen Arterien

Glatte Muskelzellen werden sehr bald in der Umgebung der neu gebildeten Arterien
gefunden, nachdem sie sich lings der Luftwege angesiedelt haben. Die Muskelzellen
scheinen den bronchialen glatten Muskelzellen der angrenzenden Lufiwege zu
entstammen. Mit zunehmender Grofle der Arterien werden weitere, mutmal3liche
Muskelzellen aus dem Mesenchym rekrutiert und steigern die Dicke der muskuldren
Wand. Auch elastische Laminae™’ und Kollagen werden zwischen den Layern’*? der
Muskelzellen abgelagert [93].

Um die Mitte des fetalen Lebens ist die Struktur der Lungenarterien gleich, wie auch in der
adulten Lunge [92]. Der proximale Anteil des pulmonalarteriellen Gefdllbettes zeigt
GefaBe mit elastischen Strukturen und hier treten mehr als sieben Lagen von glatten
Muskelzellen auf, die durch Kollagen gegeneinander abgegrenzt werden. Das Elastin
verleiht dem Gefdl3 die Dehnbarkeit, wihrend das Kollagen fiir die Widerstandskraft und
Rigiditit'*® verantwortlich ist [91].

Unterhalb dieser proximalen Hilfte des Gefdl3bettes zeigt sich eine zunehmende Reduktion
der Zahl der Layer der Muskulatur und so ist in den peripheren Arterien nur mehr eine
Lage von Muskelzellen zwischen den elastischen Laminae zu finden. Im Gegensatz dazu,
sind die Venen nur diinnwandig und weisen nur zwei bis drei Lagen von Muskulatur auf
und das gilt auch fiir den Bereich des Hilus. Sowohl die Arterien, als auch die Venen,
werden durch eine dicke Adventitia™* aus Kollagen umgeben.

Wihrend des fetalen Lebens ist der Widerstand der Lungengefdfle hoch und das ist mit
einem relativ kleinen Gefdlumen und einer dicken Muskelwand der Arterien assoziiert.
Nach der Geburt kommt es zu einer Abnahme der Wanddicke. Dieser Vorgang vollzieht
sich in den kleinen Arterien sehr schnell, in groBeren Arterien dauert er allerdings mehrere
Monate. Es kommt dabei offenbar anfanglich zu einer Zunahme der Grof3e der Arterien,
ohne dass dies die Grof3e der Muskelzellen betrifft. Danach, wenn die Blutgefa3e an Grof3e
zunehmen, erfolgt auch eine begleitende Groflenzunahme der glatten Muskelzellen und des
Bindegewebes, um damit den entsprechenden Anteils-Prozentsatz der Wanddicke zu
erreichen [91].

31 Schichten

2 Lagen

13 Steifigkeit

134 4uBere GefdBschicht
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Waihrend der frithen Kindheit sind die peripheren Lungenarterien relativ muskelarm und
mit der Zeit zeigt sich eine, mit zunehmendem Wachstum der Arterien fortschreitende,
Ausdehnung der Muskulatur in Richtung der Peripherie. Die Arterien werden friih, etwa
zur gleichen Zeit wie die Luftwege, innerviert. Diese Nervenversorgung erweitert sich in
Richtung der Peripherie langs der glatten Muskelzellen. Bei den Venen zeigt sich nach der
Geburt keine schnelle Strukturverdnderung, aber die Muskulatur nimmt auch hier in der
Wand durch Gréfenzunahme zu [92,94].

1.5.3. Faktoren, die das arterielle Wachstum kontrollieren

Die Entwicklung des GefiBBbaumes der pulmonalen Arterien hingt von den Interaktionen
zwischen verschiedenen Zelltypen und dem Bindegewebe innerhalb des Endoderms’ der
Luftwege und der mesenchymalen Matrix ab. Die Komponenten der extrazelluldren Matrix
induzieren die Differenzierung des Endothels'*®. Hier spielen Fibronektin, Laminin und die
Kollagene IV und V eine friihe Rolle bei der Bildung der endothelialen Tubuli.

Diese werden durch Zelladhdsions-Molekiile, wie E-Selektin und das PECAM-1"7,
aufrechterhalten.

Mit Antikdrpern gegen diese Faktoren ldsst sich in Kulturen die Bildung der endothelialen
Tubuli verhindern [91,95].

Die Bildung der kapilliren Tubuli um die Lungenknospen deutet darauf hin, dass
Wachstumsfaktoren von den Luftwegen produziert werden, die die Vasculogenese steuern.
Zum Beispiel findet sich der VEGF'® im bronchialen Epithel und seine Rezeptoren
befinden sich auf den Endothelzellen der sich entwickelnden menschlichen Lunge. Ein
anderer Wachstumsfaktor, der FGFBQ, induziert die Bildung der Endothel-Tubuli in
mesenchymalen Zellen von Vogeln, wihrend andere Wachstumsfaktoren dies nicht
bewerkstelligen. Fgf ldsst sich im Epithel und Mesenchym von Méusen nachweisen, aber
der Rezeptor findet sich nur im Mesenchym [91].

Nach der Bildung der Tubuli sind verschiedene Signale in die Bildung der muskuldren
Wand involviert. Ein diesbeziigliches Modell wurde von Folkman und D*Amore [96]
etabliert.

Sie beschrieben, dass undifferenzierte Mesenchymzellen an TIE2-Rezeptoren der
Endothelzellen gebundenes Angiopoietin'’ produzierten (siche unten). Dies fiihrte in der
Folge zur Freisetzung von Signalen, wie dem PDGF'!, oder dem HB-EGF'*, die auf die
mesenchymalen Zellen anziehend wirken [91]. Lings der Endothelzellen tragen sie zur
Bildung der glatten Muskelzellen bei. Durch die Ansammlung von kontraktilen und
zytoskelettalen Anteilen, differenzieren sie dann zu einem reiferen Zelltyp. Die groflen
pulmonalen Arterien weisen Anteile an Kollagen und Elastin auf, die durch die glatten
Muskelzellen produziert werden und lber die Hélfte der Wanddicke dieser Arterien
ausmachen. Der grofte Anteil dieses Elastins wird wéhrend des fetalen Lebens angelegt,
wihrend der Anteil an Kollagen, das fiir die Rigiditit der GefiBe verantwortlich ist
(hauptsichlich Kollagen Typ I), nach der Geburt zunimmt [97].

135 Ursprungsgewebe der Luftwege

"¢ innerste Gewebeschicht der Gefile

7 Platelet endothelial cell adhesion molecule-1

B8 Vascular endothelial growth factor

13 Fibroblast growth factor

1" Die Wandausbildung der GefiBe wird u. a. durch Angiopoietin-1 reguliert (1).
! Platelet-derived growth factor

2 Heparin binding epidermal growth factor
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1.5.4. Mechanismen, die in die Adaption nach der Geburt involviert sind

Wihrend des fetalen Lebens sind die pulmonalen Arterien sehr dickwandig und tragen
damit den groBten Teil zur Entstehung des hohen pulmonalen GefiBwiderstandes bei.
Bedingt durch die Dicke dieser Wand, weisen die glatten Muskelzellen keine so reife
kontraktile Struktur, wie die glatten Muskelzellen der Bronchien auf. Um diese Zellen ist
auch nur wenig Bindegewebe vorhanden [91].

Unmittelbar nach der Geburt kommt es zur Zunahme des Blutflusses und zu einer
Abnahme der Wanddicke. Bei den kleinen muskuldren Arterien wird dies durch das
Realignment'” und die Ausdiinnung der Endothelzellen und glatten Muskelzellen der
GefdBwand, innerhalb von wenigen Stunden, vollzogen. Dieser Prozess wird durch den
geringen Anteil an Bindegewebe und den relativ synthetischen Phénotyp der Muskelzellen
unterstiitzt. Wéhrend dieser Periode der Adaption zeigt sich kein Nettoverlust an
Muskelzellen [94].

Studien zur Untersuchung dieser Ausdiinnung der GefiBwéinde wurden vorwiegend in
vitro und in vivo an Schweinen und Schafen durchgefiihrt. Die Verdnderungen der
Wandstruktur, die gleich nach der Geburt auftreten, beinhalten das Remodeling des
Zytoskeletts des Aktins'*’. Es kommt zu einer abrupten, wenn auch transienten, Reduktion
der Anzahl der kontraktilen Myofilamente aufgrund eines Umbaus der Aktinfilamente zu
threr monomeren Form. Bei Ferkeln im Alter von zwei bis drei Wochen war diese
Reduktion dann wieder aufgehoben. Der GefdBwiderstand innerhalb der Lunge féllt mit
Beginn der Ventilation stark ab. Experimentelle Studien zeigten, dass der Abfall des
LungengefiBwiderstandes sowohl fiir die Atmung von Stickstoff, als auch von Sauerstoff
gilt, allerdings bestand auf Sauerstoff ein stirkeres Ansprechen.

Die Endothelzellen spielen bei der Modulation des Gefdfstonus in der systemischen und
pulmonalen Zirkulation wihrend des ganzen Lebens eine entscheidende Rolle. Sie nehmen
auch an Modulationen beziiglich des Wachstums und der strukturellen Verdnderungen teil
und sind bei der Adaption an das extrauterine Leben von groBer Bedeutung. Der plotzliche
Anstieg des Blutflusses nach der Geburt ruft an den Endothelzellen der Gefille einen,
durch Scherkrifte bedingten Stress hervor, und dieser stimuliert die Freisetzung von
Vasodilatoren'*’, wie NO'** und Prostacyclin'®’. Aber auch die Bildung von Endothelin'*®,
eines potenten Vasokonstriktors, wird dadurch angeregt [91,94,97,98].

1.5.5. Der Einfluss von Stickstoffmonoxid

Die Stimulation der endothelialen Zellen durch Sauerstoff (O,), Scherkrifte, Bmdykinin“g
oder Acethylcholin®’ fiihrt zur Produktion von NO™'. NO wird bei der Umwandlung von
L-Arginin in Citrullin durch das Enzym NO-Synthase"’ produziert. Mehrere Co-Faktoren,
wie Kalzium u. a., werden hierbei benotigt [91].

'3 die Neuausrichtung

144 gktin ermoglicht in Wechselwirkung mit Myosin die Muskelkontraktion (1).

143 GefiB-erweiternde Mediatoren

146 Stickstoffmonoxid

7 prostaglandin I, (PGI,) (1)

8 ET_I (Endothelin-I)

' Das Bradykinin ist ein vasoaktives Peptid- und Gewebshormon der Kinin-Gruppe (1).
%" Neurotransmitter

1 Stickstoffimonoxid

152 NOS
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Es existieren drei Isoformen der NOS, aber die vom Endothel produzierte NOS vom Typ
III ist der wichtigste Typ flir die pulmonale Zirkulation. Das vom Endothel gebildete NO
(eNO) diffundiert aus den Endothelzellen in die darunterliegenden glatten Muskelzellen
und fiihrt, hervorgerufen durch die Aktivitdt der Guanylat-Zyklase, zur Produktion von
c¢GMP', das eine Vasodilatation hervorruft. An fetalen Limmern wurde am 70.
Schwangerschaftstag (die Geburt erfolgt bei Schafen nach etwa 145 Tagen) eine héhere
Konzentration des Proteins und der mRNA'"* des cGMP gemessen, als nach der Geburt
[91,98].

In Lungen von Ferkeln zeigte sich ein Gehalt an eNOS, der bei Feten und Neugeborenen
hoher war, als bei erwachsenen Schweinen. Ein starker voriibergehender Anstieg trat bei
diesen Ferkeln zwei bis drei Tage nach der Geburt auf.

Die pulmonalen Venen zeigen einen hoheren Gehalt an eNOS, als die pulmonalen
Arterien. Auch eine starke basale NO-Freisetzung innerhalb der Venen von Ferkeln und
Lammern, die groBBer war, als jene in den Arterien, wurde beschrieben [91,99].

Wenn bei Lammern vor dem Geburtstermin die NOS-Aktivitidt experimentell blockiert
wurde, war der postnatale Abfall des pulmonal-vaskuldren GefiBwiderstandes
attenuiert'™>. Die Tatsache, dass die NOS-Aktivitdit im mittleren Stadium der
Schwangerschaft hoher war, als bei Neugeborenen oder Erwachsenen, konnte auf die
Wichtigkeit dieses Enzyms, in Bezug auf das Lungenwachstum und die Entwicklung des
Endothels, hindeuten [91,98].

Die stimulierte Freisetzung von NO ist beziiglich des Alters, der untersuchten Spezies und
dem Typ der Gefédlle unterschiedlich. Sauerstoff fiihrt bei menschlichen Endothelzellen zu
einer Hochregulierung der NOS-Gene. Bei neugeborenen Ferkeln sprachen die pulmonalen
Arterien, bis zum Erreichen eines Alters von drei Tagen, nicht auf die Relaxation durch
Acetylcholin an, wihrend die Venen schon darauf ansprachen. Dies konnte durch die
Wirkung der NOS, oder der muscarinen’”® Rezeptoren bedingt worden sein [91].

Auch bei neugeborenen Lidmmern zeigte sich ein abgeschwichtes Ansprechen auf
Acetylcholin. In der Lungenperipherie von Ferkeln konnte die NOS-Aktivitdt bei Geburt
stimuliert und damit erhoht sein, sie war aber eine Woche vor der Geburt im fetalen
Lungengewebe nicht mehr nachweisbar. Dies suggerierte, den Berichten von MacAllister
et al. folgend, das Vorkommen eines Inhibitors der NOS wihrend des fetalen Lebens und
dieser konnte moglicherweise Dimethylarginin®’ sein, dessen Gehalt bei systemischer
Hypertension™® und bei Kindern mit Lungenhochdruck gesteigert war [91,100].

Ein Mangel an NOS, wie er bei Mdusen mit der genetischen Nullmutation von eNOS
vorkommt, fiihrte, laut einer Studie von Fagan und Kollegen, zu keiner Hypertension auf
Meeresspiegel-Niveau, aber bei Hypoxie (also in hoheren geographischen Lagen) stieg die
Vasokonstriktion an. Dies deutet darauf hin, dass NOS weniger fiir den basalen Tonus der
Gefile, als fiir die Vasokonstriktion wichtig sein konnte [91,101].

153 eyelisches Guanosinmonophosphat

134 Messenger RNA

135 abgeschwicht, weniger stark ausgeprigt

1% Muskarinrezeptoren sind membranstindige Rezeptoren, die im parasympathischen Nervensystem
vorkommen und als Substrat den Neurotransmitter Acetylcholin (ACh) binden (Acetylcholinrezeptoren), aber
auch von Muskarin aktiviert werden konnen (13).

157 4 DMA

138 systemischem Bluthochdruck
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Die an Lidmmern durch den Verschluss des Ductus arteriosus in utero hervorgerufene
Hypertension, fiihrte zu einer Reduktion der Produktion und Aktivitit der eNOS und
reduzierte auch die Antwort der glatten Muskelzellen auf NO.

Gleiche Veridnderungen lieBen sich an hypertensiven neugeborenen Ferkeln machen [91].

1.5.6. Die Wirkung von Prostacyclin

Prostacyclin ist fiir seinen erweiternden Effekt auf das vaskuldre Bett des Fetus bekannt
und seine Synthese wird in glatten Muskelzellen und Endothelzellen wéhrend des fetalen
Lebens gesteigert [97]. Eine gesteigerte Sauerstoff-Spannung’” in den Arterien von fetalen
Lammern steigerte auch die Prostacyclin-Produktion, aber in intakten Lungen fiihrte dies
zu keiner Zunahme der entsprechenden Plasmalevels [97].

Laut Untersuchungsberichten sank die Produktion von Prostacyclin bei Limmern nach der
Geburt innerhalb von wenigen Stunden, aber Hypoxie steigerte seine Produktion und auch
die Genexpression. Das Prostacyclin ruft seinen relaxierenden Effekt iiber die Adenylat-
Cyclase hervor, ein Enzym, dessen Gehalt mit Anndherung an den Geburtstermin
abnimmt. Deshalb konnte die Prostacyclin-Wirkung in vorgeburtlichen Stadien der
Lungenentwicklung eine wichtige Rolle spielen [91].

1.5.7. Der Einfluss von Endothelin

Endothelin ist ein vasoaktiver Faktor und auch ein Wachstumsfaktor, der vom Endothel
produziert wird [91]. Experimentelle Studien zeigten einen vasokonstriktorischen Effekt
auf Arterien und Venen fetaler Limmer und Endothelin flihrte hier auch zu einem Anstieg
des Druckes in den Lungenarterien bei neugeborenen Limmern [97,98]. Der Plasmaspiegel
von ET-I ist bei Neugeborenen und hypertensiven Kindern hoch, aber nimmt offenbar mit
dem Anstieg des Druckes der Lungenarterien ab [91]. Untersuchungen an gesunden
Ferkeln ergaben, dass die Endothelin-Levels zum Zeitpunkt der Geburt hoch waren, aber
ab dem Alter von drei Tagen abfielen. Bei jenen Ferkeln, die nach der Geburt eine
Hypertension aufrechterhielten, war dieser Abfall geringer ausgeprégt [97].

ET-I wirkt iiber zwei Rezeptoren: den E74- und den ET-Rezeptor.

Der ETa-Rezeptor findet sich auf glatten Muskelzellen und seine Stimulation fiihrt zur
Vasokonstriktion. ETg-Rezeptoren finden sich einerseits auf den gleichen Zellen und ihre
Stimulation fiihrt ebenfalls zur Vasokonstriktion, aber andererseits finden sie sich auch auf
Endothelzellen, wo sie die Freisetzung von NO oder Prostacyclin hervorrufen und somit
zur Vasodilatation fiihren. Eine Studie, die von Noguchi und Mitarbeitern an Ferkeln
vorgenommen wurde, brachte hervor, dass der ETg-Rezeptor auf dem Endothel ein bis drei
Tage nach der Geburt nachweisbar war, aber bei hypertensiven Ferkeln fehlte. Die Menge
an kontraktilem Rezeptor ETA war bei hypertensiven Ferkeln gesteigert. Auch der Gehalt
an Endothelin war bei Versagen des vasodilativen Effekts von ET-I bei hypertensiven
Schafen erhoht.

Bei solchen Schafen schwiéchte die Anwendung eines E74-Blockers die strukturellen
Verianderungen der pulmonalen Arterien ab und steigerte die Vasodilatation bei der

Geburt.

Somit kdnnten, laut Ansicht der Autoren, ETa-Antagonisten eine therapeutische Rolle bei
der Behandlung von Kindern mit hypertensiven Lungenerkrankungen spielen [91,102].

159 Sauerstoff-Gehalt
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1.5.8. Anormale Lungenzirkulation

Storungen der pulmonalen Zirkulation konnen die Folge einer abnormen Entwicklung des
GefiBbaumes in utero, eines abnormen Musters des Branchings oder einer abnormen
Struktur der Gefiwand sein. Sie konnen auch durch ein Versagen der postnatalen
Adaption, angeborene Herzfehler oder eine Frithgeburt hervorgerufen werden (siche
Tabelle 2). In den meisten Fillen zeigt sich die Pathologie in Form einer Zunahme der
glatten Muskulatur innerhalb der Wand der kleinen pulmonalen Arterien [91].

Tabelle 2: Pulmonaler Hochdruck in der Kindheit.
Quelle: Hislop et al. [91]

Hypoxie Aspiration von Mekonium
Hypoplastische Lunge Frithgeburt, BPD'®' Sepsis
(z. B. in Folge einer CDH)
Primérer Lungenhochdruck | Angeborene Herzfehler Hypoxie, unbekannte
Faktoren

1.5.9. Die hypoplastische Lunge

Die Entwicklung der Arterien der Lunge scheint durch die Luftwege beeinflusst zu werden
und demzufolge fiihrt eine Reduktion des Branchings der Luftwege zu einer begleitenden
Reduktion der Zahl der Arterien. In hypoplastischen Lungen kann der erhdhte
GefaBwiderstand die Folge einer abnormen hypoplastischen Entwicklung des vaskuldren
Baumes sein. Bei der angeborenen Zwerchfellhernie’™, wo sich eine Reduktion der
prdazindren Luftwege und Zweige der arteriellen Gefale zeigt, fillt auch eine Reduktion
der Anzahl der Alveolen und Arterien auf. In den meisten Fillen kommt, bei Auftreten
einer CDH, auch eine pulmonale Hypertension vor, die durch die Reduktion des
GefaBbettes oder eine strukturelle Anomalitdt der Gefd3e bedingt sein konnte.

Bei beide Lungen, sowohl jenen mit angeborener Hypoplasie, als auch jenen mit CDH,
zeigt sich in den Arterien eine Zunahme der glatten Muskelzellen der Media'® und des
Bindegewebes in der Adventitia und beide Verdnderungen lieBen sich durch die
Anwendung der ECMO'* reduzieren.

Viele Fille der CDH sind gegen eine Behandlung mit NO resistent und dies deutet auf eine
fundamentale Anomalitdt der Struktur der Arterienwidnde hin. Bei der renalen Agenesie
und Dysplasie'®, die mit einer Lungenhypoplasie assoziiert sind, zeigt sich eine Reduktion
der Zweige der Luftwege und Arterien, aber keine Steigerung der Wanddicke der Arterien
[91,103].

10 persistierende Pulmonale Hypertension des Neugeborenen
1 Bronchopulmonale Dysplasie

162 Py

15 mittlere Schicht der GefiBwand (1)

1% extrakorporale Membranoxygenierung (1)

1% Fehlanlage bzw. Fehlentwicklung der Niere (1)
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1.5.10. Primére pulmonale Hypertension (PPH)

Die primdre pulmonale Hypertension ist eine seltene Erkrankung der Kindheit mit einer
schlechten Prognose. Etwa sechs Prozent der Fille treten familidr auf.

Nichols ef al. konnten ein Gen auf Chromosom 2q31-32 lokalisieren und dieses Gen zeigte
offenbar bei machen familidren Féllen einer PPH eine genetische Antizipation [91,104].

1.5.11. Persistierende Pulmonale Hypertension des Neugeborenen (PPHN)

Die haufigste Ursache der pulmonalen Hypertension des Neugeborenen ist die PPHN, die
durch ein Versagen der Adaption der pulmonalen Zirkulation charakterisiert ist. Es kommt
dabei zu einem hohen GefiBwiderstand und einer Labilitdt der Lungengefile mit dem
Auftreten eines Rechts-Links-Shunts'®® des Blutes und einer Hypoxdimie'®’. Die PPHN ist
mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitit assoziiert. Sie kann auch sekunddr, nach einer
Aspiration von Mekonium'®, einer Sepsis oder einer Hypoxie, auftreten. Viele der Kinder
mit einer PPHN, die auf eine Behandlung mit NO nicht ansprechen, weisen eine
idiopathische Lungenhypoplasie mit dem Versagen der Entwicklung einer normalen
alveoldren Region auf.

Diese Kinder zeigen eine Reduktion der eNOS-mRNA- und cGMP-Levels, aber auch einen
Mangel an Arginin, jedoch sind die Levels des vasokonstriktorischen ET-I hiufig erhoht
[91].

1.5.12. Die sekundire pulmonale Hypertension

Die pulmonale Hypertension kann auch sekundir, aufgrund von kongenitalen Herzfehlern
oder einer Hypoxie auftreten und wird bei Kindern mit chronischen Lungenerkrankungen
nach Frithgeburt und kiinstlicher Beatmung beobachtet. Der klinische Verlauf hiangt dabei
von der jeweiligen Ursache ab [91].

1.5.13. Friihgeburt und pulmonale Zirkulation

Vorzeitig geborene Babies mit der Ausbildung von Ayalinen Membranen in der Lunge,
werden moglicherweise mit einer normalen pulmonalen Zirkulation geboren. Allerdings
kommt es bei den Kindern, die im weiteren Verlauf eine chronische Lungenerkrankung
ausbilden, aufgrund von Hypoxie, oder moglicherweise auch aufgrund einer Hyperoxie,
verursacht durch kiinstliche Beatmung, zu einem Anstieg der arteriellen und vendsen
Anteile an glatter Muskulatur [91]. Die Kinder mit klinisch manifester pulmonaler
Hypertension zeigten einen stirkeren Anstieg der glatten Muskulatur der Lungengefafle,
als jene, die keine rechtsventrikuldre Hypertrophie aufwiesen [94].

Neugeborene, die wihrend der kanalikuldren Phase geboren werden (24. - 27. SSW),
iiberleben, zeigen aber ein Versagen der normalen Entwicklung des Gefil3bettes innerhalb
der alveoldren Region. Die auftretenden Hypoplasien und Dysplasien konnen
Langzeitfolgen haben. Uber den Effekt der ante- oder postnatalen Anwendung von
Glucocorticoiden auf die pulmonalen Arterien ist bisher noch zu wenig bekannt [91].

1% Das vendse Blut wird nicht in der Lunge oxygeniert, sondern direkt in den Kérperkreislauf umgelenkt (1).
' verringerter Sauerstoffgehalt des Blutes

' Mekonium ist im eigentlichen Sinne kein Verdauungsendprodukt des Fetus, sondern eine im noch
funktionslosen fetalen Darm angesammelte zdhe, dunkle Masse aus

abgeschilfertem Epithel der Schleimhéute, eingedickter Galle, sowie mit dem Fruchtwasser verschluckten
Haaren und Hautzellen (14).
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Glucocorticoide rufen eine Ausdiinnung der Alveolenwand hervor und konnen damit den
Zustand des vaskuldren Bettes beeinflussen.

Allerdings beschrieb Coalson, dass weder die Behandlung mit Glucocorticoiden, noch mit
Surfactant, die Entwicklung der Kapillaren bei vorzeitiger Geburt verbessern konnte
[91,105].

1.5.14. Angeborene Herzfehler

Es gibt keine Evidenz fiir die Stérung des Musters des Branchings der pulmonalen
Zirkulation bei Kindern mit angeborenen Herzfehlern. Eine Ausnahme stellen jene Kinder
dar, die eine pulmonale Atresie aufweisen, bei welcher die Lungen durch die systemische
Zirkulation versorgt werden [91].

Bei Kindern mit einem Anstieg des pulmonalen Blutflusses, oder bei denen die Lungen
systemischen Driicken ausgesetzt sind, kommt es moglicherweise zu keiner normalen
Adaption und damit entwickelt sich eine obstruktive Lungengefifserkrankung mit
eventuellen Schiden der Intima'® und Lasionen, die die Gefa3-Dilatation storen. Die
Geschwindigkeit, mit der sich diese Erkrankung entwickelt, hidngt vom Typus der
Herzanomalie ab. Einige Fille werden schon innerhalb von wenigen Monaten inoperabel,
aber eine operative Behandlung kann, vor dem Auftreten von Schdden an der Intima, den
GefilBwiderstand wieder normalisieren [91,94].

Eine Hauptkomplikation nach chirurgischen Eingriffen am Herzen bei Babies (mit starkem
Anstieg der Dicke der Media, aber ohne Verdnderungen der Intima), stellt die hypertensive
Krise dar. Es zeigt sich bei diesen Kindern ein sporadischer Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes {iiber die Basiswerte, sogar bis hin zu systemischen
Druckwerten.

Dabei manifestiert sich auch ein Anstieg der Levels des ET-I, des Thromboxans'’’ und der
Katecholamine. Heute werden diese Babies mit NO und anderen Vasodilatoren therapiert.
Zukiinftig konnte hierbei auch die Anwendung von Phosphodiesterase-Hemmern, die die
Levels von cGMP verbessern, eine Behandlungsmoglichkeit darstellen [91].

1.5.15. Behandlung der pulmonalen Hypertension

Die Behandlung von Kindern mit pulmonaler Hypertension mittels intravends oder
inhalativ zugefiihrten Vasodilatoren, wie Prostacyclin, Dipyridamol’”’ und NO, macht
grof3e Fortschritte. Leider ist die Anwendung von Prostacyclin und Dipyridamol durch
deren signifikanten systemischen, vasodilatorischen Effekt beschriankt [91].

Inhaliertes NO stellt einen selektiven Vasodilatator der Lunge dar. Mehrere randomisierte
kontrollierte Studien, unter anderem auch jene von Clark ef al., berichteten iiber eine
Verbesserung der Oxygenierung und eine Reduktion der Notwendigkeit der
extrakorporalen Membranoxygenierung bei Neugeborenen mit PPHN oder hypoxischem
Atemversagen, aber leider zeigte sich keine Reduktion der Mortalitdt [106]. Es sind wohl

' innere Schicht der GefiBwand

0 Thromboxan-A2 ist ein Prostaglandin, das durch die Thromboxan-Synthase unter Vermittlung der
Cyclooxygenase aus Arachidonsdure iber Prostaglandin H2 gebildet wird. Es vermittelt seine Wirkungen
iber den Thromboxan-Rezeptor (15).

"I Das N,N -4,8-Dipiperidinopyrimido[5,4-d]pyrimidin ist ein Arzneistoff mit
thrombozytenaggregationshemmender Wirkung, der zur Thrombose- und Embolieprophylaxe eingesetzt wird

(16).
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Langzeit-Studien notwendig, um die Folgen der NO-Therapie auf die Entwicklung und die
Neurologie zu erfahren [91].

Der primdre Mechanismus der Vasodilatation vollzieht sich {liber den
Signaltransduktionsweg von NO und cGMP. Demnach werden Behandlungsmethoden mit
Sildenafil, einem selektiven Hemmer der Phosphodiesterase, um dadurch die Levels von
cGMP aufrecht zu erhalten, oder die Anwendung von Substraten des NO, dem L-Arginin,
untersucht, die die Vasodilatation verbessern kénnen.

Experimentelle Studien deuten auch auf einen moglichen Nutzen von Inhibitoren oder
Blockern des ET-I-Rezeptors, ET4, hin, um eine Vasodilatation zu unterstiitzen [91].

Die pulmonale Hypertension der Kindheit kann primdr, sekunddr (als Folge anderer

Erkrankungen), oder auch in Form einer persistierenden Hypertension des Neugeborenen
(PPHN), auftreten [91]:

Primadr
e Langzeitbehandlung und Hilfestellung notwendig
e cventuell Transplantation notwendig

Sekunddr
e das Ziel ist die Primdrprdivention
e Langzeitbehandlung und Hilfestellung notwendig

PPHN
e das Ziel ist eine Hilfestellung, iiber die neonatale Periode hinaus, mit modernen
intensivmedizinischen Techniken

e potentiell ist die Erkrankung voll reversibel

1.6. Molekulare Mechanismen der frithen Lungenentwicklung

Experimentelle Studien zeigten, dass dorso-ventrale, laterale und proximal-distale
Entwicklungsmuster der Lunge durch Interaktionen mit dem umgebenden Mesenchym
reguliert werden [107,108]. Diese Interaktionen beinhalten sowohl positive, als auch
negative Signalmechanismen und diese fithren letztlich zu normalem Wachstum und
normaler Entwicklung der Lunge.

Eine experimentelle Entfernung des mesenchymalen Gewebes des embryonalen
Endoderms fithrte zu einem Verzweigungs-Arrest in vitro, was die kritische Rolle des
Mesenchyms bei der Bildung des Atmungstraktes betont [109,110].

Molekulare Mechanismen, die den Beginn der Knospung und die frithe Morphologie der
Verzweigung der Lunge regulieren, beinhalten [111-113]:

e Expression der nukledren DNA-Bindungsproteine oder DNA-
Transkriptionsfaktoren, die wichtig fiir die Beschaffenheit des Endoderms der
Vorknospe und deren Derivate sind

e Endogene, sezernierte Polypeptide, oder Morphogene, die wichtig fiir die
Ausbildung der Wachstums-Muster sind
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e Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, die fiir die zelluldre Proliferation,
Migration und Differenzierung wichtig sind

e Exogene Faktoren, wie Vitamin-A-Siure, die als Morphogen'” fungiert und fiir die
frithe Knospung der Lunge bendtigt wird

Transkriptionsfaktoren, die kritisch fiir die Entwicklung der Vorknospe und somit auch fiir
die friihe Lungenentwicklung sind, beinhalten Mitglieder der FOX-, GATA- und GLI-
Familie der Transkriptionsfaktoren.

FOXa2 (auch als HNF-3p bekannt) ist ein Mitglied einer groBen Familie von nukledren
Transkriptionsfaktoren, der Forkhead-Box-Familie.

Diese Proteine sind in die Zelldifferenzierung und Gentranskription von zahlreichen
Organen, wie dem zentralen Nervensystem und der Derivate des Endoderms der
Vorknospen, involviert [114,115]. FOXa2 reguliert das Schicksal der Zellen und die
Zellbildung im primitiven Endoderm der Vorknospe und kooperiert mit einem anderen
Transkriptionsfaktor, dem TTF1'”, auch bekannt als T/EBP oder Nkx2.1, um die
epitheliale Zell-Linie zu determinieren.

Die Expression von FOXa2 ist im Epithel der Lunge wihrend der Lungenentwicklung
detektierbar und seine Expression wird im Epithel der Lunge und der Alveolen der
komplett differenzierten adulten Lunge weiterhin unterhalten. FOXa2 wird fiir die Bildung
des Endoderms der Vorknospe und fiir die Organogenese und zelluldre Differenzierung der
Lunge benotigt [71,116].

GATA-6 ist ein Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, der die Differenzierung des Endoderms
der primitiven Vorknospe in Zelllinien der respiratorischen Zellen iiber seine Interaktion
mit TTF1 und FOXa2 induziert. GATA-6 wird im Endoderm der Vorknospe und im
pulmonalen Epithel wéahrend der Lungenentwicklung exprimiert. Die genetische Ablation
von FOXa2 oder GATA-6 an Mausen, storte die Bildung des Endoderms der Vorknospe
und somit die Entwicklung all seiner Derivate [117,118].

TTF1 ist ein nukledrer Transkriptionsfaktor oder ein Homeobox-Protein, das im
Lungenepithel sowohl wihrend der Entwicklung, als auch in der adulten Lunge exprimiert
wird. TTF1 ist fiir die Morphogenese der Verzweigung, die epitheliale Zellproliferation,
die Entwicklung der distalen Lungenstrukturen und die Expression der Surfactant-Proteine
essentiell. Wenn TTF1 inaktiviert wurde, zeigte sich am Mausmodell eine Stérung der
Lungenentwicklung und es bildeten sich bilaterale sackformige Strukturen, die von
primitiven Epithelzellen ausgekleidet wurden und ihren Ursprung von einem kurzen
gemeinsamen tracheo-0sophagealen Schlauch nahmen. Die Abwesenheit von TTF1
arretierte auch die dorso-ventrale Teilung von Trachea und Osophagus, die Verzweigungs-
Morphogenese der Lunge und die Differenzierung der Epithelzellen [71,119-121].

Mitglieder der GLI-Familie der Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren GLI-1, GLI-2 und GLI-
3 werden im Mesoderm der Vorknospe exprimiert und sind Transducer'’ des SHH'™-
Signalwegs [122]. SHH ist ein sezerniertes Polypeptid, das im Endoderm der Vorknospe

172 Gen, das die Gestalt und Beschaffenheit eines Gewebes beeinflusst (1)
3 Thyroid transcription factor-1

17 Signaliibersetzer

175 Sonic hedgehog-Gen
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und in den primitiven Epithelzellen der Lunge, sowie auch im Notochord'’®, der
Neuralplatte und dem Gehirn vorkommt. Seine Rezeptoren, PTCH1'”” und PTCH2'®,
werden in beiden, sowohl dem Mesoderm (PTCH1), als auch dem Endoderm (PTCH2) der
Lunge exprimiert.

Wenn SHH an seinen Rezeptor bindet, wird ein anderes Transmembranprotein, genannt
Smoothened'”, freigesetzt und in den Zellkern transloziert, wo es zur Aktivierung der
Gene von Gli2 und Gli3 fiihrt [122]. Diese modulieren wiederum die Expression anderer
Gene, die eine Rolle in der Lungenentwicklung spielen, wie Glil, Ptchl, FOXa2 und
Fef10[122].

Die Mitglieder beider, sowohl die der SHH-, als auch jene der GLI-Familie, sind in die
Induktion der Zellproliferation, sowie auch in die Entwicklung des dorso-lateralen
Verzweigungsmusters der Lunge involviert. Die Expression von SHH ist an den Spitzen
der wachsenden Bronchialschlduche nachweisbar, wo es als Mitogen fiir die primitiven
mesenchymalen Zellen agiert [122].

Shh-Null-Miuse-Mutanten'® zeigten in Studien von Litingtung und Mitarbeitern
Anomalititen der Vorknospe. Die Verzweigungs-Morphogenese war schwer
beeintrachtigt, was zu extrem hypoplastischen rudimentiren Lungen, die von einem
fusionierten tracheo-6sophagealen Schlauch ihren Ursprung nahmen, gekennzeichnet war
[123]. Die genetische Ablation'®’ des Gli2 (Gli2-/-) an Miusen, verursachte ebenfalls
Defekte der Vorknospe, wie Stenosen des Osophagus und der Trachea, pulmonale
Hypoplasie und Defekte der Bildung der Lungenlappen (Fusion der vier rechten Lappen zu
einem gemeinsamen Lappen) [123]. Dies koinzidierte mit Isoformen, in welchen die
Expression von Ptchl und Glil reduziert war [124].

Die genetische Inaktivierung der beiden Gene G/i2 und GIli3 fiihrte bei Mausen, mit der
genetischen Konstellation G/i2-/- und Gli3-/- zu einer kompletten pulmonalen Agenesie,
wobei diese Agenesie auch die Trachea und den Osophagus betraf. Osophageale Atresien
und tracheo-6sophageale Fisteln mit Fusion der Lunge in der Mittellinie wurden bei
Maiusen mit der genetischen Konstellation G/i2-/- und Gli3+/- gefunden [124].
Wachstumsfaktoren, die in der frithen Entwicklung der Lunge eine kritische Rolle spielen,
beinhalten Mitglieder der Familie der FGF "% und deren Rezeptoren, FGFR 1, 2, 3 und 4,
die die zelluldre Proliferation, Migration und Differenzierung in der sich entwickelnden
Lunge induzieren [9].

Eines der kritischsten Ereignisse der Induktion der frithen Verzweigungs-Morphogenese,
stellt die Aktivierung der Expression von FGF10 im Mesoderm dar. FGF10 fungiert als
chemotaktische Substanz und induziert das gerichtete Wachstum der bronchialen Knospen
in Richtung der Regionen einer FGF10-Expression innerhalb des Mesoderms. Der
Signalweg von FGF10 wird durch seinen Rezeptor, FGFR2, der ein Tyrosinkinase-
Rezeptor ist, mediiert und dieser wird in der Vorknospe des Endoderms und des primitiven
respiratorischen Epithels exprimiert [9].

Eine Unterbrechung der Protein-Expression von Fgfl0 oder Fgfr2 an Méuse-Mutanten
filhrte zur Bildung einer Trachea, aber zum Fehlen der Lungen [125,126], hingegen fiihrte

¢ Die Chorda dorsalis (,,Riickensaite*), auch Notochord oder Achsenstab genannt, ist das urspriingliche,
mesodermale, innere Achsenskelett (17).

"7 Patched 1

'8 patched 2

179 MO

%0 Miuse mit einer Null-Mutation fiir dieses Gen

181 Zerstorung/Inaktivierung eines Gens

82 Fibroblast growth factors
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die Blockade des Fgfi2-Signalwegs bei mutierten Miusen, die dominant negativ fiir den
Rezeptor Fgfr2 (IIIb) waren, zu einer kompletten Blockade der Verzweigung aller
luftleitenden Wege distal des Hauptbronchus [127]. Eine Exzision einer einzelnen
Genkopie der Isoform von Fgfrr (Illc) (exprimiert im Mesenchym) fiihrte zu einem
Funktionsverlust mit gesteigerter Expression der Isoform des Fgfr2 (IIIb) an Mausen [128].
Diese Mutation induzierte Defekte der Niere, Lunge, Trinendriise und des Skeletts, die
vergleichbar mit dem am Menschen beobachteten Apert’®- und Pfeiffer'®*-Syndrom, die
durch eine Missense-Mutation'® im menschlichen FGFR2-Gen zustande kommen, waren
[129].

Der Vitamin-A-Séure-Signalweg ist fiir eine normale Entwicklung viele verschiedener
Organe, wie auch der Lunge, notwendig. Dieser Signalweg wird offenbar flir die Bildung
der Lungenknospen benoétigt, denn ein akuter Vitamin-A-Mangel fiihrte bei trachtigen
Tieren zu einer trachealen Stenose und Lungenagenesie der Nachkommen [113].

Die Aktivitdt der Vitamin-A-Sédure wird durch die Bindung an die Rezeptoren, RAR (a, f3,
v) und RXR (a, B, v), mediiert, wobei ein Komplex gebildet wird, der in den Zellkern
transloziert wird, wo er die Transkription der Gene durch Bindung an Vitamin-A-Séure-
Response-Elements in nichtcodierenden Regionen der Targetgene'®® moduliert. Diese
Rezeptoren zeigen multiple Isoformen, die miteinander Heterodimere bilden und weit iiber
das embryonale Stadium hinaus exprimiert werden, sowohl im pulmonalen Epithel, als
auch im umgebenden Mesenchym [113].

Eine genetische Ablation des Vitamin-A-Siure-Rezeptors an Maiusen, fithrte zu
Anomalitdten, die jenen glichen, die man bei Mausen fand, die einem Vitamin-A-Mangel
ausgesetzt waren. Es zeigten sich Fehlbildungen der Augen, des Skeletts, der Extremitéten,
des Aortenbogens, des Urogenital-Traktes und der Lunge. Eine Disruption des Vitamin-A-
Séure-Signalwegs bei Mausen, mit der genetischen Compound'®’-Konstellation RARo.-/-
und RARpB2-/-, fihrte zur Entstehung von tracheo-0sophagealen Fisteln, einer Agenesie der
linken Lunge und einer Hypoplasie der rechten Lunge [130]. Die Entwicklung der Lunge
ist wahrend der Morphogenese der Verzweigung mit einer Herabregulierung des Vitamin-
A-Saure-Signalwegs assoziiert, was zu einer gesteigerten FGF10-Genexpression fliihrt und
die Proliferation der distalen epithelialen Strukturen der Lunge limitiert [131]. Im
Gegensatz dazu fiihrt der Erhalt des Vitamin-A-Sdure-Signalwegs in Kulturen der
embryonalen Lunge zu einer Disruption der Bildung der distalen Lungenstrukturen,

'3 Das Apert-Syndrom, auch Akrozephalosyndaktylie genannt, ist eine genetisch bedingte Besonderheit auf
der Grundlage einer Mutation des FGFR2-Gens auf dem Chromosom 10, die zu vielfiltigen korperlichen
Fehlbildungen fiihrt. Benannt wurde das Syndrom 1896 nach dem franzosischen Kinderarzt Eugene Apert.
Es gehort zur Gruppe der kraniofazialen Fehlbildungen (18).

'8 Das Pfeiffer-Syndrom ist eine seltene, autosomal-dominant vererbte Krankheit. Es gehort zusammen mit
dem Apert-Syndrom, dem Crouzon-Syndrom, dem Carpenter-Syndrom und dem Saethre-Chotzen-Syndrom
zu den kraniofazialen Fehlbildungen. Betroffen ist etwa eine von 100.000 Personen. Das Pfeiffer-Syndrom
kann vorgeburtlich, durch den ultrasonographischen Nachweis einer Kraniosynostose, eines Hypertelorismus
mit Proptose (Hervortreten des Augapfels) und breiten Daumen, erkannt werden. Es ldsst sich auch durch
molekulare Analysen feststellen, wenn ein Wiederholungsrisiko besteht und die ursdchliche Mutation
bekannt ist (19).

'% Sinnveréndernde Mutation: Codierung fiir eine andere Aminoséure.

Im Gegensatz dazu: ,, Nonsense-Mutation “ (sinnentstellende Mutation): Codierung fiir einen Stopp der
Translation (20).

1% Zielgene

'87 Kombinierte oder Komplexe Heterozygotie (auch Compound-Heterozygotie) ist ein Begriff aus der
Genetik: als komplex heterozygot wird das Vorliegen zweier unterschiedlich mutierter A//ele desselben Gens
eines Chromosomenpaars bezeichnet, das bei einem autosomal rezessiven Erbgang durch diese besondere
Konstellation zu einer Erkrankung fiihrt (21).
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wihrend jene der proximalen Strukturen gefordert wird. Dies geschieht hauptsdchlich
durch eine Hochregulierung des SHH-Signalwegs, der den Signalweg von FGF10 hemmt
(siche hierzu Abbildung 3) [131].

Der Signalweg der Vitamin-A-Sdure konnte auch durch Interaktionen mit der HOX-
Familie der Transkriptionsfaktoren, die das antero-posteriore Entwicklungsmuster der
Korperachse wihrend der Entwicklung determiniert, mediiert werden. Die Expression der
HOX'**-Gene wird wihrend der Lungenentwicklung reguliert und ist mit der
Morphogenese der Verzweigung assoziiert. An der Maus werden Hoxb3, Hoxb4 und
Hoxb5 in der Vorknospe des Endoderms, wo sich die Lungenknospen formen, exprimiert.
Eine aberrante'™ Expression von Hoxb5 war mit der menschlichen bronchopulmonalen
Sequestration’”’ assoziiert. Dies suggeriert, dass die Dysregulation des Hoxb35-Gens, den
Berichten von Volpe et al. folgend, in die Entwicklung der akzessorischen oder
extrapulmonalen Lungen-Strukturen involviert sein konnte [132].

In der Lunge der Maus werden Hoxb3 und Hoxb4 im Mesenchym der Trachea, der
Bronchien und der distalen Lunge exprimiert, wo hingegen Hoxa5, Hoxb2 und Hoxb5 auf
das distale Mesenchym beschriankt sind [133]. Die Vitamin-A-Sdure fiihrt zu einer
Hochregulierung von Hoxb5 in Kulturen von embryonalen Lungen, was in anormal
verlingerten bronchialen Schlduchen und reduzierter Verzweigung resultiert [134]. Im
Gegensatz dazu flihrt die Hemmung der Hoxb5-Expression zu kurzer primérer und
reduzierter sekundirer Verzweigung [134].

Eine von Aubin et al. durchgefiihrte, gezielte Deletion des Hoxa5-Gens bei Mausen, fiihrte
zu laryngo-trachealer Malformation, reduzierte die Zahl an Knorpelringen der Trachea und
der Bronchien, verursachte tracheale Stenosen, eine verschlechterte Morphogenese der
Verzweigung und eine Verdickung der alveoldren Wénde. Der Verlust von Hoxa5 wurde
auch mit einer reduzierten Expression von Ttfl und Foxa2, sowie auch ihrer Target-Gene,
den Surfactant-Proteinen, in Verbindung gebracht [135].

Die Expression von N-myc, einem Proto-Onkogen, das in die zelluldre Proliferation und
Morphogenese der Verzweigung der Lunge involviert ist, war verstérkt [135,136].

'8 Die Homeobox ist eine DNA-Sequenz innerhalb von Genen, die an der Morphogenese beteiligt sind (1).
'% abnormale

1 Die bronchopulmonale Sequestration stellt einen, von der normalen Lunge abgegrenzten Bezirk dar, der
aus alveoldren und bronchialen Strukturelementen aufgebaut ist. Dabei fehlt in der Regel ein Anschluss an
das normale Bronchialsystem (22).
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Epithelium

Mesenchyme E Alrway

Abbildung 3:
Wechselwirkungen zwischen Epithel
und Mesenchym:
Tbx4/5 interagiert mit
mesenchymalem FGF10, das
wiederum seinen epithelialen
Rezeptor,  FGFr2-IlIb,  stimuliert.
FGF10  fihrt auch zu einer
Hochregulation von Shh, BMP4 und
mSpry2. Diese Faktoren wirken dann
in Form eines negativen Feedbacks auf
FGF10 zuriick. Shh steigert auch die
Expression des G/i-Gens
im Mesenchym.
Quelle: Groenman et al. [185]

1.6.1. Friihe Organogenese der Lunge

Shh ist ein sehr genau untersuchtes Morphogen und iibt seinen Haupteinfluss auf die friihe
Lungenentwicklung aus, wobei es in den Lungenepithelzellen exprimiert wird [137]. Shh
bindet an den Membran-Rezeptor Ptch1’®/, es kann allerdings auch an einen anderen
Oberflichenrezeptor binden, an Hipl'*.

Die Aktivierung des Ptch-Rezeptors fiihrt zu einer Freisetzung des zuvor inhibierten
Rezeptors Smo’”’ [138]. Damit kommt es zu einer Hochregulation des downstream
pathways'*. Die Aktivierung von Hip1 fiihrt andererseits zu einer Abschwichung des Shh-
Signalwegs. Die Aktivierung des Shh-Signalwegs modifiziert die Aktivitit der Mitglieder
der Familie der Gli-Transkriptionsfaktoren [137]. Shh-Null-Mutanten entwickeln zwar
Lungenknospen, aber es kommt zu einem fast kompletten Versagen der Morphogenese der
Verzweigung der Lunge [139]. Zusitzlich prigen Maiuse, mit der genetischen
Konstellation Shh-/-, den Beschreibungen von Miller und Kollegen folgend, eine
Osophagusatresie bzw. Osophagusstenose, eine TEF'*® und eine reduzierte mesenchymale
Proliferation aus [140].

" Patched1

12 Hedgehog-interacting protein 1

193 Smoothened

1% Downstream Signalweg: Downstream-Gene zeigen eine Orientierung, die durch die Richtung ihrer
Transkription (von 5" nach 3°) festgelegt wird. Downstream bezeichnet auch die Richtung der Transkription
eines Gens (auf sein Ende zu) (23).

93 tracheo-6sophageale Fistel
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Im Gegensatz dazu zeigen Miuse mit einer Uberexpression von Shh einen Anstieg der
Bildung von Mesenchym und Epithel [141]. Méuse mit einer Mutation des Typs Hip-/-
zeigten einen Anstieg des Signalweges von Hedgehog und eine Reduktion der
Morphogenese der Verzweigung der Lunge mit einer relativen Zunahme der
Mesenchymzellen [138].

Miller et al. [142] kamen zu dem Ergebnis, dass Shh, neben der Regulation der
Morphogenese der Verzweigung, auch die Differenzierung des peripheren
Lungenmesenchyms in Richtung der Bildung der glattmuskuldren Zelllinie beeinflusste.
Ein anderer wichtiger Faktor der friihen Lungenentwicklung ist TTF1’*’. Eine Disruption
dieses Gens bei Maiusen flihrte zur Ausprdgung einer schweren Lungen- und
Schilddriisenhypoplasie und zu einem Entwicklungsarrest in der pseudoglanduldren Phase
der Lungenentwicklung, sowie einem kompletten tracheo-6sophagealen Defekt [143]. Eine
Deletion des T7TFI-Gens wurde von Iwatani et al. auch am Menschen beschrieben. Die
betroffenen Kinder litten unter einer Dysfunktion der Schilddriise und unter Atemversagen
[144].

Die zuvor genannten Faktoren scheinen sich auch alle gegenseitig zu beeinflussen. Shh
stellt ein Ziel des Fgf10/Fgfr2b-Signalwegs dar. Das mesenchymale Fgfl0 fiihrte zu einer
Hochregulation der epithelialen Expression von Shh, was wiederum iiber den Gli-
Signalweg auf das Mesenchym zuriickwirkte und damit zu einer Herabregulierung der
Fgf10-Expression flihrt [145]. Eine dhnliche Schleife des negativen Feedbacks wurde fiir
das Bmp4'®” und das mSpry2’*® beschrieben [146]. Diese Faktoren werden gemeinsam mit
Shh exprimiert und beide hemmen die Verzweigung und die Proliferation und werden
durch Fgfl0 stimuliert. Wenn sie einmal stimuliert sind, wirken sie negativ auf Fgfl0
zuriick [147]. Fgfl0 scheint also eine negative Feedback-Schleife zu aktivieren, iiber
welche das Epithel den Grad seines Wachstums zu regulieren vermag. Diese Feedback-
Schleife konnte durch die T-Box-Gene’*” 4 und 5 kontrolliert werden.

Wenn experimentell beide 7-Box-Gene durch antisense Oligonukleotide®” in
Lungenzellkulturen inaktiviert wurden, wurde die Expression von Fgfl10 unterdriickt und
die Verzweigungsvorgédnge der Lunge kamen zum Stillstand [147]. Dies deutete wiederum
darauf hin, dass 7hx4 und 5 die Fgf10-Expression stimulierten.

Es existieren auch Beobachtungen von Hiroi et al., die besagen, dass Nkx-Molekiile in die
Aktivierung von Tbx-Proteinen involviert sein konnten [148]. Die epithelialen Zellen, die
die Luftwege auskleiden, differenzieren sich in mehr als 20 verschiedenen Zelltypen, die
jeweils hochspezifische Funktionen ausiiben. Die PNECs*"' sind die ersten Zellen, die
beim Menschen eine Differenzierung zeigen. Die Entwicklung der PNECs wird durch
Helix-Loop-Helix-Transkriptionsfaktoren reguliert. Méduse mit einem Mangel an Mash
entwickeln keine PNECs [149], wo hingegen Hesl-defiziente Méuse gesteigerte Zahlen
von PNECs aufweisen [150]. Beide, sowohl Hes1, als auch Mashl, sind Komponenten des
Notch-Signalweges [151].

S Thyroid transcription factor-1

7 Bone morphogenetic protein 4

98 Sprouty 2

199 7y

29 gntisense-Oligonukleotide sind kurzkettige synthetische Nukleinsauren. Der Name nimmt darauf Bezug,
dass ihre Basensequenz entgegengesetzt (und damit ,.entgegen dem urspriinglichen Sinn“ = anti sense) zu
einer funktionalen mRNA ist. Wiahrend dem Wirkmechanismus zahlreicher Arzneistoffe die Hemmung der
Funktion von Proteinen zugrunde liegt, verhindern Antisense-Oligonukleotide bereits die Biosynthese von
Proteinen (24).
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Experimente haben Notchl als wichtigen Faktor fiir die neuroendokrine Differenzierung
der Lunge erkannt [152].

Einen anderen wichtigen Faktor stellt in dieser Beziehung Pod-1 dar und dieses Helix-
Loop-Helix-Protein beeinflusst die Zelldifferenzierung und das Schicksal der Zellen.
Maiuse mit einem Mangel dieses Faktors weisen eine schwere Lungenhypoplasie, einen
Mangel an azindren Tubuli, eine gesteigerte Expression von CCSP** und eine reduzierte
Expression des SP-C** auf und versterben bei der Geburt [153].

Andere Transkriptionsfaktoren, die in die Differenzierung der Epithelzellen involviert sind,
stellen TTF1, FOXa2 und GATA-6 dar. TTF1 scheint einen regulatorischen Einfluss auf
die Transkription von SP-A, -B, -C und CCSP auszuiiben [154], wo hingegen Foxa2 die
Expression von SP-B und CCSP moduliert [155]. GATA-6 agiert synergistisch mit TTF1
und beeinflusst die Aktivitdt des SP-C-Promotors™™ [156].

1.6.2. Angeborene Mutationen und Entwicklungsstorungen, die mit frithen
Malformationen der Lunge assoziiert sind

Die Agenesie der Lunge, Defekte der Bildung der Lungenlappen, tracheale Stenose und die
tracheo-6sophageale Fistel wurden an einigen Patienten mit dem Pallister-Hall-Syndrom
beobachtet, das mit Mutationen im humanen GLI3-Gen assoziiert ist. Die Patienten mit
diesen Mutationen zeigen auch Malformationen des zentralen Nervensystems (Aplasie
oder Dysplasie der Hypophyse), des cranio-fazialen Bereiches, der Extremitdten
(Polydaktylie®®), der Niere (renale Dysplasie), der Nebenniere (Nebennieren-Hypoplasie)
und des Herzens [157,158]. Eine Atresie des Osophagus, tracheo-dsophageale Fisteln,
Stenosen der Trachea und des Osophagus, Laryngo-, Tracheo-, und Bronchomalazie,
Atresie der Lungenlappen und Aplasie der Lunge wurden bei Patienten mit Pfeiffer-,
Apert-, und Crouzon-Syndrom beobachtet und sie alle sind assoziiert mit Mutationen des
menschlichen FGFR2-Gens. Es kommt bei diesen Patienten auch u. a. zum vorzeitigen
Verschluss der Schiddelndhte [157-160].

1.6.3. Molekulare Mechanismen, die die Morphogenese der Verzweigung
regeln

Wiahrend der pseudoglanduldren Phase der Lungenentwicklung erweist sich der Signalweg
von FGF10 als kritisch fiir die Morphogenese der Verzweigung.

FGF7 (auch KGF genannt) wird im Mesenchym ebenfalls zu dieser Zeit exprimiert und
bindet an die FGFR2-Rezeptoren im Epithel. FGF7 beeinflusst die Morphogenese der
Verzweigung, indem es das epitheliale Wachstum und die Differenzierung fordert [9].

Eine Uberexpression von Fgf7 in transgenen Miusen resultierte in der Bildung von groBen,
fliissigkeits-gefiillten, zystenartigen Strukturen [161,162], wihrend Null-Mutanten flir Fgf7
keine Anomalititen zeigten, was darauf hinweist, dass sich der Signalweg von Fgt7
offenbar mit dem anderer Wachstumsfaktoren iiberlagern konnte [163].

Auch FGF9 wird in hohen Levels wihrend dieser Phase der Lungenentwicklung
exprimiert, allerdings innerhalb des pulmonalen Epithels und nicht innerhalb des
Mesenchyms. Der Signalweg von FGF9 wird iiber den FGFR1*% reguliert, der im

292 Clara cell secretory protein

29 Surfactant-Protein-C

% Eine DNA-Sequenz, die als Erkennungs- bzw. Bindungsregion fiir die Polymerase dient (1).
2% Vorkommen zusitzlicher Finger und/oder Zehen (1)

2% Fibroblast growth factor receptor 1
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Mesenchym exprimiert wird. Eine gezielte Disruption an Méusen (Fgf9-Null-Mutation)
fithrte zu einer Lungenhypoplasie mit einer Reduktion des mesenchymalen Gewebes und
der Verzweigung der Luftwege, wenngleich die Sacculationen der peripheren Luftwege
und die Zytodifferenzierung der Alveolarepithelzellen davon nicht betroffen waren [ 164].

Zusitzliche Wachstumsfaktoren, die die Morphogenese der Verzweigung und das
Wachstum der Lunge beeinflussen, sind: FGF1?°" und FGF2**, die FGF7 hochregulieren;
EGF*” und TGF-a’"’, die die Morphogenese der Verzweigung, Zelldifferenzierung und
die Zellproliferation iiber den Rezeptor EGFR stimulieren; HGF*'!, der ein potentes
Mitogen darstellt; IGF*'?, der die Wirkung anderer Wachstumsfaktoren mediiert; PDGF*",
der ein potentes Mitogen und eine chemoattraktive Substanz fiir Mesenchymzellen darstellt
und der VEGF*", der das Wachstum der GefiBe und ihr Verzweigungsmuster reguliert
[165,166].

Faktoren, die den FGF-Signalweg limitieren oder antagonisieren, sind (abgesehen von
SHH): TGF-B*">, BMP4>'® sowie Spry2*'” und Spry4, die den Signalweg von EGF und
TGF-B modulieren [165,166].

TGF-B moduliert die Morphogenese der Verzweigung in der Lunge durch die Limitierung
der Knospenbildung. TGF-B akkumuliert innerhalb des, den proximalen Luftwegen
benachbarten Mesenchyms und zwischen den sich verzweigenden Luftwegen, wo es die
FGF10-Expression inhibiert und die Synthese und Ablagerung von Komponenten der
ECM?*'"® fordert. Diese Ablagerung der Komponenten der ECM stabilisiert die proximalen
Luftwege und verhindert eine weitere Verzweigung in diesem Bereich. Die Induktion von
Mitgliedern der SMAD-Familie, den Mediatoren von TGF-, hemmt ebenfalls die
Zellproliferation und auch die Expression von FGF10 [165].

Die Mitglieder der TGF-B-Familie sind auch sehr wichtig fiir die proximal-distale
Differenzierung und die Bildung des /inks-rechts-Musters in der Lunge.

Weaver et al. [167] beobachteten, dass eine Disruption des Bmp4-Signalwegs an Mausen
das proximal-distale Differenzierungsmuster im sich entwickelnden Lungenepithel
verdnderte. BMP4 wird in hohen Levels im distalen Epithel exprimiert und wirkt der durch
FGF10 induzierten Knospenbildung entgegen. Eine Uberexpression des Bmp-Antagonisten
Xnoggin, oder eine Blockade des Signalwegs von Bmp4 an transgenen Mausen (durch die
Verwendung eines dominant-negativen Bmp-Rezeptors, dnAlk6), fiihrte zu einer
Reduktion der distalen Typen der Alveolarzellen bei einem begleitenden Anstieg der
bronchioldren Zelltypen (Zilien-tragende Zellen und Clara-Zellen) [167]. Eine
Uberexpression von Gremlin, einem Protein, das an Bmp4 bindet und seine Interaktion mit
dem Rezeptor verhindert, fiihrte zu einem &hnlichen Phénotyp bei transgenen Méusen
[168], wihrend eine Reduktion der Expression von Gremlin in Lungenzellkulturen die
Morphogenese der Verzweigung, die Proliferation der Epithelzellen und die
Zytodifferenzierung der Typ II-Alveolarepithelzellen steigerte [169].

7 acidic FGF

% basic FGF

2% Epidermal growth factor

1 Transforming growth factor-o.
2 Hepatocyte growth factor

22 Insulin-like growth factor

1 Platelet derived growth factor
2% Vascular endothelial growth factor
5 Transforming growth factor-p
1 Bone morphogenetic protein 4
17 codiert vom Sprouty-Gen

*1% Extrazelluldre Matrix
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Die Asymmetrie zwischen der linken und rechten Seite der Lunge wird durch eine
Kaskade, in die vier andere Mitglieder der TGF-B-Familie involviert sind, bedingt:
LEFTY-1, LEFTY-2, NODAL und GDF-1*"" [166]. LEFTY-1 beschrinkt die Expression
von LEFTY-2 und NODAL auf die linke Seite. Die Inaktivierung von Lefty-1 an Méusen
fiihrt zu bilateraler Expression von Lefty-2, was einen linkspulmonalen Isomerismus™’
entstehen ldsst. Unter diesen Bedingungen wird das Muster der Lappenbildung, das
normalerweise auf der rechten Seite vorgefunden wird (vier Lappen), durch das Muster der
linksseitigen Lappenbildung (ein Lappen) ersetzt, was zu bilateralen ,linken*
Lungenlappen fiihrt [170].

Im Gegensatz dazu, zeigt sich bei einer gezielten Deletion von Nodal oder Gdf! ein rechter
Isomerismus der Lungenlappen [171,172].

Andere Faktoren, die die Ausprdgung des rechts-links Musters beeinflussen, sind der
Vitamin-A-Séure-Signalweg und die Expression von Foxjl?’’. Eine gezielte
Unterbrechung der Vitamin-A-Saure-Signalkaskade in Compound-Null-Mutanten-Mausen
(Raral-/-; Rarf2-/-) fihrte zu einer Agenesie des linken Lungenlappens [130], wihrend
eine gezielte Disruption des Transkriptionsfaktors Foxjl zu zufélliger links-rechts-
Asymmetrie und zur kompletten Abwesenheit von Zilien fiihrte [173].

Dieser Phédnotyp ist mit dem am Menschen beobachteten Kartagener-Syndrom
vergleichbar, bei welchem ein Situs inversus®**, Bronchiektasien®” und unbewegliche
Zilien auftreten [157].

1.6.4. Molekulare Mechanismen der Regulation der Gefialentwicklung

Das vaskulire Wachstum und das Muster der GefaBbildung wird durch den VEGF**, der
im Epithel synthetisiert und in das Mesenchym sezerniert wird, reguliert. Im Mesenchym
bindet VEGF an seine Rezeptoren, VEGFR-1?*>, VEGFR-2**° und VEGFR-3, das auf
primitiven Endothelzellen exprimiert wird [174]. Eine gezielte Inaktivierung des Vegf-
Gens an Méusen fiithrte zu einer Verschlechterung der Angiogenese und erwies sich in der
fetalen Periode als letal [175].

Ebenso hatte auch eine gezielte Mutation des Vegf-Rezeptors, Flt-1, aufgrund der Stérung
der GefaBBbildung am Embryo, letale Folgen [176]. Ruhrberg et al. [177] experimentierten
mit Méusen, die eine Isoform von Vegfa-A (Vegf120/120) exprimierten und einen Mangel
an Heparin-Bindungs-, oder ECM-Bindungs-Doménen aufwiesen. Diese Méuse iiberlebten
die neonatale Periode und pragten eine spezifische Reduktion der Bildung der Gefil3dste
aus. In den Lungen zeigten sich eine Verschlechterung der Entwicklung der Mikrogefal3e
und eine verzogerte Reifung der Luftwege [178]. Die Entwicklung der Gefaf3e ist auch von
Interaktionen mit den Komponenten der umgebenden ECM abhéngig. Fibronektin, das
iiber Integrin-Rezeptoren an Endothelzellen bindet, ist eine Komponente der kapillédren
Basalmembran und ist fiir die frithe Bildung der kapilliren GefdBBschlduche sehr wichtig.
Es fordert auch die Migration und Proliferation der Zellen und verhindert die Apoptose
und den Zelltod. Miuse, denen das Fibronektin-Gen fehlt, konnen keine normalen Gefal3e
bilden und versterben bereits in utero [179].

1% Growth/differentiation factor-1

2% beide Lungenfliigel wachsen nach dem Muster des linken Fliigels

2! auch bekannt als HFH-4

222 partielle oder totale spiegelbildliche Umkehrung der Lage der Eingeweide (1)
2 jrreversible Erweiterung der Bronchien (1)

2% Vascular endothelial growth factor

223 auch bekannt als FIt-1 bei der Maus

226 quch bekannt als Flk-1 der Maus, oder KDR des Menschen

Einleitung Seite 58 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

VEGEF spielt eine Schliisselrolle in der Entwicklung der Lungengefi3e und fiihrt zu einer
Hochregulierung der eNOS*’ [180]. Miuse mit einem Mangel an eNOS zeigen keinen
Anstieg des Korpergewichtes und Volumens der Lunge und die Lungen dieser Méuse
zeigen eine Hypoperfusion™® der Kapillaren und eine Abnahme der Anzahl der arteriellen
GefaBaste [181].

Eine weitere wichtige Gruppe stellen die HIFs**’ dar, eine Familie von Regulatoren der
Transkription, die unter hypoxischen Bedingungen hochreguliert werden [182]. Der HIF-
Transkriptionskomplex ist ein Heterodimer, das aus einer von drei Alpha-Untereinheiten
(HIF-1a, HIF-2a oder HIF-3a) und einer Beta-Untereinheit (HIF-1B), auch bekannt als
aryl hydrocarbon nuclear translocator, zusammengesetzt ist.

Die Regulation von HIF durch Sauerstoff vollzieht sich {iber die Modifikation der Alpha-
Untereinheit, wihrend die Beta-Untereinheit ein nukledres Protein darstellt, dessen
Aktivitdt von Hypoxie nicht beeinflusst wird.

Unter hypoxischen Bedingungen ist die Alpha-Untereinheit stabil und kann dadurch im
Zellkern akkumulieren, wo sie, iiber die Bindung an HIF-1p3, HIF-responsive Elemente
innerhalb der Promotorregion von Hypoxie-responsiven Target-Genen erkennt, zu welchen
auch VEGF gehort [183]. Méuse mit der genetischen Konstellation Hif-/a-/- zeigten
schwere kardiovaskuldre Defekte und verstarben bereits in utero, was wiederum den
Einfluss von Hif auf die Vaskularisierung betonte [ 184]. Groenman et al. demonstrierten in
einer Studie, dass eine Umgebung mit geringem Sauerstoffgehalt die Vaskularisierung der
Lunge steigerte [185]. Eine Hemmung der Neovaskularisierung unter Anwendung des
EMAPII*’, fiihrte in einer Studie von Schwarz et al. zu einem Arrest der
Lungenentwicklung in der kanalikuldren Phase, was darauf hindeutet, dass die vaskulére
Entwicklung und die Verzweigung in der Lunge Hand in Hand gehen [186].

Laminin, ein groBes Glykoprotein, stellt eine andere wichtige Komponente der
Basalmembran dar und beeinflusst das Wachstum, die Differenzierung und die Migration
der Zellen, sowie die Bildung der GefaB3schlduche [187]. Typ IV-Kollagen, das die Haupt-
Strukturkomponente der reifen Basalmembran darstellt, bindet ebenfalls an Endothelzellen
und verwendet dabei spezielle Integrin-Rezeptoren. Es fordert die Zytodifferenzierung und
die Bildung von Zellverbindungen. Typ IV-Kollagen wird spéter als Fibronektin und
Laminin exprimiert und sein Auftreten geht mit einer Reduktion der endothelialen
Zelldivision, Forderung der GefaB3schlauch-Bildung und Stabilisierung der Struktur der neu
geformten GefdaBle einher. Adhidsions-Molekiile, wie Selektin-E, fordern ebenfalls die
Bildung der Gefdl3schlduche [187].

Andere Wachstumsfaktoren, die die GefdBentwicklung modulieren, sind PDGF-A und
PDGF-B, die als Mitogene und chemoattraktive Stoffe™" fiir andere Mesenchymzellen, die
in die GefiBwand inkorporiert werden, wirken. Wenn diese Zellen einmal mit dem
Endothel Kontakt aufnehmen, differenzieren sie in glatte Muskelzellen, was hauptséchlich
durch die Aktivierung von TGF-B, das die weitere Proliferation der Endothelzellen hemmt
und die Ablagerung von ECM (Elastin und Kollagen) fordert, bewirkt wird. Ein dhnliches
Phinomen tritt beim Recruitment’” der glatten Muskelzellen durch die sich entwickelnden
bronchialen Schlduche auf. Zusdtzlich zu TGF-B und PDGF, sezernieren Endothelzellen

27 Endothelial nitric oxide-Synthase

¥ mangelnde Durchblutung

¥ Hypoxia-inducible factors

2% Endothelial monocyte-activating polypeptide

21 Lockstoffe (1)

2 Wiedereintritt von ruhenden Zellen in den Zellzyklus (1)

Einleitung Seite 59 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

verschiedene und zahlreiche andere Wachstumsfaktoren und Inhibitoren, die fiir die
Differenzierung und Proliferation der Zellen wichtig sind. Diese beinhalten EGF/TGF-a*>,
FGF1, FGF2, IGF-1 und IGF-2, die alle die Zellproliferation stimulieren, und TNF-o***
und Heparan-Sulfat, die die Zellproliferation hemmen. Die Ablagerung von ECM-
Komponenten (Kollagen und Elastin) scheint sowohl durch PDGF, als auch durch TGF-j,
aber auch durch IGF-1 und IGF-2, stimuliert zu werden [91,187].

Einige Gene wie VEGF und MK>” sind dafiir bekannt, eine Rolle bei der vaskuliren
Entwicklung zu spielen und sie tragen HIF-responsive Elemente®®, was darauf hindeutet,
dass die Sauerstoff-Homoostase in der postnatalen Lunge eine Rolle beziiglich der Reifung
der Mikrogefa3e spielen konnte [91].

Die Expression von VEGF wird durch Dehnung der Lunge in den Lungenzellen
hochreguliert, was die Rolle der Wirkung des dehnungsinduzierten Lungenwachstums auf
die Vaskularisierung betont. Demnach scheint VEGF kiinftig eine vielversprechende Rolle
bei der Therapie von Patienten mit Lungenhypoplasie einnehmen zu konnen. Trotzdem
sollte man hierbei vorsichtig vorgehen, denn eine postnatale Uberexpression von Vegf
fiihrte, aufgrund von gesteigertem vaskuldren Leak™’ und pulmonalen Himorrhagien™:,
zu gesteigerter neonataler Mortalitit bei Mausen. Die Maéuse, die trotzdem bis zum
Erreichen des Erwachsenenalters iiberlebten, zeigten eine Himosiderose™ der Lunge und

ein Emphysem®* [188,189].

Das MK stellt einen RA**'-responsiven Wachstumsfaktor dar, der die Angiogenese, das
Zellwachstum und die Zellmigration beeinflusst.

Hohe Levels von MK werden wihrend der Alveolarisierung und der Reifung der Gefille
beobachtet, was die wichtige Rolle von MK bei diesen Prozessen betont [190]. Méuse, die
nach der Geburt hypoxischen Bedingungen’” ausgesetzt wurden, prigten gesteigerte
Levels von Mk und ein Remodeling der peripheren Gefa3e aus. Die Produktion von MK
innerhalb des Epithels wird durch Hypoxie, in Abhéngigkeit von HIF-1a, reguliert [190].
Bei Madusen, die eine reduzierte Expression von Foxf1*% aufwiesen, kam es zu einer
Disruption der epithelial-mesenchymalen Schnittstelle mit gesteigerter Apoptose und
reduzierter Expression von Sp-b. Dies fithrte zu Defekten der Alveolarisierung und
Vasculogenese und zu pulmonaler Himorrhagie [191].

1.6.5. Molekulare Mechanismen der Regulation der alveoliiren Entwicklung

Faktoren, die die Bildung von Elastin in der sich entwickelnden Lunge fordern, spielen
eine wichtige Rolle im Prozess der Alveologenese**.

Die Alveologenese wird als Prozess beschrieben, der durch die Bildung sekundérer Septen,
die die terminalen Sacculi in definitive Alveolen unterteilen, charakterisiert ist. Dieser
Prozess wird durch die Synthese und Ablagerung von Elastin durch die alveoldren

23 Transforming growth factor-o

3% Pumornekrosefaktor-o

% Midkine: ein RA-responsiver Wachstumsfaktor [91]
2% Elemente, die durch HIF beeinflusst bzw. reguliert werden
7 Durchlassigkeit der LungengefiBe

2% Blutungen

2% yermehrte Eisenablagerung (1)

% Lungenemphysem: Uberblihung der Lunge (1)

! Vitamin A-Séiure

2 Sauerstoffmangel-Bedingungen

* Forkhead box protein F1

** Bildung der Lungenalveolen
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Myofibroblasten bewirkt, die sich an den Spitzen der sich entwickelnden Septen befinden.
PDGF, ein potentes Mitogen und eine chemotaktische Substanz fiir Mesenchymzellen,
wird im Lungenepithel exprimiert, wo hingegen der zugehdrige Rezeptor, PDGFR-a, an
zukiinftigen glatten Muskelzellen der Alveolen oder an Myofibroblasten gefunden wird
[185].

Maiuse, die eine gezielte Deletion des Pdgf-a-Gens aufwiesen, zeigten eine Storung der
Myofibroblasten beziiglich ihrer Vermehrung und der Migration in die priméren alveoliren
Septen. Dies fiihrte zum postnatalen Auftreten von Emphysemen oder zu vergroBerten
alveoliren Sacculi*®, aufgrund eines vollstindigen Versagens der Alveologenese, sowie
auch einer reduzierten Ablagerung von Elastin im Lungenparenchym. Méiuse, die eine
gezielte Deletion des Elastin-Gens aufwiesen (E/n-/-), entwickelten in der postnatalen
Periode ebenfalls ein Emphysem, weil auch hier die Storung der Elastinsynthese und
dessen Ablagerung zu einem kompletten Versagen der Alveologenese fiihrte [192,193].

Vitamin-A-Saure {ibt eine verstirkende Wirkung auf die Alveologenese aus, indem sie die
Transkription von Tropoelastin, dem 16slichen Vorldufer von Elastin, steigert.

An Madusen, die eine compound-null-Deletion der Vitamin-A-Siure-Rezeptoren, Rar-y-/-
und Rxr-a-/-, trugen, fiel eine Abnahme der Genexpression von Elastin und des elastischen
Gewebes und eine Reduktion der Alveolenbildung in der postnatalen Lunge auf [194,195].
Auch der Signalweg von FGF ist in die Alveologenese involviert.

Die Lungen von compound-null-mutierten Miusen, die homozygot fiir die Deletion der
Gene von Fgfi-3"" und Fgfi-4 waren, zeigten eine komplette Blockierung der
Alveologenese und bildeten folglich keine definitiven Alveolen aus [196].

Im Gegensatz zu den Pdgf-a- und Eln-Nullmutanten, wurden an diesen Mausen keine
Anomalitdten der Zellpopulation der alveoldren Myofibroblasten oder der Elastinsynthese
und dessen Ablagerung wihrend der Alveologenese beobachtet. Eine gesteigerte Elastin-
Ablagerung wurde in der spiteren postnatalen Periode beobachtet (Tag 21), was somit
auch auf eine gesteigerte Elastin-Synthese hindeutete.

Die doppelt mutierten Méause waren um etwa 50% kleiner als normale Mause, waren krank
und verstarben innerhalb der ersten fiinf Lebensmonate, aber es zeigten sich keine
Unterschiede beziiglich der Zellproliferation, des Zelltodes, oder der Produktion der
Surfactant-Proteine in ihren Lungen [196].

Der nukledre Transkriptionsfaktor GATA-6 erwies sich als sehr wichtig flir die
Entwicklung des Endoderms des Vorderdarms. Eine gezielte Deletion des Gata-6-Gens an
Mausen fithrte zu einer Storung der Entwicklung des Vorderdarms und seiner Derivate,
also auch der Lunge (sieche Tabelle 3) [117,197].

GATA-6 nimmt auch Einfluss auf die Genexpression in der Lunge. So verstidrkt GATA-6
die Transkription von 77F1, sowie auch jene von SP-4 und SP-C [198,199].

Die lungenspezifische Expression des dominant negativen Gata-6-Engraile
Fusionsproteins an transgenen Méusen hemmte, wie von Yang und Kollegen berichtet, die
Reifung des Alveolarepithels wihrend der alveoldren und sakkuldren Phase [200]. Die
transgenen Méuse zeigten einen Mangel an Alveolarepithelzellen vom Typ I, was sich in
einer reduzierten Expression der Typ [-Marker Aquaporin-5 und T1a manifestierte.
Obwohl die distalen Luftwege erweitert waren, war die squamdse Differenzierung des
Alveolarepithels gestort. Stattdessen waren die distalen Luftwege mit kubischen
Alveolarepithelzellen vom Typ II ausgekleidet. Die alveolaren Septen waren verdickt und

247
d-"' -

245 alveoldren Sickchen

4 Fibroblast growth factor-receptor 3
7 Engrailed stellt einen Transkriptionsfaktor dar

Einleitung Seite 61 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

zeigten ein relativ unterentwickeltes Gefidllnetzwerk. Die Expression von Sp-b, Sp-c,
Ccsp™* und Foxjl war hierbei ebenfalls reduziert [200].

Tabelle 3: Ubersicht iiber Transkriptions- und Wachstumsfaktoren, die die Lungenentwicklung
regulieren. Quelle: Van Tuyl et al. [197]

Foxa2 Fgfl0 Shh Pdgf-a
Gli2/Gli3 Fgfr-111b Gli2 Pdgfr-a
Ra Ra
Rar Rar/Rxr
Hox Fgfr3/4
Ttfl Ttfl
Gata-6
N-myc
Fgf-1,-7,-9, -10
Tegf-B (1 und 3)

1.7. Anormale Entwicklung der Lunge und der leitenden Luftwege

Die meisten Fehlbildungen der Lunge entstethen in der embryonalen und
pseudoglanduldren Phase. Diese Malformationen zeigen ein Spektrum von eng miteinander
verbundenen Anomalitdten, die mit der Bildung der Lungenknospen, der Morphogenese
der Verzweigung, der Separation der Trachea vom Osophagus und Verschlussdefekten der
pleuro-peritonealen Hohle assoziiert sind [9].

Anomalien anderer Organsysteme, wie renale Agenesie, Nierendysplasie oder CDH,
konnen im frithen Stadium der Lungenentwicklung ebenfalls die Morphogenese der
Verzweigung beeintrachtigen. Wéhrend der kanalikuldren und sakkuldren Stadien der
Lungenentwicklung dominieren die Anomalititen des Wachstums und der Reifung des
respiratorischen Parenchyms und der GefdBle, was zu Stérungen der Entwicklung der
Azini, Dysplasie der Lungenkapillaren, pulmonaler Hypoplasie und respiratorischer
Insuffizienz fithren kann.

Frithgeborene Kinder, die wihrend der frithen alveoldren oder sakkulidren Phase geboren
werden, zeigen klinische Symptome und Komplikationen, die in erster Linie auf die
mangelnde biochemische Reife der Lunge, oder auf den Mangel an Surfactant
zurlickzufiihren sind. Der Mangel an Surfactant fiihrt zum RDS in der postnatalen Periode
und wird mit der Entstehung hyaliner Membranen in der Lunge in Verbindung gebracht.
Eine akute Schddigung der Lunge in der neonatalen Periode kann das anschlieende
Wachstum und die Differenzierung der Alveolen veréndern, was wiederum die Entstehung
einer  bronchopulmonalen Dysplasie oder einer chronischen interstitiellen
Lungenerkrankung fordert [9]. Mutationen des SP-B-Gens sind mit dem RDS assoziiert

¥ Clara cell secretory protein
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[49,50], wo hingegen solche des SP-C-Gens innerhalb der ersten Lebensjahre zu
chronischer, interstitieller Lungenerkrankung fiihren [201].

1.7.1. Die tracheo-o6sophageale Fistel

Die meisten Fehlbildungen des tracheo-bronchialen Baumes entstehen wéhrend der
Bildung des respiratorischen Divertikulums und der Morphogenese der Verzweigung.
Eines der kritischsten Ereignisse stellt hier die Unterteilung des primitiven Vorderdarms in
den respiratorischen®” und alimentdiren®° Trakt dar. Dieser Prozess beginnt wihrend der
dritten und wird in der sechsten SSW beendet. Stérungen dieses Prozesses fiihren zur
Entstehung der TEF”'. Gewohnlich werden diese Fisteln gemeinsam mit verschiedenen
Formen der 6sophagealen Atresie vorgefunden.

Die hiufigste Kombination stellt eine Osophagusatresie mit einer distalen tracheo-
osophagealen Fistel dar: das obere Segment des Osophagus endet dabei blind, wihrend das
untere Segment von der Trachea, knapp oberhalb der Bifurkation, entspringt. Diese
Kombination tritt in etwa 80 bis 90% aller Félle auf. Die TEF, die gemeinsam mit
geringem Geburtsgewicht vorkommt, ist hiufig mit anderen Malformationen assoziiert und
zeigt eine schlechte Prognose. Im Vergleich dazu, betriigt das Uberleben bei Neugeborenen
mit isolierter TEF nahezu 100% [9,202].

Die TEF kommt auch beim VACTERL-Syndrom™’ vor, das zusitzlich auch vertebrale
Anomalien, Analatresie, kongenitale Herzfehler, Nieren- und Extremitdten-Fehlbildungen
aufweist [202].

Weibel et al. beobachteten, dass Defekte des Shh-Signalwegs an Méusen zu einer Reihe
von Fehlbildungen fiihrten, die dem VACTERL-Syndrom des Menschen sehr dhnlich
waren. Diese Forschergruppe folgerte daraus, dass Storungen des SHH-Signalwegs
wihrend der menschlichen Embryogenese flir die Entstehung des VACTERL-Syndroms
verursachend sein konnten [203,204].

Es scheint eine beachtliche Reihe von Signalmechanismen in die Entstehung einer TEF
involviert zu sein.

Zu diesen Signalen gehoren: Fgf10, Shh, Foxfl, Gli2, Gli3, die Rars und Ttfl.

Maiuse mit einem Mangel dieser Faktoren, zeigen eine grofle Bandbreite von tracheo-
Osophagealen Defekten. An Mdusen mit der genetischen Konstellation Fgf70-/-, lieBen sich
Defekte der Separation der Trachea und des Osophagus, sowie eine blind-endende Trachea
erkennen. Méuse der Konstellation Shh-/-, prigten einen Defekt des tracheo-6sophagealen
Septums aus. Méiuse, die Mutationen vom Typ FoxfI+/- aufwiesen, wiesen eine
Verengung der Trachea und des Osophagus mit einer Osophagusatresie und einer
fistelartigen Verbindung zwischen Osophagus und Trachea auf. Miuse, die die Mutation
Gli2-/- trugen, zeigten Defekte der Separation des Osophagus und der Trachea, die
fallweise auch mit dem Auftreten von Stenosen dieser Strukturen kombiniert waren.

Jene Maiuse der genetischen Konstellation Gli2-/- und Gli3-/- entwickelten keinen
Osophagus, keine Trachea und auch keine Lunge, wo hingegen Miuse der Konstellation
Gli2-/- und Gli3+/- einen einzelnen trachealen Schlauch mit Verbindung zum Magen und
eine Osophagusatresie aufwiesen [9,185].

% der Atmung dienend

% der Ernahrung dienend

! tracheo-dsophageale Fistel

232 K ombination von Fehlbildungen des Neugeborenen. Es setzt sich aus vertebralen, analen, cardialen,
trachealen, dsophagealen, renalen und Extremitéten-Fehlbildungen zusammen (1).
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An Rar-o-/-; Rar-p2-/- und Rar-al-/-; Rar-p-/- Miusen lieBen sich tracheo-6sophageale
Septumdefekte und Fehlbildungen des trachealen Knorpels beobachten, wiahrend 7tf1-/-
Maiuse einen tracheo-6sophagealen Septumdefekt ausprigten [9]. Die Beobachtungen von
Mausen mit Mutationen von Shh und Gli deuten darauf hin, dass der Shh-Signalweg eine
Hauptrolle bei der Entstehung der TEF spielen konnte. Tatsichlich fiihrte eine Storung des
Signalwegs von Shh zum Auftreten kongenitaler Syndrome mit TEF und einer Atresie des
Osophagus und der Trachea [185].

Andere Studien, die sich auf das Adriamycin®>’-Rattenmodell bezogen, zeigten einen
defekten Fgf-Signalweg, der zum Auftreten einer TEF und einer Osophagusatresie fiihrte.
Hierbei war ein Fehlen von Fgfl, Fgf7 und ihres Rezeptor Fgfr2-I11b zu bemerken [205].
Das Zusetzen von FGF1 zu kulturellen Zellen aus Lungenknospen von Adriamycin-
behandelten Rattenfeten, filhrte zum Auftreten von Verzweigungsvorgingen, aber diese
Lungenknospen antworteten nicht auf die Behandlung mit FGF7 oder FGF10. Letzteres
war offensichtlich auf den Mangel ihres gemeinsamen Rezeptors, FGFr2-11Ib,
zurlickzufiihren [206].

Am Menschen zeigten TEF-Samples ein Fehlen des SHH-Signalwegs in der sich
entwickelnden Fistel. Allerdings wurden TTF1 und FOXa2 im Fistelgewebe exprimiert,
was darauf hindeutete, dass sie von respiratorischen Prakursoren abstammen konnten
[185].

1.7.2. Tracheale Agenesie, tracheale Stenose und Tracheomalazie

Die tracheale Agenesie ist eine seltene, aber fatale Anomalie, die durch Stérungen der
Entwicklung des tracheo-6sophagealen Septums verursacht wird. Die hiufigste Form stellt
das komplette Fehlen der Trachea unterhalb des Larynx, mit einer Fistel, die die
fusionierten Hauptstamm-Bronchi mit dem Osophagus verbindet, dar. Andere Variationen
zeigen: eine tracheale Agenesie mit Fisteln, die jeden Hauptstamm-Bronchus mit dem
Osophagus verbinden; eine Agenesie der proximalen Trachea und Formung der distalen
Trachea durch fusionierte Hauptstamm-Bronchi (mit oder ohne Fistel zum Osophagus) und
ein kurzes Segment trachealer Agenesie zwischen den proximalen und distalen Segmenten
der Trachea, die durch ein fibroses Band miteinander verbunden sind [207].

Die tracheale Stenose ist eine seltene Malformation, die sich als Verengung der Trachea
darstellt. Sie kann entweder durch eine Anomalitidt der Knorpelbildung, oder durch eine
externe Kompression durch anormale Gefa3bildung oder vaskuldre Ringe bedingt sein.

Die Kompression der Trachea fiihrt zu lokaler Obstruktion der Luftwege, wo hingegen der
Defekt der Knorpelbildung Obstruktionen sowohl bei Inspiration, als auch bei Exspiration,
hervorrufen kann. Die hiufigsten Griinde fiir eine tracheale Stenose sind Storungen der
Bildung der ringférmigen Knorpel, entweder durch die Fusion der posterioren, C-formigen
Ringe, oder durch Bildung einer kompletten knorpeligen Manschette [9,207].

Letztere Fehlbildung wurde vermehrt an Kindern mit Cranio-Synostose-Syndromen, wie
dem Crouzon®™*-, Apert- und Pfeiffer”>-Syndrom, gefunden (Erklirung: siche Kapitel 1.6)
[115, 116].

>3 Doxorubicin (syn.) ist ein Fermentationsprodukt von Streptomyces peuceticus mit antineoplastischen und
zytostatischen Eigenschaften. Verwendung findet es z. B. bei Leukdmie und Mammakarzinom (1).

2% Dysostosis craniofacialis (1)

3 Akrozephalosyndaktylie-Syndrom (1)
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Diese Syndrome zeigen auch anormale Fusionen der skelettalen Strukturen und sind mit
Mutationen des FGFR?2 assoziiert. Es handelt sich hierbei um mesenchymale Defekte, bei
welchen die Zellen nicht auf den normalen FGF-Signalweg antworten [208].

Eine externe Stenose der Trachea wird durch duBlere Kompression verursacht und ist
haufig mit anormal situierten Blutgefien vergesellschaftet [9].

Die Tracheomalazie wird durch ein Fehlen oder eine Erweichung der knorpeligen Ringe
hervorgerufen, was zum Kollaps der Trachea und zur Bildung einer Obstruktion fiihrt.

In der normalen Trachea betridgt das Verhéltnis zwischen Knorpel- und Weichgewebe
4,5:1, ein Verhiltnis, das wihrend der Kindheit konstant bleibt. Bei der Tracheomalazie
zeigt sich eine Reduktion dieses Verhéltnisses, in manchen Fillen sogar bis auf Werte von
2:1. Diese Malformation kann segmental oder diffus auftreten. In den meisten Féllen ist die
Tracheomalazie wie bereits gesagt mit anderen Fehlbildungen, wie der TEF und
vaskuldren Ringen assoziiert [9,207].

1.7.3. Bronchiale Atresie, bronchiale Stenose und Bronchomalazie

Die bronchiale Atresie ist eine seltene Anomalie. Die hdufigste Form betrifft den linken
oberen Lappen der Lunge, aber auch Atresien des rechten oberen und der unteren Lappen
wurden beschrieben [9].

Die Segmentbronchi sind am haufigsten beteiligt, aber auch die Subsegmentbronchi und
die Lappenbronchi sind betroffen. Die distale Lunge ist hypoplastisch, emphysematds oder
hyperinflatiert”°. Haufig zeigen die betroffenen Lappen einen Mangel an Bronchien und
GefaBen, sowie auch einen Mangel der Segmentierung und an interlobuldren Septen. Wie
die tracheale Stenose, so kann auch die bronchiale Stenose intrinsischen Ursprungs sein,
oder durch extrinsische Kompression hervorgerufen werden. Die intrinsische Stenose ist
selten und normalerweise mit anormaler Knorpelablagerung vergesellschaftet. Die
extrinsische Form ist hdufig mit kongenitalen Defekten des Herzens assoziiert [207].

Eine Kompression tritt dann auf, wenn die durch pulmonale Hypertension vergréferten
Arterien den linken oberen Lappenbronchus komprimieren. Ein vergroBertes linkes
Atrium, eine bronchogene Zyste, oder ein Teratom®’ kénnen auch zur Kompression des
linken Hauptbronchus fiihren.

Die Bronchomalazie wird durch Anomalien des Knorpels verursacht, die fiir den Kollaps
oder die Bronchiektasie des defekten Luftweges wihrend der Atmung verantwortlich sind.
Auch die Bronchomalazie kann mit anderen Fehlbildungen assoziiert sein, wie
beispielsweise mit verschiedenen skelettalen Dysplasien [207].

1.7.4. Die Bronchopulmonale Sequestrierung

Die bronchopulmonale Sequestrierung entwickelt sich als Masse anormalen
Lungengewebes, das keinen Kontakt zum tracheobronchialen Baum hat und seine
Blutversorgung aus anomalen systemischen Arterien, die aus der Aorta entspringen, erhilt
[207,209].

Es sind zwei Formen dieser Sequestrierung bekannt [9]:

Die intralobdre Sequestrierung wird am hiufigsten im postero-basalen Segment des linken
unteren Lappens gefunden. Die Blutversorgung kommt entweder aus der thorakalen, oder

2% iiberblaht
*7 Ein Teratom ist ein von pluripotenten Zellen gebildeter und daher aus verschiedenen Geweben
zusammengesetzter Tumor (1).
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der abdominalen Aorta, wihrend der vendse Abfluss zur pulmonalen Vene des betroffenen
Segmentes erfolgt.

Es scheint ein Versagen der pulmonalen Arterie in Bezug auf die Versorgung eines
peripheren Bereiches der Lunge vorzuliegen. Stattdessen wird die arterielle Blutversorgung
von einem persistierenden®® ventralen Ast der primitiven dorsalen Aorta iibernommen.
Mindestens die Héilfte der Patienten ist bei Diagnosestellung 20 Jahre alt. Klinisch
prasentieren sich diese Patienten mit rezidivierenden pulmonalen Infekten oder auch
Brustschmerzen. Das betroffene Gewebe ist hdufig zystisch, mit hochprismatischem oder
kubischem Epithel ausgekleidet und mit Mucus™’ gefiillt. Diese Schleimansammlung ist
hdufig der Ausgangspunkt fiir akute und chronische Infektionen der Lunge [9].

Die extralobdiire Sequestrierung entwickelt sich in Form eines kompletten separaten
Segments pulmonalen Gewebes oder als akzessorischer Lappen, der in seinem eigenen
pleuralen Sack™® eingeschlossen ist. Der embryologische Ursprung dieser Malformation
ist nicht bekannt. Sie konnte sich aus einer, dem primitiven Darm entstammenden,
separaten, distal gelegenen Lungenknospe entwickeln, die sich dann abgrenzt. Die
extralobdre Sequestrierung tritt hdufig im Bereich des unteren linksseitigen Thorax auf,
hiufig zwischen dem linken Unterlappen und dem Zwerchfell [9].

Die Sequestrierung kommt auch extrapulmonal, in der pradsophagealen, mediastinalen
oder parakardialen Region vor [9].

Die extralobdre Sequestrierung kann auch im muskuldren Anteil des Diaphragmas und
unterhalb des Diaphragmas im Retroperitoneum vorkommen. Die arterielle Versorgung
nimmt ihren Ursprung aus der abdominalen Aorta oder ihren Asten, wihrend die vendse
Drainage in das systemische vendse System erfolgt, was zu der Entstehung eines Links-
Rechts-Shunts fiihrt [9].

In mehr als der Hélfte der Fille treten zusitzliche kongenitale Fehlbildungen, wie
beispielsweise Zwerchfelldefekte, auf. Die extralobdre Sequestrierung ist héufig
asymptomatisch und wird oft zufdllig, wiahrend der Reparatur eines Zwerchfelldefektes,
bemerkt. Wenn sich die Sequestrierung in der Wand des Osophagus befindet, kann sie eine
Dysphagie*®' und Hiamatemesis*** hervorrufen [9].

Die Lokalisation der Sequestrierung im Bereich des Mediastinums oder der Hili**® der
Lunge, kann durch bronchiale Obstruktion und Lungeniiberbldhung des Lappens, oder
durch Kompression des normalen Lungenparenchyms symptomatisch werden. Wenn der
sequestrierte Lappen infiziert wird, kann ein chronischer Lungenabszess entstehen, der von
Fieber, Brustschmerzen, Husten und blutigem Sputum* begleitet wird. Die Lésion kann
histologisch aus normalem, unreifem oder dysplastischem Lungenparenchym
zusammengesetzt sein, mit fehlenden oder reduzierten knorpeligen Bronchien und einem
irreguldren Muster bronchiolenartiger Strukturen, die an eine zystisch-adenomatoide
Malformation erinnern [9].

% anhaltenden

> Schleim

260 Sack des Lungenfells

261 Schluckstorung

*%2 Erbrechen von Blut (1)

% Der Hilus ist eine Vertiefung an der Oberfliche eines Organs, wo strangformig GefiBe, Nerven und
Ausfiihrungsgéinge ein- bzw. austreten (1).

%% Auswurf, Expektoration (1)
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1.7.5. Kongenitale bronchogene Zysten

Durch anormales Budding®®® und anormale Verzweigung des tracheo-bronchialen Baumes
werden bronchogene Zysten gebildet [207].

Die meisten werden in den paratrachealen266, carinalen®®,  hiliren oder
paradsophagealen’® Regionen gefunden (mittleres Mediastinum), aber sie konnen auch
innerhalb der Lungen als pulmonale Zysten vorkommen, die mit dem tracheo-bronchialen
Baum kommunizieren [9].

Bei Neugeborenen kann diese Kommunikation zwischen der Zyste und dem tracheo-
bronchialen Baum zur Entstehung eines Ventilmechanismus fiihren, der eine rasche
Expansion der Zyste hervorrufen und diese dadurch so vergroBern kann, dass sie das
Mediastinum komprimieren, dabei auch das Herz beengen und somit zum Tod fiihren kann
[9].

Andererseits kommunizieren mediastinale Zysten selten mit dem tracheo-bronchialen
Baum. Sie sind hdufig von Flimmerepithel ausgekleidet und mit einer klaren serdsen
Fliissigkeit gefiillt, auBBer, wenn sie infiziert werden. Die Wande dieser Zysten enthalten
gewohnlich glatte Muskulatur, Knorpel und Schleimdriisen [9].

1.7.6. Kongenitales Emphysem (Lungeniiberblihung, Hyperinflation)

Das kongenitale Lappenemphysem kann in zwei Typen unterteilt werden:

die kongenitale lobdre Lungeniiberblihung und die regionale oder segmentale
Lungeniiberbldhung [207,209].

Bei der kongenitalen lobdren Lugeniiberblihung handelt es sich um eine, den Ober- oder
Mittellappen betreffende Uberblidhung, die die verbleibende ipsilaterale®® Lunge, oder den
verbleibenden ipsilateralen Lungenlappen, komprimiert. Wenn ein Mediastinalshift*’® zur
Gegenseite auftritt, kann eine ventilatorische Krise mit Dyspnoe’”!, Zyanose’’* und einem
Versagen der Zirkulation entstehen. Die meisten Félle werden durch partielle Obstruktion
der Bronchien hervorgerufen [9].

Eine extrinsische bronchiale Obstruktion kann durch dilatierte Lungengefile und
Herzfehler verursacht werden, die zu einem Anstieg des pulmonalen Blutflusses fiihren.
Intrathorakale Massen, wie bronchogene Zysten, extralobdre Sequestrierung, vergrofierte
Lymphknoten und Neoplasien kénnen ebenfalls zu einer Kompression der Bronchien
fithren [9].

Die intrinsische bronchiale Obstruktion wird meist durch Defekte der bronchialen Knorpel,
mit fehlenden oder inkompletten Knorpelringen, hervorgerufen. Diese Bronchien
kollabieren wihrend der Exspiration und es entsteht dadurch ein distales ,,air ‘tlrapping“273
mit einer Uberblihung des betroffenen Lappens. Bei der regionalen oder segmentalen
Uberblihung ist nur ein kleines Segment der Lunge hyperinflatiert [9].

263 Bildung von Knospen

2% der Trachea benachbart

*7 nahe der Carina der Trachea

2% der Speiserchre benachbart

2% oleichseitig

7 Verschiebung des Mediastinums (1)

*"1 Als Dyspnoe wird eine als unangenehm empfundene, erschwerte Atemtitigkeit bezeichnet, wobei
Ursachen, Wahrnehmung und Folgen dieses Symptoms sehr unterschiedlich sein kénnen (25).

%72 Die Ursache einer Zyanose ist in der Regel eine Unterversorgung des Blutes mit Sauerstoff, sei es durch
zu geringe Aufnahmemdoglichkeit, wie bei einer zu geringen Sauerstoftkonzentration in der Atemluft, oder
durch zu lange Diffusionsstrecken bei krankhaften Verédnderungen der Lunge. Die blduliche Farbung der
Haut und Schleimhéute resultiert aus der sauerstoffabhéngigen Farbung des Hamoglobins (26).

*7 Bezeichnung fiir ,,gefangene Luft in den Bronchien bei COPD oder Asthma bronchiale (27)
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1.7.7. Kongenitale Malformationen des distalen Lungenparenchyms

1.7.7.1. Pulmonale Agenesie und Aplasie

Die pulmonale Agenesie und Aplasie stellen zwei verschiedene Formen der gestdrten
Lungenentwicklung dar, die zu einem Fehlen des distalen Lungenparenchyms fiihren [9].
Unter der pulmonalen Agenesie versteht man das komplette Fehlen einer oder beider
Lungen, inklusive der Bronchi, Bronchioli, Gefifle und des Parenchyms [9].

Bei der pulmonalen Aplasie sind nur rudimentire Bronchi vorhanden, die alle blind enden.
Das respiratorische Parenchym und die Gefaf3e fehlen. Diese Fehlbildungen sind selten und
entstehen durch ein Versagen der Entwicklung der Aste des primitiven Vorderdarms
wihrend des frithen embryonalen Stadiums der Lungenentwicklung. Ein Arrest der
Entwicklung in einem spiteren Stadium fiihrt zu Agenesie der Lappen oder zu pulmonaler
Dysplasie. Einige bronchiale Elemente sind vorhanden, aber es fehlen die Alveolen [9].
Die bilaterale pulmonale Agenesie ist sehr selten und wird durch einen Wachstumsarrest
des respiratorischen Primordiums wihrend des embryonalen Stadiums der
Lungenentwicklung verursacht. In der Literatur finden sich Beschreibungen zu dieser
Fehlbildung.

In einem Fall war eine Trachea, bestehend aus zehn knorpeligen Ringen, iiber die gesamte
Linge mit dem Osophagus verbunden. Die Lungenknospen und die Pleurahdhlen fehlten
[9,207].

Die einseitige pulmonale Agenesie tritt hdufiger auf, als die bilaterale Form. Sie konnte
eine Storung der Balance im Wachstum der Lungenknospen darstellen. Wenn kein
balanciertes Wachstum zwischen der rechten und der linken Lungenknospe moglich ist,
wird sich eine Seite normal entwickeln, wéahrend die andere im Wachstum komplett
versagen (Aplasie), oder sich nur beschriankt entwickeln wird (Dysplasie oder Hypoplasie).
Diese Defekte entstehen friih wihrend der Lungenentwicklung®’*, wenn das respiratorische
Primordium sich in eine linke und rechte primitive Lungenknospe teilt. Diese
Malformationen kommen durch ein Fehlen oder eine gestorte Balance der Zahl der
Progenitorzellen”” der zwei primitiven Lungenknospen zustande und fithren zu
unterschiedlichem Wachstum oder Wachstumsarrest der Lungenentwicklung. Die
unilaterale pulmonale Agenesie kann beide Lungen betreffen, auch wenn die rechte Seite
haufiger betroffen ist [9].

Normalerweise flihren kompensatorisches Wachstum oder eine Hyperplasie der
kontralateralen Lunge zu keinen ernsten klinischen Konsequenzen. Die Agenesie der
Lunge ist normalerweise mit anderen Anomalien, wie trachealer Stenose,
Osophagusatresie, TEF, bronchogenen Zysten, Fallot-Tetralogie’’® und Anomalien der
groBBen Gefile assoziiert [207].

1.7.7.2. Pulmonale Hypoplasie

Die pulmonale Hypoplasie entwickelt sich als Resultat anderer Anomalititen des sich
entwickelnden Fetus. Sie tritt bei Kindern mit renaler Agenesie oder Dysplasie,
Harnwegsobstruktionen, Verlust amniotischer Fliissigkeit durch prdmature Ruptur der
Membranen, Zwerchfellhernie, kongenitalen Anomalien des neuromuskuldren Systems
und chromosomalen Anomalien, wie den Trisomien 13, 18 und 21, auf[207].

7 am Ende der vierten SSW

% Vorlauferzellen

*7® Die Fallot-Tetralogie ist eine angeborene Herzfehlbildung mit Pulmonalstenose, Ventrikelseptumdefekt
(VSD), einer iiber dem VSD reitenden Aorta und Rechtsherzhypertrophie (1).
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Viele dieser Anomalitdten reduzieren das Volumen der Pleurahdhle und schrinken damit
das Wachstum und die Ausdehnung der peripheren Lunge ein.

Bei der kongenitalen diaphragmatischen Hernie (CDH) (siehe Kapitel 1.8) schliet sich
die pleuroperitoneale Hohle nicht. Dies erlaubt den sich entwickelnden Baucheingeweiden
ein Vorwolben in die Pleurahohle und dadurch wird das Lungenwachstum durch
Kompression und Beengung gehemmt.

Auf der linken Seite des Zwerchfells kommt dies hdufiger vor, als auf der rechten Seite,
vermutlich, weil der linke pleuro-peritoneale Kanal groBBer ist und sich spiter verschlief3t,
als der rechte.

