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Referat

Die Unreife der Lunge bei Friihgeborenen kann zu einem lebensbedrohlichen Sauerstoffmangel
fiihren. Durch die zum Uberleben notwendigen Behandlung mit hohen Sauerstoffkonzentrationen
(Hyperoxie) sowie dem Auftreten von Inflammationen entwickeln 30 % der Friihgeboren mit
einem Gewicht < 1000 g eine bronchopulmonale Dysplasie (BPD), die durch eine Stérung der
Alveolarisierung der Lunge charakterisiert ist. Inflammationen werden durch den Receptor for
advanced glycation end-products (RAGE) verstarkt, der basal bereits sehr hoch in der Lunge
exprimiert wird. Seine spezifische Lokalisation auf den Alveolarzellen Typ | (AT I-Zellen) l&sst
zudem auf weitere Funktionen in der Lunge schlieRen. Aus diesem Grund soll die vorliegende
Arbeit die Bedeutung von RAGE bei der Lungenentwicklung und der Hyperoxie-induzierten BPD
untersuchen.

Dafiir wurden Wildtyp- (RAGE**) und RAGE-Knockout-Mause (RAGE") in einem Hyperoxie-indu-
zierten BPD-Modell untersucht. Die neugeborenen Mause wurden fir 14 Tage moderater (50 %
0,) oder starker Hyperoxie (75 % O,) ausgesetzt und erholten sich anschlieBend fir 45 bzw. 105
Tage bei Normoxie (21 % O;). Im Anschluss wurde die Lunge in situ (histologische Struktur und
Elastinfasern der Lunge, Expression von mRNA/Proteinen flr AT-Marker, bronchoalveoldre Lavage
(BAL), antioxidative Enzyme und ROS-Bildung) und ex vivo (Lungenfunktion) untersucht sowie die

Hamatogramme analysiert.

RAGE hat keinen Einfluss auf das Uberleben, Kérpergewicht und Himatogramm bei Normoxie.
Jedoch sind bei RAGE”-M3usen die Menge an Proteinen in der BAL erhoht, die Alveolarwinde
der neugeborenen Tiere dicker und die Anzahl der Alveolen geringer als bei RAGE*/*-M3usen. Die
MRNA-Expression der AT-Marker AQP5 und SP-C sind in RAGE7"-M3usen erhoht, die Proteinmen-
gen hingegen verringert. Auf die Expression antioxidativer Enzyme hat RAGE keinen Einfluss. Die
Compliance der Lunge ist in den RAGE”"-Mausen basal erhéht. Neonatale Hyperoxie fihrt zur
VergroRerung der Alveolen, wovon hauptséachlich die groBen Luftrdume betroffen sind, und zur Ver-
dickung der Alveolarwinde. Starke neonatale Hyperoxie fiihrt ausschlieBlich bei RAGE*/*-Méusen

zur Fragmentierung der elastischen Fasern und Erh6hung der Compliance.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass RAGE die alveolo-kapillare Membran abdichtet und sich
positiv auf die Alveolarisierung auswirkt. AuRerdem stabilisiert RAGE die AT-spezifischen Proteine
AQPS5 und SP-C. Postnatale Hyperoxie stort die Alveolarisierung und fiihrt RAGE-abhéngig zur Struk-
turveranderung von Elastinfasern. Eine BPD konnte nur bei starker postnataler Hyperoxie ausgeldst
werden, wobei RAGE die BPD noch verstarkt. RAGE hat demnach positive Effekte auf die Lungen-
entwicklung, wirkt sich aber negativ auf die Hyperoxie-induzierte BPD aus.
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AGE advanced glycation end-products

ALl acute lung injury

AQP5 Aquaporin-5

ARDS acute respiratory distress syndrome

AT I/11 Alveolarzellen Typ I/Il

ATP Adenosintriphosphat

BAL bronchoalveoldre Lavage

BPD bronchopulmonale Dysplasie

BSA bovines Serumalbumin

CAT Katalase

*CP 3-Carboxy-2,2,5,5-Tetra-Methyl-Pyrrolin-1-Oxyl
CPH 1-Hydroxy-3-Carboxy-2,2,5,5,-Tetramethyl-Pyrrolidin
CcOo, Kohlenstoffdioxid