Der Schweregrad der sich entwickelnden pulmonalen Hypoplasie differiert und hingt vom
Zeitpunkt des Anfangs der Kompression der Lunge ab. Bei frither und schwerer
Kompression kommt es zu schwerer Hypoplasie. Diese wird von einer Reduktion der
Alveolenzahl und Alveolengrofle, einer reduzierten Gasaustauschoberfliche und einer
proportionalen Abnahme der pulmonalen GefdBle begleitet. Haufig findet man auch
Anzeichen einer pulmonalen Hypertension, verursacht durch eine Zunahme der
muskuldren Arterien in der Peripherie der Lunge, die zu einer Zunahme des pulmonalen
GefaBwiderstandes fithrt. Ein Oligohydramnion oder eine unzureichende Menge
amniotischer Fliissigkeit kann ebenfalls eine pulmonale Hypoplasie auslosen, weil dadurch
die Wand des Uterus den fetalen Thorax komprimieren kann.

Ab der 16. SSW trigt die fetale Niere zur Bildung einer Fraktion des fetalen Fruchtwassers
bei. Deshalb flihrt eine renale Agenesie, oder eine andere Ursache fiir eine Reduktion der
fetalen Urinabgabe, zur Entstehung eines Oligohydramnions®’’ und spiter zu einer
Lungenhypoplasie. Auch eine Ruptur der amniotischen Membranen und die daraus
resultierende Reduktion des Fruchtwassers sind mit einer Lungenhypoplasie assoziiert
[9,207].

1.7.7.3. Pulmonale Hyperplasie

Die pulmonale Hyperplasie ist ein wesentlich weniger hdufiges Phdnomen, als die
pulmonale Hypoplasie, aber die betroffenen Neugeborenen zeigen eine hohe Morbiditit
und Mortalitdt. Der hdufigste Initiator einer pulmonalen Hyperplasie ist die tracheale
Obstruktion, die zu einem deutlich iibersteigerten Wachstum der Lunge fiihrt [185].

Die Pathogenese dieses libersteigerten Wachstums ist noch nicht ausreichend bekannt, sie
wird allerdings vermutlich durch kompliziertere Faktoren, als nur durch die Unmdoglichkeit
des Abflusses der Lungenfliissigkeit aus der Lunge, bedingt [185].

In einer Studie an fetalen Schafen demonstrierten Moessinger et al. [80], dass eine
Drainage der rechten Lunge, durch den daraus resultierenden Abfluss der
Lungenfliissigkeit, zu einer Reduktion des rechten Lungenvolumens fiihrte, wihrend das
Volumen der linken Lunge, nach Ligatur des linken Hauptstammbronchus, und die
dadurch hervorgerufene Fliissigkeitsretention, deutlich gesteigert war. Durch diese
Prozedur entstanden eine unilaterale””® pulmonale Hyperplasie und eine kontralaterale
pulmonale Hypoplasie. Interessanterweise zeigten sich im Vergleich der hypoplastischen,
hyperplastischen Lungen und Lungen der Kontrollgruppe keine Unterschiede beziiglich
der biochemischen Indizes der Lungenreife, wie dem totalen Phospholipidgehalt und dem
gesdttigten und ungesdttigten Phosphatidylcholin-Gehalt pro Unit der Gewebe-DNA.
Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die Proliferation der fetalen Lungenzellen durch

77 Fruchtwassermangel (1)
78 einseitig
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eine lokale Dehnung iiber die Lungenfliissigkeit, aber die Reifung des Alveolarepithels
durch eine systemische Kontrolle reguliert wird [185].

Die tracheale Obstruktion wurde sowohl am Menschen [210], als auch am Tier [211] als
mogliche antenatale®” Therapieform der CDH untersucht.

Die Lungen von Patienten mit einer CDH, die diese fetale Behandlung erhielten, zeigten
sonographisch®®’ eine VergroBerung, aber histologisch eine geringere Anzahl an Alveolen
bei gesteigerter AlveolengroBe [185]. Flecknoe et al. beobachteten bei einer prolongierten
trachealen Okklusion einen fast vollstdndigen Verlust der Typ II-Alveolarepithelzellen und
folglich einen Verlust der Surfactant-Produktion [212].

Am Tiermodell konnte allerdings durch eine Entfernung des zuvor operativ angebrachten
trachealen Clips™', eine Woche vor dem Geburtstermin, eine Umkehrung des zuletzt
genannten Effektes auf die Typ II-Alveolarepithelzellen erreicht werden [213].

Allerdings besteht bei der Entfernung des Clips ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten von
Friihgeburten und Infektionen. Um dieses Risiko zu reduzieren, wurden der Mutter
Corticosteroide injiziert und gemeinsam mit der Entfernung des Clips, zwei Tage vor der
Geburt, kam es, wie im wissenschaftlichen Bericht von Kay und Kollegen nachzulesen ist,
zu einer fast kompletten Erholung der Zahl der Typ-II-Zellen [214].

Am Tiermodell lie sich eine Hochregulation von Fgf7, nach der Durchfiihrung einer
trachealen Okklusion, nachweisen [215]. Lammer mit einer chirurgisch erzeugten CDH
wiesen geringere Igf-1-Levels, als jene der Kontrollgruppe auf. Hier fithrte die tracheale
Okklusion zum Wiederanstieg der Igf-1-Levels auf Normalwerte [216]. Eine tracheale
Okklusion am fetalen Lamm mit chirurgisch induzierter CDH fiihrte auch zu einer
Hochregulation von Tgf-$2 [217].

1.7.7.4. Kongenitale Zysten der Lunge

Anders als bronchogene Zysten, stehen bronchioldre Zysten mit den proximalen Anteilen
des Bronchialbaumes in Verbindung, sowie auch mit distalen alveoliren Ductuli und
Alveolen, auch wenn diese Verbindungen klein sind. Die bronchioldren Zysten sind von
Flimmerepithel ausgekleidet und konnen mukdse Driisen, glatte Muskulatur und Knorpel
in ihren Wénden aufweisen. Diese Zysten kommen normalerweise multipel vor und sind
auf einen einzelnen Lappen beschrinkt. Sie konnen mit Luft, Flissigkeit oder beidem
gefiillt sein. Alveoldre Zysten sind von kubischem Epithel oder Plattenepithel ausgekleidet.
In der Wand findet man keinen Knorpel und keine Muskulatur, aber es kann eine
Hyperplasie des Bindegewebes vorhanden sein.

Beide Arten von Zysten betreffen eher die rechte, als die linke Lunge und die Unterlappen
haufiger als die Oberlappen. Kongenitale Lungenzysten sind oft nur schwer von
erworbenen Zysten zu unterscheiden [9,207].

1.7.7.5. Kongenitale zystisch-adenomatoide Malformation (CCAM)

CCAMs findet man hdufig in Lungen von Kindern, die Anzeichen von Unreife und
Malformationen der kleinen Luftwege und des distalen Lungenparenchyms aufweisen
[209].

Es existieren fiinf Typen von CCAMs, die nach dem Erscheinungsbild und den
histologischen Gegebenheiten unterteilt werden [9]:

7 vorgeburtlich
**" im Ultraschall-Bild
! Spange, mit der die Trachea operativ abgeklemmt wird

Einleitung Seite 70 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

o Typ-0-Ldsionen sind selten und aus 0,5 cm groflen, bronchienartigen, zystischen
Strukturen mit reichlich Knorpel in den Winden aufgebaut.

o Typ-I-Ldsionen sind die hdufigsten (liber 50% der Fille) und aus einer oder
mehreren grolen Zysten zusammengesetzt, die einen Durchmesser von drei bis
zehn Zentimetern erreichen. Diese Lasionen enthalten fibrose Septen, die von
Zilien-tragenden, kubischen bis hochprismatischen Zellen ausgekleidet werden.
Auch Cluster von schleimgefiillten Zellen*® sind darunter. Knorpelige Foci sind in
5 bis 10% dieser Lasionen vorhanden.

o Typ-2-Ldasionen stellen die zweithdufigsten Léasionen dar und sind durch
gleichméfige uniforme Zysten charakterisiert, die normalerweise weniger als 2 cm
Durchmesser aufweisen. Sie sind von kubischen oder Zilien-tragenden Zellen
ausgekleidet. Quergestreifte Muskulatur kann in den Septen oder angrenzend an die
Zysten vorkommen.

o Typ-3-Lisionen sind aus einer soliden Gewebemasse mit multiplen
mikroskopischen Zysten aufgebaut, die weniger als 2 cm grof3 und von kubischem
oder Sdulenepithel ausgekleidet sind.

o Typ-4-Ldisionen werden in der peripheren Lunge gefunden und sind durch grof3e
(mehr als 7 cm im Durchmesser) diinnwandige Zysten, die von Alveolarepithel
ausgekleidet sind, gekennzeichnet.

Die immunhistochemische Untersuchung der Differenzierungsmarker spezifischer
Lungenepithelzellen ergab, dass die CCAM-Typen 1, 2 und 3 Cluster von GRP?"-
positiven neuroendokrinen Zellen und CCSP-positiven Clara-Zellen enthielten, was einen
bronchogenen Ursprung dieser Zysten andeutete. Die epitheliale Auskleidung der Zysten
der CCAM vom Typ 4 zeigte eine Immunopositivitidt beziiglich des mit Typ I-Zellen
assoziierten Oberflichenantigens und mit den Surfactant-assoziierten Proteinen der Typ II-
Zellen, SP-A, SP-B und SP-C. Diese Entdeckungen deuten darauf hin, dass die CCAM-
Typen 1, 2 und 3 wiéhrend der pseudoglanduldren Phase der Morphogenese der
Verzweigung entstehen, wihrend der CCAM-Typ 1 in der kanalikuldren oder sakkuldren
Phase seinen Ursprung nimmt [9,218].

1.7.7.6. Dysplasie der alveoldren Kapillaren

Die Dysplasie der alveoldren Kapillaren, mit Falschausrichtung der Lungenvenen, ist durch
eine inaddquate Vaskularisierung des alveoldren Parenchyms charakterisiert, was zu einer
Reduktion der Zahl der Kapillaren in der Wand der Alveolen fiihrt. Zusétzlich kommt es
zu einer Malformation der pulmonalen Lappen, die Lungenvenen sind disloziert oder
falsch ausgerichtet und sie verlaufen mit den Lungenarterien innerhalb des
peribronchioldren Bindegewebes, anstelle des normalen Verlaufes in den interlobuldren
Septen. Diese Konstellation fiihrt zu pulmonaler Hypertension beim Neugeborenen und hat
fatale Folgen [9,209].

82 Becherzellen
3 Gastrin-releasing-peptide
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1.7.7.7. Kongenitale Lymphangiektasie der Lunge

Die kongenitale pulmonale Lymphangiektasie ist eine duBerst seltene Malformation, bei
welcher die Lunge ausgesprochen dilatierte Lymphgefa3e aufweist, die sich innerhalb des
bronchovaskuldren Bindegewebes, entlang der interlobuldren Septen und innerhalb der
Pleura, befinden. Diese Lymphgefifie sind diinnwandig und werden von Endothelzellen
ausgekleidet und bilden ein Netzwerk von kommunizierenden Kanélen.

Diese Malformation ist hiufig mit dem Noonan®**-, Ulrich-Turner’”- und dem Down-
Syndrom®®° assoziiert. Ménner sind haufiger betroffen, als Frauen (2:1) [9].

Die Lymphangiektasie der Lunge kann in drei Hauptkategorien unterteilt werden:
die primdre, die sekunddre und die generalisierte Lymphangiektasie [218].

Die primdre Form stellt einen fatalen Entwicklungsdefekt dar, bei welchem die
Lymphgefifle der Lunge nicht mit den systemischen Lymphgefalen kommunizieren. Die
betroffenen Kinder zeigen ein RDS und Pleuraergiisse und versterben bereits kurz nach der
Geburt [9].

Die sekunddire Lymphangiektasie ist mit cardiovaskuldren Malformationen, wie AV-
Klappen-Defekt®®’,  Ostium-secundum-Defekt™®,  pulmonaler  Stenose, VSD*®,
Mitralatresie®®®, hypoplastischem linken Herz, Cor triatriatum®' und Atresie der
gemeinsamen pulmonalen Venen assoziiert [207]. Die generalisierte Form zeigt eine
Proliferation der lymphatischen Rdume und tritt in der Lunge als Teil einer systemischen
Malformation auf, bei welcher multiple Lymphangiome*** in den Knochen, Eingeweiden
und dem Weichgewebe gefunden werden [9].

1.7.8. Regulation der Alveolarisierung

Das Wachstum der Alveolen bietet eine enorme Oberflidche fiir den Gasaustausch in der
Lunge [219]. Das Blut in den alveoldren Kapillaren und die eingeatmete Luft sind durch
die diinne Wand der Endothelzellen der Kapillaren, die fusionierte Basalmembran und das
attenuierte Zytoplasma der Typ I-Alveolarepithelzellen voneinander getrennt [220]. Das

% Das Noonan-Syndrom ist ein komplexes Syndrom, das durch eine Vielzahl von genetischen
Entwicklungsbesonderheiten gekennzeichnet ist. Die Fehlbildungen kénnen das duere Erscheinungsbild
betreffen, aber auch innere Organe. So sind angeborene Herzfehler typisch. Da die feststellbaren Symptome
denen des Ullrich-Turner-Syndroms sehr dhnlich sind, bezeichnet man das Noonan-Syndrom auch als
»Pseudo-Turner-Syndrom*. Im Gegensatz zum Ullrich-Turner-Syndrom sind jedoch keine Besonderheiten
der Chromosomen (in Bezug auf Anzahl und Struktur) nachweisbar (28).

5 Das Turner-Syndrom, auch unter den Synonymen Ullrich-Turner-Syndrom (UTS) oder Monosomie X
bekannt, ist eine Chromosomenbesonderheit, genauer gesagt eine gonosomale Genommutation bzw.
gonosomale Monosomie, die von Henry H. Turner 1938 erstmals unter wissenschaftlichen Gesichtspunkten
beschrieben wurde. Menschen mit dieser Besonderheit haben nur ein funktionsfahiges X-Chromosom, statt
der iiblichen zwei X-Chromosomen oder der Kombination aus einem X- und einem Y-Chromosom
(Monosomie X) (29).

% Als Down-Syndrom bezeichnet man ein Syndrom, das durch eine spezielle Genommutation beim
Menschen hervorgerufen wird, bei der das gesamte 21. Chromosom, oder Teile davon, dreifach vorliegt bzw.
vorliegen (Trisomie). Daher lautet eine weitere iibliche Bezeichnung Trisomie 21 (30).

7 Atrio-ventrikuldrer Klappendefekt des Herzens (1)

% Vorhofseptumdefekt vom sekundiren Typ (45D II) (1)

¥ Ventrikelseptumdefekt (1)

2% Atresie der Mitralklappe (Bikuspidalklappe)

*! Das Cor triatriatum ist eine seltene Herzfehlbildung, bei der der linke Vorhof durch eine fibromuskulire
Membran in einen proximalen und distalen Anteil geteilt wird (1).

2 Lymphangiome sind benigne, aber selten auch maligne-entartete Neubildungen von Lymphkapillaren (1).
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weitere Wachstum und die Entwicklung des distalen Lungenparenchyms fiihren zur
Ausdiinnung der Alveolenwand, zu einem Anstieg der Dichte der Kapillaren und einem
méBigen Anstieg des Durchmessers der Alveolen [221,222].

Die postnatale Bildung der Alveolen ist bei der BPD”", einer Erkrankung bei
Frithgeborenen, die durch mechanische Beatmung, Hyperoxie und Entziindungsprozesse
entstehen kann, deutlich beeintrachtigt [223,224].

293

Husain und seine Kollegen [223] beschrieben eine Form der ,,new BPD* als chronische
Lungenerkrankung, die hiufig bei Neugeborenen aufiritt, die ein sehr geringes
Geburtsgewicht aufweisen und mit Surfactant-Ersatztherapie behandelt werden. Diese
Form der ,,new BPD* ist durch eine Verschlechterung der Alveolarisierung charakterisiert
[224].

Auch an neugeborenen Pavianen zeigte sich bei Experimenten, dass eine mechanische
Beatmung mit erhohten Sauerstoff-Levels zu einer Verringerung der Zahl der
Lungenalveolen und zu einer Zunahme ihrer Grof3e fiihrte [225]. Es wird angenommen,
dass die mechanische Beatmung, oder eine hohe Sauerstoff-Exposition der Lunge im
frithen Entwicklungsstadium, zu einer Verschlechterung der Alveolarisierung und zu
chronischer Lungenerkrankung fithren konnte [226]. Obwohl die Surfactant-Therapie den
Einfluss einiger Charakteristika von Lungenschiden (Fibrose und Entziindung)
verringerte, zeigte sich kein Einfluss auf die Verschlechterung der Alveolarisierung [226].

Bei der Entfernung einer Lunge konnen sich in der verbleibenden Lunge neue Alveolen
bilden [227,228]. In Antwort auf die physiologischen Stimuli, wie Alter,
Sauerstoffspannung, hormoneller Status und Erndhrung, kann sich die Zahl der Alveolen in
der Lunge verdndern [229]. Zusétzlich wurde von Massaro et al. auch dariiber berichtet,
dass die Behandlung mit Vitamin-A-Siure die Zahl der Alveolen an neugeborenen und
erwachsenen Ratten steigern konnte [230].

1.7.8.1. Struktur der alveolaren Wand

Die Wand der Alveolen setzt sich aus einem Kern von Bindegewebe zusammen, in
welchem viele GefaB3e verlaufen [220]. Das Gefalinetzwerk in den Alveolen der Lunge ist
vermutlich das Grofte im menschlichen Korper. Die Zellen in der alveoliren Wand
produzieren eine extrazellulire Matrix, die relativ reich an Elastin und Kollagen ist und
Proteoglykane und Glykosaminoglykane enthélt [231]. Die Oberfliche dieser Wand wird
von zwei Typen von Epithelzellen ausgekleidet, den A/veolarepithelzellen vom Typ I und
11[232].

Die Typ I-Zellen sind stark attenuierte squamdse Zellen, deren Zytoplasma einen Teil der
Gasaustauschbarriere darstellt. Etwa 90% der alveoliren Oberfliche werden von
Alveolarepithelzellen vom Typ 1 ausgekleidet [233]. Die Typ II-Zellen sind kubische
sekretorische Zellen, die hdufig in den Ecken eines Alveolus lokalisiert sind und den
Surfactant, eine Lipoprotein-Substanz, die die Oberflichenspannung in den Alveolen
reduziert und eine wichtige Rolle bei Abwehrmechanismen der Lunge spielt, bilden [234].
Obwohl die Alveolarepithelzellen vom Typ II nur einen kleinen Anteil der alveoldren
Oberflache auskleiden, sind anndhernd gleiche Zahlen von Zellen vom Typ I und Typ II

in den Alveolen vorhanden [234].

3 bronchopulmonalen Dysplasie
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1.7.8.2. Bildung von Alveolen in der sich entwickelnden Lunge

Beim Menschen bilden sich einige Alveolen (etwa 20%) vor der Geburt, aber die meisten
erst danach [221]. Laut Studien werden die meisten menschlichen Alveolen innerhalb der
ersten 18 Lebensmonate gebildet [235,236]. Die meisten Erkenntnisse beziiglich der
Bildung von Alveolen stammen von Studien an Nagetieren, vor allem an Ratten und
Miusen [229].

In diesen Spezies tritt die Bildung der Alveolen wahrend der ersten beiden Wochen des
postnatalen Lebens auf [229].

Frithgeborene Kinder, die mit strukturell unreifen Lungen zur Welt kommen (zwischen der
24. und 28. Woche) konnen immer noch ausreichend atmen, um ihre Lebensfihigkeit
dadurch sicherzustellen [226]. Bei Meerschweinchen, Kiihen, Schafen und Schweinen
vollzieht sich fast die gesamte Alveolarisierung in utero [229]. Bei Nagern, wie Ratten
oder Miusen, werden die Alveolen wéhrend der ersten Wochen nach der Geburt gebildet
[237].

Wiéhrend der Entwicklung erhoht die Bildung der Alveolen die pulmonale
Gasaustauschoberfliche proportional zum Wachstum des gesamten Organismus. Die
Mechanismen, durch welche dieses proportionale Wachstum reguliert wird, sind noch
nicht ausreichend bekannt [229].

Am Ende der menschlichen Schwangerschaft, sowie postnatal bei Ratten und Maiusen,
formen die terminalen Sacculi durch eine Septierung die echten, zukiinftigen Alveolen
[229]. Das luftleitende System endet auf dem Level der Bronchioli respiratorii, die durch
das Auftreten von Alveolen, die die Wand der Luftwege unterbrechen, charakterisiert sind
[204]. Das Epithel der Bronchioli respiratorii ist proximal siulenartig und zeigt Uberginge
zum typischen Alveolarepithel, das die Ductuli alveolares, alveoldren Sacculi und
Alveolen auskleidet. Die gesamte funktionelle Einheit (der respiratorische Azinus) besteht,
der Reihe nach, aus einer respiratorischen Bronchiole (mehrere Reihen sind moglich), den
Ductuli alveolares (auch hier sind mehrere Reihen oder Aste moglich) und den alveoliren
Sacculi [204].

Die Ductuli alveolares konnen einen grofen Teil des Gasaustauschgewebes der Lunge
enthalten, in manchen Spezies sogar bis zu 30% [238]. Die Alveolen verzweigen sich aus
den alveoldren Ductuli, entweder einzeln oder als Cluster alveoldrer Sacculi, die das Ende
der Ductuli alveolares darstellen. Alveolen sind auf jedem Level des respiratorischen
Azinus, der respiratorischen Bronchiole, des alveoldren Ductus oder des alveoldren
Sacculus vorhanden. Man nimmt an, dass all diese Alveolen funktionell gleichwertig sind
[203].

In der prianatalen menschlichen Lunge und der postnatalen Lunge der Maus bilden sich die
Alveolen durch die Entstehung von sekunddren Septen, die sich aus der Wand der
terminalen Sacculi bilden [229]. Die sekundéren Septen werden in den Bereich der Sacculi
erweitert.

Das Wachstum der sekundédren Septen in das Lumen der terminalen Sacculi wird,
zumindest teilweise, durch die Proliferation der Fibroblasten mediiert [239]. Eine
Untergruppe der interstitiellen Fibroblasten ist durch das Vorkommen zytoplasmatischer
Lipid-Droplets™* charakterisiert [240]. Die Funktion dieser Zellen ist nicht vollstindig
bekannt, aber sie spielen moglicherweise eine wichtige Rolle in der Morphogenese der
Alveolenwand [240].

% Einlagerungen von Lipiden
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An der Spitze der sekundidren Septen befindet sich der Myofibroblast, ein Zelltyp, der
Elastin und andere wichtige Komponenten der extrazelluliren Matrix in der alveoldren
Wand bildet und ablagert [241].

Der bindegewebige Kern der sekundiren alveoldren Septen ist durch das Vorkommen von
Elastin, das vermutlich durch Myofibroblasten dort abgelagert wird, charakterisiert [242].
Die Elastin-Fasern sind auf eine, einer Ordnung folgenden und vorhersagbaren Weise,
innerhalb der alveoldren Septen angeordnet [243]. Die Genexpression von Elastin zeigt
wihrend der Periode der postnatalen Alveolarisierung einen Peak™” [244].

Die Vernetzung der Elastin-Monomere ist ein kritischer Prozess der Alveolarisierung, denn
eine Hemmung dieses Prozesses fiihrt zu einer reduzierten Oberfliche der Lunge [245].
Die Ablagerung von Elastin-Fasern bezieht auch die koordinierte Expression von
Fibrillin®*°, Fibulin®’, und der Glycoproteine der Mikrofibrillen mit ein [242].

Zusitzlich werden die Kollagene vom Typ 1, III und IX von Zellen des Bindegewebes
produziert und in der Wand der Alveolen wihrend der Bildung der sekundédren Septen
abgelagert, wo sie mechanische Festigkeit bewirken [16].

Glykosaminoglykane, wie Hyaluronsdure, Chondroitinsulfat, und Heparinsulfat sind in
der Wand der Alveolen ebenfalls vorhanden und tragen zu deren mechanischer Eigenschaft
bei [246]. Proteoglykane, adhisive Glykoproteine wie Fibronektin und Komponenten der
Basallamina wie Laminin und Typ IV-Kollagen, werden ebenfalls in regulierter Weise
wiéhrend der Alveolarisierung gebildet und abgelagert [247].

1.7.8.3. Regulation der Alveolarisierung

Der Prozess der Alveolarisierung beinhaltet die Entstehung eines pulmonalen Gefa3bettes
in der distalen Lunge, das sich im Zusammenspiel mit der Differenzierung des
Alveolarepithels und der Bildung der sekundédren Septen bilden muss. Das Wachstum und
die Differenzierung der pulmonalen Gefa3e beginnen in der fetalen Lunge gleichzeitig mit
dem kanalikuldren und sakkuldren Stadium der Lungenentwicklung [248]. Anfinglich
gehoren die Kapillaren in den Wianden der Alveolen einem doppelten System an. Dies
bedeutet, dass jeweils eine Kapillare mit jeder Oberfliche des sich bildenden Septums der
Alveole assoziiert ist. Mit Fortschreiten der Alveolarisierung werden die alveoldren Winde
diinner und es bildet sich innerhalb der Wand ein einzelnes kapillires System, das sehr
oberfliachlich in der Wand der Alveole zu liegen kommt [249].

Der VEGF™® iibt eine mitogene Wirkung auf die Endothelzellen aus. Dieser Faktor
stimuliert die Angio- und Vasculogenese und reguliert die Permeabilitdt des Endothels.
VEGF bindet an mindestens zwei Rezeptoren: Flk-1*° und Flt-1°".

VEGF und seine Rezeptoren werden in koordinierter Weise in der sich entwickelnden
Lunge exprimiert und erreichen ihre Peaks am Ende der Schwangerschaft und wihrend des
frithen neonatalen Lebens.

Es existieren mehrere Isoformen des VEGF mit unterschiedlichen Molekulargewichten
und VEGF 188 ist in der fetalen Lunge davon der dominierende Faktor [250,251].

3 Anstieg bis zu einem Spitzenwert

2% Fibrillin ist ein Glykoprotein, das essentiell fiir die Bildung elastischer Fasern ist (31).
7 Fibulin-1 ist ein Calcium-bindendes Glycoprotein (32).

8 Vascular endothelial growth factor

*% VEGF-Rezeptor 2

% VEGF-Rezeptor 1
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Transgene Miuse, die eine Uberexpression von Vegf in den Alveolarepithelzellen
aufweisen, zeigen eine gestorte Lungenentwicklung in Form einer gestorten
Verzweigungs-Morphogenese, Hypertrophie der Blutgefia3e, einer reduzierten Anzahl von
terminalen Sacculi und einem reduzierten Anteil an Bindegewebe. VEGF erhoht aulerdem
die Zellteilungsrate von fetalen menschlichen Alveolarepithelzellen vom Typ 11 [252,253].
Compernolle et al. demonstrierten, dass Antikorper gegen den Vegf-Rezeptor 2, die in
utero verabreicht wurden, die Lungenentwicklung bei fetalen Méusen verzdgerten.
Andererseits zeigte sich dabei auch, dass durch die prinatale oder postnatale
Verabreichung von Vegf eine Beschleunigung der Lungenentwicklung bei Maiusen
hervorgerufen wurde, was anhand der Produktion von Surfactant, der strukturellen
Verinderungen und des Uberlebens der Miuse belegt werden konnte [254].

In einer Studie von Kasahara ef al. [255] an adulten Ratten, fiihrte eine Behandlung mit
dem Vegf-Rezeptor-Blocker, SU5416, zu emer VergroBerung der Alveolen und einer
Reduktion ihrer Oberfliche und somit erinnerten diese Verdnderungen an jene, die auch
beim Emphysem beobachtet werden konnten. Wenn der gleiche Blocker neugeborenen
Ratten verabreicht wurde, war die Bildung der Alveolen deutlich verschlechtert [256]. Der
inhibitorische Effekt von SU5416, verabreicht am zweiten Tag nach der Geburt fiir 24
Stunden, hielt iiber drei bis vier Monate an [257].

Andere Hemmstoffe der Angiogenese, wie beispielsweise Thalidomid®® und
Fumagillin®”, fiihrten ebenfalls zu einer Hemmung der Alveolenbildung, wenn sie
neugeborenen Ratten wihrend der Periode der Alveolarisierung verabreicht wurden [256].
Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass VEGF offenbar eine
Schliisselrolle im Prozess der Alveolarisierung spielen konnte [203].

Das Wachstum der Lungenkapillaren und die Bildung der Alveolen wéhrend der Periode
der Alveolarisierung sind in der postnatalen Lunge eng miteinander verbunden. Die
funktionelle Verbindung zwischen diesen Prozessen ist bisher unbekannt, aber Defekte der
Bildung von Blutgefifien und der Alveolen sind Charakteristika der BPD*** [258].

Am Primatenmodell an Pavianen mit einer BPD zeigten sich eine reduzierte Anzahl an
Epithelzellen und eine Stérung der Mikrogefial3e in der distalen Lunge [224].

Manisalco und Mitarbeiter [259] beobachteten an Lungen von Patienten mit BPD sowohl
eine anormale Verteilung der Kapillaren in den alveoldren Septen, als auch eine reduzierte
Zahl dieser Blutgefia3e. Das Lungengewebe von Kindern mit einer BPD zeigte dabei auch
eine reduzierte Genexpression fiir den VEGF und den VEGF-2-Rezeptor.

Andere Tiermodelle mit einer Verschlechterung der Alveolarisierung sind auch durch eine
reduzierte Anzahl der alveoldren Kapillaren charakterisiert. Dies zeigte sich beispielsweise
an Ratten, die hohen Sauerstoffmengen ausgesetzt wurden, und bei frithgeborenen und
kiinstlich beatmeten Ladmmern [260]. Die Rolle des VEGF bei der Schiadigung der sich
entwickelnden Lunge durch Hyperoxie wurde von D"Angi ef al. beschrieben [261].

1.7.8.4. Andere Regulatoren der Angiogenese

Neben VEGF gibt es noch eine Reihe anderer Wachstumsfaktoren, deren Rolle in der
Lungenentwicklung immer noch ziemlich wunerforscht ist. Zum Beispiel spielen
Angiopoietin, Ephrin und Semaphorin (siehe Folgetext), die in der Angiogenese anderer

% Thalidomid (a-Phthalimidoglutarimid) ist ein Arzneistoff, der als Schlaf- und Beruhigungsmittel unter
den Markennamen Contergan® und Softenon® verkauft wurde und Ende der 1950er-/Anfang der 1960er-
Jahre zu zahlreichen schweren Schédigungen an ungeborenem Leben (Dysmelien, etc.) und damit zum
Contergan-Skandal fithrte (33).

% Fumagillin ist ein komplexes Biomolekiil. In der Natur kommt es in Aspergillus fumigatus vor (34).

39 bronchopulmonale Dysplasie
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Systeme eine wichtige Rolle spielen, moglicherweise auch in der sich entwickelnden
Lunge wihrend der Alveolarisierung eine solche Rolle, da sie in diesen Stadien in der
Lunge nachgewiesen werden konnten [262].

Die Angiopoietine 1 bis 4 binden an Tie 2-Rezeptoren der Endothelzellen und {iben,
gemeinsam mit VEGF und seinen Rezeptoren, einen Einfluss auf die Angiogenese aus
[262].

Angiopoietin 1 wird in der sich entwickelnden Lunge exprimiert, allerdings dndert sich
seine Konzentration wihrend der Entwicklung nicht [263]. Ephrin gehort zu einer Gruppe
von Wachstumsfaktoren, die an Tyrosinkinase-Rezeptoren binden und in die Vasculo- und
Angiogense involviert sind [264]. Allerdings ist die Rolle dieser Wachstumsfaktoren und
threr Rezeptoren bisher unbekannt. Die Semaphorine gehdoren zu einer Gruppe von
Wachstumsfaktoren, die erstmals im zentralen Nervensystem beschrieben wurden und an
Neuropilin-Rezeptoren binden [265]. Neuropilin agiert als eine Art Co-Rezeptor des
VEGF-Rezeptors 2 und beeinflusst auf diese Weise die Angiogenese. Sowohl die
Semaphorine, als auch Neuropilin wurden in der sich entwickelnden Lunge nachgewiesen
[265].

Die experimentelle Blockade von Neuropilin an der neugeborenen Ratte fiihrte in einer
Studie von Ito und Mitarbeitern zu Defekten der Alveolarisierung [266].

1.7.8.5. Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)

Die PDGFs sind Dimere aus A- und/oder B-Polypeptidketten, die an zwei
Rezeptortyrosinkinasen, PDGF-Ra und PDGF-Rp, binden [267].

PDGEF stellt einen potenten mitogenen Faktor fiir Bindegewebszellen dar [267]. PDGF-A
wird von Epithelzellen der sich entwickelnden Lunge exprimiert [268].

Mause, die in einer Studie von Bostrom et al. [269] eine homozygote Gendeletion des
Pdgf-a aufwiesen, verstarben nach der Geburt aufgrund von unzureichender
Alveolarisierung.

Diese Knockout-Méuse zeigten einen Mangel an alveoldren Myofibroblasten, die Pdgf-ra
in ihren primdren Septen exprimierten. Auffallend war dabei, dass es zu einem anormalen
Muster der Elastin-Ablagerung in ihren Lungen kam und dass sekundére Septen fehlten.
Diese Fakten deuten darauf hin, dass die Myofibroblasten, die positiv fiir PDGF-Ra sind,
in der sich entwickelnden postnatalen Lunge eine Schliisselrolle bei der Bildung der
alveoldren Septen spielen und dass PDGF-A ein wichtiger Regulator der Alveolarisierung
sein konnte [270].

1.7.8.6. Glucocorticoide

Glucocorticoide sind Steroidhormone, die von der Nebenniere in Antwort auf die Sekretion
des aus der Hypophyse freigesetzten adrenocorticotropen Hormons™ sezerniert werden.
Die Freisetzung von ACTH aus der Hypophyse wird durch das Peptid Corticotropin-
Releasing Hormon®” reguliert, das aus dem Hypothalamus stammt. Die Glucocorticoide
binden an Glucocorticoid-Rezeptoren®®®, die Mitglieder der Familie der Steroid-Hormon-
Rezeptoren darstellen. Die Verabreichung von Glucocorticoiden bei drohender Frithgeburt
an die Mutter, kann die fetale Lungenentwicklung beschleunigen und das Risiko fiir die
Entstehung eines RDS senken. Das RDS wird durch einen Mangel an Surfactant verursacht
und  Glucocorticoide  steigern  die  Surfactant-Produktion in den Typ II-
Alveolarepithelzellen.

304 g4CTH
395 CRH
306 GR
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Die Glucocorticoide iiben auch viele andere Effekte auf die Lunge aus [271,272].
Vorgeburtliche Verabreichung von Glucocorticoiden beschleunigt die Reifung der Lunge
und dabei insbesondere die Ausdiinnung der Alveolarwinde [273]. Bei Ratten, die erst
nach der Geburt alveolarisieren, hemmen Glucocorticoide diese Alveolarisierung [274].
Die Bildung der sekundiren alveoldren Septen zeigte eine Verschlechterung in den Lungen
von neugeborenen Ratten, die mit Glucocorticoiden behandelt wurden, was sich in dieser
Studie von Massaro und Massaro unter anderem durch das Aufireten einer geringeren
Anzahl vergroferter Alveolen zeigte. Gleiche Ereignisse lieBen sich auch bei Ratten
beobachten, die mit Glucocorticoiden in der postnatalen Periode behandelt wurden, wie
dies bei Massaro et al. nachzulesen ist. Die Effekte von Glucocorticoiden scheinen
demnach, zumindest in der Rattenlunge, permanent zu sein [275].

Gleiche Effekte von Glucocorticoiden zeigten sich auch in Lungen von Primaten, denn
auch hier war eine Verschlechterung der Alveolarisierung zu beobachten [276]. Die
Schliisselrolle der Glucocorticoide in der Lungenentwicklung wurde durch die
Beobachtung von Muglia ef al. untermauert, dass Mause mit einer Deletion des Cri-Gens
an Lungenversagen, verursacht durch eine inaddquate Lungenentwicklung, verstarben. Es
handelte sich hierbei offenbar um einen strukturellen Effekt, da die Surfactant-
Komponenten durch diese Deletion nicht so stark beeintrachtigt wurden [277].

Cole et al. machten eine dhnliche Beobachtung an Maiusen mit einer Defizienz des
Glucocorticoidrezeptors. Hier zeigte sich eine unzureichende strukturelle Entwicklung der
Lunge, jedoch waren die Komponenten des Surfactant-Systems davon ebenfalls nicht so
stark betroffen [278].

Die BPD wird durch multiple Faktoren verursacht. In der Pathogenese spielen vor allem
die mechanische Beatmung, die Sauerstoff-Toxizitdt und die Entziindung eine wichtige
Rolle [279]. Mit Glucocorticoiden ldsst sich die BPD effektiv behandeln, vermutlich
aufgrund ihrer anti-inflammatorischen Effekte [280]. Die Langzeiteffekte der
Glucocorticoidbehandlung von Kindern mit einer BPD sind bisher noch unzureichend
untersucht.

Es ist bekannt, dass die Lungen von Kindern mit einer BPD eine geringere Anzahl
grofBerer Alveolen aufweisen und dies stellt ein Problem bei der Behandlung dieser Kinder
mit Glucocorticoiden dar, die die Alveolarisierung beeintrachtigen [281].

1.7.8.7. Die Wirkung der Vitamin-A-Saure

Die Vitamin-A-Saure®’ spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung und

Aufrechterhaltung der Differenzierung aller respiratorischen Epithelien, von der Trachea
bis zum Alveolus [282]. Die All-Trans-Retinsdure, die das am besten charakterisierte,
biologisch aktive Retinoid darstellt, bindet an die Rezeptoren, RAR’® und RXR* [283].
Diese stellen Mitglieder der Familie der Steroidhormon-Rezeptoren der
Transkriptionsfaktoren dar.

Es existieren drei RAR-Gene (RARa, f und y) und drei RXR-Gene (RXRo, S und y), von
denen jedes mehrere Isoformen produziert [283]. Die RARs bilden mit den RXRs
Heterodimere und binden an die cis-acting elements in den Genen mit retinoic acid-
responsiven Elementen®"’ [283].

7 Tretinoin, auch Vitamin-A-Scure (VAS) bzw. all-trans-Retinséure (1)
% Retinoic acid receptors

3% Retinoid-X receptors

*19 Retinoic acid response elements (RAREs)
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Massaro et al. [284] beschreiben in ihrer Publikation, dass die All-Trans-Retinsdure eine
Schliisselrolle in der Regulation der Alveolarisierung von Méusen und Ratten spielt. In
ihrem Bericht wurden die Effekte der Behandlung von postnatalen Ratten mit All-Trans-
Retinsdure oder Dexamethason beschrieben. Die Behandlung mit Dexamethason fiihrte zu
einer Hemmung der Alveolarisierung.

In einer fritheren Studie von Massaro und Kollegen war zu lesen, dass die alleinige
Behandlung mit Vitamin-A-Séure zu einem Anstieg der Zahl der Alveolen fiihrte, aber
keinen Effekt auf die Gasaustauschoberflache der Lunge im Vergleich zur Kontrollgruppe
hatte. AufBerdem flihrte diese Behandlung zu einer Beseitigung vieler Effekte der
Glucocorticoide auf die Alveolarisierung. Speziell die Behandlung mit einer Kombination
aus  Glucocorticoiden und Dexamethason fiihrte zu einer Steigerung der
Gasaustauschoberfliche und Zahl der Alveolen in der Lunge, im Gegensatz zu einer
alleinigen Behandlung mit Glucocorticoiden [285].

In einer anderen Studie derselben Forschergruppe, die aus dem Jahr 1997 stammt [286],
wurden adulte Ratten mit intratrachealer Elastase’’’ behandelt, um ein Emphysem zu
erzeugen. Durch die folgende Behandlung dieser Ratten mit All-Trans-Retinsdure, wurden
diese, durch FElastase erzeugten Effekte, beziiglich der Zahl der Alveolen und der
Gasaustauschoberfldche wieder aufgehoben.

Es wurde auch iiber den Effekt der Behandlung neugeborener Ratten mit Vitamin-A-Saure
wihrend einer Hyperoxie-Exposition berichtet. Die Vitamin-A-Saure schiitzte die Lungen
vor dem zerstorerischen Effekt, den die Hyperoxie auf die Alveolen ausiibte [287].

Die erwdhnte Studie von Massaro et al. brachte hervor, dass die Lungen von Mausen mit
einer Deletion des Rarf-Gens, zwar eine groBlere Anzahl, aber dafiir grofenreduzierte
Alveolen aufwiesen. Die Gasaustauschoberfliche war bei diesen allerdings gleich, wie bei
den Wildtyp*'?-Mausen. Im gleichen Artikel wurde beschrieben, dass die Behandlung von
postnatalen Ratten mit einem Rarp-Agonisten zu einer Beeintrachtigung der Bildung der
Alveolen fiihrte.

Zusammenfassend deuten diese Beobachtungen darauf hin, dass Rarf ein endogener
Inhibitor der Alveolarisierung sein konnte [286].

McGowan und Mitarbeiter beschrieben in ihrem wissenschaftlichen Artikel, dass Rary
moglicherweise einige der Effekte von Vitamin-A-Sdure auf die Alveolarisierung
mediieren konnte. Miuse mit einer Gendeletion des Rary zeigten im Vergleich zu
gleichaltrigen Wildtyp-Miusen Lungen mit einer geringeren Anzahl groBerer Alveolen.
Die Effekte der Deletion des Rary-Gens zeigten sich bei Midusen in einer verstdrkten
Weise, die heterozygot fiir die Deletion von Rxra waren. Zusammenfassend wurde
festgestellt, dass Heterodimere von Rary/Rxra bei der Regulation der Alveolarisierung eine
Rolle spielen [288].

Elastin stellt eine wichtige Komponente der Wand der Alveolen dar, die in den Vorgang
der Alveolarisierung involviert ist und durch All-Trans-Retinsdure reguliert wird.

Die Levels von Retinylestern®” stiegen in einer Studie von McGowan et al. wihrend der
Phase der Lungenentwicklung an und fielen danach wieder ab. Retinylester sind in Lipid-
beladenen Fibroblasten konzentriert. Diese stellen einen prominenten Zelltyp der

' Enzym, das Peptidbindungen spalten kann (1)

*12 Der Wildtyp ist die Bezeichnung fiir die als normal klassifizierte Ausprigung eines Gens, die in der
Mehrzahl der Individuen einer Art (Species) vorkommt. Abweichungen von der Norm entstehen durch
Mutationen (1).

1 Fettscureester des Retinols (1)
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Bindegewebskomponente der primdren Septen der sich entwickelnden Lunge dar
[289,290].

McGowan und Mitarbeiter beschreiben auch, dass die endogene Verabreichung von
Retinoiden in der sich entwickelnden Lunge die Elastin-Genexpression steigerte. Retinoide
steigern auch in vitro die Genexpression von Elastin, wie sich in Kulturen von Lipid-
beladenen Fibroblasten zeigte [289].

Bei Miusen mit einer Deletion des Rary-Gens, wurde von McGowan et al. ein Abfall der
mRNA-Expression von FElastin in Lipid-beladenen Fibroblasten beobachtet, die aus
postnatalem Lungengewebe isoliert wurden (im Vergleich zur Elastin-mRNA-Expression
der Fibroblasten von Wildtyp-Mausen). Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich
hierbei auch eine deutliche Abnahme der Anzahl der Elastinfasern in den Alveolarwénden
von Maéusen mit Rary-Gendeletion [288]. Der Ansicht der Autoren folgend, ldsst sich
annehmen, dass die Vitamin-A-Sdure die Elastin-Genexpression und die
Zusammensetzung der Elastin-Fasern bei der Alveolarisierung der postnatalen Lunge
beeinflussen konnte [288].

Die Plasmakonzentration von Vitamin A*'* ist bei frithgeborenen Kindern mit geringem
Geburtsgewicht deutlich niedriger, wie dies von Shenai et al. [291] beschrieben wurde.
Manche histologischen Charakteristika des Lungengewebes bei BPD zeigen eine grofie
Ahnlichkeit zu jenen der Modelle mit Vitamin-A-Mangel [282].

Kennedy und Mitarbeiter [292] erstellten eine Metaanalyse von vier klinischen Studien, in
welchen die Supplementation von Vitamin A bei Kindern mit sehr geringem
Geburtsgewicht zu einer Reduktion der Mortalitdt und der Inzidenz der BPD fiihrte. Die
Ergebnisse einer groBBeren klinischen Studie besagten, dass der Ersatz von Vitamin A, bei
Kindern mit sehr niedrigem Geburtsgewicht, deren Risiko der Entstehung einer
chronischen Lungenerkrankung reduzierte. Somit zeigt sich die Niitzlichkeit von
Retinoiden bei der Beschleunigung der Lungenentwicklung und der Reduktion der
Inzidenz der BPD bei Neugeborenen. Der giinstige Effekt der Retinoide auf die
Alveolarisierung muss allerdings noch genauer erforscht werden [293].

Der Verlust der Zahl an Alveolen in der adulten Lunge fiihrt zu einer inaddquaten
Gasaustauschoberfliche und zur Entstehung des Emphysems, wie es Walter et al. [294]
beschrieben. Bisher ist keine klinische Behandlung bekannt, die die Regeneration von
Alveolen fordert. Beobachtungen an Ratten zeigten, dass die Behandlung mit Vitamin-A-
Sdure zu einer de novo-Alveolarisierung in der Lunge fiihren kann [295]. Eine Behandlung
mit Vitamin-A-Sédure wurde gut toleriert und verursachte nur wenige Nebeneffekte.

Leider zeigten Pilotstudien bisher keine Effekte der Behandlung mit Retinoiden auf die
Lungenfunktion oder die Lungenstruktur [295].

Eine genauere Schilderung des Metabolismus und der Wirkung von Vitamin A und seinen
Derivaten erfolgt im Zuge der Beschreibung des Vitamin A-Mangels am Tiermodell im
Kapitel 1.14.

1.7.8.8. Ostrogen und Testosteron

Die Lungenentwicklung wird durch das Geschlecht des Fetus beeinflusst. Die Reifung der
Lunge ist bei médnnlichen, im Vergleich zu weiblichen Feten, verzogert [296]. Ménnliche
Feten zeigen eine hohere Inzidenz fiir die Ausprdgung eines RDS und eine hohere

31% Retinol ist der metabolische Vorlaufer der All-Trans-Retinscure (1).
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Mortalitdt. Es wird angenommen, dass Androgene, die beim ménnlichen Fetus in hoheren
Mengen vorhanden sind, die Lungenentwicklung verzogern konnten [297].

Allerdings entdeckten Massaro et al. [298] im Zuge ihrer Untersuchungen, dass die
Lungen von minnlichen Miusen, die negativ fiir den Androgen-Rezeptor waren, die
gleiche Oberfliache (adjustiert auf das Korpergewicht), wie die miannlichen Wildtyp-Mause
aufwiesen. Es schien auch geschlechtsspezifische Unterschiede beziiglich der Bildung der
Alveolen in der neonatalen Lunge zu geben [299], denn Massaro und Mitarbeiter
berichteten auch, dass weibliche Ratten und Mause (60 Tage alt) kleinere und zahlreichere
Lungenalveolen aufwiesen und dass die korpergewichtsspezifische Lungenoberfliche
signifikant groer war, als bei den mannlichen Artgenossen.

In einer anderen Studie beschrieb diese Forschergruppe, dass Ostrogen die
geschlechtsspezifischen Effekte auf die Lungenstruktur von Ratten mediierte. Die
Behandlung von weiblichen neugeborenen Ratten mit Androgenen fiihrte zu keiner
Verinderung der Lungenstruktur. Diese Daten deuteten darauf hin, dass Ostrogen die
Alveolarisierung in der postnatalen Lunge regulieren konnte [298].

Wahrend der Schwangerschaft sind sowohl der ménnliche, als auch der weibliche Fetus
hohen Levels von Ostrogenen ausgesetzt, die nach der Geburt sehr stark abfallen. Kliniker
vermuten, dass Friihgeborene von einer Ostrogen-Ersatztherapie profitieren konnten [300].
Tatsdchlich profitieren, den Beobachtungen von Trotter et al. [301] folgend, manche
Neugeborenen von einer Ostrogentherapie bei chronischen Lungenkrankheiten. Es ist
allerdings nicht bekannt, ob diese Effekte auf Unterschiede in der Bildung der Alveolen
zuriickzufiithren sind.

1.7.8.9. Erndhrung

Die Restriktion der Nahrung reduziert den Stoffwechsel und den physiologischen
Sauerstoffbedarf [302]. Studien an adulten Ratten, die von Sahebjami und Mitarbeitern
[303] durchgefiihrt wurden, brachten hervor, dass eine Reduktion der Nahrung die Grof3e
der Alveolen der Lungen steigerte und die Gasaustauschoberfliche reduzierte. Anhand
einer an adulten Mausen durchgefiihrte Untersuchung von Massaro et al. [304] lie3 sich
erkennen, dass eine Beendigung dieser Nahrungsrestriktion die Verdnderungen in der
Lunge wieder aufhob.

Beobachtungen der Einwohner des Warschauer Ghettos wihrend des zweiten Weltkriegs
zeigten einen dhnlichen Effekt am Menschen: Lungen von schwer untererndhrten
Menschen zeigten eine Emphysem-artige Morphologie [304].

Massaro und Mitarbeiter kamen zur Annahme, dass in Perioden von geringem
Sauerstoftbedarf (beispielsweise bei Nahrungsrestriktion), Alveolen abgebaut werden,
wiahrend sich diese bei Wiederaufnahme der Erndhrung, im Zuge des erhohten
Sauerstoftbedarfs, wieder regenerieren konnen [229].

1.7.8.10. Sauerstoff

Die Oberfliche der Lungenalveolen hat die Funktion einer Einheit fiir den Gasaustausch
und Sauerstoff hat einen potenten Einfluss auf die Bildung von Alveolen in der sich
entwickelnden Lunge [229]. Die Dimension der Gasaustauschoberfldche ist direkt vom
Sauerstoftbedarf des Korpers abhdngig [305]. An neugeborenen Ratten zeigte sich, dass
Hyperoxie zu einer Abnahme der Oberfliche der Alveolen fiihrte [229].
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Burri und Weibel beschrieben in ihrer Studie [306], dass neugeborene Ratten, die in
40%igem Sauerstoff aufgezogen wurden, eine reduzierte Oberfliche der Alveolen im
Vergleich zu den Ratten der Kontrollgruppe, die normale Luft atmeten, aufwiesen.
Ahnliche Beobachtungen wurden auch von Randell ef al. [307] gemacht, die neugeborene
Ratten, wahrend der ersten siecben Tage nach der Geburt, in 95%igem Sauerstoff und
anschlieBend, fiir die nidchsten 40 Tage, bei Raumluft aufzogen. Dies fiihrte zu einer
Verschlechterung der Alveolarisierung und Reduktion der Gasaustauschoberfliche der
Ratten, die sauerstoffexponiert waren, im Vergleich zur Kontrollgruppe, die in Raumluft
aufgezogen wurden.

Der Signalweg in der sich entwickelnden Lunge, der die Sauerstofflevels misst und die
Verdanderung der alveoldren Oberfldche reguliert, ist bisher unbekannt. Es wurde aber
gezeigt, dass Hyperoxie die Expression von Vegf an neonatalen Hasen hemmte [308]. Sie
fiihrte auch zu einer gesteigerten Apoptose in der distalen Lunge von neugeborenen
Miusen [309].

Die Hypoxie ist ebenfalls ein potenter Regulator der Alveolenbildung [229]. Massaro und
Kollegen [310] beschrieben im Jahr 1990, dass neugeborene Ratten, die in 13%igem
Sauerstoff  aufgezogen  wurden, weniger Alveolen wund eine reduzierte
Gasaustauschoberfldche aufwiesen.

1.7.8.11. Entzlindung

Die Alveolarisierung bei friihgeborenen Kindern wird durch viele Faktoren, wie
mechanische Beatmung, Sauerstoff, inaddquate Erndhrung, Glucocorticoide und
moglicherweise auch durch Infektionen gehemmt. Alle diese Stimuli kénnen zu einer
Entziindung fiihren. Demnach nehmen viele Forscher an, dass Entziindungsmediatoren die
Alveolarisierung verschlechtern konnten. Intrauterine Infektionen sind eine hiufige
Ursache fiir Frithgeburten und es ist mittlerweile bekannt, dass solche Infektionen auch die
Lungenentwicklung nach der Geburt beeinflussen konnen [311,312].

Eine héufig auftretende Aktivierung der entziindlichen Endstrecke kommt durch
Metalloproteinasen in Gang und dies fiihrt zu einer Zerstorung der extrazelluliren Matrix
und damit zu Verdnderungen der Lungenstruktur und Lungenfunktion [313].

Eine wichtige Funktion der SP-A*'® und -D*'® kénnte, laut Crouch und Wright [314], die
Regulierung der Entziindung in den Alveolen sein. In diesem Zusammenhang entwickelten
Maiuse mit einer Deletion des Sp-d-Gens und Mause mit einer doppelten Deletion der Gene
Sp-a und Sp-d, bei den Untersuchungen, die von Wert ef al. [315] durchgefiihrt wurden,
ein postnatales Lungenemphysem.

Entziindliche Vorgidnge sind mit der Destruktion der Alveolen in adulten Lungen eng
verbunden und dieser Zusammenhang wird héufig bei der COPD*'” beobachtet [316].

1.7.8.12. Andere Mediatoren der Alveolarisierung

Die Behandlung neugeborener Ratten mit Schilddriisenhormonen beschleunigte die
Bildung der Lungenalveolen, fithrte zur Bildung kleinerer Alveolen und zu einem Anstieg
der Gasaustauschoberfldche. Im Gegensatz dazu, fiihrte der Wirkstoff Propylthiouracil, der

Y Surfactant-Protein A
1% Surfactant-Protein D
7 chronisch obstruktive Lungenkrankheit
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Thyroxin®’® hemmt, zu einer Verschlechterung der Alveolarisierung und einer

Verkleinerung der Gasaustauschoberfliche. Das Schilddriisenhormon {ibt somit einen
Einfluss auf die sich entwickelnde Lunge aus [317].

Die Mitglieder der Familie der FGFs’'"” spielen, den Schilderungen von Ware und Manhay
[318] zufolge, eine bedeutende Rolle bei vielen Aspekten der Lungenentwicklung. Diese
Faktoren binden an einen von zahlreichen Tyrosinkinase-Rezeptoren (FGFR).

Maiuse, die einen Mangel des Fgfr-3 und Fgfr-4 aufwiesen, bildeten keine Alveolen
wihrend des postnatalen Lebens. Viele andere Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktor-
Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren regulieren verschiedene Aspekte der
Lungenentwicklung. Viele dieser Faktoren beeinflussen die Lungenentwicklung an
verschiedenen Stellen und in verschiedenen Stadien der Entwicklung. Im Speziellen wird
auch die Bildung der Alveolen durch sie beeinflusst [319,320].

1.8. Die kongenitale Zwerchfellhernie (CDH)

Die CDH stellt einen Defekt im kindlichen Zwerchfell dar, der zu einer Fehlentwicklung
der Lunge fiithrt und eine schwerwiegende Lungenhypoplasie hervorruft. Die
Mortalitdtsraten, die mit dieser Fehlbildung assoziiert sind, variieren je nach
medizinischem Standard breit, liegen aber gewohnlich bei 30-50% [566].

Die CDH stellt das Resultat des Versagens des Verschlusses des embryonalen Zwerchfells
(etwa in der 12. Schwangerschaftswoche) dar, der es Bauchorganen wie Magen, Darm,
Milz oder auch Leber ermdglicht, sich in den Thorax zu verlagern [321].

Eine CDH tritt meist unilateral auf und betrifft in rund 84% die linke und in 13% die
rechte Seite, wihrend bilaterale Defekte selten sind. Auf der betroffenen Seite kann sich
die Lunge nicht ausreichend entfalten und es kommt zu einer Behinderung des Wachstums
und der Entwicklung der Lunge. Die Bauchorgane komprimieren auch die kontralaterale
Lunge und verursachen hiufig einen Mediastinalshiff’*. Weil dieser Defekt friih im fetalen
Leben auftritt, kommt es dabei hdufig zu schwerer pulmonaler Hypoplasie und einer
schweren Beeintrachtigung der Struktur und Funktion der Luftwege und des pulmonalen
GefaBBbaums [439].

Die kongenitale Zwerchfellhernie ist ein relativ hdufiger Defekt der kindlichen
Entwicklung, der bei einer von 2000 bis 5000 Lebendgeburten aufiritt und in rund 40% mit
anderen strukturellen oder genetischen Anomalien assoziiert ist [185]. Studien von Keijzer
und Kollegen am Nitrofen-induzierten Nagetier-Modell fiihrten zur Aufstellung der
Hypothese, dass das primire Problem die Lungenhypoplasie darstellen und der
Diaphragma-Defekt eher sekundirer Genese sein konnte [322].

Die CDH kann auch das vaskuldre Bett beeinflussen und in seiner Entwicklung
beeintrichtigen, was zur pulmonalen Hypertension®' fiihren kann [323]. Die
Beeintrachtigung einer ausreichenden Oxygenierung aufgrund der Lungenhypoplasie und -
hypertonie ist die Hauptursache von Morbiditit und Mortalitét in diesen Féllen.

8 Thyroxin (3,3',5,5"Tetraiod-L-Thyronin) ist ein Hormon, das in der Schilddriise von Saugetieren gebildet
wird (35).

Y Fibroblast growth factors

2% Verschiebung des Mediastinums (1)

**! Lungenhochdruck
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Chang et al. [324] beschrieben in einer Studie eine Downregulation der Vegf-
Genexpression am Nitrofen-induzierten Rattenmodell mit CDH.

Teramoto und Mitarbeiter beobachteten am selben Modell eine Downregulation der
Expression von Fgf7 und Fgfl0 [325]. Zusitzlich war eine Verzdgerung der pulmonalen
Expression von SHH bei menschlichen Lungen mit einer CDH zu verzeichnen, und SHH
erlangte seinen Peak’** erst in der kanalikuliren oder sakkuldren Phase, wo hingegen es
diesen in normalen Lungen schon in der pseudoglanduliren Phase erreichte [326].

Laut Leinwand und Kollegen, scheint Tgf-3 am Nitrofen-induzierten Modell der CDH der
Maus keine Rolle zu spielen [327]. Andere Wachstumsfaktoren, wie IGF, EGF und TGF-a
zeigten eine Fehlexpression bei menschlichen hypoplastischen Lungen mit CDH [328].

Die Verdnderungen der Expression von regulatorischen Signalmolekiilen deuten auf eine
Persistenz des fetalen Stadiums der Lungenentwicklung beim Auftreten einer CDH hin
[328].

Eine weitere interessante Rolle wird vom RA***-Signalweg iibernommen. RA fiihrt, den
Berichten von Babiuk et al. folgend, zu einer Reduktion des Prozentsatzes der CDH, wenn
es Nitrofen-exponierten Ratten verabreicht wird [329]. Die Plasmalevels von Retinol***
und dem Retinol-Binding-Protein zeigten sich bei einer kleineren Gruppe von Kindern mit
einer CDH reduziert [330]. Am Nitrofen-induzierten Modell der CDH ergab sich eine
Persistenz von Hoxb5 in spiteren Stadien der Entwicklung, was auch auf eine verzogerte
Entwicklung und Reifung, im Vergleich zu normalen Lungen, hindeutete [331].

Solari et al. [332] beschrieben in den untersuchten Féllen einer menschlichen CDH eine
gesteigerte Expression des Glucocorticoidrezeptors, was auf die Rolle der Glucocorticoide
in der hypoplastischen Lunge hinweisen konnte. Die Ttfl-Expression war im Nitrofen-
induzierten Rattenmodell der CDH verringert, allerdings zeigte sich dieser Aspekt bei der
menschlichen CDH nicht [333].

1.8.1. Prinatale Diagnose und Therapie der CDH

Die frithzeitige Erkennung einer CDH sollte zur genauen Abklarung eventuell assoziierter
genetischer und struktureller Anomalien fiihren und kann im besten Fall durch Einsatz
pranataler Therapien oder die Durchfiihrung einer geplanten Entbindung in einem
Tertidrzentrum zu einer Verbesserung des kindlichen Outcome fiihren. Wesentlich fiir das
Management betroffener Schwangerschaften ist eine addquate Prognoseerhebung, die vor
allem vom Grad der erwarteten Lungenhypoplasie und auch der Position der Leber abhidngt
[334]. Meist wird die Diagnostik mittels Ultraschall betrieben, der ggf. durch den Einsatz
der fetalen Magnetresonanztomographie ergénzt wird.

Einer der heute am besten evaluierten Prognoseindikatoren ist die lung-to-head ratio
(LHR)’”, das VerhiltnismaB zwischen geschitzter LungengroBe (basierend auf der
sonographischen Messung der GroBe der kontalateralen Lunge) und dem fetalen
Kopfumfang.

Das Ergebnis der Ultraschalluntersuchung wird dann als Verhéltnis der beobachteten
(observed) zur erwarteten (expected) LHR ausgedriickt (O/E LHR).

Bei einer O/E LHR von <25% befinden sich die Uberlebenschancen unter 15%. Eine
prénatale Intervention zur Forderung des Lungenwachstums ist die FETO™. Dabei wird

22 Spitzenwert

*¥ Vitamin A-Siure

% Vitamin A

% Lung Area to Head Circumference Ratio (engl.)
3% Fetal Endoscopic Tracheal Occlusion (engl.)
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im Stadium von 26-28 Wochen ein Ballon in die fetale Trachea eingesetzt und dieser wird
dann in der 34. SSW wieder entfernt [334].

In etwa 40% der Fille sind andere Anomalien mit der CDH assoziiert, mit weniger als 15%
iiberlebenden Feten in dieser Gruppe. Die Mehrheit hat allerdings einen isolierten
Zwerchfelldefekt. Obwohl der Name CDH initial auf den Zwerchfelldefekt hindeutet, so
ist es doch die anormale Lungenentwicklung, die der Erkrankung ihre klinische Relevanz
verleiht.

Die Verdnderungen in der Lunge sind, wie in diesem Kapitel bereits beschrieben, oft die
direkte Folge einer Kompression durch die sich vorwdlbenden Bauchorgane, aber auch das
stellt offenbar nur einen Teilaspekt bei der Entstehung der Lungenhypoplasie dar
[334,335].

Manche Verdanderungen entstehen allerdings auch direkt in der Lunge.

Feten mit einer CDH weisen eine verringerte Zahl von leitenden Luftwegen und auch von
Gefden auf. Es kommt somit zur Reduktion der Zahl an Alveolen, Verdickung der
alveoldren Winde, Vermehrung des interstitiellen Gewebes, Verringerung der alveoldren
Réume und Reduktion der Oberfldche fiir den Gasaustausch. Zusétzlich beobachtet man
eine reduzierte Anzahl an GefiBen, Verdickung der Adventitia, Hyperplasie der Media®*’
und periphere Erweiterungen der Muskelschicht. Beide Lungen sind betroffen, wobei die
ipsilaterale Lunge eine stdrkere Beteiligung zeigt. Es konnen auch andere Aberrationen
hinzukommen, die die Position der Leber, des unteren Osophagus und des Magens
betreffen [334].

1.8.2. Prinatale Ultraschall-Diagnostik und assoziierte Anomalien

Die Diagnose der CDH wird oft in der prédnatalen Periode mittels einer Ultraschall-
Untersuchung gestellt. Das Zwerchfell kann dabei mit hochauflésender Technik dargestellt
werden. Wenn es fehlt, lassen sich Bauchorgane bzw. deren herniierte Anteile im
Thoraxbereich visualisieren. Die LCDH ist die hiufigste Hernie und zeigt einen ,,Shift*>*®
des Herzens und Mediastinums nach rechts, der durch den herniierten Magen und die
Eingeweide hervorgerufen wird. Der Magen ist dabei im Ultraschallbild aufgrund seines
Fliissigkeitsgehaltes und der Darm hdufig an seiner Peristaltik zu erkennen. Auch die
Leber kann durch die Hernie hindurchtreten, doch ist sie durch ihre dhnliche Echogenitit®*’
schwerer von der Lunge abzugrenzen. Vor allem RCDHs sind schwieriger zu erkennen,
weil die herniierte Leber von der Lunge nur schwer abzugrenzen ist und weil sich der
Magen in seiner normalen Position befindet. Der rechte Leberlappen kann das
Mediastinum nach rechts verlagern [334].

Die wichtigsten Differentialdiagnosen der CDH sind andere pulmonale Pathologien, wie
die zystische adenomatoide Malformation, bronchogene, enterische und neuroenterische
Zysten, ein mediastinales Teratom und thymische Zysten (siche Beginn dieser Einleitung).
In einem solchen Fall sind die Bauchorgane nicht deplatziert. Es ist also sehr wichtig,
immer auch nach assoziierten Anomalien zu suchen. Diese sind (in absteigender
Reihenfolge ihrer Haufigkeiten): Anomalien des Herzens, der Niere, des zentralen
Nervensystems und des Gastrointestinaltraktes [334,336].

**7 Mittelschicht der GefiBwand

%% Verschiebung, Verdringung

** Die Ultraschall-Sonde sendet kurze, gerichtete Schallwellenimpulse aus, die in den Gewebeschichten
unterschiedlich stark reflektiert und gestreut werden, was als Echogenitdt bezeichnet wird. Aus der Laufzeit
der reflektierten Signale kann die Tiefe der reflektierenden Struktur rekonstruiert werden (71).
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1.8.3. Prognose-Parameter bei CDH

Zur Erstellung einer Prognose wurden indirekte Parameter, wie: die Grofle der
Herzventrikel”, das Volumen der Amnionfliissigkeit’”', der Grad des Mediastinalshifts
und die Position des Magens herangezogen. Allerdings sind alle diese Parameter in Bezug
auf die Prognose derzeit noch zu wenig erforscht. Das schwerwiegendste Problem bleibt
weiterhin die mit der CDH assoziierte Lungenhypoplasie [334,337].

1.8.4. Untersuchungen der kontralateralen Lunge

Die Messung der Lungengrof3e und/oder des Flusswiderstandes in der Lungenzirkulation
soll als MaB fiir die pulmonale Hypertension und Hypoplasie dienen. Die Messung erfolgt
zumeist iiber den 2D-Ultraschall’>? und am besten etabliert ist die Erhebung der LHR*.
Dazu werden der kontralaterale Lungenbereich und dann der Kopfumfang (standard
biparietale®* Ansicht) vermessen und mit einem biometrischen Index verglichen. Sowohl
die LHR, als auch die Position der Leber im Thorax waren unabhédngige prognostische
Faktoren beziiglich des Outcomes. Zwischen einem Alter von 12 und 32 Wochen, wéchst
die normale Lunge etwa viermal mehr, als dies der Kopfumfang tut. Folglich steigt die
LHR wihrend der Schwangerschaft, wie man dies in den Nomogrammen® nachvollzichen
kann. Dem Effekt des Schwangerschaftsalters auf das Lungenwachstum kann Rechnung
getragen werden, indem die Daten der Beobachtung (observed’’®) zum normalen
Durchschnitt der gleichseitigen Lunge (expected™’) in Beziehung gesetzt werden (O/E
LHR).

Grundsitzlich Iisst sich daraus schlieBen, dass die Uberlebenschancen mit steigender

O/E LHR zunehmen [334,338,339].

Es ergeben sich daraus folgende prognostische Werte [334]:
e Feten mit einer O/E LHR <15% leiden unter extremer pulmonaler Hypoplasie und

es sind bisher keine Uberlebenden in dieser Gruppe bekannt

e Feten mit einer O/E LHR zwischen 15 und 25% leiden unter schwerere pulmonaler
Hypoplasie und die Uberlebensrate liegt um 15%

e Feten mit einer O/E LHR zwischen 26 und 45% leiden unter einer moderaten
Hypoplasie und die Uberlebensrate liegt zwischen 30 und 60% (abhiingig von der
Lungengrofie)

e Feten mit einer O/E LHR iiber 45% leiden unter einer milden Hypoplasie und
haben gute Uberlebenschancen

339 Herzkammern

! Fruchtwasser

32 Im 2D-Echtzeitmodus, der derzeit hiufigsten Anwendung des Ultraschalls, wird ein zweidimensionales
Schnittbild des untersuchten Gewebes durch automatische Verschwenkung des Messstrahls und
Synchronisierung der B-mode-Darstellung in Echtzeit erzeugt. Das Schnittbild wird dabei aus einzelnen
Linien zusammengesetzt, wobei fiir jede Linie ein Strahl ausgesendet und empfangen werden muss (73).
3 Lung Area to Head Circumference Ratio (engl.)

3% Os parietale (1at.): Scheitelbein

3 Nomogramm: graphische Darstellung eines funktionellen Zusammenhanges mehrerer voneinander
abhingiger GroBen in einem Skalensystem. Mittels einfacher oder bekannter Merkmale kdnnen damit
unbekannte oder schwierig messbare Merkmale ermittelt werden (1).

3¢ observed (engl.): beobachtet

37 expected (engl.): erwartet
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Es wird iiber die Bedeutung der Leberposition als unabhidngiger prognostischer Wert
diskutiert. Eine hohere Leberposition fiihrt, laut den Untersuchungen von Cannie et al., zu
einer Verschlechterung der Prognose. Liegt eine CDH rechtsseitig, ist dies ein
unabhédngiger Vorhersagewert fiir eine schlechte Prognose. Die Beobachtungen zeigten
hier eine Uberlebensrate von nur 44% und es gab keine Uberlebenden bei einer O/E LHR
von unter 45% [334,340-342].

Das fetale MRIP?® ist gut fiir Untersuchungen geeignet, da die fetale Lunge zu einem
groBen Anteil aus Wasser besteht und somit eine morphologische und volumetrische
Diagnostik erlaubt. Beide, sowohl die ipsi- als auch die kontralaterale Lunge, kdnnen
dargestellt werden, man erreicht eine hohe Auflésung und die Untersuchung kann auch bei
adipdsen Patientinnen angewendet werden [334,340].

1.8.5. Neonatale Behandlung der CDH

Die Verdnderungen der Lungenentwicklung machen sich klinisch erst zum Zeitpunkt der
Geburt bemerkbar. Meistens beobachtet man eine Ateminsuffizienz und einen PAH>’.
Durch das reduzierte Gefdbett der Lunge und den ebenfalls reduzierten Luftraum
entstehen Hypoxie, Hyperkapnie und PAH. Die verdnderten Gefdlle reagieren mit starkerer
Vasokonstriktion, was wiederum die PAH verschlechtert und damit auch den rechts-links
Shunt. Dies wird in der Publikation von Doné et al. als ein ,,Circulus vitiosus* beschrieben,
der den Gasaustausch einschriankt und damit die Hypoxie und Azidose verstérkt [334].

Vor den 90er Jahren wurde die massive Hyperventilation und Hyperoxigenation,
kombiniert mit anderen MaBnahmen und Notfalloperationen, zur Defektreparatur
eingesetzt. Heute wurde dies teilweise in Frage gestellt und nun werden mittels
gemdpigter Ventilation®>*® und spiteren chirurgischen Eingriffen, bessere Ergebnisse
erzielt, was zu einer Reduktion des Baro- und Volutraumas®' fiihrt [334,343,344].

Als primdre Therapie bei Lungenhypoplasic wurde, laut Smith et al., die HFOV**
etabliert, die an manchen Zentren Vorrang gegeniiber einer ECMO’* hat [345]. Die PAH
wird mittels der Verabreichung von iNO’* behandelt [346]. Auch das bereits erwéhnte
Offenhalten des Ductus arteriosus botalli, durch Verabreichung von PGE1 345, kann einen
Vorteil bringen [347]. Allerdings hat die Verwendung von Surfactant zur Therapie der
CDH bisher keine Vorteile gebracht [334,348].

Durch die Verdnderungen der neonatalen Therapievarianten, sollte man eigentlich
zunehmende Uberlebensraten der Neugeborenen erwarten. Allerdings variieren diese aus

338 Magnetresonanz-Imaging: die Magnetresonanztomographie (MRT, kurz auch MR) ist ein bildgebendes
Verfahren, das vor allem in der medizinischen Diagnostik zur Darstellung von Struktur und Funktion der
Gewebe und Organe im Korper eingesetzt wird. Es basiert physikalisch auf den Prinzipien der
Kernspinresonanz und wird daher auch als Kernspintomographie bezeichnet (74).

3% pulmonaler arterieller Hochdruck

30 semiBigte maschinelle Beatmung

**! Traumen der Lunge, die durch den Druck und das Volumen der Beatmung hervorgerufen werden.

32 Bei der Hochfrequenzbeatmung (High Frequency Oscillation Ventilation, HFOV) wird ein hoher
kontinuierlicher alveoldrer Distentionsdruck (dhnlich der CPAP-Beatmung) mit Hilfe eines hohen Gasflusses
im Beatmungssystem (nicht zum Patienten) aufgebaut. Der Mechanismus des Gastransports zum Patienten
unterscheidet sich grundlegend von anderen Beatmungsformen (72).

¥ Die Extracorporal Membrane Oxygenation ist eine maschinelle extrakorporale Sauersttoffbeladung und
CO,-Elimination des Blutes im Membranoxygenator (1).

*** inhalatives Stickstoffimonoxid

% Prostaglandin E1
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den verschiedensten Griinden ziemlich weit. Eine umfassende Beratung in Bezug auf einen
Schwangerschaftsabbruch stellt einen wichtigen Aspekt dar. Den Ergebnissen der Studie
von Tonks et al. folgend, liegen die Raten fiir den Schwangerschaftsabbruch in England
zwischen 9% bei isolierter CDH und bis zu 51% im Falle von mit der CDH assoziierten
Anomalien. Es ist von groBer Wichtigkeit, eine Beratung und Therapie an einem dafiir
spezialisierten Zentrum durchfiihren zu lassen, denn dies kann die Uberlebensrate steigern.
Zentralisiertes Management und groBere Erfahrung in Bezug auf die Behandlung sind die
wichtigsten Griinde dafiir. Dies wurde durch das Canadian Neonatal Network bestitigt und
es war zu beobachten, dass Zentren mit hoherer Zahl von Behandlungsfillen (>12 CDH
Behandlungen in der 22-Montasperiode) eine bis zu 13% hohere Uberlebensrate
verzeichnen konnten, als Zentren mit geringerer Zahl von Behandlungsfillen
[334,349,350].

In Europa liegen die optimistischsten Uberlebensraten von Zentren mit einer Fallzahl von
iiber 25 Fillen pro Jahr (unter zusitzlicher Verwendung der ECMO) bei 70-75%. Man darf
dabei allerdings nicht vergessen, dass ein Teil der Uberlebenden im weiteren Verlauf eine
Morbiditdt durch pulmonale, gastrointestinale Komplikationen (gastroosophagealer
Reflux’*® und Probleme der Nahrungsaufnahme), sowie Storungen des Gehors und der
Nervenentwicklung zeigen, die lange, oft auch auf die gesamte weitere Lebensspanne
erweiterte Beobachtungen, im Sinne eines ,,Follow ups®, notwendig machen [334,351-
353].

1.8.6. Vorhersage der PAH

Ein anderes groB3e Problem der neonatalen Periode ist das Auftreten der PAH, die offenbar
thren Ursprung von den strukturellen Gefalverdnderungen nimmt.

Es lassen sich mit dem 2D- und 3D-Ultraschall®* sowohl Messungen der
GefaBdurchmesser, als auch der FlieBgeschwindigkeit und des Volumens durchfiihren.
Eine kanadische Arbeitsgruppe demonstrierte, dass der Diameter’*® des ipsilateralen
Lungengefiflhauptstammes mit der Schwere der Hypoplasie der Lunge, sowohl pra-, als
auch postnatal, in Zusammenhang steht.

Ruano et al. etablierten hierzu Nomogramme fiir den Pulmonalarterienhauptstamm-
Durchmesser, die eine Validation dieses Konzeptes ermoglichten [334,354-356].

Eine weitere diagnostische Methode ist der Hyperoxygenierungs-Test, der Verdnderungen
der fetalen Himodynamik, wie sie nach der Geburt auftreten, imitiert. Bei diesem Test
wird der Wert des PPP¥’ , im ersten Ast der kontralateralen Pulmonalarterie, vor und nach
miitterlicher Applikation von 60% O, gemessen. Ein Abfall von >20% des PI-Wertes nach
O,-Exposition ist als reaktiv zu werten. In einer Studie an 22 Feten mit schwerer CDH,
wurde, nach einer Evaluierung iiber 30 Wochen, festgestellt, dass ein reaktiver Test
prognostische Aussagekraft beziiglich des Uberlebens zeigte, wihrend ein negativer Test
ein gesteigertes Risiko fiir eine PAH und einen neonatalen Tod bedeutete.

346 Riickfluss von Magenfliissigkeit in die Speiserdhre (1)

37 Als 3D-Ultraschall, auch 3D-Sonografie genannt, wird die um eine Dimension erweiterte
zweidimensionale Darstellung, beispielsweise bei Ultraschall-Untersuchungen im Rahmen der
Pranataldiagnostik in der Schwangerschaft, bezeichnet. Die dreidimensionale Betrachtung (3D) ermdglicht
eine rdumliche Darstellung des ungeborenen Kindes bzw. einzelner Organe und Korperpartien (75).

*** Durchmesser

** Pulsatility Index: Index der Pulswelle
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Den Ausfiihrungen von Doné et al. folgend, kann dieser Test leider nur in der spiten
Schwangerschaft durchgefiihrt werden [334,357,358].

1.8.7. Konsequenzen einer CDH und Interventionsmoglichkeiten

In milden Fillen einer CDH sind Uberlebensraten von >60% zu verzeichnen und die
Geburt sollte in einem entsprechenden medizinischen Zentrum geplant und durchgefiihrt
werden.

Wihrend bei Feten mit extremer Lungenhypoplasie (O/E LHR<15%) oder zusétzlichen
Anomalien aufgrund der liberaus schlechten Prognose ein Schwangerschaftsabbruch zu
diskutieren ist, bestehen fiir Feten mit schwerer Hypoplasie (O/E LHR<25%) noch andere
Optionen [334,340].

Di Fiore und Wilson brachten das Konzept der Forderung des Lungenwachstums durch die
Anwendung der Methode der TO> (Beschreibung: siche Kapitel 1.9) hervor. Die Idee
wurde durch eine Beobachtung an Feten mit angeborenem Verschluss der hohen Luftwege
(CHAOS®") geboren, die ein beeindruckendes Lungenwachstum zeigten. Wie in dieser
Einleitung beschrieben, sezernieren die fetalen Lungen wéhrend der Schwangerschaft
Fliissigkeit in die Luftwege, die einen positiven Druck unterhalb der Glottis hervorrutft.

Die fetalen Atembewegungen erlauben dieser Fliissigkeit, aus den Luftwegen auszutreten
und den Druck zu kontrollieren. Diese periodische Gewebedehnung ist wichtig fiir eine
ausreichende Balance zwischen Wachstum und Differenzierung [391,334,359]. Die
chirurgische TO macht sich dieses Prinzip zunutze, seine Effekte sind eine Funktion der
Zeit und Dauer. Das bedeutet, dass es bei Anwendung der TO bis zur Geburt, trotz
Lungenwachstums zu einer Beeintrachtigung der Reifung der Luftwegsepithelien kommt.
Wird die TO noch in utero wieder entfernt (auch als ,,plug-unplug-Sequenz‘‘ bezeichnet),
erreicht man bessere morphologische Ergebnisse [334,360].

Nelson et al. beschrieben die besten morphologischen Ergebnisse bei einer 47-stiindigen
Okklusion, abwechselnd mit einem einstiindigen offenen Intervall, zwischen dem 110. und
dem 138. Tag der Gestation. Dieses ,,ideale Szenario* ist allerdings am Menschen noch
nicht zu erreichen. Bei der Durchfiihrung der TO wird ein Ballon verwendet, der wéhrend
der Phasen der Lungenentwicklung inseriert und dann wieder entfernt wird. Der
Verschluss, die sogenannte TO, wird am menschlichen Fetus wéhrend der 26.-28. SSW
durchgefiihrt und in der 34. Woche wieder entfernt (siche Abbildung 18) [391,334,361].

1.8.7.1. Klinische Intervention

Die tracheale Okklusion (TO) wurde, wie beschrieben, urspriinglich {iber eine
Laparotomi6352, HysterotomieSjS, eine fetale Neck Dissection®™* und ein tracheales
Clipping3 > durchgefiihrt, aber spiter iiber fetoskopische356 tracheale Dissektion und

Clipping [210,334,362].

% Tracheal Occlusion

3 Congenital High Airway Obstruction Syndrome

2 Die Laparotomie (Bauchschnitt) bezeichnet das Offnen der Bauchhohle zur Durchfithrung eines
abdominal-chirurgischen Eingriffs an den inneren Organen (76).

*>3 Die Hysterotomie ist ein Schnitt zur Eroffnung der Gebarmutter (1).

% operative Eroffaung des fetalen Nackens mit Darstellung der Trachea

% Anbringung einer Spange oder Klammer (Clip) an der fetalen Luftrohre

%% Die Fetoskopie ist ein endoskopisches Verfahren zur Untersuchung des ungeborenen Kindes. Auf diesem
Wege konnen dann auch operative Eingriffe vorgenommen werden (77).
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Ein endotrachealer”’ Ballon, der am Schafsmodell zum ersten Mal angewendet wurde,

eroffnete die Moglichkeit, die Trachea zu verschliefen.

Der Ballon begleitete das Wachstum der Trachea, ohne dabei eine Tracheomalazie®™® zu
verursachen. Die Entfernung kann dann entweder iiber eine Fetoskopie, oder mittels
ultraschall-gefiihrter Punktion erfolgen. Anfangs wurden diese Eingriffe unter
Allgemeinnarkose durchgefiihrt, doch man kann sie nun unter Regional- oder
Lokalandisthesie’ und fetaler Sedierung bzw. Immobilisation durchfiihren.

Im Zuge der Anwendung der FETO’® kam es zu keinen miitterlichen Komplikationen,
aber es trat in einem von vier Fillen eine iPPROM’®" mit Amniorrhexis’® auf, die eine
Erschwernis darstellte. Es wird weiterhin an einer Verbesserung der Therapie gearbeitet
[380,334,363,364].

Abbildung 18:
Fetoskopische Darstellung der
Platzierung des Ballons. Ein
mit dem Ballon beladener
Katheter wird zwischen der
Carina  (Knorpelstiick  der
Trachea) und den
Stimmbdndern aufgeblasen
und dann abgesetzt.

Das letzte Bild =zeigt die
Ultraschall-Aufnahme des
platzierten Ballons.

Quelle: © Doné et al. [334]

© UZ Leuven

Die Uberlebensrate von Neugeborenen war im Vergleich der prinatalen®”  zur
perinatalen®® Entfernung des Ballons, bei pranataler Entfernung deutlich héher (83,3% vs.
33,3%). Hauptkriterien der Prognose sind hierbei Schwangerschaftsdauer bei Geburt und
LungengroBle vor der Durchfiihrung der FETO. Das bedeutet, dass Feten mit kleineren

7 innerhalb der Trachea (Luftrohre)

% Die Tracheomalazie ist eine Erkrankung, welche durch eine Erschlaffung der Luftrohre gekennzeichnet
ist. Die Ursache hierfiir liegt in einer ungeniigenden Stabilitdt der in der Luftrohre befindlichen
Knorpelspangen, was zu einem Kollaps der Lufirdhre, typischerweise zum Zeitpunkt der Einatemphase
(fallweise aber auch der Ausatemphase), fiihrt (78).

% regionale oder ortliche Betiubung

%0 Fetal Tracheal Occlusion

**'Die Iatrogenic Preterm Premature Rupture of the Membranes ist eine iatrogen (durch eine medizinische
Behandlung hervorgerufene) vorzeitige Ruptur der Fruchtblase (79).

%62 Verlust von Fruchtwasser (1)

* vor der Geburt

3%% wihrend/im Zuge der Geburt
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Lungen schlechter auf die Therapie ansprechen, als solche mit groeren Lungen.
Abgesehen davon ist die Zunahme des Lungenwachstums und Lungenvolumens ein
unabhiingiger prognostischer Faktor des Uberlebens.

Die mangelnde Fahigkeit der Lunge, auf eine FETO-Therapie anzusprechen, fiihrt beim
Neugeborenen zu einer persistierende pulmonale Hypoplasie, die dann die Hauptursache
des fetalen Todes darstellt [334,365,366].

Wie bei Doné et al. nachgelesen werden kann, haben Feten mit einer moderaten
Hypoplasie der Lunge heute eine gute Prognose, wenn sie unter optimalen Bedingungen
behandelt werden konnen. Fiir Feten mit schwerer oder schwerster Hypoplasie kann die
minimal invasive fetale Therapie als Alternative zum Schwangerschaftsabbruch angeboten
werden.

Kommt die FETO zur Anwendung, ist dies flir die Mutter mit Konsequenzen verbunden.
Sie muss sich in einem medizinischen Zentrum einfinden, in welchem diese Therapie
angeboten wird und muss das Risiko einer moglichen iPPROM eingehen. Es ist notwendig,
die Patientinnen stationdr zu behandeln und zu beobachten um eine Balance zwischen den
Vorteilen eines Verbleibs der Okklusion, und der Notwendigkeit einer Entfernung zu
finden.

Im idealen Fall sollte der Ballon vor der Geburt entfernt werden, und das setzt viel
Erfahrung und entsprechende Kenntnisse des medizinischen Fachpersonals voraus.
Diskutiert wird {iiber das schlechtere Ansprechen der Lungenentwicklung bei
Durchfiihrung der FETO in der sakkuldren Phase der Lungenentwicklung (>30. Woche),
was aber den Vorteil bringt, das Risiko fiir eine iPPROM zu reduzieren [429,334].

1.9. Uberblick iiber Behandlungsméglichkeiten der CDH-bedingten
Lungenhypoplasie und deren Erforschung an den verschiedenen
Tiermodellen

Wie in dieser Einleitung schon angedeutet, sind das fetale Lungenwachstum und die
Lungenreife stark von einer Dehnung des Lungengewebes durch die Fliissigkeit, die die
zukiinftigen Luftraume fillt, abhdngig. Fetale Lungen von Sidugetieren sezernieren
wihrend der Periode der Schwangerschaft Fliissigkeit, die, in Kombination mit den fetalen
Atembewegungen, fiir eine normale Lungenentwicklung notwendig ist. Sowohl durch die
tonische, als auch zyklische mechanische Dehnung, die durch den hydrostatischen Druck
der Lungenfliissigkeit und durch die fetalen Atembewegungen ausgeiibt werden, kommt es
zur Stimulation der Proliferation von Zellen und damit zum Wachstum und zur Reifung
des Lungengewebes [367].

Ein Verlust der fetalen Fliissigkeit, sei es durch ein Oligohydramnion oder eine Drainage
bedingt, resultiert in einer geringeren Lungenreife und einem verringerten
Lungenwachstum. Eine von Adzick ef al. vorgenommene experimentelle Durchtrennung
des zervikalen Riickenmarkes iiber dem Zentrum des N. phrenicus, verursachte ein
Sistieren der fetalen Atembewegungen und fiihrte damit zu einer pulmonalen Hypoplasie
an fetalen Hasen und Schafen [80,368].

An der menschlichen Lunge mit komplettem Verschluss der Luftwege (bedingt durch
laryngeale oder tracheale Atresie oder Agenesie), konnte das Auftreten einer starken
Hyperplasie beobachtet werden. Die pulmonale Hyperplasie kann dabei so stark
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ausgeprigt sein, dass sie zu Inversion des Diaphragmas®®, Mediastinalshift, Hydrops ®®
und sogar zum fetalen Tod fiihrt. Weiters zeigten diese hyperplastischen Lungen ein
hoheres Trockengewicht, wie auch eine hohere Zahl der Alveolen und Luftwege, als man
in normalen Lungen des gleichen Stadiums erwarten wiirde [369].

Fast von Beginn der Lungenentwicklung an, wird vom pulmonalen Epithel Fliissigkeit
produziert und diese Produktion pridominiert dann von der Mitte der Schwangerschaft an.
Im letzten Drittel des fetalen Lebens von Schafen variierte diese Produktion von 2,7 bis 5,5
ml/kg/h. Diese Fliissigkeit hdlt das Lungenlumen frei von Amnionfliissigkeit und unterhalt
die Lungendehnung, die fiir die Entwicklung so wichtig ist [52,370].

In der Tat zeigten experimentelle und klinische Beobachtungen, dass die 70*® zu einem
Anstieg des Trockengewichtes der Lunge, der Verzweigung der Luftwege und des
pulmonalen GefaBwachstums fithrte [455,371,372]. Als erste beschrieben Carmel et al.
diese Methode und demonstrierten eine verbesserte Lungenfunktion in Tiermodellen mit
CDH und Lungenhypoplasie [373]. In der Tat ist die intrauterine TO heute der potenteste
und am weitesten verbreitete Stimulator des Lungenwachstums [374,375].

Die TO beeinflusst das Lungenwachstum vor allem wihrend der kanalikulidren und
sakkuldren Phase, einer Periode, in der die funktionellen Gasaustauscheinheiten erstmals
erscheinen. Diese Periode wird nicht nur durch eine signifikante Zunahme des
Lungenvolumens, sondern auch durch eine deutliche Zunahme der Zahl der
pseudoalveoldren Septen, der Ausdiinnung des interstiticllen Gewebes und gesteigerten
Entwicklung der Mikrogefal3e, reprdsentiert. Die sich entwickelnde Lunge vollzieht einen
Wandel vom dichten zelluliren Gewebe hin zu den fliissigkeitsgefiillten zukiinftigen
Luftraumen [375,376].

Intrauterine Experimente, die die Lunge mittels trachealer Blockade dehnten,
demonstrierten einen Anstieg sowohl der alveoldren Oberfliche und des Luftraum-
Volumens, als auch eine stimulierte Bildung von Alveolen und von sekundire Septen und
fiihrten zu Apoptose von interstitiellem Mesenchym und Typ-II-Alveolarzellen. Zusétzlich
zeigte sich die Expression des Tropoelastins erhoht. Dies deutet darauf hin, dass die
gesteigerte Elastin-Synthese in Reaktion auf die Dehnung, nicht nur die Lungengrofe,
sondern auch die Differenzierung der funktionellen Gasaustausch-Einheiten (Alveolen)
fordert [458,377,378].

368

1.9.1. Das Schafsmodell

Das fetale Schafsmodell ist das bisher am héiufigsten verwendete Modell zur Erforschung
der Effekte der TO auf die Lungenentwicklung. In der Tat wurden die frithesten
Experimente auf diesem Gebiet von Alcorn et al. [457] durchgefiihrt. Viele weitere
Studien und Experimente sollten folgen [379,380]. Eine bemerkenswerte Anzahl von
wissenschaftlichen Arbeiten hat zu einem gesteigerten Verstdndnis des Mechanismus,
durch welchen mechanische Manipulation die Dehnung des Lungengewebes und damit das
Lungenwachstum in vivo fordert, gefiihrt.

%% Das Zwerchfell wird in die Bauchhshle vorgewolbt

3% Beim Hydrops fetalis treten generalisierte Odeme, Pleuraerguss, Aszites und haufig auch eine
Herzinsuffizienz auf (1).

%7 Tracheal occlusion (engl.): chirurgischer Verschluss der Trachea mittels einer Ligatur oder eines Clips
[457].

%% durch Obstruktion, Verschluss oder Ligatur
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Speziell wurde die Aufmerksamkeit auf die Zeit der Okklusion gelenkt. Eine fetale TO in
der mittleren Schwangerschaftsperiode (75-90 Schwangerschaftstage; Term=144
Schwangerschaftstage) flihrte zu einer stdrkeren Steigerung des Wachstums des
Lungengewebes, als wenn diese spiter in der Schwangerschaft durchgefiihrt wurde (114-
128 Schwangerschaftstage), aber verursachte auch fetalen Hydrops und Verdanderungen im
Lungengewebe, die fiir den Gasaustausch hinderlich waren [465].

Bei einer Durchfithrung einer TO zwischen dem 112.-114. Schwangerschaftstag, im
Vergleich zur TO am 125.-127. Schwangerschaftstag, zeigte letztere einen groBBeren Effekt
auf die DNA-Synthese und den DNA-Gehalt der Lunge [463]. Dies konnte durch eine
grofBere Sekretions-Rate der Lungenfliissigkeit zum spéteren Zeitpunkt bedingt gewesen
sein [463].

Die Kinetik des Lungenwachstums wurde von Harding und Hooper untersucht. Dabei
wurden alle Tiere am 128. Schwangerschaftstag geopfert und die Linge der TO variierte
beziiglich ithrer Dauer von zwei bis zu zehn Tagen (die TO wurde vom 118. bis zum 126.
Schwangerschaftstag durchgefiihrt) [463,464].

Die maximale DNA-Syntheserate wurde zwei Tage nach der TO mit einem Anstieg von
777% gegeniiber den Kontrolllevels gemessen [463]. Dieser Anstieg war vor allem auf die
gesteigerten Mitoseraten der Typ Il-Alveolarzellen, interstitiellen Fibroblasten und der
Endothelzellen zuriickzufiihren [461]. Die DNA-Syntheseraten fielen vier Tage nach der
TO ab, aber blieben signifikant iiber den Kontrollwerten erhoht [464]. Zehn Tage nach der
TO erreichte die DNA-Syntheserate wieder den Basiswert.

Die Verdnderungen der DNA-Synthese und des DNA-Gehaltes sind auf die
Verdanderungen des Lungenfliissigkeitsvolumens, aber nicht auf die Fluktuationen der
intraluminalen Driicke zuriickzufiihren. Eine Vorbehandlung mittels Cortison fiihrte zu
einem Anstieg des DNA-Gehaltes drei Tage nach der TO und zu einer gesteigerten
Produktion von Lungenfliissigkeit. Ein Bericht weist darauf hin, dass das auf die TO
folgende Lungenwachstum auf Faktoren, die natiirlicherweise in der Lungenfliissigkeit
vorkommen, zuriickzufiihren war, da der Ersatz der Lungenfliissigkeit, durch eine tagliche
Dosis einer gleichwertigen Menge von Kochsalzlosung, zu einem Abbruch des durch die
TO hervorgerufenen Lungenwachstums fiihrte [464,486,501].

Nach Berichten von Piedboef und Kollegen, hatte die TO auch Nebenwirkungen am Schaf,
die sich in einer schnellen und tiefgreifenden Abnahme der Zahlen der Typ II-
Pneumozyten, der Zellgruppe, die fiir die Produktion des Surfactants verantwortlich ist,
zeigten. Zwei Tage nach der TO nahm die Zahl der Typ II-Pneumozyten um mehr als das
Dreifache ab, was mit dem Aufireten einer vierfachen Anzahl von Zwischenstadien nicht
voll differenzierter Pneumozyten koinzidierte. Die Proportion der Typ [-Pneumozyten stieg
spater an [467,381].

Das deutet darauf hin, dass eine steigende fetale Lungenausdehnung eine Differenzierung
von Typ II- in Typ I-Pneumozyten iiber einen Intermedidrtyp ausldst. Eine Entfernung der
Okklusion oder Obstruktion vor der Geburt [382] oder eine nachgeburtliche Behandlung
mit Steroiden [383], alleine oder in Kombination, kann die Zahl der Typ II-Pneumozyten
stabilisieren bzw. verbessern. Leider gibt es zurzeit noch keine Langzeitstudien beziiglich
des Effekts der TO auf die postnatale Lungenfunktion.

Mehrere Studien versuchten Wachstumsfaktoren, die die Beschleunigung des
Lungenwachstums nach einer TO am Schafmodell mediierten, zu ergriinden. Zum Beispiel
fithrte eine chirurgisch-induzierte Zwerchfellhernie zu einer Abnahme der Dehnung des
Lungengewebes und der IGF-1-Expression [384] in fetalen Lungen, wéhrend die TO

Einleitung Seite 93 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

dieses Expressionslevel wieder normalisierte und die Expression von IGF-2 und TGFf2
sogar zu steigern vermochte [385].

Mit Hilfe der R7T-PCR zeigten Gillet und Kollegen, dass auch die mRNA-Expression fiir
Calmodulin®® an den Tagen zwei, vier und zehn nach einer TO erhdht war [386].

Die mRNA des Lungen-Tropoelastins zeigte sich, zwei Tage nach einer TO, in einer
Studie von Joyce et al, um das 2,5-fache erhoht, was mit einer Zunahme des
Elastingehaltes korrelierte. Dieselbe Gruppe von Forschern fiihrte auch eine Studie an 126
Tage-alten Schafen durch, in welcher der linke Hauptbronchus des fetalen Schafes fiir 36
Stunden okkludiert wurde, wéihrend die rechte Lunge als Kontrolle diente. In dieser Studie
konnten 118 cDNA-Fragmente gefunden werden, die bei gesteigertem fetalem
Lungenwachstum unterschiedlich reguliert waren. Mittels des Northern-Blottings
bestitigten sich Verdnderungen von zehn dieser Gene in einem separaten Anteil dieser
Tiere.

Sieben dieser Gene waren hochreguliert, darunter: Heat-Shock-Protein 4 7 70,
Thrombospondin-1>"',  Trop-2°"?,  Tropoelastin, Tubulin-a3’, Connective-Tissue-
Growthfactor’™ und Cystein-rich-angiogenic-inducer 61°”. Die verbleibenden drei Gene:
Cesp®’-related-protein-1, Elongation-factor 1a’”” und Vitamin ds-upregulated-protein-1
(Vdup-1) waren herab reguliert [458].

Weiters stellten Filby und Mitarbeiter fest, dass VDUPI’™ wihrend der fetalen
Lungenentwicklung bei Schafen erhoht, aber zwei bis zehn Tage nach der TO verringert
war. Die immunhistochemische Analyse deutete darauf hin, dass VDUP1 im distalen
praalveoldren Parenchym, sowie auch in Typ I- und Typ II-Pneumozyten, reichlich
vorhanden war. Die Autoren beobachteten auch, dass sich die VDUPI1-Expression
umgekehrt proportional zur Typ II-Pneumozyten-Differenzierung wihrend des normalen
Lungenwachstums verhielt [387].

Am Schafsmodell wurde die TO eingesetzt, um die Lungenhypoplasie, die durch Drainage
der Lungenfliissigkeit, bilaterale fetale Nephrektomie, oder chirurgisch erstellte CDH
hervorgerufen wurde, riickgdngig zu machen. Es zeigte sich, dass die TO nicht nur das
Defizit des Lungenwachstums korrigierte, sondern auch die ebenfalls aufiretende
Muskularisierung der feinen Gefafie (<100 um) reduzierte. Die Expression der mRNA fiir
Endothelin-1 und den Endothelin-Rezeptor A, die fiir ein Protein und seinen Rezeptor mit
einem starken vasoaktiven und promitogenen Potential codieren, war in der Gruppe der
DH*"+TO héher als in Gruppen mit einer alleinigen DH. Der kombinierte Effekt von

369 Calmodulin ist ein Protein, das die Wirkung von intrazelluldrem Ca”" als Second Messenger vermittelt (1).
37% Heat shock proteine werden hochreguliert, wenn Zellen vermehrtem Stress oder gesteigerten
Temperaturen ausgesetzt werden (51).

"l Die Thrombospondine zeigen eine anti-angiogenetische Wirkung (52).

"2 Tumor-associated calcium signal transducer 2, Zelloberflichen-Rezeptor (53)

3" Tubulin-a3 ist am Aufbau der Mikrotubuli beteiligt, die aus a- und B- Tubulindimeren aufgebaut sind
(54).

37 CTGF stimuliert die Produktion extrazelluldrer Matrix (55).

33 CYRG61 ist ein extrazellulires, Matrix-assoziiertes Signalmolekiil und fordert die Adhision von
Endothelzellen (56).

°76 clara-cell secretory protein

7" Der EF-1a entfaltet seine Wirkung auf Aminoacyl-tRNAs an den Ribosomen (Proteintranslation) (57).
™ Vitamin D(3) upregulated protein 1 (VDUP1) ist ein durch 1,25-Dihydroxyvitamin D(3) hochreguliertes
Protein und wird auch durch verschiedene andere Faktoren (wie z. B. TGFB-1) induziert (58).

3" diaphragmatische Hernie, Zwerchfellhernie
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Lungenwachstum und Gefdf3-Remodeling war klar von Vorteil, wenn er in Bezug auf die
Kurzzeit-Wiederbelebung betrachtet wurde [371,372,388-390].

Die TO fiihrte, nach Berichten von Bratu et al., im Vergleich zur alleinigen DH, zu einer
Verschlechterung der Surfactant-Defizienz. Um diesem Problem vorzubeugen, wurde
versucht, die Okklusion vor der Geburt zu entfernen, was leider einen nur geringen Vorteil
beziiglich des Surfactant-Gehaltes brachte. Zusitzlich fiihrte die Entfernung der
Obstruktion zu einer Aufhebung der profitablen Effekte der TO auf das Remodeling des
Gefillbettes, was sich als schiadlicher Einfluss beziiglich der Wiederbelebung herausstellte.
Die Rolle der Supplementation des Surfactants zum Zeitpunkt der Geburt wurde
kontrovers diskutiert. Studien von Nelson und Mitarbeitern zeigten, dass eine zyklische
Okklusion®™, wihrend einer vierwdchigen Periode wiederholt durchgefiihrt, an fetalen
Schafen mit einer DH die Entwicklung der Alveolen forderte, wihrend sie die Population
der Typ II-Pneumozyten erhielt. Leider wurden weder die verdnderte Surfactant-
Produktion, noch der Grad des Remodelings der Muskulatur der kleinen Arterien, oder das
Ansprechen auf eine Wiederbelebung hierbei ausgewertet [388,391-393].

Nur die Forschergruppe um Davey [379] hat die Langzeit-Effekte der TO auf
hypoplastische Lungen, induziert durch Fliissigkeits-Drainage, untersucht. Im Falle, dass
fetale Schafe die TO tiberlebten, war ihre normale Lungenfunktion innerhalb von ein bis
zwei Wochen wieder hergestellt. Eine negative Konsequenz zeigte sich allerdings
beziiglich der Alveolen-Entwicklung, die insofern erhoht war, als sich weniger, dafiir
groflere Alveolen in den ersten acht Lebenswochen, verglichen mit normalen
Kontrollgruppen, ausbildeten. Die Effizienz der TO bei fetalen Schafen ist schwer
einzuschitzen, da Uberlebenszahlen beziiglich der Schafe fehlen, die eine intrauterine
Lungen-Fliissigkeitsdrainage, aber keine TO erhalten haben [367,379].

1.9.1.1. Methoden um eine TO durchzufiihren

Normalerweise wird die TO am Schaf mittels chirurgischer Naht [388], eines umbilicalen
Tapes [371], oder durch einen Latexballon induziert [380]. Die Gruppe von Hooper
entwickelte eine Technik, bei der die Trachea mit zwei Silikongummi-Kathetern kanalisiert
wurde, von denen einer direkt in Richtung einer Lunge und der andere in Richtung des
Larynx ausgerichtet wurde [463]. Diese Technik erlaubte nicht nur die Abgrenzung der
Operations- von der Okklusionszeit unter Vermeidung von operativem Stress, sondern
auch ein Monitoring®®' des Druckes der Lungenfliissigkeit und des Volumens. Nachdem
eine TO am Menschen zum Geburtszeitpunkt reversibel sein muss, wurden die Techniken
der TO-Erzeugung verbessert und schlieBen nun das fetoskopische Setzen von Ballons
oder chirurgischen Clips mit ein [394]. Am Schaf wurde diese Technik durch die
Anwendung einer dualen Fetoskopie unter Verwendung eines chirurgischen Clips [395]
oder iiber eine Fetoskopie mit einem einzelnen Port unter Verwendung eines Ballons,
verbessert [396].

Von David et al. wurde mittels einer perkutanen, ultraschallgefiihrten, transthorakalen
Punktion der Trachea ein endotrachealer Ballon bei drei fetalen Schafen mit Erfolg
platziert [367,397].

1.9.1.2. Starken und Schwichen der TO-Studien an Schafen

Das Schafsmodell der TO hat, laut Khan et al., einige wenige, aber wichtige Grenzen.

380 47 Stunden Verschluss, eine Stunde offener Zustand
1 Uberwachung
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Es ist teuer, die Schafe zu kaufen, zu betreuen und unterzubringen. Die Operation am
Schaf ist zeitaufwendig und miithsam, was alles zu einer Limitierung der Zahl der
operativen Eingriffe fiihrt. Des Weiteren konnen Schafe Ubertriger des O-Fiebers™’ sein
und schwangere Schafe sind hiufig Ubertrigerinnen der Rickettsien’” . Es ist wichtig und
finanziell aufwéndig, diese Schafe zu kontrollieren und zu zertifizieren.

Zusétzlich sind die chirurgischen Eingriffe hoch spezialisierten Einrichtungen vorbehalten.
Es wurde nur ein kleiner Teil des Schaf-Genoms bisher entschliisselt und es sind weniger
Antikorper verfiigbar, was die Moglichkeiten der Experimente mit Schafen weiter
einschrankt [367].

1.9.2. Das Hasenmodell

Einige Gruppen haben an Hasen erfolgreich eine TO durchgefiihrt [374,398,399], um die
Mechanotransduktion und die Apoptose wihrend der Lungenentwicklung zu erforschen
und um die Effekte der kombinierten TO bei einer DH genauer zu untersuchen. Wie in
anderen Tiermodellen beobachtet, so fiihrt die TO auch an fetalen Hasen zu pulmonaler
Hypoplasie und gesteigerter Lungenreifung, was durch eine Abnahme des zellulidren
Interstitiums und die beschleunigte Ausdiinnung der sich entwickelnden alveoldren Wande
in Erscheinung tritt [400]. Auch ein Nebeneffekt der TO, die Abnahme der Zahl der
Pneumozyten vom Typ II, die mit einer Reduktion der Surfactant-Produktion einhergeht,
zeigte sich in diesem Modell. De Paepe ef al. [374] demonstrierten, dass die Antwort des
Wachstums des Lungengewebes auf die TO davon abhing, wie hoch der Grad der
Entwicklung der Lunge vor der Okklusion war. Es wird also in dieser Arbeit eher der
Wert der spiten Schwangerschaft, als der der Zeitspanne der Okklusion als kritische
Determinante der Forderung des Lungenwachstums definiert [367].

De Paepe et al gelangten auch zur Ansicht, dass die Wirkung der TO auf das
Lungengewebe stark von der funktionellen Entwicklung des Lungenepithels abhing. Sie
beschrieben ein schlechteres Ansprechen von friihem Lungengewebe in der
pseudoglanduliren Phase mit unreifem alveoldren Epithel (Gestationstag 24), als dies bei
reiferem Lungengewebe in der kanalikuldr-sakkuldren Phase (Gestationstag 27-28) der Fall
war, das mehr und reifere Epithelzellen mit einer erhdhten Fliissigkeitssekretion zeigte und
damit mehr Dehnungskraft hervorbrachte [367,374].

Wie im Schafsmodell, so war auch hier das Lungenwachstum mit der Vermehrung der
PTII-Zellen®® verbunden, gefolgt von PTII-Zellapoptose und iiberaus reduzierter
interstitieller Zellintensitét [374]. Weiters zeigten Hasenfeten mit TO und DH eine relativ
normale Lungenstruktur, unabhingig davon, wann die TO durchgefiihrt wurde. Auch die
Beobachtung, dass Feten mit CDH einen Surfactantmangel ausprigten, wurde am
Hasenmodell gemacht [211].

De Paepe und Kollegen [466] hinterfragten und untersuchten dieses Detail und zeigten,
dass eine TO, die am 24. Schwangerschaftstag durchgefiihrt wurde, wihrend der ersten
vier Tage mit einem Anstieg der Typ II- Alveolarzellen einherging.

Eine weiter Studie [211] kam zu dem Ergebnis, dass Okklusionen am 28. Gestationstag die
mit der DH assoziierte Hypoplasie beheben bzw. mildern konnten. Diese Zellen scheinen
auch einen addquaten Anteil an Typ II-Pneumozyten zu haben, wie sich aus der
Untersuchung mittels Immunhistochemie des Suractant-Proteins-A vermuten lieB [367].

**Das Q-Fieber ist eine Zoonose, durch das intrazellulir lebende, gramnegative Bakterium Coxiella burnetii
hervorgerufen wird. Die Infektion manifestiert sich meist mit grippeéhnlicher Symptomatik (1).

%3 Rickettsien sind parasitire Organismen, die sich in vielen Vektoren (Ubertrigern) vermehren. Beim
Menschen verursachen sie eine ganze Reihe von Krankheiten, die als Rickettsiosen bezeichnet werden (1).
% Typ II-Pneumozyten
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AuBlerdem wird durch die TO die Dicke der Wand der Blutgefile, die durch die DH
gesteigert ist, ebenfalls korrigiert.

Die Balance zwischen Differenzierung, zellulirer Proliferation und programmiertem
Zelltod ist ein kritischer Aspekt der Morphogenese der Lunge. Tatséchlich sind die
spateren Stadien der Lungenentwicklung, wie die post-kanalikuldren Stadien, durch
Regression des interstitiellen Mesenchyms und des Epithels, gefolgt von einer Abflachung
der verbleibenden Epithelzellen und dem Einwachsen von Gefa3en, charakterisiert. Der
programmierte Zelltod oder die Apoptose stellt eine spezifische Form des physiologischen
Zelltodes dar, der von der Nekrose*®durch beide, histologische und molekulare
Gesichtspunkte, klar abzugrenzen ist.

Klassische apoptotische Signale werden entweder von den Mitochondrien gesteuert, oder
sind Rezeptor-mediiert. Der mitochondrial-mediierte Zelltod bezieht die apoptotischen
Faktoren der Bcl-2-Familie (BAX) ein, die auf externe Stimuli, wie ionisierende
Strahlung, ansprechen. Auf der anderen Seite steht die Rezeptor-mediierte Variante des
Zelltodes, die sich der Untergruppe der TNFs®*® bedient und den Signalweg des
FasL/Fas®®’ verwendet [367,400,401].

Fas-Rezeptor-Proteine binden an den Liganden FasL, was wiederum zur Aktivierung von
Caspasen”™® fiihrt, die dann die Zelle zerstoren. Bei fetalen Hasen erscheint die PTII-
Zellapoptose normalerweise am 28. Gestationstag (Ubergang vom kanalikuliren zum
sakkuldren Stadium). Dies geht offenbar mit einer Hochregulation des FasL einher. Sein
Rezeptor Fas wird sowohl in PTII-Zellen als auch in bronchialen Epithelzellen wéhrend
der Entwicklung exprimiert [367,401,402].

Wenn die TO am 28. Gestationstag durchgefiihrt wurde, zeigte sich eine dramatische
Zunahme der PTII-Zell-Apoptose, was auch mit maximaler Dehnung der Luftrdume
einherging. Es kam auch zu einer gesteigerten Apoptose von interstitiellen Zellen, aber
nicht von PTI-Zellen. Am Tag 26 und 27 der Schwangerschaft waren die Levels der FasL-
Proteine gleich, sowohl in Lungen mit TO, als auch in normalen Lungen.

Allerdings waren am Tag 28 in der TO-Gruppe die Levels der FasL-Proteine signifikant
erhoht, verglichen mit den Kontrollen. Es ergab sich eine Koinzidenz mit der durch TO
induzierten Dehnung und der Apoptose der PTII-Zellen [367,402].

1.9.2.1. Methoden der Durchfiihrung der TO am Hasenmodell

Die TO an Hasen wird am 28. Schwangerschaftstag (kanalikuldr-sakkuldres Stadium)
durchgefiihrt, was dem 125.-130. Gestationstag von Schafen und etwa 28-30 Wochen beim
Menschen entspricht. Die Luftrohre wird mittels einer feinen chirurgischen Naht, oder
durch intratracheale Instillation von PFOB*’ verschlossen. Interessanterweise zeigte sich
bei der letztgenannten Methode keine reduzierte Compliance der Lunge, im Vergleich zur
chirurgischen Intervention [211,367,399].

1.9.2.2. Starken und Schwichen des Hasenmodells

Das Hasenmodell hat gewisse Vorteile, weil Hasen grofler als andere Nagetiere sind, im
Vergleich zum Schaf weniger kosten und weil sie, anders als Nagetiere wie Méuse oder

¥ pathologischer Zelltod nach irreversiblem Ausfall der Zellfunktionen (1)

¥ Tumor-Nekrose-Faktoren

*¥7 Der FasL (Fas-Ligand) bindet an den Fas (Fas-Rezeptor) auf der Oberfliche der Zielzellen und aktiviert in
diesen Zellen die entsprechenden Signalwege der Apoptose (1).

¥ Cystein-Proteasen

% perflourooctylbromid
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Ratten, dhnlich dem Menschen mit der Alveolarisierung schon vor der Geburt beginnen
(siche oben). Einen Nachteil stellen die begrenzt verfligbaren Gen- und Proteinsequenzen
dar und die dadurch eingeschrinkten biologischen Moglichkeiten [211,367].

1.9.3. Das Rattenmodell (Rattus norvegicus)

Die pulmonale Hyperplasie, die nach der am Tag 20-21,5 (kanalikuldr-sakkulidre Phase)
erfolgten TO auftritt, ist mit jener konsistent, die in anderen Tiermodellen beschrieben
wurde. Unterschiede zeigten sich, wenn die TO in der pseudoglanduldr-kanalikuldren
Phase (Schwangerschaftstag 18,5) durchgefiihrt wurde, denn dann zeigte das
Lungengewebe keine signifikante Entwicklungssteigerung, auch wenn die Ligatur iiber 1,5
Tage beibehalten wurde.

Resultate der morphometrischen Analyse™° zeigten, dass das Wachstum nach erfolgter TO
(TO>20. Gestationstag) beide Bereiche, das Parenchym und den sakkulidren Luftraum eher,
als non-parenchymatdse oder -sakkuldre Septen betraf. Auflerdem fiel auf, dass die TO das
Lungenvolumen, die Oberflichenregion, das parenchymale Volumen, sowie die
Gesamtzahl und Radien der Sacculi steigerte, ohne dabei die Luftwegsverzweigung zu
beeinflussen [367,403].

Eine wichtige Rolle im Rattenmodell spielte die Forschung an CDH und TO. Besonders
am Nitrofen-induzierten Rattenmodell der CDH, entsteht die DH wihrend des Stadiums
frither Lungenentwicklung in der Embryogenese (13-14 Gestationstage). Diese nicht
chirurgisch induzierten DHs scheinen dhnlich den menschlichen CDHs zu sein, die auch
wiéhrend der friithen Embryogenese (etwa in der 6. SSW) entstehen. Im Gegensatz dazu,
wird am Schafs- und Hasenmodell die DH erst in der spaten Schwangerschaft, wihrend der
pseudoglanduldren Phase der Lunge (75-85 Gestationstage am Schaf und 23
Gestationstage am Hasen), chirurgisch erzeugt [367,403].

Nach Chapin et al., interferiert die CDH mit zwei mechanischen Hauptmechanismen, die
fiir die Forderung des Lungenwachstums bekannt sind. Als erstes gestattet die Hernie, wie
schon beschrieben, dem Inhalt der Bauchhohle den Ubertritt in den Thoraxbereich, was die
Lunge beengt und komprimiert, und zweitens unterbindet die CDH die zyklische
Gewebedehnung, die durch die fetalen Atembewegungen hervorgerufen wird. Das Fehlen
dieser Atembewegungen konnte zu einem exzessiven Verlust an Lungenfliissigkeit durch
den offenen Larynx fiihren, was wiederum eine Abnahme der statischen Dehnung
hervorrufen konnte [367,403].

Die Tatsache, dass Nitrofen an fetalen Ratten eine CDH hervorruft und zu hypoplastischen
Lungen fiihrt, wurde durch Kitano et al. bestitigt [404]. In ithrer Studie liber das Verhiltnis
von LW/B W391, trockenem LW/BW, sowie auch DNA-Gehalt und Proteingehalt pro
Korpergewicht, fanden sie heraus, dass diese Parameter alle signifikant reduziert waren,
wenn man sie mit denen von normalen Feten ohne CDH verglich. Weiters wurde iiber den
hyperplastischen Zustand der TO-Lungen berichtet, auch im Vergleich mit Non-CDH-
Gruppen, und auch iiber die Daten der LW/BW, des trockenen LW/BW und des
Gesamtproteingehalts/BW, die alle signifikant gesteigert waren.

Lungen mit CDH und TO waren groer und zeigten ein gesteigertes Volumen von
Parenchym und Gasaustausch-Oberfldche. Das Lungenwachstum vollzog sich innerhalb
des Parenchyms und der sakkuldren Luftraumen eher, als in den non-parenchymatdsen und
sakkuldren Septen [367,405].

% Strukturellen Analyse
! Lungengewicht/Korpergewicht (Ratio)
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Signifikante Anstiege betrafen sowohl das trockene, als auch das feuchte Lungengewicht
innerhalb von 24 Stunden nach einer TO. Dariiber hinaus produzierte die TO am
Schwangerschaftstag ~ 20-21,5  (kanalikuldr-sakkulire =~ Phase) ein  stédrkeres
Lungenwachstum, im Vergleich zu einer TO, die 24 Stunden frither durchgefiihrt wurde.
Die TO am Schwangerschaftstag 18,5 (pseudoglandulér-kanalikuldre Phase) fiihrte zu
keiner signifikanten Steigerung des Lungenwachstums, auch nicht bei einer Verweildauer
iiber 1,5 Schwangerschaftstage. Die Stimulation des Lungenwachstums durch die TO
beruht, laut Meinung der Autoren, auf mechanischen Mechanismen, die nur funktionieren,
wenn geniigend Zellen, die Lungenfliissigkeit sezernieren, vorhanden sind und auch
ausreichende Reifegrade zeigen, so dass sich ausreichend Fliissigkeit in der Lunge
ansammeln kann. Diese Fliissigkeit dehnt dann wiederum das Lungenepithel.

Chapin et al. kamen durch die Beobachtungen an ihrem Nitrofen-Rattenmodell einer CDH
und TO zum dem Schluss, dass die Wachstumsstimulation in der kontralateralen Lunge
ausgeprigter, als in der ipsilateralen Lunge®”” erschien. Sie merkten an, dass die CDH und
die TO die Reifung der PTII-Zellen forderten (und auch die Expression ihres
zellspezifischen Markers RTI-40) und die Expression der Homeobox, einschlieBlich des
Ttf1°%°, reduzierten. Ttfl konnte in der Spitgestation direkt die Surfactant-Expression
beeinflussen [367,403].

1.9.3.1. Methoden zur Durchfiihrung der TO am Rattenmodell

Intrauterin wurde die TO durch Verwendung einer 9-0, oder 8-0 Nylon-Ligatur
durchgefiihrt [391]. Yoshizawa et al. [406] verwendeten den Microcauter®®* um eine TO
zu produzieren.

Die linksseitige CDH bei Ratten wurde durch die Verabreichung von 100 mg Nitrofen an
die Mutter am Tag 9 der Gestation hervorgerufen [367,404].

1.9.3.2. Starken und Schwéachen des Rattenmodells

Die Vorteile des Rattenmodells liegen, wie bei Khan et al. nachzulesen ist, sicher in seinen
geringen Kosten und einem gut charakterisierten Genom. Allerdings limitieren die geringe
GroBe und hohe Verletzlichkeit der fetalen Rattenlungen vor dem 18. Gestationstag die
Anwendung der TO in diesem Modell auf einen relativ spédten Zeitpunkt der
Schwangerschaft.

Ein weiterer Nachteil ist, dass Nitrofen selbst, also auch in Abwesenheit einer CDH,
eine Lungenhypoplasie hervorrufen kann, wie dies beziiglich einer defekten
Verzweigungsmorphogenese beobachtet wurde [322,367].

1.9.4. Das Mausmodell

Erste Versuche der intrauterinen chirurgischen Durchfiihrung einer TO gelangen im Jahr
2003 durch Maltais und Kollegen. Der offenbar signifikanteste Effekt der TO ist die
Forderung von schnellem Lungenwachstum. Auferdem wurde eine steigende zelluldre
Proliferation und Apoptose 24 und 36 Stunden nach der TO beobachtet. Die Analyse
zeigte, dass ein 24 Stunden dauernder trachealer Verschluss Fortschritte in der
morphologischen  Lungenentwicklung, dem Aquivalent von mindestens drei
Schwangerschaftstagen entsprechend, ergab.

%2 Lunge auf der Seite des Zwerchfelldefektes (gleichseitig)

% Thyroid-transcription-faktor 1

%% Das Elektrotom ist ein chirurgisches Gerit, das besonders in der Mikro- und Tumorchirurgie eingesetzt
wird. Es ermoglicht das chirurgische Schneiden und die gleichzeitige Blutstillung (1).
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Eine 36-stiindige Okklusion fiihrte zu einer Steigerung der Lungenentwicklung, die 5
Schwangerschaftstagen entsprach [367,375].

Wihrend einer Analyse der perinatalen Periode der normalen Lungenentwicklung der
Maus (16,5. Gestationstag bis Tag 2 postnatal), beobachtete man, dass Apoptose und
Proliferation im Lungengewebe in einem wellenartigen Muster mit einem proliferativen
Anteil am Schwangerschaftstag 17,5, und einem apoptototischen Anteil am 2. Tag nach
der Geburt, auftraten. Diese beiden separaten, aber fortlaufenden Prozesse, iiberlappen sich
wihrend der normalen Lungenentwicklung zeitweise und erreichen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten ihre Peaks. Demnach kann der stimulierende Effekt der TO auf das
Lungengewebe nicht nur in Form der Steigerung der Proliferation oder Apoptose gesehen
werden.

Es wire vermutlich besser, eine tempordre Verdnderung, die die Zeit bis zum Erreichen
des ndchsten Peaks der Proliferation oder der Apoptose reduziert, zu definieren.
Zusammengefasst fiihrte die TO am Schwangerschaftstag 16,5, auf rapide und signifikante
Weise, zu einem Fortschritt der Zeitlinie der epithelialen Zellproliferation und
mesenchymalen Zellapoptose, die wihrend der normalen Lungenentwicklung auftreten.
Die Dehnung stimulierte fast sofort die Transkription, sodass eine schnelle und
weitverzweigte Mechanotransduktion in der sich entwickelnden Lunge als Antwort auf
eine steigende Ansammlung von Fliissigkeit im Lungenlumen gebildet wurde.

Insgesamt betonen Khan ef al. in ihrer Publikation, dass die TO die Schwangerschaftszeit
bis zum Erreichen der natiirlichen Peaks der Proliferation und Apoptose der normalen
Lungenentwicklung reduzierte und dadurch zu einer Beschleunigung des
Lungenwachstums fiihrte [367,400].

1.9.4.1. Methoden der Durchfiihrung der TO an der Maus

Ublicherweise wird die Operation an Miusen am Gestationstag 16,5, in der friihen
kanalikuldren Phase, durchgefiihrt, da frithere Eingriffe sich als nicht erfolgreich, aufgrund
der reduzierten Grofe und der erhohten Fragilitidt der Trachea, erwiesen haben. Friihere
Interventionen sind unpassend, da friihe Obstruktion in der Schwangerschaft mit einer
Verdanderung des Wachstumsmusters in der Lunge assoziiert ist. Unter allgemeiner
Narkose der Muttermaus mittels [sofluran, wird ein Fetus teilweise freigelegt, die Trachea
wird dargestellt und mittels eines kleinen chirurgischen Clips okkludiert. Die
Schwangerschaft wird dann bis zum jeweiligen Zeitpunkt des Experimentes fortgefiihrt.
Jeder Fetus, der im Experiment Verwendung finden soll, muss die folgenden Kriterien
erflillen: Herzschlag, gute Durchblutung, normales Erscheinungsbild und vorhandenes
spontane Bewegungen des Korpers. Die fetale Uberlebensrate bei TO liegt heute bei etwa
80% [465,367].

1.9.4.2. Vorteile und Nachteile des Maus-Modells

Die Vorteile des Maus-Modells liegen in seinen sehr geringen Kosten in Bezug auf Kauf
und Versorgung der Tiere. Darum kann man Experimente in diesem Modell mit
entsprechend hohen Zahlen an Tieren durchfiihren und statistisch relevante Zahlen
erreichen. Das Mausmodell ist das beliebteste Modell mit der weitesten Verbreitung in der
Wissenschaft.

Weiters ist das Mausgenom gut identifiziert und es sind umfangreiche wissenschaftliche
Daten iiber die Genfunktion und deren Expression verfligbar. Es sind groBe Mengen an
Antikorpern und biologischen Reagenzien flir Méuse erhaltlich.

Einleitung Seite 100 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

Eine Schwiche des Modells betrifft die sehr geringe GroBe der fetalen Lungen, was
ausgedehnte physiologische Studien, wie sie an Schafen durchgefiihrt werden, unmoglich
macht [367].

AuBlerdem ist die chirurgische Intervention an Méusen sehr zeitaufwendig und miihsam
und die Operationen sind auf einen Fetus pro Mutter begrenzt, da Interventionen mit einer
Dauer von mehr als 60 Minuten mit einem starken Anstieg der Aborte einhergehen
[367,375].

1.9.5. Die TO und die Entwicklung der Lungengefafle

Der Prozess der vaskuldren Entwicklung wurde in vielen Studien untersucht [407,408].

Es existieren auch wissenschaftliche Berichte iiber die vaskuldre Lungenentwicklung der
Maus [409,410]. Die Entwicklung des pulmonalen Gewebes und der GefaB3e der Lunge ist
sehr fein geregelt. Tatsdchlich zeigte sich, dass Storungen der fetalen Lungenentwicklung
hiufig mit Defiziten und/oder Defekten der Gefille einhergingen. Es ldsst sich daraus
ableiten, dass die Hypoplasie der Lunge auch zu Abnormalitidten der Lungengefidf3e fiihren
kann. Die TO fordert offenbar nicht nur die Bildung einer verbesserten Oberfliche fiir den
Gasaustausch, sondern fiihrt auch zu einem Remodeling der pulmonalen Gefdfle und zu
einer Stimulation der endothelialen Zellproliferation [367].

1.9.5.1. Spezifische Faktoren der GefaBBentwicklung

Viele Faktoren wirken zusammen, um die komplexe Architektur der normalen fetalen
Lungengefille zu etablieren. Der beste und bekannteste Faktor ist, wie bereits erwdhnt, der
VEGF-A*”. Seitdem bekannt ist, dass diese Expressionslevels sensitiv auf mechanische
Faktoren reagieren, sind einige auffallende Aspekte hervorzuheben.

Durch alternatives Splicing39 Sentstehen vier Isoformen des Proteins VEGF: VEGF;,
VEGF 65, VEGF;39 und VEGF,s, die iiber zwei Tyrosinkinase-Rezeptoren wirken: Flt-1
(VEGFR-1) und Flk-1 (VEGFR-2). Das Protein VEGF-A wird in angrenzenden
endothelialen Zellen, wie Epithelzellen, exprimiert, in welchen es in der basalen Membran
unterhalb der Epithelzellen der Luftwege zu finden ist. Die Lokalisation des VEGF-A-
Proteins konnte fiir die Entwicklung kleiner Gefa3e von entscheidender Bedeutung sein, da
diese GefaBle beide VEGF-Rezeptoren exprimieren.

Eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren stimuliert die Synthese von VEGF. In den Lungen
beinhalten diese: PDGF, TGF-o und —, IGF-1, die FGFs und den keratinocyte growth
factor (KGF). Zusitzlich fordern hypoxische fetale Bedingungen die von HIF**’-q
abhidngige Expression von VEGF-A, was VEGF-A den Mitgliedern der hypoxie-
induzierbaren Gene zuordenbar macht.

Ein anderer Aspekt unterstreicht die Wichtigkeit des VEGF-Pathways™®, was die
Beobachtung bestitigt, dass die Zerstorung der Zielstrukturen von Vegf-a zu starker
Desorganisation des BlutgefiBmusters mit dem Auftreten von zerstreuten endothelialen
Zellen fiihrt und damit schwer genug ist, um bereits eine Letalitit in der Mitte der
Schwangerschaft zu verursachen [367,411-417].

% Vascular endothelial growth factor

% Das alternative Spleifien stellt einen besonderen Vorgang im Rahmen der Transkription dar. Aus ein und
derselben DNA-Sequenz und dementsprechend ein und derselben pra-mRNA kdnnen mehrere verschiedene
reife mRNA-Molekiile, und durch deren Translation auch mehrere unterschiedliche Polypeptide oder
Proteine, gebildet werden (59).

7 Hypoxia inducible factor

% Signalwege
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Weiters spielen 0-Allele®” von Flk-1-Genen eine Rolle in der Differenzierung und/oder

Proliferation der endothelialen Zellen, da die betroffenen Miuse in einer Studie von
Shalaby et al. einen signifikanten Mangel dieser Zellen und eine minimale Ausprigung
von GefaBBen aufwiesen. Im Gegensatz dazu, zeigten Flt-/-Null-Méuse normale
hidmatopoetische Vorldaufer- und reichlich Endothelzellen. Diese Zellen setzten sich, den
Beobachtungen von Fong und Mitarbeitern folgend, allerdings zu keinen Schlduchen oder
Gefillen zusammen.

Die Behandlung von neugeborenen Ratten mit einem Hemmstoff des Vegf-Rezeptors
resultierte in reduzierter Lungengefa3-Dichte und verschlechterter Alveolarfunktion.
VEGF scheint die sich entwickelnden GefaBwénde, durch Forderung der Entwicklung der
periendothelialen Zellen, zu stabilisieren. VEGF fiihrt auch zu einem Anstieg der
vaskulidren Permeabilitit um das etwa 50.000-Fache, induziert die endotheliale
Fenestrierung® und stimuliert die Proliferation der Endothelzellen [367,411,418-420].

1.9.5.2. Die Effekte der TO auf die vaskuldre Entwicklung

Wie schon erwihnt, ist die Dehnung ein wichtiger Induktor der Entwicklung der
Lungengefille. Tatsdchlich steigert die Gewebedehnung die Levels der Vegf-a-mRNA und
der Proteine in Kulturen von gemischten pulmonalen Zellen von fetalen, neonatalen und
adulten Miusen. An einem Modell der Zwerchfellhernie (DH) von Muratore et al., fiihrte
die TO, durch die Erzeugung einer kontinuierlichen, tonischen Lungendehnung, zu einem
Anstieg der Vegf-a-mRNA-Levels im Vergleich zur alleinigen DH. Im gleichen Modell
beschleunigte die TO das Wachstum der groBBen Gefille und der Kapillaren, reduzierte die
gesteigerte Muskularisierung der pulmonalen Arterien, die in experimentellen Studien der
DH beobachtet wurde, und brachte die erhohte Ultrastruktur-Komponente der
Kapillarwinde und das kapillar-alveolire Interface™' wieder auf Normalwerte zuriick
[367,421].

Luks und Mitarbeiter beschrieben in ihrer Studie, dass Tiere mit einer DH und einer TO
einen hoheren Prozentsatz von nichtmuskuldren Arterien aufwiesen, als dies in den
Kontrollgruppen der Fall war, was vermuten lieB, dass die TO auch einen
Entwicklungsprozess, der normalerweise postnatal auftritt, beschleunigen konnte. Aus
diesen Beobachtungen schlossen die Autoren darauf, dass die TO die pulmonale
Entwicklung der Arterien und Alveolen forderte, indem sie die Mechanismen, die fiir eine
normale Lungenentwicklung notwendig sind, verstirkte. Gleiche Ergebnisse brachten ein
chirurgisches Hasenmodell der DH mit einer TO und ein Rattenmodell mit Nitrofen-
induzierter DH und TO, das von Kitano et al. untersucht wurde [367,405,422,423].

Die TO konnte besonders wichtig in der sakkuldren Phase der Lungenentwicklung sein,
denn eine Entfernung der TO, eine Woche vor der Geburt, fiihrte in einer Untersuchung
von Bratu und Kollegen zu keiner Ausdiinnung der anormal muskularisierten, kleinen
pulmonalen Arterien bei Schafen mit einer DH [388]. Es wurde auch gezeigt, dass
Anderungen der fetalen Lungendehnung an Ratten auch die Expression von Vegf-a
betrafen [411]. In diesem Modell beschleunigte die TO die Zeit, die zum Erreichen eines
normalen, reifen Musters der Expression von Vegf-a-mRNA und Vegf-a-Protein
notwendig war. Die Autoren zogen daraus den Schluss, dass die Mechanismen, die die
normalisierende Einflusskomponente der TO auf die defekten GefiBle in den DH-Lungen
ausmachten, die stimulierende Expression von Vegf mit einbezogen [367].

> fehlende Allele
49 Bildung von Offnungen und Poren (,Fenster*) im Endothel (1)
1 Schnittstelle zwischen Kapillaren und Alveolen
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Kinder mit CDH-bedingter pulmonaler Hypertension weisen abnorm dicke, prdazinire
Arterien und Arteriolen auf. Hier dehnt sich die circumferierende Muskularisierung der
Blutgefdle mehr in die Peripherie des vaskuldren Bettes aus, als in altersentsprechenden
normalen Lungen. Zusitzlich ist ein Anstieg in subendothelialen und adventitialen, Elastin-
haltigen Bindegewebsschichten in den pulmonalen Arterien und Venen zu verzeichnen.
Allerdings war die Zahl der Kapillaren pro Alveolus nicht auffallend verdndert, doch die
Zahl der Alveolen war im Falle einer CDH reduziert [367].

Diese Veridnderungen flihren zu einem Anstieg des pulmonal-vaskuldren Widerstandes.
Am Schafsmodell mit einer chirurgisch induzierten CDH, normalisierte eine kurzzeitige
TO eine schwere pulmonale Hypertension praktisch vollstindig. Aullerdem wurde
dabei die iibersteigerte Muskularisierung der Arteriolen durch die TO auf priazinire
Levels zuriickgefiihrt. Der exakte Mechanismus, durch welchen die Entwicklung der
GefaBBe mit der gesteigerten Dehnung des Lungengewebes zusammenhingt, bleibt noch
unbekannt. Trotzdem zeigt sich, dass die TO eine Dehnung des Lungengewebes induziert,
wodurch sie auch einen wichtigen Einfluss auf die Modulation der Levels der Expression
von Faktoren, wie VEGF, der wiederum das Wachstum der Gefile und deren
Differenzierung fordert, ausiibt.

Weiters ergibt sich, als Antwort auf eine TO, auch eine Auswirkung auf andere Faktoren,
wie Angiopoietin®*®>, PDGF und deren Rezeptoren, was das Verstindnis der pulmonalen
GefaBentwicklung vertiefen wird [367,422,424].

1.9.5.3. Zukiinftige experimentelle Richtungen der TO

Khan et al. sind der Ansicht, dass die weitere Verwendung des TO-Modells das
Verstindnis flir die Rolle, die die mechanische Kraft wihrend der Lungenentwicklung
spielt, verbessern wird. Die Fertigstellung von ,, Post-TO-Langzeitstudien “ am Tiermodell
ist, laut Khan et al., notwendig, um den Gebrauch der TO zu unterstiitzen und die
Mechanismen der TO an menschlichen Feten mit CDH genauer zu untersuchen. In den
letzten Jahrzehnten wurden die Uberlebenschancen fiir Kinder mit einer CDH stark
verbessert, vor allem auch durch die Behandlung dieser Patienten in hochspezialisierten
medizinischen Einrichtungen.

In diesem Zusammenhang ist besonders die Auswertung von Langzeitoutcomes wichtig.
Bisher haben Studien an fetalen Schafen mit einer CDH und TO nur das kurzzeitige
Ansprechen auf die TO untersucht. Deshalb wiren hier, laut Meinung der Autoren,
dringlich Langzeitstudien mit Beobachtung des Outcomes notwendig, die am Tiermodell
mit CDH unter TO sowohl die Lungen-, als auch die GefiBentwicklung iiber einem
klinisch relevanten Zeitrahmen analysieren [367].

1.9.5.4. Ein Modell, das die Dehnung, Lungenentwicklung und TO analysiert

In diesem Modell von Khan und Mitarbeitern [367] geht es um die Analyse der Rolle der
Zellen und der Gewebedehnung wihrend der Lungenentwicklung. Es basiert auf der
Beobachtung, dass dehnende Krifte zwei spezifische strukturelle Elemente in den
Alveolen beeinflussen. Es wird dartiber spekuliert, dass die Steifigkeit an den Ecken eines
Alveolus grofer ist, als an seinen freien Wénden. Durch die strukturelle Komplexitét,
bedingt durch die Verankerung mit anderen Alveolen, stellt eine Ecke die am meisten
rigide*” Region eines Alveolus dar. Darum wird die dehnende Kraft nicht gleichméfig
verteilt [367].

*2 Die Wandausbildung der GefiBe wird u. a. durch Angiopoietin-1 reguliert (1).
403
starr
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In diesem Modell wird die Kraft effizienter iiber die unflexiblen, konkaven Strukturen der
Ecken, als iiber die beweglicheren und durch Zellproliferation wachsenden, freien
Wandanteile der Alveolen iibertragen. So wird von Khan et al. die Anwesenheit eines
Dehnungsgradienten, der in der Mitte dieser freien Wénde sein Maximum zeigt,
angenommen.

In einer unreifen Lunge wird das Epithel aus reifen und unreifen Zellen zusammengesetzt,
die nach dem Zufallsprinzip um die Alveolen verteilt sind. Bereits in frithen
Entwicklungsstadien differenzieren die PTII- zu PTI-Zellen. In diesem Stadium kommen
auch mehr Lipofibroblasten® als Myofibroblasten®” vor.

Mit dem Auftreten der Dehnungskréfte wird angenommen, dass ein Dehnungsgradient die
Zelldifferenzierung fordern konnte. Andererseits wurde bereits demonstriert, dass
kontinuierliche Dehnung die Differenzierung von PTII- zu PTI-Zellen fordert. Demzufolge
wird in diesem Modell angenommen, dass die Pridominanz von PTII-Zellen an den Ecken
der Alveolen, das Resultat der Wirkung des Dehnungsgradienten darstellen konnte
[467,367,425].

Moglicherweise wird an den Ecken ein Schwellenwert der Dehnung, der grof3 genug wire,
um die Transdifferenzierung von PTII-Zellen auszulésen, nicht erreicht [367].

Auch in anderen wissenschaftlichen Arbeiten war davon die Rede, dass kontinuierliche
Dehnung die Differenzierung der Myofibroblasten forderte, wie dies beispielsweise in der
Publikation von Torday und Mitarbeitern beschrieben wird [426]. Die Annahme in diesem
Modell deutet an, dass Lipofibroblasten eher in Bereichen zu finden sind, die geringeren
Dehnungskréften ausgesetzt sind (an den Ecken der Alveolen) und dort in engem Kontakt
mit den dort ebenfalls vorhandenen PTII-Zellen stehen, die ihre Rolle in Bezug auf die
Synthese des Surfactants oder den Lipid-Transport spielen konnen.

Auf der anderen Seite spieclen Myofibroblasten, laut den Berichten von Mitchell et al., eine
entscheidende Rolle bei der Bildung neuer Septen. Es wird daher angenommen, dass ein
Dichtegradient der Myofibroblasten zwischen den Ecken der Alveolen und der Mitte der
freien Septen entstehen konnte.

AuBerdem wird dariiber spekuliert, dass die Sprossung der Gefdlle, die eine andere
essentielle Komponente der Septenbildung darstellt, durch die Anwesenheit von
(Myofibroblasten-ahnlichen) Perizyten’”® beeinflusst werden konnte, die in enger
Beziehung zu den endothelialen und epithelialen Zellen stehen [547,367].

Als eine weiteren wichtigen Aspekt ihres Modells, fithren Khan et al. in threm Artikel an,
dass die, die Spitze der alveoldren Septen umgebende Region, durch eine verlangsamte
Rate der Zellteilung charakterisiert ist, die andererseits ihr Maximum in unmittelbarer
Umgebung der freien Wand zeigt [367].

Dafiir werden von den Autoren folgende zwei Fakten verantwortlich gemacht:

Einerseits ist offenbar nicht anzunehmen, dass die Natur einen anderen
Entwicklungsprozess in diesem Stadium, in welchem sich die Alveolen an den distalen
Enden dieser Verzweigungen befinden, zur Anwendung bringt, nachdem dieses

494 Lipofibroblasten sind innerhalb des alveoldren Interstitiums lokalisiert und kénnen an ihren
charakteristischen Lipid-Trépfchen erkannt werden. Sie befinden sich im basalen Bereich der Typ II-
Alveolarepithelzellen (60).

3 Sie stellen eine Zwischenform zwischen glatter Muskelzelle und Fibroblast dar und enthalten kontraktile
Aktin- und Myosin-Filamente sowie eine hohe endogene Produktion von Kollagen (1).

¢ pericyten sind Zellen, die der AuBenwand von kleinen BlutgefiBen (Kapillaren) anliegen. Sie gehdren zu
den Bindegewebszellen (1).
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Wachstums-Muster bereits bei der Verzweigung der Luftwege erfolgreich zur Anwendung
kam [367,427].

Andererseits ist eine reife Lunge durch eine hohe Luft-/Gewebe-Fraktion charakterisiert.
Wenn die Septen aber nun innerhalb der Alveolen sprossen wiirden, kéime es zur Bildung
von sehr dichtem Gewebe mit einer niedrigen Luft-/Gewebe-Fraktion.

Es ist vermutlich die dehnbare, freie Wand, die sich aus einem Alveolus heraus wolbt,
wobei die vergleichsweise unbiegsameren Septen in der Mitte unberiihrt bleiben. Mit
anderen Worten bleiben die Septen statisch, wihrend sich die freien Wénde aufgrund der
zelluldren Proliferation und der mechanischen Dehnung auswérts dehnen. Wenn man sich
also die Septen dreidimensional vorstellt, erscheinen sie wie ein Ring, mit Myofibroblasten
und Elastin an ihren Spitzen, die eine Dehnungsresistenz ausprigen (siehe Abbildung 17)
[367,547].

Die TO stellt ein wertvolles Werkzeug zur Untersuchung der Mechanotransduktion in sich
entwickelndem Lungengewebe dar. Mit zukiinftiger technischer Verbesserung, nebst
verbesserter Patienten-Nachsorge, konnte die TO ein immer verldsslicheres und
effektiveres Mittel der klinischen Intervention werden [367].
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Abbildung 17:

Die linke Seite jeder Abbildung reprisentiert einen Alveolus vor der Dehnung (durch die TO), die
rechte Seite den Alveolus nach der Dehnung (nach der TO).

Die multidirektionalen Pfeile innerhalb des Lumens eines Alveolus deuten die Dehnungskrifte an.

Die oberste Abbildung zeigt das Schema eines Alveolus ohne Zellen.

Nachdem die Ecken der Alveolen relativ rigide sind, werden hauptsichlich die mittleren Wande
gedehnt (siehe Text).

Die mittlere Abbildung zeigt das Schema eines Alveolus mit zusétzlich abgebildeten Zellen.

Vor der Dehnung (TO) pradominieren auf der epithelialen Seite undifferenzierte Pneumozyten,
sowie Pneumozyten vom Typ II (PTII).

Die Lipofibroblasten (L) dominieren auf der Seite des Mesenchyms.

Nach der Dehnung dominieren die Typ I-Pneumozyten (PTI). Die Typ II-Pneumozyten bleiben in
den Ecken erhalten, die einer geringeren Dehnung ausgesetzt sind. Auf der mesenchymalen Seite
fordert die Dehnung die Differenzierung der Myofibroblasten (M), die damit zu einem
pridominierenden Zelltyp werden. Die verbleibenden Lipofibroblasten sind nahe den Typ II-
Pneumozyten in den Ecken des Alveolus zu finden.

Die unterste Abbildung zeigt ein schematisches Modell der Bildung der sekundéren Septen des
Alveolus und deutet an, dass unter der Proliferation der freien Wand sich nicht das Septum in das
alveoldre Lumen vorwdlbt. Es sind eher die weniger steifen, freien Winde des Alveolus, die sich
durch den Druck vorwolben. Elastin ist als dunkle Struktur an den Spitzen der sich vorwolbenden
Myofibroblasten

abgebildet. Quelle: © Khan et al. [367]
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1.9.6. Andere Teratogene, die eine CDH induzieren konnen

Zusitzlich zu Nitrofen kann eine CDH auch durch viele andere Teratogene, wie
Schwermetalle und antientziindliche Medikamente, verursacht werden. Cadmium kann ein
ganzes Spektrum an angeborenen Defekten und am Stamm der Wistar Rats auch eine CDH
hervorrufen. Die Mechanismen hierzu sind noch nicht bekannt.

Helfen kann dabei die Verabreichung von antioxidativ wirkendem N-Acetyl-Cystein, weil
es in Experimenten einem oxydativen Schaden, den man durch Cadmium vermutete,
vorbeugen konnte. Cadmium kann auch oxydativen Stress in der Niere verursachen und
iiber Schidigung der Na'/K -ATPase”” zu Bluthochdruck fiihren [367,428,429].

An Nagetiermodellen konnen zwei Substanzen, namlich SB-202235 und SB-210661 (beide
sind Derivate des Benzofuranyl-Harnstoffes), die 5-Lipoxygenase**® (5-LOX) hemmen und
damit die Bildung von Leukotrienen®” und der Hydroxyeicosatetraen-Siure*'’ blockieren.
Solomon et al. beobachteten auch, dass beide Substanzen, sowohl SB-202235, als auch
SB-21066, eine CDH hervorrufen konnen, wobei die Letztere eine hohere Potenz zeigte
[430].

Der Zusammenhang zwischen der Hemmung der 5-Lipoxygenase und der Entstehung der
CDH ist unklar. Mey ef al. vermuteten, dass SB-21066 die Oxidation von Retinaldehyd zu
Vitamin A-Sdure durch Hemmung der RALDH verhindern konnte. Dies wiirde zu einer
Abnahme an Vitamin A-Séure fiihren und somit der Symptomatik einer V4D, oder einem
Mangel an Vitamin A-Séure, dhnlich sein. Eine andere Beobachtung bezieht sich auf die
Hemmung der 5-LOX. Sie metabolisiert die EPA*'' zu LTB5*'2.

Die somit steigenden Spiegel an EPA iiben eine anti-inflammatorische*'® Wirkung im
Organismus aus und die daraus folgende Hemmung der Migration und Aktivierung der
Phagozyten konnte zur Entstehung einer CDH beitragen [570,367,431].

Andere ,anti-inflammatorsiche” Substanzen, wie AH23848, ein Thromboxan A4
Blocker, kann die Thrombozyten-Aggregation®" sowohl in vivo, als auch in vitro, hemmen
[432].

7 Die Natrium-Kalium-ATPase (genauer: 3 Na'/2 K -ATPase), auch als Natrium-Kalium-Ionenpumpe
bezeichnet, ist ein in der Zellmembran verankertes Transmembranprotein. Das Enzym katalysiert, unter
Hydrolyse von ATP (ATPase), den Transport von Natrium-Ionen aus der Zelle und den Transport von
Kalium-Ionen in die Zelle gegen den chemischen Konzentrationsgradienten und den elektrischen
Ladungsgradienten (61).

8 Die Arachidonat-5-Lipoxygenase ist das Enzym, das Arachidonséure in zwei Schritten zu Leukotrien A4
oxidiert. Mit dieser Reaktion beginnt die Biosynthese der stabileren Leukotriene B4 bis E4, die als Hormone
in Sdugetieren wirken. In Pflanzen wird anstelle von Arachidonsiure die Linolsdure oxidiert. Entsprechend
kommt 5-LO in Sdugetieren und Pflanzen vor. Beim Mensch ist sie in allen Gewebetypen zu finden (62).
499 Leukotriene wurden in Leukozyten (weiBen Blutkdrperchen) entdeckt und sind chemisch von der
Arachidonsdure, einer vierfach ungeséttigten Fettsdure, abgeleitet. Sie besitzen drei konjugierte
Doppelbindungen und gehoren zur Stoffgruppe der Eikosanoide. Thre Rolle im Stoffwechsel steht im
Zusammenhang mit allergischen bzw. entziindlichen Reaktionen des Korpers (z. B. Asthma bronchiale) (63).
1% ein Derivat der Arachidonsdure (4-fach ungesittigte Fettsdure). Arachidonsiure wird in jedem tierischen
Organismus aus der essentiellen Omega-6-Fettsidure Linolsdure tiber die Zwischenstufen y-Linolensdure
(GLA) und Dihomo-y-linolensdure (DGLA) synthetisiert, oder iiber die Nahrung aufgenommen. Sie findet
sich als Bestandteil von Lipiden, wie etwa Phospholipiden (64).

1 Eicosapentaensdure

42 Leukotrien BS

1% entziindungshemmend

4 Thromboxan (oder genauer: Thromboxan-A2 oder kurz: TXA2) ist ein Prostaglandin, das durch die
Thromboxan-Synthase unter Vermittlung der Cyclooxygenase aus Arachidonsdure iiber Prostaglandin H2
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Die Mechanismen, die zu einer CDH fiihren konnten, sind noch unbekannt.

Man vermutet, dass die Teratogenitdt von AH23848 auf einem chemischen Spaltprodukt
beruht, nimlich dem 4-Biphenyl-Methanol, das wiederum zu 4-Biphenyl-Carboxylsdiure
(BCA) oxidiert wird, wie bei Sutherland et al. zu lesen ist.

Mey et al. demonstrierten, dass BCA die RALDH in vitro hemmen konnte [570,367,433].

COXI- und COX2 —Hemmer*'®, wie Aspirin®, fiihrten in einer Studie von Cappon und
Mitarbeitern am Ratten-Modell [434] zu ventrikuldren Septumdefekten und, nach
Verabreichung an den Tagen 9-10, auch zum Auftreten einer CDH. Der Mechanismus ist
nicht klar, aber Reixach et al. vermuten in ihrer Publikation, dass Aspirin®, wie auch
andere NSAID?//, ihre Teratogenitdt iiber die Bindung von Transthyretin®'® dem
Hauptcarrier der RBPs*”’ im Serum, ausiiben kdnnten [435]. Durch Beeinflussung oder
Verhinderung der TTR-RBP-Interaktion, konnte so im Embryo mehr Retinol freigesetzt
werden.

Aspirin® kann zusitzlich noch die Carboanhydrase®’ hemmen, allerdings fiihrte dieser
Eftekt alleine nicht zu teratogener Wirkung. Sie entstand erst aus der Kombination mit der
Hemmung der COX1/2 [436].

Eine weitere Moglichkeit, wie COX1-/2- und LOX-5-Hemmer ihre Teratogenitit
verursachen konnten, wire, laut den Untersuchungsergebnissen von Rordorf und Kollegen
[437], die Hemmung der Blutplittchen-Aggregation durch eine Reduktion der Kollagen-
Expression. Nachdem Kollagen einen Hauptanteil am Diaphragma darstellt, konnte die
verringerte Kollagensynthese zu einer reduzierten Widerstandsfahigkeit des Zwerchfells,
somit zu einer leichteren Ruptur der Leber in den Thoraxbereich und damit auch zu einer
Forderung der Entstehung einer Hernie fiihren. Es ist auch auffillig, dass Patienten mit
Kollagen-Erkrankungen, wie dem Ehlers-Danlos-Syndrom®’, zur Entstehung einer CDH
neigen [367,438].

gebildet wird. Es vermittelt seine Wirkungen iiber den Thromboxan-Rezeptor, einen membranstindigen G-
Protein-gekoppelten Rezeptor (65).

415 Zusammenlagerung, Bildung von Aggregaten

6 Cyclooxygenasen (COX) sind die wesentlichen Enzyme am Anfang der Prostaglandinsynthese aus
Arachidonsdure, der DGLA oder der Eicosapentaensdure. Dieser Schritt wird durch Nichtsteroidale
Antiphlogistika gehemmt und ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Prostaglandinsynthese. Die
COX haben daher eine zentrale Funktion in der Regulation des Entziindungsgeschehens (66).

17 Nichtsteroidale Antiphlogistika

M8 Transthyretin (TTR; Thyroxin bindendes Prialbumin, TBPA) ist ein Serum-Transportprotein in
Wirbeltieren, das beim Mensch vorwiegend im Plexus choroideus und in der Leber gebildet wird. Es ist am
Transport der Schilddriisenhormone beteiligt (67).

19 Retinol-bindende Proteine sind Transportproteine im Blutplasma und im Zytosol von Wirbeltierzellen. Sie
binden an freies Vitamin A (Retinol, Retinal, Retinsduren) und verhindern so unkontrollierte Wirkungen
dieser Molekiile (68).

0 Die a-Carboanhydrasen (a-CAs) sind Enzyme, die die Hydratisierung von Kohlenstoffdioxid zu
Kohlensédure (=Hydrogencarbonat) und umgekehrt katalysieren (69).

*! Das Ehlers-Danlos-Syndrom (EDS) gehért zu einer Gruppe von genetischen Bindegewebserkrankungen,
die durch eine erhohte Elastizitdt der Haut, sowie eine ungewohnliche Zerreif3barkeit derselbigen,
gekennzeichnet sind (70).
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1.10. Physiologische Mechanismen des normalen und verdnderten
Lungenwachstums

Das Uberleben nach der Geburt hiingt in entscheidendem Masse von der Fihigkeit der
Lunge ab, den Austausch der respiratorischen Gase in einer Form durchzufiihren, die den
metabolischen Anforderungen des Neugeborenen entspricht. Dazu ist es notig, dass die
Lunge ausreichend gewachsen ist und sich zum Zeitpunkt der Geburt strukturell,
physiologisch und biochemisch ausreichend entwickelt hat. Die Lunge muss ein
kompliziertes System von Luftwegen etablieren, das eine Luftstromung in die Lunge und
aus der Lunge, bei geringem Widerstand, ermoglicht [439].

Die innere Oberflaiche muss grof3 und vom GefaBBnetzwerk durch eine diinne Schicht von
Gewebe getrennt sein. Die mechanischen Eigenschaften der Lunge miissen ausreichend
gereift sein, um eine Ausdehnung der Lunge wihrend der Inspiration bei geringem
Kraftaufwand zu ermoglichen, aber andererseits einen ausreichenden Lungenwiderstand
fiir die Exspiration erhalten, um einen Kollaps der Atemwege am Ende der Exspiration zu
vermeiden [439].

Normalerweise sind diese Eigenschaften bei gesunden Kindern bereits zum Zeitpunkt der
Geburt etabliert, auch wenn die Lunge in utero noch nicht am Gasaustausch teilnimmit.
Wenn eine Beeintrichtigung der fetalen Lungenentwicklung auftritt, kommt es zur
Ateminsuffizienz, der héufigsten Ursache von Morbiditdt und Mortalitit in der
Neugeborenen-Periode. Die Ateminsuffizienz kann entweder durch eine unzureichende
Entwicklung in utero, aufgrund einer Frithgeburt, oder durch Umgebungsfaktoren oder
genetische Faktoren hervorgerufen werden, die die Lungenentwicklung stéren [439].
Wihrend des fetalen Lebens sind die zukiinftigen Luftwege mit einer Fliissigkeit gefiillt,
die vom Lungenepithel produziert wird. Diese Fliissigkeit ist ein Produkt des Fluxes*** von
Chlorid-lIonen iiber die Lungenepithelzellen und spielt eine kritische Rolle bei der
Lungenentwicklung, indem sie die zukiinftigen Luftwege in einem gedehnten Zustand hélt.
Durch diese Fliissigkeit wird auch ein Eintritt der Amnionfliissigkeit in die Lunge
verhindert, die einen zerstorenden Effekt auf das Lungenepithel ausiiben kann [439,440].
Das Volumen dieser Fliissigkeit in den zukiinftigen Luftwegen und ihr Flux in die
Luftwege hinein und aus den Luftwegen heraus, werden durch die fetale muskulére
Aktivitdt, sowie auch durch Verdnderungen der Lagerung und andere Faktoren, die den
transpulmonalen Druck verdndern, beeinflusst. Durch das Aufrechterhalten eines
gedehnten Zustandes der Lunge, dient die fetale Lungenfliissigkeit als eine Art ,,Schiene®,
um welche sich die distalen Luftwege entwickeln, wie dies Harding et al. beschreiben
[441].

Es ist auch offensichtlich, dass es, ohne diese Dehnung des Lungengewebes, zu keinem
Wachstum und keiner ausreichenden strukturellen Reifung kommen kann. Wissenschafter
haben herausgefunden, dass die metabolische und endokrine Umgebung des Fetus, wie die
Verfiigbarkeit von Mikrondhrstoffen (beispielsweise Vitamin-A-Sdure), in der fetalen
Lungenentwicklung eine bedeutende Rolle spielen [441].

1.10.1. Physiologische Kontrolle der fetalen Lungenentwicklung

Die fetale Dynamik der Lungenfliissigkeit und Lungendehnung wurde in Studien mit
katheterisierten fetalen Schafen durch Verwendung der Indikator-Verdiinnungsmethode

22 Stromung

Einleitung Seite 109 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

untersucht, um somit das Lungenfliissigkeitsvolumen beurteilen zu kdnnen. Ihr Fluss
innerhalb der Trachea wurde dabei ebenfalls beurteilt [442,443].

In oben erwéhnter Studie, die von Harding und Hooper [441] wihrend der letzten Hélfte
der Schwangerschaft von Schafen durchgefiihrt wurde, stieg das Fliissigkeitsvolumen in
der fetalen Lunge stark an und war wahrend der letzten Schwangerschaftswoche grof3er,
als das funktionelle Residualvolumen der luftgefiillten Lunge nach der Geburt. Die basalen
Lungenfliissigkeitsvolumina lagen zwischen 35 und 45 ml/kg bei fetalen Schafen in der
spiaten Schwangerschaft [444], wihrend das funktionellen Residualvolumen bei
neugeborenen Schafen zwischen 25 und 30 ml/kg lag [445].

Das hohe MaB, in welchem die fetale Lunge gedehnt wird, wird durch die fetale Aktivitit
und dabei besonders durch die fetalen Atembewegungen und die Glottis*> beeinflusst
[446]. Dies deutet darauf hin, dass der Fetus aktiv am Erhalt seines Lungenvolumens
teilnimmt. Ein weiterer Einfluss wird durch den transpulmonalen Druckgradienten

ausgeiibt, der wiederum durch den intrathorakalen und intrauterinen Raum beeinflusst
wird [439].

Demzufolge wird dariiber berichtet, dass das Lungenvolumen von toten, andsthesierten
oder paralysierten Feten hdufig unterschitzt wird, weil unter diesen Bedingungen
Lungenfliissigkeit verloren geht [446].

Sowohl die miitterlichen Wehen, als auch die Reduktion der Amnionfliissigkeit, fithren zu
einer Reduktion des Lungenfliissigkeitsvolumens durch komprimierende Kréfte, die auf
den Fetus einwirken und damit den transpulmonalen Druck erhohen [447]. In der
Abwesenheit von Wehen wird das Volumen der Lungenfliissigkeit bei gesunden Feten
hauptsdchlich durch den transpulmonalen Druck und die fetale Muskelaktivitdt bestimmt.
Verdanderungen der Sekretion der Lungenfliissigkeit fiihren zu keinem Effekt auf das
Volumen der Lungenfliissigkeit, denn sie werden von korrespondierenden Effekten des
Effluxes*™* der Fliissigkeit beantwortet [448].

Die Rate dieses Fliissigkeits-Effluxes der fetalen Lunge iiber die Trachea hingt sowohl
vom Druckgradienten zwischen dem Lungenlumen und der Fruchtblase (transpulmonaler
Druck), als auch vom Widerstand der oberen Luftwege ab. Dieser wird, wie gesagt, vor
allem durch die Glottis beeinflusst [449].

Bei Abwesenheit der fetalen Atembewegungen (beispielsweise bei fetaler Apnoe™), ist
der intrapulmonale Druck etwa 1 bis 2 mmHg hdoher, als jener in der Fruchtblase [450],
was hauptsédchlich durch die Retraktionskraft des Lungengewebes und den Widerstand der
Glottis bedingt wird [451]. Wéhrend der Apnoe ist der Efflux der Fliissigkeit iiber die
Trachea geringer, als seine Produktionsrate und so kumuliert die Fliissigkeit innerhalb der
Lunge [6]. Widhrend der Episoden der fetalen Atembewegungen wird der Widerstand
gegen den Efflux der Fliissigkeit durch phasische Abduktion der Glottis reduziert [449],
was einen verstirkten Fliissigkeitsausstrom aus der Lunge ermdglicht [6]. Demzufolge
besteht, trotz rhythmischer Kontraktionen des Zwerchfells, ein Netto-Verlust an
Fliissigkeit aus der Lunge wahrend der fetalen Atembewegungen, der zwei- bis dreimal
grofBer ist als jener, wihrend der Apnoe-Perioden [452].

Obwohl die Fliissigkeit manchmal wihrend verdnderter fetaler Atembewegungen und
Verdnderungen der Funktion der oberen Luftwege in die Lunge einstromen kann, besteht
ein Netto-Fluss aus der Lunge [449]. Dieser essentielle unidirektionale Fluss unterhilt in
den Luftwegen konstante chemische Bedingungen und schrinkt damit das Eindringen von
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potentiell schdadlichen Substanzen der Amnionfliissigkeit (wie beispielsweise Mekonium)
ein [453].

Der transpulmonale Druckgradient und damit der Efflux der Lungenfliissigkeit werden
auch durch externe Faktoren, wie den abdominalen Druck, beeinflusst [447].
Verianderungen der fetalen Haltung (beispielsweise die Beugung des Korperstammes)
filhren zu einer Steigerung des abdominalen Drucks, steigern den transpulmonalen
Druckgradienten und fiihren somit zu einer Reduktion des Lungenvolumens [447]. Solche
Verdnderungen der fetalen Korperhaltung konnen eine Folge von fetalen Bewegungen,
oder solche von Kontraktionen des Uterus sein, oder auch durch eine Einschrinkung des
intrauterinen Raumes in Folge eines Oligohydramnions, bedingt sein [447].

Das Auftreten eines Oligohydramnions zwingt den Fetus in eine Position der gesteigerten
Krimmung der Wirbelsdule und diese Flexion erhoht den abdominalen und
transpulmonalen Druck und bedingt dadurch einen verstédrkten Fliissigkeits-Efflux aus der
Lunge und ein reduziertes Lungenvolumen. Dies stellt den hédufigsten Grund einer
Lungenhypoplasie in Assoziation mit Oligohydramnion dar [447]. Evidenz beziiglich der
Beeinflussung des Lungenwachstums und der Lungenentwicklung wurde, laut Harding und
Hooper [439], durch die fetale Lungendehnung in Experimenten gewonnen, bei welchen
die fetale Lunge chronisch drainiert wurde, um eine Entleerung der Fliissigkeit zu
verursachen, oder die fetale Trachea zum Zwecke der Fliissigkeitsakkumulation obstruiert
wurde.

Im Vergleich zu Feten der Kontrollgruppe, fiihrte die Hemmung der fetalen
Atembewegungen, hervorgerufen durch eine Durchtrennung des fetalen Riickenmarkes
[454], oder eine selektive Blockade des N. phrenicus, wie sie von Miller et al. [446]
vorgenommen wurde, zu einer Abnahme des Volumens der fetalen Lungenfliissigkeit um
etwa 25%, was die Wichtigkeit der Zwerchfellaktivitdt bei der Erhaltung des Volumens der
fetalen Lungenfliissigkeit erkennen liel3.

Der unabhédngige Effekt der fetalen oberen Luftwege beziiglich des Erhalts des Volumens
der fetalen  Lungenfliissigkeit, lieB  sich  durch die  Reduktion des
Lungenfliissigkeitsvolumens in Folge der Anlage eines Bypasses der oberen Luftwege
(Eliminierung des Widerstandes der oberen Luftwege), zusitzlich zur Aufhebung der
fetalen Atembewegungen, demonstrieren [439].

1.10.1.1. Effekte einer reduzierten Lungendehnung auf das fetale Lungenwachstum

Eine Reduktion der fetalen Lungendehnung kann eine schwere Hypoplasie, verzogerte
strukturelle Entwicklung der Lunge und Verdnderungen der Proportionen der
Alveolarepithelzell-Phidnotypen hervorrufen [439]. Diese Verdnderungen hingen vom
Grad der Reduktion der Lungendehnung ab. Eine verldngerte 25%ige Reduktion der
Lungendehnung ruft eine etwa 25%ige Reduktion des Lungenwachstums [454] hervor,
wihrend eine totale Deflation™® der Lunge, wie es in der Publikation von Nardo et al.
[455] beschrieben ist, zu einer Beendigung des Wachstums des Lungengewebes fiihrt.

Die Mechanismen der Reduktion des Lungenwachstums sind nicht bekannt, aber es wurde
eine Reduktion der Genexpression des Igf-2**" an zwei separaten Modellen mit reduzierter
Lungenexpansion  beobachtet  [454,456]. Das normale Remodeling428 des
Lungenparenchyms ist bei einer Reduktion der fetalen Lungenexpansion ebenfalls stark
verzogert [457]. Im Speziellen sind die interalveoldren Gewebsvolumina und Distanzen

#2¢ Vollstandiger Ausfluss der Lungenfliissigkeit
7 Insuline-like growth factor 2
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stark erhoht, was zu einem Anstieg der Blutgas-Diffusionsbarriere und damit zu einer
reduzierten Diffusionskapazitit der Atemgase fiihrt [457].

Weiters ist der Prozess der Alveolarisierung in hohem Malle abgeschwicht, was zu einer
merklichen Reduktion der Anzahl der Alveolen [457] und gesteigerten Elastin-Ablagerung
in den Winden der Sacculi*® fithrt [458]. Die fetale Lungenhypoplasie wird auch durch
die Reduktion der Entwicklung des Gefdllbettes der Lunge charakterisiert, was dadurch
erkennbar ist, dass eine verlingerte Reduktion der fetalen Lungenexpansion auch das
Wachstum des Lungengefafbettes beeinflusst [439]. Das Alveolarepithel der Lunge wird
durch die prolongierte Reduktion der Lungenexpansion ebenfalls beeintrachtigt [459].

Es besteht eine Evidenz dafiir, dass eine reduzierte Lungenexpansion die Differenzierung
von

Typ I- in Typ II-Alveolarepithelzellen beeinflusst [459] und dies deutet darauf hin, dass
Typ 1-Zellen nicht terminal differenziert sind und sich, laut Shannon et al. [460], somit in
Typ 11-Zellen differenzieren konnen.

1.10.1.2. Effekte einer gesteigerten Lungenexpansion

Eine prolongierte Hyperexpansion™" der fetalen Lunge stellt einen potenten Stimulus fiir
das Lungenwachstum und das Gewebe-Remodeling dar und wird experimentell durch eine
Obstruktion der Trachea induziert [461]. Die gesteigerte Zellproliferation der Lunge ist
zeitabhingig und auf das expandierte Lungengewebe beschrinkt [462]. Die fetale Antwort
des Lungenwachstums auf diese Obstruktion hdngt vom Stadium der Lungenentwicklung
ab, in welchem sie durchgefiihrt wird.

Wihrend des alveoldren Stadiums stieg in einer Studie von Keramidaris und Mitarbeitern
[463] der DNA-Gehalt der Lunge bei fetalen Schafen innerhalb von zwei Tagen nach der
trachealen Obstruktion an und das gesteigerte Wachstum vollzog sich iiber etwa sieben
Tage.

Nardo et al. [464] berichteten sogar iiber eine anndhernde Verdoppelung des DNA-
Gehaltes. Die Beendigung des gesteigerten Wachstums kam moglicherweise durch die
Beschriankung durch die Brustwand zustande und dies verhinderte die weitere Expansion
der Lunge. Im Gegensatz dazu, zeigte sich wéahrend des pseudoglandulidren und frithen
kanalikuldren Stadiums der Lungenentwicklung des Schafes (Tag 80 bis 100) kein
messbarer Anstieg nach zwei Tagen der trachealen Obstruktion [463], aber fallweise kam
es dann im spéteren fetalen Leben zu einem stérkeren Anstieg des DNA-Gehalts (fallweise
sogar um bis zu 200%) [465].

Ahnliche Ergebnisse lieferten Studien von De Paepe und Mitarbeitern an fetalen Hasen
[466].

Die an dlteren Feten beobachtete, geringere Rate der Beschleunigung des
Lungenwachstums nach trachealer Obstruktion, ist, nach den Ergebnissen von Keramidaris
et al. [463] zu urteilen, moglicherweise die Folge einer geringeren Compliance®’ der
Lunge und demzufolge einer niedrigeren Rate der Lungenexpansion. Der hdhere Anstieg
des DNA-Gehaltes der Lunge bei jiingeren Feten ist eventuell durch eine hdhere
Compliance der Thoraxwand bedingt, die den Lungen einen hoheren Grad an Expansion
gestattet, als dies bei dlteren Feten der Fall ist [465]. Die Antwort des Lungenwachstums
auf die Expansion hingt auch vom Stadium der Lungenentwicklung ab. Wihrend des
alveoldren Stadiums steigert die Expansion der Lunge die Proliferation der meisten Haupt-

2 Normalerweise wird Elastin in den Spitzen der sekundsren, septalen Leisten abgelagert.
% Jberdehnung
“! Dehnbarkeit
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Zelltypen [461], jedoch zeigte sich wihrend der pseudoglanduliren und friihen
kanalikuldren Phase eine vorwiegende Proliferation der mesenchymalen Zellen, was zu
einer starken Zunahme der Distanzen zwischen den Luftraumen fiihrte [465].

Im Gegensatz dazu, rief eine prolongierte Zunahme der Lungenexpansion eine
Beschleunigung der strukturellen Reifung der Lunge in den spéiten Stadien der
Lungenentwicklung hervor. Es kam zu einer Reduktion des interalveoldren Gewebes,
wihrend die alveoldre Oberfliche und die Zahl der Alveolen gesteigert waren [466].

Die Mechanismen, durch welche ein Anstieg der Lungenexpansion die Septenbildung und
Alveolarisierung stimuliert, sind noch unbekannt, aber stehen moglicherweise in
Verbindung mit einer gesteigerten Tropoelastin-Expression durch diesen Stimulus [458].

Die anhaltenden Steigerungen der fetalen Lungenexpansion haben auch einen starken
Einfluss auf die Differenzierung der Alveolarepithelzellen. Die Typ II-
Alveolarepithelzellen differenzieren sich iliber einen intermedidren Zelltyp zu Typ I-
Alveolarepithelzellen. Dies ist auch in Berichten von einer Studien von Flecknoe ef al. an
fetalen Schafen nachzulesen, in welchen sich, bei einer zehntdgigen Hyperexpansion der
Lunge, weniger als 2% Alveolarepithelzellen vom Typ II, aber mehr als 90% der Zellen
vom Typ I erkennen lieBen. Dies deutet darauf hin, dass, laut Annahme der Autoren,
zumindest beim Fetus, die Phédnotypen der Alveolarepithelzellen einen ,plastischen
Charakter* “ aufweisen und stark vom Grad der Lungenexpansion beeinflusst werden
[467].

1.10.1.3. Die Rolle der fetalen Atembewegungen in der Lungenentwicklung

Die Atembewegungen beginnen friith im fetalen Leben und treten am gesunden Fetus
episodisch auf. Sie sind mit dem fetalen Verhalten assoziiert, was sich auch in der REM*-
Schlafphase verdeutlicht [468]. Die Atemmuskeln der fetalen Atembewegungen sind
hauptsichlich das Zwerchfell und die Abduktoren der Glottis™* [451]. Wie auch wihrend
der postnatalen REM-Schlafphase, so sind die interkostalen Muskeln®™” in hohem MaBe in
Ruheposition. In der letzten Hilfte der Schwangerschaft betrdgt die Inzidenz der fetalen
Atembewegungen zwischen 40 und 50% und sie werden durch Apnoe-Perioden
voneinander getrennt [469]. Hierbei ist die Glottis durch die anhaltende Aktivitdt der
Adduktoren®® geschlossen. Typischerweise verringern die fetalen Atembewegungen den
intrathorakalen Druck bis auf 5 mm Hg und verursachen kleine Oszillationen der
Fliissigkeit in der fetalen Trachea und den nasalen Passagen [470,471].

Um die funktionelle Rolle der fetalen Atembewegungen zu erforschen, wurden zahlreiche
Techniken entwickelt, um ihre Effekte abzuschwéchen oder zu eliminieren, wie die fetale
Paralyse®’ durch Moessinger [471], die chirurgische Durchtrennung durch Alcorn et al.
[472] und reversible Blockade des N. phrenicus durch Miller et al. [75], die Durchtrennung
des Riickenmarkes oberhalb des Abganges der Motoneurone des N. phrenicus durch
Liggins et al. [473] und der, ebenfalls von dieser Forschergruppe durchgefiihrte, Ersatz
von Abschnitten der thorakalen Wand durch eine nachgiebige Membran [474].

42 yerianderlichen, wandlungsfahigen Charakter

3 Rapid Eye Movement

4 Muskeln, die als Offner der Glottis fungieren

3 Zwischenrippen-Muskeln

436 Muskeln, die die Glottis verschlie3en

7 Unter einer Plegie versteht man eine vollstindige Lihmung von Skelettmuskeln. Als Synonym verwendet
man oft auch den Begriff der Paralyse, der aber weiter gefasst ist und auch Muskel- bzw. Nervengruppen
einschliefit, die nicht das Skelettsystem bewegen (z. B. bei glatter Muskulatur: paralytischer Ileus) (36).
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Die Ergebnisse dieser Studien sind mit Vorsicht zu interpretieren, denn diese Eingriffe
zeigen auch Effekte, die auf die Beseitigung der fetalen Atembewegungen zuriickzufiihren
sind. Beispielsweise verursacht die Durchtrennung des N. phrenicus eine Atrophie und
Verdnderung der Zwerchfellmuskulatur, wo hingegen die Thorakoplastik eine
Lungenkompression hervorrufen kann. Die fetale Paralyse fiihrt zu einer Beseitigung der
Aktivitdt der Adduktoren der Glottis und kann dadurch die fetale Haltung verdndern, was
zu Lungenkompression fithren kann [439].

Um die Rolle der fetalen Atembewegungen genauer zu verstehen, ist es unerldsslich, diese
experimentell zu verdndern und die resultierenden fetalen Lungenvolumina zu messen
[439]. Dies ist eine Moglichkeit, um damit die durch eine induzierte Beseitigung der
Atembewegungen hervorgerufene Reduktion des Lungenwachstums, und die damit
assoziierte Abnahme der basalen Lungenexpansion, zu erkldren [454].

Tatséachlich ist der Prozentsatz der Abnahme der Lungenexpansion dem Prozentsatz der
Reduktion des Lungenwachstums dhnlich, wie dies in der Publikation von Harding et al.
[454] beschrieben wurde. Die Abnahme der Lungenexpansion nach der Beseitigung der
thorakalen Komponente der fetalen Atembewegungen, kann durch die persistierende
dilatorische Aktivitdt der Glottis erkldrt werden. Der Verlust von Lungenfliissigkeit war im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe bei diesen Feten gesteigert [454].

Bei gesunden Feten spielt die Aktivitdt des Zwerchfells eine Schliisselrolle wihrend der
fetalen Atembewegungen, indem sie den Verlust von Lungenfliissigkeit, bei verringertem
Widerstand gegen den Efflux von Lungenfliissigkeit durch die Dilatation der Glottis,
einschrinkt [74]. Die fetale Muskelaktivitdt hilft also, im Sinne einer aktiven Adduktion
der Glottis wihrend der Apnoe, oder Aktivierung des Diaphragmas wahrend der fetalen
Atembewegungen, dabei, die fetalen Fliissigkeitsvolumina der Lunge und damit den Grad
der Expansion zu regulieren (siche Abbildung 3) [439].

In vitro-Studien von Liu und Mitarbeitern brachten hervor, dass eine phasische Dehnung
der fetalen Lungenzellen in Kulturen deren Proliferation stimulierte [475]. In vivo sind die
Atembewegungen isovolumetrisch und deshalb ist der Prozentsatz der an einer Zelle zu
erwartenden Léngenverdnderung vernachldssigbar gering. Dies beruht auf der hohen
Dehnbarkeit der fetalen Thoraxwand, der hohen Viskositdt der fetalen Lungenfliissigkeit
im Vergleich zu Luft, und auf der Masse der Lungenfliissigkeit und der daraus
resultierenden, hohen Tragheit [439].

Auch die Aktivierung des Zwerchfells, die zu einer Reduktion des intrathorakalen Druckes
filhrt, verursacht nur einen geringen Fliissigkeitseinstrom in die Lunge, weil andere
Bereiche der Brustwand gleichzeitig eingezogen werden [476] und Fliissigkeit sich zuerst
innerhalb des Pharynx befinden muss, bevor sie inhaliert werden kann. Als Folge davon ist
das Atemzugvolumen des Fetus sehr klein [451]. Bei Schafen in der spédten
Schwangerschaftsphase betrégt es, laut der Studie von Maloney ef al., weniger als 0,5 ml,
bei einer Rate von bis zu drei fetalen Atembewegungen pro Sekunde [470].

Bei menschlichen Feten betrigt die mittlere Frequenz der fetalen Atembewegungen im
letzten Trimester etwa einmal pro Sekunde, obwohl Atemzyklen mit einer Dauer von bis
zu 2,0 Sekunden beobachtet wurden [477]. An menschlichen Feten wurde der Color-
Doppler-Ultraschall zur Messung der Flussgeschwindigkeiten in der Trachea und im
Nasopharynx herangezogen, allerdings ist der Beitrag dieser Flussbewegungen an den
Volumsverdnderungen in der Lunge bisher ungeklart [478].
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1.10.1.4. Mechanismen der Mechanotransduktion

Alle Zellen, Gewebe und auch ganze Organe sind in vivo physikalischen Kriften
ausgesetzt. Diese beinhalten Scherkrifte, Dehnung, Zerrung und Kompression [439]. Diese
Krifte konnen durch die Schwerkraft, durch osmotischen Druck, Flissigkeitsfluss,
intrazelluldre Spannungen, Koérperbewegungen und Verdnderungen des inneren Volumens
von Organen (Magen, Uterus, Herz, Harnblase, Lunge, etc.) bedingt sein [439].

Chicurel und Mitarbeiter nehmen in einer Publikation an, dass zwischen den Zellen eine
isometrische Spannung besteht, die durch intrazelluldre, kontraktile Filamente der Zelle
generiert wird [479]. Demzufolge wird eine von auflen einwirkende Kraft auf ein
bestehendes Gleichgewicht von Kriften ausgelibt, was zu Verdnderungen der Zellformen
und der intrazelluldren Ausrichtung von Fasern fiihrt, bis das urspriingliche Gleichgewicht
der Kréfte wiederhergestellt ist [479].

Physikalische Krifte spielen eine bedeutende Rolle im zelluliren Wachstum und der
Differenzierung und sind auch kritische Regulatoren der dreidimensionalen
Gewebsstruktur, vor allem innerhalb der Lunge [480,481].

Demzufolge sind physikalische Kréfte ein wichtiger Weg, iiber den die Zellen mit ihrer
Umgebung interagieren und die Wege der Tramsduktion, durch welche diese Krifte in
chemische Stimuli libersetzt werden und damit zu Veridnderungen der Zellfunktion fithren,
werden nun zusehends verstanden [482].

Es wurden Zelloberflachenrezeptoren, die verschiedene extrazellulire Matrixproteine
binden, entdeckt und dies hat einen grofen Beitrag zum Verstdndnis der
Mechanotransduktion geleistet. Beispielsweise wurden von Rubin et al. in diesem
Zusammenhang die Mitglieder der Familie der Infegrine genannt, die eine spezifische
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Sequenz, Arg-Gly-Asp™®, die hiufig bei extrazelluliren Matrixproteinen vorkommt,

binden [483]. Die intrazelluliren Dominen dieser Rezeptoren sind mechanisch mit
fibrilliren Actin-Biindeln iiber verschiedene, mit dem Zytoskelett assoziierte Proteine
(Talin, Vinculin, Paxillin, u. a.), verkniipft und mit bestimmten Proteinkinasen®’ assoziiert
[483]. Die Actin-Biindel stellen eine Hauptkomponente des intrazelluldren strukturellen
Gertists dar und die intra- und extrazelluldren Strukturkomponenten stehen mechanisch,
iiber extrazellulire Matrixrezeptoren, miteinander in Verbindung und bilden so ein
strukturelles Kontinuum®’. Uber diese physikalischen Verbindungen kénnen mechanische
Krifte detektiert und in chemische Signale translatiert™' werden [483].

Obwohl die intrazelluldren Signalwege weniger genau bekannt sind, werden vermutlich,
iiber die Verdnderung der Form, von dehnungsaktivierten lonenkandlen intrazelluldre
second-messenger Systeme aktiviert und es folgt darauf eine direkte Aktivierung der RNA-
Polymerase und der Enzyme der DNA-Synthese [439]. Es ist moglich, dass eine
gesteigerte Expansion des Gewebes der fetalen Lunge zur Synthese und Freisetzung
spezifischer Wachstumsfaktoren fiihrt, die dann lokal, auf parakrine442 Weise, die
Zellproliferation im expandierten Gewebe stimulieren.

Die fetale Lunge produziert zahlreiche Wachstumsfaktoren, wie PDGF, VEGF, IGF-2,
KGF*” und TGF-B1**.

Wenn sich auch in einer Studie von Hooper et al. [484] die IGF-2-Expression nach einer
Dauer der Lungenexpansion von sieben Tagen als erhoht erwies, so war es den Autoren
doch wichtig, zu ergriinden, ob die IGF-2-Expression (sowie auch die Expression der
anderen Wachstumsfaktoren) parallel zu einem Anstieg der Rate der DNA-Synthese
fiihrte. Die DNA-Syntheserate zeigte zwei Tage nach der trachealen Obstruktion ihr
Maximum und nahm dann, den Untersuchungsergebnissen von Nardo und Mitarbeitern
folgend, innerhalb von zehn Tagen wieder auf Kontrollwerte ab [485]. Ebenso war es
wichtig zu verstehen, wie sich die Expression von spezifischen Wachstumsfaktor-
Rezeptoren, in Antwort auf einen Anstieg der fetalen Lungenexpansion verdnderte, oder ob
die Freisetzung von extrazelluldr-gebundenen Wachstumsfaktoren dabei involviert war
[439].

In der Tat unterliegt die fetale Lunge einem bemerkenswerten strukturellen Umbau, der in
Antwort auf eine gesteigerte Lungenexpansion erfolgt und zu einer Freisetzung von, an die
extrazelluldre Matrix gebundenen Wachstumsfaktoren, fithren konnte [439].

Dies wird durch die Erkenntnis von Papadakis et al. gestiitzt, die in ihrer Studie zu dem
Ergebnis gelangten, dass der Ersatz von fetaler Lungenfliissigkeit durch physiologische
Kochsalzlosung die Antwort des Lungenwachstums auf die tracheale Obstruktion
reduzierte, was vermuten ldsst, dass wachstumsfordernde Faktoren in die
Lungenfliissigkeit freigesetzt werden konnten, auch wenn dies noch nicht spezifisch
untersucht wurde [486].

B8 Arginin-Glycin-Asparagin

49 Proteinkinasen sind Enzyme, die den Transfer einer Phosphatgruppe von einem Donor (meist ATP) auf
die Seitenketten-Hydroxyl-(OH-)Gruppe einer Aminosiure katalysieren.

Kinasen sind daher Phosphoryltransferasen (37).

0 eine strukturelle Einheit

! {ibersetzt

#2 Jokale Wirkung auf benachbarte Strukturen (1)
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1.10.1.5. Physikalische Ursachen der fetalen Lungenhypoplasie

Die Definition einer Lungenhypoplasie bezieht sich auf eine signifikante Reduktion des
Lungengewichtes oder des Zellgehaltes der Lunge, die die Lungenfunktion beeintrachtigt.
Die folgenden Stérungen in der Schwangerschaft filhren zu einer Lungenhypoplasie:
Oligohydramnion, CDH, Lungenzysten, Tumore, Pleuraergiisse und zahlreiche fetale
muskuloskelettale Deformitdten [439]. Diese Storungen zeigen laut Harding et al. einen
gemeinsamen Mechanismus, durch welchen sie die fetale Lungenhypoplasie verursachen,
nidmlich die verldngerte Reduktion des Grades der fetalen Lungenexpansion [487].

1.10.1.6. Oligohydramnion

Das Oligohydramnion tritt bei etwa 10% aller Schwangerschaften auf und wird
gewdhnlich durch eine vorzeitige Ruptur der fetalen Membranen**® hervorgerufen [439].
Eine andere Ursache stellt die inaddquate Produktion von fetalem Urin dar, der wiederum
durch Fehlbildung des fetalen Harntraktes, wie der bilateralen renalen Agenesie, renalen
Dysplasie, der Agenesie oder Stenose des Ureters*® oder der Urethra™’, bedingt sein
konnen [487]. Der Schweregrad des Wachstumsdefizits der Lunge hingt, wie in der
Publikation von Moessinger et al. [488] nachzulesen ist, von zahlreichen Faktoren, speziell
von der Dauer des Oligohydramnions und dem Schwangerschafisstadium bei Beginn der
Storung ab. In ihrer schwersten Form kann die Lungenhypoplasie binnen weniger Stunden
nach der Geburt letal sein, aber sie kann sich auch in weniger schwerer Form subklinisch
manifestieren und wihrend der neonatalen Periode somit unentdeckt bleiben [439]. Den
hiufigsten physiologischen Mechanismus, durch welchen das Oligohydramnion eine
Lungenhypoplasie hervorruft, stellt eine Reduktion der fetalen Lungenexpansion dar und
dies wurde von Miller und seinen Mitarbeitern beschrieben [489].

Bei Fehlen des Fruchtwassers reduziert sich der intrauterine Raum fiir den Fetus, der
Uterus kontrahiert sich und komprimiert dabei den Fetus und beugt die fetale Wirbelséaule
zwischen den lumbalen und thorakalen Segmenten. Dies fiihrt wiederum zu einem Anstieg
des fetalen abdominalen Druckes mit einem Hochtreten des Zwerchfells und damit zu einer
Kompression der Lunge und zum Verlust von Lungenfliissigkeit [447].

Die Rate des Fliissigkeitsverlustes der Lunge steigt wéahrend der nicht-wehenbedingten
Kontraktionen des Uterus an und dadurch steigt auch der Grad der Flexion™® der fetalen
Wirbelsdule.

Die Kompression, die durch den Uterus auf die Lunge ausgeiibt wird, kann so stark sein,
dass sie sogar zu Entwicklungsstorungen des Gesichts und der Extremitédten fiihren kann
[490].

1.10.1.7. Muskuloskelettale Fehlbildungen

Verschiedene muskuloskelettale Fehlbildungen fiihren am Fetus zur pulmonalen
Hypoplasie, indem sie eine Reduktion der Lungenexpansion hervorrufen. Vor allem die
Interferenz mit der Muskulatur des Zwerchfells und den Adduktoren der Glottis spielt eine
wichtige Rolle beim Erhalt der fetalen Lungendehnung [439,447].

3 Eihdute (Amnion, Chorion und miitterl. Dezidua) (1)
4% Harnleiter

*7 Harnrohre

% Beugung
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1.10.1.8. Effekte von Corticosteroiden auf das Wachstum und die Entwicklung der
Lunge

Wihrend der Entwicklung ist die fetale Lunge auf natiirliche Weise den eigenen fetalen
und auch den miitterlichen Corticosteroiden ausgesetzt, vor allem wihrend der Phasen der
spaten Schwangerschaft. Der Rolle der Corticosteroide wurde viel Beachtung geschenkt,
weil sie einen wichtigen Einfluss auf die Verstiarkung der fetalen Lungenreifung ausiiben.
Allerdings sind die genauen Effekte noch nicht klar [439]. Mittlerweile ist bekannt, dass
die zirkulierenden Corticosteroide einen wichtigen Effekt auf die strukturelle Entwicklung
der Lunge, das Surfactant-System und die Reabsorption** der Lungenfliissigkeit ausiiben.
Andere Effekte wirken sich in Form einer Reduktion des Gewebewachstums der Lunge
und einer Stimulation der Differenzierung der Alveolarepithelzellen vom Typ II aus, wobei
letzterer Effekt noch Gegenstand von Diskussionen ist [439].

Es wird haufig dariiber berichtet, dass Corticosteroide die Lungenreife auf Kosten des
Lungenwachstums steigern, doch diese Daten sind widerspriichlich und zeigen eine
Differenz beziiglich der Spezies, Dosis, Zahl der Einzeldosen und Art der Verabreichung
[439]. Viele Studien bedienten sich der Anwendung von synthetischen Glucocorticoiden
(Beta- oder Dexamethason), die eine 30- bis 40-fach hohere Bioaktivitit™® als Cortisol
aufweisen. Wenn Betamethason [491] der Mutter verabreicht wurde, fiihrte dies, laut
French et al., zu einer Reduktion des fetalen Korper- und Lungenwachstums und dieser
Effekt steigerte sich mit zunehmender Dosis. Wird es allerdings direkt dem Fetus
verabreicht, verursachen auch hdéhere Dosen keine Reduktion des Korper- oder
Lungenwachstums [492]. Physiologische Dosen von Cortisol, die direkt dem Fetus
infundiert wurden, induzierten, den Berichten von Jobe et al. folgend, die strukturelle
Reifung der Lunge, ohne dabei das fetale Korper- oder Lungenwachstum zu beeinflussen
[493].

Diese Daten zeigen, dass der Effekt von miitterlich-verabreichtem Betamethason auf das
fetale Korper- und Lungenwachstum dosisabhdngig ist und iiber die Plazenta mediiert
wird. Die Entfernung oder Beeintrachtigung der endogenen fetalen Quelle der
Corticosteroide hatte ebenfalls Auswirkungen auf die fetale Lunge. Eine fetale
Adrenalektomie®' und die Entfernung der Hypophyse fithrten bei fetalen Schafen zu einer
signifikanten Reduktion des Lungengewichts, was eher durch eine Reduktion des
Proteingehalts, als durch eine Reduktion des DNA-Gehaltes bedingt war.

Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass endogenes Cortisol zum Lungenwachstum und
speziell zur Akkumulation*? der Proteine in der spiten Schwangerschaft beitragen konnte.
Im Gegensatz dazu fiihrte ein Knockout des Gens fiir das Corticotropin-Releasing Hormon
(Crh) an Mausen zu einer Steigerung des DNA-Gehaltes und der Raten der
Zellproliferation der fetalen Lunge, speziell bei Epithelzellen, was auf eine durch endogene
Corticosteroide hervorgerufene Reduktion der pulmonalen Zellproliferation in der spéten
Schwangerschaft hindeutete [494,495,496].

Die Adrenalektomie und die Hypophysektomie*> 15schen nur die endogene Quelle des
Cortisols aus, denn der miitterliche transplazentare*>* Flux des Cortisols unterhilt niedrige

9 Wiederaufnahme
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1 operative Entfernung der Nebenniere (1)
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33 operative Entfernung der Hypophyse (1)
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zirkulierende Levels am Fetus [494]. Nur Knockout-Miuse von Miittern mit der
genetischen Konstellation -/~-Crh, die ebenfalls die genetische Konstellation -/~-Crh
aufwiesen, pragten einen Mangel an Glucocorticoiden aus und verstarben bei der Geburt
aufgrund von respiratorischer Insuffizienz [439].

Im Gegensatz dazu iiberlebten Knockout-Mausefeten (-~ Crh) von heterozygoten Miittern
(-/+ Crh) die Geburt, weil sie vermutlich Glucocorticoide auf transplazentarem Weg von
der Mutter erhielten [497]. Demzufolge scheint das Uberleben neugeborener Miuse bei der
Geburt nicht vom vorgeburtlichen Anstieg der Corticosteroide abhdngig zu sein, wie es
beim Menschen und auch beim Schaf der Fall ist, sondern auch zirkulierende
Corticosteroide sind essentiell*>”.

Einer der wichtigsten Effekte der Corticosteroide auf die Lungenentwicklung ist die
Verinderung der Architektur, weil diese zu einer Verbesserung der Lungenmechanik bei
der Geburt fiihrt [498]. Beide, sowohl natiirliche, als auch kiinstliche Corticosteroide,
reduzieren die Dicke der interalveoliren Winde und fiihren zu einer Reduktion des
Prozentsatzes des Gewebeanteils, der Zelldichte pro Gewebevolumen und einem starken
Anstieg des Volumens der Luftriume. Von diesen Ergebnissen erwartet man sich einen
Anstieg der Compliance der Lunge [439].

Im Gegensatz dazu, rufen die Adrenalektomie bei fetalen Schafen, die Hypophysektomie
bei fetalen Schweinen [499] und der Knockout des Glucocorticoid-Rezeptors und des Crh
eine Zunahme der Distanzen zwischen den Luftwegen, eine Reduktion der Volumina der
Luftraume und eine Steigerung der Zellularitit™® hervor, was zu Atemversagen bei der
Geburt und einer Reduktion der Lungen-Compliance fiihrt [439].

Corticosteroide beeinflussen die Alveolarisierung, auch wenn dieser Effekt dosis- und
speziesabhingig ist. Betamethason, das Ratten verabreicht wurde, fiihrte zum Arrest der
Alveolarisierung [500], wiahrend physiologische Dosen, die fetalen Schafen verabreicht
wurden, die Zahl der Alveolen erhéhten. Der durch die Corticosteroide verursachte
Anstieg der Compliance der Lunge interagiert mit dem Verhiltnis zwischen
Lungenexpansion und Lungenwachstum und ruft ein gesteigertes Lungenwachstum, in
Antwort auf eine gesteigerte Lungenexpansion, hervor [501].

1.10.1.9. Effekte von metabolischen Faktoren auf die fetale Lungenreifung und das
Lungenwachstum

Die Beeintrachtigung der Erndhrung und des Sauerstoffangebotes wihrend des fetalen
Lebens kann die sich entwickelnde Lunge beeinflussen. Studien beziiglich der
respiratorischen Funktion von Kindern und Erwachsenen deuten an, dass die
Lungenentwicklung durch intrauterine Bedingungen, die die fetale Wachtumsrestriktion™’
induzieren, beeinflusst werden kann und viele Studien an Tieren haben das Verhiltnis
zwischen reduzierter Nahrung, Sauerstoffverfiigbarkeit und der Lungenentwicklung
untersucht [502-505].

Das Problem bei der Interpretation solcher Studien liegt darin, dass eine
Nahrungsrestriktion oder auch eine Hypoxie selbst die Lungenentwicklung beeinflussen
kann. Solche Verdnderungen beinhalten gesteigerte zirkulierende Levels von
Corticosteroiden, Katecholaminen und Prostaglandinen.

44 {iber die Plazenta
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7 die Einschriankung des Wachstums
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Bei separater Untersuchung unterscheiden sich die Effekte der fetalen Hypoxdmie®™® von

jenen der Nahrungsrestriktion. Prolongierte Hypoxdmie flihrte in den Untersuchungen von
Hooper und Mitarbeitern, bei Abwesenheit von Hypoglykdmie, zu einer Reduktion der
Syntheserate der DNA in Lungen fetaler Schafe. Bei Ratten flihrte die fetale Hypoxie, ab
der frithen Schwangerschaft, zu einem verringerten Lungengewicht, relativ zum
Korpergewicht, jedoch schien die Hypoxie in spateren Phasen der Schwangerschaft das
fetale Lungenwachstum nicht zu beeintrachtigen.

Eine Verschlechterung des Nahrungsangebotes wihrend der frithen Lebensphase kann die
Bildung der Alveolen beeinflussen. Beispielsweise fiihrte bei Ratten, die vermehrt nach der
Geburt alveolarisieren, eine intermittierende Nahrungskarenz bald nach der Geburt zu
vergroflerten Alveolen, dickeren Septen und einer Reduktion der Ablagerung von Elastin.
Bei Schafen zeigten sich, verursacht durch Hypoxdmie und Nahrungsrestriktion wéhrend
der spiaten Schwangerschaftsphase, eine Reduktion der Anzahl der Alveolen pro
respiratorischer Einheit und, bei Geburt, das Vorkommen von dickeren alveoldren Septen.
Daraus ldsst sich ableiten, dass eine addquate Erndhrung fiir die normale Alveolarisierung
sehr wichtig ist [506-510].

Die moglichen Ursachen einer Verschlechterung der Bildung der Alveolen bei Auftreten
einer FGR*’ sind: Hypoxidmie, Hypoglykimie und steigende Konzentrationen von
zirkulierenden Glucocorticoiden [511].

Weiters ist der Glukose-Transport zu den Lungen bei Feten mit eingeschrianktem
Wachstum reduziert und dies konnte auch zu reduzierter metabolischer Aktivitédt innerhalb
der Lungenzellen fithren [512].

Auch die alveoldre Blut-Luft-Schranke kann durch Untererndhrung beeinflusst werden.
Die FGR steigerte wihrend der spdten Schwangerschaft die Dicke der Blut-Luft-Schranke
bei fetalen Schafen und dieser Effekt hielt fiir mindestens zwei Jahre nach der Geburt an.
Bei Meerschweinchen-Feten, die von einer untererndhrten Mutter geboren wurden, war die
alveoldre Oberfliche reduziert, was sich in einer Reduktion der Diffusionskapazitét
widerspiegelte. Dieser Effekt stand in Beziehung zur reduzierten Korpergrofle und der
kleineren alveoldren Oberfliche und war auch 126 Tage nach der Geburt, trotz eines
Anstiegs des Korpergewichtes und Lungenvolumens, noch vorhanden. Auch
Strukturelemente der Lunge, wie elastische Fasern, Kollagen, Proteoglykane und
Basalmembran-Proteine werden wihrend der frithen Lungenentwicklung abgelagert und
konnen durch den Erndhrungszustand beeintrachtigt werden [439,513].

Elastin ist besonders wichtig fiir die Entwicklung der Luftwege und der Alveolen und
beeinflusst die Compliance der Lunge. Tropoelastin wird von Fibroblasten, hauptsidchlich
wihrend der Bildung der Alveolen, exprimiert [514]. Aufgrund der langen Halbwertszeit
des Elastins konnen Verdnderungen der Elastinablagerung bleibende Effekte auf die
mechanischen Eigenschaften der Lunge ausiiben [515]. Es ist mittlerweile bekannt, dass
Erndhrungsfaktoren die Elastinablagerung beeinflussen kdnnen. Dies zeigten Studien von
Matsui ef al. [516] an Ratten, bei welchen eine Protein-Restriktion*®® zu einem Anstieg der
Dimensionen der Alveolen fiihrte.

8 reduzierte Sauerstoffsittigung des Blutes
9 Fetal growth restriction (engl.): fetale Wachstumsrestriktion
0 Einschrankung der Proteinzufuhr
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Beim Menschen akkumuliert das Elastin in der Lunge zwischen der 25.
Schwangerschaftswoche und der 15. Woche nach der Geburt und diese Akkumulation
scheint nicht signifikant durch eine FGR beeinflusst zu werden [517].

Wihrend des fetalen und postnatalen Lebens konnen Hypoxie und fetale Untererndhrung
zu einem Anstieg der Levels der Corticosteroide fiihren und dies kann die Elastinsynthese
beeinflussen [518]. Exogene Corticosteroide konnen die Elastinbildung in der Lunge
sowohl steigern [519], als auch reduzieren [520]. Berk et al. beobachteten, dass die
Elastinablagerung in der Lunge auch durch Hypoxie beeinflusst werden konnte, weil diese
zu einer Down-Regulation der Genexpression des Tropoelastins in pulmonalen
Fibroblasten und der Tropoelastin-Synthese in glatten Muskelzellen der Arterien fiihrte
[521].

Paradoxerweise steigert die Hypoxie (12 bis 13% Sauerstoff) die Aktivitdt der pulmonalen
Lysyl-Oxidase, des extrazelluliren Enzyms, das fiir das Verbinden von Elastin und
Kollagen verantwortlich ist. Allerdings konnte bisher kein inhibitorischer Effekt der
Hypoxie auf die Elastin-Synthese bei Ratten nachgewiesen werden [522,523].

Die Kollagene, die aus den Lungenfibroblasten stammen, verleihen der Lunge ihre
mechanische Widerstandskraft. Im Gegensatz zu Elastin wird Kollagen wéhrend des
gesamten Lebens synthetisiert und abgebaut und der Metabolismus von Kollagen wird
durch den Erndhrungsstatus beeinflusst [524,525]. Bei postnatalen fetalen Ratten zeigte
sich eine Reduktion des Kollagen-Gehalts in den Lungen, wenn sie einer Niedrigprotein-
Didt ausgesetzt wurden [526]. Kollagen vom Typ IV ist die Hauptkomponente der
Basalmembran und beeinflusst damit auch die Stirke und Funktion der Blut-Luft-
Schranke. Die Genexpression von Prokollagen®®' in Lungenfibroblasten ist bei Hypoxie,
die einen Teilaspekt der FGR darstellt, gesteigert [527].

Proteoglykane stellen eine Hauptkomponente der extrazelluliren Matrix der Lunge dar. Es
existieren allerdings noch keine Daten beziiglich des Einflusses einer Verschlechterung der
Erndhrung oder der Sauerstoffversorgung auf die Synthese der Proteoglykane in der sich
entwickelnden Lunge [439].

Im vaskuldren Gewebe fiihrt die Hypoxie zu einer Abnahme der Produktion der
Proteoglykane, was an bovinen Endothelzellen*® der Lungenarterien [528] und glatten
Muskelzellen der menschlichen Aorta [529] beobachtet wurde. Auch die Entwicklung des
Surfactants wird durch Erndhrungsfaktoren beeinflusst. Die Unterernihrung von
schwangeren Ratten fithrte in den Untersuchungen von Curle et al. [530] zu einer
Verschlechterung der die Oberflichenspannung reduzierenden Eigenschaften der fetalen
Lunge und auch die Reifung der Typ II-Alveolarepithelzellen nach der Geburt war
verzogert, weil ihr Glykogengehalt anstieg und die Volumendichte ihrer
Lamellenk6rperchen abnahm.

Prolongierte Perioden von fetaler Hypoxdmie flihrten zum Anstieg der Expression von
Surfactant-Protein A und B, allerdings zeigte sich dies bei Untersuchungen am
Schafsmodell nahe am Geburtstermin nicht [531]. Dies deutet darauf hin, dass die FGR
und Nahrungsrestriktion giinstige Effekte auf die Lungenreifung Frithgeborener haben
konnten, allerdings nicht bei jenen, die zeitgerecht geboren werden. Die Effekte von

! Vorstufe von Kollagen
462 Endothelzellen von Rindern
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Untererndhrung und Hypoxie auf die Typ II-Zellen hédngen vermutlich vom
Schwangerschaftszeitpunkt und den Verdnderungen des Cortisol-Spiegels ab [439].

Einige Mikrondhrstoffe sind mittlerweile als fiir die Lungenentwicklung essentielle
Faktoren bekannt. Wie zuvor bereits erwdhnt, spielen beispielsweise Vitamin A und
Vitamin A-Séure in der friihen Lungenentwicklung, wihrend der Embryo- und
Organogenese, eine entscheidende Rolle. Die Vitamin A-Séure ist dabei der aktivste
Vertreter der Retinoide [532] und beeinflusst viele Aspekte der Lungenentwicklung, wie
die frithe Verzweigung der Luftwege, die Bildung der Alveolen und die Synthese von
Surfactant und seinen Proteinen [533]. So filihrte ein experimenteller Vitamin A-Mangel
wihrend der Schwangerschaft zu einer Reduktion der Expression der Surfactant-Proteine
A, B und C (Sp-a, -b und —c) in fetalen Rattenlungen [534].

1.10.1.10. Bronchopulmonale Dysplasie (BPD)

Die bronchopulmonale Dysplasie ist eine chronische Lungenerkrankung der Kindheit und
stellt offenbar eine Konsequenz der Beatmung und Sauerstofftherapie bei akutem
respiratorischem Lungenversagen bei Frithgeburten dar [185].

Studien mit Langzeit-Followups zeigten, dass Kinder mit einer BPD variable
Schweregrade von persistierenden respiratorischen Beschwerden, wie u. a.
Einschrinkungen des Airflows*”, Gas-Trapping*®*, Ubungsintoleranz, pulmonale
Hypertension ausprigten. Histologisch zeigten diese Lungen eine reduzierte Anzahl
distaler respiratorischer Anteile, anormale Mikrogefifle, ein sakkuldres Emphysem und
eine Atelektase*®. Demzufolge sind vor allem die Reduktion der Alveolarisierung und das
anormale Wachstum der Gefdlle wichtige Verdanderungen, die durch eine BPD verursacht
werden. Dies deutet darauf hin, dass die Stérung des GefaBwachstums mit einer Reduktion
der Verzweigungsvorginge*® in der Lunge einhergeht [185,535].

Tatsdchlich fiihrte eine Blockade des Vegfr-Signalwegs in neonatalen Ratten- und
Maiuselungen zu einer Reduktion der Gefa3- und Alveolenbildung. Kinder, die an einer
BPD verstarben, wiesen verringerte Levels des pulmonalen VEGF im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe auf und Kinder, die eine BPD entwickelten, zeigten niedrigere
Levels des VEGF im trachealen Aspirar*®’, als jene der Kontrollgruppe.

VEGEF stellt eines vieler Targets*®® der hypoxia-inducible factors (HIFs) dar. Ob die HIFs
in Lungen von Kindern, die an einer BPD leiden, exprimiert werden, muss noch untersucht
werden. Maiuse-Mutanten mit der genetischen Konstellation Hif-/a-Null, verstarben
wihrend der frithen Schwangerschaft [536], wo hingegen Méuse mit einer Defizienz von
Hif-2a, erst nach der Geburt, aufgrund von respiratorischen Problemen, verstarben [537].
Im Vergleich zu Méusen der Kontrollgruppe, zeigten die Lungen der Méduse mit Mangel an
Hif-2a reduzierte Proteinlevels von Vegf. Thre Lungen hatten eine normale Anzahl an
Alveolen, aber diese Alveolen waren anormal dick und wiesen verdnderte Kapillaren auf
[538-540].

403 Atemfluss, Stromung der Atemgase (1)

** Trapped air bedeutet ,,gefangene Luft in der Lunge, die nicht abgeatmet werden kann (1,27).

93 Atelektasen sind nicht beliiftete Lungenabschnitte, in welchen die Winde der kollabierten Alveolen
aneinanderliegen (1).
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Eine exogene Injektion von VEGF, entweder intraamniotisch®®, oder intratracheal’”,
fithrte, einen Tag vor der Frithgeburt verabreicht, zu einer signifikanten Verbesserung der
Lungenreife und reduzierte die Mortalitdt. AuBerdem zeigte VEGF auf menschliche fetale
Lungen einen stimulierenden Effekt beziiglich der Proliferation der Epithelzellen in vitro.
Demzufolge konnte die Therapie mit VEGF eine potentielle Behandlungsméglichkeit fiir
eine Forderung der Regeneration der Alveolen darstellen [439,540].

Auch Steroide werden zur Verbesserung der Lungenreifung eingesetzt. Wéhrend geringe
Dosen von Dexamethason zu einer Hochregulierung der VEGF-Expression fiihren,
scheinen hohere Dosen die Expression von VEGF zu reduzieren, was andeutet, dass hohe
Mengen von Dexamethason den giinstigen Effekten von VEGF entgegenwirken konnten.
Eine grofle Menge anderer Wachstumsfaktoren, wie die Gruppe der IGFs, EGFs, der TGF-
a, die PDGFs, die FGFs und der TGF-, scheinen, beziiglich der BPD, ebenfalls eine Rolle
zu spielen. Um ihren Einfluss auf die BPD zu verstehen, muss ihre Rolle noch genauer
untersucht werden. Auch Transkriptionsfaktoren, wie FOXa2, GATA-6 und TTF1, spielen
eine Rolle bei der Entstehung einer BPD und sind in die Alveolarisierung der Lunge und
Reifung der Mikrogefaf3e involviert [185,537,541,542].

1.11. Strukturelle Analyse der fetalen Lungenentwicklung der Ratte

Der wohl groBte Unterschied beziiglich der Lungenentwicklung des Menschen und der
Ratte, bezieht sich auf die Alveolarisierung [543]. Im Gegensatz zur menschlichen Lunge,
in welcher die Alveolarisierung vor der Geburt beginnt, wird die Ratte wihrend des
sakkuldren Stadiums der Lungenentwicklung geboren und alveolarisiert erst nach der
Geburt [544].

In der sich entwickelnden Rattenlunge lassen sich, laut Beschreibung von Burri ef al., die
vier folgenden unterschiedlichen Zonen gegeneinander abgrenzen [543]:

Die Zone I besteht aus lockerem Mesenchym, das aus primitiven interstitiellen Zellen und
wenigen Kapillaren aufgebaut ist. Ab dem Tag 19 treten erstmals epitheliale Tubuli auf.
Mit dem Fortschreiten der Lungenentwicklung wird diese Zone immer diinner und
verschwindet schlielich am Tag 23.

Die Zone II besteht aus dicht gepacktem Mesenchym, das dunkle Zellen und Kapillaren
enthilt. Diese Zone enthilt die peripheren Anteile des Baumes der Luftwege und die
zukiinftigen parenchymalen Luftwege.

Die Zone III enthilt die Zweige des Baumes der Luftwege und Teile des vaskuldren
Systems. Diese beiden Strukturen werden typischerweise von Progenitorzellen®’" glatter
Muskulatur umgeben und in diese eingebettet.

Die Zone IV hat einen der Zone III dhnlichen Aufbau, allerdings tritt in der Zone IV eine
zusitzliche Mantelschicht von Adventitia*"*-Zellen auf.

% in das Fruchtwasser

7 in die Trachea (Luftrohre)
N Vorlduferzellen

72 duBerste GefiBschicht
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1.11.1. Morphologie der fetalen Rattenlunge am Tag 17 und 18

(pseudoglandulires Stadium)

In diesem Stadium wird die Lunge histologisch durch ihr pseudoglandulires*”

Erscheinungsbild charakterisiert und die epithelialen Tubuli, die sich in das umliegende
Mesenchym verzweigen, sind der Hauptgrund dafiir [543].

Zone |

In den periphersten Regionen der Lungenlappen und in den interlobuléren Rdumen, bildet
das Mesenchym ein dreidimensionales Netzwerk an Zellen, zwischen denen sich weite
interstitielle Rdume mit Kollagenfibrillen ausbreiten. Dieser ,,Mantel von einbettendem
Gewebe* wird als Zone I der sich entwickelnden Lunge bezeichnet.