COPD chronic obstructive pulmonary disease

Cu Kupfer

DNA deoxyribonucleic acid = Desoxyribonukleinsdure
ECM extrazelluldare Matrix

ELN Elastin

engl englisch

esRAGE endogenous secretory RAGE

GPx Glutathionreduktase

H,O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

HMGB1 High-Mobility-Group-Protein B1

HRP horseradish peroxidase

lgM Immunglobulin M

KM Knochenmark

LPS Lipopolysaccharid

LOX Lysyloxidase

MAP mitogen-activated protein

mH moderate neonatale Hyperoxie

MK Megakaryozyten

MLI mean linear intercept

MMP Matrixmetalloproteasen

Mn Mangan

N Normoxie

N, molekularer Stickstoff

NADPH reduziertes Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
NF-xB nuclear factor ’kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells
0, molekularer Sauerstoff

0, Superoxid

pc polyklonal

p21ras G-Protein Ras (Rat sarcoma)



p.m.
PND

pO>

RAGE
RAGE*/*
RAGE™”"
ROS

RT

$100

sH

SoD
SP-A/B/C/D
SRAGE

U

N

WT

Zn

postmenstruell

postnataler Tag

partieller Sauerstoffdruck

Receptor for advanced glycation end-products
Wildtyp

RAGE-Knockout

reactive oxygen species

Raumtemperatur

$100 calcium-binding protein = Calgranulin C
starke neonatale Hyperoxie
Superoxid-Dismutase

Surfactantprotein A/B/C/D

soluble RAGE

Unit

Uber Nacht

Wildtyp

Zink



1 Einleitung

Kein anderes Organ verandert sich zum Zeitpunkt der Geburt so extrem wie die humane Lunge.
Wahrend der Schwangerschaft wird der Fétus in der Fruchtblase (iber die Plazenta und Nabelschnur
ausreichend mit Sauerstoff (O,) aus dem maternalen Kreislauf versorgt. Die Lunge des Fotus ist
zu diesem Zeitpunkt noch zusammengefaltet und mit einer in der Lunge produzierten Flissigkeit
gefillt. Bereits im Mutterleib trainiert der Fotus die Atem- und Zwerchfellmuskulatur. Es bedarf
eines enormen Drucks, um die Lunge das erste Mal nach der Geburt vollstdndig zu entfalten und
mit Luft zu fillen, weshalb der erste Atemzug eines neugeborenen Babys besonders kraftvoll sein
muss. Die zu Beginn hochfrequente, unregelmaRige Atmung stabilisiert sich nach einiger Zeit und
es folgt eine regelméaRige Ventilation von 35 - 40 Atemziige/min. Im weiteren Verlauf unseres
Lebens ist die Respiration (Atmung) meist ein Automatismus, dessen Bedeutung nur dann in unser
Bewusstsein rickt, wenn wir uns darauf fokussieren oder die physiologische Funktion gestort

ist.

1.1 Makro- und mikroskopischer Aufbau der humanen Lunge

Die Lunge befindet sich in der Pleurahdhle des Thorax und ist mit viszeraler Pleura (Lungenfell)
bedeckt. Der Mensch besitzt zwei Lungenfliigel: der linke Lungenfliigel besteht aus einem oberen
und unteren Lungenlappen, der rechte Lungenfliigel unterteilt sich in einen oberen, mittleren und
unteren Lungenlappen. Nach der Teilung der Trachea (Luftréhre) an der Bifurkation in die beiden
Hauptbronchien, verzweigen sich diese in immer kleiner werdende Segmentbronchien bis in die
Bronchioli terminales (Terminalbronchien). An der bronchoalveolidren Ubergangszone gehen die
konduktiven, d.h. luftleitenden Atemwege direkt in den respiratorischen Abschnitt der Lunge (iber,
die am Gasaustausch beteiligt sind. In diesem Bereich befinden sich die Bronchioli respiratorii,
die schon einzelne Alveolen enthalten. Diese miinden in den Ductus alveolaris (Alveolargang),
der schlieBlich im Sacculus alveolaris (Alveolarsack) und den Alveolen (Lungenblaschen) endet.
Das gesamte Gewebe und alle Luftwege sowie Alveolen, die einem einzigen Bronchiolus termi-
nalis zuzuordnen sind, werden als Azinus bezeichnet. Ein Lungenazinus bildet den funktionellen
Endabschnitt der Lunge. Hier findet der Gasaustausch statt.