Die primitiven interstitiellen Zellen haben einen groBen Nucleus*’, der ein oder zwei
Nucleoli*” enthilt, und einen sehr engen und dichten Randsaum aus Heterochromatin®’®.
Innerhalb des spiarlichen Zytoplasmas zeigen sich freie Ribosomen, Zisternen des rauen
endoplasmatischen Reticulums®”’, einige wenige und kleine Mitochondrien, manchmal
Lipidtropfchen und gelegentlich auch ein Zilium*”®. Die Zellen kontaktieren ihre
Nachbarzellen iiber kurze Zellfortsdtze. Innerhalb dieses Netzwerkes werden héufig
abgerundete freie Zellen beobachtet. Neben Kapillaren findet man in dieser Zone auch
einige wenige groBlere Gefdlle. Diese reprisentieren am ehesten die zukiinftigen Venen, die
das Blut aus der Peripherie sammeln, und sie besitzen eine noch inkomplette Schicht von
noch undifferenzierten glatten Muskelzellen”. Diese GefiBe sind auch in der Zone III zu
finden. Innerhalb der Zone I sind noch keine epithelialen Tubuli vorhanden [543].

Zone 11

In dieser Zone, die sich proximal der Zone I befindet, verandert sich die Charakteristik des
Mesenchyms: dieses Gewebe bildet eine dicht gepackte Masse von Zellen und enthilt
epitheliale Tubuli und Kapillaren, die kleiner sind, als jene in der Zone 1. Die interstitiellen
Zellen dieser Zone haben ein gedehntes Profil mit einem Nucleus einer entsprechenden
Form. Die Zellen sind reich an Ribosomen, aber arm an Mitochondrien und zeigen nur
kleine Mitochondrien. Die epithelialen Tubuli sind in beiden Zonen, sowohl innerhalb von
Zone I1, als auch von Zone III, vorhanden.

In den proximalen Regionen der Zone II sind die epithelialen Tubuli von interstitiellen
Zellen eingehiillt, die eine geringe Anzahl von Biindeln intrazytoplasmatischer Filamente
enthalten. Diese Zellen stellen mit hoher Wahrscheinlichkeit die FSMCs**° dar, aber diese
konnen nur mit Hilfe des Elektronenmikroskops identifiziert werden. Im Gegensatz dazu
konnen die Prakursoren der SMCs der Zone III bereits mit Hilfe des Lichtmikroskops
unterschieden werden.

" Driisen-artig

474 Zellkern

475 Kernkérperchen

476 Als Heterochromatin wird Chromatin bezeichnet, das gegeniiber Euchromatin stirker kondensiert und
besser farbbar ist. Konstitutives Heterochromatin ist z. B. das Zentromer, fakultatives Heterochromatin ist
das Geschlechtschromatin (1).

47 pER

478 Zilien sind Zellorganellen des Flimmerepithels (1).

% smooth muscle cells: SMCs

*0 Die FSMCs (fibroid smooth muscle cells) sind Vorléiuferzellen oder Préikursorzellen der glatten
Muskelzellen [543].
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Das Verhéltnis zwischen diesen beiden Zelltypen deutet auf die, mit fortschreitender
Entwicklung auftretende, zentrifugale Ausdehnung der Zone III hin und es kommt dabei zu
einer lokalen Differenzierung der FSMCs der Zone II zu Prakursoren der SMCs der Zone
111 [543].

Die epitheliale Auskleidung der Tubuli prigt eine unterschiedliche strukturelle
Differenzierung zwischen den Zonen II und III aus:

Das Epithel der Zone II ist eher kubisch und histochemisch besser farbbar, als jenes der
Zone 111, was sich vermutlich anhand seines hoheren Glykogengehalt begriinden ldsst. Die
Basalmembran®®' der Zone III stellt einen kontinuierlichen Layer** dar, allerdings ist sie
im Zentrum der Zone II diinner und peripher hédufiger unterbrochen, was multiple
interzellulire  Kontakte zwischen den Epithelzellen wund den umliegenden
Mesenchymzellen ermoglicht. Eine interessante Beobachtung wurde bei Betrachtung der
Spitzen der Tubuli der Zone II gemacht: diese erscheinen etwas erweitert, sodass sie,
dreidimensional betrachtet, ein keulenartiges Aussehen annehmen [543].

Zone 111

In diesem Stadium gehdren die zentralsten Regionen der Lunge zur Zone III, denn es
haben sich noch keine entsprechenden Charakteristika der Zone IV entwickelt. Die
Epithel-Tubuli werden von einer Schicht von spindelformigen Zellen, die eine dunkle
Farbe aufweisen und die Prikursoren der SMCs darstellen, eingehiillt. Ahnliche Zellen
umgeben und begleiten auch die zukiinftigen GefiBe und einige der peripheren
Sammelvenen. Diese Strukturen werden gemeinsam als Zone III bezeichnet.

Die Priakursoren der SMCs zeigen gut entwickelte Myofilamente mit typischen dense
bodies*™ und sind mit Polysomen*® und Mitochondrien gut ausgestattet, was auf die
aktive Bildung von intrazytoplasmatischen Proteinen hinweist. Es zeigt sich ein vermehrtes
Vorkommen des RER und ein Fehlen von mikro-pinozytotischen® Vesikeln.

Die Vorlaufer der SMCs werden vom Epithel durch eine kontinuierliche Basalmembran
und Kollagenfibrillen getrennt. Zwischen der epithelialen Basalmembran und den
Vorldufern der SMCs, beobachtet man gelegentlich eine Streuung von isolierten groflen
und klaren Zellen, die blasse Nuclei mit wenig Heterochromatin und ein oder zwei
Nukleolen aufweisen. Im Zytoplasma dieser Zellen findet man sehr kleine Mitochondrien
und freie Ribosomen. Diese mesenchymalen Zellen reprdsentieren am ehesten die
Stammzellen der mucosalen Bindegewebsschicht**® [543].

Innerhalb der Zone III ist das Epithel der Tubuli pseudostratifiziert*®” und zeigt eine relativ
homogene Population von hochprismatischen und wenigen basalen Zellen. Diese Zellen
enthalten einen blassen, gedehnten Zellkern mit einem Nucleolus oder zwei Nucleoli. Das
Zytoplasma enthélt sowohl basal, als auch apikal Glykogen. Wie zuvor bereits erwihnt,
besteht hier eine kontinuierliche Basalmembran, die durch eine relativ dicke Schicht von
fibrillirem Material verstdrkt wird und nur wenige Kontakte zwischen Epithel und
Mesenchym erlaubt.

Ein anderes histologisches Charakteristikum, das erstmals an Schnitten von
Lungengeweben am Tag 18 beobachtet werden konnte, stellen schalenformige Bereiche

481 par
*2 Gewebeschicht

> mikroskopisch dichte Korperchen

4 polyribosomen (1)

3 Pinozytose: Aufnahme geloster Stoffe in das Zellinnere (1)
% Bindegewebsschicht der Schleimhaut

7 mehrreihiges Epithel (1)
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von mesenchymalen Zellen dar, die Glykogen und Lipid-Tropfchen enthalten. Diese
Strukturen liegen in der Zone II und grenzen die Schicht der Prakursoren der SMCs, die
mit den Luftwegen und Gefien assoziiert sind, von der Zone III ab. Ahnliche Zellen kann
man auch im Zentrum der Zone II finden, wo sie die epithelialen Tubuli mit ihren
Vorlaufern der SMCs umgeben [543].

1.11.2. Morphologie an den Tagen 19 und 20 (pseudoglandulires Stadium)

Zu diesem Zeitpunkt befindet sich die Lunge immer noch im pseudoglanduléren Stadium.
Das wichtigste Ereignis ist die in diesem Stadium auftretende strukturelle Verdnderung der
Lunge, die sich in Form einer enormen Zunahme der Zahl der epithelialen Tubuli in der
peripheren Lunge manifestiert.

Dies vollzieht sich zusitzlich zu einem intensiven, hauptsichlich dichotomen**® Branching
des Baumes der epithelialen Tubuli, der sich in die Zone I ausdehnt [543].

Zone |

Die keulenformigen Spitzen der epithelialen Tubuli befinden sich nun im lockeren
Mesenchym der Zone I. Einige Kapillaren befinden sich in groer Ndhe zu den basalen
Oberfldchen der Epithelzellen, die wesentlich weniger Glykogen enthalten, als jene der
Zone II. Ab dem Tag 19 wird die Zone I kontinuierlich schméler. Sie ist unterhalb der
Pleura und um die Adventitia der Luftwege und Gefdlle lokalisiert, also auch um die
Strukturen der Zone IV. Aufgrund ihrer groBeren Ausdehnung sind die subpleuralen
Anteile der Zone I immer besser sichtbar, als die peribronchialen und perivaskuldren
Anteile. Auch hier sind wieder abgerundete freie Zellen erkennbar [543].

Zone 11

Die starke Anndherung zwischen den Kapillaren und dem Endothel, die am Tag 19 in der
Zone I beobachtet werden kann, wird nun auch in Zone II augenscheinlich. In simultaner
Weise nehmen die Lumina*®’ der Tubuli, die bisher abgerundet und weich konturiert
waren, ein sternformiges Erscheinungsbild an, was offenbar durch die Verlagerung der
tight-junctions®’ an die Zellbasis hervorgerufen wird. Selten sind auch Korpuskeln, die
Lamellenkorperchen dhneln, innerhalb des basalen Zellanteils des Epithels der Zone II zu
erkennen [543,545].

Zone 111

In diesem Stadium kénnen die Zonen II und III bereits leicht voneinander unterschieden
werden, was auf die abrupte Transformation der einen zur anderen Zone zuriickzufiihren
ist. Die Tubuli der Zone III werden von Prikursoren der SMCs umgeben und die
Epithelzellen enthalten deutlich weniger Glykogen, als jene in Zone II [543].

Zone 1V

Die am meisten zentral gelegenen Regionen der fetalen Lunge, also die zukiinftigen
GefiBe und Luftwege mit ihren assoziierten Muskel-Layern*”', werden nun von einer
Schicht adventitialer Zellen umgeben. Dieses Areal wurde als Zone IV definiert. Diese
adventitialen spindelformigen Zellen, die am Tag 21 erscheinen, sind vom umliegenden

8 Bei einer dichotomen Teilung gehen zwei gleiche Teile aus einem Teil hervor. Dies ist beispielsweise bei
der Verzweigung von Driisengédngen oder Pflanzen zu beobachten (1).

* Das Lumen ist die lichte Weite rohrenformiger Korper und Hohlorgane (1).

% interzelluldre Zellverbindung mit Verschmelzung der jeweils duBersten Schicht der Zellmembranen (1)
1 Lagen von Muskelzellen
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undifferenzierten Mesenchym klar abgrenzbar, das Teil der Zone I ist. Die Zonen I und IV
kommen nebeneinander zu liegen, was auf die wiederkehrende Architektur der Lunge
zuriickzufiihren ist, die eine Zurilickverlagerung der Luftwege in Richtung ihres
Hauptstammes erkennen ldsst. Die Luftwege der Zone IV, und zum Teil auch jene der
Zone 11, besitzen einen mucosalen Layer mit longitudinalen Falten (sternformiges Lumen
in den Gewebeschnitten). Die Lumina sind weit und diese Eigenschaft betont den Beginn
des zentrifugalen Prozesses der Dilatation der Luftwege, der im ndchsten Stadium der
Entwicklung vorherrscht. Die Epithelschicht setzt sich aus dunklen und hellen Zellen
zusammen, wobei die Letzteren in die Ziliogenese®” involviert sind [543].

Zum ersten Mal konnen in diesem Stadium die zukiinftigen Bronchi anhand des Auftretens
primitiver Knorpelzellen identifiziert werden. Der erste Cluster dieser zukiinftigen
Knorpelzellen kann am Tag 18 in der Nachbarschaft der zentralen Luftwege gefunden
werden. Die Aste der Lungenarterien in Zone IV bilden mehrere Layer von SMCs aus, die
durch elastische Lamellen gegeneinander abgegrenzt werden.

Innerhalb der Adventitia konnen auch Nerven gefunden werden. Die Basalmembranen des
Epithels sind in den Zonen I und I'V kontinuierlich ausgebildet, in manchen Regionen der
Zone II sind sie teilweise unterbrochen und gréBtenteils fehlen sie in der Zone 1.

Die am Tag 18 beschriebenen interstitiellen Zellen, die Glykogen und Lipid-Tropfchen
enthalten, konnen auch in diesem Stadium gefunden werden, sind aber nur um Strukturen
der Zone II angesiedelt [543].

1.11.3. Morphologie an den Tagen 21 und 22 (kanalikulires Stadium)

Innerhalb von 24 Stunden, also vom Tag 20 bis 21, vollziechen sich in der Lunge
strukturelle Verdnderungen, die ihr mikroskopisches Erscheinungsbild deutlich verdndern
[543].

Zonen I und II (Parenchym*)

In den zentralen Regionen der Peripherie der Lunge beginnend, unterliegen die
zukiinftigen Luftwege einem Prozess der Erweiterung, der hauptsédchlich die Tubuli der
Zone II beeinflusst.

In den proximalen Asten der epithelialen Tubuli der Zone II erscheinen diinne Blut-Luft-
Barrieren. Parallel zum Auftreten von Typ I-Pneumozyten, lassen sich kleine
Lamellenkorperchen innerhalb der Glykogen-haltigen Epithelzellen der Zone II erkennen.
Waihrend dieses Stadiums zeigen die Epithelzellen der Zone I einen gesteigerten Gehalt an
Glykogen. Die peripheren Tubuli, die immer noch ein kubisches Epithel ausprigen,
reichen nun fast bis an die Basalmembran der Pleura. Mit fortschreitender Entwicklung
diinnt sich die Zone I kontinuierlich aus und verschwindet allmdhlich gegen Ende des
kanalikuldren Stadiums. Dies geschieht hauptsichlich durch die Differenzierung der
Mesenchymzellen der Zone I zu reiferen Zellen der Zone II. Diese zeigen ein intensiveres
Staining””?, denn ihr Zellkern enthilt mehr Heterochromatin und ihr Zytoplasma enthilt
eine steigende Anzahl von Organellen (Polysomen, RER und Mitochondrien).

Auch die Mesenchymzellen von Zone II unterliegen einer Verdnderung: wenn man sie mit
jenen im pseudoglanduldren Stadium vergleicht, scheinen sie weniger dicht gepackt zu sein
und dies macht es wiederum sehr schwer, die exakten Grenzen zwischen den Zonen I und
IT zu bestimmen. Die ultrastrukturelle Analyse der Mesenchymzellen der Zone II ergab,

2 Bildung der Zilien
3 spezifische Zellen eines Organs, die dessen Funktion bedingen, bilden das Parenchym (1).
% immunhistochemische Firbung
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dass diese nun Zisternen des RER, einige Lipid-Tropfchen und etwas Glykogen enthielten
[543].

Zonen 111 und IV (Nonparenchym)

Parallel zur Differenzierung des Parenchyms reifen die Luftiwege und GefiBle in einer
zentrifugalen Richtung. Im Epithel der Luftiwege haben sich die meisten Zellen in Zilien-
tragende Zellen transformiert und die anderen, die unterschiedlichen Glykogengehalt
aufweisen, konnten die Vorliufer entweder der Becherzellen®”, oder anderer Zelltypen
darstellen [543].

1.11.4. Morphologie am Tag 23 (sakkulidres Stadium)

Die meisten Lungen der Feten treten im Alter von 23 Tagen in das sakkuldre Stadium ein.
Wichtige Charakteristika dieses Stadiums sind das Verschwinden der Zone I und die
Bildung eines kontinuierlichen und kohdrenten Layers. Allerdings kdnnen trotzdem noch
immer kleine Inseln von primitiven mesenchymalen und undifferenzierten Epithelzellen
ibrigbleiben. Zum ersten Mal zeigt die Lunge ein schwammartiges Erscheinungsbild,
allerdings ist sie, im Vergleich zur adulten Lunge, immer noch in hohem Malle unreif. Die
parenchymalen Septen bilden eine primitive Architektur aus, die durch eine breite
interstitielle Gewebeschicht®® und ein doppeltes Netzwerk von Kapillaren charakterisiert
ist.

Die Prozesse, wie die Bildung der Alveolen und die Reifung der Mikrogefia3e, miissen vor
dem Erreichen der adulten Morphologie der Lunge abgeschlossen sein. Unter den
interstitiellen Zellen gibt es zwei verschiedene Populationen an Lungenfibroblasten®’: die
eine enthédlt Lipid-Tropfchen und haufig Glykogen, wihrend die andere zahlreiche
Polysomen und reichlich RER enthilt. Ab dem Tag 22 finden sich Makrophagen*”® sowohl
im Interstitium, als auch innerhalb des Parenchyms der Luftwege (siche Abbildung 4)
[543,546].

1.11.5. Morphologie am ersten postnatalen Tag (sakkulires Stadium)

Die Verdnderungen, die in der postnatalen Lunge im sakkuldren Stadium beobachtet
werden konnen, werden hauptsdchlich durch den Beginn der Atmung induziert. Die
intersacculdren Septen werden diinner und die Luftwege dehnen sich aus. Das Epithel der
Luftwege hat fast all sein Glykogen verloren. Bronchi und Bronchioli sind dilatiert*”” und
haben ihre longitudinale Faltung eingebiiit. Das Lumen der Gefile und Kapillaren
erscheint ebenfalls erweitert und weist ein abgeschwéchtes Endothel auf [543].

Heute erlauben die Histochemie, Zytochemie und die molekularbiologischen Techniken
das Erkennen von zelluliren Differenzierungsschritten, weit vor ihrem Auftreten auf
morphologischer Ebene. Zum Beispiel bindet ein Typ II-Zellmarker, das Maclura
pomifera-Lektin, an einige periphere Epithelzellen der Rattenlunge bereits am Tag 18 der
Schwangerschaft und dies geschieht somit viel frither, als Typ II-Zellen in der Lunge
detektiert werden konnen.

493 schleimbildende Driisenzellen im Epithel der Atemwege: goblet cells (engl., syn.) (1)

*° Das Interstitium ist im Gegensatz zum Parenchym nicht an der Funktion des Organs beteiligt und stellt ein
Binde- und Stiitzgewebe dar (1).

7 Vorstufen der Fibrozyten (Bindegewebszellen) (1)

8 Fresszellen (1)

9 erweitert
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Ein anderes Lektin, das Ricinus communis-Agglutinin, das einen Marker fiir die apikalen
Oberflichen der Typ I-Zellen darstellt, bindet in der Peripherie der epithelialen Tubuli
bereits am Schwangerschaftstag 18.

Unter Verwendung von Techniken der Immunfluoreszenz und eines lungenspezifischen
Antigens, das in Typ II-Zellen lokalisiert ist, konnte die Fluoreszenz an Ratten bereits am
Tag 16 der Schwangerschaft detektiert werden.

Tatsachlich wurden auch andere Membran-Marker zur Untersuchung des Schicksals einer
spezifischen Zellpopulation angewendet.

So lieB sich, unter Verwendung von Antikorper gegen kontraktile Proteine in sich
entwickelnden Lungen, in einer Studie von Mitchell er al., die Differenzierung des
Mesenchyms zu glatten Muskelzellen verfolgen [543,547-551].

Im frithen pseudoglanduldren Stadium (Tage 17 und 18) und im sakkuldren Stadium (Tag
23 und erster postnataler Tag) sind nur drei der vier Zonen vorhanden: in den friihen
Stadien fehlt also die Zone IV und in den spdteren Stadien die Zone I [543].

Wihrend sich erstere noch nicht entwickelt hat, ist letztere bereits verschwunden.

Am Anfang ist die Zone I frei von epithelialen Tubuli. Wiahrend der zentrifugalen
Ausbreitung der Luftwege und der Differenzierung des proximalen Mesenchyms der Zone
I zur Zone 11, wichst die periphere Zone I kontinuierlich weiter, was das verlingerte
Auftreten eines Mantels der Zone I erklért. Gleichzeitig reifen die proximalen Elemente
der Zone II und transformieren zu Strukturen der Zone III. Vom Tag 19 bis 22 hat es den
Anschein, als wiichsen die epithelialen Tubuli der Zone II schneller, als sich das
Mesenchym der Zone I zur Zone II differenziert. Demzufolge dehnen sich die Tubuli in die
Zone I aus [543]. Inzwischen differenzieren die Elemente der Zone III weiter und bilden
eine neue Region, die Zone IV, die durch das Auftreten der proximalen Luftwege und
GefaBBe repriasentiert wird. Die Zone IV ist durch das Auftreten eines Layers der Adventitia
charakterisiert [543].

Vom Tag 23 an ist die Zone I komplett zur Zone II differenziert. Burri und Mitarbeiter
nahmen an, dass der Pool an Zellen, der in Zone I am Tag 19 beobachtet werden konnte,
Prékursoren der Zellen des Gasaustausch-Parenchyms der Zone II am Tag 23 verkorpern
konnte [543]. Diese Interpretation wird auch durch die Ergebnisse der Untersuchungen
mittels Immunfluoreszenz von Ten Have-Opbroek [552] an Méusen und Ratten gestiitzt:
der verwendete fluoreszierende Antikdrper, der sein spezifische Antigen, das nur auf Typ
[I-Pneumozyten oder ihren Vorgingern présent ist, erkennt, fiihrte bei Médusen ab dem Tag
14 und bei Ratten ab dem Tag 16 zu einer positiven Reaktion innerhalb der distalen Tubuli.

Die Gruppe von Forschern um Burri ging davon aus, konnte allerdings nicht beweisen,
dass das Mesenchym der Zone I nicht nur das Bindegewebe der Zone II, sondern auch die
Endothelzellen der Zonen I und II bilden konnte. Des Weiteren konnte von ihnen auch
nicht ausgeschlossen werden, dass Zellen innerhalb der zentralen Anteile von Zone I (wo
Strukturen der Zone I direkt jene der Zone IV umgeben) zur Bildung des adventitialen
Layers und des Knorpels beitragen konnten. Wéhrend der frithen pseudoglanduldren Phase
erweitert sich die Zone I peripher in gleicher Geschwindigkeit, wie sie sich zentral zur
Zone II differenziert. Somit entsteht ein groes Volumen an zukiinftigem Parenchym
[543].

Auf diese Weise wird das wachsende Epithel der Tubuli innerhalb der Zone II gehalten.
Wenn dann die Proliferation und Differenzierung in der Zone I im spiten
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pseudoglandulidren Stadium langsamer wird, penetrieren die Spitzen der Tubuli der Zone II
in die Zone 1. Hier kommt somit das Epithel in engsten Kontakt mit den Kapillaren und
kennzeichnet damit die Orte der anschlieBenden Bildung der Blut-Luft-Barriere. Wegen
der klaren Beschreibung der Zonen II und III, mit Zilien-tragenden Zellen auf der einen (ab
dem Tag 21) und Typ II-Pneumozyten auf der anderen Seite, erscheint, nach Meinung der
Autoren, das mogliche Aufireten eines Uberganges zwischen diesen beiden Zonen im
spateren Leben als sehr unwahrscheinlich [543].

Die Tatsache, dass mehrere Generationen von Tubuli sich distal der terminalen
Bronchiolen am Ende der pseudoglandulidren Phase im Zuge des Umbaus der Azini des
menschlichen Fetus erweitern, unterstiitzt die Annahme, dass bei der Ratte die grofen
Anteile des Epithels des zukiinftigen Gasaustausch-Parenchyms innerhalb der distalen
Anteile der tubuldren Sprosse bereits gebildet sein konnten [543,553].

Der Prozess des Wachstums und der Differenzierung vollzieht sich zentrifugal.
Beispielsweise sei die Dilatation der Luftwege erwidhnt, die wihrend der spéten
pseudoglandulidren Phase in den extrapulmonalen Luftwegen beginnt und sich dann, gegen
Ende der kanalikuldren Phase, bis zu den distalsten Epithelien der Tubuli ausgedehnt hat.
Auch die Bildung der Zilien wird anfangs in den zentralsten Anteilen der Luftwege
beobachtet und schreitet in Richtung der Peripherie fort. In dhnlicher Weise verhilt sich
auch die Bildung der glatten Muskelzellen in den Luftwegen, den Gefden und auch jene
der adventitialen Fibrozyten, die ebenfalls zentrifugal verlauft. Allerdings ist es unklar, ob
die glykogenreichen interstitiellen Zellen, die an den Tagen 18 bis 20 in den die Zone III
umgebenden Strukturen der Zone II gefunden werden, zur Bildung der zukiinftigen
Adventitia-Zellen, oder aber eher zur Bildung der interstitiellen Zellen des Gasaustausch-
Parenchyms beitragen [543].

Den wohl prominentesten, zentrifugalen Prozess der fetalen Lunge stellt sicher das
Wachstum des epithelialen Baumes durch Elongation®® der Tubuli und Teilung der
terminalen Knospen dar. Beobachtungen von Burri et al. deuteten darauf hin, dass sich der
GroBteil der frithen Teilungen (wenn die Spitzen des Epithels noch von kondensiertem
Mesenchym umgeben sind) auf die irregulire dichotome Art vollzog, wéhrend die spéteren
Teilungsprozesse, die innerhalb des lockeren Mesenchyms der Zone I auftraten, sich
grof3teils auf die reguldre Art vollzogen. Die Differenzierung des Epithels ist vom Typ des
umgebenden Mesenchyms abhiingig und es besteht diesbeziiglich eine Ubereinkunft mit
Berichten von Hilfer et al., die den Einfluss des Mesenchyms auf die Bildung von Organen
untersuchten [543,554].

Die Bildung der diinnen Blut-Luft-Barrieren beginnt am Tag 21 innerhalb des Epithels der
Zone 11, distal der Zone III, und sie erweitern sich dann am Tag 22 in die zentralen Anteile
von Zone I, um dann, wéahrend der folgenden Tage, die peripheren Anteile der epithelialen
Tubuli zu erreichen, ausgenommen die duBBersten Kappen der kuboidalen Zellen, die auch
nach der Geburt in menschlichen Lungen detektiert werden konnten [543,555].

Anfangs erscheint es, als liefe der Prozess der Anndherung der Kapillaren an das Epithel,
der die Initiation der Bildung der Blut-Luft-Barriere darstellt, in zentripetaler Richtung,
denn er konnte zuerst am Tag 19 in Zone I nachgewiesen werden. Innerhalb der Zone II
prigte sich derselbe Vorgang einen Tag spiter aus. In diesem Fall nahmen Burri und
Mitarbeiter an, dass das Epithel der Zone I am Tag 19 in die Zone II am Tag 20 verlagert
wurde und dass in der Peripherie neue Sprossen von sich teilenden Tubuli mit neu

% Verlangerung
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gebildeten und mehr distal gelegenen Kapillaren in Kontakt kamen. Dies stellte wieder
einen zentrifugalen Prozess dar [543,545].

1.11.6. Geschichtliches

In der élteren Literatur fanden sich bereits vor etwa 100 Jahren Beschreibungen von
Regionen der Lunge, die mit den heute von Burri et al. beschriebenen Zonen
korrespondieren, speziell trifft dies flir die friihen Entwicklungsstadien zu [543].
Beispielsweise beschrieb Koelliker das Vorkommen von Gruppen sich teilender
epithelialer Tubuli in einer drei Monate alten menschlichen Lunge, die gemeinsam in eine
fibrose Hiille verpackt und damit nur undeutlich vom umgebenden ,,interstitiellen Gewebe*
abzugrenzen waren.

Bender verglich die 12 Wochen alte fetale menschliche Lunge mit einer Driise und zeigte
in einer seiner Skizzen, dass Zellen in der Nachbarschaft des Epithels ndher beieinander
lagen, wo hingegen die mehr distal gelegenen Zellen eher locker verstreut zu sein
schienen. Diese Beschreibung korrespondiert wohl mit den Zonen I und II, die spéter von
Burri et al. beschrieben wurden. Ham und Baldwin untersuchten die Unterschiede und
moglichen Schicksale von zwei verschiedenen Mesenchym-Typen, einem dichten und
einem lockeren Typ. Sie nahmen an, dass sich aus dem ,,nicht-zelluliren* Mesenchym (der
Zone 1) non-parenchymatise Strukturen, wie die Pleura®™ und das subpleurale
Bindegewebe, die Lymphgefille, die interlobuldren Septen und die bronchialen Knorpel
entwickeln wiirden. Heute wird angenommen, dass die Zone I die Hauptquelle des
interstitiellen Gewebes (und eventuell auch der Kapillaren) und des Lungenparenchyms
darstellt. Dies wiirde wiederum bedeuten, dass die Bestandteile der Zone I die Mdglichkeit
besitzen, sich in Elemente der Zone II zu verwandeln (also ein ,,Upgrade‘ durchfiihren)
und das wiirde auch fiir die Elemente der Zonen II und III gelten, die sich in Elemente der
Zonen III und IV verwandeln wiirden [543,556-558].

Beispielsweise wird ein proximaler Anteil der Zone III, an den Tagen 22 und 23 zu einem
Teil der Zone IV, und ein Anteil der Zone II, wie im Elektronenmikroskop beobachtet
werden konnte, transformiert zur Zone III, oder, wihrend der spiateren Entwicklung, auch
zur Zone IV. Somit stellt die Zone 1V, laut der Schilderung von Burri und Kollegen, eine
Struktur dar, die sich nicht weiter transformieren kann, weil alle ihre Komponenten ihre
Endpunkte der Entwicklung erreicht haben [543].

Eine interessante Beobachtung war jene der Entdeckung von abgerundeten Zellen,
zwischen dem ersten Tag der Beobachtung und dem Ende der kanalikuldren Phase der
Entwicklung. Anfangs wurden sie im Interstitium der Zone I und spdter auch im
Interstitium und den Luftrdumen von Zone II (ab dem Tag 21) gefunden. Nach Sorokin
und Hoyt konnten sie Priakursoren der Alveolarmakrophagen darstellen [543,559].

> das Lungenfell
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1.11.7. Zusammenfassung

Zusammenfassend kann man folgende morphologische Beobachtungen von Burri et al.
festhalten [543]:

1. Alle Wachstums- und Differenzierungsprozesse der postnatalen Lunge vollziehen
sich in zentrifugaler Richtung

2. Die Zone I korrespondiert mit einer Zone der Expansion von Organen. Wiahrend sie
in der Peripherie wichst, differenzieren sich die zentralen unreifen Zellen zu
mesenchymalen Strukturen der Zone II. Das Schicksal letzterer hingt vom Stadium
der Lungenentwicklung ab und die Zone I verschwindet bei Beginn des sakkuldren
Stadiums.

3. Die Zone III reprédsentiert, bis zum Schwangerschaftstag 19, eine Region der
Bildung, des Wachstums und der Differenzierung der leitenden Luftwege. Nach
dem Tag 19 wird sie in zunehmendem Mafle zum Ort der Differenzierung des
zukiinftigen Gasaustausch-Parenchyms und nach dem Tag 21 {iibt sie diese
Funktion in exklusiver Weise aus.

4. Die Zone III setzt sich aus Strukturen leitender Luftwege und ihren begleitenden
GefaBen zusammen. Beide Strukturen haben in diesem Stadium noch keinen
adventitialen Layer entwickelt.

5. Die Zone IV setzt sich aus Bestandteilen der Zone 111 zusammen, die eine Hiille aus
Adventitia entwickelt haben. Die Zone IV ist im frithen pseudoglandulidren Stadium
noch nicht vorhanden, aber entwickelt sich ab dem Tag 19 fortschreitend aus den
proximalen Anteilen der Zone III.
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Abbildung 4:

Diagramm der fetalen Lungenentwicklung, die das topographische Verhalten der vier Zonen
und die Dynamik ihrer Transformation wiederspiegelt.

Die Zugehorigkeit einer Struktur zu einer Zone wird durch das umliegende Gewebe
beeinflusst.

Die Zone I wird durch eine lockere Anordnung primitiver Mesenchymzellen charakterisiert.

In Zone II sind die interstitiellen Anteile dicht gepackt. Zone III wird von glatten Muskelzellen
(SMAs) oder deren Vorlduferzellen umgeben. In Zone IV sind die leitenden Strukturen von
adventitialen Zelllagen begrenzt.

Das Fehlen der Zone IV an den Tagen 17 und 18 und der Zone I ab dem Tag 23 ist auffallend.
Quelle: © Burri PH, Moschopulos M [543]
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1.12. Friihe Entwicklung des Zwerchfells und zellulire Mechanismen der
Nitrofen-induzierten CDH

Die CDH ist ein bisher nur unzureichend verstandener angeborener Defekt des
Zwerchfells, der am Neugeborenen eine schwere Form des Respiratory Distress >
hervorruft. Das am besten untersuchte Tiermodell beziiglich einer CDH ist das Nitrofen-
Modell [560,561].

Die Entwicklung der Defekte des Diaphragmas an Nitrofen-exponierten Ratten konnten
von Allan und Greer bis zu einer Anomalitit in der PPF°® zuriickverfolgt werden [562].
Die PPF ist von besonderer Wichtigkeit beziiglich der Zwerchfellentwicklung, denn sie
stellt die Zielstruktur der diaphragmatischen Muskelvorlduferzellen und der Axone des N.
phrenicus dar (siche Abbildung 5) [563].

Abbildung S: Vergleich der PPF zwischen Mensch und Ratte.

A: Querschnitt durch einen 5-Wochen alten menschlichen Embryo. Es zeigt sich die typische
dreieckige Struktur der PPF auf beiden Korperseiten. B: Transversalschnitt durch einen
Rattenembryo (E13,5). C: PPF eines 5-Wochen alten menschlichen Embryos. D: Ahnliche
anatomische Verhiltnisse am Rattenembryo. Die schwarzen Pfeile zeigen die Lokalisation des
Zwerchfell-Nervs in der PPF.

A: scale bar =400 um; B: scale bar =250 um; C: scale bar =200 um; D: scale bar = 100 um.
Quelle: © Clugston et al. [560]

392 Das RDS (respiratory distress syndrome) ist ein Atemnotsyndrom des Neugeborenen (1).
39 pleuroperitoneale Falte
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Abweichungen der Entwicklung der PPF wurden in Modellen von Nitrofen-exponierten,
Vitamin A-defizienten und ,, W¢I-Null-mutierten’”“ Tieren mit CDH vorgefunden, was
darauf hindeutet, dass es sich dabei um ein hdufiges Merkmal handeln konnte. Es wird
angenommen, dass PPF-Defekte der menschlichen CDH zugrunde liegen kdnnten. Der
Mechanismus, der zu einer abnormen Bildung der PPF fiihrt, ist bisher unbekannt. Die
Wirkung bzw. der Einfluss von Nitrofen auf die CDH, wird in zwei Hypothesen
beschrieben: es konnte sich einerseits um eine Verminderung der Zellproliferation®””, aber
andererseits auch um die vermehrte Induktion einer Apoptose’® handeln [560,564].

In einer Studie von Clugston und Mitarbeitern zur genaueren Charakterisierung der PPF,
wurde eine Serie von Rattenembryonen wihrend einer 48-Stunden-Periode (von E12,0°"
bis E14,0) untersucht.

Zum Zeitpunkt E12,0 konnte noch kein Strukturdquivalent zur PPF erkannt werden. Die
PPF wurde erst zum Zeitpunkt E12,5 (ca. 6 mm) erkennbar und wuchs schnell innerhalb
der ndchsten 36 Stunden. Ein immunhistochemisches Staining der Muskelprikursoren
(Pax3) und des N. phrenicus (Neurofilament) spiegelte den chronologischen Verlauf der
Migration dieser Komponenten in der PPF wieder.

Im Stadium E12,5 konnten Prakursoren der Muskulatur in der Kérperwand, die an die sich
entwickelnde PPF angrenzt, beobachtet werden, allerdings wurden nur ein oder zwei
Muskelprikursoren innerhalb der PPF entdeckt. Am Gestationstag 13,0 stieg die Zahl der
Muskelprikursoren innerhalb der wachsenden PPF an, der Zwerchfellnerv war allerdings
noch nicht sichtbar.

Im Stadium E13,5 war die PPF groer gewachsen und dies wurde durch einen weiteren
Anstieg von Muskelpriakursoren bedingt. Ein dhnliches Bild zeigte sich zum Zeitpunkt
E14,0.

Im E13,5 wurde erstmals der phrenische Nerv als Biindel von Neurofilament-positiven
Fasern innerhalb des medialen Winkels der dreieckigen PPF sichtbar. Auch
Gewebeschnitte von menschlichen Embryonen im Stadium der CRL’" zwischen 4 und 15
mm wurden untersucht. Der klassische dreieckige Bereich der PPF wurde erstmals in
Embryonen mit einer CRL von 6 mm entdeckt (Carnegie-Stadium 13/14; etwa 4.
Schwangerschaftswoche). Im Zuge der weiteren Entwicklung konnte die PPF in
Embryonen bis zu einer CRL von 14 mm beobachtet werden, danach war sie vom
Diaphragma nicht mehr abzugrenzen (Carnegie-Stadium 17, etwa 6. SSW).

Den Beschreibungen von Clugston et al. folgend, existiert die transiente Struktur der PPF
in menschlichen Embryonen mit einer CRL zwischen 6 und 14 mm, was den Carnegie-
Stadien 13 bis 17 und der 4. bis 6. SSW entspricht (siche Abbildung 6) [560].

% das Wilms-Tumorsuppressorgen (WTI). Mutationen im WTI-Gen verursachen einen Nierentumor (1).
293 7Zellteilung

2% srogrammierter Zelltod

7 Embryonalperiode 12

% Crown-Rump-Length (engl.): Scheitel-Steif-Linge (1)
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Abbildung 6 :

Embryogenese der Zwerchfelldefekte bei CDH

A: Schematischer Querschnitt eines Rattenembryos zum Zeitpunkt E13,5.

Normalerweise migrieren die Muskelprikursorzellen (rof) in den dreieckigen Bereich der PPF,
von wo aus sie in weiterer Folge das spétere Zwerchfell besiedeln. Es wird angenommen, dass
eine Malformation der PPF zu Defekten des spéteren Zwerchfells fithren konnte.

B: Querschnitt eines Nitrofen-exponierten Rattenembryos am Tag 13,5: die PPF auf der linken
Seite zeigt eine Fehlbildung (punktierte Linie) im Vergleich zur rechten Kérperseite.

C: Blick auf das Zwerchfell einer Nitrofen-exponierten Ratte (E16,5). Es zeigt sich eine
Zwerchfellhernie vom Bochdalek-Typ in der linken posterolateralen Region des Zwerchfells.
D: Schematische Darstellung der Zwerchfellentwicklung der Ratte (E15 bis E17).

Die roten Strukturen zeigen die Muskelprikursoren, die die Region der PPF besiedeln und
sich dann auf das gesamte Zwerchfell ausbreiten (Pfeile). Ein Defekt der PPF flihrt so zu
einem Defekt (Sterne) des spateren Zwerchfells.

Quelle: © Clugston et al. [560]
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1.12.1. Anormale Bildung der PPF bei Nitrofen-exponierten
Rattenembryonen

Der Zeitpunkt, ab welchem Anomalititen der PPF an Nitrofen-exponierten
Rattenembryonen erstmals erkannt werden kdnnen, wurde in der hier angefiihrten Studie
von Clugston et al. ebenfalls untersucht [560]. Im Zuge dieser Studie wurde eine Serie von
Nitrofen-exponierten Rattenembryonen (E12,5 bis E14,5) zusammengestellt und die
Morphologie der PPF zu analysieren. Im E12,5 und E13,0 wurden an den Embryonen
keine PPF-Defekte beobachtet. An den Tagen 13,5 und 14,0 wurden dann allerdings solche
sichtbar, die in ihrer Morphologie identisch zu den vorher beschriebenen waren [564]. Das
immunhistochemische Staining der Muskelprikursoren und des phrenischen Nerven, zum
frithesten Zeitpunkt, an dem die PPF-Verdnderungen sichtbar wurden (also zum Zeitpunkt
E13,5), ergab, dass der neuromuskulire Beitrag zur PPF auf die Region des
Gewebedefektes beschrankt war [560].

NIH 373" Zellwachstums-Analyse

Um den Effekt von Nitrofen auf NIH-3T3-Zellen in Zellkulturen zu iiberpriifen, legten
Clugston et al. Wachstumskurven der proliferierenden Zellen bei verschiedenen
Konzentrationen von Nitrofen an: 0 uM (Kontrolle), 10 uM, 25 uM, 50 uM und 100 uM.
Zellen, die in Abwesenheit von Nitrofen wuchsen, produzierten eine typische sigmoidale"
Wachstumskurve mit einer sichtbaren Lag-, exponentiellen Wachstums- und einer Plateau-
Phase bei Sittigung. Der Zusatz von Nitrofen zur Zellkultur flihrte zu einer
Rechtsverschiebung der Wachstumskurve, was ein verzogertes Wachstum der Zellen
anzeigte. AuBBerdem war dieser Effekt dosisabhidngig und man beobachtete demnach einen
starkeren inhibitorischen Effekt bei hoheren Dosen von Nitrofen [560].

Bromodeoxyuridin-Inkorporation in vitro

Um festzustellen, ob Nitrofen einen inhibitorischen Effekt auf die NIH-3T3-
Zellproliferation ausiibte, wurde die BrdU”''-Inkorporation in sich aktiv teilenden Zellen
bei verschiedenen Nitrofenexpositionen von 0 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, und 100 uM
untersucht. Als Mal} fiir die Zellproliferation wurde dabei der Prozentsatz von BrdU-
positiven Zellen ermittelt, da Kulturen mit einer gesteigerten Fraktion von BrdU eine
schnellere Proliferation zeigten, als jene, mit geringeren BrdU-Anteilen. Wie sich
beobachten lief3, hatte die Anwesenheit von Nitrofen in jeder Dosis, nach einer 24-
Stunden-Exposition im Kulturmedium, keinen Effekt auf die BrdU-Inkorporation im
Vergleich zur Kontrolle. Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden trat dann jedoch ein
klarer Effekt auf die Zellproliferation auf. Zu diesem Zeitpunkt nahmen Nitrofen-
exponierte Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe wesentlich weniger BrdU auf. Es
schien auch ein dosisabhdngiger Trend (allerdings nicht statistisch signifikant) beziiglich
des Nitrofeneffektes aufgetreten zu sein: 100 uM > 50 uM > 25 pM > 10 uM [560].

% Embryonale Fibroblasten-Zelllinie der Maus. Der Name bedeutet: ,,3-day transfer, inoculum 3 x 10°
cells*. Diese speziellen Zellen werden alle 3 Tage zu neuen Kulturen transferiert und dort in einer Dichte von
3 x 10° Zellen pro 20 cm? eingesetzt. Diese Zellkulturen zeigen ein sehr stabiles Wachstumsmuster (38).

>19 sigmaformig

> Das Bromdesoxyuridin stellt einen Proliferationsmarker dar (1).
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In vitro-Detektion des Zelltodes

Um festzustellen, ob die Nitrofen-Exposition den Anstieg des Zelltodes in Kulturen von
NIH-3T3-Zellen verursachte, wurde ein ELISA®'? zur Detektion des Zelltodes
durchgefiihrt. Der Zelltod wurde zu drei Zeitpunkten untersucht (4, 24 und 48 Stunden)
unter Verwendung von 10 uM, 25 uM, 50 uM und 100 puM Nitrofen. Nach 4 und 24
Stunden lieBen sich keine Anzeichen eines gesteigerten apoptotischen Zelltodes feststellen.
Im Gegensatz dazu, zeigte sich nach einer 24-stiindigen Inkubationsperiode eine
signifikante Zunahme der Apoptoserate der Zellen, die 100 uM Nitrofen exponiert
wurden und zu einem kleineren Anteil auch bei Exposition mit 50 uM Nitrofen. Bei den
Expositionen mit 25 und 10 uM Nitrofen zeigte sich dieser Effekt nicht [560].

Zellproliferation in Nitrofen-exponierten Embryonen

Um den Effekt von Nitrofen auf die Zellproliferation zu definieren, wurde von Clugston
und Mitarbeitern in dieser Studie der Protzentsatz von BrdU-positiven Zellen in der PPF,
dem Lungenmesenchym und den Extremitidtenknospen, zwischen normalen und Nitrofen-
exponierten Tieren, untersucht. Den schwangeren Muttertieren wurden am Tag 8 150 mg
Nitrofen oral verabreicht und die Gewebe wurden am Tag 13,5 analysiert. Die
Wachstumskurve von Nitrofen-exponierten NIH 3T3-Zellen demonstrierte, dass Nitrofen
wihrend dieses Zeitrahmens aktiv wirkte [560].

Frithere Untersuchungen des Nitrofenmetabolismus an Ratten, die von Brown et al.
durchgefithrt wurden, brachten hervor, dass Nitrofen hauptsdchlich im embryonalen
Kompartiment akkumulierte, eine lange Halbwertszeit im miitterlichen Serum hatte (8
Tage) und aus dem miitterlichen Fett umverteilt wurde, was den Erhalt hoher
zirkulierender Levels erklarte [565].

Fiir jede Gruppe wurden in der Studie von Clugston ef al. 6 bis 11 Embryonen aus drei
verschiedenen Wiirfen untersucht und die Zellen aus drei zufilligen Quellen ausgewdhlt,
um daraus den durchschnittlichen Prozentsatz des BrdU-Wertes der Inkorporation zu
berechnen. Die statistische Analyse zeigte eine signifikante Reduktion der
Zellproliferation innerhalb der PPF der Nitrofen-exponierten Embryonen, verglichen mit
jenen der Kontrollgruppe.

Auch die Lungenknospen der Nitrofen-exponierten Embryonen zeigten einen signifikant
geringeren Prozentsatz der BrdU-Inkorporation. Nachdem beide, sowohl die Lungen, als
auch das Zwerchfell, Targets der Nitrofen-Exposition darstellen, konnte auch eine BrdU-
Inkorporation in den Extremitdtenknospen, einer Struktur, die nicht typisch mit der
Nitrofen-Teratogenese assoziiert ist, gefunden werden. Allerdings lie sich hier keine
signifikante Differenz der Zahl der BrdU-positiven Zellen im Vergleich zwischen
normalen und Nitrofen-exponierten Embryonen feststellen [560].

TUNEL® 13-Labeling in der PPF von Nitrofen-exponierten Rattenembryonen

Das TUNEL-Labeling wurde in Geweben der PPF von Nitrofen-exponierten
Rattenembryonen durchgefiihrt, um festzustellen, ob die Nitrofen-Exposition eine
Zellapoptose hervorrufen kdnnte [560].

> Enzyme-linked immuno sorbent assay (heterogener Enzym-Immunoassay), Antigennachweis mit Hilfe der
,andwich-Methode* (1).

°13 Das TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) ist eine Nachweismethode
der DNA-Fragmentierung, die ein Resultat einer apoptotischen Signalkaskade der Zellen darstellt. Es ist also
ein Apoptose-Nachweis (39).
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Eine frithere Studie zeigte einen gesteigerten Zelltod innerhalb der PPF nach erfolgter
Nitrofen-Exposition am Tag 8,5, aber es lieB3 sich keine Zunahme der Apoptoserate am Tag
12,5 feststellen [566].

Darum wurden in der hier zusammengefassten Studie von Clugston und Mitarbeitern 150
mg Nitrofen zum Zeitpunkt E11 verabreicht und das Gewebe wurde 24 und 48 Stunden
spater gewonnen, also an den Tagen 12,5 und 13,5. Mehrere Bereiche der PPF wurden mit
TUNEL markiert und nach einer Evidenz fiir Apoptose in der Nitrofen-exponierten und der
Kontrollgruppe untersucht. Allerdings wurde weder nach 24, noch nach 48 Stunden eine
gesteigerte Apoptose in der Nitrofen-exponierten Gruppe nachgewiesen. Eine kleine Zahl
von apoptotischen Zellen innerhalb der PPF wurde in jeder Gruppe von Tieren beobachtet.
Eine Untersuchung dieser Zellen in einer Serie von zufillig selektierten PPFs der Kontroll-
und Nitrofengruppe zeigte keine signifikante Differenz in der durchschnittlichen Zahl der
apoptotischen Zellen, die nach 24 oder 48 Stunden untersucht wurden [560].

1.12.2. Entwicklung der PPF bei Menschen und Ratten

Die PPF ist ein essentieller Teil des sich entwickelnden Diaphragmas und zeigte in
multiplen Tiermodellen mit CDH eine Malformation. Diese Struktur entwickelt sich in
Rattenembryonen mit einer CRL zwischen 5 und 9 mm (etwa im Stadium E12-14). Es
existiert eine Hypothese, die besagt, dass die wachsende PPF zur Entstehung des
posterolateralen Anteils des Zwerchfelles beitrdgt und die Muskelpriakursoren und der
Zwerchfellnerv sich von dieser Struktur aus verzweigen, um spiter das gesamte Zwerchfell
zu besiedeln. Prikursoren der Muskulatur wandern von der lateralen dermomyotomalen
Lippe in die PPF ein.

Es ist bekannt, dass die Priakursoren der Muskulatur die PPF nicht vor dem Stadium E12,5
erreichen (CRL etwa bei 6 mm). Interessanterweise erscheinen die Muskelprikursoren, die
die PPF bevolkern, 12 bis 24 Stunden frither, als die Prakursoren des Zwerchfellnervs. Das
Verhiltnis zwischen der Migration der Muskelpriakursoren zur PPF und der Innervation
durch den Zwerchfellnerv ist Gegenstand aktueller Forschung [560,563,564,567].

In menschlichen Embryonen wurde eine Struktur mit dem gleichen dreieckigen
Querschnitt und der gleichen anatomischen Lokalisation wie die PPF der Ratte entdeckt,
was die Annahme stiitzt, dass die friihe Entwicklung des Zwerchfelles an Menschen und
Ratten in dhnlicher Weise verlaufen konnte (siche Abbildung 7) [560,568].
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Abbildung 7:

Morphogenese des Zwerchfells.

Beschreibung der Entwicklung des menschlichen Diaphragmas zum Zeitpunkt von 5
Wochen (A) und 4 Monaten (B). Das Diaphragma entwickelt sich aus Anteilen des
Septum transversum, der Pleuroperitonealen-Falte, des Mesenteriums und der
Thoraxwand.

Quelle: © Sadler TW [568]

Die Periode der PPF-Entwicklung findet an menschlichen Embryonen mit einer CRL
zwischen 6 und 14 mm statt (etwa in der 4. — 6. SSW). Die Vermutung, dass die CDH des
Menschen von einem Defekt der PPF ausgehen konnte, bleibt bestehen. Die Beobachtung,
dass eine anormale Entwicklung der PPF in multiplen Tiermodellen einem
Zwerchfelldefekt zugrunde liegt, deutet in diese Richtung.

Die Annahme, dass die CDH am Menschen ihren Ursprung von einer Malformation der
PPF nehmen konnte, deutet auf eine kritische Periode der Entwicklung der CDH zwischen
der 4. und 6. SSW hin. Dies stellt deshalb einen relevanten Aspekt dar, weil diese kritische
Periode offenbar viel frither in der Schwangerschaft auftritt, als dies anfangs angenommen
wurde [564,569].

1.12.3. Anormale Formation der PPF bei Nitrofen-exponierten Ratten

In der von Clugston et al. untersuchten Serie der Nitrofen-exponierten Rattenembryonen
wurden keine Defekte der PPF im Stadium E12,5 oder 13,0, sehr wohl aber im Stadium
13,5 beobachtet [560]. Der historischen, von Mey et al. [570] beschriebenen Inzidenz von
etwa 50% einer Nitrofen-induzierten CDH folgend, hétten sich Clugston und Mitarbeiter
eigentlich einen PPF-Defekt bei etwa der Halfte der untersuchten Embryonen erwartet.
Dies war jedoch nicht der Fall [560].

Deshalb wurde angenommen, dass die groberen Anomalititen in der PPF zwischen den
Stadien E13,0 und E13,5 in Erscheinung treten und mit einem Stadium von raschem
Wachstum in dieser Struktur einhergehen konnten. Interessanterweise demonstrierte die
immunhistochemische Untersuchung der neuromuskuliren Komponente der PPF, dass
Muskelpriakursoren und Anteile des phrenischen Nerven in hohem Malle innerhalb der
anormalen PPFs der Nitrofen-exponierten Embryonen vorhanden waren. Diese
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Beobachtung bestétigte die Hypothese von Babiuk et al., dass die Anomalitidten der PPF
von einem Defekt im nonmuskuliren Mesenchym dieser Struktur ausgingen und
unabhéngig von der Myogenese auftraten [560,571].

Wie zuvor beschrieben, zeigte die Analyse der Wachstumskurven, dass Nitrofen einen
dosisabhiingigen Effekt auf NIH-3T3-Zellen in vitro’'* ausiibte. Die Reduktion der
vorhandenen Zellzahl konnte zwei mogliche Effekte gehabt haben: zum einen eine
Hemmung der Zellproliferation und zum anderen die Induktion des Zelltodes. Bei der
Untersuchung des Einflusses von Nitrofen auf die Zellproliferation, war, mittels der
Untersuchung der Inkorporation von BrdU, kein Effekt nach 24 Stunden zu erkennen
[560]. Allerdings inkorporierten die exponierten Zellen nach einer Zeitspanne von 48
Stunden signifikant weniger BrdU, als die Zellen der Kontrollgruppen. Daraus konnten die
Autoren einen antiproliferativen Effekt von Nitrofen auf NIH 3T3-Zellen ableiten. Nach
einem Zeitintervall von 24 und 48 Stunden nach Nitrofen-Exposition, zeigte sich allerdings
keine erhohte Apoptoserate in den exponierten Zellen. Anders verhielt es sich nach 48
Stunden, als gesteigerte Raten der Apoptose unter Anwendung von 50 und 100 uM
Nitrofen, aber nicht bei Verabreichung niedrigerer Konzentrationen, auffielen.

Den Ausfiihrungen von Clugston ef al. folgend, ist der Effekt von Nitrofen dosis- und
zeitabhéngig [560].

Diese Beobachtung flihrte zur Annahme, dass die zytotoxischen Effekte von Nitrofen auf
indirekte Weise erfolgen und dass messbare Verdnderungen erst nach einer gewissen
Zeitspanne akkumulieren konnten.

Diese Studie zeigte auch, dass Nitrofen die NIH-3T3-Zellproliferation in vitro hemmen
und in hoheren Dosierungen eine Apoptose auslosen konnte [559].

Die Hemmung der Entwicklung von Pneumozyten und kardialen Fibroblasten durch
Nitrofen-Exposition, wurde bereits frither festgestellt. Allerdings wurde in diesen Studien
von Gonzalez-Reyes und Mitarbeitern kein Zelltod nachgewiesen und die maximale Dosis
von Nitrofen belief sich auf 20 uM [572]. Ahnliche Beobachtungen wurden von Keijzer et
al. an Kulturen von Rattenlungen-Explantaten gemacht, die zwar iiber eine reduzierte
Proliferation, aber iiber keine Apoptose berichteten [322].

Eine gesteigerte Apoptoserate konnte auch in Pl9-Zellen eines Teratokarzinoms
beobachtet werden, die einer hohen Dosis von Nitrofen (120 uM) exponiert wurden. Man
kann daraus ableiten, dass Nitrofen in geringeren Dosen die Zellproliferation hemmen
und in h6heren Dosen eine Zellapoptose verursachen kann [560,573].

Dieses Resultat ist, den Beschreibungen von Chen et al. [574] folgend, u. a. deshalb
bedeutend, weil das geschitzte Nitrofen-Level, dass den Embryo erreicht, nur etwa 10 bis
20 uM betrigt. Basierend auf in vitro-gewonnenen Daten wire diese Dosis zu gering, um
eine Apoptose in vivo auszuldsen, aber hoch genug, um die Zellproliferation zu hemmen
[560].

Bei der Untersuchung der Zellproliferation der PPF unter Nitrofen-Exposition an
Rattenembryonen war, wie zuvor bereits beschrieben, zu beobachten, dass die BrdU-
Inkorporation nach der Nitrofen-Exposition eine signifikante Abnahme in der PPF und
dem sich entwickelnden Lungengewebe zeigte. Keine relevanten Effekte wurden hingegen
an den Extremitdten-Knospen bemerkt. Dies legt die Vermutung nahe, dass Nitrofen

514 in der Zellkultur
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Strukturen spezifisch beeinflusst und sie somit das Ziel der Nitrofen-induzierten
Teratogenese darstellen [559,322].

Demnach wurde von Clugston und Kollegen angenommen, dass Nitrofen die Fahigkeit
besitzt, die Zellproliferation in der PPF und der sich entwickelnden Lunge zu hemmen und
damit direkt zur Entstehung der CDH beizutragen. Die Untersuchung der Induktion einer
Apoptose innerhalb der PPF nach Nitrofen-Exposition, zeigte keinen Anstieg der
Apoptoserate innerhalb von 24 bis 48 Stunden, woraus die Autoren schlossen, dass
Nitrofen die CDH nicht durch apoptotische Mechanismen verursachte [560].

Wie schon zuvor festgestellt wurde, ist bekannt, dass Nitrofen zu einer anormalen
Formierung der PPF an exponierten Rattenembryonen flihrte und dieser Effekt liegt der
Entstehung einer CDH zugrunde. Bisher wurde der Mechanismus, durch welchen der PPF-
Defekt entsteht, noch nicht direkt untersucht. In dieser Studie von Clugston und
Mitarbeitern zeigte sich allerdings, dass Nitrofen, zumindest teilweise, iiber eine
Hemmung der Zellproliferation wirkte. Es ergaben sich aber keine Anzeichen dafiir, dass
dieser Effekt durch eine gesteigerte Apoptoserate hervorgerufen wurde, auch wenn dies
von den Autoren nicht ausgeschlossen werden konnte [560,566].

Das Konzept, das zur Entstehung einer CDH unter Nitrofen-Exposition fiihrt, geht eher auf
eine anormale Zellproliferation, als auf einen Zelltod zuriick. Es zeigen sich auch
Parallelen zum, von Dawrant et al. untersuchten, pathogenen Mechanismus von
Adriamycin, das zu vertebralen, analen, trachealen, kardialen, 6sophagealen und renalen
Anomalititen und Extremitdten-Fehlbildungen fiihrte. In diesem Modell wurden
kongenitale Defekte ebenfalls nicht mit einer Apoptose, sondern mit einem Defekt der
Zellproliferation in eine hypothetische Verbindung gebracht.

Es konnten auch alternative Mechanismen, wie die Storungen der Zellmigration oder -
adhdsion, zur anormalen Formation der PPF beitragen [560,575].

Die PPF stellt am Menschen und auch am Nagetier eine voriibergehende, schnell
wachsende Struktur dar, die eine Schliisselrolle bei der Entstehung des Zwerchfelles spielt.
Die Ergebnisse der in vivo durchgefiihrten Untersuchungen von Nitrofen-exponierten
Rattenembryonen fiihrten zu der Annahme, dass die reduzierte Zellproliferation
vermutlich der primdre Mechanismus zur Entstehung einer anormalen PPF darstellt.
Basierend auf den Resultaten dieser Studie kann festgehalten werden, dass Nitrofen die
Zellproliferation innerhalb der schnell wachsenden PPF hemmt und damit zu deren
Malformation, und so letztlich zu einem Defekt innerhalb des Diaphragmas in der spéteren
Schwangerschaftsperiode fiihrt [560].

Zusitzlich zur Beeinflussung der Proliferation und Differenzierung ist es moglich, dass
Nitrofen die Balance des Zelltodes in Geweben, die sich spéter zu Lunge und Diaphragma
entwickeln, verdndern konnte [576]. Nach einer Verabreichung von Nitrofen am Tag 9,5,
zeigte sich in der Untersuchung von Clugston et al. eine verstirkte Speicherung von Nile
blue’P-positiven Zellen innerhalb der Somiten’'® 2-4 und dem umgebenden Mesenchym,
was die Autoren auf eine verfrithte Differenzierung oder auch auf einen Zelltod schlieBen
lieB [560].

>3 Nile blue wird fiir histologische Farbungen verwendet. Man kann damit neutrale Lipide (Triglyzeride,
Steroide) die sich rosa anfirben, von Sauren (Fettsduren, Phospholipide) unterscheiden, die sich blau
anférben (40).

>1% Ein Somit (von lat. ,somitus ) ist das Ursegment (,,Urwirbel*), das voriibergehend in der embryonalen
Entwicklung der Wirbeltiere auftritt. Die Somiten werden in Kopf-Schwanz-Richtung (craniocaudal) aus
dem Mesoderm seitlich der Mittellinie (paraxial) abgeschniirt. Sie liegen daher in zwei Stréngen, rechts und
links der axialen Strukturen Chorda dorsalis und Neuralrohr (41).
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Nachdem das Mesoderm der zervikalen Somiten”’” 3 bis 5 zur Muskulatur des
Diaphragmas beitridgt, wurde angenommen, dass ein Schaden in diesem Bereich zu einer
verminderten Bildung von Zwerchfell-Muskulatur fiihren konnte. Diese Hypothese wurde
allerdings von Babiuk et al. in Frage gestellt, als sich zeigte, dass Nitrofen eine CDH auch
ohne Anwesenheit von Muskulatur im Zwerchfell bewirken konnte [560,577]. Deshalb ist
es unklar, ob die erwdhnten Nile blue-positiven Zellen zur Entwicklung der CDH beitragen
konnten [560].

Die Hypothese der Apoptose wurde durch die Ergebnisse einer Studie von Kling et al.
[573] an P19-Zelllinien unterstiitzt. Diese Zellen stammen von einem Teratokarzinom ab
und besitzen eine Pluripotenz’'® und werden demnach hiufig als Modell eines fetalen
Gewebes verwendet [578]. Es wurde beobachtet, dass P19-Zellen einer dosisabhingigen
Caspase-3°"°-Wirkung in Assoziation mit einer gesteigerter p38 MAP-Kinase-Aktivitcit'*’
und einem Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies unterlagen [573]. Zusétzlich fiel auf, dass
das Verhiltnis von reduziertem zu oxidiertem Glutathion™' verringert war und durch die
Verabreichung des antioxidant wirkenden N-Acetyl-Cysteins (NAC) teilweise verbessert
werden konnte. So ist es moglich, dass Nitrofen eine Apoptose in Zellen verursacht, die
sich spiter zu Lunge oder Zwerchfell entwickeln. Dieser Mechanismus konnte die
teilweise Milderung der Schidden erkliren, die mit Hilfe der Verabreichung von
Atioxidantien, wie NAC, Vitamin E, Glutathion und Ascorbinsdure, erzielt werden konnen
[560,579].

Im Gegensatz zu dieser Studie wurde von Clugston und Mitarbeitern [560] am
Rattenmodell, wie bereits genauer beschrieben, der Zelltod im Lungengewebe untersucht
und festgestellt, dass an Feten mit einer durch Nitrofen induzierten CDH keine erhohten
Apoptosewerte vorlagen und somit die Lungenhypoplasie und die CDH nicht
apoptosebedingt zu sein schienen, wie dies von Jesudason et al. angenommen wurde [580].
In einer anderen Studie an einer fetalen Lungenkultur, zeigte sich auch keine erhdhte DNA-
Fragmentation in fetalem Lungengewebe nach in vitro Nitrofen-Exposition [322]. Des
Weiteren fiihrte Nitrofen zu keiner Erhohung des Zelltodes in Kulturen von H441-
Pneumozyten, was in der Publikation von Gonzalez-Reyes et al. nachzulesen ist [572].

*'7 Somiten im Halsbereich

318 Als pluripotent bezeichnet man Stammzellen, welche die Fahigkeit besitzen, sich zu Zellen der drei
Keimblitter (Ektoderm, Entoderm, Mesoderm) und der Keimbahn eines Organismus zu entwickeln. Sie
konnen zu jedem Zelltyp eines Organismus differenzieren, da sie noch auf keinerlei bestimmten Gewebstyp
festgelegt sind. Jedoch sind sie, im Gegensatz zu totipotenten Stammzellen, nicht mehr in der Lage, einen
gesamten Organismus zu bilden, da pluripotente Zellen keine extraembryonalen Gewebe bilden kénnen (42).
>19 Caspasen stellen eine Gruppe von Proteasen mit einem Cystein im aktiven Zentrum (Cysteinproteasen)
dar. Sie spalten Peptidbindungen C-Terminal von Aspartat. Daher leitet sich der Name Caspase (cysteinyl-
aspartate specific protease) ab. Zum Auslosen des Zelltods werden Initiator-Caspasen (z. B. Caspase 8 und
9) aktiviert. Diese wiederum spalten die Pro-(Vorldufer-) Form nachgeschalteter Effektor-Caspasen (unter
anderem Caspase 3, 7, 6), die zelleigene Proteine, wie unter anderem Aktin und Lamin, spalten (43).

> Die p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen (p38 MAPK) sind eine Klasse von Proteinen und gehoren, wie
auch die JNK, zur Familie der Mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPK). Sie sind in Signalkaskaden (siche
MAP-Kinase-Weg) eingebunden, deren Ausloser externe Stimuli wie Cytokine, Hitzeschock, Strahlung und
osmotischer Schock sind. Sie haben auflerdem Bedeutung fiir Zelldifferenzierung, Zellwachstum und
Apoptose (44).

2! Glutathion (GSH), auch y-L-Glutamyl-L-cysteinylglycin, ist ein Pseudotripeptid, das aus den drei
Aminosduren Glutaminsdure, Cystein und Glycin gebildet wird. Es ist in fast allen Zellen in hoher
Konzentration enthalten und gehdrt zu den wichtigsten, als Antioxidans wirkenden, Stoffen im Korper.
Gleichzeitig ist es eine Reserve fiir Cystein (45).
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1.12.4. Nitrofen und seine dosisabhingige Induktion der Lungenhypoplasie

Nitrofen * ist ein Herbizid>, welches lange Zeit in der Landwirtschaft verwendet wurde.
Es wurde 1964 in den USA als Unkrautvertilgungsmittel entwickelt und weltweit, unter
anderem auch in der DDR, unter den Handelsnamen 77izilin®, TOK® und Trazalex®
vertrieben. Nitrofen-Riickstdnde in Eiern und Gefliigel 16sten im Sommer 2002 einen
Nitrofen-Skandal aus [581]. Die Anwendung von Nitrofen ist seit 1980 in der
Bundesrepublik Deutschland verboten. Die Europdische Union hat die Anwendung von
Nitrofen 1988 ebenfalls allen ihren Mitgliedsstaaten untersagt.

Nitrofen zeigt teratogene®, und in héheren Dosen auch kanzerogene™ Effekte. Viele
wissenschaftliche  Erkenntnisse  beziiglich der  Zwerchfellhernien und  der
Lungenhypoplasie verdankt der Mensch der Forschung am Nitrofen-Tiermodell. Dabei
sind vor allem Maéuse und Ratten zu nennen, die eine dem Menschen sehr dhnliche
Lungenentwicklung aufweisen (siche Tabelle 4) [581].

322 2 4-dichloro-phenyl-p-nitrophenyl-ether
>3 Unkrautvernichtungsmittel

>** Frucht-schidigende Effekte

>% krebserregende Effekte
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Tabelle 4: Stadie der Lungenentwicklung bei Mensch und Maus.
Quelle: © Van Tuyl M, Post M [197]

embryonal 3,5-7 9,5-14,2 Bildung der Undifferenziertes Saulenepithel
Lungenknospen, der
Trachea, des rechten
und linken
Hauptbronchus und der
Haupt-Luftwege

pseudo- 5-17 14,2-16,6 Ausbildung des Proximal: Séulenepithel,

glandulir bronchialen Baumes, Zilien-tragende und nicht-
alle prdazinéren Zilien-tragende basale und
Strukturen sind neuroendokrine Zellen.
gebildet Distal: kubisches Epithel,

Prakursoren der Typ 1I-Zellen

kanalikulir 16-26 16,6-17,4 Bildung des Proximal: Séulenepithel,
zukiinftigen Zilien-tragende und nicht-
pulmonalen Azinus, Zilien-tragende basale und
Wachstum des neuroendokrine Zellen
kapilldren Bettes Distal: Differenzierung der

kubischen Typ II- zu
squamosen Typ [-Zellen

sakkular 24-38 17,4-5 Bildung der alveoldren | Proximal: Zilien-tragende und
postnatal Sacculi und Ductuli nicht-Zilien-tragende
Clarazellen, basale und
neuroendokrine Zellen

Distal: Typ I-Zellen flachen ab
und Typ II-Zellen reifen

alveolir 36 W. -2 5-30 Bildung der Alveolen Proximal: Sdulenepithel,
Jahre (postnatal) durch Septierung der Zilien-tragende und nicht-
alveoldren Zilien-tragende basale und
Luftsdckchen, neuroendokrine Zellen
Ausdiinnung der Distal: reife Typ I- und Typ II-

interalveoldren Septen | Zellen
und Fusion des
kapilldren Bettes zu
einem einlagigen
Netzwerk

Nitrofen ist fiir die Verursachung von Lungenhypoplasie und Zwerchfellhernien bekannt.
Die Studien von Cilley et al. am Mausmodell ergaben, dass die fetale Lungengrof3e
umgekehrt mit der verabreichten Nitrofendosis korrelierte. Morphologische Analysen
dieser Lungen lieBen signifikante Unterschiede in Lungengréf3e, Oberfliche und Zahl der
Luftwege erkennen.

Eine linksseitige diaphragmatische Hernien®*® in dorsolateraler Position, begleitet von
pulmonaler Hypoplasie®’, zeigte sich in etwa 30% der Fille von am GD 14°%
untersuchten Feten, deren Muttermaus zum Zeitpunkt GD 8 25mg Nitrofen erhielt [581].

526 DH
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Ein Teil der Leber konnte in diesen Hernien gefunden werden. Die Lungen der Feten, die
an den GDs 9, 10, und 11 Nitrofen exponiert wurden, erreichten eine normale Grofe.
Mausefeten, die am GD 8 einer Dosis von 25 mg Nitrofen ausgesetzt wurden, zeigten eine
PH und DH, wihrend andere Dosen eine dosisabhingige PH alleine, oder keine (am GD
11) hervorriefen. Diese Studie von Cilley et al. brachte hervor, dass fiir das Entstehen einer
linksseitigen CDH>** und PH an Méusefeten, Dosis und Zeit der Verabreichung eine
entscheidende Bedeutung haben [581].

Die linksseitigen posterolateralen Defekte des Zwerchfells (,,Bochdalek Hernien) stellen
etwa 85% der Fiélle der CDH dar. Histologisch zeigen die, durch die sich in den Thorax
vorwdlbenden Baucheingeweide beengten Lungen, reduzierte Zahlen an Alveolen und
Bronchialdsten und eine verstirkte Bildung von Muskulatur im GefdBBbett. Die
Pathogenese der CDH und der assoziierten PH ist aber noch immer schwer definierbar
[581].

Am Menschen erscheint die primordiale Lunge zum Zeitpunkt der 3.-4. SSW. Manche
Spekulationen von Forschern deuten auf einen Verschlussdefekt des Pleuroperitoneal-
Kanals wihrend der 8.-10. SSW hin und sie vermuten auch eine sekundér verursachte
pulmonale Hypoplasie, die durch die Beeinflussung der in den Thorax vortretenden
Bauchorgane hervorgerufen werden konnte [582,583].

Eine andere Theorie besagt, dass die betroffenen Lungen primir hypoplastisch wéren und
dass der Zwerchfelldefekt ein konkurrierendes Ereignis, oder auch eine Konsequenz der
Lungenhypoplasie, verursacht durch mangelhafte Zell-Zell-, oder Zell-Matrix-
Verbindungen, darstellen konnte [584,585].

Die Untersuchungen der Ultrastruktur und biochemischen Analysen der Surfactant-Lipide
und Proteine der hypoplastischen Lungen waren inkonsistent. Blackburn et al. kamen zu
dem Ergebnis, dass hypoplastische menschliche Lungen mit einer begleitenden CDH,
verglichen mit normalen Lungen, weniger Gesamtlipide, verringerte Phospholipide und
weniger Lezithin>*® pro Milligramm DNA aufwiesen.

Die CDH-Lungen waren hypozellulidr™', biochemisch unreif und zeigten einen Mangel an
Surfactant. In einer Studie an fetalen Schafen mit CDH und begleitender PH, beschrieben
Glick et al. verringerte Gesamtphospholipide und einen gesteigerten Proteingehalt pro
Gramm Lungengewebe. Die meisten Studien ergaben, dass die Surfactant-Synthese am
Rattenmodell, nach Nitrofen Verabreichung, entweder nicht beeinflusst oder aber doch
beeintrachtigt war. Allerdings beschrieben Tovar und Mitarbeiter in einer einzelnen Studie
auch eine Zunahme der Surfactant-Synthese [586-588].

Die von Cilley et al. [581] untersuchten Mausefeten, die am GD 8 einer 25 mg Nitrofen-
Exposition unterzogen wurden, bildeten alle hypoplastische Lungen, von welchen die
schweren Fille auch einen zusdtzlichen Zwerchfelldefekt aufwiesen. Die Nitrofen-
exponierten Feten zeigten schwammartige Korper mit signifikant reduzierter Korpergrofie
und reduziertem Korpergewicht, verglichen mit Feten zum Zeitpunkt GD 14, die nicht
exponiert waren (siche Abbildung 8).

527 ppy
>2% Schwangerschaftstag 14: Gestational Day14 (engl.)
> LCDH

3% phosphatidylcholin

3! verringerte Zellzahl
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Abbildung 8:

Vergleich zwischen
normalem Mausefetus (GD
14), Abbildung la, und
Nitrofen-exponiertem
Mausefetus (GD 14),
Abbildung 1b. Die Nitrofen-
Exposition der Mutter wurde
hier mit 25 mg Nitrofen am
GD 8 per Magensonde
durchgefiihrt. Auffallend ist
die geringere Korpergrifle
des Nitrofen-exponierten
Fetus.

VergroBerung: 7-fach.
Quelle: © Cilley et al. [581]

Diese Beobachtung wurde auch an Feten am GD 19 und an Neugeborenen gemacht. Die
Abnahme des Korpergewichtes war dosisabhingig und spezifisch flir den
Schwangerschaftstag. Beispielsweise zeigten Feten, die geringeren Nitrofendosen
ausgesetzt wurden, keine Verdnderungen des Korpergewichts und ihre Korper waren
weniger vulnerabel’?. AuBerdem hatten Nitrofendosen, die der Méusemutter am GD 11
verabreicht wurden, keine Effekte auf die Beschaffenheit oder das Gewicht des fetalen
Korpers. Ein dhnlicher Trend stellte sich bei der Beobachtung der Lungengewichte heraus
[581].

Am GD 14 waren die Lungen der Nitrofen-exponierten Feten (Nitrofendosen 10-35 mg)
alle hypoplastisch und alle tiberaus klein, aber auch alle ohne einen nachweisbaren
Zwerchfelldefekt, wenn die miitterliche Nitrofen-Exposition am GD 9 oder 10 erfolgte.
Bei miitterlicher Nitrofen-Exposition am GD 11 traten unter den Feten keine
hypoplastischen Lungen auf. Geborene Feten mit pulmonaler Hypoplasie hatten alle eine
sehr schlechte Prognose und lebten in dieser Studie nicht linger als 30 Stunden nach der
Geburt.

Bei miitterlicher Verabreichung von 25 mg Nitrofen am GD 8 wurden die Feten mit
hypoplastischen Lungen geboren, wobei etwa 30% zusiitzlich einen linksseitigen
Zwerchfelldefekt aufwiesen. Aullerdem zeigten nicht nur die Lungengewichte, sondern
auch die Grofe der Lungen, die Oberfliche und das Auftreten von Zwerchfellhernien eine
Abhingigkeit von der verabreichten Nitrofendosis und vom Schwangerschaftstag zum
Verabreichungszeitpunkt (siche Abbildung 9) [581].

532 verletzlich
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Abbildung 9: Mikroskopische Fotografien der Koronar-Ebene der Thoraxhéhle
von Maéusefeten (GD 14). Die Miitter der Feten wurden am GD 8 unterschiedlichen
Dosen von Nitrofen exponiert. Auffallend ist die dosisabhéngige Reduktion der GroBe
der fetalen Lungen. Vergroferung: 180-fach.

5a: normaler, unexponierter Fetus, 5b: 10 mg Nitrofen, 5¢: 17,5 mg Nitrofen, 5d: 25
mg Nitrofen. Stern: fehlendes Zwerchfell.

Quelle: © Cilley et al. [581]

Speziell die am GD 14 Nitrofen-exponierten Feten hatten schwammige Korper und zeigten
mehr Kollageneinlagerungen in den Korperwédnden, mit Ausnahme der am Tag 11
exponierten Feten, die eine normale Beschaffenheit der Korperwinde aufwiesen.
Interessanterweise zeigte sich der linksseitige Zwerchfelldefekt nur an GD 14-Feten mit
schwererer linkspulmonaler Hypoplasie. In der Hernie waren minimale Leberanteile, aber
keine Baucheingeweide nachzuweisen [581].

Die von Cilley ef al. ermittelte Durchschnittslinge von normalen linken Lungen von GD
14-Feten betrug 1,8 mm, bei schwerer Lungenhypoplasie und assoziierter DH aber nur
0,8-0,9 mm und bei Lungen ohne begleitende DH 1,2-1,4 mm. Die morphologische
Analyse von GD 14-Feten, unter Nitrofen-Exposition von 10, 20 und 25 mg am GD 8§,
brachte eine dosisabhingige Hypoplasie der linken Lungen hervor. Auch die reduzierte
Lungenoberfliche und die reduzierten Luftrdume waren auffallend. Die Analyse der
epithelialen Zellen aus den Bronchien und azindren Strukturen ergab keine Verdnderungen
zwischen normalen und Nitrofen-exponierten Feten [581].

Die Ultraschalluntersuchung am GD 14 deutete auf Verdnderungen in den Lungen von
Nitrofen-exponierten Feten hin. Abgesehen von der unterschiedlichen Grofle zeigten die
normalen und Nitrofen-exponierten Lungen gewisse Gemeinsamkeiten. Beide, sowohl
normale, als auch Nitrofen-exponierte GD 14-Feten, wiesen gro3gewachsene Epithelzellen
auf. Es zeigte sich allerdings in den behandelten Lungen ein Fehlen von Glykogenzonen,
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die in der unbehandelten Kontrollgruppe prominent vorhanden waren (siche hierzu die
Abbildungen 10 und 11) [581].

Abbildung 10: Abbildung 11:
Elektronenmikrokopische  Fotografie der Elektronfanmlkrpskoplsche Eotograﬁe 'der
distalen Tubuli einer murinen fetalen Lunge Lunge eines N1trofen-§:qun1eﬂen murinen
(GD 14) im pseudoglanduliren Stadium. Im Fetus. Das Eplthel weist, im Vergleich zu
Epithel zeigen sich prominente Glykogen- Abbildung 10, einen Mangel an Glykogen-
Zonen (Pfeilképfe). VergroBerung: 2250- Zonen auf.

fach. Vergroerung: 2250-fach.

Quelle: © Cilley et al. [581] Quelle: © Cilley et al. [581]

Die Wirkung von Nitrofen wird vermutlich auf die chemische Strukturihnlichkeit mit
dem Schilddriisenhormon (siche Abbildung 12 und 13) zuriickgefiihrt.

Es wird dariiber spekuliert, dass Nitrofen auf eine eigene Art dem Schilddriisenhormon
entgegenwirken konnte, indem es eine Hemmung des THG™, dadurch das Ansteigen des
freien Schilddriisenhormons und folglich eine thyreomimetische®>* Wirkung ausiiben, oder
durch direkte Stimulation der nukledren Thyroidhormonrezeptoren des Fetus seine
Wirkung hervorrufen kénnte.

In alternativen Hypothesen beschrieben Ten Have-Opbroek et al., dass Nitrofen seine
Effekte iiber eine Verdnderung des Schildddriisenhormon-Metabolismus, hervorgerufen
durch eine nichtkompetitive Hemmung™® der Bindung des T3>*® an den nukledren T3-
Rezeptor und der damit entstehenden thyreostatischen™’ Wirkung, vollzichen konnte
[589,590].

Laut Kavlock ef al. verdndert die Wirkung von Nitrofen offenbar die zelluldre und
biochemische Beschaffenheit der sich entwickelnden Rattenfeten durch einen anderen
Effekt als jenen, der fiir die Verursachung der DH verantwortlich zeichnet, denn die Feten
ohne eine DH wurden der gleichen Nitrofendosis zur selben Zeit ausgesetzt und hatten
kleinere Lungen als die Kontrollfeten.

>3 Thyroidhormon-bindendes Globulin

33 stimulierende Wirkung auf die Schilddriise

535 Ein nichtkompetitiver Antagonist ist eine Substanz, die in der Lage ist, die Bindung eines Agonisten an
einen Rezeptor zu hemmen, ohne dass diese Substanz durch den Agonisten verdriangt werden kann (46).
336 3 5. 3 Ttriiodthyronin

337 hemmende Wirkung auf die Schilddriise (1)
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In ihrer Studie kommen Cilley ef al. zu einem dhnlichen Ergebnis, denn die Exposition der
Muttertiere mit 25 mg Nitrofen am GD 8 fiihrte zu DH- und auch Non-DH-Feten, die aber
alle eine pulmonale Hypoplasie ausprigten. Allerdings hatten die Feten mit einem
zusétzlichen Zwerchfelldefekt eine schwere linksseitige Lungenhypoplasie [581,591,592].
Es ist bekannt, dass Schilddriisenhormone, in Kombination mit anderen Hormonen,
notwendig fiir eine normale Lungenentwicklung sind. Eine Thyreoidektomie’* fithrte in
Untersuchungen von Cunningham et al. am fetalen Schafsmodell zu einer verzdgerten
Lungenreifung [593]. Andererseits fiihrte die Verabreichung von Thyroxin®> an fetale
Ratten zu einer Beschleunigung der strukturellen Entwicklung der Lunge und verstérkte
die Surfactant-Bildung [594,595]. Die Beobachtung, dass eine Thyreoidektomie zwar zu
einer verzogerten Reifung fiihrte, aber die Plasma-Cortisolspiegel unbeeinflusst lieB, fiihrte
zu der Annahme, dass offensichtlich sowohl Cortisol, als auch T3, fir die
Lungenentwicklung notwendig sein konnten [581,596,597].

Laut Untersuchungen von Brandsma und Kollegen ist es mdglich, dass Nitrofen die
Expression des TTF1 erhoht, indem es mit der Gen-Transkription des Thyroid-Rezeptors
interferiert [598]. Diese Hypothese stiitzt sich auf die, bereits beschriebene, strukturelle
Ahnlichkeit von Nitrofen und dem Schilddriisenhormon [599].

Das TTFI-Gen enthilt ein responsives Element fiir das Schilddriisenhormon® in seiner
Promotorsequenz. Experimente von Brandsma und Mitarbeitern, die mit rekombinanten
Schilddriisenhormon-Rezeptoren durchgefiihrt wurden, zeigten, dass Nitrofen die Bindung
von Trijodthyronin (T3) an die rekombinanten Formen des Schilddriisenrezeptors (a1 und
B1) auf eine kompetitive Weise hemmte. Allerdings wies Nitrofen in einer weiteren Studie
von Manson et al. keine Konkurrenz mit T3 oder Thyroxin (74), in Bezug auf die
Antikorperbindung im Radioimmunoassay’®, auf und dadurch wurde die erwihnte
Hypothese von Brandsma ef al. in Frage gestellt [598,600].

Nitrofen konnte auch andere Bereiche in der Schildddriisenhormon-Signalkette
beeinflussen. Am Mausmodell fiel eine Reduktion der T4-Spiegel um bis zu 60% der
Werte der Kontrollgruppe nach Verabreichung von Nitrofen auf. Nachdem aber Nitrofen in
oben genannter Studie die Antikdrperbindung im RIA nicht beeinflusste, konnten die
beobachteten Ergebnisse auch auf einen Einfluss auf das TSH>** und damit direkt auf die
T4-Levels zuriickzufiihren sein [600,601].

Am Rattenmodell hat Nitrofen, das am Tag 11 verabreicht wurde, die miitterlichen TSH-
und T4-Levels und auch die fetalen T4-Levels verringert. Eine partielle Milderung dieser
Verinderungen konnte an Feten erreicht werden, denen, nach Durchfithrung einer TPTX"%,
zusitzlich zu Nitrofen auch T4 verabreicht wurde. Dies spricht fiir eine Beeinflussung des
Schilddriisenhormons auf indirektem Wege durch Nitrofen.

In einigen wenigen Fillen wurde auch iiber eine Assoziation der CDH mit Hyper’**- und
Hypothyreoidismus®* berichtet [600,602].

>3 operative Entfernung der Schilddriise

539 Das 7T hyroxin (3,3'5,5'-Tetraiod-L-thyronin) ist ein Hormon, das in der Schilddriise bei Sdugetieren
gebildet wird (35).

> Thyroid hormone binding response element

541 RTA

%2 Thyroid stimulating hormone

>3 Unter einer Thyreo-Parathyreoidectomie versteht man eine kombinierte Entfernung der Schilddriise und
der Nebenschilddriisen (1).

>** Schilddriiseniiberfunktion

> Schilddriisenunterfunktion
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Massaro et al. beschrieben eine Beeintrdchtigung der Septierung der Lungen am
Rattenmodell durch Dexamethason™*.

Dexamethason und T3 haben additive Effekte in Bezug auf die Stimulation der Bildung
von gesittigtem Phosphatidylcholin in fetalen Rattenlungen und auf dhnliche Weise auch
in menschlichen Lungenkulturen, in welchen eine grof3e Zahl von lamelldren Korperchen
nach dieser Kombinationsbehandlung nachweisbar war. Alfonso et al. beschrieben in ihrer
Nitrofen-Studie ein verzogertes Wachstum der Lungentubuli mit fortgeschrittener Typ II-
Zell-Reife, mit anderen Worten also eine transiente Stimulation der Lungendifferenzierung

auf Kosten des Lungenwachstums [603-606].

Cl | O
| | NH>
O
Cl NO, |
Abbildung 12: Abbildung 13:
Strukturformel von Nitrofen Strukturformel von Triiodthyronin, T3.
Quelle: © Roche Lexikon Medizin, Quelle: © Roche Lexikon Medizin,
4. Auflage [595] 4. Auflage [595]

Miitterliche Nitrofen-Exposition fiihrt auch zu einer Verringerung der fetalen Blutgefilie in
der Lunge, ungeachtet des Auftretens einer Zwerchfellhernie [607].

Basierend auf den Beobachtungen von Cilley ef al. [581], hat die Nitrofenwirkung auf das
Lungenwachstum einen dosisabhingigen und Schwangerschaftstag-spezifischen Effekt
und verursacht Lungenhypoplasie mit oder ohne begleitenden Zwerchfelldefekt. Die
durchschnittlichen Korpergewichte der Nitrofen-exponierten Feten waren, abhéngig vom
Tag der Nitrofenverabreichung, reduziert. Die Auswirkung der Exposition auf das fetale
Korpergewicht war nicht dosisabhingig, aber zeigte einen zeitlichen Effekt. Die
Ultrastrukturen der Lungen der GD 14-Feten, die Nitrofen-exponiert waren, zeigten eine
groBe Ahnlichkeit zu jenen der nichtexponierten Kontrollgruppe, allerdings fehlten in der
exponierten Gruppe die Glykogen-Aggregate im Lungengewebe. Die gesteigerte
Kollageneinlagerung in den Korperwdnden von exponierten Feten erklirte vermutlich
deren schwammiges Erscheinungsbild [581].

Die Abwesenheit der Glykogenzonen in den Nitrofen-exponierten fetalen Lungen konnte
mit der verzogerten Lungenentwicklung, aber auch der Wirkung von Glucocorticoiden
zusammenhdngen. Laut den Beobachtungen von Nakao et al., stieg die fetale
Plasmakonzentration von Cortisol nicht an, solange die Surfactant-Biosynthese nicht
initiiert wurde.

Am Rattenmodell mit Nitrofen-induzierter CDH wurde von Suen et al. ein Anstieg des
Gehaltes an gesdttigten Phosphatidylcholinen der Lunge bei vorgeburtlicher Verabreichung
von Glucocorticoiden bewiesen und auch eine ansteigende Surfactant-assoziierte Protein-
mRNA, nach Dexamethason-Behandlung der Rattenfeten, wurde beobachtet. Trotz dieser

546 ein Glucocorticoid
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Studien ist nicht klar, ob Glucocorticoide den Stimulus fiir die Surfactant-Produktion in
fetalen Lungen darstellen [581,608-610].

Feten, deren Miitter am GD 9 und 10 mit Nitrofen behandelt wurden, zeigten zwar eine
pulmonale Hypoplasie, aber keine Zwerchfelldefekte, was die Autoren vermuten liel3, dass
die Lunge primér hypoplastisch gewesen und dann ein Zwerchfelldefekt hinzugetreten sein
konnte, oder eben auch nicht. Der Priméreffekt von Nitrofen am Mausmodell war demnach
also offenbar die Lungenhypoplasie [581].

Der Zwerchfelldefekt konnte, laut Ansicht von Cilley et al., ein Resultat einer fehlerhaften
Interaktion zwischen der sich anormal entwickelnden Lunge und dem Zwerchfell sein.
Ebenso konnte er aber auch durch eine spezifische Beeinflussung des sich entwickelnden
Zwerchfells durch Nitrofen entstehen. Bei spontaner Geburt hatten die betroffenen Méuse
eine Lebenserwartung von unter 2 Tagen. Auf der anderen Seite entwickelten die
Maiusefeten, bei denen die Exposition mit Nitrofen am GD 11 erfolgte, keine
hypoplastischen Lungen und zeigten, im Falle einer Geburt, keine respiratorische
Insuffizienz und entwickelten sich normal [581].

Wie in einer Publikation von Iritani [584] nachzulesen ist, entspricht der dorsolaterale
Defekt im Zwerchfell der Maus dem posterolateralen Defekt, der am menschlichen
Zwerchfell beobachtet werden kann.

1.12.5. Die Pathogenese der durch Nitrofen induzierten CDH

Wie bereits beschrieben, ist die CDH eine Entwicklungsstorung des Zwerchfells, die mit
einer Beeintrichtigung der Lungenentwicklung einhergeht. In der normalen intrauterinen
Entwicklungsphase bildet das Zwerchfell eine Struktur, die eine Trennung zwischen
Bauch- und Brusthohle darstellt. Im Bereich der Hernie fehlen Zwerchfellanteile. Durch
diesen Defekt und den Druck in der Bauchhohle gelangen Eingeweide durch die Hernie in
die Brusthéhle und beengen dort die sich entwickelnden Lungenstrukturen [566].

Dies fiihrt bei Neugeborenen, die unter einer CDH leiden (etwa eine von 2500 Geburten),
zu pulmonaler Hypoplasie, pulmonaler Hypertension und einem Mangel an Surfactant. Die
Mortalitdtsrate der unter einer CDH leidenden Kinder liegt bei etwa 50% [566].
Schitzungsweise kommt es in etwa einer von 2000 Schwangerschaften aufgrund einer
CDH zu einem vorgeburtlichen Tod des Kindes [611].

Obwohl die Atiologie der CDH noch undurchsichtig ist, gibt es eine Reihe von Theorien
beziiglich ihrer Pathogenese (sieche oben):

Eine Theorie von Iritani besagt, dass die Fehlbildung des Zwerchfells lediglich ein
sekunddrer Defekt wire, der aus einer Fehlentwicklung des benachbarten Lungengewebes
resultieren konnte [584].

In einer zweiten Theorie nimmt Iritani an, dass eine Stdrung der normalen Innervation des
Zwerchfells durch den Zwerchfellnerv>*” die normale Muskelentwicklung bremsen konnte
[584].

Die dritte, hdufigste Erlduterung besagt, dass eine Storung des Verschlusses des
Pleuroperitoneal—Kanals548 die CDH verursachen konnte [611].

%" Nervus phrenicus
>*¥ Dieser Kanal zwischen Pleurahshle und Bauchhohle wird spiter durch das Zwerchfell verschlossen.
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In einer vierten Theorie deuten Skandalakis et al. eine mdgliche Fehlentwicklung der
Mpyotubes™ an, die im Bereich der CDH zu schwach sein und somit unter dem Druck der
Bauchorgane zur Ruptur neigen konnten [612].

Jede dieser Theorien wird nur durch eine unterschiedliche Anzahl von wissenschaftlichen
Daten gestiitzt und es besteht ein Mangel an Erkenntnissen in Bezug auf die normale
Zwerchfellentwicklung [566].

Nitrofen verursacht, wenn es als Einzeldosis einer trichtigen Ratte verabreicht wird, der
menschlichen CDH vergleichbare Verdnderungen an den Rattenfeten [613]. Obwohl
Nitrofen fiir erwachsene Tiere relativ ungiftig zu sein scheint, verursacht es an den Feten
eine Vielzahl von todlichen kardiovaskuldren und die Lunge betreffenden Schiden
[614,615].

Im Stadium E9 und E11 der Schwangerschaft als Einzeldosis verabreicht, verursacht
Nitrofen, wie bereits beschrieben, in erster Linie der CDH vergleichbare Verdnderungen in
der Entwicklung. Fiir die durch Nitrofen verursachten Veranderungen ist der Zeitpunkt der
experimentellen Verabreichung an das Muttertier von entscheidender Bedeutung [566].

Einzeldosen, die am Tag 9 verabreicht werden, verursachen hauptséchlich linksseitige,
aber selten auch rechts- oder beidseitige Zwerchfellhernien.

Am Tag 11 verabreichte Einzeldosen rufen fast ausschlielich rechtsseitige
Zwerchfellhernien hervor [566].

Die Anzahl der durch Nitrofen beeinflussten Feten ist dosisabhingig und kann auch
beziiglich des Transfers des Teratogens zu den Feten variieren. Milde bis sehr schwere
Defekte des Zwerchfells zeigen ein Fehlen der muskuldren Zwerchfellanteile in einer
GroBenordnung zwischen 25 und 90% (sieche Abbildung 14).

Alle Defekte beziehen den posterolateralen Anteil, die Region von Bochdalek, mit ein
[612].

> Anlage der Muskulatur
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Abbildung 14:

Zwerchfelldefekte fetaler Ratten nach maternaler Nitrofenverabreichung am Gestationstag 9.

Die fetalen Zwerchfelle wurden zum Zeitpunkt E15,5 (B), E16 (D), E17 (A, E), E17,5 (C) und E19
(F) entfernt und es wurde ein Immunolabeling fiir PSA4-NCAM (siehe Text) durchgefiihrt. Linksseitige
Hernien variabler Auspriagung sind in A-C zu sehen. Die Prozentsitze des fehlenden Diaphragma-
Anteils variierten von 25-90%. Typische rechtsseitige Hernien sind in D-E dargestellt und betrafen
gewohnlich 15-50% der Oberflache des Zwerchfells. F zeigt eine bilaterale Hernie. Wie im Text
beschrieben, dhnelt die Nitrofen-induzierte Zwerchfellhernie des Nagetiers in Anordnung und
Ausprigungsgrad in hohem Mafe der menschlichen angeborenen Zwerchfellhernie (CDH). Scale
bars: 500 um.

Quelle: © Allan et al. [566]

Untersuchungen der Auswirkungen der Zwerchfellhernie auf die Lunge wurden in einer
Studie von Allan et al. an den Gestationstagen 15 und 18 durchgefiihrt [566]. Wéhrend
sich am Tag 15 noch keine Herniation der abdominalen Organe in den Thoraxbereich
zeigte, war diese zum Zeitpunkt E18 deutlich zu erkennen. Untersucht wurden DNA-
Gehalt und Proteingehalt der Lunge, sowie Korper- und Lungengewichte.

Am Tag 15 zeigten sich keine Unterschiede der genannten Parameter, am Tag 18 jedoch
war eine signifikante Reduktion, vor allem des Lungengewichtes, aber auch des Protein-
und DNA-Gehaltes der Lunge in der Herniengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe zu
erkennen. In dieser Studie kamen Allan und Greer auch zu dem Schluss, dass die
Entwicklungsstorung der Lunge eher ein Sekunddrdefekt war, der durch die Einengung
aufgrund der durch die Hernie durchtretenden Bauchorgane zustande kam, als ein der
Hernie vorangehender, primdrer Defekt [566].

Wihrend der Zwerchfellnerv am Tag 15 sowohl ipsi®>’- als auch kontralateral®' zur
Zwerchfellhernie keine signifikanten Unterschiede zeigte, war dies am Tag 18 deutlich

550
5

gleichseitig
>! gegenseitig
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anders. Zu diesem Zeitpunkt kam es zu einer Atrophie des gleichseitigen Zwerchfellnervs,
der signifikant kleiner war, als der Zwerchfellnerv der Gegenseite. Allan und Greer
beschrieben eine deutliche Abnahme der Zahl der Axone des Nervs, der ipsilateral zur
Hernie lag. Diese Beobachtung konnten durch die Erkldrung gestiitzt werden, dass der
grofite Teil des Zelltodes der Motoneurone zwischen den Stadien E15 und E16 auftrat
(siche Abbildung 15) [566].

Folglich wird der Grad des Uberlebens der Motoneurone innerhalb des gleichseitigen
Motoneuron-Pools*>* durch die reduzierte Muskulatur und der mit ihr assoziierten
neurotrophen Faktoren™ beeintrichtigt. Die Zahl der Motoneurone, inklusive des
Motoneuron-Pools ipsilateral zur Hernie betrug in dieser Studie 67 +/- 8% der Gegenseite
[566,616].

Die topographische Innervation des Zwerchfells ist bekannt und genau definiert. Die
dorsalen Anteile der Muskulatur werden aus dem Pool der Neurone der C5-C6-Region
innerviert. Der sternale®* Bereich des Zwerchfells wird aus den Segmenten C3-C4
innerviert. Folglich miisste man, ohne die Mdglichkeit einer Kompensation, im Falle des
Auftretens einer Hernie mit einem massiven Zelltod der Neurone kaudal der C4 Region
rechnen. Dies wurde in der Studie von Allan und Greer jedoch nicht beobachtet.

Der verringerte Zugriff der Axone auf die normale Muskulatur, die eine ,,Zielstruktur
darstellt, filhrte zu deren verringertem Uberleben, das, obwohl es geringfiigig stirker
innerhalb der kaudalen Regionen ausgeprdgt war, offenbar durch den Restbestand der
Saule der phrenischen Motoneurone mitversorgt wurde. Der Nervus phrenicus schien
demnach gewisse Kompensationsmoglichkeiten zu besitzen. AuBerdem wurden immer
wieder Axone beobachtet, die um die Region der Hernie, auf der Suche nach ihrem
dislozierten Ziel, auswuchsen [566,617].

2 urspriinglich angelegte Menge an Motoneuronen in der Entwicklung
>33 Target derived neurotrophic factors
>>% Sternum (lat.): Brustbein
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Abbildung 15:

Darstellung der GroBe des N. phrenicus
bei Tieren mit CDH. Die Fotos
entstammen einer Serie von
elektronenmikroskopischen ~Aufnahmen
von Querschnitten durch den N.
phrenicus mit links-, oder rechtsseitigen
Zwerchfellhernien zum Zeitpunkt FE15
(oben) und E£/8 (Mitte und unten).

Die oberste Abbildung zeigt den
GroBenunterschied des Zwerchfellnervs
(unterbrochene Linie) auf der linken und
rechten Seite bei einem Tier mit grofer
linksseitiger Zwerchfellhernie.

Der Nerv ist auf der ipsi- und
kontralateralen Seite zur Hernie gleich
grof.

Im Gegensatz dazu, zeigt sich zum
Zeitpunkt E18 (Mitte und unten) bei
links- und rechtsseitiger Zwerchfellhernie
eine GroBenreduktion des N. phrenicus
ipsilateral zur Hernie.

Die auftretende Atrophie des N.
phrenicus kann durch einen Verlust
seiner ,,Zielobjekte” (Myotubes) und eine
dadurch  gesteigerte, sekundir zum
natiirlichen Zelltod auftretende Apoptose
erklart werden (siche Text).

VergroBerung: 4300-fach
Quelle: © Allan ef al. [566]

Auch der Zustand der Myotubes zeigte im Bereich der Zwerchfellhernie Verdanderungen,
wie sich anhand der PSA-NCAM > -Markierung demonstrieren lieB [618]. Die Dichte der
PSA-NCAM-Markierungen bzw. die Zahl der Myotubes war im Bereich der Hernie
deutlich hoher als auf der kontralateralen Seite. Demnach war die Myotube-Bildung nur in
jenen Bereichen der Hernie gestort, die die Hernie umfassten und iiberspannten. Die PSA-
NCAM-Markierungen zeigten auch, dass die gewdhnliche mediolaterale Ausdehnung der
Myotubes durch die Hernie versetzt war und sie sich dann eher ventrodorsal, um die
laterale Grenze des defekten Bereiches ausdehnte [618].

Der rechte und linke Pleuroperitoneal-Kanal bei fetalen Ratten schliet sich, wie von
Gattone und Morse publiziert, tiblicherweise an den Tagen 14,75 und 15,25 [619].

Nach einer fetalen Nitrofen Exposition am Tag 9 zeigten sich am Tag 14,5 (vor dem
Zeitpunkt des natiirlichen Verschluss des Pleuroperitoneal-Kanals) klare Defekte auf
beiden Seiten des Kanals. AuBlerdem lag die fehlgebildete Zwerchfellregion medial des
Kanals. Folglich nahmen Gattone und Morse an, dass die Zwerchfellhernie unabhingig
von einem Verschlussdefekt des Pleuroperitoneal-Kanals entstehen konnte [619].

> Das Polysialic Acid-Neural Cell Adhesion Molecule wird in neonatalem und embryonalem Nervengewebe
exprimiert (47).
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Das urspriingliche diaphragmatische Muskelgewebe liegt innerhalb der pleuroperitonealen
Falte. Eine Spur von Zellen innerhalb der pleuroperitonealen Falte und Vorgingerzellen
des Zwerchfellnervs exprimieren NCAM und den Wachstumsfaktor-Rezeptor p75. Es sind
dies zumeist Vorldufer von Schwann°- oder Muskelzellen.

An Tieren, denen Nitrofen verabreicht wurde, zeigten sich Defekte sowohl der linken, als
auch der rechten pleuroperitonealen Falte am Tag 13,5 [620,621].

Der Primérdefekt in Verbindung mit der CDH liegt vermutlich in einem frithen Stadium
der Bildung des primordialen®’ Diaphragmas innerhalb der pleuroperitonealen Falte. Am
Rattenmodell hingt die Herniation der Bauchorgane in die Thoraxhohle sehr stark von der
GrofBe des Defektes innerhalb der Zwerchfellmuskulatur ab [566].

Auch am Menschen variiert die Grof3e des Defektes und beeinflusst davon abhingig den
Grad der Lungenhypoplasie und die Prognose. Zwischen der CDH des Menschen und der
Nitrofen-induzierten CDH am Rattenmodell besteht eine bemerkenswerte Ahnlichkeit.
Allerdings ist die menschliche CDH in etwa 30% der Félle mit anderen Fehlbildungen
vergesellschaftet.

Typischerweise treten Herzfehlbildungen, Skelettdeformitidten und ein Hydrocephalus auf,
die am Rattenmodell nur bei hoher und chronischer Nitrofen-Exposition der Muttertiere
beobachtet wurden. In etwa 10% der Fille, in welchen die CDH mit anderen
Fehlbildungen assoziiert ist, sind spezifische genetische Abnormalititen vorhanden
(Trisomie 13, 18, u. a.) [566,611].

Friihere Berichte deuteten an, dass die Lungenmalformation unabhéngig und eventuell als
Folge der Zwerchfellanomalien auftrat. Als Erster prédsentierte Iritani ein Foto einer
abnormen Lunge mit umgebenden Gewebeanteilen, die er als PHMP® beschrieb.

Im zugrunde liegende Experiment wurde trichtigen Mutterratten Nitrofen vom Tag 5 bis
11 verabreicht und eine Vielzahl an Entwicklungsanomalien war zu beobachten.

Allan und Greer vermuteten, dass es die frithe und massive Dosis von Nitrofen war, die
letztlich die Schaden in den Geweben und vor allem der Lunge verursacht haben konnte
[566,584].

Kluth et al. iiberpriiften, ob die Lungen von Ratten mit CDH in einem frithen Stadium
(E14) Atrophien zeigten. Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie war zu erkennen, dass die
Lungen normal entwickelt waren, solange die Bauchorgane nicht in den Thorax verlagert
wurden. Die quantitative Analyse der Lungengrofle und des Zellgehalts ergab, dass die
Hypoplasie der Lunge in der Tat eher ein Sekundireffekt, als ein Priméareffekt der
Zwerchfell-Fehlbildung zu sein schien. Der zweite Hinweis auf die Lunge als Quelle der
Entwicklungsabnormalitdt war die Beobachtung, dass die kontralateral der Hernie liegende
Lunge bei Neugeborenen mit CDH héufig auch hypoplastisch war. Der Grund dafiir war
aber wohl in einer Kompression des Mediastinums und der kontralateralen Lunge durch
die in den Thorax eindringenden Bauchorgane zu suchen.

Folglich ist, den Ausfiithrungen von Kluth et al. folgend, bei einer, die Anomalien
minimierenden Verabreichung von Nitrofen, eine normale Lungenentwicklung in den
friihen Stadien der CDH zu erwarten und die Beeintriachtigung der Lungenentwicklung tritt

> Die Schwann-Zelle ist eine spezielle Form einer Gliazelle. Sie bildet eine Hiill- und Stiitzzelle, die das
Axon einer Nervenzelle im peripheren Verlauf umhiillt und bei markhaltigen Fasern durch eine Myelinhiille
elektrisch isoliert (1).

>T urspriinglich

8 posthepatic mesenchymal plate
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erst als Sekundireffekt der CDH durch die in den Thorax dringenden Bauchorgane in
Erscheinung [566,622].

Der Zwerchfellnerv, der die von der CDH betroffene Seite des Zwerchfells innervierte,
erschien, laut Bericht von Allan und Greer, an Ratten nach dem Zeitpunkt E16 hiufig mit
schmilerem Durchmesser, als jener der Gegenseite. Allerdings schienen diese
Abnormalitdten auch eher eine Folge als die Ursache der CDH zu sein [566].

Vor dem Auftreten des natiirlichen neuronalen Zelltodes (E15) waren die Zahlen an
phrenischen Motoneuronen und Axonen sowohl bei CDH-Feten, als auch in der
Kontrollgruppe, sowie auch in ipsilateraler und kontralateraler Position zur Hernie, gleich.
Dies fiihrte zu dem Schluss, dass die Zahl von Motoneuronen und Axonen, die nach der
Apoptose iibrig blieben, stark vom entsprechenden Zielgewebe abhingig war. In Féllen
einer schweren Herniation fehlte ein signifikanter Anteil der ,.Zielobjekte* der Axone und
die verbleibende Muskulatur wurde anormal arrangiert und verwies damit auf einen
zunehmenden Zelltod der Motoneurone [566].

Der Verdacht, dass Myotubes in der Region der Herniation fragiler erscheinen und dann
durch den steigenden Druck der darunterliegenden Eingeweide rupturieren kdnnten, konnte
durch Allan und Greer am Rattenmodell nicht bestdtigt werden. Eher war die Bildung der
Myotubes in den angrenzenden Bereichen der Hernie verstérkt (siche Abbildung 16) und
einige von ihnen zeigten eine normale Zustandsform und Anpassung an die
Herniend ffnung.

Ebenso konnte auch der Verdacht, die Hernie resultiere aus einem Fehler des
pleuroperitonealen Kanalschlusses, nicht belegt werden. Erstens erscheint die Hernie oft
medial des Pleuroperitoneal-Kanals und zweitens war es offensichtlich, dass exakt
definierte Defekte im Zwerchfell entweder auf der rechten oder der linken Seite am Tag
14,5, also etwa 0,5 bis 0,75 Tage vor dem Verschluss des rechten und linken
Pleuroperitoneal-Kanals, in Erscheinung traten [566,619].

Abbildung 16:

Darstellung der Verdickung der
Muskulatur in  den peripheren
Anteilen der  Zwerchfellhernie
(Pfeil). Hier ist eine rechtsseitige
Zwerchfellhernie abgebildet.

Scale bars:

Abbildung des gesamten
Zwerchfells: 500 pm; Ausschnitt:
200 pm.

Quelle: © Allan et al. [566]

Die Fehlbildung der Muskulatur des Zwerchfells tritt klar in einem fritheren Stadium, als
der Verschluss der pleuroperitonealen Kanals und die Bildung der Myotubes auf. Das
primordiale diaphragmatische Gewebe, die pleuroperitoneale Falte, war im
Nitrofenmodell der CDH grob fehlgebildet. Als Folge migrierte der Nerv an seinem
normalen Innervationspunkt vorbei, der bei linksseitigen Hernien fehlte, und innervierte
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somit ventrales Gewebe. Es ist ein interessanter Aspekt, dass der phrenische Nerv, trotz
des Fehlens oder der Deplatzierung seines primordialen Zielgewebes, ein Muster der
Verzweigung ausbildete, das jenem der normalen Verzweigung sehr dhnlich war.

Das Gewebe, welches von Iritani als PHMP klassifiziert wurde, war, der Interpretation von
Allan et al. folgend, offenbar ein Teil der pleuroperitonealen Falte. Es gab auch die
Vermutung, es konnte sich eventuell um einen Anteil des Septum transversum™’ handeln.
Nach genauer Betrachtung mit Hilfe von Immunfluoreszenzmarkern war es eindeutig, dass
der Zwerchfellnerv die pleuroperitoneale Falte innervierte, die in ihrer ventralen
Ausdehnung mit dem Septum transversum fusionierte. Aktuelle Daten zeigen, dass die
Zwerchfelldefekte, die mit maternaler Nitrofen-Exposition zusammenhéngen, eher mit den
anfanglichen, als mit den letzteren Entwicklungsstadien des Zwerchfells assoziiert sind
[566].

Die Tatsache, dass linksseitige Hernien hauptsidchlich bei maternaler Nitrofengabe am Tag
9 aufireten, deutet an, dass der primére Insult offensichtlich in einem gut definierten
Zeitrahmen auftritt [566].

In einer fritheren Studie wurde von Costlow et al. beobachtet, dass Nitrofen den Fetus
innerhalb von 2 h nach miitterlicher Applikation erreichte, die fetale Nitrofen-
Konzentration innerhalb von 4-6 h Spitzenwerte erzielte und innerhalb von 24 h auf die
Hilfte zuriickging [566,623].

1.12.6. Der Nitrofeneffekt auf die Lungenentwicklung

Wie beschrieben, fiihrt die CDH zur Entstehung von hypoplastischen Lungen, aber auch zu
einem reduzierten lung-to-body weight index®® und reduzierter
Verzweigungsmorphogenese.

Ob Nitrofen eine direkte Wirkung auf die Lungen hat, oder ob die Verdnderungen das
Resultat einer, durch die Zwerchfellhernie in den Thorax durchtretenden Leber und
Bauchorgane, und somit daraus resultierender Kompression des Lungengewebes
darstellen, wurde lange untersucht.

In einer Studie von Kluth ef al. wurde die Leber zum determinierenden Faktor fiir die
LungengrofBe. Das Gewicht der Lungen von Embryonen, die eine Nitrofen-induzierte CDH
aufwiesen, verhielt sich proportional zur GréB3e des Leberanteils, der in der Thoraxhdhle
gefunden wurde. Demnach war die Lungenhypoplasie eine Folge der Kompression durch
die Leber [622,624].

Allan und Greer zeigten in ihrer Studie, dass nur nach einer Herniation der Bauchorgane in
den Thoraxbereich eine signifikante Reduktion des Lungengewichts, sowie des Protein-
und DNA-Gehaltes auftrat, verglichen mit den Kontrollgruppen [1]. Weitere Studien von
Guilbert et al. [625] und Jesudason ef al. [626] kamen zu dem Ergebnis, dass Nitrofen
seine Wirkung primdr unabhidngig von der Entstehung der Zwerchfellhernie auf das
Lungengewebe ausiibt. Es zeigte sich bereits eine Verringerung der Verzweigung der
Lungenstrukturen, bevor die Herniation der Leber in den Thoraxbereich auftrat.

Von einer anderen Forschergruppe um Keijzer wurde eine ,,Dual-Hit-Hypothese*
postuliert, laut welcher Nitrofen zwei unabhingige Wirkungen auf die Lunge ausiibte, eine

> Das Septum transversum ist eine embryonale Struktur, die sich unterhalb der Herzanlage als horizontale
Verdickung des Mesoderms bildet und den Brustraum insofern unvollstédndig von der Bauchhéhle abgrenzt,
als eine, zu beiden Seiten des Vorderdarms als Perikardioperitoneal-Kanal bezeichnete, Liicke bestehen
bleibt (1).

%0 Lungen-zu Korpergewichts-Index (LBWI)
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vor und separat von der Zwerchfellentwicklung, und eine andere, die die ipsilaterale Lunge
betraf und nach dem Zwerchfelldefekt durch Kompression hervorgerufen wurde [322].
Diese ist die aktuell am besten vertretbare Hypothese und erdffnet die Moglichkeit eines
umfassenden Verstidndnisses des chirurgischen (Kompression), molekularen (direkte
Effekte von Nitrofen) und genetischen Modells [627].

1.12.7. Mechanismen der Nitrofen-induzierten Teratogenitit

Zahlreiche Mechanismen wurden untersucht, um die teratogenen Effekte von Nitrofen zu
beschreiben [573,589,600,628].

Diese umfassten Verdnderungen der Proliferation, Differenzierung und Apoptose der
Zellen der sich entwickelnden Lungen- und Zwerchfellgewebe.

Um das zelluldre Zielgewebe von Nitrofen zu ergriinden, wurden metabolische Studien
durchgefiihrt. Diese zeigten, dass Nitrofen initial im miitterlichen Fettgewebe angereichert
und anschlieBend auf andere miitterliche Organe (hauptsidchlich auf die Leber) und, nach
48 Stunden, auch auf die Embryonen verteilt wurde. Die fiir diese Analyse verwendete
radioaktive Substanz, wurde zuerst nach 3 Stunden im embryonalen Kompartiment
nachgewiesen und stieg dort iiber weitere 72 Stunden an. Nur die urspriingliche, der Mutter
verabreichte Verbindung wurde im Embryo nachgewiesen, was darauf hindeutete, dass die
Teratogenitit nicht durch metabolische Verdnderungen (Reduktion von Stickstoff) mediiert
wurde. Eine Studie von Brown et al. brachte auch hervor, dass Nitrofen plazentagingig ist
und seinen direkten Effekt auf die embryonalen Zellen ausiibt. Uber das Zielgewebe von
Nitrofen wurde haufig debattiert [1,564,622,565].

Wie erwihnt, kann das Zwerchfell in zwei Anteile, einen muskuldren und einen
membranosen Anteil unterteilt werden [629].

Um herauszufinden, ob Nitrofen den muskuldren oder den membrandsen Anteil
beeinflusst,

wurden von Babiuk ef al. [571] Studien an Knockout-Méusen fiir das c-met-Gen (c-met-/-)
durchgefiihrt. Das c-met-Gen codiert die Beta-Untereinheit des Hgfi*®' und Miuse, denen
das Gen fehlt, konnen keine Myotubes synthetisieren und formen daher ein rein
membrandses Diaphragma ohne Muskelanteil. Die Autoren zeigten, dass die Leber, in
Abwesenheit der Muskulatur, durch das membrandse Diaphragma herniierte. Der
posteriore membrandse Anteil wurde als Target fiir Nitrofen erkannt. Er entsteht,
zumindest teilweise, aus der PPF°%* (wie in diesem Kapitel bereits beschrieben) [571].

Um festzustellen, ob das posteriore Diaphragma von Nitrofen beeinflusst wurde, wurden
Studien an Knockout-Mause fiir das W¢I-Gen (Wtl-/ -) durchgefiihrt, aber auch am
Nitrofen- und VAD-Rattenmodell [564,584,622]. Alle diese Modelle mit CDH zeigten
fehlende oder fehlgebildete Bereiche der PPF zu unterschiedlichen Graden, was darauf
schlieBen ldsst, dass diese Struktur das Target in drei Bereichen (genetisch,
erndhrungsbedingt und teratogen) darstellt [1,564,584,622].

Uber die Verwendung der Immunhistochemie sollten von Kreidberg et al. die bei einer
CDH betroffenen Zelltypen innerhalb der PPF identifiziert werden. Da beide Arten von
Knockout-Mausen, sowohl die fiir das W¢I-Gen, als auch jene fiir das Coup-t/IF*- Gen,

1 Hepatocyte growth factor-receptor

%2 pleuroperitoneale Falte

> Gen der Kernrezeptor-Familie, das die Wirkung von Vitamin A-Siure beeinflusst, indem es Heterodimere
mit dem RXR bildet (48).
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abnormale PPF Varianten zeigten, wurden Antikdrper gegen die Wtl und Coup-tfll
Proteine eingesetzt, um festzustellen, ob die Zellen, die diese Gene exprimierten, mit einer
Komponente der PPF assoziiert waren. Beide, sowohl die fiir Wtl, als auch die fiir Coup-
tfIl immunopositiven Zellen, wurden nicht in Co-Lokalisation mit Pax3, einem Marker von
myogenen Zellen, vorgefunden, was wiederum vermuten lie3, dass die nichtmuskuldren
Zellen der PPF das Zielgewebe darstellten. Des Weiteren wurden beide Proteine, sowohl
Wtl, als auch Coup-tfll, in einem kleinen Bereich der PPF lokalisiert, der eine
Untergruppe innerhalb des nichtmuskuldren Anteils der PPF und somit das aktuelle Ziel
der CDH darstellte [627,630].

Manche Studien weisen auch auf einen direkten E ffekt von Nitrofen auf die Proliferation
und Differenzierung von Zellen hin, die die sich entwickelnde Lunge beeintrichtigen.

Wie beschrieben, demonstrierten auch Zellproliferations-Studien, mit Hilfe der Analyse
von Bromdesoxyuridin (BrdU) und *H-Thymidin, dass beide, sowohl epitheliale, als auch
mesenchymale Zellen der Lunge, nach Nitrofen-Exposition, aber vor dem Verschluss des
Zwerchfells, reduziert waren, was auf einen direkten Effekt von Nitrofen auf das
Lungengewebe hindeutete [579,580].

Diese Beobachtungen wurden durch Studien mit immunhistochemischer PCNA’%-
Detektion in fetalen Lungen und H441-Pneumozyten®®, einer Zelllinie im Lungenepithel,
bestitigt [572,322]. Das fiihrte zu der Erkenntnis, dass Nitrofen direkt, und ohne
Beteiligung der PPF, das proliferierenden Lungengewebe beeinflusste [627].

Die Mechanismen hierzu sind nicht bekannt. Eine Moglichkeit wére, dass Nitrofen die
Expression der Gene der fibroblast growth factors, Fgf10 und Fgf7, in sich entwickelnden
Lungen herabregulieren konnte [325].

Die mRNA-Expression beider Gene, sowohl jener fiir Fgfl0 als auch fiir Fgf7, war in
CDH-Lungen verglichen mit Kontrollgruppen reduziert, was die Annahme nahelegte, dass
die verminderte Synthese von Fgfl0 und Fgf7 die pulmonale Hypoplasie verursachen
konnten [325].

Dies bestitigte auch ein CDH-Mausmodell, in welchem nach Nitrofengabe eine 10-fache
Abnahme der mRNA-Expression des Fgf/0 in der Lunge beobachtet werden konnte.
Exogenes FGF10 fiihrte zu einer teilweisen Verbesserung der Verzweigungen der Lunge.
Die Ursache liegt offenbar in einer Verdnderung in der FGF10-Signalkaskade. Beide,
sowohl FGF10, als auch FGF7, sind Tyrosinkinaserezeptoren und stellen Komponenten
der Signalkaskade dar. Die Liganden, die FGFs, binden an ihren Rezeptor, der dann
wiederum Vorginge von Transphosphorylierungen und letztlich die Aktivierung der
MAP-Kinase hervorruft. Bei vorhandener CDH wurde gezeigt, dass die Aktivierung der
MAP-Kinasen, ERK1 und ERK2, in dem mit einer CDH assoziierten hypoplastischen
Lungengewebe beeintrichtigt war [631-633].

Es war allerdings unklar, ob die reduzierte MAP-Kinase-Aktivitit das Resultat von
reduzierten Levels von FGF10 und FGF7 darstellte, oder die Folge einer Hemmung der
ERK1/2-Aktivatoren, MEK1/2, durch U0126°%, die ebenfalls zu einer Reduktion von
ERK1/2 fiihren und einen Anstieg von mesenchymaler Apoptose verursachen, gewesen
sein konnte [631] (siche Kapitel 1.9.6).

3% Das Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) ist ein Protein, das wihrend der eukaryotischen DNA-
Replikation die DNA als Ring umgibt (so genanntes Ringklemmenprotein). Nur durch PCNA ist es moglich,
dass wihrend der S-Phase des Zellzyklus die gesamte DNA mit hoher Geschwindigkeit und ohne grofere
Unterbrechungen vervielfiltigt werden kann (49).

%03 7Zellen eines Adenokarzinoms der Lunge

%% 170126 ist ein hoch sensitiver Inhibitor von MEK 1 und MEK2, einem Typ der MAPK/ERK Kinase (50).
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Glatte Muskelzellen sind Derivate des primordialen Mesenchyms und konnten eine
Sensitivitdt fiir Nitrofen, in direkter oder indirekter Weise, auspragen. Grund zu dieser
Annahme lieferten Untersuchungen von hypoplastischen, mit einer CDH assoziierten
Lungen, die eine unterbrochene Peristaltik’®’, eine glattmuskuldr-mediierte Aktivitit,
zeigten. Zusitzlich entwickelten glatte Muskelzellen in hypoplastischen Lungen in der
spiaten Schwangerschaft eine anormal gesteigerte Kraft. Die Ursache konnte in einer
verlangerten Calcium-Plateauphase zu suchen sein, die in Untersuchungen der
hypoplastischen embryonalen Lunge vorgefunden wurde [634,635].

Die glatte Muskulatur spielt eine Schliisselrolle in der Regulation des frithen
Lungenwachstums und die verdnderte Peristaltik, die in CDH-Lungen beobachtet wurde,
konnte aus der erhohten Sensitivitdit der mesenchymalen Vorlduferzellen der glatten
Muskulatur auf Nitrofen hervorgehen.

Nitrofen scheint auch die Fahigkeit der Lungenzellen, sich zu differenzieren, beeinflussen
zu konnen. Die Verzweigung der Luftwege war in CDH-Lungen im pseudoglanduldren
Stadium verzogert. Es entwickelten sich sehr engen Luftrdumen, die von Glykogen- und
Lamellenkdrperchen-reichen Typ II-Pneumozyten ausgekleidet waren. Die Kontrollgruppe
zeigte hingegen flache Typ I-Pneumozyten. Ahnliche Beobachtungen wurden in einer
anderen Studie gemacht, in welcher groBere Zahlen von Typ II-Pneumozyten pro
Oberfliche in Nitrofen-exponierten Lungen, als in normalen Lungen vorgefunden wurden,
was zu der Annahme fiihrte, dass Nitrofen-exponierte Lungen eine verzogerte
Differenzierung im Unterschied zu normalen Lungen aufwiesen [627,636,637].

Andere Marker der Lungenzelldifferenzierung, die eine Verzogerung nach Nitrofen-
Exposition erkennen lieBen, waren die Surfactant-Proteine A, B und C. In hypoplastischen
Lungen wurde, nach Nitrofen-Exposition in mittelspdter Schwangerschaft, eine reduzierte
Expression der Sp-a-, Sp-b- und Sp-c-mRNA beobachtet. Trotzdem waren in der spéten
Schwangerschaft der Nitrofen-exponierten Lungen der Tiere mit CDH die Spiegel von Sp-
b und Sp-c signifikant erhoht, verglichen mit den normalen Lungen der Kontrollgruppe. Da
Typ II-Pneumozyten in der spdten Schwangerschaft zu Typ [-Pneumozyten differenzieren,
zeigt ein Nitrofen-induzierter Anstieg der Surfactant-Levels voraussichtlich eine
Verzogerung dieser Differenzierung. Zusidtzlich war eine Hauptkomponente des
Lipidanteils des Surfactants, das ungesdttigte Phosphatidylcholin’®, in den mit Nitrofen
behandelten Lungen reduziert [638-640].

Wie bereits beschrieben, wiesen die Lungen der Ratten mit CDH auch signifikant erhéhte
DNA- und Glykogenkonzentrationen auf, was folgern lisst, dass die Lungen biochemisch
unreif und unzureichend differenziert waren [638]. Die Effekte von Nitrofen auf Sp-c und
auf das clara cell sekretory protein569, CC10570, wurden ebenfalls in vitro untersucht.

Am Rattenmodell zeigte sich fiir Sp-c und cc/0 eine reduzierte mRNA-Expression [322].

Die Genexpression von Surfactant wird durch verschiedene Transkriptionsfaktoren
geregelt und diese sind u. a. TTF1 und HNF-3p>"". Die Expression der T#/-mRNA war in
Lungen von Nitrofen-behandelten prénatalen Rattenfeten reduziert. Diese Beobachtungen
wurden durch eine zweite Studie bestitigt, in welcher Nitrofen die Expression von Ttfl
und Hnf-3p reduzierte. So zeigte sich, dass Nitrofen direkt die Expression von Ttfl und

%7 wellenformig fortschreitende Wandbewegung von Hohlorganen (1)
% DSPC (desaturated phosphatidyl choline)

%% das sekretorische Protein der Clara-Zellen

370 Clara Cell-Specific 10 kD Protein (CC10) [322]

' FOXa2
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Hnf-3 sowohl in Zellkulturen (in vitro), als auch in beiden Lungen (in vivo) beeinflusste
[572,641].

1.13. IGF-1 und seine Wirkung

1.13.1. Einfliisse der IGF-1 Gendisruption®* auf das zellulire Profil des
Zwerchfells

IGF-1 ist der hauptsidchliche Polypeptid-Wachstumsfaktor, der die wachstumsfordernde
Aktion der Wachstumshormone mediiert. Die Leber ist die primire Quelle des
zirkulierenden IGF-1 und die Expression des Peptides innerhalb der Muskulatur gestattet
lokale autokrine’” und parakrine57 * Effekte [642].

IGF-1 ist ein aus 70 Aminosduren aufgebautes 7,5 kDa’ "~ groBBes Einzelstrang-Peptid, das
unter Sdugetieren eine hochkonservative Struktur zeigt. Es wird in zahlreichen fetalen
Geweben, wie im Gehirn, in der Leber, den Lungen, den Nieren, im Diinndarm und in der
Skelettmuskulatur, sowie auch in der Plazenta [643,644] produziert. Es iibt seine
biologische Wirkung iiber die Interaktion mit spezifischen Bindungsproteinen und
Oberflachenrezeptoren aus. IGF-1 zeigt eine grole Spanne von mitogenen Effekten und
stimuliert die Proliferation von Chondrozyten®'®, Fibroblasten, Epithelzellen und glatten
Muskelzellen [645]. Zusdtzlich iibt IGF-1 einen wichtigen Einfluss auf den fetalen
Metabolismus aus, indem es die fetale und/oder plazentare Aminosdure- und
Glukoseaufnahme verstarkt und die Oxidation der Aminosduren, sowie die
Laktatproduktion in der Plazenta vermindert [646].

575

Homozygote Mause mit einer gezielten Deletion des Gens des Igf-/ wurden in der
Literatur beschrieben [647,648].

Laut der Beschreibung von Florini et al., spielt IGF-1 eine entscheidende Rolle in der
Myogenese®”” und in der Bewahrung des Wachstums und der Integritit der Muskelfasern
[649]. Tatsdchlich heben die Knockout-Modelle des Igf-1-Gens die Wichtigkeit von IGF-1
wihrend der Embryogenese hervor, da hier von Baker ef al. [647] eine signifikante
Wachstumsrestriktion in utero beobachtet werden konnte.

Zum Zeitpunkt der Geburt betrugen die Korpergewichte von homozygot-mutierten Mausen
fiir das Igf-1-Gen”® nur etwa 60% der Gewichte ihrer gesunden Wildtyp " -Geschwister
[WT Igf-1(+/+)]. Die meisten der Méuse mit homozygotem Knockout fiir Igf-1 starben

572 ist eine Form der in vitro Mutation, oder des Gen-Knockouts. Dabei wird das Gen durch eine
funktionslose Kopie ersetzt (80).

BDie autokrine Sekretion ist ein Sekretionsmechanismus von Zellen, bei dem die abgegebenen Hormone
und hormonéhnlichen Substanzen, z. B. Wachstumsfaktoren, auf die absondernde Zelle selbst wirken (81).
3™ Als parakrine Sekretion bezeichnet man den Sekretionsmodus von Zellen, bei dem die abgegebenen
Hormone und hormonahnlichen Substanzen direkt auf Zellen in der unmittelbaren Umgebung wirken.

Im Gegensatz zur endokrinen Sekretion gelangen die Hormone also nicht tiber das Blut zu ihren Zielzellen
(81).

373 kilo Dalton (1000 Dalton): ein Dalton entspricht in etwa der Masse eines Wasserstoffatoms (1,66 - 107’
kg) und ist gleich der atomaren Masseneinheit u (82).

37 Knorpelzellen

>77 Bildung der Muskulatur

°78 genetische Konstellation: Igf-1(-/-)

> Der Wildtyp ist die Bezeichnung fiir die als normal klassifizierte Ausprigung eines Gens, die in der
Mehrzahl der Individuen einer Art (Species) vorkommt. Abweichungen von der Norm entstehen durch
Mutationen (1).
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wiahrend, oder kurz nach der Geburt aufgrund von Atemversagen (abhdngig vom
genetischen Hintergrund etwa 84 — 95%) [648,650]. Uberlebende Tiere aus dieser Gruppe
prigten eine signifikante Wachstumsrestriktion aus, wobei ihr Korpergewicht am Tag
60 nur etwa 30% der gleichaltrigen Wildtyp-Mause betrug [647].

In einer Studie von Powell-Braxton und Mitarbeitern [650] wurde eine Reduktion der
Muskelmasse beobachtet. Bei der histologischen Evaluierung der Muskulatur des
Zwerchfells, der Zunge und des Herzens an homozygoten Igf-1(-/-)-Mutanten, fiel eine
generalisierte Muskeldystrophie®®, die durch eine Vakuolisierung™®' der Muskelfasern und
reduzierte Anteile an myofibrillirem® Material charakterisiert war, auf. Allerdings war
die Zahl der Muskelfasern nicht reduziert.

Das Zwerchfell stellt den wichtigsten Atemmuskel dar. Deshalb kann man annehmen, dass
tiefgreifende Verdnderungen dieser Struktur, beziiglich der zelluldren Zusammensetzung
oder der Morphometrie der beteiligten Fasern, das Versagen der Atmung (,, Atempumpe )
und damit die friithe Mortalitdt, oder die verringerte Lebenserwartung, die bei Méausen mit
homozygotem Knockout des Igf-/ beobachtete wurde, bedingen oder zumindest dazu
beitragen konnten [650,651].

Im Alter von 2 Monaten betrug das Korpergewicht von Igf-1(-/-)-Maiusen, in einer Studie
von Powell-Braxton und Kollegen, nur etwa 32% des Korpergewichtes ihrer normalen
Wildtyp-Mitgeborenen. AuBerdem zeigten die Mutanten des Igf-I eine proportionale
Reduktion der Korperdimensionen [650].

1.13.1.1. Fasermorphologie

Basierend auf Untersuchungen der Muskulatur mit der HE-Féirbung’® zeigte sich in dieser
Studie von Powell-Braxton et al., unter den Igf-/-Mutanen keine Histopathologie der
Fasern des Zwerchfells. Es wurden auch, auler der durchschnittlich geringeren Grof3e der
Fasern, keine Unterschiede beziiglich der morphologischen Struktur des Zwerchfells
zwischen den Mausen der Wildtypgruppe und der Gruppe mit /gf-/-Knockout gefunden
[650,652].

1.13.1.2. Faserproportionen

Das Staining der mATPase** erlaubt eine Klassifikation der Muskelfasern in die Typen: /,
Ila, IIb, IIx und Ilc. Die Ergebnisse dieses Stainings waren zwischen den /gf-1(-/-)-Mausen
und den Wildtypmdusen nicht unterschiedlich. Es zeigten sich demnach keine
Unterschiede in den Proportionen der Muskelfasern des Diaphragmas zwischen den beiden
Tiergruppen. Allerdings zeigte sich eine Erhohung eines kleinen Anteils von Fasern (7yp
Ilc) nur in Zwerchfellen der Gruppe der Igf-/-Knockout-Méduse, was die Frage nach dem
Vorkommen von unreifen Muskelfasern aufwarf. Zur Analyse wurden von Fournier ef al.
serielle Schnitte der Muskulatur auf das Vorkommen des MyHC *-Phénotyps untersucht,

380 Unter einer Dystrophie (altgr. ,.dys “=schlecht und ,,trophein “= erndhren, wachsen; ,,Fehlernahrung®,
,.JFehlwachstum‘) werden in der Medizin degenerative Besonderheiten verstanden, bei denen es durch
Entwicklungsstérungen zu entsprechenden Degenerationen kommt (1).

> Bildung von Hohlrdumen (Vakuolen)

>%2 Eine Muskelfibrille, auch Myofibrille genannt, ist in den Muskelzellen (Muskelfasern) eine
Funktionseinheit auf der Ebene eines Zellorganells, die der Zelle eine aktive Verkiirzung (Kontraktion)
ermoglicht (1).

% Himatoxylin-Eosin-Féarbung (1)

% myofibrillire ATPase

> Moysin Heavy Chain: schwere Kette des Myosins. Bei dieser Technik wird mithilfe von Anti-MyHC-
Antikorpern die Identifikation der MyHC-Isoformen ermoglicht (83).
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was einen direkten Vergleich zwischen histochemischen und immunhistochemischen
Techniken ermdglichte.

Die Typ-II-Fasern der Igf-I-Knockout-Miuse zeigten eine reine Koexpression™® der
Isoformen MyHC 1 und 2A. Es zeigte sich keine Expression der embryonalen und
neonatalen Isoformen innerhalb der Zwerchfellfasern. Das MyHC-Profil des Diaphragmas
korrespondierte gut mit dem mATPase-Staining [650, 652,653].

1.13.1.3. Muskelfaserquerschnitt

Die Querschnitte aller diaphragmatischen Fasern waren in der Gruppe der Igf-1(-/-)-Méuse
signifikant reduziert, im Vergleich zu den Wildtyp-Mé&usen. In der Gruppe der Igf-1(-/-)-
Mause betrugen die Querschnittsareale der Typ I-, [1a- und IIx-Fasern 63, 68 und 65% der
entsprechenden Areale der Wildtyp-Gruppe. Allerdings war der Beitrag der verschiedenen
Fasertypen zum gesamten Zwerchfell-Areal beziiglich ihrer Querschnittsareale und
Faserproportionen in der /gf-1(-/-)-Gruppe erhalten [650,652].

Die Dicke des Zwerchfells war in der Igf-1(-/-)-Gruppe um etwa 36% reduziert,
verglichen mit der Wildtyp-Gruppe. Auch die Zahl der Fasern, die das Zwerchfell
zwischen dem thorakalen und dem abdominalen Bereich iiberspannten, war in der Gruppe
der

Igf-1(-/-)-Mause verringert. Fournier et al. beobachteten bei den Igf-/-Knockout-Méusen
eine Reduktion der relativen Anzahl der Zwerchfellfasern um 25%, was das Auftreten
einer Muskelhypoplasie im Vergleich zur Wildtyp-Gruppe bedeutete (siche Abbildung
19) [650,652].

Die oxidative Kapazitdt der Fasern wurde mithilfe der Quantifizierung der Aktivitdt der
SDH® bestimmt. Es handelt sich dabei um ein Schliisselenzym im Tricarbonsdure-
Zyklus™®®. Fiir die Bestimmung ihrer Aktivitdt wurde von Fournier und Mitarbeitern eine
histochemische Reaktion herangezogen, in welcher das NBT°* in das unlosliche DFZ’*
iiberfihrt wurde. Dieses dient dann als Indikator. Die Reduktion von NBT wird durch das,
bei der Umwandlung von Succinat zu Fumarat freigesetzte H', mediiert. Die NBT-
Ablagerung in einer Muskelfaser wird dann nach dem Beer-Lambert 'schen Verfahren '
berechnet [650,652].

Die durchschnittliche SDH-Aktivitit war in allen Fasertypen der Igf-1(-/-)-Miuse
signifikant erh6ht, im Typ-1 um 17%, Typ Ila um 14% und IIx um 23%, verglichen mit der
Gruppe der Wildtyp-Méuse . Die durchschnittliche Zahl der Kapillaren pro Faser’ 92 war im
Vergleich zu den Wildtyp-Madusen in der Igf-I1(-/-)-Gruppe der Miuse sogar um 30%
reduziert. Die kapilldre Dichte®”” ergab zwischen den Gruppen mit der /gf-1(-/-)-Mutation
und der Wildtyp-Gruppe allerdings keine signifikanten Unterschiede [650,652].

% oleichzeitige Expression

% Succinat Dehydrogenase, Enzym im Zitronensiurezyklus, das Bernsteinscure zu Fumarsdure oxidiert (1).
88 Zitronensdurezyklus

> nitroblaues Tetrazolium

% Diformazan

>*! Die Extinktion einer Losung ist proportional der Konzentration der darin gelosten lichtabsorbierenden
Substanz, der Schichtdicke der Losung und abhingig vom molaren Extinktionskoeffizienten (1).

%% Capillary-to-Fibre Ratio (engl.): CFR.

>3 Capillary Density (engl.)
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1.13.1.4. MyHC-Isoformen

Der MyHC-Phénotyp des Zwerchfells der adulten Méuse wurde durch die SDS-PAGE-
Analyse®”  begutachtet. Die am schnellsten wandernde Bande innerhalb des Gels
korrespondierte mit MyHC 1, gefolgt von MyHC 2B, MyHC 2X und MyHC 2A.

Die Proportionen dieser Isoformen waren bei den Tieren der Igf-1(-/-)-Gruppe nicht
signifikant erhoht, im Vergleich zu den Tieren der Wildtyp-Gruppe. Allerdings
beschrieben Fournier und Mitarbeiter eine Tendenz zur Erh6hung des Anteiles der Isoform
MyHC 2X in der Gruppe der Igf-1(-/-)-Méause. Die Abwesenheit der Banden, die fiir die
entwicklungsbedingten (neonatalen und embryonalen) MyHC-Isoformen charakteristisch
sind, zeigte, dass nur die normalen reifen Formen dieses kontraktilen Proteins in
erwachsenen Igf-1(-/-)-)-Mausen exprimiert wurden [650,652].

Miuse mit einer homozygoten Disruption des Igf-/-Gens wiesen eine
Wachstumsrestriktion, Hypoplasie der Zwerchfellmuskulatur, reduzierte Grofle der
Zwerchfellfasern, reduzierte Zahl der Kapillaren pro Zwerchfellfaser, aber eine erhaltene
Dichte der Kapillaren und gesteigerte oxidative Kapazitit der Muskelfasern auf. Jedoch
war keine Evidenz fiir eine Muskelfaserdystrophie oder einen Verlust der strukturellen
Integritédt der Fasern in der Gruppe der Igf-1(-/-)-Mause zu bemerken [650,652].

Die mitogene Antwort auf die Stimulation durch IGF-1 wurde in verschiedenen Studien
und an unterschiedlichen Zelltypen gut in vitro untersucht, darunter waren auch
Skelettmuskelzellen [650,654,655].

Aus Experimenten von Engert et al. an Zellkulturen lieB sich ableiten, dass die
proliferative Antwort der Zellen auf IGF-1 die Muskelzelldifferenzierung einerseits
anregte, und die myogenetische Differenzierung andererseits durch einen, von den
proliferativen Effekten unabhéngigen Prozess, hemmte [656,657]. Demzufolge konnte die
reduzierte Zahl der diaphragmatischen Muskelfasern (Hypoplasie) in der Studie von
Fournier et al. ein Resultat der Verdnderungen der proliferativen Phase, des
Differenzierungsprozesses, der Apoptose™> oder der Kombinationen dieser
Entwicklungsprozesse sein [650,652].

Nachdem in Gen-Deletionsmodellen fiir Zgf-/, Igf-2 und Igf-1r"°° eine Verschlechterung
der Proliferation ersichtlich war, konnte man daraus ableiten, dass die Hypoplasie der
Muskulatur das Resultat von geringeren proliferativen Ereignissen, die auf eine
Verinderung der Zellzyklus-Rate zuriickgehen, darstellen konnte.

Zum Beispiel wurde von Sell et al. eine Verlingerung der Zellzyklus-Dauer an
Fibroblasten, die von Igf-Ir(-/-)-Embryonen isoliert wurden, beobachtet. Eine weitere
Studie, die die Dynamik des Zellzyklus in vivo an uterinen Zellen von Igf-1(-/-)-Méusen
untersuchte, berichtet iiber einen signifikant verldngerten Transit durch die G»-Phase der
Mitose®®’ [647,650,658,980].

IGF-1 aktiviert sehr frith die Cycline”® vom Typ D in kulturellen Myoblasten [656].
Demnach zeigten Miuse, denen das Cyclin-DI-Gen fehlte, ein reduziertes Wachstum im
Phéanotyp [659]. Der Mangel an IGF-1 konnte somit auch indirekte Effekte auf Zellengrof3e
und Zellenzahl ausiiben [652].

39 SDS-Polyakrylamidgel-Elektrophorese

%3 programmierter Zelltod

% Iof. |-Rezeptor

97 Zellteilung nach identischer DNA-Replikation (1)

% Cycline sind Proteine, die eine Schliisselrolle in der Steuerung des Zellzyklus spielen. Sie sind in der
Lage, mit Cyclin-abhédngigen Kinasen (Cdks) Komplexe zu bilden, sowie deren Kinasefunktion zu aktivieren
(84).
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Florini und Ewton berichteten dariiber, dass die IGFs potente Stimulatoren der terminalen
Differenzierung der Myoblasten in vitro sind und, dass IGF-1 die Expression von
Myogenin, einem Transkriptionsfaktor der Familie der MyoD-Myogenese-Genfamilie,
induziert.

Transgene Miuse mit einer Uberexpression von Igf-1 in der Muskulatur, zeigten eine
schnellere myogenetische Differenzierung. Deshalb ist es nicht auszuschlieBen, dass die
Abwesenheit von IGF-1 zu einer Verschlechterung der Differenzierung fiihren konnte, wie
es in Muskelzell-Kulturen beschrieben wurde, in welchen [GF-1-Antisense-
Oligonukleotide’” verwendet wurden [650,660-663].

Auch in Studien von Dwyer et al, die die Auswirkungen einer prdnatalen
Mangelversorgung®® untersuchten, ergab sich eine Reduktion der Muskelfasern der
Extremitéten und des Zwerchfells, was hier offenbar auf die reduzierten Levels von Igf-1
zuriickgefiihrt werden konnte. Die Reduktion der Faseranzahl steht vermutlich in
Verbindung mit der Verschlechterung der sekundiren Bildung der Myotubes®™’
[650,664,665].

Es gibt Daten, die darauf hinweisen, dass IGF-1 einen vorzeitigen Zelltod in vielen
verschiedenen Zelltypen verhindern kdnnte. Am besten wurde dies von Williams ef al. an
hdmatopoetischen Stammzellen untersucht und beschrieben [666].

IGF-1, IGF-2 und Insulin zeigten in Kulturen von C2-Muskelzelllinien einen hemmenden
Effekt auf den Zelltod der Myoblasten®™. Darum ist es nicht auszuschlieBen, dass die
Abwesenheit von IGF-1, in der Studie von Fournier et al, zu einer beschleunigten
Apoptose in Igf-1(-/-)-Mutanten gefiihrt haben konnte, was sich durch eine geringere
Anzahl an Myoblasten, die in sich in Richtung terminaler Differenzierung
weiterentwickeln, manifestiert haben konnte [650,652,667].

Es ist auch unklar, ob und inwiefern die Anwesenheit von intaktem Igf-2 und Igf-1r
wihrend der Embryonalentwicklung den Grad der Hypoplasie, wie er an Igf-1(-/-)-
Mutanten beobachtet werden konnte, zu kompensieren vermochte. Die stiarker verdnderten
Phinotypen von Igf-1(-/-)-Mausen und solchen, mit Knockouts der /gf-/- und Igf-2-Gene,
konnten darauf hindeuten [648,650,668].

Wie Dbereits beschrieben, sind die IGFs potente Stimulatoren der terminalen
Differenzierung der Myoblasten in vitro und IGF-1 induziert die Expression von
Myogenin®” [660]. Die Daten der hier angefiihrten Studie von Fournier ef al. bestitigten,
dass eine myogene Differenzierung auftrat, was sich anhand der Abwesenheit von
dystrophischen Verdnderungen in individuellen Muskelfasern, der normalen Proportionen
der Fasertypen, dem Vorkommen von nur adulten MyHC-Isoformen und von gleichen
Anteilen des totalen MyHC und der Myofibrillen pro Gramm Diaphragma, bestitigte
[652].

Dies deutet darauf hin, dass intaktes IGF-2 und intakter IGF-1R, gemeinsam mit anderen
myogenen Faktoren wihrend der Embryogenese, ausreichen konnten, um in Abwesenheit

> Oligonukleotide, die der Trankription entgegenwirken

69 Unterernahrung

1 Muskelschliuche

892 yorlauferzellen, aus denen sich die Muskelzellen entwickeln

%93 Myogenin ist ein Transkriptionsfaktor in Wirbeltieren, der an der Aktivierung muskelspezifischer Gene
beteiligt ist (85).
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von IGF-1 die terminale Differenzierung der Myoblasten zu ermoglichen. Trotzdem
wurden in Studien an /gf-1r(-/-)-Miausen qualitativ gleichwertige Transkripte von MyoD,
Myogenin, Mrf4*® und Myf-5°”, wie an Wildtyp-Miusen gefunden. Es wird
angenommen, dass die reduzierte Grofe der diaphragmatischen Fasern auf Einfliisse nach
der terminalen Differenzierung zuriickzufiihren sein konnte. Die IGFs fordern sowohl pra-,
als auch postnatal den Anabolismus®®® und das Wachstum durch verstirkte Aminosiure-
Aufnahme und Proteinsynthese und reduzierten den Proteinabbau [648,652,669,670].

Wihrend der Embryogenese spielen IGF-1 und IGF-2 eine Schliisselrolle in der
Wachstumsforderung. Aber nach der Geburt zeigt sich sowohl beziiglich des Serumlevels,
als auch der physiologischen Rolle von IGF-2 eine Verminderung. Die signifikante
Wachstumsrestriktion nach der Geburt (das Korpergewicht betrug bei der Geburt nur etwa
60% und im Alter von 2 Monaten nur etwa 30% der normalen Mausefeten), die in den
Untersuchungen von Fournier und Mitarbeitern auffiel, deutete auf die Wichtigkeit von
Igt-1 fiir den Erhalt des Wachstums hin [652,671].

Die von Fournier und Kollegen beschriebene signifikante Reduktion der Muskelfaser-
Querschnitte in allen Fasertypen des Diaphragmas, ist mit der reduzierten Rate oder dem
reduzierten Erhalt des Muskelfaserwachstums in Zusammenhang zu bringen. Die
Reduktion der GroBe der Fasern des Diaphragmas erschien geringer, als die der
Korpergewichte der iiberlebenden /gf-1(-/-)-Mutanten [652].

Die unterschiedlichen Verdnderungen konnen wohl nicht nur auf den Mangel an Igf-1
zuriickgefiihrt werden, sondern es miissen auch die Einfliisse anderer anabolischer oder
repressiver Mediatoren, wie Interleukin®’15 [672], Glial growth factor 2 [673] und
Growth/differentiation factor 8 [657] beriicksichtigt werden [652].

Die Proportionen der MyHC-Isoformen in den Zwerchfellen der Igf-1(-/-)-Miuse waren in
der hier beschriebenen Studie von Fournier und Mitarbeitern nicht signifikant erh6ht, aber
es zeigte sich ein Trend eines Anstieges des Anteils von MyHC 2X. Die funktionellen
Folgen dieser Verdnderung sind unklar, aber sie konnten, laut Meinung der Autoren, eine
adaptive Verdnderung zur Bewahrung der krafterzeugenden Anteile des Diaphragmas
darstellen [652].

Auch die Zunahme der oxydativen Kapazitit der Diaphragma-Fasern von Igf-1(-/-)-
Mausen stellt vermutlich eine adaptive Antwort beziiglich einer vermehrten Rekrutierung
der motorischen Einheiten des Diaphragmas im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren dar.

Der Grund dieser Adaption ist unbekannt, aber sie konnte durch eine gesteigerte Arbeit des
Zwerchfells, eine strukturell abnormale Lunge aufzubldhen, bedingt sein, oder durch den
Versuch einer Kompensation der durch die Hypoplasie beeintrichtigten schwécheren
Zwerchfellmuskulatur hervorgerufen werden.

Lewis et al. fanden in einer fritheren Untersuchung der Effekte einer IGF-1-Verabreichung
auf die SDH diesbeziiglich allerdings keinerlei Unterschiede [652,674].

9% Myf6 (myogenic factor 6, auch als MRF4 und Herculin bekannt), ist ein muskelspezifischer
Transkriptionsfaktor und gehort zur Gruppe der MRFs (myogenic regulatory factors) (86).

893 Myf-5 ist ein Protein mit einer Schliisselrolle in der Muskeldifferenzierung. Es gehort zur Gruppe der
myogenic regulatory factors (MRFs) (87).

6% Aufbau-Stoffwechsel

7 Interleukin ist ein Zytokin (Zytokine sind Mitglieder einer Gruppe von sezernierten Substanzen, die als
interzelluldre Mediatoren zur Aktivierung von Zellen beitragen) (1).
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Eine gesteigerte oxidative Kapazitat der Skelettmuskulatur konnte auch von Goad et al. bei
Mangelerndhrung beobachtet werden, die zu einem Abfall der Igf-1-Levels im Serum
fithrte.

In der Untersuchung von Fournier et al. wurde aber angenommen, dass die erhohte SDH-
Aktivitdt eher auf eine gesteigerte Rekrutierung der Muskulatur, als auf direkte oder
indirekte Einfliisse der Igf-/-Deletion zuriickzufiihren gewesen sein konnte [652,675].

Die moglichen Mechanismen, die eine geringere Anzahl von Kapillaren pro Faser bei den
Igf-1(-/-)-Mause-Mutanten bedingen konnten, reflektieren am ehesten die Abwesenheit
von Igf-1, das bekanntlich zwei, eine direkte und eine indirekte angiogenetische®”
Wirkung hat, wobei letztere durch die Verstirkung der Genexpression von VEGF'”
zustande kommit.

Im Gegensatz dazu existieren keine Beweise dafiir, dass andere angiogenetische Faktoren,
wie basic FGF, acidic FGF, PDGF und TGF-B und kiirzlich beschrieben Faktoren, wie
Angipoietin, Leptin®® und Chemokine®', direkt durch IGF-1 beeinflusst werden
[652,675,676].

Mithilfe der aktuellen Daten ist es, den Beschreibungen von Fournier et al. folgend, nicht
moglich, die relative Wichtigkeit der direkten vs. indirekten Effekte der Abwesenheit von
Igf-1 auf die Gefdlle des Zwerchfells abzuwégen. Es muss erwéhnt werden, dass trotz der
reduzierten capillary-to-fibre ratio, die erhaltene Kapillarendichte®? eine adiquate
Diffusion von Sauerstoff und anderen Substraten gewihrleistete. Die erhaltene
Kapillardichte des Zwerchfells bei den Igf-1(-/~-)-Mause-Mutanten zeigte keine
Notwendigkeit fiir eine weitere Adaption oder eine Anstieg der lokalen Mikrozirkulation
iiber non-IGF-1-Signalwege [652].

Der Einfluss der Zerstorung des Targets des [Igf-/-Gens auf das Wachstum
(Korpergewicht) begann sich, den Beobachtungen von Baker et al. folgend, am
embryonalen Tag 13,5 zu manifestieren [647]. Zu diesem Zeitpunkt ist die primére
Bildung der Myotubes komplett und es besteht eine Liicke von zwei Tagen, ehe die zweite
Generation der Myotubes entsteht [677]. Die normale Anzahl der primiren Myotubes war
bei den Méusen der Igf-1(-/-)-Gruppe erhalten und so konnte auch die normale Anzahl an
Motoneuronen erhalten bleiben [652].

In einer anderen Studie, die von Beck und Kollegen [678] an Igf-1(-/-)-Miusen des
gleichen Alters durchgefiihrt wurde, war die Anzahl der Motoneurone im lumbalen
Riickenmark erhalten und in gleicher Weise verhielt es sich mit den phrenischen
Motoneurone im zervikalen Bereich.

McLennan stellte die Vermutung auf, dass die Zahl der Motoneurone, die die Periode des
normalen oder programmierten Zelltodes iiberlebten, mit der Zahl der primdren Myotubes
gekoppelt sein konnte. Demnach konnte die spdte embryonale Periode abhingiger von der
Anwesenheit von Igf-1, und die kleinere Anzahl der Fasern im Diaphragma von Igf-1(-/~)-
Maiusen das Resultat einer geringeren Rate von sekunddirer Formation der Myotubes sein
[652,679].

Dies hat Auswirkungen auf die Gréfe der Motorunits®” im Zwerchfell von Igf-1(-/-)-
Mutanten. Die Reduktion der Grofe der diaphragmatischen Motorunits kdnnte aufgrund

9% GefiB-bildende Wirkung

% Vascular endothelial growth factor

%19 Das Leptin (griech. , leptos“=diinn) ist ein Proteohormon, das durch das obese-Gen codiert und
hauptsichlich von Fettzellen (Adipozyten) abgegeben wird (88).

' Die Chemokine (Name abgeleitet aus chemotaktische Zytokine), sind eine Gruppe der Zytokine, also kleine
Signalproteine, die bei Zellen eine Wanderungsbewegung (Chemotaxis) auslosen (89).

61> 7ahl der Kapillaren pro Unit

613 7ahl der Muskelfasern, die von einem Motoneuron innerviert werden

Einleitung Seite 169 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

der Verringerung der Zielfasern, die fiir die Innervation zur Verfiigung stehen, zustande
kommen.

Die Konsequenzen daraus widren zum einen eine reduzierte Kraftproduktion jeder
Motorunit (auch bedingt durch die reduzierte GroBe der individuellen Zwerchfell-Fasern),
und zum anderen die Notwendigkeit der Steigerung der Rekrutierung der Motorunits, um
den erhohten Kraftaufwand bei Ruheatmung oder Belastungsatmung zu bewerkstelligen.
Dies ldsst die Autoren vermuten, dass die Gesamtkraft des Diaphragmas (wichtigster
Atemmuskel) reduziert sein konnte und damit auch seine funktionelle Kraftreserve (vor
allem unter Belastung). Die steigende Aktivitit der SDH, wie oben erwéhnt, reflektiert laut
Fournier das gesteigerte Rekrutierungsverhalten des Diaphragmas [652].

Der Einfluss von niedrigen Levels von IGF-1 auf das Zwerchfell ist von grof3er Bedeutung,
da das Zwerchfell wihrend der gesamten Lebensspanne rhythmisch aktiv ist und nur damit
eine ausreichende alveolidre Ventilation ermoglicht wird. Man vermutete in der
vorliegenden Studie von Fournier ef al., dass die gesamte krafterzeugende Kapazitit des
Zwerchfells, und auch seine Kraftreserven, reduziert waren, was sich vermutlich in der
geringen Uberlebensrate von etwa 5% der Igf-I-Knockout-Miuse (bedingt durch
Atemversagen) widergespiegelt haben konnte [652].

Zusammengefasst ldsst sich feststellen, dass die Haupteffekte der Deletion des /gf-/-Gens,
die Muskelhypoplasie (reduzierte Muskelfaseranzahl), die reduzierte Anzahl der Kapillaren
und die reduzierten anabolen Effekte sind, die sich am meisten im postnatalen Stadium
bemerkbar machen und zu eine reduzierten Rate des Wachstums der Muskelfasern und zu
einer Reduktion der Zellgrofe fiihren. Die reduzierte Anzahl an Fasern des Zwerchfells
konnte die Einfliisse der /gf-/-Gendeletion auf die Zellproliferation, Differenzierung und
den programmierten Zelltod, entweder alleine, oder in Kombination darstellen. Die
reduzierte Anzahl der Kapillaren in der Gruppe der Igf-1(-/-)-Maiuse konnte aus der
verschlechterten Angiogenese resultieren. Die biochemische Steigerung der oxydativen
Kapazitdt der individuellen Muskelfasern des Zwerchfells konnte, wie erwédhnt, hingegen
auf eine gesteigerte Aktivierung des Zwerchfells bei den Igf-1(-/-)-Mutanten
zuriickzufiihren sein [652].
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Abbildung 19:
Mikrofotografien von
Gewebeschnitten des
Zwerchfells (Hamatoxylin-
Eosin-Farbung) von Wildtyp-
(A) und Igf-1(-/-) Méusen (B).
Es konnten keine
histopathologischen
Verénderungen beobachtet

werden, aber es zeigte sich eine
Abnahme der Zellgrofie der
Muskelfasern bei Igf-1(-/-)-
Méusen (B), im Vergleich zu
den Wildtyp-Mausen (A).

VergroBerung: jeweils 63-fach,
Scale Bar: 50 um

Quelle: © Fournier et al. [652]

1.13.2. Die Folgen der Blockade des IGF-1R

IGF-1 ist ein wichtiger Faktor, der in die Entwicklung und die normale Homdostase vieler
Organe involviert ist. Er ist auch ein potenter Uberlebensfaktor, der die Apoptose hemmen
und die Proliferation in verschiedenen Zellen induzieren kann [680,681].
Regulationsstorungen des Zelliiberlebens und der Proliferation sind bei vielen
Lungenerkrankungen, wie dem ARDS’* und der idiopathischen Lungenfibrose, zu
beobachten [682].

Trotzdem ist iiber die Rolle des IGF-Signalweges in diesen Lungen noch sehr wenig
bekannt. In der Lunge wurde IGF-1 von Maeda et al. urspriinglich als Alveolar
macrophage-dervived growth factor beschrieben [683].

Diese Studie von Maeda et al., die hier ndher beschrieben werden soll, ergab, dass der
Gehalt an Igf-1-mRNA bei Miusen, die an durch Bleomycin®” induzierter Lungenfibrose
litten, erhoht war [683].

8% dcute Respiratory Distress Syndrome
815 Bleomycin ist ein Antibiotikum, das aus Streptomyces verticillus gewonnen wird (90).
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Ein gesteigertes Immunostaining fiir IGF-1 wurde auch an Lungenbiopsaten®® von

Patienten mit fibroproliferativem ARDS beobachtet [684]. Es wurde demonstriert, dass an
Patienten, die unter frithen Stadien eines ARDS litten, gesteigerte Levels von IGF-1 in der
Fliissigkeit der BALF®'” vorhanden waren. Dabei wurde auch beobachtet, dass das IGF-1 in
der BALF das Uberleben der Lungenfibroblasten forderte, das Uberleben der Epithelzellen
der Lunge jedoch nicht beeinflusste [683,685].

Ein interessanter Aspekt beziiglich des ARDS ist, dass sich die Lungenverénderungen bei
der Mehrheit der Patienten wieder zuriickbilden. Die Apoptose der Lungenfibroblasten
spielt dabei allem Anschein nach eine entscheidende Rolle und die Abnahme der IGF-1-
Levels konnte darauf einen wichtigen Einfluss ausiiben [683,686,687].

Um die Rolle von IGF in der Pathogenese der Lungenverdnderungen genauer zu
beschreiben, wurde der Effekt einer Blockade des Igf-//°'® an Méusen mit durch
Bleomycin hervorgerufener Lungenfibrose von Choi et al. untersucht [682].

1.13.2.1. Zeitlicher Verlauf der IGF-Expression nach Bleomycin-induziertem Schaden

In fritheren Studien wurde bereits demonstriert, dass Patienten mit frihem ARDS erhohte
Levels an IGF aufwiesen, wo hingegen bei Patienten mit spitem ARDS die Levels
erniedrigt waren. Bei der Analyse der Igf-Expression mittels quantitativer PCR, zeigte sich
an Mausen, die mit Bleomycin behandelt wurden, ein signifikanter Anstieg der mRNA-
Expression am Tag 1 und ein siebenfacher Anstieg am Tag 7 nach der Verabreichung von
Bleomycin.

Die Levels der IGF-mRNA nahmen zu spiteren Zeitpunkten wieder ab, blieben aber bis
zum Tag 14 im Vergleich zu den Basislevels erhoht [682,685].

1.13.2.2. Herabregulierung des Igf-1r an Miusen, die mit A12 behandelt wurden

A12°" hemmt den Signalweg von IGF-1 auf zwei verschiedene Arten: zum einen, durch
eine Blockade der Bindung des Liganden an den IGF-1R, und zum anderen durch die
schnelle Induktion der Internalisierung®® und Degradation®' des IGF-1R. Um die
Effizienz der Behandlung mittels A12 zu verifizieren, wurde die Igf-1r-Expression in den
Lungen von Méusen, die mit A12 behandelt wurden und in den Lungen der Kontrollgruppe
am Tag 7 nach Bleomycin-Verabreichung untersucht. Es zeigte sich dabei eine Abnahme
der Igf-1r-Expression bei Mausen, die mit A12 behandelt wurden, was den vorhersehbaren
Effekt der Antikorper-Verabreichung am Lungengewebe bestitigte [682,688].

Der blockierende Effekt von A12 auf den Igf-1r wurde in der hier wiedergegebenen Studie
an mit Bleomycin behandelten Miusen untersucht [682]. Nach Bleomycin-Behandlung
zeigte sich dabei, dass bei Al2-behandelten Miusen eine signifikante Steigerung des
Uberlebens im Vergleich zur Kontrollgruppe auftrat. In der Kontrollgruppe wurden die
meisten Todesfille zwischen den Tagen 7 und 10 verzeichnet.

Bemerkenswert war die an Al2-behandelten Maiusen auftretende Reduktion des
Korpergewichtes im Vergleich zur Kontrollgruppe (20 vs. 13% am Tag 14), aber diese
Méuse zeigten geringere Anzeichen von respiratorischem oder systemischem Distress®*.

61 Bjopsien aus der Lunge

' Bronchoalveolar Lavage Fluid: Fliissigkeit der bronchoalveoliren Lavage

O18 Jof' |-receptor

%1% monoklonaler Antikorper gegen den IGF-IR

629 Ein Riickzug (Translokation) von Rezeptoren und #hnlichen Strukturen (Transporter, Kanile) von der
Zelloberflache in das Zellinnere (91).

621 Abbau

622 Insuffizienz der Atmung und des Kreislaufs
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Die Verabreichung von A12 alleine, in Abwesenheit von Bleomycin, hatte keine Effekte
auf das Uberleben, die Lungenhistologie, die BALF-Proteinkonzentration oder die
Zellenzahl [682,689].

Um die Permeabilitdt der Lunge und den Grad der Entziindung zu messen, wurden in
dieser Studie von Choi et al. der Gesamtproteingehalt, die Zellenzahl und die
Zelldifferenzierung in der BALF untersucht. Wie erwartet, zeigten die Bleomycin-
behandelten Méiuse einen signifikant erhohten Gesamtproteingehalt und eine erhdhte
Zellenzahl im Vergleich zu den unbehandelten Méusen. Zu den frithen Zeitpunkten (Tage
7 und 14) wurde allerdings kein Unterschied beziiglich der BALF- Proteinkonzentration
zwischen Bleomycin-A12-Miusen und Bleomycin-Kontroll-Mausen gefunden [682].

Auch die gesamte Zellenzahl war zwischen den Al12- und den Kontroll-Mausen nicht
signifikant unterschiedlich und es zeigte sich diesbeziiglich keine Abnahmetendenz in der
A12-Gruppe. Es waren auch keinerlei Unterschiede der Zelldifferenzierung zwischen den
beiden Gruppen zu keinem Zeitpunkt der Untersuchung zu beobachten [682].

1.13.2.3. Untersuchung der Lungenfibrose

Als Marker der Lungenfibrose wurde der Gehalt der Lungen an Hydroxyprolin®®’
quantifiziert. An den Tagen 7 und 14 zeigten sich diesbeziiglich zwischen den beiden
Gruppen keine Unterschiede. Allerdings war am Tag 28 signifikant weniger
Hydroxyprolin in den Lungen der Maiuse der A12-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe vorhanden, was, laut Vermutung der Autoren, darauf hindeuten konnte,
dass die Behandlung mit A12 eher die Auflosung der Lungenfibrose, als deren Forderung
bewirkte [682].

Bei histologischer Betrachtung der Lungen zeigten sich am Tag 14 in beiden Gruppen
fibrotische Areale, aber es schien, als wire ihr qualitativer Anteil in der Gruppe der A12-
behandelten Maiuse reduziert. Die Unterschiede waren dann am Tag 28 wesentlich
deutlicher zu sehen. An diesem Tag waren nach Bleomycin-Behandlung die rechten
Mittellappen der Lungen der Kontrollgruppe kleiner und zeigten gréBere Abweichungen
von der normalen Architektur, mehr obliterierte Luftwege und interstitielle Verdickungen,
wo hingegen die rechten Mittellappen der Al2-behandelten Miuselungen eine bessere
Lungenarchitektur, eine hohere LungengroBle und weniger fibrosierte Areale aufwiesen
[682].

Um zu untersuchen, ob die Behandlung mit Al12 auch nach der Verursachung der
Lungenverdanderung durch Bleomycin effektiv sein wiirde, wurde die Behandlung mit A12
von Choi et al. verspitet (7 Tage nach der Bleomycin-Behandlung) durchgefiihrt und dann
die Fibrose am Tag 21 analysiert. Hierbei stellten die Forscher einen verminderten Gehalt
an Hydroxyprolin fest, was die Vermutung nahe legte, dass die Al2-Behandlung auch
beziiglich der Reduktion der Fibrose, also auch nach Initiation des entziindlichen
Prozesses, effektiv sein konnte [682].

1.13.2.4. Apoptose in den Lungen von Bleomycin-behandelten Mausen

Um den Mechanismus des reduzierten Hydroxyprolin-Gehaltes genauer zu untersuchen,
wurde die Zahl an apoptotischen Zellen in der Gruppe der A12-behandelten Mause und der
Kontrollgruppe gemessen. Am Tag 14 war ein Trend beziiglich eines Anstiegs der

523 Hydroxyprolin (exakter L-4-Hydroxyprolin) ist eine a-Aminosdure, welche im Kollagen vorkommt (1).
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TUNEL**-positiven Zellen in der mit Al2 behandelten Gruppe von Miusen zu
verzeichnen, auch wenn dies keine statistische Signifikanz erreichte.

Am Tag 28 zeigten sich dann signifikant weniger apoptotische Zellen in der Gruppe der
A12-Mause verglichen mit jenen der Kontrollgruppe [682].

Wie zuvor beschrieben, fiihrte die Blockade des IGF-Signalweges in Fibroblasten der
menschlichen Lunge zu einem Anstieg der Apoptoserate [685]. Nun zeigte sich auch durch
die Blockade dieses Signalweges mittels des Antikorpers A12 ein dosisabhingiger Anstieg
der Apoptose in Fibroblasten von Mauselungen. Also deuten sowohl die Daten der in vivo-
, als auch jene der in vitro-Behandlung mit Al12, auf eine Zunahme der Apoptose der
Fibroblasten hin [682].

Frithere Arbeiten demonstrierten eine durch IGF-1 induzierte Proliferation verschiedener
Zelltypen, wie mesothelialer Zellen der Pleura®®®, Myelomzellen™° und Myoblasten™’.
Nachdem die Proliferation der Fibroblasten eine Schliisselrolle bei der Fibrose spielt,
stellte sich auch die Frage, ob IGF-1 eine mitogene Wirkung auf Lungenfibroblasten
ausiiben konnte [682,690-693].

Es wurden deshalb von Choi und Mitarbeitern Vergleiche in Zellkulturen beziiglich der
Zellproliferation in An- und Abwesenheit von IGF-1 (100 ng/ml) durchgefiihrt. Im
Gegensatz zu anderen Beobachtungen zeigte sich in dieser Studie keine Zunahme der
Proliferation. Also diirfte, nach Annahme der Autoren, die glinstige Beeinflussung durch
IGF-1 beziiglich des Uberlebens der Fibroblasten eher auf ein antiapoptotisches, als auf
ein proliferatives Signal zuriickzufithren gewesen sein [682].

1.13.2.5. IGF-1-induzierte Migration von Lungenfibroblasten

Die Migration der Lungenfibroblasten in den intraalveoldren Raum mit Ablagerung von
extrazelluldrer Matrix wird bei der Lungenfibrose beobachtet. Wie erwahnt, wurden in der
BALF von Patienten mit akuten Lungenveridnderungen gesteigerte Levels von IGF
nachgewiesen. Deshalb stellten sich Choi und Kollegen die Frage, ob IGF als
chemotaktischer Faktor fiir Fibroblasten wirken konnte. Dies wurde an Lungenfibroblasten
von Méusen unter Verwendung eines Filtersystems untersucht. Es zeigte sich hierbei, dass
Igf-1 die Migration von Fibroblasten der Mauselungen steigerte. Eine Blockierung des Igf-
Ir mittels A12-Antikorpern flihrte zu einer Annullierung dieser Migration [682].

1.13.2.6. IGF-1-Signalwege in Lungenfibroblasten

Um die durch Igf-1 aktivierten Signalwege in Lungenfibroblasten zu ergriinden, wurde die
Expression und Phosphorylierung®® des Igf-1r, nach Stimulation mittels Igf-1, untersucht.

Der Igf-1r zeigte dabei innerhalb von einer 15-miniitigen Igf-1-Stimulation eine
Phosphorylierung. Die Lungenfibroblasten exprimierten sowohl IRS-1°%, als auch IRS-

2% Terminal Deoxynucleotidyltransferase dUTP Nick End Labeling (92)

623 T ungenfell

626 Zellen eines multiplen Myeloms (Plasmozytoms). Ein Myelom ist eine Krebserkrankung des
Knochenmarks mit pathologischer Produktion von Immunglobulinen (93).

27 Vorliuferzellen der Muskelzellen (1)

%28 Unter Phosphorylierung versteht man in der Biochemie das reversible (umkehrbare) Anhingen einer
Phosphatgruppe an ein organisches Molekiil, insbesondere an Proteine. Das Resultat sind Phosphoproteine.
Diese Phosphorylierung stellt die wichtigste Regulation von biologischen Prozessen in der Zelle dar.
Chemisch handelt es sich um die Bildung eines Phosphorsdureesters (94).

62% Das Insulinrezeptorsubstrat 1 ist an der durch Insulin hervorgerufenen Aktivierung einer Rezeptor-
Tyrosinkinase beteiligt, die eine Signaltransduktion am Insulinrezeptor in Gang setzt (95).
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2%%% aber nur IRS-2 war nach der Stimulation durch Igf-1 aktiviert worden [682]. IRS-1
zeigte die gleiche Konstitution der Levels der Phosphorylierung und diese énderten sich
bei der Stimulation durch Igf-1 nicht.

Andererseits zeigte IRS-2 einen Anstieg der Phosphorylierung nach 5-10 Minuten und eine
Abnahme auf Hohe des Basislevels war nach 30 Minuten wieder erreicht [682].

Sowohl die Signalwege der PI3-Kinasen®', als auch jene der MAPK®* waren in den IGF-
Signalweg in verschiedenen Zelltypen involviert. Es zeigte sich, dass Akt, das Substrat der
PI3-Kinase, in Antwort auf die Igf-1-Stimulation innerhalb von 15 Minuten phosphoryliert
wurde und in diesem Zustand bis zu 60 Minuten verweilte.

Im Gegensatz dazu war ERK™”, das Substrat der MEK-1/2*, in Lungenfibroblasten
vorhanden, wurde aber keiner Phosphorylierung unter Stimulation mit Igf-1 unterzogen.
Demnach scheinen IRS-2 und PI13-Kinase die Hauptsignalwege darzustellen, die durch Igf-
1 in Fibroblasten von Méuselungen aktiviert werden [682].

Es zeigte sich in der vorliegenden Studie von Choi et al. auch, dass die Behandlung mit
A12-Antikérpern das Uberleben forderte und zu einer Beschleunigung der Auflosung der
durch Bleomycin ausgelosten Lungenfibrose fiihrte. Auch die spite Verabreichung von
A12 war beziiglich der Reduktion der Lungenfibrose effektiv [682].

Die Behandlung von Fibroblasten aus Méuselungen mit A12 induzierte die Apoptose in
Vitro.

Die Apoptose von Zellen der Fibrogenese ist essentiell fiir die Auflosung der
Lungenverdanderungen. Nachdem der Signalweg von IGF-1 eine Schliisselrolle im
Zelliiberleben spielt, konnte die Herabregulierung dieses Signalweges fiir beide, sowohl
die Auflésung, als auch die Prdvention einer verldngerten fibrogenetischen Antwort,
notwendig sein [694,695,682].

Da die gesteigerte Apoptose hier eine Verbesserung der Fibrose am Tag 28 bewirkte, wird
angenommen, dass diese Verbesserung durch eine Elimination der fibrogenetischen Zellen
verursacht wurde [682,687].

IGF reguliert eine Vielzahl von Funktionen, die fiir die Entwicklung einer Fibrose relevant
sind. Dazu gehdren die Proliferation, Kollagensynthese und das Uberleben der Zellen
[696]. Es zeigte sich allerdings ein gemischter Beitrag von IGF zur Fibrose am Tiermodell.
An einem Modell mit chronischem Nierenversagen durch subtotale Nephrektomie,
resultierte aus der Blockade von IGF ein geringeres kompensatorisches Nierenwachstum,
aber es zeigten sich keine Unterschiede beziiglich der Nierenfunktion oder der Fibrose
[682,697].

Transgene Maiuse, die die Igf-la-SpleiB-Variante exprimierten, entwickelten eine
adenomatoide Hyperplasie, aber keine Fibrose [698].

839 Das Insulinrezeptorsubstrat 2 ist ein zytoplasmatisches Signalmolekiil, das die Effekte von Insulin und
IGF-1 mediiert, indem es als ,,molekularer Adapter* zwischen diversen Rezeptor-Tyrosinkinasen und deren
Effektoren fungiert (96).

1 Die Phosphatidylinositol-3-Kinasen stellen eine Familie von Enzymen dar, die in das Wachstum, die
Proliferation, die Differenzierung, die Motilitit, sowie das Uberleben und den Stoffaustausch von Zellen
involviert sind (97).

%32 Die Mitogen-Activated Proteinkinase ist in an der Regulierung zelluldrer Aktivititen, wie Genexpression,
Mitose, Differenzierung, Proliferation und Uberleben bzw. Apoptose beteiligt (98).

3 Extracellular-Signal-Regulated Kinases (ERKs) oder klassische MAP-Kinase

% Der MAPK/ERK-Kinase-Pathway beschreibt eine Kette von Zellproteinen, die an der Ubermittlung eines
Signals von der Zelloberfliche zur DNA im Zellkern beteiligt ist (99).
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Choi et al. fiihrten den Mangel an Fibrose in diesem transgenen Modell moglicherweise
auf die vermehrte Sekretion von Igf-1a, die eher in das luminale Kompartiment, als in das
interstitielle Kompartiment erfolgt sein kdnnte, zuriick [682].

IGF-1 war auch als Mitogen fiir Fibroblasten in der BALF von Patienten mit Sarkoidose®>
[699] und systemischer Sklerose®*® [700] nachweisbar.

Aber IGF trug in einer Studie von Mutsaers et al. nicht zur Proliferation der Fibroblasten
bei Patienten mit Asbestose®’ bei [682,701].

IGF-1 mediiert offenbar die Migration und das Uberleben von Zellen via Interaktion mit
dem IGF-1R, aber nicht deren Proliferation. Vermutlich konnte die Aktivierung der
Fibroblasten durch andere Wachstumsfaktoren oder Zytokine, wie den TGF-B, fiir den
proliferativen Effekt von IGF notwendig sein. Es zeigte sich, dass TGF-B, ein wichtiger
Mediator der Fibrose, in Lungenfibroblasten die IGF-1-Expression steigerte [682,696].
Lungenfibroblasten exprimieren Hauptkomponenten des IGF-Signalweges, wie IGF-1R,
IRS-1 und IRS-2. Interessanterweise wurde, wie bereits beschrieben, nur IRS-2 nach IGF-
Stimulation vermehrt phosphoryliert. Beide, sowohl der PI3-Kinase-, als auch der MAPK-
Signalweg sind in den IGF-1R-Signalweg von Karzinomzellen und anderen Zelltypen
involviert.

In Myelomzellen werden sowohl die antiapoptotischen, als auch die proliferativen Signale
von IGF-1 durch die PI3-Kinase mediiert. In Myoblastzellen wurde die IGF-1-induzierte
Differenzierung durch die PI3-Kinase mediiert, wogegen jene der Proliferation durch die
MAPK mediiert wurde [680,682,702,703].

In der Studie von Choi und Kollegen stimulierte Igf-1, wie gesagt, den IRS-2- und PI3-
Kinase-Signalweg, aber nicht den IRS-1- und MAPK-Signalweg.

Ein Vorgang bei der Entstehung der Lungenfibrose ist durch die Migration der
Fibroblasten in den intraalveoldren Raum beschrieben, wo sie Matrixproteine sezernieren
und damit zur Obliteration der normalen Architektur beitragen [682].

Igf-1 induziert die Migration von Fibroblasten und dies konnte durch die Anwendung von
AKI12 gehemmt werden. Die Aktivierung des IGF-1R kann die Zellmigration durch
verschiedene Mechanismen beeinflussen, wie durch die Herabregulierung der adhdsiven
Wirkung der Integrine, die Verteilung der Integrine an den Rand der wandernden Zellen
und die Verdnderung der Cadherin-Catenin-Komplexe®®. Nachdem Patienten mit ARDS
in der BALF erhohte Levels von IGF-1 aufwiesen, ldsst sich vermuten, dass IGF-1 eine
chemotaktische Wirkung auf die Migration der Fibroblasten in die intraalveoldren Rdume
ausiiben und damit zur Ablagerung von Matrixproteinen und somit zur Reduktion der
Luftraume beitragen konnte [682,704].

Hinsichtlich des von Choi et al. beschriebenen Hydroxyprolin-Gehaltes an den Tagen 7
und 14 zeigten sich keine Unterschiede, was zu der Annahme fiihrte, dass die Unterschiede

35 Die Sarkoidose (von griech. ,,sarkodes*=, die fleischige Krankheit*) ist eine Erkrankung, die die
Weichteile betrifft (auch Morbus Boeck oder Morbus Schaumann-Besnier). Sie ist eine systemische
Erkrankung des Bindegewebes mit Granulombildung (100).

3% Die systemische Sklerose ist eine Form der Sklerodermie (Kollagenose) die zusitzlich die inneren Organe
befallt (1).

%7 Die Asbestose ist eine Krankheit der Lunge und gehért zu den so genannten Preumokoniosen
(Staublungenkrankheiten). Sie wird durch Ablagerung von Asbestfasern in der Lunge verursacht (1).

6% Beim klassischen Cadherin-Catenin-Komplex verbinden f-Catenin und a-Catenin ein Cadherin-Molekiil
mit dem Aktincytoskelett. Dies ist wichtig fiir die Zelladhésion (20).
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beziiglich der frithen Fibrose nicht zur reduzierten Mortalitit der A12-behandelten Miuse
beitrugen. Die spite Verabreichung von A12 hat in dieser Studie das Uberleben der Miuse
nicht beeinflusst. Diese Beobachtung iiberraschte die Autoren nicht, denn die meisten
Todesfille durch Bleomycin traten innerhalb der ersten zehn Tage nach der Verabreichung
auf [682].

Eine Reduktion der Entziindungsvorgénge durch A12 wire mdglich, denn es zeigten sich
ein reduzierter Zellgehalt und ein reduzierter totaler Proteingehalt in der BALF von A12-
behandelten Méusen, was durch ein reduziertes Vorkommen von Entziindungsvorgingen
bedingt gewesen sein konnte. Dieser Aspekt erreichte laut Choi et al. allerdings keine
statistische Signifikanz [682].

Die Behandlung mit A12 kénnte die Antwort auf oxidativen Stress”™’ nach Bleomycin-
Anwendung beeinflussen. Mduse, die flir den Igf-1r heterozygot waren, zeigten eine
groflere Resistenz gegeniiber oxydativem Stress und wiesen eine verliangerte Lebensspanne
auf, was durch eine Reduktion des Signalweges der p66-Isoform des Shc, einem anderen
Signaltransduktionsmolekiil von Igf-1r, hervorgerufen worden sein konnte [682,705].

Der IGF-1R stellt also, den Ergebnissen der Untersuchungen von Choi et al. folgend, ein
potenzielles Ziel fiir die Behandlung von Lungenschidden und der Lungenfibrose dar [682].

1.13.3. Fetale IGF-1-Therapie bei einer IUGR

Die intrauterine Wachstumsrestriktion (IUGR) ist ein klinisch relevantes, aber bisher nur
unzureichend verstandenes Problem, das in Nordamerika 3-7% wund in den
Entwicklungsldandern bis zu 11% der Schwangerschaften betrifft. Defekte der miitterlichen
Nahrstoffversorgung, die vorzeitige Plazentalosung, aber auch die fetale Aufnahme der
Néhrstoffe tragen offenbar zu diesem Phidnomen bei. Klinische und experimentelle
Beobachtungen erkannten die Bedeutung des hormonellen feto-plazentaren Milieus als
eine  kritische = Determinante = des  fetalen = Gewebewachstums und  der
Gewebedifferenzierung. Von speziellem Interesse ist dabei die Rolle von IGF-1, einem

Peptidhormon, das von der Plazenta und den meisten fetalen Geweben produziert wird
[706-708].

IGF-1 ist, wie zuvor beschrieben, ein potenter Stimulator der Zellteilung, sowie der
zelluldren Differenzierung und am Menschen wurde eine Korrelation zwischen den
zirkulierenden IGF-1-Blutlevels der Nabelschnur, der GroBe des Neugeborenen zum
Geburtszeitpunkt und dem postnatalen Wachstum beschrieben [709,710].

Der Hase erwies sich als die ideale Spezies filir die Untersuchung der IUGR. Innerhalb
jedes Uterushornes (links und rechts) findet man auf Position drei (gezdhlt vom Ende des
Ovars) einen wachstumsretardierten Fetus. Im Gegensatz dazu sind die Feten auf Position
eins der Uterushorner wachstumsbevorzugt. Nachdem der Uterus der weiblichen Hasen
zwei Horner aufweist, stehen pro Uterus und Wurf® % zwei Feten mit einer [IUGR zur
Untersuchung zur  Verfiigung, was vergleichende Studien zwischen den

839 Als oxidativen Stress bezeichnet man eine Stoffwechsellage, bei der eine, das physiologische Ausmaf
iiberschreitende Menge reaktive Sauerstoffverbindungen gebildet wird. Diese reaktiven
Sauerstoftverbindungen entstehen im Rahmen von Stoffwechselvorgingen der mitochondrialen
Elektronentransportkette und der Cytochrom-P450-Oxidasen. Dabei handelt es sich um das Superoxid-
Anionenradikal O2—, Wasserstoffperoxid (H,0,) und das Hydroxylradikal OH (101).

649 Schwangerschaft
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Kiimmerlingen®"'* auf Position drei der beiden Seiten ermdglicht. Der Kiimmerling auf

Position drei der Gegenseite dient somit der Kontrolle [706,708,711].

In der hier zusammengefassten Studie von Skarsgard und Kollegen sollte der
Zusammenhang zwischen den Igf-1-Levels des Serums, der fetalen Grofle und der
Plazentagrofle in der spaten Schwangerschaft untersucht werden. Die Autoren vermuteten,
dass, falls sich ein solcher Zusammenhang bestétigen wiirde, eine selektive Behandlung
eines wachstumsretardierten Fetus mit exogenem IGF-1 zu einer Steigerung des
Wachstums fithren kdnnte und sich damit Anhaltspunkte fiir eine prinatale Therapie der
IUGR ergeben konnten [706,708].

In diese Studie wurden jeweils die Feten auf Position drei des rechten Uterushornes
(gezédhlt vom ovarialen Ende), die eine Wachstumsrestriktion aufwiesen, einbezogen. Der
entsprechende Fetus der linken Seite des Uterushornes diente, wie zuvor beschrieben, der
Kontrolle [708].

1.13.3.1. Transamniotischer Katheter

Durch einen operativen Eingriff wurde der jeweilige Fetus im rechten Uterushorn mittels
eines amniotischen Katheters®”, der mit insgesamt 10 mg rhIGF-1°* befiillt wurde,
behandelt. Der Kontrollfetus des linksseitigen Uterushornes erhielt einen ,,Schein-
Katheter* und keine Infusion. Die transamniotische Infusion wurde dann iiber 7 Tage
durchgefiihrt (mit einer Dosis von 1,440 ng/Tag) [706,708].

1.13.3.2. Katheter iiber die uterine Arterie

Nach einem entsprechenden operativen  Eingriff ~wurde der rechtsseitig
wachstumsretardierte Fetus mittels eines Katheters iiber die uterine Arterie ebenfalls mit
rhIGF-1 behandelt. Auf der entsprechenden Gegenseite wurde derselbe operative Eingriff
mit einem Scheinkatheter durchgefiihrt (Kontrolle). Die Behandlungsperiode erstreckte
sich auch hier iiber 7 Tage [706,708].

Am Gestationstag 29 und 30 wurden die Feten und auch die Plazenten operativ gewonnen
und gewogen. Der Zusammenhang zwischen dem fetalen Gewicht, dem Plazentagewicht
und den endogenen Levels von Igf-1 wurde in dieser Studie von Skarsgard und Kollegen
an den entsprechenden Feten von sechs Mutterhasen zum Gestationstag 29-30 untersucht.
Es wurde eine signifikante Korrelation sowohl zwischen dem fetalen Gewicht und den
Serumlevels von Igf-1, als auch zwischen dem Plazentagewicht und den Serumlevels von
Igf-1 festgestellt. Beziiglich der Gewichte der Feten, der Plazentagewichte und der Igf-1-
Levels, im Vergleich von rechtem und linkem Uterushorn, zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede [706, 708].

Bei der transamniotischen Katheter-Infusion wurde keine erhohte Mortalitdt der
behandelten Feten festgestellt. Die Infusion mit rhIGF-1 {iber sieben Tage war mit einem

64! Feten mit einer [UGR

52 Ein Zugang zum fetalen Fruchtwasser mittels eines Katheters.

643 Rekombinantes humanes IGF-1. Rekombinante Proteine sind Eiweifle, die mit Hilfe von gentechnisch
verdnderten (Mikro-) Organismen hergestellt werden. Seit dem Beginn der Entwicklung der Gentechnik
wurde eine Vielzahl bakterieller Organismen, Pilze oder Siugetierzellen fiir die Herstellung genutzt.
Bevorzugte Systeme flir eine derartige Produktion sind das Darmbakterium Escherichia coli, verschiedene
Hefearten und Sdugetierzellen, dabei meistens Hamsterzellen (102).
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signifikanten Anstieg der Serum Igf-1-Levels und der Plazentagewichte der mit IGF-1
infundierten Feten, im Vergleich zu den mit Scheinkatheter behandelten, nicht-infundierten
Kontrollfeten, verbunden. Es lieB sich auch ein Trend beziiglich eines Anstieges der fetalen
Gewichte der infundierten, im Gegensatz zu den nicht-infundierten Feten, feststellen.

Jene Feten, die mittels Katheter {iber die uterine Gefil3-Arkade behandelt wurden, wiesen
allerdings eine sehr hohe Mortalitit auf (etwa 76%). Beziiglich der fetalen Gewichte, der
Plazentagewichte und der Serumlevels von Igf-1, wurden hier keine Unterschiede der iiber
die uterinen Gefifle infundierten Feten, im Gegensatz zu den nicht-infundierten Feten
gefunden [706,708].

Die intrauterine Wachstumsrestriktion stellt ein gro3es medizinisches Problem dar. Kinder,
die unter einer [UGR leiden, zeigen eine hohere Mortalitdt und ein erhohtes Risiko fiir die
Entwicklung einer Hypoglykédmie, eines RDS und einer Sepsis. Wie bereits in dieser
Einleitung erwidhnt, kann in Experimenten eine fetale Wachstumsrestriktion durch eine
Deletion der Gene, die Igf-1 oder seinen Rezeptor codieren, ausgelost werden und eine
spontane /GF-1-Gendeletion am Menschen fiihrt zu einer IUGR und zu postnataler
Wachstumsstérung [682,648,708,712,713].

Eine Korrelation zwischen den Serumlevels von Igf-1 des fetalen Nabelschnurblutes und
dem Geburtsgewicht (reduzierte Levels bei Feten mit [UGR und erhohte Levels bei Feten
mit gesteigertem Wachstum) wurde von verschiedenen Forschergruppen beschrieben
[709,710].

Eine Studie von Thakur et al. untersuchte die Ontogenese einer IUGR an fetalen Hasen
und endogen appliziertem IGF-1. In dieser Studie wurden eine reduzierte Expression von
gewebespezifischer Igf-I-mRNA und geringere Levels von Igf-1 im Serum und in der
amniotischen Fliissigkeit von wachstumsretardierten fetalen Hasen im Vergleich zur
Kontrollgruppe beobachtet. Auch eine Korrelation zwischen den Serum Igf-1-Levels und
dem Prozentsatz der Gewichtsverdnderung wurde beschrieben.

Diese Daten und die Beobachtung von verstiarkter Protein- und Fettanreicherung bei
wachstumsretardierten Ferkeln, die mit exogenem IGF-1 behandelt wurden, deuten auf
eine Evidenz der Wirksamkeit der antenatalen Behandlung einer IUGR mit IGF-1 hin
[682, 714,715].

In der Studie von Skarsgard und Mitarbeitern wurde in einer Gruppe das rhIGF-1 iiber
einen intraamniotischen Katheter und in der anderen Gruppe iiber eine intrauterine
arterielle Infusion tiber die Gefd3-Arkaden des Uterus verabreicht. In beiden Fillen wurde
das rhIGF-1 mittels einer kontinuierlichen Infusion tiber sieben Tage mit einem Volumen
von 0,8 ml/Tag verabreicht [706,708].

Die transamniotische Behandlung mit rhIGF-1 steigerte die Serumlevels von Igf-1 und
fithrte zu einem Anstieg der fetalen Gewichte und der Plazentagewichte in infundierten
Feten, im Gegensatz zu den nicht-infundierten Kontrollfeten, die mittels Scheinkatheter
behandelt wurden. Die Ergebnisse waren statistisch fiir die Plazentagewichte und Igf-1-
Levels signifikant und auch sehr &dhnlich verhielt es sich beziiglich der fetalen
Korpergewichte.

Die Diskrepanz des Anstieges der Gewichte zwischen den Plazenten und den Feten in
Antwort auf die exogene IGF-1-Infusion, konnte, laut Ansicht der Autoren, viele Griinde
haben [706,708].
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Eine Moglichkeit wire, dass das fetale Gewicht ein MaB fiir ein metabolisches ,,Reset am
Fetus darstellen konnte und eine Umschaltung zum Anabolismus®** und damit zur
Gewebeanreicherung beschreiben konnte. Auch wire es fiir die Autoren denkbar, dass
IGF-1 einen grofleren direkten Effekt auf die Plazenta ausiiben wiirde und die fetale
Antwort damit mehr die verbesserte plazentare Perfusion® und Funktion, als direkte
Effekte von IGF-1 auf den Fetus widerspiegeln konnte. Aulerdem stellt die Plazenta ein
essentielles und sehr groBBes Blutreservoir dar und IGF-1 konnte das Gewicht der Plazenta
(disproportional zum fetalen Gewicht) durch eine Zunahme der Kapazitit des
Blutvolumens der Plazenta durch Vasodilatation steigern.

Auf der anderen Seite gewinnt der Fetus an Gewicht durch eine Zunahme der
Gewebemasse und demnach scheint es unpassend zu folgern, dass IGF-1 identische
Wachstumseffekte auf die Plazenta und den Fetus ausiiben wiirde [706,708].

Eine Beschrinkung in dieser Studie ergab sich durch die Unmoglichkeit der
Unterscheidung zwischen dem applizierten humanen rekombinanten IGF-1 und dem
endogenen Igf-1 der Hasen. Die Autoren vermuteten, dass die fetalen Serumlevels von Igf-
1 durch systemische Absorption des exogen zugefiihrten Hormons anstiegen (was eine
bessere Erklarung darstellte, als jene einer gesteigerten endogenen Produktion) und, dass
die menschliche rekombinante Form des Hormons, durch die hohe konservative Sequenz-
Homologie zwischen den Spezies, auch eine biologische Wirkung am Hasen entfaltet
haben konnte [706,708].

Die hohe Mortalitdt und das Ausbleiben von Wachstumsvorteilen der iiberlebenden Feten
fiihrten zur Feststellung, dass sich die Therapie mittels einer Katheterisierung der Gefal3-
Arkade des Uterus als nicht vorteilhaft erwies [706,708].

Der mogliche Wirkmechanismus der hohen amniotischen Levels von exogenem IGF-1
wiéhrend der letzten sieben Tage der Schwangerschaft gab in dieser Studie Anlass zu
Spekulationen. Radioaktiv markiertes IGF-1 war, nach oraler Verabreichung, bereits
innerhalb von einer Stunde im Serum von neugeborenen Schweinen nachweisbar [716].

Es scheint also, als wiirde das Hormon seine Wirkung systemisch, iiber die Interaktion mit
Bindungsproteinen und Zellrezeptoren, im perfundierten Gewebe entfalten. Die fetalen
Lungen stellen eine andere epitheliale Oberfliche dar, liber welche exogenes IGF-1
absorbiert werden und so in die Zirkulation {iibertreten konnte. Das IGF-1 in der
Amnionfliissigkeit konnte auch einen direkten Effekt auf die Plazenta ausiiben, denn IGF-
1-Rezeptoren wurden auch dort nachgewiesen. Die Wirkung von IGF-1 auf die Plazenta
beinhaltet, wie es in der Publikation von Sorem et. al nachzulesen ist, die Stimulation des
Aminosdure-Transfers, die Throphoblast®**-Differenzierung und eine Reduktion der
Thromboxan®*-Produktion [706,708,717].

Eine potentielle Konsequenz der hohen Levels von exogenem IGF-1 am Fetus manifestiert
sich durch die Effekte auf die endogene Igf-1-Produktion und Sensitivitit der Rezeptoren.

4 Mit Anabolismus (,,Aufwurf, griech.) bezeichnet man bei Lebewesen den Aufbau kérpereigener
Bestandteile. Dabei wird Energie umgewandelt, die bei chemotrophen Organismen aus chemischen,
energiefreisetzenden (exergonen) Stoffumsetzungen gewonnen wird (103).

55 Durchblutung

64 Die zellige AuBenwand der Blastozyste (Keimblase), die bei der Nidation (Einnistung der Befruchteten
Eizelle in die Uterusschleimhaut) in das Uterusendometrium eindringt und sich in zwei Schichten, den Zyfo-
und den Synzytiotrophoblasten, differenziert (1).

647 zyklische Derivate der Arachidonsdure. Ein wichtiger Vertreter, Thromboxan A,, bewirkt Broncho- und
Vasokonstriktion (1).
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Diese werden wahrend der Phase der exogenen Exposition herab reguliert und kdnnten
damit Einfluss auf die Langzeitkontrolle des fetalen Wachstums nehmen [706,708].
Zusammenfassend zeigte sich in dieser Studie von Skarsgard et al. ein Zusammenhang
zwischen der Grof3e der Plazenta, des Fetus und den endogenen Serumlevels von Igf-1.

Die transamniotische Verabreichung von exogenem rhIGF-1 erhdhte die Korpergewichte
der Feten und der Plazenta bei wachstumsretardierten Feten, wobei die Gewichte der
Plazenten sogar signifikant gesteigert wurden. Nach Meinung der Autoren, konnte die
antenatale Behandlungsstrategie der IUGR, basierend auf der Wirkung von IGF-1,
vielversprechend aussehen [706,708].

1.13.4. Wirkung einer Applikation von IGF an fetale Rhesusaffen (Macaca
mulatta)

An den Feten von Sdugetieren zeigt sich wiahrend der Schwangerschaft ein Anstieg der
zirkulierenden Igf-1-Konzentrationen, wenn auch die Levels des freien zirkulierenden Igf
aufgrund der Wirkung der /GFBPs®*® niedrig gehalten wurden. Die JGFBPs haben eine
hohe und sehr spezifische Affinitdt fiir IGF. Bisher sind sieben verschiedene IGFBPs
identifiziert worden, die die Bioverfiigbarkeit und die biologische Aktivitdt von IGF-1 und
IGF-2 beeinflussen. Im Serum ist das /GFBP-3 das priadominierende Bindungsprotein,
kommt in zellgebundener und geloster Form vor und iibt eine hemmende oder
potenzierende Wirkung aus [718-722].

Zusitzlich zur entwicklungsbedingten Regulation und Modulation durch die IGFBPs
werden die IGF-Peptide durch den Einfluss der Nahrung reguliert und sie selbst
beeinflussen die Verteilung der Versorgung mit Nahrstoffen.

Studien am Menschen und am Tiermodell zeigten, dass die Verabreichung von IGF-1
wihrend kataboler Stadien® eine potenzielle Therapie fiir die Verbesserung des
Gewebewachstums und des Gewichtszuwachses darstellte und dem Gewichtsverlust
vorbeugte [723-727].

Ahnliche Veridnderungen wurden auch an Feten beobachtet, die unter einer IUGR litten.
Demzufolge konnte die Therapie mit IGF-1 eine vielversprechende Methode zur
Umkehrung der Wachstumsrestriktion in utero, wie es auch an den bereits erwahnten
Studien mit fetalen Schafen demonstriert wurde [646], darstellen. In diesen Studien zeigten
sich rasche anabole und anti-katabole Effekte auf den fetalen Protein- und Kohlenhydrat-
Metabolismus nach kurzzeitigen IGF-1-Infusionen [706].

In der hier zusammengefassten Studie von Tarantal et al. wurde IGF-1 (in einer Dosis von
80 pg/kg) intraperitoneal®® an gesunde Feten von Rhesusaffen, zwischen den
Gestationstagen (GD) 110-120 und 130-140 (drittes Trimester), verabreicht. Die
Schwangerschaften wurden sonographisch iiberwacht und fetalen und maternalen
Blutproben wurden fiir die Analyse der Blutzellen, die biochemischen Analysen und die
Immunphénotypisierung gewonnen. Die Gewinnung der Blutproben, die externe
Vermessung der Feten und der Neugeborenen und die Ermittlung der Gewebe- und
Organgewichte, wurden mittels einer fetalen Nekropsie®' (GD 150) oder zum
Geburtszeitpunkt (GD 160) durchgefiihrt [718].

% Insulin-like growth factor binding proteins
649 Abbau-Stoffwechsel

%in die Bauchhohle

851 Sektion von Tieren

Einleitung Seite 181 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

Der Affe stellt, wie von den Autoren beschricben, ein exzellentes Tiermodell zur
Untersuchung der Effekte von intrauterin verabreichtem IGF-1 dar, weil sich viele
physiologische und entwicklungsbedingte Ahnlichkeiten im Vergleich zur menschlichen
Entwicklung gezeigt haben.

Diese Ahnlichkeiten beziehen sich auf die Rate der Entwicklungsstadien, die Struktur der
Plazenta, Wachstumscharakteristika und die IGF-Achse [718,728-731].

1.13.4.1. Fetales Wachstum in utero

Das fetale Wachstum wurde von Tarantal e al. durch die standardisierte Vermessung des
Kopfes, Abdomens und der Extremitdten ermittelt. Die ermittelten Parameter vor, wihrend
und nach der Behandlung zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich
zwischen den IGF-1-behandelten Feten und den Feten der Kontrollgruppe. Die BPDs™”,
die bei den Kontrollfeten wihrend des frithen dritten Trimesters rasch anstiegen, zeigten
vergleichbare Werte in der Gruppe der IGF-1-behandelten Feten. Die Reduktion der
Beschleunigung des Schidelwachstums wihrend der spéteren Stadien des dritten
Trimesters war zwischen den IGF-1-behandelten und den Kontroll-Feten vergleichbar.
Auch die fetalen Femurlingen® waren in den verschiedenen Gruppen von einem gleichen
Wachstumsmuster gepragt, wenngleich sich auch unter den IGF-1-behandelten Feten ein
voriibergehender Anstieg zum Gestationszeitpunkt GD 140 im Vergleich zur
Kontrollgruppe manifestierte. Die restlichen Parameter, wie das Volumen der
Amnionfliissigkeit, die Entwicklung der Plazenta, des Skelettes und der Organe, zeigten
keinerlei Unterschiede im Vergleich der IGF-1-behandelten mit der nicht-behandelten
Gruppe [718].

1.13.4.2. Hdmatologie und Immunologie

Die Analyse der fetalen Blutzellen zeigte signifikante Unterschiede der weillen und roten
Blutzellen der IGF-1-behandelten Feten im Vergleich zur nicht-behandelten
Kontrollgruppe. Die Gesamtzahl der weilen Blutzellen steigt typischerweise bei fetalen
Affen wihrend des dritten Trimesters an und die Neutrophilen®*, sowie die Lymphozyten
dominieren dabei. Dies entspricht den Beobachtungen am menschlichen Fetus
[718,730,732,733].

Die Feten, die in dieser Studie mit IGF-1 behandelt wurden, zeigten einen Anstieg der
weillen Blutzellen am Ende der ersten Periode der zehntigigen Behandlung, was sich an
einer gesteigerten Zahl der zirkulierenden Lymphozyten belegen lieB. Wéhrend der
gleichen Periode zeigte sich auch ein leichter Anstieg der fetalen Neutrophilen. Alle Werte
kehrten zum Zeitpunkt GD 130 auf das Ausgangsniveau zuriick (zehn Tage nach der ersten
zehntdgigen Behandlungsphase). Ein signifikanter Anstieg der Zahl der Lymphozyten trat
am Gestationstag 150, zehn Tage nach der letzten intraperitonealen IGF-1-Injektion auf.
Ein Anstieg der Zahl der Monozyten und der Eosinophilen wurde zu diesem Zeitpunkt
ebenfalls beobachtet [718].

AulBlerdem hatte die fetale Verabreichung von IGF-1 signifikante Effekte auf die Parameter
des roten Blutbilds zu den gleichen Schwangerschaftszeitpunkten. Im Vergleich der
behandelten zu den nicht-behandelten Feten, zeigten sich an den Schwangerschaftstagen
110, 120 oder 130 keine Unterschiede, aber erhdhte Spiegel der Erythrozyten®’ und des

2 piparietaler Durchmesser des Kopfes
63 L singen der Oberschenkelknochen

6% neutrophile Granulozyten

653 rote Blutkérperchen
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Hiimoglobins®®, des Himatokrits®™’, der Thrombozyten®® und der Retikulozyten™ wurden
zum Zeitpunkt des GD 150 verzeichnet. In der peripheren Zirkulation gab es Anzeichen fiir
eine verstirkte hepatische Erythropoese®®, da in der fetalen Leber normalerweise in
diesem fortgeschrittenen Entwicklungsstadium, wenn das Knochenmark seine priméire
hidmatopoetische Rolle® aufgenommen hat, keine erythropoetischen Inseln beobachtet
werden [718,730].

An den miitterlichen Blutzellen wurden keine Verdnderungen nach fetaler Administration
von IGF-1 beobachtet.

Das Verhiltnis von CD4- zu CD8-T-Zellen®” war bei den IGF-1-behandelten Feten
wiéhrend und nach den beiden Behandlungsperioden unverdndert, wenn man es mit jenem
der Feten der Kontrollgruppe verglich [718]. Allerdings war die Anzahl der B-Zellen®® am
GD 150 erhoht. In gleicher Weise zeigte sich auch beziiglich der CD4/CD8-Ratio der
meisten fetalen Gewebe (Leber, Milz, Thymus und Knochenmark) kein Unterschied
zwischen den Gruppen.

Allerdings fiel zu diesem Zeitpunkt ein Anstieg der CD4/CDS8-Ratio in allen fetalen
Lymphknoten auf (inguinal®®, axillir®®® und mesenterisch®®®). Die Feten, die mit IGF-1
behandelt wurden, zeigten in den Lymphknoten CD4/CD8-Rationes, die etwa zwei- bis
dreimal so hoch waren, wie jene der Kontrollgruppe.

Diese Beobachtungen korrelieren mit der Tatsache, dass alle Lymphknoten der Feten
vergroflert waren und eine gesteigerte Dichte der kortikalen Lymphozyten aufwiesen
[718].

1.13.4.3. Einfluss von IGF-1 auf die fetalen Glukosespiegel

Da eine exogene Zufuhr von IGF-1 zu einer Hypoglykimie® filhren kann, wurden von
Tarantal und Kollegen in dieser Studie auch die fetalen und maternalen Glukosespiegel
wiéhrend und nach der Behandlung kontrolliert und {iberwacht. Insgesamt zeigte sich keine
Abweichung der fetalen oder maternalen Glukosespiegel nach der direkten fetalen
Verabreichung von IGF-1. Die fetalen Glukosespiegel blieben zwischen den GDs 110-150
relativ konstant und bewegten sich innerhalb der Werte zwischen 34-45 mg/dl. Zum
Zeitpunkt der Geburt erreichen die Glukosespiegel normalerweise Werte um 60 mg/dl. Die
Glukosewerte der IGF-1-behandelten Feten zeigten einen voriibergehenden, nicht
signifikanten Abfall am GD 140, mit einem erneuten Anstieg auf Werte der
Kontrollgruppe am GD 150. Es ergab sich also keine Evidenz fiir eine, durch die
Behandlung mit IGF-1 verursachte, fetale Hypoglykédmie [718].

8% roter Blutfarbstoff der Erythrozythen (1)

7 Anteil der Blutzellen am gesamten Blutvolumen (1)

% Blutplittchen

69 Retikulozyten sind junge Erythorozyten, die in der Entwicklung zwischen den Normoblasten und den
reifen Erythrozyten stehen (1).

%9 in der Leber erfolgende Bildung der Erythrozyten

%1 Rolle bei der Blutzellbildung

%2 CD4/CDS8-Ratio: Verhiltnis der CD4- zu den CD8-T-Lymphozyten
3 B_Lymphozyten

%% in der Leiste

% in der Achselhohle

%% im Diinndarmgekrose

667 Abfall des Blutzuckerspiegels (1)
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1.13.4.4. Unterscheidung zwischen endogenem und exogenem IGF-1

Das exogen®®® zugefiihrte IGF-1 konnte mit aktuellen Methoden nicht vom endogenen®®’

Igf-1 unterschieden werden. Darum wurde in dieser Studie das gesamte zirkulierende IGF-
1 mittels des RIA®"® gemessen.

In der Literatur wird beschrieben, dass die Konzentrationen des Igf-1 des Serums vom GD
100 bis zum GD 150 anstiegen und dann bis zum Zeitpunkt der Geburt relativ konstant
blieben [718,728].

Nach der Administration von IGF-1 zeigte sich in dieser Studie ein dramatischer Anstieg
der zirkulierenden Konzentrationen der behandelten Feten. Die fetalen Blutproben, die 20
Minuten nach der Administration von IGF-1 entnommen wurden, zeigten einen schnellen
Anstieg des zirkulierenden IGF-1 von 80 auf anndhernd 1015 ng/ml. Eine Riickkehr auf
Basislevels wurde erst am GD 150, zehn Tage nach der letzten in utero-Applikation,
verzeichnet [718,728]. Zu beachten ist hierbei, dass die Konzentrationen von Igf-2 von der
Verabreichung des IGF-1 nicht beeinflusst wurden, auch nicht zu den Zeitpunkten der
IGF-1-Peaks im Serum. Auch an den miitterlichen Igf-1 und Igf-2-Levels wurden wahrend
der Schwangerschaft, und auch nach sofortiger Messung nach der fetalen Administration,
keine Effekte beobachtet [718].

1.13.4.5. Die Wirkung des IGFBP-3

Da IGFBP-3 der hauptsichliche Carrier”' fir IGF-1 im Serum ist, konnte die
Unmoglichkeit der Erhaltung der erhohten Serumlevels von IGF-1, die sich in der Studie
von Tarantal et al. nach seiner exogenen Verabreichung beobachten lieB, auf die
zirkulierenden Levels von IGFBP-3 zuriickzufiihren sein.

In normalen Untersuchungen des menschlichen Serums mittels des Western-Blots®’?,
zeigte sich eine 45/40-kDa-Doublette®”® fiir IGFBP-3 mit kleineren IGFBPs bei 34, 29 und
24 kDa.

Im Gegensatz dazu, zeigte das Serum von fetalen Affen nur eine schwache Dublette flir
45/40 kDa, die IGFBP-3 reprisentierte und ein pradominantes 29-kDa-IGFBP, das IGFBP-
167 reprasentiert haben konnte. Wihrend des Fortschreitens der Schwangerschaft stieg die
Intensitdt der 45/40-kDa-Doublette fiir IGFBP-3 an. Nachdem bei IGF-1-Administration
keine Effekte auf IGFBP-3 beobachtet wurden, fiel allerdings auf, dass das 29-kDa-IGFBP
durch IGF-1 beeinflusst wurde, was anhand der Analyse der Samples, 20 Minuten nach der
IGF-1-Administration, bewiesen werden konnte. In historischen Berichten wurde anhand
des RIA ein moderater Anstieg der Serum-IGFBP-3-Levels wihrend des zweiten und
dritten Trimesters beschrieben [718,728]. Im Gegensatz zu jenen von IGF-1, waren die
Levels von IGFBP-3 wihrend der IGF-1-Administration relativ konstant und lagen
innerhalb der doppelten SD°”° der altersbezogenen Kontrollwerte.

Die Ergebnisse des Western-Blots und des RIA bestiétigten, dass IGFBP-3 die Serum-1GF-
1-Konzentrationen widerspiegelte, was sich durch den Mangel des Anstiegs der IGFBP-

%% yon auBen

%9 jm Organismus produziert

7 Der Radioimmunoassay ist eine empfindliche und spezifische Methode fiir den in vitro-Nachweis von
Antigen-Antikorper-Reaktionen fiir die Bestimmung antigener Substanzen unter Verwendung radioaktiv
markierter spezifischer Antikérper (1).

7! Transporter

872 Der Western-Blot ist eine Methode zum differentiellen Nachweis von Proteinen nach elektrophoretischer
Aufirennung, Transfer auf Membranen und spezifischer Antigen-Antikorper-Reaktion (1).