In der Trachea und dem Bronchialsystem besteht das Epithel aus mehrreihigem, hochprismati-
schem Flimmerepithel. In den Bronchiolen liberwiegt einschichtiges, iso- bis hochprismatisches
Flimmerepithel, das zum Teil keine Zilie (Flimmerharchen) mehr tragt. Unter der Epithelschicht
befindet sich die Lamina propria, in der sich glatte Muskulatur befindet. Das sich anschlieRende
Bindegewebe enthalt groRe Mengen elastischer Fasern sowie mukése und serdse Drisen, die in
die Bronchien miinden. In den groBen Bronchien befindet sich hyaliner Knorpel, der die Bronchien
offen hélt. Die Keulenzellen (veraltet Clara-Zellen) des respiratorischen Epithels in den Bronchiolen
sind sekretorisch aktive Zellen, die Proteine, die der Immunabwehr dienen, aber auch die Surfac-
tantproteine A und D (SP-A, SP-D) sezernieren. In den Alveolen befinden sich Pneumozyten vom

Typ | und Typ Il und aus dem Blut stammende Makrophagen.



1.1.1 Pneumozyten

Die Alveolen bilden die funktionelle Struktur der Lunge. Das Alveolarepithel besteht aus zwei Arten
von Pneumozyten. Die flachen Alveolarzellen Typ | (AT I-Zellen) sind teilungsunfahige, ausdiffe-
renzierte Zellen, die 50 - 100 um groR sind und ein Volumen von 2000 - 3000 pm?3 besitzen. Sie
machen ca. 8 - 10 % aller Lungenzellen aus und bedecken dabei etwa 95 % der Lungenoberflache.
Sie bilden zusammen mit den kapillaren Endothelzellen und den dazwischenliegenden Basalmem-
branen die Blut-Luft-Schranke, die im Folgenden als alveolo-kapillare Membran bezeichnet wird
und den Gasaustausch ermoglicht. AuBerdem sind AT I-Zellen flir die Wasserpermeabilitdt und die
Regulation der Alveolarfluidhomoostase der Lunge verantwortlich. Fiir diese Funktionen spielt
das Wasserkanalprotein Aquaporin 5 (AQP5) auf der apikalen Zelloberflache der AT I-Zellen eine
essentielle Rolle. In Zellanalysen dient AQPS5 als Oberflachenmarker fir die AT I-Zellen, ebenso wie
der Receptor for advanced glycation end-products (RAGE) (Fehrenbach et al., 1998; Shirasawa et
al., 2004).

Die kubischen Typ llI-Pneumozyten (AT II-Zellen) sind nur etwa 10 pum grof} und haben ein Vo-
lumen zwischen 450 - 900 um3. Sie machen etwa 15 % aller Lungenzellen aus, bedecken aber
lediglich 5 % der gesamten Lungenoberflache. Die Hauptfunktionen der AT lI-Zellen sind Pro-
duktion, Sekretion und Recyceln von Surfactant, einem oberflachenaktiven Tensid. AuRerdem
sind AT II-Zellen, im Gegensatz zu AT I|-Zellen, teilungsfahig und kdnnen beschadigte AT |-Zellen

ersetzen.

1.1.2 Receptor for advanced glycation end-products

Der Receptor for advanced glycation end-products (RAGE) ist ein Zelloberflachen-Rezeptor, der in
der Lunge extrem hoch exprimiert wird (Neeper et al., 1992; Demling et al., 2006). RAGE besteht aus
drei extrazellularen Immunglobulin(lg)-dhnlichen Domanen (Abb. 1): der V(ariablen)-Domane, die
die Bindestelle fiir die Liganden darstellt, der C(onstante)1-Domane, welche bei der Erkennung des
Liganden eine entscheidende Rolle spielt, sowie der C2-Doméne. Uber eine transmembranare Helix
ist RAGE in der Zellmembran verankert. Eine kurze zytoplasmatische Domane ist fiir die Entstehung
des intrazelluldren Signals und die nachfolgende NF-xB-Aktivierung verantwortlich (Fritz, 2011).
RAGE ist zudem in der Lage parallele (Dattilo et al., 2007) und anti-parallele Homodimere zu bilden
(Al-Robaiy et al., 2013).

Durch alternatives Splicing oder Spaltung des Membran-standigen RAGE entstehen verschiede-
ne l6sliche RAGE-Isoformen (Hudson et al., 2008) (Abb. 1). Zu diesen gehéren das endogenous
secretory RAGE (esRAGE) und das soluble RAGE (sRAGE). Letzteres findet sich vor allem in der
bronchoalveolaren Lavage (BAL). Die I6slichen RAGE-Isoformen besitzen die Fahigkeit, die RAGE-
Signalwirkung zu verringern, in dem sie als ,,Koder” fir die RAGE-Liganden dienen, diese binden,
jedoch kein Signal innerhalb der Zelle weiterleiten (Fritz, 2011). Es konnte gezeigt werden, dass bei
Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen (COPD) die SRAGE-Konzentration verringert (Yan
et al., 2003; Miniati et al., 2011) und die esRAGE-Konzentration bei Asthmapatienten erhoht ist
(Watanabe et al., 2011).