673 doppelte Bande

7% Insulin-like growth factor binding protein-I

875 Standard Deviation (engl.): Standardabweichung
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Kapazitit manifestierte und die Unmoglichkeit der Aufrechterhaltung der exogen
erzeugten, hohen Serum-Konzentration von IGF-1 nach seiner Applikation erkldrten
konnte (siehe Folgeseite) [718].

1.13.4.6. Fetale Evaluierung

Zwischen den gemessenen Daten der Korpergewichte ergaben sich in dieser Untersuchung
von Tarantal et al. keine signifikanten Unterschiede zwischen der IGF-1- und der
Kontrollgruppe. Es zeigte sich allerdings ein nicht signifikanter Anstieg des Gewichts des
Thymus®’®, der Milz und der Nieren und ein statistisch signifikanter Anstieg der Linge des
Diinndarms. Nach der Administration von IGF-1 wurden keine Unterschiede der externen
Messungen an den Feten oder der Plazentagewichte verzeichnet [718].

Alle beobachteten Apgar-Scores®”” der 1GF-1-behandelten neugeborenen Affen waren
innerhalb des normalen Bereiches und es gab keinerlei Anzeichen fiir eine
Beeintrachtigung durch die IGF-1-Behandlung in utero [731]. Alle Affen blieben wéihrend
der postnatalen Phase gesund und priagten ein normales Wachstumsmuster wéhrend der
folgenden viermonatigen Beobachtungsphase aus [718].

Die Resultate dieser Analysen von Tarantal und Mitarbeitern brachten keine Evidenz fiir
die Entstehung einer Hypoglykdmie der Feten oder Threr Miitter wéhrend der Behandlung
auf. Die zirkulierenden Konzentrationen des fetalen, aber nicht des miitterlichen IGF-1,
stiegen wahrend der Behandlung von 80 auf 1015 ng/ml und es zeigten sich keine
Anzeichen flir eine Verdnderung der Konzentrationen von Igf-2 im Serum, sowie auch
kein Anstieg des IGFBP-3 im Vergleich zur Kontrollgruppe [718].

Die Verabreichung von IGF-1 (80 pg/kg) hat sich als sichere MaBBnahme erwiesen und in
dieser Studie zu einem voriibergehenden Anstieg der fetalen Levels von IGF-1, einem
signifikanten Effekt auf die fetalen hdmatopoetischen und lymphatischen Gewebe und
einem selektiven Anstieg der fetalen Organgewichte gefiihrt [718].

Diese Resultate am Affenmodell sind mit den Ergebnissen, die von Untersuchungen an
fetalen Schafen stammen, vergleichbar, in welchen IGF-1 als Dauerinfusion im dritten
Trimester verabreicht wurde und zu einem Anstieg des IGF-1-Spiegels im Serum und der
Organgewichte der Leber, der Lunge, des Herzens, der Nieren, der Nebennieren und der
Hypophyse fiihrte [718,734].

Wie auch in humanen Studien von Gargosky und Mitarbeitern bereits beschrieben [735],
fithrte die Verabreichung von IGF-1 zu keinem Anstieg der zirkulierenden IGFBPs, im
Speziellen zu keinem Anstieg des IGFBP-3.

IGFBP-3 spiegelt die zirkulierenden Konzentrationen von IGF-1 wieder, indem es dieses
Peptid stabilisiert und seine endokrine Speicherung unterhdlt. Die Unmdglichkeit von
exogen appliziertem IGF-1, seine zirkulierenden Konzentrationen nach der Applikation
aufrecht zu erhalten, deckte sich mit der Tatsache, dass exogen zugefiihrtes IGF-1 zu
keinem Anstieg der zirkulierenden IGFBP-3-Levels fiihrte. So hat die klinische
Verabreichung von exogenem IGF-1 sofortige und kurze Effekte und damit lédsst sich, den
Ausfiihrungen der Autoren folgend, das Risiko der Entstehung einer Hypoglykidmie
reduzieren [718,718].

%7 hinter dem Sternum (Brustbein) gelegenes, lymphoepitheliales Organ (1)
677 Punkteschema zur Beurteilung des Zustandes des Neugeborenen nach der Geburt. Abkiirzung fiir Atmung,
Puls, Grundtonus, Aussehen, Reflexe (1).
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Die Effekte von IGF-1 auf die Himatopoese®™® [736,737] und das Immunsystem [738,739]
wurden in anderen Publikationen detailliert beschrieben. IGF-1 zeigt demnach trophische
Effekte auf die Entwicklung der himatopoetischen Zellen und {ibt seine mitogene Wirkung
iiber den IGF-IR aus [737,738]. Der IGF-1R wurde auf immunkompetenten Zellen
nachgewiesen und agiert als auto- und parakriner Faktor des Immunsystems [718,738].
Weiters zeigte IGF-1 in dieser Studie, wie oben bereits erwéhnt, einen verstirkenden
Effekt auf die Reifung der roten Blutzellen, einen unterstiitzenden Effekt auf deren
Proliferation, es inhibierte die Apoptose und stimulierte die Ham-Synthese®” .

Stuart e al. beschrieben in einer Studie, dass 97% der Monozyten®™ und 88% der B-
Lymphozyten einen IGF-1R besitzen, wo hingegen nur 2% der T-Lymphozyten einen
solchen exprimieren. Weitere Studien haben auch von einer Stimulation der
Lymphopoese®™ in vitro und in vivo berichtet [740-743].

Clark et al. [740] zeigten in ihrer Studie, dass die chronische Verabreichung von 100 pg
des rhIGF-1 fiir sieben Tage an adulte Miuse die Lymphozytenzahl im Thymus, in den
Lymphknoten und in der Milz steigerte. Der Anstieg der Gewichte des Thymus und der
Milz wurden auf die steigende Zahl der Lymphozyten-Population in diesen Organen
zuriickgefiihrt [722].

Tarantal et al. demonstrierten an fetalen Affen, dass die exogene Administration von IGF-1
unter in vivo-Bedingungen die fetale Hamatopoese, mit einer vorwiegenden Wirkung auf
die Lymphozyten und Erythrozyten, beeinflusste. Bisher ist es allerdings unklar, ob diese
Effekte auf eine verstirkte zelluldre Proliferation oder Reifung, oder auf eine reduzierte
Apoptose und demzufolge eine Verstarkung des Zelliiberlebens zuriickzufiihren sind [718].
Es zeichnete sich ein wichtiger Effekt der Rolle der IGF-Achse in der Entwicklung und
Erhaltung des Immunsystems ab. Dies wurde durch Beobachtungen von Frost et al
bestitigt, die an Kindern gemacht wurden, die mit dem HI-Virus®** infiziert waren. Diese
zeigten Abnormalitdten beziiglich des Wachstums und Gedeihstorungen [722,744].

Ahnliche Aspekte konnten Forscher in einem Tiermodell, in welchem fetale Affen mit dem
Simian-Immunodeficiency-Virus® infiziert wurden, beschreiben und es war dort eine
signifikante [IUGR zu beobachten [745].

Bei fetalen Affen fiihrte die intermittierende Verabreichung von IGF-1 zu einer
signifikanten Wirkung auf das fetale Organwachstum, wenn auch keine Effekte beziiglich
der Verdnderung des Korpergewichtes aufiraten. Auch diese Beobachtungen decken sich
mit jenen, die von Lok und Mitarbeitern an fetalen Schafen mit chronischer IGF-1-
Infusionsbehandlung gemacht wurden. Die Effekte auf die Organe konnten hierbei, laut
Vermutung der Autoren, durch eine direkte Wirkung des IGF-1 auf den IGF-1R, oder
durch synergistische®®* Effekte mit anderen wachstumsfordernden Faktoren ausgeiibt
worden sein [722,734].

%78 Die Héimatopoese ist die Bildung der Zellen des Bluts (Blutkorperchen) aus blutzellbildenden
Stammzellen und wird daher auch als Blutbildung bezeichnet (104).

679 Sie dient dem Aufbau des roten Blutfarbstoffs Ham (1).

%% Monozyten sind im Blut zirkulierende Zellen des Immunsystems und die Vorlaufer der u. a. in den
Geweben lokalisierten Makrophagen, sowie eines Teils der Dendritischen Zellen (105).

%! Bildung der Lymphozyten

%2 Das Human Immunodeficiency Virus ist ein Retrovirus, das bei der Entstehung der Erkrankung AIDS eine
Rolle spielt (1).

%% Das Simiane Immundefizienz-Virus (SIV) ist ein Retrovirus und gilt als Ursprungsvirus fiir das
menschliche Immunschwéchevirus HIV. SIV beschreibt eine ganze Gruppe verschiedener Viren, die aus dem
Blut verschiedener Affenarten isoliert wurden (106).

6% zusammenwirkende
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An infektidsen und nicht-infektiosen Modellen der IUGR an Affen wurden Verdnderungen
der IGF-Achse beschrieben. Diese Modelle zeigten dhnliche Effekte auf das fetale
neonatale Wachstum sowie die IGF-Achse und deuteten darauf hin, dass Mechanismen,
die das Wachstum einschrinken, hier involviert sein konnten [718]. Wegen der
Komplexitdt der wachstumsregulierenden Mechanismen und der Notwendigkeit, neue
therapeutische Interventionen zu testen, sind Tiermodelle notwendig, die spezifische
Fragen beantworten und am Menschen aus ethischen Griinden nicht durchgefiihrt werden
konnen. Aufgrund seiner groBen Ahnlichkeit zur menschlichen pri- und postnatalen
Entwicklung, zum Wachstumsmuster, zur Hématopoese und zur biochemischen und
molekularen IGF-Achse, stellt das Affenmodell offenbar eine gute Wahl fiir
wissenschaftliche Studien dar.

Die Verabreichung von IGF-1 scheint, den Ergebnissen von Tarantal und Kollegen
folgend, eine effektive Methode zur Verbesserung des fetalen Wachstums und der
Gesundheit in utero zu sein [718,728,730,731].

Der Anstieg von freiem IGF-1, in Abwesenheit von erhohten IGFBP-3-Spiegeln, konnte
sich, laut Tarantal, als vorteilhaft fiir den wachstumsbeeintrachtigten Fetus herausstellen,
weil dadurch eine hohere Bioverfligbarkeit von IGF fiir die essentiellen Gewebe wihrend
der kritischen Phase der Entwicklung zustande kommen konnte.

Auch Feten, die beziiglich der Himatopoese und des Immunsystems Beeintridchtigungen
zeigen, konnten aufgrund der Wirkung von IGF-1 von dieser intrauterinen Behandlung
profitieren [718].

1.13.5. IGF-1 verbessert die Wachstumsrate von fetalen Schafen

IGF-1 ist ein wichtiger Regulator des fetalen Wachstums und die zirkulierenden IGF-1-
Konzentrationen sind, wie bereits bekannt, an Feten, die unter einer IUGR Ileiden,
reduziert. In der hier angefiihrte Studie untersuchten Eremia et al., ob eine von drei
verschiedenen Methoden der fetalen IGF-1-Verabreichung die IUGR bei fetalen Schafen
zu reduzieren vermochte [746].

Die Tiere dieser Studie wurden in fiinf Gruppen aufgeteilt:

eine unbehandelte Kontrollgruppe, eine Gruppe mit IUGR und Applikation von
Kochsalzlosung (SAL), eine Gruppe mit IUGR und i.v. Applikation von IGF-1 (IGF-1V),
eine Gruppe mit [UGR und intraamniotischer Applikation von 1GF-1 (IGF-AF) und eine
Gruppe mit IUGR und intraamniotischer Applikation von 1GF-1 und Ndhrstoffen (1GF-
NUT). Die wochentliche Dosis von IGF-1 betrug 360 png in jeder der behandelten Gruppen
[746].

Die TUGR der fetalen Schafe wurde in dieser Studie durch eine Embolisation® der
Plazenta, an den Schwangerschaftstagen 93 und 99 erzeugt. Dazu wurden die maternalen
Arterien des Uterus zweimal tiglich mit Polystyrol-Mikrosphiren®™® (20-50 pm
Durchmesser) embolisiert und dadurch eine eingeschrinkte fetale Blutversorgung
hervorgerufen. Die Embolisation verursachte eine asymmetrische IUGR mit reduzierter

%% Die therapeutische Embolisation ist der kiinstliche Verschluss von Blutgefifien durch Verabreichung von
z. B. fliissigen Kunststoffen, Kunststoftkiigelchen oder Fibrinschwédmmen iiber einen Katheter (107).

6% Kleine, kugelformige Molekiilaggregate aus Polystyrol, einem transparenten amorphen oder
teilkristallinen Thermoplasten (auch Plastomer genannt. Plastomere sind Kunststoffe, die sich in einem
bestimmten Temperaturbereich verformen lassen) (108).
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fetaler Wachstumsrate und reduzierten fetalen Korper- und Organgewichten, steigerte aber
die Gehirngewicht zu Lebergewicht-Ratio (post mortem) [746].

Die embolisierten Feten zeigten eine Hypoxdmie®' und Hypoglykimie und reduzierte
zirkulierende Konzentrationen von IGF-1 und /nsulin. In den Behandlungsgruppen 1GF-
AF und IGF-IV zeigte sich eine signifikante Steigerung der fetalen Wachstumsraten, aber
nur die IGF-AF-Applikation steigerte das fetale Lebergewicht signifikant, verglichen mit
den Feten, die mit Kochsalzlosung behandelt wurden (SAL) [746].

Die fetalen Korpergewichte und die Gehirngewicht zu Lebergewicht-Rationes lagen bei
allen Feten, die mit IGF-1 behandelt wurden, zwischen jenen der Kontroll- und SAL-
Gruppe. Die Verabreichung von Nihrstoffen reduzierte die Effekte von amniotisch
verabreichtem IGF-1 und steigerte die Konzentrationen von fetalem Hdmoglobin und
Laktat®™®®. Die Behandlung verinderte die fetalen Plasmakonzentrationen von Insulin und
IGF-1 nicht [746].

Diese Studie von Eremia ef al. war die Erste, die von einer intrauterinen Behandlung einer
IUGR berichtete, die die fetale Wachstumsrate signifikant steigerte [746].

Die IUGR ist, wie bereits beschrieben, eine Hauptursache von perinataler Mortalitdt und
Morbiditdt. Viele Kinder, die unter einer IUGR leiden, zeigen in der Kindheit ein
verringertes Wachstum und haben ein hoheres Risiko fiir die Ausprdgung von
Entwicklungsstorungen und kognitiven Problemen. Sie weisen auch ein héheres Risiko
auf, einen Typ II-Diabetes mellitus®’, eine Hypertension®" und eine Herzerkrankungen zu
entwickeln [746-749].

Bei fetalen Schafen konnte die Entwicklung einer IUGR durch intravendsen oder
intragastrischen™’ Nihrstoffersatz verhindert werden. Allerdings wurde bis jetzt von
keiner kompletten Reversibilitdt einer bereits etablierten [UGR berichtet [746,750].

Das Wachstum des Fetus in der spdten Schwangerschaft wird hauptsidchlich durch
endokrine Faktoren und durch die Erndhrung reguliert. Der endokrine Faktor, der die
wichtigste Rolle dabei spielt, ist IGF-1. Er stimuliert die fetale und plazentare
Néhrstoffaufnahme und verhindert den Abbau von Proteinen [706]. Das Geburtsgewicht
korreliert mit den IGF-1-Levels des Blutes aus der Nabelschnur und die zirkulierenden
fetalen IGF-1-Levels waren bei Analysen der menschlicher IUGR reduziert [751-754].
AuBerdem fiihrte die Deletion des IGF-1-Gens in Studien zu schwerer
Wachstumsrestriktion an der Maus und am Menschen [755,756].

Die Regulation von IGF-1 ist sehr eng mit der Erndhrung verkniipft. Am Schafsmodell
verursachte die Untererndhrung des Muttertiers eine Wachstumsrestriktion des Fetus, die
mit reduzierten fetalen Igf-1-Levels einherging [757]. Dieser Effekt konnte durch die
Verabreichung von Glukose aufgehoben werden [758].

Auch eine fetale Pankreatektomie™ reduzierte die fetalen Igf-1-Spiegel [759] und die
Infusion von fetalem Insulin hob sie wieder an [758]. Dies deutete laut der Interpretation
von Eremia darauf hin, dass das fetale Wachstum in der spaten Schwangerschaft eng mit
der Glukose-Insulin-IGF-1-Achse zusammenhéngen konnte [746].

7 Erniedrigung des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks (1)

% Das Laktat ist das Salz der Milchsdure und Produkt der anaeroben Glykolyse, das bei Muskelarbeit und
Zustanden mit Hypoxie ansteigt (1).

%9 NIDDM (non-insulin-dependent diabetes mellitus), insulinunabhingiger Diabetes mellitus (1)

% Bluthochdruck

1 in den Magen verabreicht

692 operative Entfernung des Pankreas (Bauchspeicheldriise)
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Die meisten Félle von IUGR werden von plazentaren Faktoren, die zu einer fetalen
Minderversorgung mit Nahrstoffen flihren, hervorgerufen. Deshalb ist es wenig
iiberraschend, dass die Versuche, das Wachstum von Feten mit einer IUGR durch
Optimierung der miitterlichen Erndhrung zu verbessern, wenig Erfolg zeigten. Eine
intrauterine Behandlung der ITUGR, unter Umgehung der Plazenta, konnte somit bessere
Chancen auf Erfolg zeigen [746,760,761]. Einer dieser paraplazentaren Wege fihrt iiber
die Amnionfliissigkeit.

Wie bereits frither beschrieben, verschluckt der Fetus groBe Mengen von Fruchtwasser und
macht sich die hiermit aufgenommenen Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren zu Nutze. Eine
Ligatur®® des Osophagus an fetalen Schafen, die die Aufnahme von amniotischer
Fliissigkeit verhinderte, fiihrte zur Entstehung einer IUGR und diese konnte durch die
enterale Verabreichung von IGF-1 aufgehoben werden. Auch eine enterale Verabreichung
von Nihrstoffen wéhrend einer maternalen Nahrungsrestriktion beugte der Entstehung
einer [IUGR am Fetus vor und niedrig dosierter, intraamniotischer IGF-1-Ersatz hob die
Effekte der [IUGR am fetalen Darm auf [746,762-766].

In der vorliegenden Studie von Eremia ef al., sowie auch in anderen Studien, zeigte sich,
dass die intravendse Behandlung auch erfolgreich zur Beeinflussung des fetalen
Wachstums verwendet werden konnte. Ein chronischer intravendser Ersatz von
Néhrstoffen verhinderte die Entstehung einer Wachstumsrestriktion an fetalen Schafen
wihrend einer Embolisation der Plazenta [765]. Eine chronische, hochdosierte intravendse
Infusion von IGF-1 an normal gewachsenen fetalen Schafen, fiihrte in der spéten
Schwangerschaft zu selektivem Organwachstum ohne das fetale Gewicht zu verdndern,
wie in der Publikation von Lok et al. nachzulesen ist [734]. Eine IGF-1-Infusion in
niedriger Dosierung verdnderte das fetale Wachstum oder den Metabolismus nicht, obwohl
die Morphologie der Plazenta und die Transportkapazitdt davon beeinflusst wurden [767].
Diese experimentellen Daten suggerieren, dass eine IUGR durch einen Hormon- oder
Nahrungsmittelersatz liber den paraplazentaren Weg umkehrbar sein konnte [ 746].

Zusammengefasst haben Eremia et al. in ihrer Studie folgende Beobachtungen gemacht:
beziiglich des Uberlebens der Feten in den verschiedenen Behandlungsgruppen zeigten
sich in dieser Studie keine Unterschiede.

Die Embolisierung verringerte die fetale Wachstumsrate um 22-30%, gemessen am
Brustumfang im Vergleich zur Kontrollgruppe, und reduzierte das fetale Gewicht in der
SAL-Gruppe (post mortem) um den gleichen Betrag.

Die Scheitel-Steif3-Linge (SSL) war um 10% verringert, aber der biparietale Durchmesser,
der totale Brust- und Bauchumfang und die Lénge der Extremitdten waren nicht signifikant
verdndert. Das Gewicht der fetalen Leber, des Herzens, der Hypophyse, der Schilddriise
und des perirenalen Fettgewebes™ waren in absoluten Werten reduziert, aber nicht in
relativem Verhéltnis zum Kdorpergewicht.

Das Verhiltnis des Gehirngewichtes zum Lebergewicht® war gesteigert. Die
Embolisierung beeinflusste das Gewicht des Uterus, der fetalen Membranen, der fetalen
Flissigkeiten oder der Plazenta nicht signifikant. Es zeigte sich auch kein Unterschied
hinsichtlich des Verhéltnisses des Plazentagewichtes zum Korpergewicht [746].

693 operative Unterbindung
%% das die Nieren umgebende Fettgewebe
5 Brain-to-liver weight ratio (engl.), BLWR
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Wihrend der Behandlungsphase war der fetale Brustumfang in der SAL-Gruppe um 12%
geringer, als in der Kontrollgruppe. Der Brustumfang stieg in der IGF-IV- und IGF-AV-
Gruppe an und war signifikant hoher, als jener der SAL-Gruppe und blieb auch in der IGF-
NUT-Gruppe geringer. Die fetalen Gewichte in allen Gruppen, die mit IGF-1 behandelt
wurden, lagen zwischen jenen der SAL- und jenen der Kontrollgruppe und waren
untereinander nicht signifikant unterschiedlich. Die SSL blieb nur in der IGF-IV-Gruppe
niedriger.

Es zeigten sich keine Unterschiede beziiglich des biparietalen Durchmessers, des
Brustumfangs, des Bauchumfangs und der Linge der Vorder- und Hinterbeine zwischen
den Gruppen [746].

Trotz des Anstiegs des fetalen Wachstums und der partiellen Korrektur des fetalen
Gewichtes in allen mit IGF-1 behandelten Gruppen, beschrieben Eremia und Kollegen die
Effekte auf die Organgewichte als sehr unterschiedlich. Das Gewicht der Leber war
signifikant hoher in der Gruppe der IGF-AF-Feten, als in der Gruppe der SAL-Feten,
jedoch wurde dieser Effekt durch die Verabreichung von Nahrstoffen aufgehoben (IGF-
NUT-Gruppe). Die Lebergewichte der IGV-1V-Gruppe lagen dazwischen.

Beide durchgefiihrten amniotischen Behandlungen (IGF-AF und IGF-NUT), aber nicht die
Behandlung mit IGF-1V, steigerten das Gewicht des perirenalen Fettgewebes im Vergleich
zur SAL-Gruppe signifikant und fiihrten das Gewicht der fetalen Lungen auf Werte
zwischen der Kontroll- und der SAL-Gruppe zuriick. Keine der Behandlungen beeinflusste
das Gewicht der fetalen Schilddriise oder das Gewicht der Plazenta, des Uterus, der fetalen
Membranen oder der fetalen Fliissigkeiten. Wenn die Organgewichte pro Kilogramm
Korpergewicht berechnet wurden, zeigten nur die reduzierten Lungengewichte in der IGF-
IV-Gruppe einen signifikanten Unterschied [746].

Die Konzentration der Glukose im fetalen Plasma war in der Kontrollgruppe gesteigert,
aber in der Gruppe der Feten mit Embolisation wéahrend dieser Periode verringert. Die
fetalen Laktat- und Harnstoffwerte im Plasma stiegen in allen Gruppen wihrend dieser
Periode an. Die miitterlichen Glukose- und Harnstoffwerte des Plasmas waren wihrend der
Periode der Embolisation gesteigert, aber die miitterlichen Laktatwerte des Plasmas zeigten
sich unverdndert. In der Amnionflissigkeit waren die Harnstoff- und
Laktatkonzentrationen erhoht, hingegen waren die Glukosekonzentrationen in allen
Gruppen wihrend der Embolisationsperiode verringert. Wéhrend der Behandlungsperiode
lieBen sich erhdhte Glukosespiegel im fetalen Plasma der Kontrollgruppe, die hoher waren,
als in den anderen Gruppen, messen [746].

Die fetalen Plasmakonzentrationen von Laktat waren in der Kontrollgruppe, der IGF-AF-
und IGF-NUT-Gruppe wihrend der Behandlungsperiode gesteigert, wobei sie in der SAL-
und IGF-NUT-Gruppe hoher als in der Kontrollgruppe waren. Die fetalen Konzentrationen
von Harnstoff im Plasma verdnderten sich {iber die Zeit nicht, aber waren in der SAL-
Gruppe niedriger, als in der Kontroll- und IGF-IV-Gruppe und in der IGF-NUT-Gruppe
niedriger als in der Kontrollgruppe.

Die miitterlichen Glukosekonzentrationen im Plasma waren in allen Gruppen gleich und
verringerten sich signifikant in der SAL-Gruppe wihrend der Behandlungsperiode,
wohingegen die miitterlichen Plasmakonzentrationen von Laktat in der Kontroll-, SAL-
und IGF-IV-Gruppe anstiegen.

Die Harnstoftkonzentrationen im miitterlichen Plasma waren in der SAL-Gruppe niedriger,
als in der Kontroll- und IGF-IV-Gruppe [746].
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Die fetale Plasmakonzentration von Insulin stieg wihrend der Periode der Embolisation
innerhalb der Kontrollgruppe an, aber zeigte dann bei den embolisierten Tieren einen
Abfall. Die fetalen Plasmawerte der IGF-1-Konzentrationen stiegen innerhalb der
Kontrollgruppe auf wesentlich hohere Werte an, als in der Gruppe der embolisierten Tiere.
Die miitterlichen Plasmakonzentrationen von Insulin und IGF-1, sowie die IGF-1-
Konzentrationen in der Amnionfliissigkeit, waren bei allen Tieren wéihrend der Periode der
Embolisierung gesteigert [746].

Wihrend der Behandlungsperiode stiegen die Plasmakonzentrationen von IGF-1 der Feten
innerhalb der Kontrollgruppe. Nach einem anfinglichen Anstieg zeigte sich innerhalb der
Gruppe der Embolisation allerdings diesbeziiglich ein Abfall. Die fetalen
Plasmakonzentrationen von IGF-1 und Insulin blieben in der Kontrollgruppe héher, als in
allen anderen Gruppen.

Keine der Behandlungen dnderte die fetalen Plasmalevels von IGF-1 oder Insulin. Die
miitterlichen Plasmakonzentrationen von IGF-1 und Insulin waren aber in der IGF-IV-
Gruppe hoher, als in der IGF-NUT-Gruppe. Die IGF-1-Konzentrationen in der
Amnionfliissigkeit nahmen wéhrend der Behandlungsperiode innerhalb der Kontroll- und
SAL-Gruppe ab und stiegen innerhalb der IGF-AF- und der IGF-NUT-Gruppe auf das Elf-
bzw. Fiinffache [746].

In der hier beschriebenen Studie von Eremia und Kollegen zeigte sich, dass alle
angewandten Methoden der fetalen IGF-1-Behandlung zu einer Reduktion der IUGR, die
durch die plazentare Embolisation hervorgerufen wurde, fiihrten. So verursachte die
Embolisation in allen Gruppen eine Abnahme des Brustumfanges, aber dieser
normalisierte sich nach der Behandlung mittels IGF-AF und IGF-1V.

Alle Behandlungen verbesserten die fetalen Gewichte (post mortem) auf Werte, die
zwischen denen der Kontroll- und SAL-Gruppe lagen. Ein gesteigertes Wachstum der
Leber wurde in der IGF-AF-Gruppe festgestellt, was die hoheren Lebergewichte (post
mortem) bestdtigten. Dieser Effekt zeigte sich nicht, wenn die IGF-1-Applikation mit der
Verabreichung von Nihrstoffen kombiniert, oder intravends gegeben wurde [746]. Die
Effekte von IGF-1 auf das Leberwachstum schienen zum Teil dosisabhidngig zu sein.

In einer fritheren Studien von Bloomfield ef al. wurde von einer Reduktion der Gewichte
der fetalen Leber, der Milz und des Thymus nach amniotischer IGF-1-Verabreichung
berichtet. Allerdings wurden dabei weniger als 40% der Dosis der vorliegenden Studie von
Eremia ef al. verabreicht. Eine postnatale enterale Verabreichung von IGF-1 fiihrte zu
einem Anstieg des Gewichtes der Leber in anderen Spezies.

In dhnlicher Weise fiihrte die intravendse Verabreichung von IGF-1 in einer 50-fach
hoheren Dosis als in der vorliegenden Studie, zu einem Anstieg der Lebergewichte, aber
dieser Effekt zeigte sich bei niedrigeren Dosen nicht [734,746,766,768,769].

Eremia und Kollegen beschreiben, dass das Gewicht des perirenalen Fettgewebes, infolge
der Embolisation, reduziert war und auch dieser Effekt konnte durch intraamniotische
Verabreichung von IGF-1 (sowohl mit, als auch ohne die gleichzeitige Verabreichung von
Néhrstoffen) vermindert werden, aber dies zeigte sich bei intravendser Applikation von
IGF-1 nicht [746].

Igf-1 ist fuir die Zellteilung und Differenzierung des fetalen braunen Fettgewebes in Ratten
sehr wichtig. Es ist nicht geklirt, weshalb sich, bei gleicher Dosis von IGF-1, bei
intravendser Verabreichung nicht der gleiche Effekt auf das Organwachstum zeigte, wie
bei intraamniotischer Verabreichung. Dies konnte allerdings, wie Eremia vermutet, an
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einer hoheren Effektivitit beziliglich der Forderung des Wachstums der viszeralen Organe
bei der Aufnahme von IGF-1 iiber die Pfortader liegen [746,770,771].

Die Effekte, die die Behandlung mit IGF-1 auf das fetale Organwachstum und den fetalen
Rumpf ausiibte, wurden in keiner Behandlungsgruppe von einem korrespondierenden
Anstieg der zirkulierenden IGF-1-Konzentrationen begleitet. Die Embolisation fiihrte in
allen so behandelten Gruppen zu einem Abfall der zirkulierenden Levels der Feten.
Allerdings war innerhalb der ersten Behandlungswoche ein anfénglicher Anstieg der
fetalen Plasmakonzentrationen von IGF-1 innerhalb aller Gruppen mit einer Embolisation
zu verzeichnen, aber dieser war vermutlich eher das Resultat der Embolisation, als der
IGF-1-Behandlung, denn er wurde auch in der SAL-Gruppe beobachtet. Nach einem
anfinglichen Anstieg, sanken die fetalen Plasmakonzentrationen von IGF-1, trotz der
Verabreichung wieder ab [746].

Diese Beobachtung wird auch durch die Studie von Bloomfield et al. bestitigt [767], in
welcher eine intraamniotische Verabreichung von IGF-1 zu einer, paradoxerweise
Suppression der fetalen zirkulierenden IGF-1-Konzentrationen fiihrte. Es fielen dabei auch
die mRNA-Levels fiir /GF-1 in der Leber, der Muskulatur und der Plazenta signifikant ab,
was dadurch erkldrt werden konnte, dass exogen zugefiihrtes IGF-1 die endogene
Expression von IGF-1 supprimieren konnte [746,772].

In einer weiteren Studie von Bloomfield et al., die in diesem Kapitel (sieche unten)
beschrieben wird, zeigte sich, dass radioaktiv markiertes IGF-1, welches in die amniotische
Fliissigkeit verabreicht wurde, in intakter Form iiber den fetalen Darm in die Zirkulation
der Pfortader aufgenommen wurde und so auch die fetale Leber direkt erreichen konnte
[773].

Kind et al. schilderten, dass aus ihren Forschungen eine Reduktion der mRNA-Expression
von IGF-1 in der Leber, nach intravendser Verabreichung hdéherer Dosen von IGF-1
wiéhrend einer Periode von zehn Tagen, resultierte [774]. Demnach, so vermuten Eremia et
al., konnte die Unterdriickung der hepatischen mRNA- und Protein-Expression die
molekulare Basis fiir den Mangel der Effekte der zirkulierenden IGF-1-Konzentrationen
bilden [746].

Ein anderer moglicher Mechanismus, der die wachstumsfordernden Effekte der
amniotischen IGF-1-Behandlung in Abwesenheit erhéhter zirkulierender IGF-1-Levels
erkliren konnte, wire eine mogliche Freisetzung bisher unbekannter Mediatoren aus dem
fetalen Darm in Antwort auf die IGF-1-Verabreichung. Eine Moglichkeit stellt Ghrelin®®
dar, eine Substanz, die dem GH®" dhnlich ist. Dieses wurde erstmals im Magen von Ratten
identifiziert. Ghrelin konnte auch im Magen von fetalen Schafen exprimiert werden und
scheint in die Regulation des fetalen Wachstums, in Abwesenheit anderer endokriner
Stimuli, involviert zu sein. Andere potenticlle Peptide konnten Inkretine®’, wie das
Glucagon-like-peptide-1 und -2, darstellen [746,775-777].

¢ Ghrelin (Akronym fiir engl. Growth Hormone Release Inducing, d. h. die Wachstumshormonfreisetzung
einleitend) ist ein appetitanregendes Hormon, welches in der Magenschleimhaut produziert wird. Neben der
Appetitanregung hat das Hormon eine Reihe anderer Wirkungen (109).

%7 Growth Hormone (engl.): Wachstumshormon

% Hormone, die vom Darm gebildet werden. Zunichst wurde das von den K-Zellen der
Zwolffingerdarmschleimhaut gebildete glukoseabhdingige insulinotrope Peptid (GIP) gefunden, das eine
insulinfreisetzende Wirkung austibt. Mitte der 1980er Jahre wurde dann das Glucagon-Like Peptid 1 (GLP-1)
beschrieben, das von den L-Zellen der Darmschleimhaut produziert wird. Die hochste Dichte dieser Zellen
findet man am Ende des Diinndarms, dem sogenannten //eum, sowie dem als Caecum bezeichneten Anfang
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Es ist ein interessanter Aspekt, dass, laut den Berichten von Eremia et al., die
zirkulierenden Konzentrationen des miitterlichen IGF-1 innerhalb der IGF-IV-Gruppe
gesteigert waren. Das miitterliche IGF-1 beeinflusst die Entwicklung der Plazenta und auch
das fetale Wachstum. Die Effekte des intravends verabreichten IGF-1 auf das Wachstum
des fetalen Rumpfes konnten daher durch die miitterlichen IGF-1-Konzentrationen, trotz
der unveranderten zirkulierenden fetalen IGF-1-Levels, mediiert worden sein [746,778].
Mutterschafe der IGF-IV-Gruppe unterschieden sich von jenen anderer Gruppen durch
einen hoheren Pa0,%”’, héhere Insulinkonzentrationen und einen niedrigeren PaCO,™".
Keiner dieser Unterschiede lie3 sich aber alleine durch die fetale IGF-1-Supplementation
erkldren [746].

Unerwarteter Weise wurden die wachstumsfordernden Effekte der amniotischen IGF-1-
Behandlung auf die fetale Wachstumsrate und das Lebergewicht durch die Zugabe von
Naihrstoffen reduziert. Der fetale PaO, war in der IGF-NUT-Gruppe nicht reduziert, was,
laut Meinung der Autoren, darauf schlieBen ldsst, dass die verabreichten Nahrstoffe die
metabolische Kapazitit’®' des Fetus nicht iiberstiegen. Der wachstumshemmende Effekt
der Néhrstoffe konnte deshalb durch andere Mechanismen, wie etwa durch eine Erhdhung
der Bindungskapazitit fiir IGF-1, hervorgerufen worden sein [746].

Am Fetus gibt es Anzeichen einer Regulation der IGFBPs durch Néhrstoffe, aber ein
direkter Effekt der Nahrstoffe auf die IGFBP-Aktivitdt wurde bisher nicht beschrieben. Bei
Schafen scheint IGFBP-3 das innerhalb der Amnionfliissigkeit am reichlichsten
vorhandene Bindungsprotein zu sein und die fetale IGFBP-3-Produktion wird durch
Nabhrstoffe, Insulin und IGF-1 reguliert [746,773,779,780].

Ein Anstieg der amniotischen IGFBP-Konzentrationen konnte, laut den Beschreibungen
von Eremia et al., die Bioverfiigbarkeit des amniotischen IGF-1 reduziert und somit seine
Aufnahme durch den Fetus und damit auch sein Wachstum verringert haben. Eine andere
Moglichkeit wére, dass die Zufuhr der Naihrstoffe zu einer Herabregulierung der
umbilicalen Nihrstoffaufnahme’®” gefithrt haben kénnte. Charlton und Reis fanden bei
thren wissenschaftlichen Untersuchungen heraus, dass die iiber den Magen verabreichte
Glukose bei Feten die umbilicalen Glukoseaufnahme supprimierte. Allerdings war die
verabreichte Dosis der Glukose in dieser Studie bis zu 35-mal hoéher, als in der
vorliegenden Studie von Eremia et al. und steigerte auch den arteriellen Glukosegehalt des
Fetus. Dies konnte den miitterlich-fetalen Konzentrationsgradienten und damit die
Aufnahme aus der Nabelschnur reduziert haben. Eremia und Mitarbeiter beobachteten
keine Verdnderungen der fetalen arteriellen Glukosekonzentrationen durch die
Verabreichung der Nihrstoffe [746,781].

Die fetalen Himoglobinwerte stiegen wihrend der Behandlungsperiode innerhalb der IGF-
NUT-Gruppe an. Eine vergleichbare Polyzythimie’” konnte auch durch prolongierte fetale
Hypoxie hervorgerufen werden und die Verabreichung von Glukose an den Fetus steigerte
den fetalen Sauerstoftbedarf in Experimenten [746,782,783].

des Dickdarms. Es konnte beobachtet werden, dass die GLP-1-Wirkung additiv zur Wirkung des GIP ist
(110).

9 arterieller Sauerstoffpartialdruck

790 arterieller CO,-Partialdruck

" Kapazitit des Stoffwechsels

92 Nihrstoffaufnahme iiber die Nabelschur

% Polyglobulie: Vermehrung der Erythrozyten im Blut (1)
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Auch wenn die Feten der IGF-NUT-Gruppe wihrend der Behandlung nicht hypoxdmisch
waren, was sich bei Beobachtung des fetalen PaO, und des Sauerstoffgehaltes zeigte, so
war doch eine Erhohung der Laktatwerte in ihrem Amnion und Plasma zu verzeichnen,
was einen kleinen, aber langsamen Anstieg des oxydativen Metabolismus, als Antwort auf
die Nahrstoffverabreichung, widerspiegeln konnte [746].

Praktisch alle IGF-1-Behandlungen flihrten, wie von der Forschergruppe um Eremia
beschrieben, zu einer Reduktion der Effekte der Embolisation auf das fetale Gewicht,
allerdings wurden die vielversprechendsten Ergebnisse nach intraamniotischer
Verabreichung von IGF-1 alleine, ohne zusitzlich verabreichte Néhrstoffe, erzielt. Diese
Behandlung fiihrte zu einer signifikanten Verbesserung der fetalen Wachstumsraten, der
fetalen Leber- und perirenalen Fettgewichte und des Rumpfwachstums, ohne dabei die
fetalen Blutgase, IGF-1- oder Insulin-Konzentrationen zu beeinflussen. Die amniotische
Behandlung mit IGF-1 konnte somit eine Basis fiir eine zukiinftige klinische Behandlung
der IUGR bilden [746].

1.13.6. Das Schicksal von intraamniotisch appliziertem IGF-1

Wie bereits beschrieben, werden gro3e Mengen von amniotischer Fliissigkeit in der spéten
Schwangerschaftsphase vom Fetus geschluckt und die Turnover-Zeit’™  der
Amnionfliissigkeit betrigt etwa 24 Stunden [762]. Die AF’®® enthilt Wachstumsfaktoren,
wie IGF-1 und EGF'%, aber auch Nihrstoffe, die durch den fetalen Gastrointestinaltrakt
aufgenommen werden [784].

IGF-1 stellt, nach Ausfiihrungen von Pitkin et al., vermutlich den dominierenden fetalen
Wachstumsfaktor in der spdten Schwangerschaft dar. Bloomfield und Kollegen
demonstrierten, dass die einmal tidgliche, intraamniotische Verabreichung von IGF-1 iiber
zehn Tage zu einem Anstieg des Darmwachstums fiihrte, aber dabei die zirkulierenden
Levels von IGF-1 und das Wachstum von Milz, Leber und Thymus abnahmen. Die IGF-1-
Levels blieben bis zu 24 Stunden nach der Injektion erhoht [785,786].

Die gastrointestinale Aufnahme von direkt in den Darm verabreichtem IGF-1 wurde an
mehreren Studien an verschiedenen Spezies demonstriert und auch die Aufnahme von EGF
wurde an der fetalen Ratte untersucht [787-789].

Hier sollen die Ergebnisse der Studie von Bloomfield et al. zusammengefasst werden, in
welcher sieben trichtige Schafe einem chirurgischen Eingriff an den
Schwangerschaftstagen 110-112 unterzogen wurden. Dabei brachte die Forschergruppe
jeweils Katheter in die fetalen tarsalen’’’ Arterien und Venen, die Pfortader708, die
Nabelvene und die miitterliche Carotis’” und Vena jugularis ein. Im Bereich des fetalen
Nackens wurde ein oberer Amnion-Katheter angebracht, der zweite, untere Amnion-
Katheter, im Bereich der fetalen Hinterbeine.

Am Tag 124 wurde aus den Kathetern Blut und Fruchtwasser entnommen, um mit Hilfe
des RIA die IGF-1-Levels, und mit Hilfe der Blot-Analyse die Levels der IGFBPs

7% Es handelt sich um die Zeitspanne, die bis zur vollstandigen Erneuerung des Fruchtwassers vergeht.
5 Amnionfliissigkeit

% Epidermal growth factor

7 zur Fufwurzel gehorend

"8 Vena portae

7% Halsschlagader
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untersuchen zu koénnen. Radioaktiv markiertes >>I-IGF-1 wurde iiber den oberen Amnion-
Katheter verabreicht [773].

Bei der Durchfiihrung der Studie lieB sich feststellen, dass die Mischung des applizierten
LIGF-1"" im Fruchtwasser schnell voranging, wobei sich ein Unterschied in den
Konzentrationen der oberen und unteren Bereiche des Fruchtwassers (gemessen mit Hilfe
der beiden Amnion-Katheter) nur wihrend der ersten drei Stunden zeigte. Die
Halbwertszeit von '*’I-IGF-1 im Fruchtwasser betrug etwa 24 Stunden [773].

Die zehn Minuten nach der Injektion gemessene Hohe des an seine Bindungsproteine
gebundenen Anteils von '*’I-IGF-1 variierte stark unter den verschiedenen Tieren. Die
Chromatogramme ergaben, dass bei den meisten Versuchstieren der Peak des gebundenen
'2.IGF-1 anfangs prominenter wurde, wihrend der Gesamtwert des gebunden IGF-1 in
allen Peaks mit der Zeit sank. Trotzdem war auch 144 Stunden nach der Injektion noch ein
bemerkenswerter Teil der gebundenen Fraktion vorhanden [773].

Etwa 6 Stunden nach der Injektion von '*’I-IGF-1 traten Peaks mit kleinerem Molekular-
Gewicht auf, die offenbar Degradationsprodukte’' von IGF-1 darstellten. Ein Blot von
Samples aus der AF und dem Plasma, die kurz vor Verabreichung des '*’I-IGF-1
abgenommen wurden, zeigte, dass das vorherrschende Bindungsprotein in AF und Plasma
eine Molekulare Masse (M,) von 38-44 kD aufwies und in der Position von IGFBP-3 lief.
Die Banden mit einer M; von 34, 28-30 und 24 kD liefen in der Position fiir IGFBP-1, -2
und -4. Die Levels aller IGFBPs waren im Plasma hoher als im Fruchtwasser. Der Blot
ergab auch, dass eine kleine Menge IGFBP-1 im Fruchtwasser vorhanden war [773].

Die durchgefiihrte Analyse erbrachte Hinweise auf eine sehr hohe Korrelation zwischen
der Prozentzahl des gebundenen '*I-IGF-1 und der Dichte der IGFBP-3-Bande im
Fruchtwasser. Daher hatten Tiere mit iiberwiegend ungebundenem '“’I-IGF-1 nur sehr
schwache Banden im Blot beziiglich der Region des Molekulargewichtes fiir IGFBP-3.
IGFBP-3 war offenbar fiir den grofiten Anteil des gebundenen IGF-1 verantwortlich
[773].

Die chromatographischen Profile von Samples aus den fetalen Arterien und den portalen
Venen zeigten, bis auf die Tatsache, dass die die Zahlen innerhalb der ersten 48 Stunden in
den portalen Venen hoher waren, keine Unterschiede. Im Fruchtwasser, wie auch im
fetalen Plasma, war die Proportion von intaktem und gebundenem '**I-IGF-1 sehr variabel
und wies einen unterschiedlich hohen ungebunden Anteil unter den verschiedenen
Versuchstieren auf. Der Prozentsatz des gebundenen '’I-IGF-1 im Plasma korrelierte am
besten mit der relativen Dichte der Bande des IGFP-1 [773].

Die Chromatographie der Samples aus den fetalen Arterie und den portalen Venen bewies
die Anwesenheit von freiem und gebundenem '*’I-IGF-1 mit zunehmendem Auftreten von
Degradationsprodukten bei fortschreitender Versuchsdauer. Diese waren hier frither und in
groBBerer Hohe, als im Fruchtwasser nachzuweisen [773].

Die relative Dichte der IGFBP-3-Banden in der AF und dem Plasma korrelierte nicht mit
den fetalen arteriellen Glukosekonzentrationen und dem Sauerstoffgehalt, oder mit der
postmortal gemessenen fetalen KorpergroBe. Jedoch korrelierte sie in der AF gut mit den
IGF-Levels des Fruchtwassers.

Die Plasma IGF-1-Levels korrelierten weder mit der IGFBG-3-, noch mit der IGFBP-1-
Dichte der plasmatischen Banden [773].

1% Mit radioaktivem Iod (I'*’) markiertes IGF-1
"I Abbauprodukte
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Bloomfield und Mitarbeiter berichteten iiber ein fritheres Ansteigen der Werte von '*’I-

IGF-1 im portalen Venenblut, als dies im arteriellen Blut der Fall war und diese Werte
blieben dann fiir 48 Stunden erhdht.

Die Werte im portalen Venenblut von Tieren mit normalem Darm waren innerhalb der
ersten 12 Stunden signifikant hoher, als jene Werte von Tieren mit Darmstenosen’’”. Eine
Stenose fiihrte zu einem verspéteten Anstieg und der Peak wurde ebenfalls spéter erreicht
[773].

Die Messwerte fiir '>’I-IGF-1 stiegen im maternalen Plasma 12 Stunden nach der Injektion,
was auf den Verlust iiber die Plazenta hindeutete [773].

Sehr geringe Werte wurden bei der postmortem Untersuchung im fetalen Gewebe, 72-144
Stunden nach der Injektion von '*I-IGF-1, auBer im fetalen Darm auch in der maternalen
und fetalen Schilddriise gefunden. Der Darminhalt enthielt hohere Werte, als die
Darmwand. Die Werte des Darminhaltes waren in den distalen Darmabschnitten hoher und
erreichten bis zu fiinffach hohere Werte im Colon’", als in den iibrigen Darmabschnitten.
Sie waren im normalen Darm hdoher, als im stenotischen Darm (bei Messung im distalen
Jejunum’').

Das chromatographische Profil des Darminhaltes bei normalem Darm ergab, dass das
Profil des Mageninhaltes mit jenem des Fruchtwassers der postmortem Untersuchung
vergleichbar war. Im Gegensatz dazu, zeigte sich bei Tieren mit stenotischem Darm, dass
das Profil des Mageninhaltes eher dem des distalen Darmes dhnelte, mit geringen Zahlen
von an IGFBPs gebundenem '*I-IGF-1 [773].

Dies deutet laut Meinung der Autoren darauf hin, dass bei Tieren mit normalem Darm
kaum eine Degradation des Inhaltes auftrat, wihrend bei Tiere mit stenotischem Darm eine
solche zu verzeichnen war.

Die Werte, die mit Degradationsprodukten in Verbindung gebracht wurden, stiegen sowohl
bei Tieren mit normalem, als auch bei jenen mit stenotischem Darm, von proximal nach
distal an. Der Inhalt des Colons zeigte bei Tieren mit normalem Darm jeweils einen Anteil
an freiem und an gebundenem '*’I-IGF-1, aber hauptsichlich Abbauprodukte mit geringem
Molekulargewicht und daneben auch freies '*°’I. Bei Tieren mit Darmstenose waren die
Werte des Inhaltes des Colons deutlich geringer, als bei Tieren mit normalem Darm und
sie wiesen nur einen kleinen Anteil an nachweisbarem '*’I-IGF-1 auf [773].

Die Daten dieser Studie von Bloomfield et al. ergaben, dass sich das intraamniotisch
verabreichte '*I-IGF-1 schnell im Fruchtwasser verteilte, vom Fetus geschluckt und iiber
den Darm in die portale Vene aufgenommen wurde. '*I-IGF-1 verweilte im Fruchtwasser
fiir mindestens 6 Tage in gebundener und freier Form. Dies lieB eine anhaltende
Freisetzung von '“’I-IGF-1 aus dem Fruchtwasser in systemische Zirkulation des Fetus
nach einer einzelnen Injektion vermuten. Das gute Verteilungsverhalten von IGF-1 im
Fruchtwasser entspricht auch der Beobachtung von Tomoda und seinen Mitarbeitern
[773,790].

Die Chromatographie ergab, dass ein signifikanter Anteil des injizierten '*’I-IGF-1 sowohl
im Fruchtwasser, als auch im Plasma einiger Tiere fiir die Dauer des Experimentes
ungebunden blieb. Der grofte Teil des gebundenen '*I-IGF-1 zeigte sich in der Blot-

"% Einengung des Darmes (1)
" Hauptanteil des Dickdarmes (1)
"% Leerdarm: an den Zwolffingerdarm anschlieBender Teil des Diinndarmes (1)
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Analyse in der Fraktion vor dem 66kD-Marker. Diese Fraktionen konnten, nach
Vermutung der Autoren, Aggregaten von Bindungsproteinen mit '“’I-IGF-1, oder
Aggregaten von 'I-IGF-1 alleine entsprochen haben [773,791].

Der von Bloomfield und seinen Mitarbeitern beobachtete hohe Korrelationskoeffizient
zwischen der Dichte der IGFBP-3-Bande im Blot des Fruchtwassers und dem Prozentsatz
des in vivo gebundenen 'I-IGF-1 deutete darauf hin, dass diese hochmolekularen
Gewichtsfraktionen IGFBG-'*’I-IGF-1-Komplexe enthielten und lieB auch vermuten, dass
das IGFBP-3 das wichtigste IGFBP im Fruchtwasser sein konnte [773].

Dies steht im Gegensatz zum menschlichen Fruchtwasser, in welchem Wathen et al.,
thren Beobachtungen folgend, IGFBP-1 eine fiihrende Rolle zuschrieben [792].

Die Variabilitit der IGFBP-3-Levels in der AF und der Grad des gebundenen '*’I-IGF-1 in
vivo ist unter den verschiedenen Tieren nicht klar, aber konnte seine Ursache in der
Proteaseaktivitit’” haben. Das Vorhandensein von Proteasen, speziell einer Serin-
Protease, 1st im menschlichen Fruchtwasser bekannt und diese degradiert IGFBP-3, -4 und
-5 [793].

Im Gegensatz zum nachgeburtlichen Leben, in welchem die IGFBP-3-Levels im Plasma
durch Wachstumshormone geregelt werden, sind die fetalen Plasmalevels durch Nahrung
und andere Hormone, wie Insulin und IGF-1 geregelt. Die Regulation der amniotischen
IGFBP-3-Levels ist nicht bekannt [773,779].

Die Levels von IGF-1 konnten von Bindungsproteinen, oder auch umgekehrt, die Levels
der Bindungsproteine von IGF-1 beeinflusst und geregelt werden. IGFBP-3 spielt mit
grofBer Wahrscheinlichkeit eine wichtige Rolle bei der Regulation der Levels von IGF-1 im
Fruchtwasser. Die Bioverfiigbarkeit von '*’I-IGF-1 belief sich in einer Studie von Kimura
et al. auf etwa 9% der verabreichten Dosis. Zwei weitere Untersuchungen, von welchen
eine an Ratten, die andere an Schweinen durchgefiihrt wurde, beschrieben hohere
radioaktive Werte im portalen, als im systemischen Blut und wiesen damit stark auf die
Aufnahme der Substanz tiber den Darm hin [773,787,794,795].

Das verspdtete Auftreten der Radioaktivitdt bei Tieren mit Darmstenosen deutet auf eine
gastrointestinale Aufnahme hin und zeigt auch, dass andere Formen der Aufnahme, wie
iiber die Lunge, die Haut und anderen epithelialen Oberflichen, sehr gering zu sein
scheinen. Sechs Tage nach der Injektion konnten nur mehr 13,5 % des injizierten
Tracers”'® bei der postmortem Untersuchung gefunden werden. Dieser Rest des Tracers
wurde offenbar auf das miitterliche und kindliche Gewebe verteilt, oder durch diec Mutter
ausgeschieden [773,774,796,797].

Die Mechanismen der Aufnahme von Hormonen aus dem Darm sind noch nicht klar. Drei
Tage nach der Injektion von IGF-1 konnte in Vesikeln der Enterozyten’'’ von fetalen
Schafen das Vorhandensein von IGF-1 mittels der Immunhistochemie nachgewiesen
werden [798]. Auf die gleiche Weise konnte auch EGF in Vesikeln der Enterozyten von
Rattenfeten kurz nach der direkten intraluminalen Injektion nachgewiesen werden
[773,799].

Die von Bloomfield et al. analysierten Chromatogramme der Darminhalte von Schafen mit
normalem Darm, zeigten eine ansteigende Menge von Degradationsprodukten vom

15 Aktivitit proteinabbauender Enzyme
16 die radioaktiv-markierte Substanz
"7 Darmzellen
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proximalen in Richtung des distalen Darmabschittes. 145-150 Stunden nach der Injektion
waren noch kleine Mengen an gebundenem und freiem '*’I-IGF-1 nachweisbar. An Tieren
mit Darmstenose zeigte sich ein anderes Resultat. Es konnten auch Werte unterhalb der
Stenose gemessen werden, eventuell bedingt durch progressive Obstruktion nach der
Unterbrechung der Blutversorgung. Die gemessenen Werte der Tiere mit stenosiertem
Darm waren im distalen Darm viel kleiner, aber die gemessenen Werte von degradierten
Fragmenten und freiem '*°T waren wesentlich héher und es zeigte sich fast kein Anteil an
intaktem '*I-IGF-1 [773].

Verschlucktes '*I-IGF-1 konnte durch den stenosierten Darm weniger schnell
aufgenommen werden und dadurch {iber ldngere Zeit dem Einfluss proteolytischer Enzyme
ausgesetzt sein, was eine hohere Degradation ermdglichen wiirde. Die Tatsache, dass die
Werte, gemessen in den portalen Venen, bei Tieren mit stenosiertem Darm, wenn auch
verspitet, die gleiche Hohe wie bei normalen Tieren erreichten, deutete darauf hin, dass es
keine Differenzen beziiglich des Verschluckens oder des Volumens gab [773].

Ein extensiveres Abbauen von IGF-1 durch Enzyme innerhalb des bei Tieren mit Stenosen
vorkommenden kleineren Darmes, konnte auch die Unterschiede im chromatographischen
Profil des Coloninhaltes erkliren. Trotzdem war das Vorkommen von intaktem '*I-IGF-1
im Colon bei Tieren mit normalem Darm iiberraschend und legte wiederum die Vermutung
nahe, dass zuvor absorbiertes 25LIGF-1 wieder in den Darm sezerniert’'® worden sein
konnte [773].

In Experimenten von Kong et al. konnten, zwei Stunden nach einer intravendsen Injektion
von '“’I-IGF-1 an Ratten, 2% der verabreichten Radioaktivitit in der Galle nachgewiesen
werden. Ein Anteil von 30% dieser Radioaktivitit korrespondierte in der
Gelchromatographie mit nativem IGF-1. Die Konzentration von IGF-1 in der Galle von
Ratten war wéhrend der neonatalen Entwicklung am hochsten, sank aber, wenn die Ratte
sich weiter entwickelte. Deshalb wire es, den Ausfiihrungen von Bloomfield et al. folgend,
denkbar, dass die enterohepatische Zirkulation”"® von 'I-IGF-1 zu den nach 6 Stunden
immer noch erhdhten Werten von intaktem '*’I-IGF-1 im Darm beigetragen haben konnte.
Die Aufnahme von '*’I-IGF-1 aus dem Darm vollzog sich bei normalen Tieren iiber eine
Periode von bis zu 18 Stunden und bei Tieren mit stenosiertem Darm {iiber bis zu 36
Stunden [773,800,801].

Die Halbwertszeit von IGF-1 im Fruchtwasser von 24 Stunden, das portalvendse’*® Peak-
Level von 18 Stunden und die persistierenden Levels von Radioaktivitdt im Fruchtwasser
fiir einige Tage deuteten, laut Vermutung der Autoren, darauf hin, dass die amniotische
Verabreichung des IGF-1 eine plausible Applikationsmoglichkeit, mit einem
Dosierungsintervall von 24 Stunden darstellen konnte [773].

1% Sekretion: Abgabe von Produkten durch Driisen oder driisenihnliche Zellen (1)
719 Zirkulation zwischen Darm und Leber
2% in der Vena portae (Pfortader)
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1.13.7. Der Transport von IGF-1 uiiber Zellmonolayer

Epitheliale Zelllinien aus dem Darm (IEC’*'-6), der Niere (MDBK'**) und der Lunge
(Mv1Lu®), besitzen hoch-affine, funktionelle Rezeptoren fiir IGF-1 und formten in
Experimenten von Bastian ez al. in Monolayer’**-Zellkulturen tight junctions’” [802].

Um den Transport von IGF-1 genauer zu untersuchen, wurden in der hier
zusammengefassten Studie von Bastian und Kollegen diese drei Zelllinien auf einem
Zweikammer-Filtersystem mit Mikroporen geziichtet.

Im Vergleich zu Filtersystemen ohne Zellen, zeigte sich, dass IEC-6- und MvLUI-
Zellemonolayer die Passage von '*I-IGF-1 und *H-Inulin’* einschrinkten, wihrend die
MDBK-Zellen nahezu keine Passage zulieen [802].

Der Transport von '“I-IGF-1 war signifikant geringer, als der von *H-Inulin, weshalb die
Autoren vermuteten, dass er durch die Bindung des '*’I-IGF-1 an IGF-Rezeptoren oder
IGF-Bindungsproteine verzogert worden sein konnte. Zusétzlich hat sich gezeigt, dass der
Transport von '’I-IGF-1 durch die Anwesenheit eines Uberschusses von unmarkiertem
IGF-1 nicht beeinflusst wurde. Die Ergebnisse geben Anzeichen dafiir, dass freies IGF-1
einer eingeschrinkten Diffusion {iber epitheliale Zellmonolayer in Darm, Niere und Lunge
unterliegen konnte, die iiber parazellulire’?’ oder niedrig-affine transzellulire’”® Wege
stattfinden konnte [802].

Der Transport von Makromolekiilen”” {iber epitheliale Oberflichen wird entweder durch
aktive transzelluldire oder passive parazellulire Wege bewerkstelligt. Fiir Proteine wie
Meerrettichperoxidase”’, Insulin, Immunglobulin G”' und Beta-Lactoglobulin’* zeigte

2! Intestinal Epithelial Cells

22 Madin-Darby bovine kidney (engl.): eine bovine Nierenepithelzell-Linie [786]

723 Mustela vison (mink) lung (engl.): eine Lungenepithelzell-Linie aus dem Nerz [786]

% Der Begriff Monolage (Monolayer, engl.) oder Monoschicht bezeichnet eine Schicht von Zellen auf einer
Oberfldache, wobei die Schichthéhe nur eine Zelle betrégt. Es liegen in der Monolage demnach keine gleichen
Zellen tbereinander (111).

o ight Junctions (engl. ,,dichte Verbindungen®, lat. ,,Zonulae occludentes ) sind schmale Bander aus
Membranproteinen, die Epithelzellen vollstindig umgeben und mit den Biandern der Nachbarzellen in enger
Verbindung stehen. Auf diese Weise verschlieBen die Tight Junctions den Zellzwischenraum und bilden eine
Diffusionsbarriere, die den Fluss von Molekiilen iiber das Epithel kontrolliert (20).

26 Inulin (auch Alantstéirke) ist ein Gemisch von Polysacchariden aus Fructosemolekiilen mit einer
Kettenlédnge von bis zu 100 Molekiilen und einem endstidndigen Glucoserest. Niedermolekulares Inulin ist in
warmem Wasser 16slich. Es wird in der physiologischen Forschung zur Bestimmung des extrazelluldren
Raums eingesetzt, da es leicht in das Interstitium eindringt, nicht jedoch in die Zellen. Die Messung der
Inulin-Clearance kann man zur exakten Bestimmung der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) der Nieren
benutzen. Dies ist deshalb moglich, weil Inulin im Glomerulum vollstindig filtriert wird, im Tubulus-System
aber weder sezerniert noch reabsorbiert wird (112). Tritium (CH), mit dem das Inulin markiert wird, ist ein
natiirliches Isotop des Wasserstoffs. Sein Atomkern wird auch Triton genannt, er besteht aus einem Proton
und zwei Neutronen (3H). Tritium wird aufgrund seiner Masse auch als ,,Uberschwerer* oder
,Superschwerer" Wasserstoff bezeichnet (113).

1 Beim parazelluliren Transport tiber ein Epithel werden Stoffe durch die Zwischenriume zwischen den
Zellen transportiert. Er erfolgt passiv und kann durch die tight junctions zwischen den Zellen verhindert bzw.
reguliert werden (114).

8 Beim transzelluléiren Transport (Transzytose) werden Stoffe direkt durch die Zelle transportiert (z. B.
durch Exo- und Endozytose oder durch rezeptorvermittelten Membrantransport) (114).

2 Makromolekiile sind grofle Molekiile, die aus vielen, bis zu mehreren hunderttausend, gleichen oder
unterschiedlichen Bausteinen (Atome oder Atomgruppen) bestehen und damit eine relativ grof3e
Molekiilmasse (iiber 1000 u) haben (115).

% Die Meerrettichperoxidase - meist als HRP (von engl. Horseradish) abgekiirzt - ist eine Peroxidase aus
dem Meerrettich, die als so genanntes Marker-Enzym in der Biotechnologie-Forschung eingesetzt wird (116).
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sich ein aktiver Transport in kleinen membrangebundenen Vesikeln’* iiber das Epithel, der

nach Bindung an Zell-Oberflichenrezeptoren oder andere Bindungsstellen zustande kam.
Im Gegensatz dazu, lie sich fiir eine Komponente der Meerrettichperoxidase eine passiv-
interzellulare Diffusion beschreiben [802-804].

Einige Wachstumsfaktoren, wie Insulin, EGF, NGF”** und IGF-1 werden vom Darm aktiv
aufgenommen [805,806]. IGF-1 ist ein potenter Promotor des Wachstums, Metabolismus
und der Differenzierung vieler Zellen, auch der epithelialen Zellen [807].

Systemisch verabreicht, fiihrte IGF-1 zu Wachstum und Reifung des Darmes und oral
verabreicht filhrt es zur Stimulation der Darmproliferation [808,809]. Die IGFs wurden
auch in der Milch verschiedener Spezies nachgewiesen [810,811].

Oral verabreichtes '*’I-IGF-1 wird vom Darm absorbiert und erscheint intakt in der
Zirkulation. Um seine mitogene Wirkung auszuiiben, bindet IGF-1 and den Typ-1-IGF-
Rezeptor (IGF-1R) an den Zielzellen. Diese wurden an der intestinalen Mucosamembran
von Schweinen, an basolateralen Membranen von Enterozyten von Ferkeln und an den
Epithelien der Krypten und Villi”*® von Ratten gefunden. Intestinale Zelllinien, die von
jejunalen Krypten der Ratte (IEC-6), sowie auch dem Kolon der Ratte, des Hasen und des
Menschen stammen (Caco-2"°), exprimieren ebenfalls IGF-1R [812-819].

In der hier zusammengefassten Studie von Bastian ef al., wurde der Transport von '*I-
IGF-1 tiber aus intestinalen Epithelzell-Linien der Ratte stammende Monolayer untersucht
und mit dem beobachteten Transport in Zelllinien der Niere und Lunge verglichen. Es
zeigte sich eine Evidenz fiir eine eingeschrinkte parazellulire, oder niedrig-affine
transzellulare Diffusion von IGF-1 iiber diese epithelialen Zell-Monolayer [802].

In kompetitiven Studien war zu beobachten, dass epitheliale Zelllinien von TEC-6 und
MvlLu 3,7 und 4,1%, aber MDBK-Zelllinien 23% des gesamten zugesetzten IBIGF-1
banden. Ein Anteil von 50% des gebundenen [.IGF-1 wurde durch 3,6; 3,8 und 6,0
ng/ml von unmarkiertem IGF-1 von den MvLul-, IEC-6- und MDBK-Zellen verdrangt
[802].

Um die Bindungsstellen von IGF in jeder der Zelllinien besser charakterisieren zu konnen,
verbanden Bastian und Mitarbeiter das gebundene '*I[IGF-1 mit Zell-
Oberfldchenrezeptoren in Anwesenheit und Abwesenheit von gesittigten Konzentrationen
von unmarkiertem IGF-1, IGF-2 und Insulin (Cross-Linking). Die Rezeptor-Ligand-

Y Immunglobulin G (1gG) oder Gammaglobulin ist ein Glykoprotein, das von B-Lymphozyten bzw.
Plasmazellen nach Kontakt mit einem Antigen produziert wird (117).

32 Das Beta-Lactoglobulin in der Milch von Siugetieren ist nahe verwandt mit dem Glycodelin. Dies ist ein
Protein, das im Endometrium von Primaten produziert wird. Es hat modulierende Funktion auf das
Immunsystem. Aufgrund seiner Zugehorigkeit zu der Familie der Lipocaline hat es wahrscheinlich die
Funktion eines Transportproteins (118).

33 Vesikel (lat. ,,vesicula “=Blischen) sind intrazellulire (in der Zelle gelegene) sehr kleine, rundliche bis
ovale Blédschen, die von einer einfachen oder doppelten Membran oder einer Proteinschicht umgeben sind.
Die Vesikel bilden eigene Zellkompartimente, in denen unterschiedliche zelluldre Prozesse ablaufen. Thre
Grofe betrigt etwa einen Mikrometer (119).

3% Nerve growth factor

33 Darmzotten sind blatt- bis fingerformige Erhebungen der Diinndarmschleimhaut und dienen vor allem der
Resorption (120).

% Die Caco-2 Zelllinie besteht aus heterogenen humane Zellen des colorektalen Adenokarzinoms (121).

Einleitung Seite 200 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

Komplexe wurden fiir beide, die IEC-6- und die MvLul-Zelllinie, via SDS-PAGE™’ als
Banden bei 140 und 270 kDa visualisiert. Beide Banden stellten die Verdringung dar,
wenn das Cross-Linking in Anwesenheit von unmarkiertem IGF-1, IGF-2 oder Insulin
durchgefiihrt wurde. Die molekularen Massen dieser beiden Banden waren mit der
querverbundenen Typ-1-IGF-Rezeptor-Untereinheit-o und Dimeren dieser a-Untereinheit
konsistent. Es wurde keine Querverbindung von '*I-IGF-1 in den MDBK-Zelllinien
beobachtet [802].

Diec Anwesenheit von funktionsfihigem Typ-1-IGF-Rezeptor wurde mittels *H-
Thymidin®, einem Marker der DNA-Synthese, untersucht. Alle getesteten
Konzentrationen von IGF-1 steigerten den Einbau von *H-Thymidin in die DNA von
MvLul-Zellen signifikant (siche Abbildung 20). Bei der hochsten verwendeten
Konzentration (100 ng/ml), wurden die MvLul-Zellen zur Steigerung ihrer *H-Thymidin-
Aufnahme um 74 + 2% stimuliert. Die Inkorporation von *H-Thymidin in die IEC-6- und
MDBK-Zelllinien konnte erst nach Verwendung einer Dosis von 100 ng/ml IGF-1
signifikant, auf 20 + 4% und 80 + 3% gesteigert werden [802].

100 5
s
£ 80+
: Abbildung 20:
_:8* Einbau von “H-Thymidin in JEC-
T 60 o 6-Zellen (leere Balken), MvILu-
s 1 Zellen (schwarze Balken) und
g MDBK-Zellen (schattierte
= Balken), die mit den angegebenen
g. 40 7 Konzentrationen  von  IGF-I
§ behandelt wurden. Die Resultate
- wurden als Prozentsatz  der
._g 20 - Inkorporationen angegeben, die
‘B unter serumfreien Bedingungen
=y beobachtet werden konnten.

'""'i 0 Quelle: © Bastian et al. [802]
1 1 1 1

1 10 100
IGF-I (ng / ml)

Die Applikation von '*’I-IGF-1 auf der apikalen Seite des IEC-6-, MvLul- und MDBK-
Monolayers, resultierte in einer zeitabhingigen Zunahme der Menge dieses Peptids, dass
dann in intaktem Zustand im basolateralen Raum nachzuweisen war. Nach zwei Stunden
waren 7,9 = 0,8%, 10,8 £ 0,7% und 1,2 + 0,2% des gesamten 125[_IGF-1 von den IEC-6-,
MvLul- und MDBK-Zellmonolayern transportiert worden.

Der Flux von '*’I-IGF-1 iiber Filter ohne Zellmonolayer betrug 34,1 + 0,9% und war somit
bedeutend groBer. Dies lieB den Schluss der Autoren zu, dass die IEC-6- und MvLul-

"Die SDS-PAGE (Abkiirzung fiir englisch sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis;
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) ist eine Variante der Polyacrylamid-
Gelelektrophorese, einer analytischen Methode der Biochemie zur Trennung von Stoffgemischen im
elektrischen Feld (122).

¥ Der Einbau von *H-Thymidin in die zellulire DNA wird verwendet, um die Rate der DNA-Synthese und
Zellproliferation zu beurteilen (123).
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Zellen den Transport stark reduziert und die MDBK-Zellen den Transport nahezu
aufgehoben hatten

(siche Abbildung 21).

Zusitzlich zeigte sich der Flux von '*’I-IGF-1 iiber epitheliale Zellmonolayer signifikant
geringer, als jener von “H-Inulin [802].

—_ Abbildung 21:
B 0 T T T T T
= 0 20 40 60 80 100 120 140 Transport von '*’I-IGE-1 (O) und *H-Inulin
= (b (o) iiber (a) IEC-6-, (b) MvlLu- und (c)
g 35 = MDBK-Zellmonolayer.
"'5' 30 = Transport von '“I-IGF-1 (A) iiber Filter
8\3 25 ohne Zellen (in jeder Abbildung).
E 20 Der Transport von '*I-IGF-1 und *H-Inulin
) 15 - wird als Prozentsatz des gesamten und
£ intakten
g 10 = '[LIGF-1 ausgedriickt, das zum Zeitpunkt 0
B dem apikalen Bereich der Monolayer
E 5 zugesetzt wurde.

0
9 . 2'0 4'0 6'0 3'0 “']0 1; 1:1 P<0,05 (*), p<0,01 (1) vs. '>I-IGF-1 iiber
B © 0 140 die Epithelzellmonolayer.
— C
o —
-g 35 Quelle: © Bastian et al. [802]
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Um zu sehen, ob der Transport von '*’I-IGF-1 konzentrationsabhingig war, wurde ein

1000-fach erhohter Spiegel von unmarkiertem IGF-1, 30 Minuten vor der Zugabe des
IGF-1, apikal zugesetzt. Wie sich dann zeigte, dnderte die Zugabe des iibersteigerten und
unmarkierten IGF-1 den Transport von '*I-IGF-1 iiber die Membran nicht, woraus die
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Autoren auf das Vorhandensein eines nicht-sittigungsfihigen Fluxes von intaktem '*’I-

IGF-1 iiber die Epithelbarriere schlossen [802].

Die Hauptaufgabe eines Epithels liegt darin, eine selektive Barriere flir die Bewegung von
Stoffen, Peptide und Proteine eingeschlossen, darzustellen.

Der Flux der Stoffe iiber das Epithel kann entweder auf transzellulére, unter Einbeziehung
der apikalen und basolateralen Transportsysteme, oder auf parazellulire Weise, via
interzelluldre Radume erfolgen [802].

IgG wird mittels eines Rezeptor-Wegs durch den Darm in die Zirkulation aufgenommen.
Die intestinale Absorption von metabolisch-aktivem Insulin wird auf transzellulirem Weg
bewerkstelligt, was bei Ratten zu signifikanter Verringerung des Blutzuckerspiegels und
erhohten zirkulierenden Insulinwerten fiihrte [802,820,821].

Die intestinale Absorption von IGF-1, verbunden mit steigenden IGF-1-Plasmalevels,
wurde in Studien an Kélbern, denen IGF-1 oral verabreicht wurde, beobachtet. An
Kilbern, die einen Tag alt waren, fiihrten supraphysiologische Dosen von IGE-1 oder '*’I-
IGF-1, die in ein abgeklemmtes Segment des Jejunums appliziert wurden, zu einem
Anstieg in der dieses Segment drainierenden Mesenterialvene™ [812,822]. Oral
verabreichtes '*’I-IGF-1 wurde von Ferkeln und Kilbern absorbiert, etwa 20% der
gesamten Plasmaradioaktivitit erschienen als intaktes '*’I-IGF-1 und die Mehrheit wurde
an IGFBPs gebunden [802,813,823].

Donovan et al. berichteten dariiber, dass nach oraler Verabreichung von '’I-rthIGF-1 an
Schweine, 18-20% der Gesamtradioaktivitidt im portalen und arteriellen Blut intakt waren,
was einem Anteil an absorbiertem '*’I-rhIGF-1 in Hohe von 0,205% des gesamten
Plasmapools entsprach. Philips ef al. demonstrierten, dass neugeborene Ratten, denen man
Milch mit einem Substitut von '*I-rhIGF-1 verabreichte, mehr Gewicht, gesteigertes
Gehirnwachstum und feuchtes Lebergewicht, sowie einen erhohten Leberproteingehalt
aufwiesen und, dass ihre Serum-IGF-1-Levels bis zu zweifach iiber denen der mit normaler
Rattenmilch ernédhrten Tiere lagen. Damit wurde die Absorption von metabolisch-aktivem
IGF-1 nachgewiesen [802,823,824].

Die von Bastian und Kollegen beschriebene, gesteigerte Sensitivitat der MvLul-Zellen fir
IGF-1, konnte die reduzierte Produktion oder Sekretion von IGFBP-Levels, verglichen mit
anderen Zelllinien, reflektiert haben. Auch IEC-6-Zellen besitzen IGF-1 Rezeptoren
[802,825,826]. Interessanterweise konnte die in der Studie von Bastian ef al. gemachte
Beobachtung, dass MDBK-Zellen IGF-1 Rezeptoren besitzen, nicht auf ihre Cross-Link-
Experimente iibertragen werden.

In Studien mit kulturell angeziichteten Kaninchen- und Opossumzellen aus dem
proximalen Tubulus der Niere, konnten Typ-1- und Typ-2-IGF-Rezeptoren nachgewiesen
werden. Wéhrend laut Berichten von Hammerman et al. die Typ 2-Rezeptoren
gleichmiBig tiber die basolateralen und Biirstensaum-Areale verteilt waren, war die
Verteilung der Typ 1-Rezeptoren im basolateralen Bereich unregelméfig und zeigte eine
einige Male hohere Bindungskapazitit. Da MDBK-Zellen dhnliche Eigenschaften, wie
proximale Tubulusepithelzellen der Niere aufweisen, wire es, laut Vermutung der Autoren
moglich, dass der Radioligand wihrend des Zeitraums der Cross-Link-Analyse keinen
Zugang zu den basolateralen Rezeptoren fand [802,827,828].

% Vene, in die das Blut aus diesem Darmsegment abflieBt
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Beziiglich des transepithelialen elektrischen Widerstandes, beobachteten Bastian ef al. bei
den MDBK-Monolayern wesentlich hohere Werte, als bei den MvLul- und IEC6-
Monolayern.

MDBK-Zellen stammen von proximalen Tubuluszellen ab, die nicht am Transport von
Proteinen beteiligt sind, sehr wohl aber auf der Seite der Reabsorption der Aminosduren
aus dem glomeruliren Filtrat™.

Die IEC-6- und die MvLul-Zellen zeigten ein niedriges transepitheliales elektrisches
Potential, obwohl sie die Passage von '*’I-IGF-1 oder *H-Inulin, im Vergleich zu Filtern
ohne Zellen, stark einschriankten. IEC-6- und MvLul-Zellen &dhneln stark den epithelialen
Zellen, die ebenfalls tight-junctions bilden und ein geringes, transepitheliales elektrisches
Potential zeigen und so den Transport von Makromolekiilen behindern [802,829].

Die Studie von Bastian et al. brachte schlieBlich folgende Erkenntnisse hervor:

die Mehrheit des an jeden der drei Zell-Rezeptor-Monolayer gebundenen '*’I-IGF-1,
wurde durch nicht markiertes IGF-1 verdringt. Der Transport von '*I-IGF-1 iiber
epitheliale Zellmonolayer war, in Anwesenheit dieser iibersteigerten Menge an
unmarkiertem IGF, unverdndert. Dies liefl die Autoren, wie beschrieben, auf einen nicht-
sdttigungsfihigen Transport-Mechanismus schlieBen. Es flihrte auch zu der Annahme, dass
2LIGF-1 die Barriere von IEC-6-, MvLul- und MDBK-Zellmonolayern mittels eines
parazelluliren, oder niedrig-affinen transzelluldren Mechanismus, und somit nicht
rezeptormediiert’"" iiberqueren konnte. Da der Transport von 'I-IGF-1 iiber jeden
Zellmonolayer wesentlich geringer, als jener von *H-Inulin war, musste, nach Annahme
der Autoren, der Transport durch die Bindung an Oberflichenrezeptoren fiir IGF oder
IGFBPs verzégert worden sein [802].

1.14. Vitamin A-Mangel und sein Zusammenhang mit teratogenen und
chirurgischen Modellen der CDH

Auch Vitamin A (Retinol) spielt offenbar eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der
CDH. Es geht dabei vor allem um die Vitamin A-Homdostase’** und die Rolle von Vitamin
A-Séiure’™ in der fetalen Entwicklung [830].

1.14.1. Vitamin A und Vitamin A-Siure in der fetalen Entwicklung

Retinol und sein Derivat, die Vitamin A-Séure, spielen eine wichtige Rolle bei der fetalen
Entwicklung, wie durch Versuche am Tiermodell mit ¥AD™* und Knockout des Vitamin A-
Sdure-Rezeptors bewiesen wurde [831,832].

Nitrofen-Exposition fiihrt interessanterweise zu dhnlichen Verdnderungen und Defekten an
Feten, wie man sie auch bei VAD-Didten und Knockouts des Vitamin A-Sdure-Rezeptors
findet. Die Verbindung zwischen Teratogenen und dem Vitamin A-Sdure-Signalweg ist
somit uniibersehbar. So zeigen sich bei der Entstehung der CDH verschiedene Stérungen
der Vitamin A-Homoostase und des Vitamin A-Sdure-Signalwegs [830].

740 Filtrat der Glomeruli der Niere

! nicht iiber Rezeptoren reguliert

72 Gleichgewicht

™ Retinoic Acid (RA), oder auch Tretinoin genannt (1)
" Vitamin A-Defizienz
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Alle Retinoide miissen aus der Nahrung aufgenommen werden, entweder als bereits
vorhandenes Retinoid’*, oder als Proretinoid *, héufig als p-Karotin [830,833].

Diese Substanzen werden modifiziert und dann gemeinsam mit anderen
Nahrungsmittellipiden durch das Enzym LRAT’ in den Enterozyten’™ in
Chylomikronen™ verpackt [834].

Der Hauptteil wird von der Leber aufgenommen und in speziellen Zellen, den lto-Zellen
oder Lipozyten, als Retinylester”’ gespeichert. Dieser hepatische Speicher an Retinol kann
an das Plasma durch Bindung an das RBP-47' abgegeben werden (sieche Abbildung 22)
[830].

Abbildung 22:
Retiny| Esters (Siorage) \I\;Iizﬁzlsmis (Re tl'n\(/)(;;l
G Retinaldehyd (Retinal)
Leaithin:retinol acyltransfe LRAT . . "
T¢ ecithin:retinol acyltransferase ( ) und  Vitamin  A-Siure
(Tretinoin).
CRBPI (Rbp1) i & s
CRBPII (Rtp2) “fy . T .
CRBPIII (Rbpb) X /“i‘q,-)%-"\\wl\\v-"\ . Retinol Die Retinylester werden
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Gene Expression
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wird oxidiert und dann
ausgeschieden.

Quelle: © Kling et al
[830]

Andere Gewebe konnen Retinol aus diesem Retinol-RBP-Komplex, oder auch aus
postprandialen752 Chylomikronen aufnehmen und sind dazu befdhigt, es zu Retinal® oder

™3 Retinol- oder Retinylester

8 Karotinoid

™7 Lecithin-Retinol-Acyltransferase
™8 Darmepithelzellen

™ Die Chylomikronen sind Lipoproteine mit einer Dichte von <0,95 g/ml (Lipidanteil 98-99,5%), die in der

Darmmucosa synthetisiert werden (1).
30 Fettsiureester des Retinols

! Plasma-Retinol-Binding-Protein-4
2 nach dem Essen

33 Retinaldehyd
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zu Vitamin A-Sdure zu oxidieren. Die meisten Gewebe besitzen die Fihigkeit zur
Veresterung und Speicherung von Retinol [830].

Im Zielgewebe wird Retinol zuerst mit Hilfe der Alkoholdehydrogenase 1 und 4 zu Retinal
oxidiert und schlieBlich durch die Wirkung der RALDHs"** 1-4 in Tretinoin tiberfiihrt.

Das Haupttranskript des Raldh war, in Untersuchungen mittels In-Situ-Hybridisierung”,
Raldh2 und es wurde im viszeralen Dottersack von frithen Méauseembryonen und
mesothelialen Zelllinien von viszeraler und parietaler Pleura” in der spiteren
Schwangerschaft vorgefunden. Die Inaktivierung des Raldh2-Gens fiihrte zu embryonaler
Letalitét, die Hauptséachlich durch Herzfehler an den Tagen 9,5-10,5 hervorgerufen wurde.

Das fiihrte zur Annahme, dass die Enzyme RALDH, und besonders RALDH?2, eine
»Wichterposition* beziiglich der Regulation der Vitamin A-S&ure-Synthese in den
Geweben, aus denen letztlich das Herz und die Lungen hervorgehen, haben konnte
[830,835-838].

Die Signaltransduktion der Vitamin A-Sdure wird durch die Bindung des Liganden
geregelt und damit wird die Expression von responsiven Genen gesteuert. Die Vitamin A-
Saure-Rezeptoren sind in zwei Gruppen, nimlich RARs und RXRs, vorhanden und von
thnen existieren jeweils wieder die Untervarianten: @, £ und y. Diese werden durch ihre
spezifischen Gene codiert. Durch alternatives Spleifen mit der Verwendung
unterschiedlicher Promotoren, konnen die verschiedenen Isoformen dieser Rezeptoren
entstehen. Die Vitamin A-Sdure-Rezeptoren regulieren die Genexpression durch Bindung
an Promotorregionen der entsprechenden genresponsiven Elemente der Vitamin A-
Siure”’. Individuelle Experimente mit Gen-Knockouts haben keine Verdnderungen
ergeben, allerdings fanden sich bei Double- und Tripel-Knockouts der Rar-Gene starke
Entwicklungsanomalien, was darauf hindeutete, dass offensichtlich multiple Varianten
dieser Gene eine Redundanz”® zeigen [831,839-842].

Interessanterweise zeigte sich an einer Gruppe von Méusen, bei denen ein Knockout flir
die Gene Rar-o/f2 verursacht wurde, die Entstehung einer CDH in 25% der Fille
[830,831,843,844].

Die Konzentrationen der Vitamin A-Saure sind offensichtlich streng reguliert, was sowohl
durch die Kontrolle ihrer Synthese, als auch durch ihren Abbau bewerkstelligt wird. Zu
diesen kontrollierenden Enzymen gehoren: Cytochrom P450 (CYP), CYP26A1, CYP26B1
und CYP26CI1, die fiir die Oxidation der Vitamin A-Sadure zu anderen Metaboliten, die
keine biologische Funktion zu haben scheinen, zustdndig sind.

Ein Entwicklungsarrest wurde von der Forschergruppe um Taimi an Embryonen von
Knockoutméusen fiir Cyp26al [Cyp26al(-/-)] am Tag 8,5 festgestellt, der offensichtlich
durch die Entstehung von Odemen”® und kardiovaskuliren Anomalien bedingt war. Die

3% Retinaldehydrogenasen

%3 Die In-situ-Hybridisierung (ISH) ist eine molekularbiologische Methode, um Nukleinsiuren, also RNA
oder DNA, in Geweben, einzelnen Zellen oder auf Metaphase-Chromosomen nachzuweisen. Dabei wird eine
kiinstlich hergestellte Sonde aus einer Nukleinsiure eingesetzt, die iiber Basenpaarungen an die
nachzuweisende Nukleinséure hybridisiert, also bindet. Die Bezeichnung ,,in situ‘ wird verwendet, da der
Nachweis direkt in der jeweiligen Struktur durchgefiihrt wird, und nicht etwa biochemisch im Reagenzglas
(124).

7% T ungenfell

T RARESs: Retinoic Acid Response Elements (engl.)

¥ Redundanz bedeutet, dass mehrere Gene fiir eine Entwicklung oder die Ausprigung eines Merkmals
vorhanden sind bzw. zusammenwirken (1).

% Ansammlung wissriger (seroser) Fliissigkeit in den Gewebespalten (1)

Einleitung Seite 206 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

starke Beeinflussung der fetalen Phénotypen bei Raldh2- und Cyp26al-Knockout-Méusen
deutete darauf hin, dass die Levels der Vitamin A-Siure in den Zielgeweben wihrend des
fetalen Stadiums und der embryonalen Entwicklung sehr streng geregelt waren [830,845].

1.14.2. Modelle der Vitamin A-Defizienz

Studien von Warkany et al. aus den 1940er-Jahren zeigten, dass Feten, die intrauterin
einem Vitamin A-Mangel ausgesetzt waren, mit einer Haufigkeit von 25 bis zu 60% eine
CDH ausbildeten. Zusétzlich zeigten diese Rattenfeten andere Anomalien, am haufigsten
im Bereich der Augen und der Nieren, aber auch des Aortenbogens, eine Lungen-
Hypoplasie und/oder -Agenesie sowie genitalen Fehlbildungen’® [830,846,847].

Es fiel auch auf, dass die CDH und andere Anomalien, die unter einer VAD entstanden,
durch die Gabe von Retinol oder anderen Substanzen, die Retinol enthielten, wie z. B.
Heilbutleber-Ol, reduziert oder sogar verhindert werden konnten. Erstaunlicherweise war
die Effizienz dieser Therapie umso besser, je frither die Substitution in der embryonalen
Entwicklung erfolgte (E10 und E11), was wiederum auf die wichtige Bedeutung und den
absoluten Bedarf von Retinol in diesen Phasen hindeutete. Vitamin A kann somit die
Aufrechterhaltung des normalen epithelialen Gewebes, die Synthese von
Mucopolysacchariden” und den Anstieg der Umwandlung von Cholesterol’” in
Corticosteron’” erleichtern und nicht durch die Verabreichung von Vitamin A-Siure
ersetzt werden [830,846,848-850].

In Fillen einer unvollstindigen Heilung war es nicht klar, ob diese durch die
Unmoglichkeit der effizienten Plazentaiiberquerung fiir Vitamin A-Sédure bedingt war, oder
ob ein absoluter Bedarf fiir Retinol bestand. Die Plazentaliberquerung von Vitamin A-
Sadure und deren Metaboliten variierte unter verschiedenen Tierspezies relativ stark. Zur
Charakterisierung der Atiologie’®* der VAD-induzierten angeborenen Defekte gibt es nur
wenige Studien. Eine dieser Studien, die von Scribner und Kollegen durchgefiihrt wurde,
zeigte eine reduzierte hepatische Expression des Gens Pepck’” in VAD-Miusen, aber
diese konnte durch die in vivo-Verabreichung von Vitamin A-Sadure wiederhergestellt
werden [830,851,852].

1.14.3. Parallelen zwischen dem Nitrofen- und dem VAD-Modell

Nitrofen ist wohl das am besten beschrieben Teratogen, dass flir das Hervorrufen einer
CDH bekannt ist. In Nagetiermodellen wurde allerdings, wie in dieser Einleitung bereits
angesprochen, auch eine Vielzahl an anderen Teratogenen und deren Wirkungen
dokumentiert [853-855].

760 Fehlbildungen der Geschlechtsorgane

Y Glykosaminoglykane (GAG) oder Mucopolysaccharide sind linear aus sich wiederholenden Disacchariden
aufgebaute, saure Polysaccharide (125).

782 Cholesterin ist ein lebenswichtiges Sterol und ein wichtiger Bestandteil der Plasmamembran. Es erhoht
die Stabilitit der Membran und trégt gemeinsam mit Proteinen dazu bei, Signalstoffe in die Zellmembran
einzuschleusen und wieder hinauszubefordern (126).

83 Corticosteroide (lat. ,,cortex” =Rinde; griech. ,stereos* =fest), kurz Corticoide oder Cortine, veraltet
Kortikosteroide bzw. Kortikoide, sind eine Gruppe von ca. 50 in der Nebennierenrinde (NNR) gebildeten
Steroidhormonen, sowie chemisch vergleichbarer synthetischer Stoffe. Alle Corticoide entstehen dabei aus
dem Ausgangsstoff Cholesterin. Gemeinsames Grundgeriist der Hormone ist das Progesteron (127).

764 Ursache

785 Phosphoenol-Pyruvat-Carboxykinase
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1.14.3.1. Nitrofenwirkung und die Induktion der CDH-Frequenz

Nitrofen wurde, wie bereits genauer beschrieben, in der EU und den USA um 1980 vom
Markt genommen, aber es zeigt sich ein immer noch vorhandener Gebrauch dieses
Teratogens in Asien und auch in den Landern des ehemaligen Ostblocks.

Die Substanz Nitrofen wirkt am Nagetiermodell mild krebserregend, aber stark teratogen
und fiihrt zu verschiedenen Anomalien, wie der CDH, verschiedenen Herzdefekten und
Defekten bzw. Anomalien der Harder ‘schen Driise’®. Die Harder 'sche Driise umgibt den
Nervus opticus wie eine Membran und ist bei Nagetieren groB3er als beim Menschen.

Sie produziert Melatonin’”, Lipide und Protoporphyrin IX'®*, wobei die Bildung des
Letzteren zumeist durch Stress hervorgerufen wird [830,856-859].

An Maiusemodellen variieren sowohl die Héaufigkeit der CDH, als auch die mit ihr
assoziierten angeborenen Defekte sehr weit.

Zum Beispiel fiihrten Gray et al. [860] eine Studie durch, in welcher am Mausemodell
Dosen von Nitrofen in Hohe von 6,25 bis zu 200 mg/kg/Tag verabreicht wurden. Die
Haufigkeit der beobachteten CDHs war nur 6% und wurde nur unter den hochsten Dosen
erreicht. In einer anderen bereits erwdhnten Studie, berichtete Iritani von einer CDH-
Frequenz von bis zu 80%, die unter Verabreichung einer Nitrofendosis von 2,5 mg/g Futter
fiir variable Zeitphasen erreicht wurde [584]. Wickman und Mitarbeitern berichten von
einer CDH-Frequenz von 25%, nach Verabreichung einer Nitrofendosis von 500
mg/kg/Tag (insgesamt ca. 17,5 mg Nitrofen) [861].

Demnach scheint die Frequenz einer CDH zumindest teilweise von der Nitrofendosis
abzuhdngen (genaueres hierzu: siche Kapitel 1.12.4) [830].

Am hiufigsten wurde die CDH an Maiusen beobachtet, die in friihen Stadien der
Schwangerschaft, am besten vom Stadium EO an, mit Nitrofen behandelt wurden. Dies
betonte auch wieder den zeit- und dosisabhidngigen Aspekt der Nitrofenwirkung. Zu den
hiufigsten durch Nitrofen induzierten Defekten gehoren: Defekte der Harder schen Driise,
Nierenagenesie, Lungenhypoplasie, Hypertelorismus'®, Mikrognatie’”” der Maxilla, sowie
verspitete Chondro’”’- und Osteogense’’”. Die Defekte und GroBenreduktion der
Harder’schen Driise traten erst bei Mduseembryonen auf, deren Miitter nach dem Tag 8 mit
Nitrofen behandelt wurden [584,830].

Am Rattenmodell wurde die Nitrofenwirkung auch sehr genau untersucht. Die Frequenzen
der hervorgerufenen CDHs waren sehr unterschiedlich und lagen laut Berichten von Kang
et al. zwischen 11 und 89%. Die Ursachen dafiir sind nicht hinreichend bekannt, es zeigte
sich jedoch ebenfalls eine Dosisabhingigkeit in Bezug auf die Frequenz der CDH. Eine
Dosis von 73 mg ergab eine Frequenz der CDH von 18%, wéhrend eine Dosis von 393 mg
zu einer CDH-Frequenz von 89% fiihrte. Allerdings war ein weiteres Ergebnis dieser

% Die Harder sche Driise ist eine Driise, die im Augenbereich liegt und ein klares Sekret bildet, das sich bei
Erkrankungen rot-bréunlich farbt. Im Krankheitsfall erkennt man dieses Sekret an den Augen (speziell von
Ratten und Méusen), an der Nase und an roten Spritzern im Kéfig. Oft wird dieses Sekret mit Blut
verwechselt (128).

7 Melatonin ist ein Hormon, das von den Pinealozyten in der Zirbeldriise (Epiphyse) — einem Teil des
Zwischenhirns — aus Serotonin produziert wird und den 7Tag-Nacht-Rhythmus des menschlichen Korpers
steuert (129).

"% Protoporphyrin IX ist ein Zwischenprodukt der Héiim-Synthese.

7% Schidelanomalie mit vergroBertem Abstand der Augen (1)

7 abnorm kleiner Oberkiefer (1)

71 Knorpelbildung

772 Knochenbildung
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Studien, dass die Dosis alleine nicht die einzige Variable war, die die Frequenz der CDH
beeinflusste.

Auch hinsichtlich des unterschiedlichen Stammes der Ratten ergaben sich Differenzen
beziiglich der CDH. Kang et al. untersuchten dies in ihrer Studie. Die Ratten vom Stamm
der Sprague-Dawley (SD), wie auch die Virus-Antibody-Negative (VAN-SD), zeigten
relativ hohere Zahlen einer CDH, als die Ratten der Long-Evans-Hooded (LEH).
Allerdings traten beim Stamm der LEH-Ratten gesteigerte Fille von Nierenanomalien auf,
wihrend in diesem Stamm weniger Herzfehlbildungen, als bei den beiden anderen
Stammen verzeichnet wurden. Dies diirfte auf den unterschiedlichen genetischen
Hintergrund zuriickzufiihren sein [600,830,862-867].

Wie bereits in diesem Kapitel erwédhnt, hatte der Zeitpunkt der Nitrofenverabreichung
einen klaren Effekt auf die Seite, auf welcher die Zwerchfellhernie auftrat, die sogenannte
widedness  (siehe Kapitel 1.12.5).

Interessant ist die Tatsache, dass dieses Phdnomen auch in VAD-Modellen an Ratten
auftrat, in welchen Retinolverabreichung zu frithesten Zeitpunkten vorwiegend zu
linksseitigen Zwerchfellhernien fiihrte, wahrend spétere oder keine Verabreichung von
Vitamin A zu rechtsseitigen Hernien fiihrte. Demnach spielt der Zeitpunkt der Nitrofen-
bzw. der Vitamin A-Verabreichung eine entscheidende Rolle in Bezug auf die Sidedness’”
der CDH-Entstehung [830,867].

Der Zeitpunkt der Nitrofenverabreichung scheint auch das Spektrum der mit einer CDH
assoziierten Anomalien zu beeinflussen. Viele dieser Defekte betrafen nach den
Schilderungen von Yu et al. das kardiovaskuldre System, wenn die Nitrofengabe am Tag
9,5 durchgefiihrt wurde. Die betroffenen Feten zeigten ein verringertes Verhéltnis von
Herz- zu Korpergewicht, Anomalien der Arteria subclavia, atrioventrikuldire
Septumdefekte, Transposition der grofsen Arterien (TGA), Fallot'sche Tetralogie,
Agenesie des Ductus arteriosus Botalli und Defekte des Ausflusstraktes der Aorta. Zu
spateren Zeitpunkten (E8-16) verabreichtes Nitrofen fiihrte vorwiegend zu Anomalien der
Harder 'schen Driise [830,865,866,868].

Nitrofen konnte, in Bezug auf seine Wirkung, auch in die Vitamin A- und Vitamin A-
Saure-Homoostase eingreifen. Thebaud et al. vermuteten, dass Nitrofen die CDH {iber eine
Interferenz mit dem Signalweg der Vitamin A-Sdure wéhrend der fetalen Entwicklung
hervorrufen konnte [864]. Diese Hypothese stiitzte sich auf die Beobachtung von Babiuk e?
al., dass die Frequenz der Nitrofen-induzierten CDH durch gleichzeitige Verabreichung
von Retinol oder Vitamin A-Sdure reduziert werden konnte [329,830]. Vitamin A-Sdure
scheint, wie von Montedonico und Mitarbeitern beobachtet, auch die mit der CDH
assoziierte pulmonale Hypoplasie, {iiber eine Induktion der Steigerung von
Verzweigungsvorgingen des Lungengewebes, mildern zu konnen [869].

Andere Studien an Mausembryonen fiihrten zu den Ergebnissen, dass Nitrofen den
Signalweg der Vitamin A-Sédure durch die Expression von responsiven Elementen der
Vitamin A-Sdure (RARE-lacZ), die ein Reporter-Konstrukt bildeten, zu hemmen
vermochte. Um den Mechanismus der Inhibition der Vitamin A-Sdure durch Nitrofen
genauer zu beschreiben, wurde die Hypothese aufgestellt, dass Nitrofen direkt die
Oxidation von Retinaldehyd zu Vitamin A-Sdure hemmen kdnnte. Mey et al. zeigten, dass
Nitrofen mit der Retinaldehyd-Dehydrogenase zu interferieren vermochte und ihre

73 die Seitlichkeit
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Aktivitit beeinflussen konnte. Diese war die erste Studie, die den Nitrofenmechanismus
und seinen direkten Eingriff in den Retinol-Signalweg aufzeigte [570,574,830].

Eine weitere Annahme, die von Nakazawa et al. aufgebracht wurde besagte, dass Nitrofen
auch in den Mechanismus der Retinol-Speicherung eingreifen konnte. Retinol wird primdr,
nach Veresterung zu Retinaldehyd durch die LRAT’"®, in der Leber gespeichert. Nakazawa
und Kollegen fanden heraus, dass die Menge der Lrat--mRNA in Lungen nach Nitrofen-
Exposition im Vergleich zur Kontrollgruppe abnahm. Dies fiihrte laut Angabe der Autoren
zu einer verringerten Speicherkapazitdt fliir Retinol und damit zu einem verringerten
Gesamt-Retinol (Retinol und Retinylester). Die niedrigen Retinol-Levels in der Lunge
konnten auch durch eine verminderte Retinol-Aufnahme aus dem Serum oder eine
vermehrte Oxidation zu Vitamin A-Sdure zustande kommen. Sowohl die Retinol-Levels
im Serum, als auch die Expression von Crbpl775 , Aldhla3 776, Rara, Rarf und Rxra, waren
in den Lungen der Nitrofengruppe erhoht, so dass beide oben genannten Moglichkeiten in
Frage kommen. Allerdings spricht die in der Nitrofengruppe beobachtete Abnahme der
mRNA des oxydativen Enzyms Cyp26p1 gegen eine vermehrte Oxidation von Retinol zu
Vitamin A-Saure [830,870,871].

Die Reduktion der Grofle der Harder schen Driise wurde in beiden Modellen, sowohl dem
Nitrofen-, als auch dem VAD-Modell beobachtet. Interessanterweise war eine Agenesie
der Harder schen Driise auch unter Knockout-Méusen des Rary zu finden, was wiederum
fiir einen durch Nitrofen gednderten Vitamin A-Sdure-Signalweg spricht [830,872,873].

1.15. Herabregulierung des IGFBP-3 und -5 an Lungen mit Nitrofen-
induzierter Hypoplasie

Der Signalweg der Vitamin A-Saure konnte, wie bereits zuvor beschrieben, eine Rolle bei
der Entstehung der CDH spielen. Wenn Vitamin A-Saure einmal in der Zelle synthetisiert
wurde, wandert sie in den Zellkern und fiihrt dort zu einer Verdnderung des Musters der
Genaktivitdt, indem sie an Liganden-aktivierte nukledre Transkriptionsfaktoren bindet
[874].

Es gibt, wie zuvor erwéhnt, zwei Klassen der Transkriptionsfaktoren: RAR und RXR. Die
RAR-RXR-Heterodimere arbeiten als funktionelle Einheit bei der Ubersetzung des Signals
auf der Genebene. Regulationsstorungen und Abweichungen im Vitamin A-Saure-
Signalweg wurden bei der CDH und der mit ihr assoziierten Lungenhypoplasie
beschrieben. Allerdings ist hierbei der exakte Mechanismus der CDH-Wirkung noch nicht
geklart [874-875,876,877].

Das System der IGF s’”". das aus IGF-1, IGF-2 und ihren Rezeptoren, IGF-1R, IGF-2R und
dem IR””® besteht, spielt eine Schliisselrolle in der kindlichen Lungenentwicklung.

Die IGFs im Serum und den extrazelluldren Fliissigkeiten werden mit einer Vielzahl von
Bindungsproteinen, den IGFBPs’” komplexiert, die durch ihre Bindungsfihigkeit fiir die
verschiedenen IGFs charakterisiert sind. Sechs verschiedene IGFBPs (IGFBP-1 bis -6)
binden die IGFs mit einer hohen Affinitit und sind mittlerweile gut bekannt.

" Lecithin-Retinol-Acyltransferase

% das Cellular Retinol Binding Protein 1 ist an der zytoplasmatischen Bindung von Retinol beteiligt (130).
776 Raldhla3: Retinaldehyd-Dehydrogenase 3

77 Insuline-like growth factors

778 Insulin-Rezeptor

7 Insulin-like growth factor binding-proteins

Einleitung Seite 210 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

Die IGFBPs 2 bis 5 wurden auch in der fetalen Lunge gefunden. Alle IGFBPs hemmen die
Wirkung der IGFs, aber IGFBP-3 und IGFBP-5 konnen die Wirkung der IGFs auch
potenzieren.

Durch die Modulation von IGF-abhéngigen, extrazelluliren Mechanismen steuern IGFBP-
3 und IGFBP-5 das Zellwachstum und auch intrazelluldire Mechanismen sind bekannt, die
von ihnen durch einen Signalweg iiber Zelloberfldchen-Rezeptoren von IGFBPs gesteuert
werden. In der sich entwickelnden Rattenlunge werden Igtbp-3 und -5 nicht nur im
proximalen Epithel der Luftwege, sondern auch im interstitiellen und perivaskuldren
Mesenchym exprimiert und es zeigte sich ein Anstieg dieser Expression mit
fortschreitender Schwangerschaft [874,878-881].

Schedlich und Mitarbeiter berichteten {iber eine Interaktion von IGFBP-3 und -5 mit dem
Vitamin A-Saure-Signalweg (RSP) via Bindung an den RXR-0’* und die Aktivierung
seiner transkriptionellen Funktion [882].

Deshalb nahmen Ruttenstock et al. an, dass die Stérung des RSP durch die reduzierte
Expression von Igfbp-3 und -5 in der Nitrofen-induzierten, fetalen hypoplastischen Lunge
zustande kommen konnte [874].

1.15.1. Die mRNA-Expression des Igfbp-3 und Igfbp-5 in fetalen
Rattenlungen

Es zeigte sich in der hier beschriebenen Studie von Ruttenstock und Mitarbeitern, die an
Nitrofen-exponierten Ratten durchgefiihrt wurde, eine signifikante Reduktion der mRNA-
Levels des Igfbp-3 am D217*! in den Lungen der fetalen Nitrofengruppe, im Vergleich zur
fetalen Kontrollgruppe. Allerdings konnten die Autoren diese Differenzen beziiglich der
Expression der mRNA-Levels zum Zeitpunkt D18 nicht erkennen.

Die Levels der mRNA-Expression des /gfbp-5 der Feten der Nitrofengruppe waren am Tag
18 im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls signifikant reduziert, allerdings zeigten sich
hier keine solchen Unterschiede am Tag 21 [874].

1.15.2. Proteinexpression von Igfbp-3 und -5

Um herauszufinden, ob sich die Reduktion der Transkripte von Igfbp-3 und -5 auch auf die
Immunoreaktivitdt der Proteine auswirkte, wurden von den Autoren in dieser Studie auch
immunhistochemische Analysen durchgefiihrt. Die Untersuchung ergab, dass am
Schwangerschaftstag 18 eine diffuse Expression des Igfbp-3-Proteins, sowohl im
proximalen alveoldren Epithel, als auch im mesenchymalen Kompartiment der Lungen
vorgefunden wurde, jedoch fielen dabei keine Unterschiede in der Immunoreaktivitat auf.
Hingegen zeigte sich am Tag 21 die Immunoreaktivitit von Igfbp-3 in den CDH-Lungen
deutlich reduziert, wihrend man in den Lungen der Kontrollgruppe eine starke Igfbp-3-
Proteinexpression beobachten konnte [874].

Am Tag 18 war die Proteinexpression von Igfbp-5 im proximalen alveoldren Epithel und
dem mesenchymalen Kompartiment lokalisiert und es zeigte sich eine Abnahme der
Immunoreaktivitdt von Igfbp-5 in den CDH-Lungen. Hingegen fiel den Autoren am Tag
18 in der Kontrollgruppe eine starke Expression von Igfbp-5 in beiden Kompartimenten
auf. Im Gegensatz dazu, wurden diesbeziiglich am Tag 21 keine Unterschiede beschrieben
[874].

780 Retinoid-Rezeptor-Alpha
81 Schwangerschaftstag 21
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Vitamin A und seine Derivate, die Retinoide, sind fiir die fetale Lungenentwicklung von
essentieller Bedeutung. Das Nitrofen-Rattenmodell der CDH wurde wissenschaftlich
untersucht, um herauszufinden, inwiefern sich eine Verdnderung im Vitamin A-Séure-
Signalweg auf die Pathogenese einer Lungenhypoplasie auswirken kdnnte.

In einer solchen Studie fanden Mey et al an genetisch verdnderten Miausen eine
Suppression der retinoid-responsiven Elemente durch Nitrofen heraus. Es fiel diesen
Forschern auch auf, dass Nitrofen die RALDH2, das Enzym, das fiir den letzten Schritt in
der Vitamin A-Sdure-Synthese verantwortlich ist, in vitro hemmte [570,874,883,884].

In friiheren Studien wurde bereits vermerkt, dass Nitrofen die Speicherung von Vitamin A
und die Expression von Genen, die im RSP involviert sind, in hypoplastischen Lungen
verdnderte. Ebenso wurde, wie bereits erwdhnt, bestdtigt, dass die Verabreichung von
Vitamin A-Sdure die Nitrofen-induzierte Lungenhypoplasie an Lungenexplantaten sowohl
in vivo, als auch in vitro aufzuheben vermochte. Diese Beobachtungen weisen stark darauf
hin, dass Retinoide in die Pathogenese der hypoplastischen, mit einer CDH assoziierten
Lunge, involviert sein konnten und Nitrofen seine Wirkung iiber eine Interferenz mit dem
RSP ausiiben konnte [869,874,885].

Die IGFBPs gehoren einer Familie von Proteinen an, die die IGFs hochspezifisch und -
affin binden und damit die IGF-Aktivitit modulieren, indem sie die Bindung von IGF an
den IGF-Rezeptor inhibieren, oder aber auch potenzieren [881].

IGFBP-3 und -5 sind flir ihre Fiahigkeit bekannt, extrazellulire IGFs reversibel zu
sequestrieren’®” und damit das Zellwachstum zu modulieren. In einigen wissenschaftlichen
Berichten wurde allerdings die Ansicht vertreten, dass IGFBP-3 und -5 auch sehr wichtige
IGF-unabhingige Effekte auf das Zellwachstum durch die Modulation der Genexpression
ausiliben konnten [880]. So wurde von Liu und Kollegen dariiber berichtet, dass IGFBP- 3
und -5 z. B. mit dem Rezeptor RXR-a, einem nukledren Transkriptionsfaktor im Vitamin
A-Saure-Signalweg, IGF-unabhingig interagieren konnten [874,886].

Internalisiertes IGFBP-3 oder -5 bindet an Importin-p’®

und wird so durch den
Kernporenkomplex”® in den Zellkern transloziert, wo es auf den RXR verstirkend wirkt
und die transkriptorische Aktivitit der RXRE’*-abhingigen Genen beeinflusst. Nachdem
RXR-a in fetalen Lungen exprimiert wird, konnten IGFBP-3 und -5 das Lungenwachstum

durch Stimulation der transkriptorischen Aktivitdt von RXR-a modulieren [874,879,887].

In der hier zusammengefassten Studie von Ruttenstock ef al. wurde, wie oben beschrieben,
eine signifikante Abnahme der Igfbp-3-Genexpression am Gestationstag 21 in den
Nitrofen-exponierten, hypoplastischen CDH-Lungen im Vergleich zur Kontrollgruppe
bemerkt. Ein ebenfalls signifikanter Abfall betraf die /gfbp-5-Genexpression am Tag 18 im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die immunhistochemischen Untersuchungen deuteten auf
eine Abnahme der Igfbp-3-Immunoreaktivitit, sowohl in den proximalen alveoldren

82 Unter Sequestrierung wird das intrazellulire Einlagern von Rezeptoren (u. 4.) nach deren Internalisierung
(Riickzug von Rezeptoren von der Zelloberflache in das Zellinnere) verstanden (131).

" Importine sind Proteinkomplexe in Eukaryoten, die den Transport von Proteinen vom Cytoplasma einer
Zelle in ihren Zellkern erleichtern. Importine erkennen und binden die NLS-Sequenz auf Proteinen und der so
entstandene Komplex bindet seinerseits an den Kernporenkomplex (NPC), der unter Energieverbrauch in den
Zellkern geschleust wird (132).

" NPC: Nuclear Pore Complex (engl.), Kernporenkomplex

"85 Retinoid X-DNA-Response Element (engl.) : Retinoid X-DNA-responsives Element
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Epithelzellen, als auch in den mesenchymalen Zellen am D21 in den Nitrofen-exponierten
hypoplastischen Lungen hin. Ebenso war die Intensitit der Proteinexpression von Igfbp-5
am D18 in den hypoplastischen Lungen reduziert [874].

Die mRNA-Expressionen des /gfbp-3 und -5 variierten im Verlauf der Schwangerschaft
und jene des Igfbp-3-Gens wurde nur in spiateren Schwangerschaftsstadien mittels einer
Analyse der In-Situ-Hybridisierung sichtbar. Es zeigte sich in dieser Studie erstmalig eine
Herabregulierung der Gen- und Proteinexpression von Igfbp-3 und -5 wihrend der
spateren Schwangerschaftsstadien in Nitrofen-induzierten hypoplastischen Lungen. Nach
den Ergebnissen dieser Studie vermuten die Autoren, dass Nitrofen die pulmonale, mit
einer CDH assoziierte Hypoplasie liber eine Herabregulierung der Genexpression des
Igfbp-3 und -5 wéhrend der mittleren bis spédten Phase der Lungenentwicklung durch eine
Interferenz mit dem durch RXR-o mediierten Vitamin A-Sdure-Signalweg induzieren
konnte. Es sind hier allerdings laut Meinung der Autoren noch genauere Untersuchungen
erforderlich [874,880].

1.16. IGF-1 und -2, deren Rezeptoren und ihre Wirkung auf die fetale
Lungenentwicklung

Sowohl IGF-1, als auch IGF-2 und deren Rezeptoren IGF-1R und IGF-2R spielen vor
allem wihrend spéter Stadien der fetalen Lungenentwicklung eine entscheidende Rolle.
Die Expression der /GF-I-mRNA wurde hauptsichlich in mesenchymalen Zellen des
Lungengewebes, und jene der IGF-2-mRNA vorwiegend innerhalb des fetalen
Lungenepithels nachgewiesen [800].

Die IGFs sind kleine Peptidhormone und weisen beziiglich ihrer Sequenz eine Ahnlichkeit
von nahezu 62% auf. Sie sind homolog zu Proinsulin und werden von fast allen
Korperzellen produziert. Wie in einem Review von Hiden et al. [888] beschrieben, besteht
aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit eine gewisse Uberlappung in Bezug auf ihre
Rezeptor-Bindungsaffinitdt auf der einen, und eine Wechselwirkung zwischen Insulin und
den IGFs auf der anderen Seite. Allerdings binden Insulin und IGF-1 hauptsédchlich an den
Insulinrezeptor (IR) und den IGF-1R.

Im Gegensatz dazu, bindet IGF-2 ebenfalls an den IGF-1R, aber auch an eine IR-Isoform,
die durch ein Fehlen des Exons 11 charakterisiert ist und darum als IR 11- bezeichnet wird.
Die Affinitdt zwischen IGF-2 und dem IR 11- ist dabei nur wenig geringer, als jene
zwischen diesem Rezeptor und Insulin, wihrend die Bindung von IGF-1 an den IR 11-
keine physiologische Relevanz erreicht.

Die Bindungsaffinitidt von IGF-2 beziiglich des IGF-1R ist jener von IGF-1 vergleichbar,
aber Insulin bindet dort nur schwach.

Die IGFs modulieren, wie bereits beschrieben, die Proliferation und Differenzierung der
Gewebe auf auto-, oder parakrinem Signalweg und regulieren damit das schnelle
Lungenwachstum in der embryonalen Periode.

Wie in dieser Einleitung bereits erwéihnt, verursachte eine Deletion, sowohl der Igfs, als
auch der Igfrs, an transgenen Méiusen eine verzogerte Lungenreifung und pulmonale
Hypoplasie, die den perinatalen Tod durch Atemversagen zur Folge hatte. Man stellte fest,
dass etwa 60% der Igf-I-Knockout-Miuse aufgrund eines Atemversagens in der
perinatalen Periode verstarben. Bei Igf-2-Knockout-Mausen beobachtete man eine unreife
Lunge mit dickeren alveoldren Septen und diirftig entwickelten Alveolen, wenn man sie
mit Wildtyp-Méausen verglich.
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Die Méuse mit einem Knockout des /gf-2r wiesen im Schnitt ein um 30% hoheres Gewicht
als die Wildtyp-M4iuse auf, verstarben aber, den Beobachtungen von Wang et al. folgend,
in der Neonatalperiode an Lungenanomalien und zahlreichen Organfehlbildungen
[648,888-896,967].

Die sechs bisher beschriebenen IGFBPs zirkulieren im Plasma und binden die IGFs mit
einer hoheren Affinitét, als ihre Rezeptoren und sequestrieren sie dadurch. So wird ein
endokriner IGF-Transport ermoglich und die Halbwertszeit der IGFBP-gebundenen 1GFs
verlangert.

Aullerdem wurde beobachtet, dass die IGFBPs mit Zellmembranen oder der extrazellularer
Matrix assoziiert sein konnen und damit den lokalen Pool der IGFs zu regulieren
vermoégen. Die IGF-Bindung kann durch Modifizierung der IGFBPs durch Proteolyse,
Phosphorylierung und Glycosylierung beeinflusst werden.

An nicht-schwangeren Frauen konnte beobachtet werden, dass IGF-1 einen Bestandteil
eines Komplexes aus IGFBP-3 und einer sdurelabilen Untereinheit darstellte. Das Serum
schwangerer Frauen enthilt allerdings eine placenta-derived IGFBP-3 protease, die
IGFBP-3 in kleinere Fragmente zerlegt, die dann eine geringere Affinitdt zu den 1GFs
aufweisen. Dadurch wird die Menge der IGFs, die fiir die Bindung an ihre Rezeptoren der
miitterlichen Plazenta verfligbar sind, beeinflusst.

Die alkalische Phosphatase der Plazenta dephosphoryliert das IGFBP-1 bei schwangeren
Frauen und reduziert dadurch seine Affinitdt zu IGF-1, allerdings bleibt jene zu IGF-2
davon unbeeinflusst. Das Bindungsverhalten zwischen IGF-2 und IGFBP-1 wird durch
proteolytische Aufspaltung des nicht-phosphorylierten IGFBP-1 durch die Matrix-
Metalloproteinasen MMP3 und MMP9 veréndert.

Nelson et al. [906] beschrieben einen Zusammenhang zwischen den erhdhten IGFBP-3-
Levels im Nabelschnurblut von schwangeren Miittern mit Typ-I Diabetes mellitus, den
IGF-1-Levels und der Inzidenz einer kindlichen Makrosomie.

Diese Beobachtung deckt sich mit jener aus anderen Studien, in welchen eine Korrelation
zwischen den IGF-1-, IGFBP3-Levels und dem Geburtsgewicht beschrieben wurde
[888,897-907].

In ihrer Studie untersuchten Nagata und Mitarbeiter [967] die mRNA-Expression des Igf-1/
und —2, sowie deren Rezeptoren /gf-/r und —2r im Lungengewebe von fetalen Méusen in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien. Ebenso sollte in ihren Untersuchungen die
Einwirkung von IGF-1 und -2 auf Kulturen von fetalem Lungengewebe dieser Méuse
beurteilt werden.

Beziiglich der Igf-I-mRNA-Expression wurden in den murinen Lungengeweben zum
Zeitpunkt E13,5-14,5 signifikant hohere Werte verzeichnet, als im Stadium E11,5-E12,5.
Ahnlich verhielt es sich mit den gemessenen Expressions-Werten zum Zeitpunkt E15,5-
E16,5, die ebenfalls signifikant hoher waren, als jene im Stadium E17,5-E18,5. Die
Expression der Igf-2-mRNA war zum Zeitpunkt E17,5-E18,5, verglichen mit jener in allen
anderen Stadien, signifikant reduziert. Die Expression des Igf-1r war zum Zeitpunkt E13,5-
E14,5 signifikant hoher, als im Stadium E11,5-E12,5 und auch beziiglich dieses Rezeptors
zeigte sich eine signifikant hohere Expression im Stadium E17,5-E18.5, als in E15,5-
E16,5. Der Expression des Igf-2r wurde in dieser Studie von Nagata ef al. ein dhnliches
Verhalten zugeschrieben [967].

Die immunhistochemische Analyse der Lungengewebe ergab, dass die Zahl der fiir das

TTF1-Protein positiven Zellen, das hauptsdchlich in den Zellkernen des bronchialen und
respiratorischen Epithels, und dabei besonders innerhalb der distalen Alveolarepithelzellen
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exprimiert wurde, innerhalb der Kulturen, die mit jeweils 500 ng/ml IGF-1 (Gruppe II),
oder IGF-2 (Gruppe III) behandelt wurden, wesentlich hoher war, als in den Zellen, die mit
Serum-freiem Medium behandelt wurden (Gruppe I).

TTF1 konnte laut Berichten von Zhou et al. die Expression von SP-C mediieren. Das
Staining fiir a-SMA fiihrte in dieser Untersuchung zu dem Ergebnis, dass positive Zellen
fiir diesen Marker in der Gruppe I innerhalb der Muskelschichten der Arterien, der Trachea
und der Bronchien gefunden wurden. In Gruppe II und III wurden sie zusétzlich in den
Myofibroblasten nachgewiesen.

Nagata und Mitarbeiter verzeichneten in ihrer Untersuchung eine Zunahme der Expression
des a-SMA. Die positiven Zellen waren vorwiegend Myofibroblasten und es wurde von
den Autoren demnach eine Forderung der Vasculogenese durch die IGFs in den spéten
Phasen der Lungenentwicklung postuliert.

Auch die Zahl der PCNA-positiven Zellen wurde analysiert und dabei ergab sich eine
signifikant hohere Anzahl dieser Zellen in den Gruppen II und III, wenn man sie mit jener
der Gruppe I verglich. Dies lieB den Schluss zu, dass die IGFs die Proliferation aller
Zelltypen in der spéten Phase der Lungenentwicklung stimulierten.

Innerhalb des distalen Lungenepithels beschrieben die Autoren eine signifikante Zunahme
der Expression des ProSP-C Proteins (lokalisiert im Zytoplasma der Epithelzellen in den
distalen Lungenknospen) und die Anzahl der ProSP-C-positiven Zellen war in den
Gruppen II und III signifikant hoher, als jene in der Gruppe I.

Wissenschaftliche Berichte deuteten darauf hin, dass ProSP-C in enger Verbindung zur
Verteilung der Typ IlI-Alveolarepithelzellen stehen konnte und die Intensitdt seines
Stainings stieg wiahrend der fetalen Periode an.

Nagata et al. gingen davon aus, dass die IGFs an ihre Rezeptoren binden und damit zu
einer Induktion der TTF1-Expression und, in weiterer Folge, den Anstieg der ProSP-C-
Expression hervorrufen konnten.

Diesbeziiglich sei hier auch eine Studie von Masumoto et al. [908] erwihnt, in welcher ein
Anti-IGF-1R-Antikorper in Kulturen von menschlichem fetalen Lungengewebe zu einer
schweren Reifungsstorung der Lungengefalie fiihrte [909,967].

Frithere Untersuchungen brachten die Erkenntnis, dass IGF-1 als Wachstumsfaktor eine
wichtige Rolle in den spiten Stadien der Lungenentwicklung spielte, wahrend IGF-2 dieses
Verhalten sowohl in der embryonalen, als auch in der fetalen Periode aufwies. Beide,
sowohl IGF-1, als auch IGF-2, binden an den IGF-1R und regulieren damit wichtige
Signalwege in der Lungenentwicklung. Es wird angenommen, dass auch der IGF-2R die
beiden IGFs binden konnte [647,648,967].

Nagata und Mitarbeiter beschrieben in ihrer Studie, dass die Produktion der Igf-1- und Igf-
2-Proteine in einem fritheren Stadium der Lungenentwicklung auftrat, als das flir die
Bildung des Igf-1r und —2r in den Zellmembranen der Fall war, welche dort erst in den
spateren Stadien nachweisbar waren. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass die IGFs
eine entscheidende Rolle in der spiten Lungenentwicklung spielen und ihre Wirkung {iber
die in diesen spéten Phasen gesteigerte Anzahl der IGFRs mediieren kdnnten. Nachdem
die fetale Behandlung mit den beiden IGFs in dieser Studie das Lungenwachstum und die
Vasculogenese induzieren konnte, wire demzufolge von einer solchen Therapie eine
Verbesserung des Outcomes von Patienten mit schwerer CDH, iiber eine Verbesserung der
Lungenhypoplasie und eine Steigerung der Lungenreife, zu erwarten [967].
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Die Ergebnisse einer neueren Studie von Esumi et al. [910] aus dem Jahr 2011 sollen hier
ebenfalls zusammengefasst werden. Darin wurden die Auswirkungen des Zusatzes von
IGF-1 und -2 zu Kulturen von Nitrofen-exponierten Rattenlungengeweben untersucht.

Die Autoren stellten, bei Zusatz einer Dosis von jeweils 500 ng/ml IGF-1 bzw. IGF-2 zu
den Lungengewebekulturen fest, dass es in der IGF-2-Gruppe nach einer
Behandlungsperiode von 48 Stunden zu einem signifikanten Anstieg der mRNA-
Expression des Ttf1 und T1/a kam. Auch die Expression des a-Sma war in dieser Gruppe
gesteigert, erreicht aber keine Signifikanz.

Nach einer Zeitspanne von 48 Stunden war auch beziiglich der T#7- und 7/a-mRNA-
Expression eine signifikante Differenz zwischen der IGF-1- und der IGF-2-Gruppe zu
verzeichnen. Allerdings waren in dieser Studie zu keinem Zeitpunkt signifikante
Unterschiede zwischen der Kontroll- und der IGF-1-Gruppe zu erkennen [910].

Die immunhistochemische Analyse ergab laut Bericht der Autoren eine Abnahme der
Anzahl der kubischen Ttfl-positiven Zellen im distalen Lungenepithel der IGF-2-Gruppe.
Nur innerhalb dieser IGF-2-Gruppe wurde auch eine morphologische Verdnderung dieser
Zellen von einer kubischen zu einer abgeflachten Form beobachtet. Beziiglich des Tla-
Proteins, als Marker der AEC vom Typ I, und des a-Sma-Proteins fielen Esumi und
Kollegen jedoch keine Unterschiede auf [910].

Ein wichtiger Schritt der Lungenentwicklung in spiten Schwangerschaftsstadien ist die
Differenzierung von Typ II- in Typ I- Alveolarepithelzellen (4ECs). Wie aus
verschiedenen wissenschaftlichen Berichten bekannt ist, wurde eine Verschlechterung
dieser Differenzierung an Lungen von Ratten mit Nitrofen-induzierter CDH beobachtet.
Die IGFs konnten diese Differenzierung wéhrend der fetalen Periode induzieren.

In ihrer Studie demonstrierten Esumi und Mitarbeiter, dass nur innerhalb der IGF-2-
Gruppe ein signifikanter Anstieg der mRNA-Expression der Marker der AECs vom Typ |
und II auftrat.

Auch die Gestaltsverdnderung der Ttfl-positiven Zellen wurde nach der Inkubation mit
IGF-2 beobachtet. Die AECs vom Typ Il werden als Vorlduferzellen der AECs vom Typ I
angenommen und die morphologischen Verdnderungen sind fiir ihre Reifung unerlésslich.
Demnach vermuten die Autoren, dass der Anstieg der mRNA-Expression der Marker
dieser Zellen in der IGF-2-Gruppe den Reifungsprozess widerspiegeln konnte.

Die biologischen Funktionen von IGF-1 und -2 werden, wie bereits beschrieben, iiber ihre
Rezeptoren reguliert. Der IGF-2R bindet hauptsdchlich IGF-2 mit hoher Affinitét,
interagiert aber auch minimal mit IGF-1 und Insulin.

Esumi et al. vermuten, dass in ihrer Studie die Effekte von IGF-2 nicht nur iiber den IGF-
IR, sondern auch iiber den IGF-2R mediiert worden sein konnten. Von beiden Rezeptoren
ist laut Ruttenstock et al. [911] (siehe unten) bekannt, dass sie sowohl im Alveolarepithel,
als auch in mesenchymalen Zellen der CDH-positiven Rattenlungen nachgewiesen werden
konnten. Demnach waren Esumi und Mitarbeiter der Ansicht, dass eine intraamniotische
oder intratracheale Applikation von IGF-2 die Lungenreifung am Nitrofen-induzierten
CDH-Rattenmodell verbessern konnte. Zum Zeitpunkt der Geburt konnten sowohl der Igf-
Ir, als auch der Igf-2r in normalen Rattenlungen nachgewiesen werden. Somit konnten die
Rattenlungen auf die Behandlung mit den IGFs ansprechen. Basierend auf den Ergebnissen
ithrer Studie gehen Esumi und Kollegen davon aus, dass im Speziellen IGF-2 die Reifung
der hypoplastischen CDH-Lungen fordern konnte [892,910-913].

1.16.1. Der Insulinrezeptor (IR)

Die Insulinrezeptor-Genexpression wurde vorwiegend auf den Typ II-Pneumozyten
nachgewiesen. Glucose und ihre liber den IR regulierte Aufnahme in diese Zellen ist
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besonders in der fetalen Lunge wihrend der spiteren Phasen der Schwangerschaft
notwendig, denn sie stellt ein wichtiges Substrat fiir die Synthese der Surfactant-
Phospholipide dar. Nachdem der IR die Aufnahme von Glucose steuert, konnte er auch ein
wichtiger Regulator der Surfactant-Biosynthese sein.

Bei Kinder von an Diabetes mellitus leidenden Miittern wurde eine gesteigerte Haufigkeit
des Aufiretens eines kindlichen RDS beobachtet und dies konnte mit der Downregulation
der IRs in der fetalen Lunge im spéten fetalen Leben zusammenhdngen, denn dadurch wird
auch die Verfligbarkeit von Glucose, als Substrat fiir die Surfactant-Synthese, reduziert.
Ruttenstock und Mitarbeiter [914] fiihrten eine Studie durch, um die Herabregulierung der
Genexpression des /R in fetalen Rattenlungen in spdten Stadien der Lungenentwicklung
am Nitrofen-induzierten CDH-Modell zu untersuchen [914-918].

In dieser Studie zeigte sich, dass die mRNA-Expressionslevels des /R der Rattenlungen am
Tag 21 (D21), sowohl in Lungengeweben von CDH-positiven, als auch CDH-negativen
Ratten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant reduziert waren. Allerdings
beobachteten die Autoren diesen Aspekt zu den Zeitpunkten D15 und D18 in keiner der
untersuchten Gruppen. AuBlerdem fiel ihnen zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter
Unterschied der Genexpressions-Levels des /R zwischen der Gruppe der CDH-positiven
und jener der CDH-negativen Rattenfeten auf.

Die immunhistochemische Analyse dieser Studie ergab, dass zu den Zeitpunkten D15 und
18 sowohl in den Kontroll-, als auch CDH-Lungengeweben eine diffuse Expression des
IR-Proteins, sowohl im proximalen Alveolarepithel, als auch im mesenchymalen
Kompartiment nachweisbar war. Die Immunoreaktivitit deutete keine Unterschiede
zwischen der CDH- und der Kontrollgruppe an. Allerdings beschrieben Ruttenstock et al.
am Tag 21 eine starke Reduktion der Immunoreaktivitit innerhalb der CDH-
Lungengewebe, wihrend in den Lungengeweben der Kontrollgruppe eine intensive IR-
Proteinexpression vorwiegend im proximalen Alveolarepithel zu verzeichnen war [914].

Glick et al. berichteten iiber eine signifikante Reduktion des Gehaltes an Surfactant-
Phospholipiden in der BAL™*® von Lammern mit chirurgisch-induzierter CDH. Suen und
Kollegen publizierten die Ergebnisse einer Studie, in welcher sie einen verringerten Anteil
an Surfactant-Phospholipiden in Lungen von fetalen Ratten mit einer Nitrofen-induzierten
CDH beobachtet haben. Die Verringerung der Glucose-Aufnahme in die Typ II-AECs, die
durch eine Downregulation der IR-Expression hervorgerufen werden konnte, kdme als
Ursache eines kindlichen Surfactant-Mangels in Frage. In jener Gruppe von Kindern
diabetischer Miitter, die in einem Milieu gesteigerter Spiegel von Glucose und Insulin
heranwuchsen, zeigte sich ein flinffach-hoheres Auftreten von Stérungen der Lungenreife,
als dies allgemein unter Neugeborenen beobachtet werden konnte.

Mendelson et al. berichteten iiber eine ansteigende Surfactant-Produktion der fetalen
Lunge in den spdten Phasen der Schwangerschaft und seine unzureichende Synthese
konnte somit eine verzogerte Reifung der Lunge verursachen [586,608,914, 917,919,920].

Die Untersuchungen von Ruttenstock und Kollegen brachten insgesamt eine signifikante
Reduktion der /R-mRNA-Genexpression in den hypoplastischen Lungen zum Zeitpunkt
D21 zum Vorschein und in diesem Stadium werden die IRs fiir eine normale Phospholipid-
Synthese und Lungenreifung bendtigt. Eine Reduktion wurde zum selben Zeitpunkt auch
beziiglich der IR-Protein-Expression beschrieben. Die Autoren zogen aus diesen
Ergebnissen den Schluss, dass die Downregulation der [/R-Genexpression in den

78 broncho-alveolire Lavagefliissigkeit
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hypoplastischen Lungen wihrend der spiten Stadien der Lungenentwicklung mit der
Surfactant-Biosynthese interferieren und damit eine Verzogerung der Lungenreifung und
die Entstehung einer Lungenhypoplasie hervorrufen konnte [914].

1.16.2. Die Effekte der IGFs auf das fetale Wachstum und die Entwicklung
der Plazenta

Die Ergebnisse von in vitro-Studien und die in vivo-Feststellung des Vorkommens des
IGF-2 im Bereich des extravillosen Zytotrophoblasten gaben Grund zur Annahme, dass
IGF-2 an der Invasion des Zytotrophoblasten in die miitterliche Dezidua induktiv beteiligt
sein konnte. Plazenten von Igf-2-nullizygoten’®’ Méusen prigten eine geringere Anzahl an
Glykogen-positiven Zellen aus, die ein hochinvasives Analogon des menschlichen
extravillésen Zytotrophoblasten darstellen und zeigten innerhalb der junctionalen Zone
eine Reduktion der invasiven Kapazitit.

In vitro fiihrte IGF-2 zu einer Differenzierung der EPCs’®® in die hochinvasiven TGCs'™,
jedoch induzierte IGF-1 die Stimulation der Migration der EPCs. Igf-2 wurde innerhalb der
Dezidua und der Frucht von Mausen nachgewiesen, was wiederum darauf hindeutet, dass
es eine Rolle in der embryonalen Entwicklung, der Trophoblast-Invasion und der
Angiogenese in der Dezidua spielen konnte. Es wird auch angenommen, dass Igf-2 in die
Forderung der Invasion der TGCs und Glykogenzellen iiber den Igf-2r in der Maus
involviert sein konnte. [921-924].

Momentan findet die Ansicht, dass IGF-2 in der Plazenta auf autokrinem und parakrinem
Weg wirken konnte, gro3en Zuspruch. Obwohl dies sicher sowohl in der Plazenta, als auch
im Fetus der Fall ist, wurde bemerkt, dass endokrines IGF-2 der Mutter die Plazenta
signifikant beeinflussen kann. Die /GF-1-Expression in der Plazenta ist vernachléssigbar,
wogegen Transkripte des /GF-2 in den meisten Spezies nachgewiesen werden konnten, vor
allem in jenen mit einer invasiven Plazenta.

IGF-1 iibt seine Effekte offenbar auf autokrine, parakrine und endokrine Weise aus, um an
der Mutter die Anpassung an die Schwangerschaft, und am Fetus das Wachstum zu
induzieren. Die IGF-1-induzierte Glucose- und Aminosdureaufnahme in der Plazenta
scheint das Resultat miitterlicher endokriner Stoffwechselvorginge zu sein [921,925].

Eine frithere Studien von Roberts et al., die die Auswirkungen einer Nahrungsrestriktion
auf die IUGR an Meerschweinchen untersuchte, zeigte signifikant-negative Effekte der
Untererndhrung auf die miitterlichen zirkulierenden Spiegel von IGF-1 und-2 und in der
mittleren und spiaten Schwangerschaft auch einen begleitenden Anstieg der zirkulierenden
IGFBPs. Dies war mit einer Verschlechterung des Wachstums des Fetus und der Plazenta
verbunden. Verdnderungen der Plazentafunktion korrelierten mit dem zirkulierenden IGF-
2 und seinem Verhéltnis zu IGFBP-2 in der mittleren Schwangerschaft und dhnliches lie3
sich auch fiir IGF-1, und sein Verhéltnis zu IGFBP-1 in der spiten Schwangerschaft,
beobachten, was eine endokrine Funktion beider IGFs andeutete. Man beobachtete auch
eine  Reduktion der [IGF-2-mRNA-Expression in Folge von miitterlicher
Nahrungsrestriktion [921,926-928].

In Untersuchungen von Sferruzzi-Perri und Mitarbeitern wurde bei exogener Zufuhr von
IGF-1 oder -2 an miitterliche Meerschweine ein Anstieg der miitterlichen Plasmalevels
dieser IGFs um 340% und 240% verzeichnet, ohne dass dabei die Levels der IGFBPs

87 Nullmutation fiir Igf-2
88 Ectoplacental Cone Cells (engl.): friihe, post-implantationale, murine Trophoblast-Stammzellen
™ Trophoblast Giant Cells (engl.): Trophoblast-Riesenzellen
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gesteigert wurden. Demzufolge war die Menge der freien IGFs erhoht. Die Infusion von
IGF steigerte das fetale und auch das Plazentagewicht. Die IGF-1-Infusion fiihrte in dieser
Studie auch zu einer Reduktion der /GF-2-mRNA-Levels der Plazenta [921,929-931].

Exogenes IGF-2 fiihrte, im Gegensatz zu IGF-1, zu einem Anstieg des Volumens der
Austauschregion der Plazenta (des plazentaren Labyrinths). Interessant war fiir Sferruzzi-
Perri und Kollegen dabei die Entdeckung, dass IGF-2, aber nicht IGF-1, wenn es an
miitterliche Meerschweine in der frithen bis mittleren Schwangerschaftsperiode verabreicht
wurde, zu einer Verbesserung der Differenzierung des plazentaren Labyrinths, und damit
zu einer Steigerung der plazentaren Stoffwechselfunktion fiihrte. Obwohl die
Verabreichung von IGF-1 und -2 zu keiner Gewichtszunahme der miitterlichen
Meerschweine fiihrte, beobachteten die Forscher, dass IGF-1 zumindest die Beschaffenheit
des miitterlichen Korpers beeinflusste, denn es reduzierte den Kdorperfettanteil um etwa
30% [921,314].

Sferruzzi-Perri et al. publizierten in einem weiteren Artikel auch ihre Beobachtung, dass
IGF-1 und -2, bei Verabreichung an miitterliche Meerschweine in der frithen bis mittleren
Schwangerschaftsperiode, zu einer Steigerung der plazentaren Aufnahme und des
Transfers von Glucose und Aminosduren zum Fetus fiihrte. Vor allem IGF-1 hatte hier teils
sehr potente Effekte. Beispielsweise kam es nach Verabreichung von IGF-1 an die
miitterlichen  Meerschweine zu  einem  nahezu  achtfachen  Anstieg des
Aminosduretransporter SNAT2.

Auf diese Weise trug IGF-1 nach Meinung der Autoren iiber seine Wirkung auf die
Expression dieses plazentaren Transporters zum Anstieg des fetalen Wachstums bei
[921,932].

Infusionen von IGF-1, die in der spiten Schwangerschaft an Mutterratten verabreicht
wurden, flihrte zu keiner Verbesserung des fetalen Wachstums, iibten aber anabole Effekte
auf die miitterlichen Ratten aus. Allerdings war das fetale Wachstum in der spiten
Schwangerschaft  gesteigert, wenn die IGF-1-Behandlung {iiber die gesamte
Schwangerschaftsperiode erfolgte. Auch wenn IGF-1 laut Ansicht von Roberts et al. die
Trophoblast-Invasion in der friilhen Schwangerschaft nicht verstiarkt, so wird dariiber
spekuliert, dass gesteigerte Spiegel von endokrinem IGF-1 in der frithen Schwangerschaft
die miitterliche Adaption an die Schwangerschaft, und damit auch indirekt das fetale
Wachstum und die Plazentafunktion, steigern konnte [921,933,934].

Am Fetus nimmt IGF-1 Einfluss auf die Regulation des Wachstums und dieses wird auch
durch die Wirkung der IGFBPs mediiert. Folglich wurde eine positive Korrelation
zwischen den Levels von IGF-1, in Assoziation mit jenen von IGFBP-1 und -2 im
Nabelschnurblut, und dem Geburtsgewicht von menschlichen Neugeborenen beobachtet.
Dabei fielen mit zunehmender IGF-2R-Konzentration im Nabelschnurblut die
Geburtsgewichte ab. Wihrend die Ratio von IGF-2 zum l16slichen IGF-2R im fetalen
Nabelschnurblut eine positive Korrelation mit dem Geburtsgewicht aufwies, zeigte sich fiir
IGF-2 alleine kein Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht.

IGF-2 mediiert die Steigerung der Zellproliferation iiber die Bindung an den IR und diese
Interaktion fordert vermutlich auch das fetale Wachstum. In fetalen Geweben pradominiert
die IR-A-Isoform des IR, die durch einen Mangel an Exon 11 charakterisiert ist, und diese
hat eine vergleichbare Affinitét fiir Insulin und IGF-2 (siche Kapitel 1.16). Im Gegensatz
dazu wird der IR-B hauptséichlich in postnatalen Geweben exprimiert, zeigt eine hdhere
Affinitét fiir Insulin und mediiert seine metabolischen Effekte [921,935-939].
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Am Fetus konnte auch die Expression des IGF-2R nachgewiesen werden. Seine
vorwiegende Rolle spielt dieser vermutlich bei der Unterbindung der Aufnahme und des
lysosomalen Abbaus des IGF-2 und damit bei der Hemmung des Wachstums. Demzufolge
konnten bei einer /GF-2R-Genablation eine Zunahme der zirkulierenden IGF-2-Levels und
eine Steigerung des Wachstums des Fetus, sowie auch der Plazenta beobachtet werden.
Eine Ablation des /IGF-2-Gens attenuierte diese Effekte wieder. Eine IUGR, die durch eine
Ligatur der Uterusarterie an Meerschweinen hervorgerufen wurde, flihrte zu einer
Reduktion der IGF-Wirkung durch eine gesteigerte Expression der IGFBPs. Die
Expression von IGF-2 in Geweben von untererndhrten Feten wurde allerdings noch nicht
untersucht [921,940-942].

Wie in der Publikation von Roberts ef al. nachgelesen werden kann, ist bisher nicht
bekannt, dass die IGFs die Plazenta {iberqueren konnen. So vermuten die Autoren, dass die
positiven Effekte auf den Fetus, nach der IGF-Administration an die schwangere Mutter,
durch die Wirkung auf die Plazenta und die Mutter zustande gekommen sein konnten.
Schon vor lidngerer Zeit wurde angenommen, dass Faktoren, die die plazentare
Throphoblast-Invasion der Dezidua fordern, die Anzahl der Spiralarterien und damit auch
den Blutfluss, der wichtig fiir das Wachstum und die Entwicklung des Fetus ist, erhdhen.
IGF-2 ist ein wichtiger Kontrollfaktor der miitterlichen Blutversorgung der Plazenta.
Zusitzlich beeinflussen miitterliche endokrine, plazentare und fetale IGF-2-Wirkungen
zusammen die Struktur und die funktionelle Differenzierung der Plazenta und damit auch
das fetale Wachstum und die Entwicklung. Viele Effekte von IGF-2 werden dabei offenbar
iiber den IGF-2R mediiert, aber auch eine Wirkung tiber den IGF-1R muss angenommen
werden. Nachdem die Plazenta keine signifikanten Mengen von IGF-1 exprimiert, {ibt das
miitterliche IGF-1 iiber den IGF-1R in der Plazenta seine Wirkung aus und beeinflusst
damit ihre funktionelle Kapazitit und Effizienz. Demnach nehmen Roberts und Kollegen
an, dass sowohl IGF-1, als auch IGF-2 zu einer erfolgreichen Plazentation und einem
erfolgreichen Schwangerschaftsverlauf beitragen [921].

1.16.3. Die Wirkung von IGF-1 auf Ratten mit akutem Nierenversagen

In einer Studie untersuchten Boh¢ und Mitarbeiter die Wirkung der s. c. Injektion von
rekombinantem humanem IGF-1 (rhIGF-1) in einer Dosis von 50 ug/100 g KG bei Ratten
mit akutem Nierenversagen’° und fanden dabei heraus, dass sich durch das applizierte
rhIGF-1 die Erholung dieser Tiere beschleunigen lieB. Das akute Nierenversagen der
Ratten wurde hier durch das operative Abklemmen beider Nierenhili induziert. Nach 72-74
Stunden zeigte sich, dass die Serumlevels von Igfbp-1 und -2 von rhIGF-1-behandelten
Ratten hoher waren, als von jenen der Kontrollgruppe. Die Serumlevels von Igfbp-3
wurden sowohl vom ARF, als auch von rhIGF-1 beeinflusst. Das Igfbp-4 war nur
voriibergehend in der ARF-Gruppe gesteigert. Dabei fiel den Forschern auch auf, dass das
verabreichte rhIGF-1 zu einer Steigerung der hepatischen Igfbp-2-mRNA und des
Serumlevels von Igfbp-2 fithrte [943].

In der Niere fithrt IGF-1 bekannterweise zu einem Anstieg des renalen Blutflusses und der
glomeruliren Filtrationsrate”’, stimuliert die Zellteilung und reduziert die Apoptoserate
von Tubuluszellen. Im proximalen Tubulus wird IGF-1 normalerweise nicht exprimiert.
Allerdings wird es, nach ischdmischen Schdden der Niere, im proximalen Tubulus und in

"% Jcute Renal Failure (ARF)
P! GFR
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Makrophagen vorilibergehend exprimiert, was auf eine Wirkung von IGF-1 bei der
Reparatur von Tubulusschiaden hindeuten konnte [943-948].

In dieser Studie von Bohé et al. erreichten die Serum-Kreatininspiegel der rhIGF-1-
behandelten Ratten mit ARF einen signifikant geringeren Wert, als die Kreatininspiegel
jener Ratten mit ARF der Kontrollgruppe (mit Kochsalzinjektion).

Die Igfbp-1-Levels fielen in den Gruppen mit ARF und SO’ bei Behandlung mit
Kochsalzlosung signifikant unter die Basislevels (unmittelbar vor der Operation
gemessen). Die Serumlevels des Igfbp-1 waren in diesen Gruppen auch nach 72-74
Stunden signifikant niedriger, wenn man sie mit den Levels der Ratten der ARF- und SO-
Gruppe, die thIGF-1 injiziert bekamen, verglich.

Der Serumlevel von Igtbp-2 stieg in den beiden Gruppen (ARF- und SO-Gruppe) bei
rhIGF-1-Applikation signifikant an und war bei den ARF-Ratten mit rhIGF-1-Applikation
signifikant hoher, als in allen anderen Gruppen.

Die gemessenen Konzentrationen von Igfbp-3 waren innerhalb der Gruppe der ARF-Ratten
mit Kochsalzinjektion héher, als in allen anderen Gruppen [943].

Beziiglich der Igtbps-2 bis -6 beschrieben Bohé et al. eine Tendenz zur Erniedrigung in
den ARF-Gruppen mit rhIGF- und Kochsalzbehandlung im Vergleich zu den SO-Gruppen.
Allerdings fiel den Autoren beziiglich des mRNA-Gehaltes des Igfbp-2 der Leber eine
signifikante Steigerung in den beiden IGF-behandelten Gruppen auf (ARF+IGF- und
SO+IGF-Gruppe). Diese Igfbp-2-mRNA-Werte waren in den IGF-behandelten Gruppen
etwa zweimal hoher, als in den Gruppen mit Kochsalzinjektion. Die Autoren stellten fest,
dass die erhohten Igfbp-2-mRNA-Werte der Leber von gesteigerten Serumlevels des Igtbp-
2 begleitetet wurden [943].

Bei Ratten mit ARF waren die renalen Konzentrationen des Igf-1-Peptids und der Igf-1-
mRNA verringert. Im Gegensatz zu gesunden Tubuluszellen der Niere, werden diese
beiden Verbindungen in sich regenerierenden Tubuluszellen transient exprimiert. Nachdem
IGF-1 die Erholung der Nierenfunktion beschleunigt, nehmen die Autoren an, das IGF-1
eine wichtige Rolle bei der Regeneration des ARF spielen konnte.

In ihrer Studie konnten Bohé und Mitarbeiter, mit Ausnahme der /gfbp-2-mRNA-Levels in
der Leber, keinen Effekt der ARF- oder IGF-1-Behandlung auf die Gentranskription der
sechs Igtbps in externen Geweben feststellen.

Interessant war die Beobachtung, dass die Leber-Igfbp-2-mRNA-Levels in beiden rhIGF-
1-behandelten Gruppen gesteigert waren und durch das ARF nicht beeinflusst wurden.
Dies war vermutlich auch der Grund fiir die ebenfalls gesteigerten Igfbp-2-Serumlevels
unter den Tieren dieser Gruppen.

Es war, den Resultaten der Untersuchungen von Zapf et al. folgend, bereits bekannt, dass
die Injektion von rhIGF-1 bei gesunden Ratten zu einem Anstieg der zirkulierenden Igfbp-
2-Spiegel fiihrte. Der Mechanismus der Steigerung der hepatischen /gfbp-2-mRNA konnte
auch mit den Effekten von rhIGF-1 auf das Wachstumshormon™® und Insulin
zusammenhdngen. Diese beiden Hormone reduzieren nidmlich bekanntermafen die
hepatische Expression und die Serumlevels von IGFBP-2.

Den Beschreibungen von Jacob ef al. folgend, unterdriickt das rhIGF-1 die
Serumkonzentrationen von GH und Insulin. Demzufolge konnte ein Abfall der
Serumkonzentrationen dieser beiden Hormone, der durch rhIGF-1 induziert wird, zu einer

2 Sham Operation (engl.): Schein-Operation (hier: operativer Eingriff ohne Abklemmung der Nierengefife)
3 Growth Hormone (engl.): Wachstumshormon
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Aufhebung der Suppression der IGFBP-2-mRNA-Synthese in der Leber fiihren [943,949-
960].

Bei gesunden Menschen mit Nahrungsrestriktion fiihrte rhIGF-1 zu einem Anstieg der
Serumlevels von IGFBP-1, wo hingegen das GH diesen Anstieg unterdriickte. RhIGF-1
unterdriickte auch die Sekretion von GH, was somit zum Anstieg des Serumlevels des
IGFBP-1 beitragen konnte. Die Serumkonzentrationen des IGFBP-3 waren sowohl bei
Nahrungseinschrankung des Menschen, als auch bei einer Niedrigprotein-Didt bei Ratten
reduziert. Bohé und Mitarbeiter konnten in ihrer Studie nicht kliren, warum diese
Reduktion der Igfbp-3-Konzentration bei Ratten mit ARF, die ebenfalls einer
Nahrungsrestriktion ausgesetzt wurden, nicht eintrat.

Der Spiegel des GH im Serum wird durch das ARF gesteigert und GH stimuliert die
Sekretion von IGFBP-3. Demzufolge konnten gesteigerte Levels des GH fiir die Erhaltung
der Serumlevels von Igfbp-3 bei ARF-Ratten verantwortlich gewesen sein.

Die Féahigkeit des rhIGF-1, die Sekretion des GH zu verringern, konnte laut Annahme von
Bohé¢ und Mitarbeitern auch erkldren, warum in ihrer Studie die Serumlevels des Igfbp-3 in
der Gruppe der ARF-Ratten mit Kochsalzbehandlung hoher war, als in der Gruppe der
ARF-Ratten mit rhIGF-1-Behandlung [943,961-966].

Zusammengefasst kommen Bohé et al. in ihrer Studie zu dem Schluss, dass beide, sowohl
das ARF, als auch das rhIGF-1, die Serumkonzentrationen der Igfbps, unabhingig
voneinander, aber auch teils gemeinsam, beeinflussen.

Das ARF beeinflusst die Expression der Igfbps-1 bis -6 und des Igf-1r in der Niere, wo
hingegen rhIGF-1 die mRNA-Expression des hepatischen Igfbp-2 steigert. Die durch das
ARF und rhIGF-1 bewirkten Effekte werden laut Ansicht der Autoren durch den Typ und
Schweregrad der renalen Schidigung und die Nahrungsaufnahme der Tiere mediiert [943].

1.17. Fragestellungen

In dieser wissenschaftlichen Arbeit soll anhand der durchgefiihrten Studie die Wirkung
von intraamniotisch appliziertem rhIGF-1 auf die mikroskopische Morphologie und
molekularbiologische Beschaffenheit der fetalen hypoplastischen Rattenlunge am
Nitrofen-Modell untersucht werden.

Dabei soll mit Hilfe der Mikroskopie eine, durch das rhIGF-1 induzierte, mogliche
morphologische und molekularbiologische Verdnderung der durch die CDH verdnderten
fetalen Lungen festgestellt und diese iiber die Immunhistochemie und RT-PCR qualitativ
und quantitativ beurteilt werden. Die durchgefiihrten Untersuchungen erfolgen demnach
durch die RT-PCR, also auf der molekularen Ebene der mRNA (also
posttranskriptional”"), aber auch immunhistochemisch, auf der Ebene der exprimierten
Proteine in den Lungen (also posttmnslational795) (siehe hierzu Kapitel 2).

Es soll in dieser Studie gekldrt werden, ob die intraamniotische thIGF-1-Applikation einen
Ansatz fiir eine mogliche zukiinftige Therapie der fetalen Lungenhypoplasie darstellt.
Dazu wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

% vor der Translation in Proteine, also nach der Transkription auf der Ebene der mRNA.
73 nach der Ubersetzung (Translation) der mRNAs in die Proteine.
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e Wird das intraamniotisch applizierte rhIGF-1 in die Lungen der Rattenfeten
aufgenommen, vermag es die verdnderte Morphologie und das verdnderte Gewicht
der fetalen hypoplastischen Rattenlunge zu beeinflussen und iibt es eine Wirkung
auf das fetale Korpergewicht und die fetale LBWR (lung-to-body weight ratio) aus,
und wenn ja, inwiefern?

o Fiihrt das rhIGF-1 zu einer Steigerung der allgemeinen proliferativen Aktivitit der
Zellen der fetalen Lunge?

e Kann durch die intraamniotische rhIGF-1-Applikation die Reifung der fetalen
Rattenlunge gefordert werden und wie beeinflusst sie die Gefillbildung von Blut-
(Vasculo- und Angiogenese) und LymphgefaB3en und damit auch das Vorkommen
von Endothelzellen in der fetalen Lunge?

e Welchen Einfluss {ibt das applizierte rhIGF-1 auf die Expression der Igf-1- und Igf-
2-Rezeptoren im Lungengewebe der fetalen Ratten aus?
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2. Material und Methoden

2.1. Art des Eingriffs

In der vorliegenden experimentellen Studie sollte die Wirkung der Injektion von
rekombinantem humanem IGF-1""° in das Fruchtwasser von Rattenfeten mit kongenitaler
Zwerchfellhernie (CDH) auf deren hypoplastische Lungen untersucht werden.

Hierbei kam das Nitrofen-Modell an der Ratte (siehe Einleitung) zur Anwendung.

Die intraamniotischen Injektionen von rhIGF-1 wurden an triachtigen weiblichen Sprague-
Dawley Ratten durchgefiihrt, welche von der Universitdt Wien, Institut fiir biomedizinische
Forschung, Abteilung fiir Labortierkunde und Genetik, 2325 Himberg, bezogen wurden.
Samtliche chirurgischen Eingriffe, sowie die Verabreichung des Nitrofens, wurden im
Kleintier-OP des Institutes fiir biomedizinische Forschung der Medizinischen Universitét
Graz, Roseggerweg 48, 8036 Graz, durchgefiihrt. Hier wurden die Ratten artgerecht
gehalten und mit Nahrung und Wasser ad libitum versorgt.

Die Tierversuche wurden vom Bundesministerium fiir Wissenschaft und Forschung
genehmigt: GZ: BMWF-66.010/0011-11/10b/2010.

2.1.1. Nitrofengabe

Die Nitrofengabe an die trachtigen Mutterratten wurde am Schwangerschaftstag 9,5, unter
Kurzzeitnarkose mittels Isofluran und Sauerstoff und nach der Ermittlung ihrer jeweiligen
Korpergewichte, vorgenommen.

Es wurden hierzu 1000 mg Nitrofen (2,4-dichloro- 1 (4-nitrophenoxy)benzene, ACD-Code:
MFCDO00128026; Maybridge, Thermo Fisher Scientific) in 10 ml Olivenol durch Mischen
und mehrmaliges Aufziehen in einer Kaniile gelost und von dieser Losung dann den
trachtigen Mutterratten mittels einer Magensonde jeweils 1 ml verabreicht (entsprechend
100 mg Nitrofen pro Mutterratte).

Die korrekte Platzierung der Magensonde wurde vor der Applikation anhand der auf der
Sonde angebrachten Skalierung tiiberpriift (um eine versehentliche Applikation in die
Luftwege der Ratte zu vermeiden). Nach der Verabreichung des Nitrofens wurden die
Ratten in den Kéfig zuriickgebracht, dort in Seitenlage gelagert und noch etwa 30 Minuten
unter Beobachtung gehalten, um eventuelle Komplikationen, wie z. B. eine Aspiration,
frithzeitig erkennen zu konnen.

2.1.2. Chirurgischer Eingriff und rhIGF-1-Injektion

Die Versuchstiere wurden in drei Gruppen eingeteilt: [GF-I1-, Plazebo-, und
Kontrollgruppe.

An den beiden aufeinander folgenden Tagen 19 und 20, wurden jeweils die Injektionen
von rhIGF-1 (IGF-1-Gruppe) und physiologischer Kochsalzlosung (Plazebogruppe) in die

" Insulin-like growth factor-1
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fetale Amnionfliissigkeit durchgefiihrt. Die Ratten der Kontrollgruppe blieben vollig
unbehandelt und dienten der Erstellung von ,,Baseline-Werten.

Am Tag des jeweiligen operativen Eingriffs wurde das trachtige Muttertier gewogen und
mit dem Inhalationsnarkotikum Isofluran (Forane®, Inhalationsnarkotikum, 100 ml, Nr.
B506; Abbott Ges. m. b. H.) narkotisiert. Die trachtige Ratte wurde zunéchst in einer mit
4% Isofluran gesittigten Anidsthesieckammer sediert (Isofluran-Verdampfer: TEC3®,
Omnisa GmbH, Schweiz). Nach Eintritt der Narkose wurde das Tier aus der Kammer
genommen, ein Begasungsschlauch mit einem passenden Plastikkonus iiber Mund und
Nase platziert und das Tier auf einer Wiarmeplatte (bei 37 °C) gelagert, wobei die
Korpertemperatur des Tieres iiber eine rektale Sonde kontinuierlich gemessen wurde. Uber
den Begasungsschlauch stromte Isofluran in  100%  Sauerstoff mit einer
Erhaltungskonzentration von 1,5-2,5% in die Atemwege der Ratte ein.

Alle weiteren Eingriffe wurden ausschlieBlich nach suffizienter Narkoseinduktionszeit (10-
15 min) durchgefiihrt, wenn sich die Muttertiere (und die Feten) in einem Zustand tiefer
Bewusstlosigkeit befanden.

Folgende Injektionen wurden dem Muttertier an jedem Operationstag in gleicher Weise
verabreicht:

Unter Allgemeinnarkose wurde eine Lokalandisthesie”’ durch Infiltration der chirurgischen
Schnittstelle mittels Lidocain Hydrochlorid (,,Xylanest purum® 2%, 10 ml-Ampullen zu
200 mg Lidocain Hydrochlorid; Gebro Pharma GmbH) in einer Dosis von 1 mg/kg KG™*®
injiziert. Im Anschluss wurde Tramadolhydrochlorid (,,Tramabene®“, 100 mg Ampullen;
Ratiopharm GmbH) in einer Dosis von 15 mg/kg KG s.c.”” und Carprofen®™ ("Rimadyl®
Rind*, 50 mg/ml, Injektionslosung; Pfizer Corporation Austria Ges.m.b.H) in einer Dosis
von 5 mg/kg KG s.c. mittels einmaliger Injektion verabreicht.

Zur Antibiose diente Enrofloxacin®™' (,Baytril® 2,5%", 25 mg/ml Injektionslosung, Bayer
Austria), das in einer Dosis von 7,5 mg/kg KG s.c. injiziert wurde.

Unter Allgemeinnarkose wurde die Ratte in Riickenlage auf dem OP-Tisch gelagert, das
Narkosegas-Sauerstoff-Gemisch stromte dabei iiber den Begasungsschlauch und die
Gesichtsmaske in die Atemwege der Ratte ein. Als Unterlage der Ratte diente eine sterile
Saugkompresse (Vliwazell®, 20x20 cm, Lohmann Rauscher), die auf der Wéarmematte
platziert wurde.

Nach groBziigiger Desinfektion der Bauchhaut der Ratte im Bereich des Hautschnittes
mittels Betaisodonaldsung (Betaisodonaldsung, standardisiert; Mundipharma Ges.m.b.H.)
und sterilen Mullkompressen (Gazin®, 5x5 cm, Lohmann Rauscher), wurde der Bereich
des operativen Eingriffes mit einem sterilen Abdecktuch (Foliodrape®, Abdecktiicher
steril, 50x50 cm, Hartmann AG) abgedeckt und im Anschluss mit der sterilen Schere in
dieses Abdecktuch eine spindelformige Offnung eingeschnitten und diese Offnung damit
dem angestrebten Operationsbereich angepasst.

Danach wurde die Bauchhaut in der Medianlinie eréffnet und die Bauchwand im Bereich
der darunter liegende Linea alba®”* dargestellt und durchtrennt.

7 6rtliche Betdubung

7% K orpergewicht

7% subcutan

800 ein nicht-steroidales Antiphlogistikum (NSAIR)

1 ein Chinolon der 2. Generation (Gyrasehemmer) (1)
802 Vereinigungsbereich der Bauchwandfaszien
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Der Schnitt wurde nach proximal erweitert und die beiden Uterushorner der Ratte
beiderseits dargestellt. Das ovarielle und vaginale Ende des Uterus wurden auf jeder Seite
bestimmt und die Feten wurden, beginnend vom Bereich des vaginalen Endes in Richtung
des ovariellen Endes des Uterus, abgezdhlt und mit ansteigenden Zahlen nummeriert.
Danach wurden beide Uterushorner mit sterilen Tupfern abgedeckt und mit
physiologischer Kochsalzlgsung betrdufelt, um sie vor der Austrocknung zu schiitzen.

In das Fruchtwasser der Feten der /GF-1-Gruppe wurde nun eine Dosis von jeweils 0,2 ug
rhIGF-1 injiziert. Hierzu wurden bereits 10 pg gefriergetrocknetes rekombinantes humanes
IGF-1 (Lyophilized recombinant human IGF-1, 10 pg, Nr. Z00362; GenScript Inc.;
http://www.genscript.com) in 100 pl sterilem Aqua dest. gelost und in fiinf Portionen zu je
20 pl bei -20 Grad Celsius eingefroren. In diesen Portionen kann das IGF-1 auch fiir
langere Zeit gelagert werden.

Zur jeweiligen 20 pl-Portion wurden am Tag der fetalen Injektion, nach kurzem Auftauen,
jeweils 480 ul steriles verdiinntes PBS (Phosphate buffered saline, 10x concentr., pH 7,4,
cell culture tested, Nr. P5493; Sigma-Aldrich Co.) zugesetzt, so dass man jeweils eine
Portion von 500 ul der IGF-1-Losung erhielt, die fiir die intraamniotischen Injektionen fiir
10 Ratten-Feten ausreichte.

Die hier verwendete Dosis von je 0,2 pg rhIGF-1 pro Ratten-Fetus wurde aus Studien von
Nagata et al. [967] (siche Kapitel 1.16) und Eremia et al. [746] extrapoliert, welche Dosen
von umgerechnet 0,06 pg/g IGF-1 an kulturellen Lungengeweben von Méusen bzw. als
intraamniotische Injektion bei fetalen Schafen verwendeten.

Ein Nitrofen-exponierter Rattenfetus wog zum Zeitpunkt der Injektionen (E19 und E20)
zwischen 2,5 und 3 g.

Jedem Fetus der IGF-1-Gruppe wurden mithilfe einer Mikroliterspritze (705 RN, 50 ul;
Hamilton AG) 50 pl der rhIGF-1-Losung in das Fruchtwasser injiziert (entsprechend 0,2
ug thIGF-1 pro Fetus).

Hierzu wurde die Position der Nase und des Mundes des jeweiligen Fetus ermittelt und die
Injektion, nach Durchstechung des Uterus und der Eihdute und unter Schonung der in
ihnen verlaufenden Gefdle, in Richtung dieser fetalen Strukturen in das Fruchtwasser
durchgefiihrt. Durch diese Art der Injektion sollte eine rasche Aufnahme des rhIGF-1 in
die fetalen Atemwege ermdglicht werden.

Die Feten der Plazebogruppe wurden in gleicher Weise behandelt, hier wurden jedoch
anstelle der rhIGF-1-Injektion, 50 pl einer sterilen physiologischen Kochsalzlosung
(Fresenius Kabi AG) in das fetale Fruchtwasser appliziert.

Nach erfolgten Injektionen wurden die beiden Horner des Uterus wieder mit
physiologischer Kochsalzlosung betrdufelt und unter Vermeidung einer Torquierung®®®
wieder in die miitterliche Bauchhohle zuriickverlagert.

Das miitterliche Abdomen wurde durch zwei Fortlaufnéhten (Vicryl rapide®, Ethicon®, 3-
0, 70 cm, FS-1; Johnson & Johnson GmbH) jeweils im Bereich der Bauchwandfaszie und
der Bauchhaut verschlossen. AbschlieBend wurde der Wundbereich mit Betaisodona-
Losung von Blutresten gereinigt und die oberflachliche Lokalanisthesie durch neuerliche
subkutane Injektion aufgefrischt.

%03 Verdrehung eines GefiBes, die zu einer Unterbrechung des Blutstromes fiihren kann (1).
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Das verwendete Operationsbesteck sowie die Mikroliterspritze wurden nach der Operation
mit Octenisept®-Losung (Octenisept® Wunddesinfektion; Schiilke & Mayr GmbH)
gespiilt, gereinigt und autoklaviert.

Nach der Hautnaht wurde die Isofluran-Dosis durch Regelung am Verdampfer schrittweise
reduziert (von 1,5 bis 0%) und die Ratte erhielt schlieBlich nur mehr Sauerstoff iiber die
Gesichtsmaske. Das Tier wurde nach dem Aufwachen aus der Narkose wieder in den Kéfig
zuriickgebracht, dort in Seitenlage gelagert und weiter beobachtet.

Die Injektionen von IGF-1- bzw. Kochsalzlosung (Plazebogruppe) wurden an Tag 20
wiederholt, indem die Nidhte entfernt und nach den vollendeten Injektionen wieder neu
gesetzt wurden.

Am Tag 21,5 wurden die Muttertiere aller drei Gruppen (IGFI-, Plazebo- und
Kontrollgruppe) gewogen, narkotisiert und die Bauchhohle gedffnet. Die beiden
Uterushdrner wurden abermals dargestellt und die lebenden Feten mit den zugehdrigen
Plazenten operativ, unter Offnung der Amnionhdhle, entbunden. Das Muttertier wurde
danach in tiefer Narkose und unter maximaler Analgesie durch eine Kardiotomie® getétet.
Die Feten wurden gewogen und anschlieBend erfolgte die Nekropsie®”. Das fetale
Zwerchfell wurde operativ dargestellt und das Vorhandensein und die Lokalisation einer
CDH wurden iiberpriift. Danach wurde das Geschlecht der Feten bestimmt und die linke
und rechte Lunge, die Plazenta, das Herz und das Zwerchfell operativ entfernt, gewogen
und mit der Pinzette in RNAse-freie, sterile Cryo-Réhrchen (,,Cryo.s®*“ a 2 ml, Greiner
Bio One GmbH) iiberfiihrt und in fliissigem Stickstoftf eingefroren.

Humane Endpunkte (Kriterien, die den Abbruch des Experiments bzw. die Durchfiihrung
einer Euthanasie veranlassten): im Falle einer Nahrungsverweigerung des operierten
Muttertiers mit inaddquater Gewichtszunahme bzw. Gewichtsabnahme, von ernsthaften
respiratorischen Problemen des Muttertiers oder von auffallender Lethargie (vor allem
nach Sondenfiitterung des Nitrofens oder in den ersten 24 Stunden nach der jeweiligen
Operation) wurde das Experiment abgebrochen. In gleicher Weise wurde verfahren, falls
sich Ratten als nicht-trachtig herausgestellt haben sollten.

2.2. Analyse der Lungengewebe

2.2.1. PCR-Analyse

2.2.1.1. Theorie zur RNA-Isolierung

Das , Tri-Reagent®“ ist ein Reagenz fiir die , Single-Step-Methode®* der RNA-
Isolierung. Es kombiniert Phenol und Guanidin-Isothiocyanat und hemmt dadurch
RNAsen™  effektiv. Die biologische Probe kann in Tri-Reagent® lysiert808 und
homogenisiert werden und durch die nachfolgende Zentrifugation wird dieses

804 Schnitt durch das Herz

%05 Sektion von Tieren (1)

896 rasche Methode der Isolierung von RNA [968]
807 RNA-abbauende Enzyme

508 aufgelost
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Homogenisat in eine wéssrige und organische Phase getrennt. Die RNA sammelt sich
dabei in der wiéssrigen obersten Phase an, wihrend sich die DNA in der Interphase (weil3e
Phase) anreichert und die Proteine in der unteren organischen Phase (rote Phase) zu finden
sind [968].

Das Guanidin-Isothiocyanat lysiert das Gewebe und deaktiviert Proteinasen sehr effektiv
(sogar RNAsen). Weil diese Inaktivierung der RNAsen sofort nach der Lyse der Zellen
stattfindet, ist diese Methode sehr stabil und liefert qualitativ hochwertige RNA. Das
Endprodukt ist eine gesamt RNA, die aus mRNA®” rRNA®*'® und tRNA®" besteht. Die
mRNA macht dabei nur einen Anteil von etwa 2% aus. Fiir die Anwendung der RT-PCR
ist dieser kleine Anteil an mRNA jedoch ausreichend [968].

Die Alkohol-Féllung ist, der Beschreibung von Cornel Miilhardt folgend, relativ einfach
durchzufiihren. Man versetzt die Nucleinsdure-Losung mit einem monovalenten (einfach
geladenen Salz, wie z. B. Natriumacetat) und fiigt Alkohol hinzu. Die Nucleinsdure fallt,
bei guter Mischung, praktisch spontan aus und man muss sie nur noch durch Zentrifugation
pelletieren und durch Waschen mit 70% Ethanol von Salz- und Alkoholresten befreien. Ein
angenehmer Nebeneffekt ist, dass neben dem Salz auch viele andere wasserlosliche
Substanzen im Uberstand gelost bleiben, so dass dadurch eine gewisser Reinigungseffekt
erzielt wird [968].

Isopropanol fillt Nucleinsduren weit effektiver, als dies Ethanol zu tun vermag. Es reichen
bereits 0,6 — 0,8 Volumen Isopropanol fiir eine quantitative Fallung bei Raumtemperatur
aus. Allerdings miissen die Reste von Isopropanol entfernt werden, wozu eine
nachtrigliche Waschung mit 70% Ethanol notwendig ist [968].

Ethanol ist der Standardalkohol fiir die Féallung der Nucleinsduren. Er kann anschlieBend
leicht entfernt werden, weil er rasch verdampft. Allerdings bendtigt man zur Fallung recht
hohe Konzentrationen von 70 Volumen-%, was dem 2,5-fachen Volumen der zu fiallenden
DNA-Lo6sung entspricht und Probleme bei der Zentrifugation bereiten kann, weil man
eventuell groBere Zentrifugenbecher benotigt [968].

2.2.1.2. Praktische Isolierung von RNA aus dem Lungengewebe der Rattenfeten

Zur Isolierung der RNA wurden die rechten Lungen der Rattenfeten der IGF-1-, Plazebo-
und Kontrollgruppe herangezogen. Diese wurden den im fliissigen Stickstoff gelagerten
Cryotubes (Cryo.S®, Cellstar®; Greiner Bio-One GmbH) entnommen und auf Eis
aufgetaut.

Die Lungengewebe wurden dann mit einer Pinzette in sterile Rohrchen (Safe-Lock
Tubes®, 2,0 ml, Eppendorf GmbH) {iberfiihrt.

In jedes Eppendorf-Réhrchen wurde dann jeweils 1 ml Tri-Reagent® (Cat. No: RT 111;
MRC, Molecular Research Center Inc.) pipettiert. Dann wurden die R6hrchen 5 Minuten
bei Raumtemperatur stehen gelassen und mit Hilfe des Dispergiergerdtes Ultra-Turraxx®
(IKA Werke GmbH und Co. KG) homogenisiert.

Das Homogenisat wurde dann mit 100 pl BCP*'? (I-Bromo-3-Chloropropan; MRC
Molecular Research Center Inc.) versetzt, bei Raumtemperatur gut gemischt und 15

899 messenger RNA

819 vibosomale RNA

' transfer RNA

812 Reagenz zur Separation der Phasen [968]
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Minuten stehen gelassen. Danach wurde es bei 4 °C in der Kiihlzentrifuge (Centrifuge
5415R, Eppendorf GmbH) bei 12000 RCF*"* fiir 15 Minuten zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde die obere, wiéssrige Phase, die die RNA enthélt, vorsichtig
abpipettiert und in ein neues 2,0 ml Eppendorf-Réhrchen iiberfiihrt. Dabei war es von
groBBer Wichtigkeit, ausschlieBlich die obere, wissrige Phase und somit keine Anteile der
Interphase (weil) und unteren Phase (rot) zu pipettieren.

Nun wurden jedem Rohrchen 500 ul Isopropanol®* zugesetzt, sie wurden durch Kippen
gemischt und dann 10 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Im Anschluss
erfolgte eine Zentrifugation fiir 8§ Minuten bei 4 °C und 12000 RCF.

Der nun entstandene Uberstand wurde wiederum abpipettiert und am Boden der
Eppendorf-Roéhrchen zeigte sich ein Nucleinsdure-Pellet. Zu jedem Pellet wurden nun 500
ul Ethanol (70 %, -20 °C) zugesetzt und es folgte eine weitere Zentrifugation fiir 5
Minuten bei 4 °C und 7400 RCF. Der Uberstand wurde dann wiederum abpipettiert und
das Pellet im Eppendorfrohrchen 2-3 Minuten luftgetrocknet.

Dann wurden zu jedem Pellet 100 pl RNAse-freies Wasser zugesetzt und jedes
Eppendorfrohrchen wurde fiir 10 Minuten bei 50 Grad geschiittelt (Thermomixer
Comfort®, Eppendorf GmbH). Dadurch loste sich die RNA im Wasser. Die RNA-
Losungen in den Eppendorf-Réhrchen wurden dann bis zum Beginn der Analyse bei -80
°C tiefgefroren.

2.2.1.3. Theorie der reversen Transkription (cDNA-Synthese)

Die Abkiirzung ¢DNA steht fiir complementary DNA und diese ist das Produkt eines
Enzyms, der reversen Trankriptase, das aus der einzelstringigen RNA eine komplementére
DNA synthetisiert [968].

Im Prinzip werden bei der RT®"> RNA und Primer zusammengemischt und der Ansatz wird
auf 70 °C erhitzt, um die Sekundérstrukturen der RNA aufzuschmelzen. Dann l4sst man
den Ansatz langsam auf Raumtemperatur abkiihlen, damit die Primer hybridisieren®'®
kénnen. Danach werden Puffer, Nucleotide, RNAse-Inhibitoren und die reverse
Transkriptase hinzugefiigt und der Ansatz wird fiir eine Stunde bei 37-42 °C inkubiert
[968].

Der interessante, proteincodierende Teil der mRNA, der in Proteine translatiert®"’ wird,
sitzt hdufig nahe am 5'Ende der mRNA. Zur Erfassung dieser Bereiche eignen sich am
besten random Hexamerprimer, die irgendwo an die mRNA hybridisieren. Auf diese
Weise sind im Anschluss alle mRNA-Bereiche in der cDNA vertreten, allerdings auch die
nicht-mRNA-Bereiche. Die Reverse Transkriptase synthetisiert einen komplementiren
Doppelstrang, auf der Basis des RNA-Einzelstranges [968].

2.2.1.4. Absorptions-Messung mittels Spektrometrie

Aus den in den zuvor angefiihrten Arbeitsschritten gewonnenen RNA-Losungen (RNA in
Wasser) wurden Verdiinnungen zur Messung der Konzentration am Photometer (Bio
Photometer®, V. 1.35, Eppendorf GmbH) hergestellt.

813 Relative Centrifugal Force (engl.): relative Zentrifugalkraft
819 2_Propanol

15 yeverse T ranskription

816 sich anlagern

817 iibersetzt
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Die Absorption wurde bei einer Wellenlinge von 260 nm gemessen. Bei dieser
Wellenldnge befindet sich das Absorptionsmaximum der Nucleinsduren [968].

Dazu wurden jeweils 2 pl der RNA-Losung mit 98 pl RNAse-freiem Wasser verdiinnt.
Nach Messung der Nullprobe®® (RNAse-freies Wasser), wurden die Konzentrationen der
verdiinnten RNA-Losungen in der Quarzkiivette am Photometer gemessen. Die
Nucleinsdurekonzentration errechnete sich aus der Absorption bei 260 nm, der
Verdiinnung und einem fiir die RNA spezifischen Multiplikationsfaktor [968].

Nur Werte zwischen 0,1 und 1 sind aussagekriftig, wihrend Werte zwischen 0,02 und 0,1
mit starken Fehlern behaftet sein konnen [968].

Aus dem Verhéltnis der Absorption bei 260 und 280 nm (4 260/280) erhilt man auBerdem
eine Aussage iiber die Proteinkontamination®" der Losung. Eine hochreine, proteinfreie
Nucleinsdurelosung sollte ein Verhiltnis von 1,8-2,0 aufweisen [968].

2.2.1.5. Praktische cDNA-Synthese

Zur Analyse der Genexpression kam bei dieser Studie die RT-PCR*° zur Anwendung.
Dabei wurde zuerst aus der RNA eine cDNA synthetisiert, welche dann als Template®’ fiir
die PCR verwendet wurde [968]. Die PCR wurde dann mit Hilfe des TagMan® 7900 HT
Fast Real-Time PCR-Systems (Applied Biosystems) durchgefiihrt.

Die jeweiligen RNA-L&sungen wurden in entsprechender Verdiinnung (Verhéltnis 1 pg
RNA in 10 pl Wasser) in 0,2 ml PCR-SoftStrips® (Biozym Ges.m.b.H.) pipettiert,
gemischt und kurz zentrifugiert.

Fiir die Nullprobe™ wurden, anstelle der cDNA-Losung, 10 pl hochreines Wasser (DEPC-
frei) in das jeweilige SoftStrip® pipettiert. Diese NTCs wurden dann in gleicher Weise wie
die cDNA-Proben verarbeitet. Sie dienten der Erkennung von Verunreinigungen.

Fir die cDNA-Synthese wurden zwei Mischungen (,,Master Mix [ und II)
zusammengestellt.

Master Mix I enthielt pro Ansatz: 1 ul ,,Random Hexamer Primer* (120 pul, 24 pg,
100 umol; Fermentas GmbH)
1 pl dNTPs™ (1 ml, 10 pmol; Fermentas GmbH)

Master Mix II enthielt pro Ansatz: 4 pl Buffer (5x first strand buffer, 250 mM Tris-HCI
mit pH 8,3 bei Raumtemperatur, 375 mM KCI, 15
mM MgCly; Life Technologies)
2 ul DTT*** (0,1M, 500 pl, Life Technologies)
1 ul RNAse-Out®** (5000 Units, Recombinant
Ribonuclease Inhibitor; Life Technologies)

81% Blank (engl.): Bestimmung des Leerwertes

819 Verunreinigung mit Proteinen

820 Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion

521 Ausgangs-DNA

822 NTC: Non Template Control (engl.)

823 Nucleotid-Mischung aus dATP, dCTP, dGTP und dUTP
824 Dithiothreitol

523 Ribonuclease-Inhibitor
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Jedem Ansatz wurden dann 2 pl des Master Mix I zugesetzt, der Ansatz wurde gemischt
und kurz zentrifugiert.

Dann wurden die SoftStrips® in das cDNA-Geridt (MJ Mini®, Personal Thermal Cycler;
BIO RAD Ges.m.b.H.) iiberflihrt und dort 5 Minuten bei 65 °C inkubiert. Danach wurden
die Ansitze dem Gerdt entnommen und rasch auf Eis gelegt.

Dort wurden jedem Ansatz 7 ul des Master Mix I zugesetzt und nach erneuter Mischung
und Zentrifugation wurden die SoftStrips® wieder in den Thermal Cycler iiberflihrt und
dort zwei Minuten bei 25 °C inkubiert.

Im Anschluss wurden die SoftStrips® abermals dem Gerit entnommen, jedem Ansatz 1 pl
Super Script II®*° (10000 Units, Reverse Transkriptase; Invitrogen Life Technologies)
zugesetzt und nach dem Mischen und abermaligen Zentrifugieren wurden die Ansitze
wieder im Thermal Cycler fiir 10 Minuten bei 25 °C und weitere 50 Minuten bei 42 °C
inkubiert. In jedem SoftStrip® befanden sich nach der Synthese 20 pul cDNA-Losung, die
jeweils durch Zusatz von 100 pl RNAse-freiem Wasser auf 120 pul cDNA-L6sung verdiinnt
wurden. Die cDNA-Verdiinnungen wurden bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert.

2.2.1.6. Theorie der RT-PCR (Reverse Transkription-PCR)

Fiir eine PCR werden thermostabile Polymerasen®”’, ein Template, Oligonucleotid-Primer,
Puffer und Nucleotide benétigt [968].

Ein typisches PCR-Programm besteht aus den folgenden drei Schritten:
Denaturierungsschritt, Annealingschritt und Elongationsschritt [968].

Denaturiert wird bei 94 °C und dabei trennen sich die beiden Striange der Template-DNA
voneinander. AnschlieBend wird die Temperatur auf 55 °C gesenkt, so dass es zur
Hybridisierung der in massivem Uberschuss vorhandenen Oligonukleotid-Primer an die
einzelstrangige Template-DNA kommt. Danach wird die Temperatur wieder auf 72 °C,
dem Temperaturoptimum der 7ag-Polymerase, angehoben und der Primer dabei
verlangert, bis wieder eine doppelstringige DNA vorliegt, die der urspriinglichen
Template-DNA exakt gleicht. Weil die Komplementierung an beiden Stridngen der
Template-DNA ablduft, wird in einem PCR-Zyklus die Zahl der Template-DNAs im
Idealfall®*® verdoppelt [968].

Das grundlegende PCR-Programm ist wie folgt charakterisiert:

Initiale Denaturierung fiir 5 Minuten bei 94 °C; 30 Zyklen bestehend aus jeweils 30 sec.
bei 94 °C, 30 sec. bei 55 °C und 90 sec. bei 72 °C; und zuletzt eine finale Elongation von
5 Minuten bei 72 °C. Im Anschluss wird die Reaktion bei 4 °C gekiihlt [968].

e Die Denaturierung ist ein sehr schneller Prozess, der bereits bei Temperaturen ab
70 °C beginnt. Unter der Hitze leiden allerdings alle Komponenten: die Polymerase
wird denaturiert und die Nucleotide zerfallen, die Template-DNA und die Primer
werden depuriniert. Dies sind Argumente, die fiir eine moglichst kurze Zeit der
Denaturierung sprechen. Tatsdchlich reichen bereits 5 Sekunden, um die DNA-
Strange voneinander zu trennen [968].

826 Reverse Transkriptase
27 Tag-Polymerasen
528 meistens liegt der Multiplikationsfaktor jedoch unter 2; etwa bei 1,6 bis 1,7 (siehe unten) [968]
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¢ Die Annealingtemperatur richtet sich hauptsichlich nach den verwendeten
Primern.
Die Schmelztemperatur kann auf unterschiedliche Weise errechnet werden [968].

e Die Elongationszeit sollte der Lange des erwarteten Produktes angepasst sein. Ist
sie zu kurz, kann die Polymerase ihre Arbeit nicht beenden und das Produkt ist
unvollstindig. Ublicherweise rechnet man 0,5-1 Minute je kb**’-Linge bei
Verwendung der Taq-Polymerase [968].

e Der Multiplikationsfaktor der DNA-Molekiile wird hiufig als eine Verdoppelung
angegeben. Das ist in der Praxis allerdings meistens nicht der Fall. Der
Multiplikationsfaktor liegt etwa bei 1,6 bis 1,7 und variiert [968].

e Die Templatemenge fiir eine erfolgreiche PCR sollte in der Praxis wenigstens
10000 Template-DNAs betragen, um eine problemlose Amplifikation zu
ermoglichen [968].

e Die Verwendung des Puffers ist von entscheidender Bedeutung. Die Tag-
Polymerase hat ihr Aktivititsmaximum bei einem pH oberhalb von 8. Der
klassische Tris-HCI-Puffer andert seinen pH-Wert stark mit der Temperatur und der
pH-Wert kann damit wéihrend der PCR sogar auf bis zu 6,8 abfallen, was fiir die
Taq-Polymerase sehr ungiinstig ist. Hiufig wird deshalb ein Tris-Puffer von pH
8,55 oder gar 9,0 verwendet [968].

e Bei den verwendeten Salzen gibt es eine groBBe Auswahl. Haufig werden KCI (bis
zu 50 mM) oder (NH4),SOy4 (bis zu 20 mM) verwendet [968].

e Die MgCl-Konzentration beeinflusst das Primerannealing, die Trennung der
Strange bei der Denaturierung, die Fehlerrate und die Bildung von
Primerdimeren®.

AuBerdem benétigt die Polymerase freies Mg, . Die optimale Konzentration an

Mg, " liegt fiir die PCR normalerweise bei 0,5 bis 2,5 mM [968].

¢ Die Nukleotidkonzentration wird im Standardprotokoll mit 200 uM je Nucleotid
angegeben. Die Menge ist ausreichend, um in einem 50 pl Ansatz 13 pg DNA zu
synthetisieren, allerdings ist dies eine Menge, die man praktisch nicht erreicht. Ein
Grofteil der Nucleotide endet stattdessen als Nucleotiddi- und —monophosphate. Im
Normalfall reicht ein Viertel der Menge auch aus. Zu hohe Konzentrationen von
dNTPs konnen allerdings einen stark inhibierenden Effekt auf die Amplifikation
ausiiben und dies kann bis zu ihrem vdlligen Scheitern fiihren. Es wird u. a.
angenommen, dass die Nucleotide freies Mg,  binden und dadurch die
Amplifikation storen [968].

e Die Beschaffenheit der Primer ist flir die PCR von entscheidender Bedeutung und
sie miissen fiir die gewiinschte Amplifikation maflgeschneidert sein. PCR-Primer
haben normalerweise eine Linge von 18-30 Basen und besitzen einen Anteil an

829 Kilo-Base: 1000 Basenpaare [968]
839 Anlagerung der Primer aneinander (siche unten) [968]
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G+C*' von 40-60%. Primer fiir die Amplifikation extra langer Produkte sollten 25-
35 Basen lang sein. Die Primer sollten nicht mehr als vier gleiche Basen
hintereinander enthalten, um Fehlhybridisierungen und
Leserasterverschiebungen®* zu vermeiden. Die Schmelztemperatur sollte 55-80 °C
betragen, um ausreichend hohe Annealingtemperaturen zu erlauben. Am 3 -Ende
sollten ein bis zwei G oder C sitzen, um eine bessere Bindung und Elongation zu
erreichen.

Die Sequenz sollte flir das gewlinschte Amplifikationsprodukt moglichst spezifisch
sein, so dass die Primer nur an den richtigen Stellen hybridisieren.

Je mehr verwandte Sequenzen in der Template-DNA existieren, desto hoher ist die
Wabhrscheinlichkeit, Artefakte zu amplifizieren. Diesem Problem begegnet man am
besten mit moglichst hohen Annealingtemperaturen (55-65 °C), wenn das moglich
ist. Mit steigender Temperatur sinkt allerdings die Annealing-Wahrscheinlichkeit
und damit sinkt dann auch die Ausbeute der Reaktion [968].

Der Primer sollte auch keine internen Sekundarstrukturen wie Haarnadeln
bilden, weil diese die Wahrscheinlichkeit des Hybridisierens an die Template-DNA
verringern [968]. Die Primer diirfen auch nicht miteinander hybridisieren und
sollten darum eine moglichst geringe Komplementaritit®* an ihren 3'-Enden
besitzen. Sonst kann es vorkommen, dass ein Primer als Template fiir den anderen
dienen kann und es entstehen dadurch Primerdimere. Durch sie wird die Menge
der nutzbaren Primer drastisch reduziert und die Amplifikationseftizienz sinkt ins
Bodenlose. Je reiner der Primer, desto besser ist dies fiir die Amplifikation. Die
Primerkonzentration sollte iiblicherweise fiir einen 50 pl-Ansatz etwa 10 pmol je
Primer betragen [968].

833

e Die Zyklenzahl ist ebenfalls ein wichtiger Parameter der PCR. Ab einer gewissen
Produktmenge (ca. 0,3-1 pM) bildet sich ein Plateaueffekt aus, bei dem die
Vermehrungsrate stark abnimmt. Bedingt wird dies offenbar durch verschiedene
Ursachen, wie die Akkumulation von Endprodukten (DNA, Pyrophosphat, etc.), die
Abnahme der Substratkonzentration, die abnehmende Menge an intakter
Polymerase und die Entstehung von Primerdimeren und Fehlhybridisierungen. Die
Zahl falscher Produkte steigt und damit auch das Hintergrundsignal®*® [968].

e Die thermostabile Tag-Polymerase hat ihr Arbeitsoptimum bei einer Temperatur
von 74 °C. Sie ist allerdings auch bei niedrigeren Temperaturen nicht inaktiv. Die
Einbaurate der Tag-Polymerase betrigt beispielsweise 2800 Nucleotide pro Minute
bei 70°C, 1400 Nucleotide pro Minute bei 55 °C und noch etwa 90 Nucleotide pro
Minute bei 37 °C. Die Taq-Polymerase wird aus Thermus aquaticus, einem
hitzestabilen Bakterienstamm isoliert, der in 70 °C heilen Quellen wichst. Das
Aktivitdtsmaximum der Tag-Polymerase liegt bei 74 °C und einem pH von iiber 8.
Sie besitzt neben der 5-3-DNA-Polymeraseaktivitit auch eine 5-3*-
Exonucleaseaktivitdt, aber keine 3 -5 -Exonukleaseaktivitdit (siche folgenden Text)
[968].

3! Guanin und Cytosin

32 frameshifts (engl.)

833 hair pins (engl.)

834 Unter Komplementaritiit versteht man die Moglichkeit, komplementire Bindungen einzugehen [968].
%33 das gesuchte, spezifische Produkt wird von den unspezifischen Produkten schlechter abgrenzbar
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e Dic Fehlerrate®® fiir Polymerasen mit Korrekturaktivitit liegt bei ungefihr einem
Fehler alle 10° Basen und fiir solche ohne Korrekturaktivitit etwa um den Faktor
10 hoher [968].

Die DNA-Polymerase ermdglicht die chemische Verkniipfung von Monomeren®’ zum
Polymer™®. Im Falle der DNA-Polymerase ist das gebildete Polymer die DNA®’, als
Monomere dienen Desoxyribonukleotide, genauer dNTPs**’. Die DNA-Polymerase
verwendet einen bereits bestehenden DNA-Einzelstrang als Matrize®' fir die Synthese
eines neuen komplementiren Stranges und dieser bestimmt dadurch die Sequenz®*’. Durch
diese Vorgehensweise wird die Information des Erbguts erhalten.

Das korrekte Kopieren der Matrize gelingt durch komplementire Basenpaarung der
eingebauten Nukleotidbasen mit den Basen der DNA-Matrize, vermittelt durch
Wasserstoffbriicken. Die Synthese des neuen DNA-Stranges erfolgt vom 5'- zum 3'-Ende.
Chemisch betrachtet findet dabei eine Reaktion der endstdndigen 3'-Hydroxygruppe des
DNA-Stranges auf das a-Phosphat des dNTPs statt, wobei Pyrophosphat freigesetzt wird.
Dieser Schritt wird von der Polymerase katalysiert [968].

Im Gegensatz zu RNA-Polymerasen kann die Synthese des komplementdren DNA-
Stranges bei DN A-Polymerasen nur vollzogen werden, wenn der Polymerase ein freies 3'-
Hydroxy-Ende zur Verfiigung steht. Daran wird dann das erste Nucleotid gekniipft. Bei der
Polymerase-Kettenreaktion kommen hierzu 15-20 Nucleotide lange Primer®” zum Einsatz
[968].

Viele Polymerasen haben auch noch weitere Enzym-Funktionen. Damit konnen sie unter
anderem gewéhrleisten, dass es zu keinen Fehlern beim Ablesen der DNA-Matrize kommt.
Sie haben eine Korrekturlese-Funktion®, d.h. sie sind in der Lage, den Einbau eines
unpassenden Nucleotids zu erkennen und dieses anschlieBend wieder aus der DNA zu
entfernen. Man nennt diese Fahigkeit: 3 —5'-Exonuklease-Aktivitdt. Manche Polymerasen
besitzen auch eine 5'—3'-Exonuklease-Aktivitdt. Diese ermoglicht den Abbau eines
bestehenden DNA- oder RNA-Stranges, der bereits mit dem Matrizenstrang gepaart
(verkniipft) ist, wihrend ein neuer Strang gebildet wird [969].

2.2.1.7. Theorie der Real-time quantitative PCR (RTQ-PCR)

Die RTO-PCR ist wohl die modernste Form der Quantifizierung®®® von Nucleinsduren. Die
Anfinge dieser Technik gehen auf Higuchi et al. (1992) zuriick und die Entwicklung
bestand damals darin, eine PCR-Maschine mit einer UV-Lampe und einer Kamera
auszustatten und der DNA etwas Ethidiumbromid hinzuzufligen [968].

Das Ethidiumbromid interkaliert**® in doppelstringiger DNA, wodurch die Fluoreszenz
messbar erhoht wird. Diese Methode findet noch heute ihre Anwendung, auch wenn

%36 Einbau von falschen Basen

537 einzelne Molekiile

538 zu einer Kette

839 Desoxyribonukleinsdure

80 Desoxy-Nulkleosidtriphosphate
1 Vorlage

#42 Nukleotid-Abfolge

%3 spezifische DNA-Einzelstréinge
4 proof reading (engl.): das Korrekturlesen
%5 Mengenbestimmung

$46 Jagert sich ein
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inzwischen Farbstoffe entwickelt wurden, die ein besseres Signal-Hintergrund-Verhéltnis
liefern (vor allem SYBR® Green ).

Der Vorteil dieser Methode ist die universale Verwendbarkeit, denn man kann damit jede
PCR-Reaktion verfolgen. Die Signalstirke ist hoch, weil jedes DNA-Molekiil mehrere
Farbstoffmolekiile bindet. Allerdings entstehen bei der PCR auch immer Artefakte®’ und
der grofle Nachteil ist, dass man nicht zwischen dem korrekten Produkt und dem Artefakt
unterscheiden kann [968].

Das Problem dieser mangelnden Spezifitidt wurde bereits von Holland et al. (1991) gelost.
Dabei wurde die 5 -3 -Exonuclease-Aktivitdt der DNA-Polymerase ausgeniitzt. Man fligte
der PCR-Reaktion ein drittes, radioaktiv markiertes Oligonucleotid hinzu, dessen 3" -Ende
durch ein Didesoxynucleotid oder eine Phosphatgruppe blockiert war. So konnte es nicht
als Primer fungieren [968].

Das dritte Nucleotid wurde so gewihlt, dass es zwischen den Primern hybridisieren konnte.
Erreichte die Polymerase bei der Neustrang-Synthese dieses Oligonucleotid, wurde der
Strang abgebaut und damit die radioaktive Markierung freigesetzt, die sich spiter in der
Diinnschichtchromatographie nachweisen lie3.

Die heutige Technik baut auf der Ausnutzung des FRET ““auf, die von Cardullo ef al.
(1988) eingefiihrt wurde. Dabei lisst sich ein Fluorochrom®” mit Licht einer bestimmten
Wellenldnge (A1) anregen und strahlt die aufgenommene Energie dann in Licht einer
anderen Wellenldnge (E1) weder ab. Das Anregungs- und Emissionsspektrum sind dabei
fiir den jeweiligen Farbstoff charakteristisch [968].

848

Wenn man allerdings ein Fluorochrom (F1) in ausreichende Nédhe zu einem zweiten (F2)
bringt, dessen Anregungsspektrum (A2) dem Emissionsspektrum des ersten Fluorochroms
(E1) entspricht, springt zwischen den beiden Fluorochromen der Funke iiber. Die Energie
wird, anstatt in Form von Licht der Wellenlinge E1 abgestrahlt zu werden, an
Fluorochrom 2 weitergegeben, das daraus Licht der Wellenldnge E2 produziert. Man kann
wihrend der PCR die Wellenldinge E1 oder E2 messen und kann dadurch feststellen, ob
die beiden Fluorochrome raumlich weit getrennt (Messung von E1) oder nahe beieinander
(Messung von E2) liegen [968].

Wird E1 gemessen, wird das Fluorochrom 1 als Reporter®” und Fluorochrom 2 als
Quencher™" bezeichnet, misst man E2, heiBen die beiden Donor und Akzeptor.

Aus der Kombination PCR-Gerit mit Fluoreszenz-Detektion, spezifisches Oligonucleotid
und FRET wurden verschiedene Nachweismethoden entwickelt [968].

Das dlteste und wohl bekannteste ist das TagMan-Prinzip von Livak et al. (1995).

Hier sitzen Reporter und Quencher auf demselben Oligonucleotid, vorzugsweise am 5°-
und 3'-Ende (siche Abbildung 23). Solange das Oligonucleotid intakt ist, ist die
Lichtstirke bei E1 gering (siche Abbildung 24). Wenn der Reporter allerdings durch die
Polymerase freigesetzt wird, steigt die Lichtproduktion bei dieser Wellenldnge an (siche
Abbildung 25). Je hoher die Menge an synthetisierter DNA ist, desto mehr Reporter wird
freigesetzt und desto hoher ist auch die Signalstirke [968,970].

87 Artefakte sind Kunstprodukte, die kein physiologisches oder pathologisches Korrelat haben (1).
¥ flourescence resonance energy transfer

%9 fluoreszierender Farbstoff

%9 t0 report (engl.): berichten

1 to quench (engl.): 16schen
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Abbildung 23:

Reporter (R) und Quencher (Q)
sind an die TaqMan-Probe
gebunden. Der  Quencher
unterdriickt das Signal des
Reporters [968].

Quelle der Abbildung:
© Dr. Thomas Schild [970]

Abbildung 24:

Die Probe bindet an die
Template-DNA, auch  der
Primer lagert sich an. Durch
die Bindung des Primers kann
die Tag-Polymerase nun damit
beginnen, einen neuen Strang
zu synthetisieren [968].

Quelle der Abbildung:
© Dr. Thomas Schild [970]

Abbildung 25, a und b:

Die Taq-Polymerase
synthetisiert

den komplementiren Strang
und setzt

dabei den Reporter (R) frei (a).
Durch

die Entfernung des Reporters
(R) vom

Quencher (Q) kann das
emittierte

Licht nun registriert werden (b)

[968].

Quelle der Abbildung:
© Dr. Thomas Schild [970]

2.2.1.8. Praktische Durchfiihrung der RTQ-PCR

Die Analyse der cDNA-Proben mit Hilfe des TagMan® HT AB7900 Fast PCR-Systems
wurde in folgenden Schritten durchgefiihrt:

Die zuvor mit 100 ul RNAse-freiem Wasser auf 120 ul verdiinnten cDNAs wurden fiir die
Pipettierung der Doppelansitze in die 96-Well-Platte (siche unten) in Portionen zu je 11 pl
in vorbereitete PCR-SoftStrips® pipettiert. Fiir die Durchfiihrung der PCR wurde eine
Analyse-Mischung fiir den jeweiligen cDNA-Doppelansatz der Well-Platte vorbereitet, die
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dann in Portionen zu jeweils 33 pl zu den 11 pl der entsprechenden cDNA in den PCR-
SoftStrips® (auf Eis) pipettiert wurde.

Diese Analyse-Mischung bestand fiir den Doppelansatz (+10 %) der Well-Platte aus:

o 22 ul TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems)

o 8,8 ul Wasser reinst (DEPC-behandelt, RNAse-frei)

o 22 ul TagMan® Gene Expression Assay fur die jeweils gesuchte Gensequenz der
Ratte (Applied Biosystems; siche unten)

So erhielt man in jedem PCR-Softstrip®, fiir den jeweiligen Doppelansatz der Well-Platte,
44 ul der Losung (11 pl verdiinnte cDNA + 33 ul der Analyse-Mischung). Von den NTC-
Losungen wurden je 5 pl in das jeweilige SoftStrip® pipettiert und mit 15 pl der Analyse-
Mischung vermischt.

Folgende TagMan® Gene Expression Assays (species: rattus norvegicus) wurden
verwendet:

Pecaml, Rn01467262 ml
Hprtl, Rn01527840 ml
Igflr, Rn00583837 ml
Igf2r, Rn01636937 ml
Pdpn, Rn00571195 ml
Nkx2.1, Rn01512482 ml
Kdr,  Rn00564986 ml
Flitl,  Rn00570815 ml
Vegfa, Rn01511601 ml
Bmp4, Rn00432087 ml
Mki67, Rn01451446 ml
Fgfl0, Rn00564115 ml
Plat,  Rn00565767 ml

Die Losungen in den jeweiligen PCR-SoftStrips (44 pl) wurden in Doppelansdtzen zu je
20 pl nach einem vorbereiteten Schema in eine 96er-Well-Platte pipettiert (MicroAmp®,
Optical 96-Well Reaction Plate; Applied Biosystems), die auf einer Kiihlunterlage platziert
war. Die NTC-Losungen wurden nach Schema im Einzelansatz zu 20 pl ebenfalls auf diese
Platte pipettiert. Danach wurde die Platte mit einer Folie abgeklebt und bis zur Analyse bei
4 °C im Kiihlschrank gelagert. Die Auswertung erfolgte innerhalb von 12 Stunden.

Vor der Analyse mit Hilfe des TagMan® 7900 HT Fast Real-Time PCR-Systems, wurden
die Well-Platten fiir eine Minute bei 2000 RPM™* zentrifugiert.

Im TagMan® 7900 HT Fast Real-Time PCR-System wurden 40 Zyklen der PCR bei einem
Sample-Volumen von 20 pl durchlaufen.

Die relative Quantifizierung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der Software SDS2.2
(Sequence Detection System, Ver. 2.2; Applied Biosystems)

%2 rotations per minute (engl.): Rotationen/Umdrehungen pro Minute
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2.2.1.9. Auswertung der QT-PCR

Bei der Quantifizierung der PCR werden keine absoluten Mengen des PCR-Produkts
gemessen. Man niitzt stattdessen die Kinetik der PCR-Reaktion aus:

In den frithen Zyklen der PCR findet eine weitgehend exponentielle Vermehrung der
DNA-Fragmente statt. Wenn jedoch das Produkt akkumuliert, steigen auch die storenden
Einfliisse. Der Prozess verlangsamt sich zu einem linearen Wachstum und kommt
schlieBlich ganz zum Stillstand. Schuld daran sind vor allem die Reduktion der Menge der
Primer und Nucleotide, die Schidigung der Polymerase und der Nucleotide aufgrund der
hohen Temperaturen, oder die Anhdufung von Produkten (z. B. Pyrophosphat), die die
Reaktion hemmen [968].

Man nimmt daher als Richtwert die Zykluszahl an, bei der sich das Fluoreszenzsignal
gerade deutlich vom Hintergrund abhebt. Dieser Wert wird als Ct-Wert™ bezeichnet, weil
zu diesem Zeitpunkt die Vermehrung noch exponentiell ist [968].

In der Praxis wihlt man einen Fluoreszenzwert, bei dem sich alle Kurven noch im
exponentiellen Bereich befinden und ermittelt, nach wie vielen Zyklen die Kurven jeweils
diesen Wert erreichen. Dieser Wert entspricht dem Ct-Wert.

Je niedriger der Ct-Wert ist, d. h. je frither sich das Fluoreszenzsignal von der
Hintergrundstrahlung abhebt, desto hoher ist die Zahl der Kopien des Zielgens, die zu
Beginn in der Probe enthalten ist [968].

Theoretisch konnte man daraus auf die urspriingliche Templatemenge zuriickschlielen,
wenn man die Vermehrungsrate kennen wiirde. Die Amplifikation eines bestimmten
Fragments wird von vielen Faktoren beeinflusst, so dass es oft leichter ist, parallel
bekannte Templatemengen zu amplifizieren, zu vergleichen und so festzustellen, welchen
Ct-Wert man fiir welche Templatemenge erhilt. Uber die Erstellung einer Standardkurve
lasst sich dann von einem Ct-Wert auf die Templatemenge schlieBen [968].

2.2.1.9.1. Berechnung nach der AACt-Methode

Die unterschiedliche Genexpression wird als n-fache Expression mit Hilfe des AACt-
Wertes angegeben. Wichtig bei diesem Verfahren ist eine gleiche Effizienz der beiden
beteiligten PCR-Reaktionen [968].

Von den errechneten Ct-Werten (jeweils die Mittelwerte der PCR-Dupletts auf der
Reaktions-Platte) der jeweiligen Rattenfeten (Plazebo-, IGF-1-, und Kontrollgruppe)
wurden die Ct-Werte (Mittelwerte der Dupletts) ihres jeweiligen Housekeeping-Gens
abgezogen. Als Housekeeping-Gen diente hier das HprtI®* der Ratte. Auf diese Weise
errechnete sich der jeweilige ACt-Wert.

Housekeeping Gene sind konstitutive Gene, die fliir den Erhalt der zelluldren
Basisfunktionen von entscheidender Bedeutung sind und in allen Zellen eines Organismus
in nahezu konstanten Levels exprimiert werden [971].

Das HPRTI-Gen codiert ein Enzym, die Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1.
Dieses Enzym ist von grof3er Wichtigkeit flir die Wiederverwertung von Purinen und damit
fiir die Produktion von DNA und RNA. Die Neuproduktion von Purinen kostet den
Organismus wesentlich mehr Energie und Zeit, als deren Wiederverwertung [971].

Mehr als 200 verschiedene Mutationen des HPRT1-Gens fiihren zum Aufireten des Lesch-
Nyhan-Syndroms. Durch die Genmutationen kommt es zur Bildung einer unfunktionellen,

53 Cycle Treshold (engl.)
% Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1
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oder sehr stark in ihrer Funktion geschwéchten Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase.
Unter diesen Umstdnden akkumuliert Harnséure, ein Abbauprodukt der Purine, im
Organismus und verursacht Arthritiden®’, Nieren- und Blasensteine. Allerdings ist es noch
nicht geklért, wie dieses Enzym die neurologischen Stérungen und Verhaltensmuster der
Patienten mit Lesch-Nyhan-Syndrom mit beeinflusst (z. B. die Beeintrachtigung der
Schmerzempfindung, etc.) [972].

Das Gen HPRTI ist auf dem langen Arm**® des X-Chromosoms lokalisiert: Xg 26.1(siche
Abbildung 26) [972].

Abbildung 26:

X-Chromosom mit
Kennzeichnung der Lokalisation
Xq 26.1 (Pfeil).

Quelle: © U.S. National Library
of Medicine® [972]
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Aus den ACt-Werten der Feten der Plazebogruppe, wurde der Mittelwert (mean ACt-
Placebo) und aus den ACt-Werten der Feten der unbehandelten Kontrollgruppe der
Mittelwert (mean ACT-Control) berechnet. Durch Subtraktion der ACt-Werte der Feten der
Plazebo- und IGF1-Gruppe vom mittleren ACt-Wert der Plazebogruppe bzw. vom
mittleren ACt-Wert der unbehandelten Kontrollgruppe, errechnete sich der jeweilige 44Ct-
Wert.

Um den Expressionsunterschied zwischen den drei Gruppen zu ermitteln wurde dieser
-AACT

jeweilige Wert anschlieend in die Formel: 2 eingesetzt [973].

ACt - Ct Zielgen_ Ct Referenzgen
AAC, = AC, 65— AC e Abbildung 27:
Formeln zur Berechnung der Ct-Werte.
-AACH Quelle: © The Board of Trustees of the
Ratio =2 University of South Carolina [973].

Die 44Ct-Methode ist eine anndherungsweise Abschitzung der Verhiltnisse [968]. Sie
setzt eine Effizienz der Replikation der PCR von 100 % voraus, die zumeist in der Praxis
nicht erreicht wird [968].

%33 Gelenksentziindungen
836 0-Arm. Im Gegensatz dazu wird der kurze Arm der Chromosomen als P-Arm bezeichnet.
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2.2.2. Immunhistochemie

2.2.2.1. Theorie der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine in situ-Darstellung des Gewebes durch die Visualisierung
von bestimmten Antigen-Antikdrper-Komplexen. Dabei wird hiufig der Antikorper
markiert. Dieser Marker kann eine fluoreszierende Substanz, ein kolloidales Metall, ein
Hapten™’, eine radioaktive Substanz, oder auch ein Enzym sein. Die Gewebe konnen in
frisch gefrorener, aber auch in eingebetteter Form (z. B. in Paraffin) verwendet werden. Es
soll eine mdglichst hohe Signalstirke des Markers bei moglichst geringem
Hintergrundsignal erreicht werden [974].

Eine zentrale Technik stellt dabei die Anwendung von Antikérpern dar, die ein
spezifisches Antigen mit einem Marker verbinden, der dann im Mikroskop sichtbar wird.
Die Detektion eines Antigens in einem Gewebe wird generell als Immunhistochemie
bezeichnet, wihrend die Detektion eines Antigens in Zellkulturen als Immunzytochemie
bekannt ist.

Fiir beide Methoden existiert ein gro3es Spektrum an Anwendungsmoglichkeiten, das sehr
stark von der Art des Gewebes, des Antikorpers und Antigens, der Antigen-Antikorper-
Affinitdt und den Detektionsmethoden abhidngt. Die optimale Variante muss flir jede
individuelle Situation, in Abhdngigkeit der oben genannten Variablen, entsprechend
angepasst werden [974].

2.2.2.1.1. Fixation des Gewebes

Die Gewebefixation ist sehr wichtig, um das Gewebe in einer reproduzierbaren und
moglichst lebensechten Form zu konservieren. Ein ideales Fixativ sollte demnach die
Zellen und das Gewebe, ohne Schwellungen oder Schrumpfungen zu verursachen, oder
zelluldre Substanzen zu verdndern oder herauszuldsen, fixieren. Auch die Zersetzung des
Gewebes durch Bakterien oder die Autolyse durch Cathepsin-haltige Zellen soll vermieden
werden. AuBlerdem sollen Zellen und Gewebe auch vor Schiden geschiitzt werden, die
durch die weitere Prozessierung und Farbung verursacht werden kénnen [974].

Um dies zu erreichen, wird der Gewebeblock, der Gewebeschnitt, oder die Zellkultur meist
mit einer Fixationsfliissigkeit behandelt. Das Fixativ stabilisiert und schiitzt Zellen und
Gewebe. Kein Fixativ erfiillt allerdings alle Anforderungen, so dass bei dessen Auswahl, in
Bezug auf die Gewebespezies und die geplanten Untersuchungen, Kompromisse
eingegangen werden miissen. Im Zweifelsfall kann es auch nétig sein, mehrere
verschiedene Fixations- und Farbemethoden auszuprobieren, um so die beste Variante zu
finden [974].

Die Fixative kdnnen auf verschiedene Arten wirken:

durch Bildung von Vernetzungen im Gewebe (z. B. Glutaraldehyd und Formalin), durch
Denaturierung von Proteinen (z. B. Aceton und Methanol), oder durch eine Kombination
aus beiden Varianten. Die Stdrke und Dauer der Fixation miissen entsprechend angepasst
werden, damit Antigene und zelluldre Strukturen nicht zu stark verdndert werden und die
Maskierung von Epitopen™® moglichst gering gehalten werden kann [974].

7 unvollstandiges Antigen (1)
5% Bindungsstellen der Antigene
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Bei Gefrierschnitten wird das Gewebe auf dem Cryostat™ geschnitten. Der Vorteil der
Gefrierschnitte liegt in ihrer schnellen Herstellung, ihrer exzellenten Konservierung der
Antigene und ihrer Flexibilitdt, denn jeder Gefrierschnitt kann in weiterer Folge mit dem
gewlinschten Fixativ weiterbehandelt werden. Allerdings zeigen Gefrierschnitte geringere
morphologische Details, als andere Schnitte (z. B. Paraffinschnitte). Die Art der
Durchfiihrung des Einfrierens hat entscheidende Auswirkungen auf die Qualitdt des
Schnittes. Erfolgt sie zu langsam, konnen Artefakte (wie Eiskristalle) entstehen, die die
Interpretation des Gewebeschnittes massiv erschweren konnen.

Deshalb sollte das Gewebe sehr diinn (maximal 3 mm) geschnitten werden und schnell in
fliissigem Stickstoff gefroren werden. Mit dem Cryostat werden dann Schnitte von 7 pm
hergestellt und diese werden dann bei 37 °C {iber Nacht getrocknet, bevor eine Fixierung,
Féarbung oder Lagerung erfolgt.

Fiir sofortige immunhistochemische Farbungen werden die Schnitte fiir 20 Minuten in
Aceton oder Methanol fixiert [974].

Durch eine ausreichende Trocknung der Gewebeschnitte (iiber Nacht), kann die Zerstérung
der Membranen reduziert werden. Die Trocknung beeinflusst die Antigenitdt des Schnittes
nicht. Das Gewebe kann dann auch fiir viele Jahre in fliissigem Stickstoft, oder bei -70°C,
gelagert werden, ohne dass dies zu Verlusten der Antigenitét fithrt. Allerdings sollte man
die Gewebe in Aluminiumfolie einpacken oder in ein entsprechendes Medium einbetten,
um eine Austrocknung zu verhindern [974].

2.2.2.1.2. Detektion des Antikdrpers

Die zwei héaufigsten Techniken der Antikorper-Detektion sind heute die Fluoreszenz und
die colorimetrische Detektion (Enzym-mediiert) [974].

Enzym-mediierte Detektion

Ein Substrat, das durch ein Enzym umgesetzt wird, kommt bei dieser Methode zur
Anwendung. Hiufig verwendete Substrate sind z. B. DAB®®, 3-Amino-9-Ethylcarbazol, 4-
CN®™!, und andere [974].

Fluoreszenz

Ein fluoreszierendes Molekiil kann an den Antikérper angelagert werden und dann unter
Anwendung von UV-Licht nachgewiesen werden. Beispiele fiir solche Molekiile sind:
Fluoreszein, Rhodamin, Texas Red® u. a. Die Detektion hdngt von den verfligbaren
Filtersets der Mikroskope ab. Fiir lingere Beobachtungen der Fluoreszenz stehen so
genannte ,,Anti-Fading-Losungen* zur Verfliigung [974].

2.2.2.1.3. Signalverstéarker

Signalverstiarker steigern das Fluoreszenzsignal und damit die Sensitivitit der
Immunhistochemie. Die Signale koénnen durch die Anwendung von poly-konjugierten,
sekunddren Antikorpern, Avidin-Biotin-Interaktionen, oder anderer Verstiarker (Tyramid-
katalysierte Systeme) verstirkt werden. Man sollte sich allerdings bewusst sein, dass auch
unspezifische Signale durch diese Anwendungen verstérkt werden [974].

59 Gefrierschnittgerit
89 Diaminobenzidin
861 4_Chloro-1-Naphthol
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2.2.2.1.4. Allgemeines Protokoll fiir das Immunostaining

Die Detektion eines Einzelproteins mit Hilfe des Western-Blots ist eine dringliche
Voraussetzung. Jeder verwendete Antikorper sollte vom Untersucher auf einem Western-
Blot des Gewebes getestet werden, um Unterschiede beziiglich der Gewebe zu erkennen.
Danach kann der Antikorper auf den Gewebeschnitten getestet werden. Wichtig sind dabei
Nullkontrollen ohne die Zugabe des primidren Antikorpers (zum Nachweis von direktem
Staining des sekundédren Antikdrpers) und ohne Zugabe des sekundiren Antikorpers (um
zu erkenne, ob der primire Antikorper eine endogene Peroxidase-Aktivitit, oder
Autofluoreszenz tragt) [974].

2.2.2.2. Praktische Durchfiihrung des Immuno-Stainings:

Fiir die Immunhistochemie wurden bei dieser Studie die linken Lungen der Rattenfeten mit
einer CDH herangezogen.

Nach der operativen Gewinnung der linken Lungen der Rattenfeten wurden diese in Cryo-
Rohrchen (Cryo.S®, Cellstar®; Greiner Bio-One GmbH) {iberfiihrt, in fliissigem Stickstoff
eingefroren und dort bis zur Herstellung der Gewebeschnitte gelagert.

Mit Hilfe des Cryostats (HM 560 Cryo-Stat®; Microm GmbH) wurden 7 pm diinne
Gewebeschnitte angefertigt (Einbettung in O.C.T.-Compound, Tissue-Tec®; Sakura), auf
Objekttragern (Super Frost®Plus; Menzel) bei Raumtemperatur tiber Nacht getrocknet und
dann bei -20°C gelagert.

Die Gewebeschnitte fiir das Staining fiir TTF1, BMP4, Podoplanin, SMA, FGF10 und
Ki67 wurden fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur in 100% Aceton (Nr. 100014, Merck)
fixiert, jene fiir das Staining fiir IGF-1 hingegen fiir 10 Minuten bei 4 °C in 100%
Methanol (Merck, Nr. 6009). Dann erfolgte die Trocknung bei Raumtemperatur und
anschliefend die Anbringung der wasserabweisenden Umrandung der Gewebeschnitte auf
den Objekttragern mit einem Spezialstift (DAKO-Pen®, Nr. S 2002; DAKO GmbH).

Zur Rehydrierung wurden die Schnitte fiir SMA und BMP4 fiir 10 Minuten in PBS (pH
7,2-7,3; Na,HPOy4. 14,625 g, Nr. 6580, Merck; KH,POy4: 2,45 g, Nr. 4873, Merck; NaCl:
80,0 g, Nr. 6404, Merck; steriles Aqua dest.), jene fiir Ki67, IGF-1, TTF1, Podoplanin, und
FGF10 in TBS (Tris Base, Nr. 8382, Merck; NaCl, Nr. 6404, Merck; Aqua dest.) tiberfiihrt
(nach Protokoll: [HC-World;
http://www.ihcworld.com/_protocols/washing_buffers/pbs.htm).

Danach erfolgte die Peroxidase-Blockierung durch Behandlung der Gewebeschnitte (SMA,
BMP4, IGF-1, TTF1, Podoplanin, und FGF10) fir 30 Minuten mit 0,3% H,0,
(Wasserstoff-Peroxid, 30%, Nr. 95313, Fluka) und Methanol (Methanol reinst, Nr. 6009,
Merck).

Nach Spiilen wurde der Block-Step fiir 60 Minuten mit HorseN-Serum (10%, Nr. sc-2483,
Szabo Scandic) und BSA (1%, Nr. A7906, Sigma Aldrich) in PBS (fir SMA, IGF-1, TTF1
und Podoplanin); mit 10% HorseN-Serum, 1% BSA und 0,5% Tween (Tween®20; Nr.
822185, Merck) in TBS (fiir Ki67); mit GoatN-Serum (10%, Nr. X0907, DAKO GmbH),
1% BSA in TBS (fir FGF10) und 10% GoatN-Serum, 1% BSA in PBS (fir BMP4),
durchgefiihrt.

Nach Abkippen erfolgte das Staining mit dem primdren Antikérper (1-3 Stunden):
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TTF1: mouse monoclonal IgG 1:50, ab72876 (Abcam plc.), in Diluent (Anti-Body Diluent,
Nr. S0809; DAKO GmbH);

Podoplanin: Anti-Rat Podoplanin Monoclonal Antibody, 1:200, Cat. Nr.:11-035 (EUBIO),
in Diluent (DAKO GmbH);

SMA: Monoclonal Mouse Anti-Human Smooth Muscle Actin; 1:100, M0851 (DAKO
GmbH), in Diluent (DAKO GmbH);

IGF-1: Santa Cruz IGF-1 (W18); sc-74116, 1:50 (Szabo Scandic) in Diluent (DAKO
GmbH);

Ki67: Monoclonal Mouse Anti-Rat Ki67 Antigen; M7248; 1:200 (DAKO GmbH), in
Diluent (DAKO GmbH);

BMP4: rabbit polyclonal IgG to BMP4, ab39973, 1:1000 (Abcam plc.), in Diluent (DAKO
GmbH) und

FGF10: Santa Cruz FGF10 (H-121); sc-7917, 1:50 (Szabo Scandic), in Diluent (DAKO
GmbH).

Nach intensivem Waschen wurden die Schnitte mit dem sekunddiren Antikorper inkubiert
(30 Minuten):

TTF1, Podoplanin, SMA, IGF-1 und Ki67: mit BA 2001 (biotinylated Anti-Mouse IgG
(H+L), produced in horse; Vector Laboratories), 1:200, in PBS;

BMP4 und FGF10: mit B4 1000 (biotinylated Anti-Mouse 1gG (H+L), produced in goat;
Vector Laboratories), 1:600, in PBS.

Nach Waschen in TBS bzw. PBS erfolgte die 30-miniitige Inkubation der Gewebeschnitte
mit ABC (VECTASTAIN Elite® ABC-Kit; Vector Laboratories).

Dann, nach neuerlichem Waschen in TBS bzw. PBS, wurde die Férbung der
Gewebeschnitte mit AEC+® (High Sensitivity Substrate Chromogen System, Code
K3461; DAKO GmbH) durchgefiihrt.

Anschlielend erfolgte die Gegenfirbung mit Hdmalaun-Losung (Mayer's Héamalaun-
Losung, Nr. 9249; Merck) und die Eindeckelung mit im Wasserbad vorgewirmter
Glyceringelatine (Kaisers Glyceringelatine, Nr. 9242; Merck).

Die Quantifizierung der Gewebe-Slides erfolgte mit Hilfe des Mikroskops (Research
Microscope BX 51; Olympus GmbH). Mit der am Mikroskop angebrachten Kamera
(Universal camera DP71; Olympus GmbH) und der Software cell"D® (Ver. 3.4; Olympus
Software Imaging Solutions GmbH) wurden von jedem Gewebeschnitt in 400-facher
Vergroferung fiinf nicht-liberlappende Gesichtsfelder fotografiert und mit der Software
ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/) ausgewertet.

Die anschlieBende statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software: GraphPad
Prism (Ver. 5.04; GraphPad Software Inc.).

2.2.3. Bedeutung der verwendeten Zellmarker in der
immunhistochemischen und PCR-Analyse

Zur Untersuchung einer verdnderten Zellteilungsaktivitit in den Lungen, kam in dieser
Studie sowohl auf immunhistochemischer, als auch auf genetischer Ebene der
Proliferationsmarker Ki-67 zur Anwendung.

Ki-67 oder MKI67 ist ein Protein, das zur Markierung von sich teilenden menschlichen
Zellen geeignet ist. Wéihrend der Interphase kann das Antigen im Inneren des Zellkerns
gefunden werden. Zur Zeit der Mitose ist ein Grof3teil des Proteins auf die Oberfldche des
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Chromosoms verlagert. Der Umstand, dass das Protein wihrend der aktiven G(1)-, S-,
G(2)- und M-Phase des Zellzykluses vorhanden ist, aber in der G(0))-Phase von ruhenden
Zellen fehlt, macht es zu einem guten Marker, um die Wachstumsfraktion®™” einer
Zellpopulation zu bestimmen [975]. Dies wurde auch fiir die Anwendung in Rattengewebe
gezeigt [1004,1005]. Somit sollte mit der Analyse dieses Markers die Verdnderung der
proliferativen Aktivitdt der Zellen der fetalen Lungen, nach der rhIGF-1-Applikation, im
Vergleich zur Plazebogruppe und unbehandelten Gruppe von Rattenfeten untersucht
werden.

Auf den beiden zuvor erwdhnten Ebenen wurden auch die mRNA- und die
Proteinexpression von BMP4*® untersucht.

BMP4 ist ein sehr wichtiges Morphogen, das wihrend der embryonalen
Lungenentwicklung im peripheren Epithel exprimiert wird [976]. BMP4 ist ein Mitglied
der groBBen Familie der bone morphogenetic proteins, die wiederum einen Teil der
transforming growth factor-p-Superfamilie bildet. Diese beinhaltet viele Faktoren des
Wachstums und der Differenzierung. BMP4 ist gemeinsam mit sonic hedgehog an der
Bildung der dorso-ventralen Achse in der embryonalen Entwicklung beteiligt (siche
Kapitel 1.6).

BMP4 stimuliert auch die Differenzierung von benachbartem ektodermalem Gewebe
[977]. Es ist von groBBer Wichtigkeit fiir die Kontrolle der Verzweigung der Lunge und die
Entwicklung des proximal-distale Differenzierungsmuster des sich entwickelnden
Lungenepithels [167]. BMP4 wird in hohen Levels im distalen Epithel exprimiert und
wirkt der durch FGF10 induzierten Knospenbildung entgegen. Eine Blockade des
Signalwegs von BMP4 fiihrt zu einer Reduktion der distalen Typen der
Alveolarepithelzellen bei einem begleitenden Anstieg der Zahlen der Zilien-tragende
Zellen und Clara-Zellen [976].

Die Untersuchung der Expression des Bmp4 im Gewebe der fetalen Rattenlungen sollte
Aufschluss iiber die Wirkung des applizierten rhIGF-1 auf die Proliferation des Epithels
und die Verzweigungsvorgidnge der Lungen geben.

Um den Einfluss des rhIGF-1 auf die Knospung der fetalen Lungen zu beschreiben, wurde
die Quantifizierung von FGF10 auf der prd- und posttranslationalen Ebene durchgefiihrt.
Die mRNA-Expression des Fgfl(0) war beispielsweise in CDH-Lungen, verglichen mit
jenen der Kontrollgruppen, reduziert, was darauf hindeutete, dass die verminderte Synthese
von Fgfl0 die pulmonale Hypoplasie mit verursachen konnte (siche Kapitel 1.12.7) [978].

Um die Aufnahme des applizierten rthIGF-1 aus dem fetalen Fruchtwasser in die Lungen
beurteilen zu kdnnen, wurde ein immunhistochemisches Staining der Gewebeschnitte der
fetalen Lungen mit Anti-humanem IGF-1-Antikorper (siche Kapitel 2) durchgefiihrt.

Die RT-PCR wurde weiters zur Quantifizierung der Igf-1r- und Igf-2r-mRNA-Expression
in den fetalen Lungengeweben der Ratten durchgefiihrt.

Nachdem in Gen-Deletionsmodellen fiir Igf-1, Igf-2 und Igf-1/*% eine Verschlechterung
der zelluldren Proliferationsrate ersichtlich war, konnte man daraus ableiten, dass die
zelluldre Hypoplasie das Resultat von geringeren proliferativen Ereignissen, die auf eine
Verdnderung der Zellzyklus-Rate zuriickgehen, darstellen konnte (siche Kapitel 1.13.1.4)

%62 Fraktion der sich aktiv teilenden Zellen
%63 Bone morphogenetic protein-4
864 IGF-1-Rezeptor

Material und Methoden Seite 244 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

[979]. Zum Beispiel wurde eine Verlingerung der Zellzyklus-Dauer an Fibroblasten, die
von Igf-1r(-/-)-Embryonen isoliert wurden, beobachtet [980].

Der IGF-1R ist ein Transmembran-Rezeptor, der durch IGF-1, aber auch durch IGF-2
aktiviert wird. Er gehort zur groBen Klasse der Tyrosinkinase-Rezeptoren. Dieser Rezeptor
mediiert die Effekte von IGF-1. IGF-1 spielt eine entscheidende Rolle im Wachstum und
hat am Erwachsenen anabole Effekte der Skelettmuskulatur und anderer Gewebe. Méause
mit einer homozygoten /gf-1r(-/-)-Mutation zeigten stark verdnderte Phénotypen und ein
deutlich reduziertes Korpergewicht (siche Kapitel 1.13.2) [981].

Der IGF-2R, auch als Kationen-unabhdngiger Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (CI-MPR)
bekannt, ist ein Protein, das vom [/GF-2R-Gen codiert wird. Der IGF-2R ist ein
multifunktionaler Proteinrezeptor, der IGF-2 an der Zelloberfliche, und Mannose-6-
Phosphat-gebundene Proteine im Trans-Golgi-Netzwerk bindet [982]. Die Struktur des
IGF-2R entspricht einem Typ I-Transmembran-Protein (einfaches Transmembranprotein
mit einem C-Terminus auf der zytoplasmatischen Seite der Lipidmembran) mit einer
grollen extrazelluldren/lumenalen Domdne und einem relativ kurzen, zytoplasmatischen
Schwanz [976]. Die extrazellulire Domidne besteht aus einer kleinen Region, die ein
Homolog zur Bindungsdomine von Fibronektin bildet, und aus 15 Wiederholungen von
anndhernd 147 Aminosédure-Resten.

Jede dieser Wiederholungen ist homolog zur extrazytoplasmatischen Domédne des
Mannose-6-Phosphat-Rezeptors aufgebaut. Die Bindung von IGF-2 wird durch eine dieser
Wiederholungen mediiert, wihrend zwei verschiedene Wiederholungen fiir die Bindung
des Mannose-6-Phosphats verantwortlich sind. Die Funktion des IGF-2R liegt in der
Clearance von IGF-2 von der Zelloberfliche (Signalabschwidchung) und im Transport
lysosomaler Hydrolase-Vorldufer vom Golgi-Apparat zu den Lysosomen.

Nach der Bindung von IGF-2 auf der Zelloberfliche, akkumulieren die IGF-2Rs in Form
von Clathrin-coated vesicles und werden internalisiert. Die IGF-2Rs sowohl der
Zelloberflache, als auch des Golgi-Apparates, werden zu den primédren Endosomen
transportiert, wo die IGF-2Rs ihre Fracht abgeben.

Die IGF-2Rs werden dann im Golgi-Apparat recycelt [976].

Fiir die genetische und posttranlationale Quantifizierung des Potentials der Surfactant-
Bildung im Lungengewebe der fetalen Ratten, wurde sowohl immunhistochemisch, als
auch mit Hilfe der RT-PCR, das Vorkommen von Ttfl analysiert.

Der Thyroidale Transkriptionsfaktor 1 ist ein Protein, das unter anderem die Transkription
von bestimmten Genen in der Schilddriise kontrolliert. TTF1 wird vom Homdobox-Gen
NKX2-1 codiert und ist nicht nur im Menschen sondern auch in einer Vielzahl von
Tierarten nachgewiesen worden. Das beim Menschen 371 Aminosduren lange, im Zellkern
lokalisierte Protein enthidlt in seiner Aminosiduresequenz eine 60 Aminosduren lange
Homdéodomdne®® | iiber die TTF1 an spezifische DNA-Sequenzabschnitte binden kann.
Diese DNA-Bindung ist Voraussetzung fiir die Steuerung der Transkription anderer Gene.
TTF1 ist im Zusammenspiel mit dem Transkriptionsfaktor PAXS8 fiir die Expression von
Thyreoglobulin®® und der Thyreoperoxidase®” in der erwachsenen Schilddriise essentiell
[983]. Dariiber hinaus soll TTF1 die Expression von Surfactant-Proteinen in der Lunge
steuern. TTF1 spielt nicht nur im erwachsenen Organismus, sondern auch wéhrend der
Organogenese der Schilddriise, der Lunge und des Gehirns eine wichtige Rolle [984].

%> Die Homoodomiine ist eine Proteindoméne (also ein Proteinteil), die an DNA binden kann (133).
866 Schilddriisenhormon-bindendes Globulin (1)

%7 Die Thyreoperoxidase (TPO) ist ein Enzym, das den ersten Reaktionsschritt in der Synthese der
Schilddriisenhormone aus der Aminoséure 7yrosin katalysiert (1).
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Knockout-Méuse, in denen das 7tf7-Gen inaktiviert ist, sterben bei der Geburt und weisen
weder eine Schilddriise, noch ein Lungenparenchym auf. Aulerdem fehlen diesen Méusen
Teile des Vorderhirns und die Hypophyse (siche Kapitel 1.6) [985].

Mit der Analyse des Ttfl-Proteins, bzw. der TtfI-Genexpression in den Lungengeweben,
sollten die Produktion und das Produktionspotential des Surfactants, und damit auch die
Funktionsfihigkeit und Anzahl der Alveolarepithelzellen vom Typ II, quantifiziert werden.

Podoplanin (T1la) ist ein membranstidndiges Glykoprotein, welches in diversen Geweben
exprimiert wird, so auch auf Nieren-Podozyten®®®, nach welchen es benannt wurde [986].
Da Podoplanin stark auf lymphatischen Endothelzellen, nicht aber auf Blut-Endothelzellen
exprimiert wird, dient es als Marker fiir Lymphgefdifse [987]. Die genaue physiologische
Funktion von Podoplanin ist unbekannt. Versuche mit Podoplanin-Knockout-Méausen
haben jedoch gezeigt, dass das Protein an der Entwicklung der Lunge [988] und des
lymphatischen GefdB3systems beteiligt ist [989].

Podoplanin bindet an den Thrombozytenrezeptor CLEC-2 des Menschen und auch der
Maus (Clec-2). Knockout-Mause des Podoplanin-Gens prigten Entwicklungsschiden am
Herz aus [990]. Podoplanin sollte in dieser Studie mittels PCR-Analyse untersucht werden
und als Marker fiir die Alveolarepithelzellen vom Typ I herangezogen werden.

Alpha-Actin-2, auch bekannt als aortic smooth muscle oder alpha smooth muscle actin
(a-SMA) ist ein Protein, das beim Menschen vom ACTA2-Gen codiert wird. Dieses ist auf
dem Chromosom 10q22-q24 lokalisiert [991].

Alpha-Actin-2, das humane glattmuskuldre Antigen der Aorta, ist eine von sechs
unterschiedlichen Actin-Isoformen, die bisher identifiziert wurden. Die Actine sind
hochkonservative Proteine, die in die Zellmotilitdt, -Struktur und —Integritdt involviert
sind. Die Alpha-Actine sind ein wichtiger Bestandteil des kontraktilen Apparates, wéhrend
die Beta- und Gamma-Actine in die Zellmotilitit involviert sind. Das Alpha-Actin wird im
Skelettmuskel gefunden. Defekte dieses Gens fiihren zur Entstehung eines Aorten-
Aneurysmas (familidres thorakales Aortenaneurysma Typ 6). Es wurden viele
unterschiedliche SpleiBvarianten entdeckt, die fiir das gleiche Protein codieren [992].
Alpha-smooth muscle actin (a-SMA) wird hiufig als Marker der Myofibroblasten-Bildung
eingesetzt [991]. In dieser Studie wurde es zur Darstellung und Beurteilung der glatten
Muskulatur in den Bronchien und Gefiflen der Lunge mit Hilfe der Immunhistochemie
herangezogen.

Der vascular endothelial growth factor receptor 1 (VEGFR-1) ist ein Protein, das vom
FIf*”-1-Gen codiert wird. Das Protein zeigt eine Tyrosinkinase-Aktivitit und ist wichtig
fiir die Proliferation und Differenzierung verschiedener Gewebe. Die Sequenz und Struktur
des Fit-Gens dhnelt jener des FMS®*"°-Gens, wovon sich auch der Name ableitet [993]. In
dieser Studie fand es als Proliferationsmarker analytische Verwendung.

%% Die Podozyten (von griech. ,podos “=FuB und griech. ,,cytos “=Zelle) sind Zellen der Nierenkérperchen.
Sie bilden das innere Blatt der Bowman-Kapsel und sind daher, zusammen mit der Basalmembran, fiir die
Filterfunktion der Nieren von besonderer Bedeutung. Aufgrund ihrer &ueren Form — vielfach miteinander
verzahnter Fortsditze — werden sie auch als sogenannte Filtrationsschlitze bezeichnet (134).

869 FMS-like tyrosine kinase

%70 Das FMS-Gen gehort zu einer Genfamilie, die urspriinglich aus einer Zelllinie des Feline Sarcoma Virus
isoliert wurde. Das Proto-Onkogen fins (c-fins) codiert den MCSF-Rezeptor (Macrophage Colony-
Stimulating Factor) (135).
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FLK-1/KDR*"' (VEGFR-2) ist ein membranstindiger Rezeptor der Tyrosinkinase-
Familie, der nur in Endothelzellen exprimiert wird. Eine friihe Expression des Flk-1-Gens
wurde an embryonalen Miusen beschrieben, wo er offenbar eine bedeutende Rolle in der
Vasculogenese und Endothelbildung spielt. An der erwachsenen Maus zeigte sich eine
Down-Regulation der Flk-1/Kdr-Expression [994]. Die PCR-Analyse der Kdr-mRNA-
Expression sollte hier zur Beurteilung der Gefdfs- und Endothelbildung in den fetalen
Rattenlungen herangezogen werden.

Der vascular endothelial growth factor (VEGF) ist ein wichtiges Signalmolekiil, das
sowohl in der Vasculogenese®”, als auch in der Angiogenese seine Wirkung entfaltet.
Dieser Faktor stimuliert vaskuldres Endothel, hat aber auch Effekte auf andere Zellen (z. B.
Stimulation der Migration von Monozyten und Makrophagen).

In vitro stimuliert VEGF die Teilung und Migration von Endothelzellen. Es sind sieben
verschiedene Formen des VEGF bekannt (A-F, sowie PIGF*"®) [995]. Bei Erwachsenen
wird VEGF-A in fast allen Gefa3geweben gefunden und es wird vermutet, dass er fiir die
vaskuldare Homdostase notwendig ist. Das VEGF-A-Gen kann durch alternatives Splicing
verschiedene Varianten des Proteins VEGF-A von unterschiedlicher Lénge hervorbringen.
Diese Proteine unterscheiden sich jeweils nur durch kurze Doménen am C-Terminus®’?,
was jedoch einen grofen Einfluss auf ihre biologische Funktion hat und ihre Interaktion
mit Heparan-Sulfaten und dem Co-Rezeptor Neuropilin®’”> steuert [996].

Auch die Beurteilung der Vegf-a-mRNA-Expression wurde mit Hilfe der RT-PCR in
dieser Studie durchgefiihrt, um die Vasculo- und Angiogenese in den fetalen Lungen
beurteilen zu kdnnen.

Das Plat-Gen codiert den Tissue-type plasminogen activator, eine Serinprotease, die das
Proenzym Plasminogen in Plasmin®’®, ein fibrinolytisches Enzym, umwandelt.

Der Tissue-type plasminogen activator spielt eine Rolle bei der Zellmigration und dem
Gewebs-Remodeling®”’. Eine gesteigerte Enzymaktivitit fihrt zu Hyperfibrinolyse®”® und
manifestiert sich folglich durch exzessive Blutungsneigung. Im Gegensatz dazu flihrt eine
reduzierte Aktivitit zu einer Hypofibrinolyse®”, was Thrombosen®’ und Embolien®®
auslosen kann [997].

*"Der Kinase Insert Domain Receptor (KDR), auch als Vascular endothelial growth factor receptor-2
(VEGFR-2) bekannt, ist ein VEGF-Rezeptor. Er wird vom KDR-Gen codiert. KDR ist auch als Flkl (Fetal
Liver Kinase 1) bekannt (136).

¥72 de novo Bildung des embryonalen Blutkreislaufes (1)

B3Das Phosphatidylinositol-glycan biosynthesis class F protein kommt auf vielen Oberflichen von
Blutzellen vor und dient als Anker fiir Proteine (137).

4 Der C-Terminus (Carboxyl-Terminus) eines Proteins ist das Ende der Aminosiurekette, das eine freie
Carboxylgruppe aufweist (-COOH) (138).

¥75 NRP ist ein membrangebundener Co-Rezeptor fiir den Vascular endothelial growth factor. Er spielt auch
eine Rolle in der Angiogenese (139).

¥76 Plasmin ist ein wichtiges Enzym aus der Gruppe der Peptidasen, welches viele Proteine im Blutplasma
spalten und abbauen kann. Diese Eigenschaft wird besonders am Fibrin in Blutgerinnseln wirksam. Der
dabei ablaufende Prozess wird Fibrinolyse (Fibrinspaltung) genannt (140).

877 Umbau-Prozesse im Gewebe durch Auf- und Abbau.

7% Vermehrte Auflosung von Fibrin.

879 Verminderter Abbau von Fibrin

80 Eine Thrombose ist eine GefiBerkrankung, bei der sich ein Blutgerinnsel (Thrombus) in einem GefiB
bildet.

Sehr hiufig ist eine Thrombose der Venen (Phlebothrombose), speziell der tiefen Beinvenen (tiefe
Venenthrombose-7VT), gemeint. Arterielle Thrombosen sind deutlich seltener (141).

881 Unter Embolie versteht man in der Medizin den teilweisen oder vollstandigen Verschluss eines
BlutgefiBes durch mit dem Blut eingeschwemmtes Material. Dazu gehoren kérpereigene und -fremde
Substanzen wie Fetttropfen, Blutgerinnsel und Luftblasen (142).

Material und Methoden Seite 247 von 325 Michael Haader



,.Einfluss intraamniotischer IGF-1-Injektion auf die hypoplastische Rattenlunge*

In dieser Studie sollte Plat der Untersuchung des Gewebeumbaus und der Zellmigration,
sowie der Bildung der Gefde in den distalen Luftwegen in den fetalen Lungen der Ratten
dienen.

Das Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1) ist ein Protein, das vom
PECAM-1-Gen codiert wird. Es spielt eine Rolle bei der Entfernung iiberalterter
Neutrophiler® aus dem Korper [998]. PECAM-1 befindet sich an der Oberfliche von
Thrombozyten, Monozyten, Makrophagen und einigen T-Zellen, und groBteils in den
interzelluliren Verbindungen der Endothelzellen. Das Protein ist ein Mitglied der
Immunglobulin-Superfamilie und ist in die Leukozytenmigration, Angiogenese und
Aktivierung von Integrin®® involviert [999].

Mit Hilfe der PCR sollte in dieser Studie die Pecam-I-mRNA-Expression untersucht und
so das Vorkommen von Endothelzellen in den fetalen Rattenlungen analysiert werden.

82 Neutrophile Granulozyten

883 Integrine sind EiweiBmolekiile, die in allen tierischen Zellen, mit Ausnahme der roten Blutkorperchen,
vorkommen. Sie sind dauerhaft in der Zellmembran verankert und durchqueren die Zellmembran. Sie zéhlen
damit zu den Transmembranproteinen (143).
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3. Ergebnisse

Eine Ubersicht mit allen biometrischen Daten der Rattenfeten ist dem Anhang dieser
Arbeit zu entnehmen.

3.1. Allgemeine und morphologische Parameter der Feten

3.1.1. Fetale Mortalitéit

20 der insgesamt 83 Nitrofen-exponierten Feten waren am Tag 21,5 nicht mehr am Leben
und wurden somit aus der Studie ausgeschlossen. Dies entspricht einer Mortalitdtsrate von
24,10% (siehe Tabelle 5).

Von den iiberlebenden 63 Feten wurden nur jene der IGF-1- und Plazebogruppe
einbezogen, die eine Zwerchfellhernie aufwiesen (CDH+). Von diesen 45 Feten wurden
nach dem Zufallsprinzip jeweils 15 Feten der Plazebo- und der IGF-1-Gruppe ausgewéhlt
und in die Studie einbezogen.

Neben der eigentlichen Studiengruppe wurden S gesunde Feten von vollig unbehandelten
gesunden Muttertieren als externe Kontrollgruppe zur Erstellung von Baseline-Werten in
die Studie einbezogen.

3.1.2. Quote der Zwerchfellhernien

Das an die triachtigen Mutterratten verabreichte Nitrofen, fiihrte in dieser Studie zum
Auftreten von linksseitigen Zwerchfellhernien an 45 von insgesamt 63 obduzierten und
Nitrofen-exponierten Feten, die zum Zeitpunkt E21,5 am Leben waren. Dies entspricht
einer Nitrofen-induzierten CDH-Quote von 71,43%. 30 dieser CDH-positiven Feten
wurden in diese Studie aufgenommen (jeweils 15 Feten in die Plazebo- und 15 Feten in die
IGF-1-Gruppe).

Insgesamt 18 Feten (28,57%) der IGF-1- und Plazebogruppe wiesen trotz miitterlicher
Nitrofenverabreichung keine Zwerchfellhernien auf (CDH-) (siche Tabelle 5).

Eine rechtsseitige CDH kam unter den Feten dieser Studie erwartungsgemaf nicht vor.

Tabelle 5:
Ubersicht iiber die Anzahl der Feten.

Ubersicht iiber die Nitrofen-exponierten Feten der Behandlungsgruppe

71
100% 85,54% 75,90%
71,43% 28,57%
0% 14,46% 24,10%
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3.1.3. Fetale Korpergewichte, Lungengewichte und LBWRs

Die Daten der Plazebo- und IGF-1-Gruppe wurden mittels des 2-tailed unpaired t-Tests
ausgewertet. Zur visuellen Darstellung von “Normalwerten” wurde in jedem Diagramm
der Mittelwert (Mean) der unbehandelten Feten der Kontrollgruppe als punktierte Linie
eingeblendet. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikante Werte angenommen. Die
Daten wurden als Mean + SD (Mittelwert + Standardabweichung) dargestellt.

Das mittlere fetale Korpergewicht betrug in der Kontrollgruppe (n=5) 5707,0 + 142,2 mg
(Mean + SD), in der Plazebogruppe (n=15) 4447,0 + 547,2 mg und in der IGF-1-Gruppe
(n=15) 3831,0 = 874,1 mg (siche Abbildung 28). Im Vergleich zur Plazebogruppe fiel in
der IGF-1-Gruppe mittels des t-Tests eine signifikante mittlere Gewichtsreduktion von
616,1 +266,3 mg (p-Wert: 0,0282) auf.

Die mittleren feuchten fetalen Lungengewichte beliefen sich in der Kontroll-, Plazebo- und
IGF-1-Gruppe auf 183,80 + 17,15 mg; 68,67 £ 9,71 mg und 61,93 £+ 15,17 mg (siche
Abbildung 29). Zwischen der Plazebo- und der IGF-1-Gruppe betrug der mittlere
Unterschied hier 6,73 + 4,65 mg (p-Wert: 0,16) und war somit nicht signifikant. Allerdings
fiel eine Gewichtsreduktion dieser beiden Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe auf
(>50%).

Die mittleren Lung-to-Body Weight Ratios (LBWRs) erreichten in der Kontroll-, Plazebo-
und IGF-1-Gruppe Werte von 0,032 + 0,003; 0,016 £ 0,002 und 0,016 + 0,003 (siche
Abbildung 30). Dabei zeigte sich im Vergleich der Plazebo- zur IGF-1-Gruppe eine
mittlere Abweichung von -0,001 £+ 0,001 (p-Wert: 0,40). Der Vergleich dieser beiden
Gruppen zum Mittelwert der Kontrollgruppe ergab auch hier eine deutliche Reduktion um
etwa 50%.

fetale Korpergewichte
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Abbildung 28: Abbildung 29:
Fetale Korpergewichte der  verschiedenen Fetale Lungengewichte der verschiedenen
Gruppen. *: p-Wert <0,05 Gruppen.
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fetale LBWRs
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Die Analyse der mittleren Gewichte der linken Lungen ergab in der Kontroll-, Plazebo-
und IGF-1-Gruppe Werte von 63,40 + 9,53 mg; 21,00 = 3,49 mg und 19,27 + 5,56 mg
(siche Abbildung 31). Im Vergleich der Plazebo- und IGF-1-Gruppe lie8 sich eine
Abweichung zwischen diesen beiden Gruppen von 1,73 + 1,69 mg erkennen (p-Wert:
0,32).

Die mittleren Gewichte der rechten Lungen betrugen 120,40 = 15,63 mg; 47,67 + 7,20 mg
und 42,67 + 9,98 mg in der Kontroll-, Plazebo- und IGF-1-Gruppe (siche Abbildung 32).
Die Unterschiede zwischen den beiden Letzteren betrugen im Mittel 5,0 = 3,18 mg (p-
Wert: 0,13). Im Vergleich der Behandlungsgruppen zur Kontrollgruppe fiel eine deutliche
Gewichtsreduktion der rechten Lungen auf.

Sowohl die Gewichte der rechten, als auch der linken Lungen der Plazebo- und IGF-1-
Gruppe waren im Vergleich zur Kontrollgruppe um etwa 2/3 reduziert und die von den
entsprechenden CDH am  stdrksten  beeintrdchtigten linken Lungen  der
Behandlungsgruppen wiesen im Mittel etwa nur das halbe Gewicht der rechten Lungen
dieser Gruppen auf.

Gewichte der rechten Lungen
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Abbildung 31: Abbildung 32:

Gewichte der linken fetalen Lungen im Gewichte der rechten fetalen Lungen im
Vergleich. Vergleich.
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Die mittleren Rationes der linken und rechten Lungen (LL/RL) der Kontroll-, Plazebo- und
IGF-1-Gruppe waren mit Werten von 0,54 + 0,12; 0,45 + 0,07 und 0,45 + 0,06 zwischen
der Plazebo- und IGF-1-Gruppe (mittlere Abweichung -0,003 =+ 0,024) kaum
unterschiedlich (p-Wert: 0,90), aber im Vergleich zur Kontrollgruppe beide erniedrigt
(siehe hierzu Abbildung 33). Eine Ubersicht iiber die Daten ist dem Anhang dieser Arbeit

zu entnehmen.

LL/RL-Rationes

[}

@

<

.0

s

x

2 Abbildung 33:

= LL/RL-Rationes der fetalen Lungen
im Vergleich.
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3.2. Ergebnisse des immunhistochemischen Stainings

Zur immunhistochemischen Analyse wurden in dieser Studie die linken Lungen der CDH-
positiven Rattenfeten der Plazebogruppe (n=15) und IGF-1-Gruppe (n=15) herangezogen.
Die linken Lungen der Rattenfeten der Kontrollgruppe (n=5), die kein Nitrofen und auch
keine intraamniotischen Injektionen erhielten, dienten dem Vergleich (punktierte Linie in
jedem Diagramm).

Es wurde an jedem Gewebeschnitt der entsprechenden fetalen linken Lunge jeweils die
Anzahl der positiven Zellen in fiinf nicht iiberlappenden Gesichtsfeldern ermittelt. Die
statistische Auswertung der Daten erfolgte jeweils mittels eines 2-tailed unpaired t-Tests
zwischen der Plazebo- und der IGF-1-Gruppe. Genauere Informationen zu den erhobenen
Daten sind im Anhang dieser Arbeit verfligbar.

3.2.1. Ki67-Staining

Ki67 diente in dieser Studie als Marker fiir die allgemeine proliferative Aktivitdt in den
Lungengeweben (siche Kapitel 2.2.3).

Innerhalb der Kontroll-, Plazebo- und IGF-1-Gruppe konnte eine mittlere Anzahl von
312,6 = 143,1; 347,9 = 185,1 und 419,1 + 216,6 Ki67-positiver Zellen verzeichnet werden
(siche Abbildung 34). Hier ergab der unpaired t-Test einen mittleren nicht signifikanten
Unterschied zwischen der Plazebo- und IGF-1-Gruppe von -71,3 &+ 73,6 (p-Wert: 0,34).

Ki67

800+
: .
= 6004 Haun .
2 Abbildung 34
ﬁ oben links: Ki67-positive Zellen der verschiedenen
2 400- Gruppen im Vergleich.
0
o A
E‘ 200 unten:  mikroskopische = Fotos des  Ki67-
E 1 Immunostainings (links: Plazebo-, rechts: IGF-1-

Gruppe).
0 Vergrofierung: 400-fach, Balken: 100 pm.
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3.2.2. Ttf1-Staining

Mit der Analyse der Anzahl der Ttfl-positiven Zellen in den linken Lungengeweben
sollten die Produktion und das Produktionspotential von bzw. fiir Surfactant und damit
auch die Funktionsfihigkeit und Anzahl der Alveolarepithelzellen vom Typ II eingeschétzt
werden.

Die Zahl der Ttfl-positiven Zellen belief sich innerhalb der Kontroll-, Plazebo- und IGF-1-
Gruppe auf 1869,0 + 353,7; 2830,0 + 562,7 und 3103,0 & 644,6 (siche Abbildung 35).

TtM
4000-

Abbildung 35:
oben links: Ttfl-positive Zellen der verschiedenen
Gruppen.
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unten:  mikroskopische  Fotos  des  Ttfl-
Immunostainings (links: Plazebo-, rechts: IGF-1-
Gruppe).

Vergroflerung: 400-fach, Balken: 100 pm.
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Der unpaired t-Test ergab hier einen nicht signifikanten Unterschied beziiglich der Ttfl-
positiven Zellenzahl zwischen der Plazebo- und der IGF-1-Gruppe von im Mittel -272,3 +
220,9 (p-Wert: 0,23).

3.2.3. Sma-Staining

Alpha-Actin-2, auch bekannt als alpha smooth muscle actin (a-SMA), ist ein Protein,
das beim Menschen vom ACTA2-Gen codiert wird. In dieser Studie wurde es zur
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Darstellung und Beurteilung der glatten Muskulatur in den Bronchien und Gefdflen der
Lunge herangezogen (siche Kapitel Material und Methoden).

Bei der Auszidhlung der Gewebeschnitte war in der Kontroll-, Plazebo- und IGF-1-Gruppe
im Mittel eine Anzahl von 429,0 + 96,7; 546,9 + 223,3 und 538,3 + 279,0 Sma-positiver
Zellen zu verzeichnen (siche Abbildung 36).
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E oben links: Sma-positive Zellen der verschiedenen
@ 600- Gruppen.
§ 4009 " 1 unten:  mikroskopische  Fotos des Sma-
@ Immunostainings (links: Plazebo-, rechts: IGF-1-
¢,E, 200+ Gruppe).
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Das Ergebnis des unpaired t-Tests deutete auf eine geringe Abnahme der Sma-positiven
Zellenzahl in der IGF-1-Gruppe von 8,5 + 92,3 im Vergleich zur Plazebogruppe hin, die
nicht signifikant war (p-Wert: 0,93).
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3.2.4. T1o/Podoplanin-Staining
Pdoplanin (T1a) diente als Marker fiir die Alveolarepithelzellen vom Typ 1.

Die Auszdhlung der Popdoplanin-positiven Zellen in den Gewebeschnitten ergab in der
Kontroll-, Plazebo- und IGF-1-Gruppe mittlere Werte von 53,2 + 49,3; 277,6 + 164,3 und
311,5 £ 151,6 (siche Abbildung 37). Bei der Durchfiihrung des unpaired t-Tests zeigte
sich ein mittlerer nicht signifikanter Unterschied der Anzahl der Podoplanin-positiven
Zellen zwischen der Plazebo- und IGF-1-Gruppe von -33,9 &+ 57,7 (p-Wert: 0,56).

Podoplanin

500+
§ 400 Abbildung 37:
N oben links: Podoplanin/T1a-positive Zellen der
$ 300- verschiedenen Gruppen im Vergleich.
:‘5
8- 200+ unten: mikroskopische Fotos des Tla-
s Immunostainings (links: Plazebo-, rechts: IGF-1-
- 1004
o Gruppe).

0 Vergroflerung: 400-fach, Balken: 100 pm.
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3.2.5. Fgf10-Staining

Das Staining des Fgfl0 wurde zur Untersuchung der Knospung (Budding) und der
Bindegewebsbildung in der fetalen Lunge herangezogen.

Die Auswertung der Gewebeschnitte der fetalen Lungen ergab innerhalb der Kontroll-,
Plazebo- und IGF-1-Gruppe mittlere Werte von 647,2 + 128,7; 694,5 = 233,5 und 673,9 +
294.,4 Fgf10-positiver Zellen (siche Abbildung 38).
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Der unpaired t-Test deutete eine Reduktion der Zahl der positiven Zellen der IGF-1-
Gruppe um 20,6 + 97,0 gegeniiber der Plazebogruppe an. Der p-Wert betrug 0,83 und war
somit nicht signifikant.
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3.2.6. IGF-1-Staining

Das Staining unter Verwendung des Anti-humanen-IGF-1-Antikérpers sollte in dieser
Studie zum Nachweis der Aufnahme des applizierten humanen rekombinanten IGF-1
(thIGF-1) verwendet werden. Allerdings reagierte der verwendete Antikorper offenbar
auch mit dem Igf-1 der Ratte, sodass auf diese Weise nicht zwischen humanem
(appliziertem) und ratteneigenem (endogen produziertem) IGF-1/Igf-1 unterschieden
werden konnte.

Die Auszidhlung der IGF-1-positiven Zellen ergab in der Kontroll-, Plazebo- und IGF-1-
Gruppe eine Anzahl von 6,2 + 6,9; 338,6 + 201,1 und 167,3 + 59,3 (siche Abbildung 39).
Der Vergleich zur Plazebogruppe lieB eine mittlere Reduktion der Zahl der IGF-1-
positiven Zellen innerhalb der IGF-1-Gruppe von 171,3 + 54,1 erkennen, die mit einem p-
Wert von 0,0037 eine hohe Signifikanz erreichte (entsprechend einer Reduktion von im
Mittel 50,6%). Die Kontrollgruppe wies im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen eine
geringere Anzahl auf. Somit fiel im Vergleich zur Kontrollgruppe ein mehr als 27-facher
Anstieg der IGF-1-positiven Zellen in der IGF-1-Gruppe und ein mehr als 56-facher
Anstieg in der Plazebogruppe auf.
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3.2.7. Bmp4-Staining

Wie in Kapitel 2.2.3 bereits beschrieben, sollte die Untersuchung der Bmp4-positiven
Zellen Aufschluss tiber die Wirkung des applizierten rhIGF-1 auf die Proliferation des
Epithels und die Verzweigungsvorgéinge der Lungen geben.

Es zeigte sich bei der Auszdhlung der Gewebeschnitte in der Kontroll-, Plazebo- und IGF-
1-Gruppe eine Anzahl von 787,2 = 154,1; 1296,0 = 408,9 und 1393,0 + 339,3 Bmp4-
positiver Zellen (siche Abbildung 40). Hier war eine nicht signifikante Differenz der
mittleren Anzahl der Zellen in der IGF-1-Gruppe von -96,7 + 137,2 gegeniiber der
Plazebogruppe (p-Wert: 0,49) zu verzeichnen.
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3.3. Ergebnisse der RT-PCR

Fir die Analyse der mRNA-Expression der fetalen Lungengewebe wurden die rechten
Lungen der Rattenfeten der Plazebogruppe (n=15) und IGF-1-Gruppe (n=15) mit einer
CDH (CDH+) herangezogen. Die rechten Lungen der Rattenfeten der unbehandelten
Kontrollgruppe (n=5) dienten auch hier dem Vergleich (punktierte Linie in jedem
Diagramm).

Die Auswertung der Daten erfolgte hier, in gleicher Weise wie bereits im
immunhistochemischen Staining, jeweils mittels eines 2-tailed unpaired t-Tests zwischen
der Plazebo- und der IGF-1-Gruppe.

3.3.1. Ki67-mRNA-Expression

Die mittlere Ki67-mRNA-Expression betrug in der Kontrollgruppe 0,419 + 1,271, in der
Plazebogruppe 0,419 + 0,898 und in der IGF-1-Gruppe 0,280 + 0,517 (siche Abbildung
41). Der 2-tailed unpaired t-Test verwies hier auf einen Unterschied der mittleren mRNA-
Expression zwischen der Plazebo- und IGF-1-Gruppe von 0,138 + 0,267 und der p-Wert
war mit einer Hohe von 0,61 statistisch nicht signifikant.

Ki67-mRNA-Expression Ratios der Ki67-mRNA-Expression
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Abbildung 41:

links: Delta-Ct-Werte der Ki67-mRNA-Expression der verschiedenen Gruppen.
rechts: Ratios der Ki67-mRNA-Expression in Relation zur Plazebogruppe.
Die strichlierte Linie in jedem Diagramm représentiert den Wert der unbehandelten Kontrollgruppe.
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3.3.2. Ttf1(Nkx2.1)-mRNA-Expression

Beziiglich der mittleren mRNA-Expression des 7t/ wurden in der Kontroll-, Plazebo- und
IGF-1-Gruppe Werte von -1,479 + 0,386; -2,411 £ 0,251 und -2,464 + 0,592 erreicht (siche
Abbildung 42). Der nicht signifikante p-Wert von 0,75 errechnete sich aus dem mittleren
Unterschied der Plazebo- und IGF-1-Gruppe von 0,054 + 0,166.
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Abbildung 42:

links: Delta-Ct-Werte der 7zf7-mRNA-Expression der verschiedenen Gruppen.
rechts: Ratios der 7¢f7-mRNA-Expression in Relation zur Plazebogruppe.
Die strichlierte Linie in jedem Diagramm représentiert den Wert der unbehandelten Kontrollgruppe.

3.3.3. T1o/Podoplanin-mRNA-Expression

Die mittlere mRNA-Expression von Podoplanin erreichte in der Kontroll-, Plazebo- und
IGF-1-Gruppe Werte von -4,475 + 0,472; -4,567 + 0,445 und -4,783 = 0,393 (siche
Abbildung 43). Der unpaired t-Test ergab hier einen nicht signifikanten Unterschied der
mittleren mRNA-Expression zwischen der Plazebo- und der IGF-1-Gruppe von 0,216 +
0,153 (p-Wert: 0,17).
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Podoplanin-mRNA-Expression Ratios der Podoplanin-mRNA-Expression
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Abbildung 43:

links: Delta-Ct-Werte der Podoplanin-mRNA-Expression der verschiedenen Gruppen.
rechts: Ratios der Podoplanin-mRNA-Expression in Relation zur Plazebogruppe.
Die strichlierte Linie in jedem Diagramm reprisentiert den Wert der unbehandelten Kontrollgruppe.

3.3.4. Fgf10-mRNA-Expression

Die mRNA-Expression des Fgf10 betrug im Mittel in der Kontrollgruppe -0,298 + 0,459,
in der Plazebogruppe -0,075 + 0,632 und in der IGF-1-Gruppe 0,202 £ 0,625 (siche
Abbildung 44). Der nicht signifikante p-Wert von 0,24 errechnete sich aus der mittleren
Differenz der Plazebo- und IGF-1-Gruppe von -0,277 £ 0,230.

Fgf10-mRNA-Expression Ratios der Fgf10-mRNA-Expression
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Abbildung 44:

links: Delta-Ct-Werte der Figf/ 0-mRNA-Expression der verschiedenen Gruppen.
rechts: Ratios der Figf10-mRNA-Expression in Relation zur Plazebogruppe.
Die strichlierte Linie in jedem Diagramm reprisentiert den Wert der unbehandelten Kontrollgruppe.
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3.3.5. Bmp4-mRNA-Expression

Beziiglich der mittleren mRNA-Expression des Bmp4 ergaben sich in der Kontroll-,
Plazebo- und IGF-1-Gruppe Werte von 0,137 + 6,803; -3,249 + 0,453 und -2,942 + 0,416
(siche Abbildung 45). Der mit Hilfe des t-Tests aus der mittleren Differenz der Plazebo-
und IGF-1-Gruppe von -0,307 £+ 0,159 errechnete p-Wert, erreichte mit einer Hohe von
0,06 keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 45:

links: Delta-Ct-Werte der Bmp4-mRNA-Expression der verschiedenen Gruppen.
rechts: Ratios der Bmp4-mRNA-Expression in Relation zur Plazebogruppe.
Die strichlierte Linie in jedem Diagramm représentiert den Wert der unbehandelten Kontrollgruppe.
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3.3.6. Igf-1r-mRNA-Expression

Die mittlere mRNA-Expression des Igf-1r belief sich in der Kontroll-, Plazebo- und IGF-1-
Gruppe auf Werte von -1,143 + 0,140; -1,930 + 0,451 und -1,997 + 0,336 (siche
Abbildung 46). Der t-Test ergab hier einen nicht signifikanten Unterschied der mittleren
mRNA-Expression zwischen der Plazebo- und der IGF-1-Gruppe von 0,067 + 0,145 (p-
Wert: 0,65).

Igf-1r-mRNA-Expression Ratios der Igf-1r-mRNA-Expression
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Abbildung 46:

links: Delta-Ct-Werte der Igf-/r-mRNA-Expression der verschiedenen Gruppen.
rechts: Ratios der /gf-/r-mRNA-Expression in Relation zur Plazebogruppe.
Die strichlierte Linie in jedem Diagramm représentiert den Wert der unbehandelten Kontrollgruppe.

3.3.7. Igf-2r-mRNA-Expression

Die Untersuchung der Expression der /gf-2r-mRNA ergab in der Kontrollgruppe einen
Wert von -2,739 + 0,319, in der Plazebogruppe einen Wert von -2,522 + 0,437 und in der
IGF-1-Gruppe einen Wert von -2,867 = 0,245 (siche Abbildung 47). Der unpaired t-Test
deutete hier eine hoch-signifikante Steigerung der mittleren mRNA-Expression der IGF-
1-Gruppe von 0,345 £+ 0,118 im Vergleich zur Plazebogruppe (p-Wert: 0,0064) an.
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Igf-2r-mRNA-Expression
Ratios der Igf-2r-mRNA-Expression
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Abbildung 47:

links: Delta-Ct-Werte der /gf-2r-mRNA-Expression der verschiedenen Gruppen.
rechts: Ratios der /gf-2r-mRNA-Expression in Relation zur Plazebogruppe. **: p-Wert <0,01.
Die strichlierte Linie in jedem Diagramm reprisentiert den Wert der unbehandelten Kontrollgruppe.

3.3.8. Vegf-a-mRNA-Expression

Die Beurteilung der Vegf-a-mRNA-Expression wurde hier herangezogen, um die Vasculo-
und Angiogenese in den fetalen Lungen besser einschitzen zu konnen.

Die mittlere Vegf-a-mRNA-Expression betrug in der Kontrollgruppe - 2,603 + 0,158, in
der Plazebogruppe -2,874 + 0,353 und in der IGF-1-Gruppe -2,963 + 0,467 (siche
Abbildung 48). Mittels des t-Tests errechnete sich hier ein p-Wert von 0,56 und dieser
deutete somit einen nicht signifikanten Unterschied der mittleren mRNA-Expression
zwischen der Plazebo- und der IGF-1-Gruppe von 0,088 £ 0,151 an.
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Abbildung 48:

links: Delta-Ct-Werte der Vegf-a-mRNA-Expression der verschiedenen Gruppen.
rechts: Ratios der Vegf-a-mRNA-Expression in Relation zur Plazebogruppe.
Die strichlierte Linie in jedem Diagramm représentiert den Wert der unbehandelten Kontrollgruppe.
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3.3.9. Plat-mRNA-Expression

In dieser Studie sollte die Plat-mRNA-Expression der Beurteilung des Gewebeumbaus und
der Zellmigration, sowie der Bildung der Gefile in den distalen Luftwegen der fetalen
Lungen dienen.

Beziiglich der mittleren mRNA-Expression des Plat wurden in der Kontroll-, Plazebo- und
IGF-1-Gruppe Werte von -2,284 + 0,611; -1,766 = 0,765 und -1,475 + 0,536 (siche
Abbildung 49) verzeichnet. Der p-Wert war mit einer Hohe von 0,24 nicht signifikant und
der entsprechende t-Test zeigte eine mittlere Differenz der mRNA-Expression von -0,291
+ 0,241 zwischen der Plazebo- und IGF-1-Gruppe.
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Abbildung 49:

links: Delta-Ct-Werte der Plat-mRNA-Expression der verschiedenen Gruppen.
rechts: Ratios der Plat-mRNA-Expression in Relation zur Plazebogruppe.
Die strichlierte Linie in jedem Diagramm représentiert den Wert der unbehandelten Kontrollgruppe.
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3.3.10. Pecam-1-mRNA-Expression

Mit Hilfe der PCR-Analyse der Pecam-1-mRNA-Expression sollte in dieser Studie das
Vorkommen von Endothelzellen in den fetalen Rattenlungen untersucht und beurteilt
werden.

Die mittlere mRNA-Expression des Pecam-1 erreichte in der Kontroll-, Plazebo- und IGF-
1-Gruppe Werte von -2,707 + 0,239; -2,975 £ 0,379 und -3,039 + 0,877 (siche Abbildung
50). Der unpaired t-Test deutete hier eine nicht signifikante Steigerung der mittleren
mRNA-Expression der IGF-1-Gruppe von 0,064 £+ 0,247 im Vergleich zur Plazebogruppe
(p-Wert: 0,80) an.

Pecam-1-mRNA-Expression Ratios der Pecam-1-mRNA-Expression
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Abbildung 50:

links: Delta-Ct-Werte der Pecam-1-mRNA-Expression der verschiedenen Gruppen.
rechts: Ratios der Pecam-1-mRNA-Expression in Relation zur Plazebogruppe.
Die strichlierte Linie in jedem Diagramm représentiert den Wert der unbehandelten Kontrollgruppe.

3.3.11. Kdr/Flk-1-mRNA-Expression

Die PCR-Analyse der Kdr/Flk-1-mRNA-Expression (das Gen codiert Vegfr-2) diente hier
zur Beurteilung der Gefd3bildung in den fetalen Lungen.

Beziiglich der mittleren mRNA-Expression von Kdr ergaben sich in der Kontroll-,
Plazebo- und IGF-1-Gruppe Werte von -3,773 + 0,179; -3,881 + 0,333 und -3,780 + 0,447
(siche Abbildung 51). Mittels Anwendung des t-Tests lie sich hier eine nicht signifikante
Differenz der mittleren mRNA-Expression von -0,101 + 0,144 zwischen der Plazebo- und
IGF-1-Gruppe errechnen (p-Wert: 0,49).
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Kdr/Flk-1-mRNA-Expression
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Abbildung 51:

links: Delta-Ct-Werte der Kdr-mRNA-Expression der verschiedenen Gruppen.
rechts: Ratios der Kdr-mRNA-Expression in Relation zur Plazebogruppe.
Die strichlierte Linie in jedem Diagramm reprisentiert den Wert der unbehandelten Kontrollgruppe.

3.3.12. Flt-I-mRNA-Expression

Die Fit-I-mRNA-Expression (das Gen codiert Vegfr-1) sollte zur Beurteilung der
Zellproliferation in den fetalen Lungengeweben zum Einsatz kommen.

Die Analyse der mRNA-Expression des Fl¢-1 fiihrte in der Kontroll-, Plazebo- und IGF-1-
Gruppe zu Werten von -0,679 + 0,244; -0,863 + 0,389 und -0,827 + 0,297 (siche
Abbildung 52).Uber den 2-tailed unpaired t-Test konnte eine nicht signifikante Differenz
der mittleren mRNA-Expression der IGF-1-Gruppe von -0,036 + 0,126 im Vergleich zur
Plazebogruppe festgestellt werden (p-Wert: 0,78).
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Abbildung 52:

links: Delta-Ct-Werte der Fl¢-/-mRNA-Expression der verschiedenen Gruppen.
rechts: Ratios der Fit-/-mRNA-Expression in Relation zur Plazebogruppe.
Die strichlierte Linie in jedem Diagramm représentiert den Wert der unbehandelten Kontrollgruppe.
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4. Diskussion

In der vorliegenden experimentellen Studie wurde die Wirkung von intraamniotisch
verabreichtem rhIGF-1 auf Rattenfeten mit Nitrofen-induzierter Zwerchfellhernie und
dabei vor allem der Effekt auf deren Lungenentwicklung untersucht. Erwartungsgemal
zeigte sich dabei eine Reduktion der fetalen Korpergewichte der Behandlungsgruppen im
Vergleich zur Kontrollgruppe, was eine bekannte Nitrofenwirkung darstellt.
Bemerkenswert war dabei aber die Tatsache, dass die fetalen Korpergewichte der IGF-1-
im Vergleich zur Plazebogruppe ebenfalls signifikant reduziert waren (p<0,05). Auch die
ratteneigene Igf-1-Proteinexpression in den Lungen war signifikant reduziert (p<0,01).
Sowohl die Lungengewichte, als auch die LBWRs und LL/RL-Rationes wiesen zwischen
der IGF-1- und der Plazebogruppe keine groBeren Abweichungen voneinander auf, so dass
die Reduktion der Korpergewichte offenbar nicht durch die Verdnderung der
Lungengewichte hervorgerufen wurde.

Grundsitzlich wire es denkbar, dass das intraamniotisch applizierte rhIGF-1, das von den
fetalen Ratten vermutlich iiber die Lungen und den Gastrointestinaltrakt aufgenommen
wurde, die ratteneigene Igf-1-Proteinexpression in den Lungen signifikant supprimiert und
auf diesem Wege zu einem Abfall der systemischen Igf-1-Proteinexpression der
Rattenfeten gefiihrt haben konnte. Dies konnte somit teilweise &hnliche, allerdings
natlirlich nicht so stark ausgepriagte Effekte, wie eine Gendeletion des Igf-/ zur Folge
gehabt haben und somit die signifikante Verringerung der fetalen Korpergewichte der IGF-
1-Gruppe, zumindest teilweise, mit verursacht haben. Die Folgen einer /gf-/-Gendeletion
sollen hier als Extrembeispiel angefiihrt werden, um damit deutlich zu machen, dass es
beziiglich der Reduktion der fetalen Korpergewichte Parallelen zwischen ihnen und den
Folgen einer Reduktion der Igf-1-Proteinexpression geben konnte [645-650].

IGF-1 1bt seine biologische Wirkung {iber die Interaktion mit spezifischen
Bindungsproteinen und Oberflichenrezeptoren aus. Es weist eine groe Spanne von
mitogenen Effekten auf und stimuliert u. a. die Proliferation von Chondrozyten,
Fibroblasten, Epithelzellen und glatten Muskelzellen. Zusitzlich iibt IGF-1 einen
wichtigen Einfluss auf den fetalen Metabolismus aus, indem es die fetale und/oder
plazentare Aminosdure- und Glukoseaufnahme verstirkt und die Oxidation der
Aminosduren, sowie die Laktatproduktion in der Plazenta vermindert.

Florini et al. schrieben IGF-1 eine entscheidende Rolle in der Myogenese und in der
Bewahrung des Wachstums und der Integritit von Muskelfasern zu. Baker et al.
berichteten iiber eine signifikante Wachstumsrestriktion in utero bei Igfi-Knockout-
Mausen. Die Korpergewichte dieser fiir das Igf-/-Gen homozygot-mutierten Mause
betrugen zum Zeitpunkt der Geburt nur etwa 60% der Gewichte ihrer gesunden Wildtyp-
Geschwister. Die iiberlebenden Tiere wiesen eine signifikante Wachstumsrestriktion auf,
wobei ihr Korpergewicht post partum nur etwa 30% der gleichaltrigen Wildtyp-Mause
betrug. Powell-Braxton und Mitarbeiter beobachteten an homozygoten Igf-1(-/-)-Mause-
Mutanten eine generalisierte Muskeldystrophie (siche Kapitel 1.13.1) [645-650].

Eine Korrelation zwischen den Serumlevels von Igf-1 des fetalen Nabelschnurblutes und
dem Geburtsgewicht (reduzierte Levels bei Feten mit [UGR und erhohte Levels bei Feten
mit gesteigertem Wachstum) wurde von Forschergruppen beschrieben. In einer Studie
untersuchten Thakur et al. die Ontogenese einer [IUGR an fetalen Hasen und die Wirkung
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von endogen appliziertem IGF-1. Dabei wurden eine reduzierte Expression von
gewebespezifischer /gf-/-mRNA und eine Reduktion der Levels von Igf-1 im Serum und
in der amniotischen Fliissigkeit dieser wachstumsrestringierten fetalen Hasen im Vergleich
zu den Tieren der Kontrollgruppe beobachtet. Auch eine Korrelation zwischen den Serum
Igf-1-Levels und dem Prozentsatz der Gewichtsverinderung wurde beschrieben. Diese
Daten und die Beobachtung von verstirkter Protein- und Fettanreicherung bei
wachstumsrestringierten Ferkeln, die mit exogenem IGF-1 behandelt wurden, deuteten auf
eine Evidenz der Wirksamkeit der antenatalen Behandlung einer IUGR mit IGF-1 hin
[682,709,710,714,715].

Weitere Studien am Menschen und am Tiermodell ergaben, dass die Verabreichung von
IGF-1 eine potenzielle Therapie fiir die Verbesserung des Gewebewachstums und des
Gewichtszuwachses darstellte und somit dem Gewichtsverlust vorbeugte [723-727].

Bei kontinuierlicher prolongierter intraamniotischer Infusion von rhIGF-1 mittels eines
Katheters, wie dies beispielsweise in einer Studie von Skarsgard et al. an fetalen Hasen
durchgefiihrt wurde (siche Kapitel 1.13.3), konnte ein signifikanter Anstieg der Igf-1-
Levels des Serums und der Plazentagewichte der IGF-1-infundierten Feten im Vergleich
zu den mit einem Plazebo behandelten Kontrollfeten beobachtet werden. Es lieB3 sich auch
ein Trend beziiglich eines Anstieges der fetalen Gewichte der infundierten, im Gegensatz
zu den nicht-infundierten Feten feststellen, der allerdings nicht signifikant war [708].

Diese Beschreibung steht in Widerspruch zu der in unserer experimentellen Studie
beobachteten signifikanten Gewichtsreduktion der IGF-1-behandelten fetalen Ratten, die in
dieser Form nicht zu erwarten war. In unserer Studie konnten auch keine Unterschiede der
Plazentagewichte festgestellt werden.

Allerdings kann einer anderen Studie von Bloomfield et al. [767] entnommen werden, dass
eine intraamniotische Verabreichung von IGF-1 zu einer Suppression der fetalen
zirkulierenden Igf-1-Konzentrationen filihrte. Es fielen dabei auch die /gf-/-mRNA-Levels
in der Leber, der Muskulatur und der Plazenta signifikant ab, was die Autoren dadurch zu
erkldren versuchten, dass exogen zugefiihrtes IGF-1 die endogene Expression des Igf-1
supprimiert haben konnte. Dieser negative Feedback-Mechanismus scheint auch die in
unserer Studie beobachtete Reduktion des ratteneigenen Igf-1 in den fetalen Lungen nach
intraamniotischer Applikation des rhIGF-1 zu erklaren.

Kind et al. schilderten, dass aus einer intravendsen Verabreichung hdherer Dosen von IGF-
1 wihrend einer Periode von zehn Tagen eine Reduktion der mRNA-Expression des Igf-/
in der Leber fetaler Schafe resultierte. In einer weiteren Studie von Bloomfield et al. zeigte
sich, dass radioaktiv markiertes IGF-1, welches in die amniotische Fliissigkeit appliziert
wurde, in intakter Form tuber den fetalen Darm in die Zirkulation der Pfortader
aufgenommen wurde und so auch die fetale Leber erreichen konnte [773,774].

Somit konnte es auch bei den in unserer Studie untersuchten, rhIGF-1-behandelten
Rattenfeten zu einer Unterdriickung der /gf-/-mRNA-Expression in der Leber und in der
Folge zu einem systemischen Abfall des Igf-1 gekommen sein, der die Reduktion der
Korpergewichte teilweise mit verursacht haben konnte. Wie in einer Publikation von Yakar
et al. nachzulesen ist, stammt das Igf-1 der Maus hauptsdchlich aus der Leber und sie
konnte vermutlich auch bei anderen Nagetieren, wie beispielsweise der Ratte, die
Hauptquelle dieses Proteins darstellen [1000]. Somit hitte die Expressionsreduktion in der
Leber moglicherweise entsprechende Folgen auf die Igf-1-Levels des Organismus und
konnte somit auch das fetale Kérperwachstum und Korpergewicht beeinflussen.
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Das IGF-1 in der Amnionfliissigkeit konnte auch einen direkten Effekt auf die Plazenta
ausgeiibt haben, denn IGF-1-Rezeptoren wurden auch dort nachgewiesen. Die Wirkung
von IGF-1 auf die Plazenta beinhaltet, wic es in der Publikation von Sorem ef. al
nachzulesen ist, die Stimulation des Aminosdure-Transfers, die Throphoblast-
Differenzierung und eine Reduktion der Thromboxan-Produktion [706,717].

Eine potentielle Konsequenz der hohen Levels von exogenem IGF-1 am Fetus manifestiert
sich, den Beschreibungen von Skarsgard et al. folgend, durch die Effekte auf die endogene
Igf-1-Produktion und Sensitivitidt der Rezeptoren. Diese wurden in ihrer Studie wihrend
der Phase der exogenen IGF-1-Exposition herab reguliert und konnten damit Einfluss auf
die Langzeitkontrolle des fetalen Wachstums genommen haben [706,708].

Denkbar wire auch, dass es, wie dies in einer Studie von Tarantal ef al. [722] zwar nicht
bestitigt, aber auch nicht explizit ausgeschlossen werden konnte, durch eine exogene
Zufuhr von IGF-1 zu einer fetalen Hypoglykdmie gekommen sein konnte (Sieche Kapitel
1.13.4). Allerdings fanden die Autoren in ihrer Studie keine Evidenz fiir eine, durch die
Behandlung mit IGF-1 verursachte, fetale Hypoglykdmie. Dennoch konnte sich eine
Abnahme der fetalen Blutzuckerspiegel durch das in unserer experimentellen Studie
applizierte rhIGF-1 moglicherweise auch auf die fetalen Korpergewichte der Ratten
ausgewirkt haben.

In der Publikation von Eremia et al. [746] lassen sich diesbeziiglich auch Hinweise finden,
denn den Autoren fielen in der Kontrollgruppe hohere Blutglucosespiegel, als in den IGF-
1-behandeten Gruppen auf.

Den Beschreibungen von Tarantal ef al. folgend, flihrte die intermittierende Verabreichung
von IGF-1 zu einer signifikanten Wirkung auf das fetale Organwachstum, wenn auch keine
Effekte beziiglich der Verdnderung der Korpergewichte auftraten. Auch diese
Beobachtungen decken sich mit jenen, die von Lok und Mitarbeitern an fetalen Schafen
mit chronischer IGF-1-Infusionsbehandlung gemacht wurden. Die Effekte auf die Organe
konnten hierbei laut Vermutung der Autoren durch eine direkte Wirkung des IGF-1 auf
den IGF-1R, oder durch synergistische Effekte mit anderen wachstumsfordernden Faktoren
ausgeiibt worden sein [722,734].

Nachdem in unserer Studie auller den Lungen keine inneren Organe der Rattenfeten
untersucht wurden, konnen keine Vergleiche in Hinsicht auf deren eventuelle Gewichts-
oder GroBenverdnderungen angestellt werden. Es wire allerdings denkbar, dass die hier
vorgenommene zweimalige Injektion von rhIGF-1 zu einer Verringerung des fetalen
Organwachstums gefiihrt haben konnte (vor allem der Leber, Milz, etc.). Dies miisste
allerdings durch weitere Untersuchungen geklart werden.

Wie bereits bekannt ist, zeigten u. a. Clark ef al. in ihrer Studie, dass die chronische
Verabreichung von 100 pg rhIGF-1 fiir sieben Tage an adulte Mause die Lymphozytenzahl
im Thymus, in den Lymphknoten und in der Milz steigerte. Der Anstieg der Gewichte des
Thymus und der Milz wurde von den Autoren u. a. auf die steigende Zahl der
Lymphozyten-Population in diesen Organen zurilickgefiihrt [722,742].

Es wire auch mdéglich, wenn auch eher unwahrscheinlich, dass die zweimalige und
diskontinuierliche Applikation des rhIGF-1 in unserer experimentellen Studie an den
Rattenfeten gegenteilige Effekte auf den Thymus, die Milz und die Lymphknoten gehabt
haben und somit auch einen, wenn auch sehr geringen, Teilbetrag zur gesamten
Korpergewichtsreduktion beigetragen haben konnte. Diesbeziiglich wurden in unserer
experimentellen Studie aber keine weiteren Untersuchungen angestellt.
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In einer fritheren Studien von Bloomfield et al. wurde bereits eine Reduktion der Gewichte
der fetalen Leber, der Milz und des Thymus, sowie der zirkulierenden Levels von IGF-1,
bei gleichzeitig beobachteter Steigerung des Darmwachstums, nach amniotischer IGF-1-
Verabreichung (20 pg rhIGF-1, einmal tiglich, iiber zehn Tage) berichtet [766], so dass
diese Moglichkeit hier, in Bezug auf die Darstellung eines Teilaspektes der fetalen
Gewichtsreduktion der Ratten unserer Studie, in Betracht kommen konnte. Im Vergleich
zu der in der Studie von Eremia et al. verabreichten Dosis von 360 pg/Woche, wurde von
Bloomfield et al. dabei insgesamt allerdings eine um mehr als 40% reduzierte Dosis (200
pg thIGF-1) appliziert. Eine postnatale enterale Verabreichung von IGF-1 fiihrte zu einem
Anstieg des Gewichtes der Leber in anderen Spezies. In dhnlicher Weise fithrte die
intravendse Verabreichung von IGF-1 in einer 50-fach hoheren Dosis als in der Studie von
Eremia ef al., zu einem Anstieg der Lebergewichte, aber dieser Effekt zeigte sich bei
niedrigeren Dosen nicht [746,766,768,769].

Eremia et al. [746] untersuchten die Wirkung verschiedener Applikationsformen von IGF-
1 auf fetale Schafe mit einer Wachstumsrestriktion und fanden dabei heraus, dass nur die
intraamniotische Applikation zu einer signifikanten Steigerung der fetalen Lebergewichte
filhrte (sieche Kapitel 1.13.5). Vielleicht hatten die Applikationsform, -dosis und das
Applikationsintervall in unserer experimentellen Studie gegenteilige Effekte auf die fetale
Leber und somit auch auf die fetalen Gewichte der Ratten. Sie konnte auch Auswirkungen
auf das fetale braune Fettgewebe gehabt haben, denn Igf-1 ist, wie dies von Lorenzo et al.
beschrieben wurde, fiir die Zellteilung und Differenzierung des fetalen braunen
Fettgewebes der Ratten sehr wichtig [770]. Somit kénnte es auch hierdurch zu einer
Gewichtsreduktion der fetalen Ratten gekommen sein. Einen Uberblick iiber die
verschiedenen IGF-1-Dosen, —Applikationsformen und deren Wirkung an den
verschiedenen Spezies liefert die Tabelle im Anhang dieser Arbeit.

Die signifikant verringerten Korpergewichte der fetalen Ratten der IGF-1-Gruppe konnten
auch auf einen verringerten Gewichtszuwachs im Vergleich zur Plazebogruppe
zuriickzufiihren sein und somit nicht die Folge von katabolen Stoffwechselvorgingen,
sondern jene einer Arretierung des Anabolismus der fetalen Ratten darstellen.
Moglicherweise wurde ein Teil des intraamniotisch applizierten rthIGF-1 an verschiedene
IGFBPs (vermutlich vorwiegend an IGFBP-3) gebunden und konnte somit, bei
zweimaliger  Applikation, keine entsprechenden wachstumssteigernden Effekte
hervorrufen. Diese Annahme basiert auf der Beobachtung von Eremia et al., die bei
Schafen IGFBP-3 als das innerhalb der Amnionfliissigkeit am reichlichsten vorhandene
Bindungsprotein identifizierten und auch erkannten, dass die fetale IGFBP-3-Produktion
durch Néhrstoffe, Insulin und auch IGF-1 reguliert wurde. Ein Anstieg der amniotischen
IGFBP-Konzentrationen konnte laut Beschreibung der Autoren die Bioverfiigbarkeit des
amniotischen IGF-1 reduziert und somit seine Aufnahme durch die Feten und damit auch
thr Wachstum verringert haben [746].

Die folgenden Beschreibungen von Bloomfield et al. sollen in diesem Zusammenhang
ebenfalls erwdhnt werden. Die Autoren beobachteten in ihrer Versuchsreihe der
intraamniotischen Applikation von radioaktiv-markiertem IGF-1 ('*I-IGF-1) an fetale
Schafen (siche Kapitel 1.13.6), dass die Verteilung des '*’I-IGF-1 im Fruchtwasser schnell
voranging. Die gemessene Halbwertszeit von '*’I-IGF-1 betrug etwa 24 Stunden. Die Hohe
des an seine Bindungsproteine gebundenen Anteils von '*’I-IGF-1 variierte stark unter den
verschiedenen Tieren, aber auch 144 Stunden nach der Injektion war noch ein
bemerkenswerter Teil der gebundenen Fraktion vorhanden. Etwa 6 Stunden nach der
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Injektion von '*I-IGF-1 traten Peaks mit kleinerem Molekulargewicht auf, die offenbar
Abbauprodukte von IGF-1 darstellten. Als vorherrschendes Bindungsprotein wurde auch
hier das IGFBP-3 identifiziert. Die durchgefiihrte Analyse ergab Hinweise auf eine sehr
hohe Korrelation zwischen der Prozentzahl des gebundenen '*I-IGF-1 und der Dichte der
IGFBP-3-Bande im Fruchtwasser. IGFBP-3 war offenbar nach Annahme der Autoren fiir
den groBten Anteil des gebundenen IGF-1 verantwortlich. Die Daten dieser Studie von
Bloomfield et al. deuteten darauf hin, dass das intraamniotisch verabreichte '*’I-IGF-1
offensichtlich vom Fetus geschluckt und iiber den Darm in die portale Vene aufgenommen
wurde. Das 'I-IGF-1 verweilte im Fruchtwasser fiir mindestens 6 Tage in gebundener
und freier Form. Dies lieB die Autoren eine anhaltende Freisetzung von '*’I-IGF-1 aus dem
Fruchtwasser in die systemische Zirkulation des Fetus nach einer einzelnen Injektion
vermuten [773].

Demzufolge konnte in unserer experimentellen Studie die verringerte Wirkung des rhIGF-
1 auf die Rattenfeten einerseits, wie oben erwidhnt, durch die Bindung an die
unterschiedlichen IGFBPs, aber andererseits auch durch seinen Abbau im Fruchtwasser zu
erkldren sein.

Auch ein von Bloomfield et al. beschriebener Verlust des applizierten IGF-1 iiber die
Plazenta kime in Betracht, denn die Messwerte fiir '’ I-IGF-1 stiegen, wie dem Bericht der
Studie der Autoren entnommen wurde, im maternalen Plasma 12 Stunden nach der
intraamniotischen IGF-1-Injektion an [773].

Auch das Vorkommen von Proteasen im Fruchtwasser der Ratten kdnnte in unserer Studie
zu einem Abbau der IGFBPs und damit zu einer Verringerung der Wirkung des
applizierten rthIGF beigetragen haben. Das Vorhandensein von Proteasen, speziell einer
Serin-Protease, ist im menschlichen Fruchtwasser bekannt und diese degradiert IGFBP-3, -
4 und -5 [793].

Die Levels von IGF-1 konnten von Bindungsproteinen, oder auch umgekehrt, die Levels
der Bindungsproteine von IGF-1 beeinflusst und geregelt werden. IGFBP-3 spielt mit
grofBer Wahrscheinlichkeit eine wichtige Rolle bei der Regulation der Levels von IGF-1 im
Fruchtwasser. Die Bioverfiigbarkeit von '*’I-IGF-1 belief sich in einer Studie von Kimura
et al. auf etwa 9% der verabreichten Dosis. Den Berichten von zwei weiteren
Untersuchungen, von welchen eine an Ratten, die andere an Schweinen durchgefiihrt
wurde, konnte entnommen werden, dass hohere Werte von radioaktiv markiertem IGF-1
im portalen, als im systemischen Blut vorhanden waren und diese Berichte wiesen damit
stark auf die Aufnahme dieser Verbindung iiber den Darm hin [773,787].

Den Beobachtungen von Nagata et al. folgend, wire eine Proliferationssteigerung
unterschiedlicher Zelltypen in den fetalen Rattenlungen zu erwarten gewesen. Die Autoren
stellten vor allem fiir SMA und TTF1 Wachstumssteigerungen in den mit IGF-1 und IGF-2
behandelten Lungenzellkulturen fest [967] (siche Kapitel 1.16).

Allerdings waren in diesen Versuchen die Zellkulturen einem mit IGF-1 angereichertem
Medium ausgesetzt, was einen direkten Vergleich der Ergebnisse unseres in vivo-Modells
nicht zulésst.

Auffallend war die bei der RT-PCR-Analyse der fetalen Lungengewebe festgestellte
signifikante Steigerung der Igf-2r-mRNA-Expression. Diese wurde von einer nur sehr
geringen Steigerung der mRNA-Expression des Igf-Ir begleitet, welche auch keine
Signifikanz erreichte.
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Wie in einem Review von Hiden er al. [888] beschrieben, besteht aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit der IGFs eine gewisse Uberlappung in Bezug auf ihre Rezeptor-
Bindungsaffinitdt auf der einen, und eine Wechselwirkung zwischen Insulin und den IGFs
auf der anderen Seite. Allerdings bindet Insulin vorwiegend an den Insulinrezeptor (IR)
und IGF-1 hauptsichlich an den IGF-1R. Im Gegensatz dazu, bindet IGF-2 ebenfalls an
den IGF-1R, aber auch an die IR-Isoform IR 11-. Die Affinitdt zwischen IGF-2 und dem
IR 11- ist dabei nur wenig geringer, als jene zwischen diesem Rezeptor und Insulin,
wihrend die Bindung von IGF-1 an den IR 11- keine physiologische Relevanz erreicht.

Die Bindungsaffinitidt von IGF-2 beziiglich des IGF-1R ist jener von IGF-1 vergleichbar,
aber Insulin bindet dort nur schwach [888].

Frithere Untersuchungen fiihrten zu der Erkenntnis, dass IGF-1 als Wachstumsfaktor eine
wichtige Rolle in den spdten Stadien der Lungenentwicklung spielte, wihrend IGF-2 dieses
Verhalten sowohl in der embryonalen, als auch in der fetalen Periode aufwies. Beide,
sowohl IGF-1, als auch IGF-2, binden an den IGF-1R und regulieren damit wichtige
Signalwege in der Lungenentwicklung. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch
der IGF-2R die beiden IGFs binden konnte [647,648,967].

Anhand der Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse kann in dieser Studie
angenommen werden, dass das applizierte thIGF-1, vermutlich hauptsdchlich durch die
Vermittlung des Igf-1r, in den fetalen Lungen der Ratten zu einer signifikanten Reduktion
der endogenen Igf-1-Proteinexpression fiihrte. Moglicherweise stellte die nicht signifikante
Steigerung der Igf-Ir-mRNA-Expression eine Reaktion auf die erhohten Spiegel des
exogenen thIGF-1 im Fruchtwasser dar und es sollte damit die Aufnahme des rhIGF-1
bewerkstelligt werden. Nachdem das rhIGF-1 vermutlich auch zu einem gewissen Grad an
den Igf-2r binden kann bzw. konnte, kdnnte es dort die signifikante Steigerung der
Genexpression mit verursacht haben.

Warum diese Expressionssteigerung allerdings gerade fiir die mRNA des /gf-2r und nicht
des Igf-1r signifikant ausfiel, kann an dieser Stelle nicht vollstindig gekliart werden. Es
wire denkbar, dass das applizierte thIGF-1 den Igf-1r der Ratten blockiert und somit die
Bindung des Igf-2 an diesen Rezeptor unterbunden oder zumindest vermindert haben
konnte. Somit wére die in unserer Studie beobachtete Steigerung der mRNA-Expression
des Igf-2r moglicherweise eine Folge davon und ihre Ursache konnte im gesteigerten
Clearance-Bedarf fiir das nicht mehr an den Igf-1r bindende Igf-2 liegen.

Die Beobachtung der gesteigerten /gf-2r-mRNA-Expression ist auch deshalb nicht vollig
schliissig, weil IGF-1 zu einem geringeren Teil an den Igf-2r, als an den Igf-1r bindet. Es
kann aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass die /gf-/-mRNA-Expression in unserer
Studie zu einem fritheren Zeitpunkt (beispielsweise nach der ersten Applikation des rhIGF-
1 am Tag 19 oder der zweiten Applikation am Tag 20) signifikant gesteigert gewesen war
und dann, im Zuge der vermehrten Aufnahme des rhIGF-1, zum Zeitpunkt der Gewinnung
der fetalen Lungengewebe am Tag 21,5 bereits attenuiert und somit nicht mehr signifikant
gesteigert war.

Wie es u. a. der Publikation von Harris et al. entnommen werden kann, tibt der IGF-2R
eine wichtige Wirkung als Clearance-Rezeptor aus, bindet IGF-2 und fiihrt es mittels
Rezeptor-mediierter Endozytose dem Abbau in den Lysosomen zu. Es kann auch nicht
ausgeschlossen werden, dass er eine solche Wirkung zumindest teilweise, aber mit
geringerer Affinitdt, auch auf IGF-1 haben konnte [1001].

Es wire somit, den Resultaten unserer Studie folgend auch denkbar, dass die tliber den Igf-
Ir mediierte iibermdfige Aufnahme des applizierten rhIGF-1 aus dem Fruchtwasser
gebremst werden sollte und darum die Igf-/r-mRNA-Expression zum Zeitpunkt der
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Analyse zwar erhoht, aber nicht bzw. nicht mehr signifikant gesteigert war, sondern ein
vermehrter Abbau des rhIGF-1 durch den Igf-2-Rezeptor eingeleitet werden sollte. Dieser
bindet zwar IGF-1 mit geringerer Affinitdt, konnte aber trotzdem eine gewisse Clearance
des IGF-1 bewirken [967,1001,1002].

Moglich wire also, als Folge der beobachteten Expressionsverdnderungen, eine Reduktion
der rhIGF-1-Aufnahme tiber den Igf-1r (Attenuation der Steigerung der Igf-/r-mRNA-
Expression) und ein vermehrter Abbau des applizierten rhIGF-1 iiber den Igf-2r (hoch
signifikante Steigerung der /gf-2r-mRNA-Expression). Der vermehrte Bedarf einer rhIGF-
1-Clearance konnte somit méglicherweise die hoch signifikante Expressionssteigerung der
Igf-2r-mRNA teilweise erkldaren bzw. mit hervorgerufen haben.

Das in dieser experimentellen Studie intraamniotisch verabreichte rhIGF-1 flihrte zu einer
signifikanten Reduktion der endogenen Igf-1-Proteinexpression in den fetalen
Rattenlungen, wurde aber teilweise von den Rattenfeten auch geschluckt und somit in den
Gastrointestinaltrakt aufgenommen. Obwohl fiir unsere Studie ein spezifischer Antikdrper
verwendet wurde, war die Unterscheidung zwischen dem ratteneigenen Igf-1 und dem
verabreichten rhIGF-1 nicht méglich, da er offenbar mit beiden Proteinen reagierte. Ganz
deutlich konnte dies anhand der gesteigerten Proteinexpression des Igf-1 der Rattenfeten
der Plazebogruppe im Vergleich zur IGF-1- und Kontrollgruppe erkannt werden. Die in
der Plazebogruppe beobachteten hohen Levels des Igf-1 konnten demnach nur aus der
ratteneigenen endogenen Produktion stammen.

Nachdem die ratteneigene Igf-1-Proteinexpression in den Lungengeweben sowohl in der
rhIGF-1-, als auch in der Plazebogruppe gegeniiber der Kontrollgruppe gesteigert war,
wire es denkbar, dass diese Steigerung eine Folge des verabreichten Nitrofens dargestellt
haben konnte.

Als Ursache fiir den Anstieg der Igf-1-Proteinexpression in der Behandlungsgruppe
konnten aber moglicherweise auch die chirurgische Intervention (Stich und Injektion des
rhIGF-1), ein Fruchtwasserverlust oder eine mogliche Infektion verantwortlich gewesen
sein.

Vielleicht war das in dieser experimentellen Studie an den beiden aufeinander folgenden
Tagen (E19 und 20) verabreichte rhIGF-1 (je 0,2 pg) quantitativ zu gering bzw. der
entsprechende Stimulus zu kurz oder zu diskontinuierlich, um eine Wachstumssteigerung
der fetalen Rattengewebe (speziell der Lungen) hervorzurufen. Er war aber offenbar
ausreichend, um die ratteneigene Igf-1-Proteinexpression signifikant, moglicherweise auch
systemisch, zu senken. Es scheint, als wére durch diese Applikationsform eher eine
Verzogerung des Anabolismus der fetalen Ratten, als dessen Forderung eingetreten.

AuBerdem wurde in einer Studie von Nagata ef al [967] an Kulturen von murinen
Lungengeweben eine signifikante Expressionssteigerung der /gf-1r- sowie auch der Igf-2r-
mRNA in den spiteren Stadien der Lungenentwicklung im Vergleich zu fritheren Stadien
nachgewiesen. Demnach konnte auch an der Ratte, also in vivo, von einer &hnlichen
Expressionssteigerung ausgegangen werden und diese zeigte sich hier zwar in Bezug auf
die Expression der Igf-2r-mRNA, allerdings konnte sie, wider Erwarten, bei der Igf-Ir-
mRNA-Expression der fetalen Rattenlungen unserer Studie nicht, oder nicht mehr,
verzeichnet werden.

Neben den bereits erwihnten signifikanten Verdnderungen zeigte sich in den Geweben der

fetalen Rattenlungen ein Trend zur Reduktion der Figf70-mRNA-Expression der IGF-1- im
Vergleich zur Plazebogruppe, der allerdings keine Signifikanz erreichte. Teramoto et al.
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berichteten liber eine Reduktion der mRNA-Expression des Fgf70 in CDH-Lungen, was
darauf hindeutete, dass die verminderte Synthese von Fgfl0 die pulmonale Hypoplasie mit
verursachen konnte (siche Kapitel 1.12.7) [978]. Somit konnte der in unserer
experimentellen Studie beobachtete Trend zur Expressionsreduktion des Fgfl0 zumindest
ansatzweise eine Lungenhypoplasie bewirkt haben, oder eine Folge davon gewesen sein.

Die in unserer Studie auch nur als Trend beobachtete Reduktion der Plar-mRNA-
Expression und Steigerung der Ki67-Proteinexpression, sowie Steigerung der Ttf1-, Tla-,
Vegf-a-, Pecam-1-, Kdr/Flk-1 (Vegfr-2)- und Flit-1 (Vegfr-1)-mRNA-Expression, kann
vermutlich als unspezifische Reaktionen auf den Gewebeumbau und die damit in
Verbindung stehende Zellmigration in den fetalen Rattenlungen interpretiert werden
[975,997].

Es konnte auch ein Trend zur Reduktion der mRNA-Expression des Bmp4 im Vergleich
der IGF-1- zur Plazebogruppe beobachtet werden. Ein solcher konnte sich fiir das
Wachstum und die Reifung der Lungen der fetalen Ratten als wenig forderlich erweisen,
denn eine Blockade des Signalwegs von BMP4 fiihrte, wie es den Berichten von Gosh et
al. zu entnehmen ist, zu einer Reduktion der distalen Typen der Alveolarepithelzellen,
begleitet von einem Anstieg der Zilien-tragenden Zellen und Clara-Zellen. BMP4 ist von
grofBer Wichtigkeit fiir die Kontrolle der Verzweigung der Lunge und die Entwicklung des
proximal-distalen Differenzierungsmuster des sich entwickelnden Lungenepithels
[167,976,977]. Demnach konnte sich eine Reduktion seiner mRNA-Expression auch auf
diese elementaren Entwicklungsschritte negativ auswirken.

Anhand der mRNA-Expression der entsprechenden Marker konnten signifikante
Verdanderungen weder beziiglich der Vasculo- und Angiogenese, noch beziiglich der
Endothelzellbildung in den Lungengeweben der fetalen Ratten festgestellt werden.

Es soll hier abschlieBend festgehalten werden, dass sich die Griinde der mangelnden
Wirkung des applizierten rhIGF-1 ohne zusitzliche Analysen an dieser Stelle nicht
hinreichend kléren lassen.

Es miisste diesbeziiglich beispielsweise genauer ergriindet werden, inwiefern die
Applikationsform des rhIGF-1 (Dauer, Dosis und Kontinuitit) hier einen entsprechenden
Einfluss ausgeiibt haben konnten. Weiters wére es interessant, genauer zu ergriinden, durch
welche Faktoren die Reduktion der fetalen Korpergewichte hervorgerufen wurde und zu
welchen Anteilen daran beispielsweise die Gewichtsveranderungen der fetalen Organe
bzw. der fetalen Fettgewebe oder eine verdnderte Fliissigkeitsverteilung beteiligt waren.
Auch eine Untersuchung der Igf-/- und Igf-2-mRNA-Expression der Lungengewebe
konnte eventuell hierzu noch Informationen liefern. Interessant wire in dieser Hinsicht
auch eine Untersuchung der fetalen Leber in Bezug auf ihr Gewicht und die mRNA-
Expression von Igf-I, um damit auch die eventuelle systemische Wirkung des
intraamniotisch applizierten thIGF-1 genauer einschétzen zu kdnnen.

Als aufschlussreich beziiglich der mRNA-Expression des Igf-/r und Igf-2r konnte sich
auch die Analyse zu einem fritheren Zeitpunkt nach der rhIGF-1-Applikation (Tag 19 und
20) erweisen, um die direkte und frithe Reaktion der Expression dieser Rezeptoren und ihre
Verdnderung iiber die Zeit genauer charakterisieren zu konnen.

Die Untersuchungen der fetalen und ggf. miitterlichen Blutglucosespiegel, sowie deren
IGF-1-Serumlevels, konnten ebenfalls Aufschluss iiber die Wirkung des rhIGF-1 geben
und damit eventuell einen weiteren Anhaltspunkt fiir den fetalen Gewichtsverlust liefern.
Als niitzlich beziiglich der Aufkldrung der Ursache der fetalen Gewichtsreduktion konnte
sich auch die Analyse der Igf-1-Levels des fetalen Nabelschnurblutes erweisen, denn wie
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bereits erwihnt, existiert offenbar eine Korrelation zwischen ihnen und den fetalen
Geburtsgewichten [709,710,714,715].

Aufgrund der signifikanten Gewichtsreduktion und der mangelnden Effekte auf das
Lungenwachstum und die Lungenreifung der fetalen Ratten, ist die in unserer
experimentellen Studie untersuchte intraamniotische Applikation von rhIGF-1 in der hier
durchgefiihrten Art und Weise als Therapiecansatz bei Feten mit angeborener
Lungenhypoplasie vermutlich nicht geeignet. Sie scheint sich in dieser zweimaligen und
damit kurzen und diskontinuierlichen Applikationsform als non-profitabel fiir das fetale
Wachstum und die Entwicklung herausgestellt zu haben.
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Anhang

Biometrische Daten der Feten

5707,0 + 142,2 1

Biometrische Daten der Feten im Uberblick (in mg)

20,40 £ 15,63

63,40 £ 9,53

183,80+ 17,15

4447,0 + 547,2 47,67 +7,20 21,00 +3,49 68,67 £9,71
3831,0+874,1 42,67+9,98 19,27 + 5,56 61,93+ 15,17
616,1 +266,3 5,0+£3,18 1,73 £1,69 6,73 + 4,65
<0,05 0,13 0,32 0,16

0,032 + 0,003 0,536+ 0,124

0,016 + 0,002 0,445+ 0,071

0,016 + 0,003 0,448 + 0,062

-0,001 + 0,001 -0,003 + 0,024
0,40 0,90

Die jeweils letzte Zeile gibt die Signifikanz-Werte (p-Werte) des unpaired t-Tests der Plazebo- und IGF-1-
Gruppe an. Werte: Mean & SD.

Verteilung und Zuordnung der Feten

Quellenverzeichnis

Ubersicht iiber die Nitrofen-exponierten Feten der Behandlungsgruppe

71 63
100% 85,54% 75,90%
71,43% 28,57%
0% 14,46% 24,10%
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Ergebnisse des Immuno-Stainings

Mittlere Anzahl der positiven Zellen im Uberblick

312,6 + 143,1

1869,0 + 353,7

429,0 + 96,7

53,2+49,3

347,9 £185,1 2830,0+562,7 | 546,9+2233 | 277,6 + 1643
419,1 £216,6 3103,0+644,6 | 538,3+279,0 | 311,5+151,6
-71,3 £73,6 272,3 +£220,9 8,5+£92,3 -33,9+57,7
0,34 0,23 0,93 0,56

647,2 £ 128,7

787,2 + 154,1

6,2+6,9

694,5 +233,5 1296,0 £408,9 | 338,6 +201,1

673,9 £294 4 1393,0 + 339,3 167,3 £59,3

20,6 £97,0 -96,7+137,2 171,3 £ 54,1
0,83 0,49 <0,01

1-Gruppe an. Werte: Mean + SD

Die jeweils letzte Zeile gibt die Signifikanz-Werte (p-Werte) des unpaired t-Tests der Plazebo- und IGF-

Die Anzahl positiver Zellen wurde in fiinf nicht {iberlappenden Gesichtsfeldern ermittelt.

Quellenverzeichnis
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Resultate der Analysen der Genexpression

mRNA-Expression der verschiedenen Gruppen im Uberblick (dCt-Werte)

0,419 1,271 -1,479 + 0,386 0,137 £ 6,803
0,419 + 0,898 241140251 23,249 + 0,453
0,280 + 0,517 2,464 + 0,592 2,942 0,416
0,138 + 0,267 0,054 + 0,166 -0,307 + 0,159
0,61 0,75 0,06
-1,143 0,140 2,739+ 0,319 23,773+ 0,179
-1,930 £ 0,451 2,252 40,437 23,881 + 0,333
-1,997 + 0,336 22,867 + 0,245 23,780 + 0,447
0,067 + 0,145 0,345+0,118 -0,101 = 0,144
0,65 <0,01 0,49
4,475 + 0,472 -0,298 + 0,459 2,284 +0,611
-4,567 + 0,445 -0,075 + 0,632 -1,766 + 0,765
-4,783 + 0,393 0,202 + 0,625 -1,475 + 0,536
0,216+ 0,153 0,277 0,230 40,291 + 0,241
0,17 0,24 0,24
-0,679 + 0,244 22,603 = 0,158 2,707 + 0,239
-0,863 = 0,389 2,874 + 0,353 2,975+ 0,379
-0,827 + 0,297 22,963 + 0,467 23,039 + 0,877
-0,036 0,126 0,088 + 0,151 0,064 + 0,247
0,78 0,56 0,80

Die jeweils letzte Zeile gibt die Signifikanz-Werte (p-Werte) des unpaired t-Tests der Plazebo- und IGF-

1-Gruppe an. Werte: Mean + SD.
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Ubersicht iiber die Effekte einer rhIGF-1-Applikation in einer Auswahl verschiedener Studien

Studien, die nicht an Nagetieren durchgefiihrt wurden

Studie

Skarsgard ef al [708]

Schoknecht et al. [714]
Bloomfield er al. [767]

Bloomfield er al. [766]

Kind et al [774]

Eremia ef al. [746]

Tarantal ef al. [722]

Butrin ef al. [768]

Dosis/Applikationsintervall
1440 ng/d iiber 7 Tage

4 pg'h fiir 7 Tage

30 pg/d

20 pg/d firr 10 Tage

26 pg'h firr 10 Tage

50 pg/d (360 pg'Woche)
120 pg/d (360 pg/Woche)

80 pg'kg: jeden 2. Tag. fir 10 Tage

3.5 mg'kg/d (in Muttermilchersatz) fiir 4 Tage

Art der Applikation
intraammiotischer Katheter
osmotische Mmipumpe

chronische Infusion

intraamniotische Infusion

intravendse Infusion

intravendse Infusion
intraamniotische Infusion

intraperitoneale Applikation

orale Applikation

Spezies
fetales Schaf
fetales Schwein

fetales Schaf

fetales Schaf

fetales Schaf

fetales Schaf
fetales Schaf

fetaler Rhesusaffe

fetales Schwein

signifikante Verinderung(en)
Steigerung des Plazentagewichts.
Steigerung der Rate des Gewichtszuwachses; Steigenung der Protem- und Fettanreicherung bei Ferkeln mit TUGR.

Steigerung der Transferkapazitit und Morphologie der Plazenta. Abfall der Jgf-7 -mRNA-Levels in der Leber. der Muskulatur und
der Plazenta.

Normalisierung des durch die Embolisation reduzierten Dickdarmgewichts, der Dickdarmlinge und des gesamten Darmgewichis.
Reduktion des Leber-, Milz- und Thymusgewichts, sowie Steigerung des Brustkorbumfanges.

Reduktion der IGF-I - und JGF-2 -mRNA-Expression in der Leber. aber nicht in der Skelettmuskulatur

Steigerung des Brustkorbumfanges.
Steigerung des Brustkorbumfangs, des Lebergewichts und des Gewichts des perirenalen Fettzewebes.

Steigerung der Anzahl der B-Lymphozvien und der roten Blutkérperchen; gesteigerte CD4/CD8-Ratio in den Lymphlknoten:
Lingennunahme des Diinndarms.

Steigerung des Dimndarmgewichts und des DNA- und Proteingehalts des Dimndarms; Wachstumssteigernung der
Dimnndarmschleimhaut.

Shaikh er al. [772] 20 pg/d fir 10 Tage intraammiotische Applikation fetales Schaf Steigerung der durch die TUGR reduzierten JGF-Ir-mRNA-Expression im Darm.

Jensen et al. [1003] 30 pg'kg/h fir 4 Stunden fetaler Venenkatheter fetales Schaf Abfall des Sauerstoffzehalts. des Glucosespiegels, der Harnstoffkonzentration und des Amino-Stickstoffgehalts im fetalen Bhit.
Steigerung der fetalen Bhut-Laktatkonzentration, der uterinen Sauerstoffaufnahme, der Laktataufnahme der Plazenta und der
Sauerstoff und Glucoseaufnahme des Fetus.

Studien an Nagetieren und IGF-1-Dosen im Vergleich zu unserer Studie

Kim et al. [769] 1 pg/g von Tag 0 bis Tag 13 (jeden 3. Tag), orale Applikation adulte Maus Steigerung des Dimndarmgewichts und Lebergewichts (erst nach einer mehr als dreimaligen Verabreichung des thIGF-1).
Gesamtdosis: etwz 150 pg/adulte Maus (bei
durchschmnittlich 30 g KG der Maus).

Clark et al [742] 7.5: 30 und 120 pg/d fiir 7/14 Tage. s.c. mittels osmotischer Pumpe  adulte Maus Steigerung des Korpergewichts (nur bei hichster Dosis von 4 mg/kg/d). Abnahme des Gesamiproteins. Cholesterins und Globulins
Gesamtdosis: zwischen 52,5 und 1680 des Serums. Steigenmg des Leber-, Milz-, Nieren- und Thymusgewichts und Steigerung der Lymphozytenzahl des Thymus und
pg/Maus (ca 30 g KG). der Milz.

Bohé er al. [943] 0.5 pg/z. 3 mal/d insgesamt 9 Injektionen. s. . Injektion adulte Ratte Reduktion der Igfbp-2-, Igfbp-3 -, Iefbp-4- und Iefbp-6-mRNA der Niere. Steigenung der Jgfbp -2 -mRNA-Expression der
Gesamtdosis: 900 pg/Ratte (bei ca. 200 g KG). Leber. Reduktion der Jgf-Ir -mRNA-Expression der Niere.

Unsere Stdie 0.2 pg/d an 2 aufeinanderfolgenden Tagen (0.04 ntraammiotische Applikation fetale Ratte Steigerung der Jgf~2r-mRINA-Expression und der Igf-1-Proteinexpression in der fetalen Rattenlunge; Redulktion des fetalen

ug'z). Gesamtdosis: 0,4 pg/Fetus (ca. 5 g
KG)

Kérpergewichts.

Extrapoliert auf einen Rattenfetus von 3 g KG, hitten Kim er al. im Vergleich zu unserer Studie die 62,5-fache und Clark er al. die 21,88- bis 700-fache Dosis appliziert.
Extrapoliert auf einen Rattenfetus von 5 g KG, hiitten Bohé ef al. im Vergleich zu unserer Studie die 56,25-fache Dosis appliziert.

Studie mit Applikation von IGF in der Zellkultur

Esumi ef al. [910]

thIGF-1 bzw. thIGF-2; jeweils 500 ng/ml
Kulturmedium

Zellkultur von Nitrofen-

exponierten Lungengeweben

fetale Ratte

Steigerung der Tif7 - und 77 a-mRNA-Expression nach Zusatz von thIGF-2 zur Zelllkultur (nach 48 Stunden), sowohl zwischen der|

thIGF-2- und der Kontrollbehandhmg, als auch zwischen der thIGF2- und der thIGF-1-Behandhmg.
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