RAGE gehort aufgrund seiner Proteinstruktur zur Ig-Familie (Neeper et al., 1992; Schmidt et al.,
1992; Bierhaus et al., 2005) und spielt eine zentrale Rolle als Signalmolekil im angeborenen



Immunsystem. RAGE wird neben den advanced glycation end-products (AGEs) (Neeper et al.,
1992) von diversen proinflammatorischen Liganden wie z.B. HMGB1 (high-mobility group pro-
tein 1) (Muhammad et al., 2008; Alexiou et al., 2010), S100/Calgranulin (Hofmann et al., 1999)
und B-Amyloid (Yan et al., 1996) aktiviert. Dabei erkennt RAGE dreidimensionale Strukturen wie
z.B. 5-Faltblattstrukturen und Fibrillen, weshalb RAGE auch zu den Mustererkennungsrezeptoren
gezahlt wird (Fritz, 2011). Eine Liganden-Rezeptor-Interaktion induziert ein anhaltendes post-
Rezeptorsignal, das zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB fuhrt (Bierhaus et al., 2001).
RAGE tragt durch die NF-xB-Aktivierung zur Entstehung von Inflammationen bei, da viele inflamma-
torische Gene und deren Genprodukte, wie z.B. Interleukin-6 von NF-xB kontrolliert werden
(Londhe et al., 2008). Weiterhin fiihrt eine RAGE-Aktivierung tiber eine positive Feedback-Schleife
und die Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen zu einer Hochregulation des Rezeptors
selbst (Stern et al., 2002). RAGE konnte mit einer ganzen Reihen an chronischen Erkrankungen,
wie z.B. Diabetes (Vlassara et al., 1994), aber auch inflammatorischen Prozessen (Alexiou et al.,
2010), Atherosklerose (Koyama et al., 2005) sowie neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B.
Alzheimer (Yan et al., 1996) und Krebserkrankungen (Basappa et al., 2014) in Verbindung gebracht

werden.

Unabhangig von der immunologischen Bedeutung ist die allgemeine Rolle von RAGE in der Lunge
nur bedingt geklart. Bisher konnte gezeigt werden, dass RAGE in AT I-Zellen spezifisch an der
basalen und lateralen Membran lokalisiert ist (Fehrenbach et al., 1998; Shirasawa et al., 2004), die
Zelladhasion zur extrazellularen Matrix (ECM) fordert (Bartling et al., 2005; Demling et al., 2006) und
bei Zell-Zell-Kontakten eine Rolle spielt (Bartling et al., 2006; Demling et al., 2006). Im Gegensatz zu
allen anderen Organen und Geweben, bleibt die Expression von RAGE in der Lunge postnatal unter
physiologischen Bedingungen weiter hochreguliert. Eine Verringerung der pulmonalen Expression
von RAGE steht im Zusammenhang mit pathophysiologischen Veranderungen des Lungengewebes,
wie es z.B. bei Tumoren (Bartling et al., 2005), Fibrose (Queisser et al., 2008) und chronisch
obstruktiven Lungenerkrankungen (COPD) auftritt (Ohlmeier et al., 2010).



RAGE esRAGE/sRAGE

V-Domane
C1l-Domane
y C2-Domane - ..
Extrazelluldrer Raum
Transmembranare Helix Zellmembran

. . Zytoplasma
Zytoplasmatische Domane

Abbildung 1: RAGE-Aufbau und -Isoformen. RAGE besteht aus einer variablen V-Domane und den beiden kon-
stanten Doméanen C1 und C2, die sich im extrazelluldren Raum befinden, einer Transmembran-
Helix, die den Rezeptor in der Zellmembran verankert sowie einer zytoplasmatischen Domaéne.
Zu den bedeutendsten Isoformen zdhlen esRAGE und sRAGE, die nur aus den Doméanen V, C1
und C2 bestehen und ausschlieRlich im extrazellularen Raum vorkommen. (Abb. verdndert
nach Fritz, 2011)



1.1.3 Surfactant

Der Anti-Atelektasefaktor Surfactant (surface active agent) ist ein oberflachenaktives Tensid, wel-
ches die Innenseite der Alveolen liberzieht. Er wird von AT |l-Zellen synthetisiert und in deren
Speicherorganellen, den Lamellenk6rpern (lamellar bodies) gespeichert. Surfactant besteht aus
Phospholipiden, Giberwiegend Lecithin und verschiedenen assoziierten Proteinen, den Surfactant-
Proteinen A - D (SP-A, SP-B, SP-C, SP-D). Diese konnen als Marker fiir AT ll-Zellen genutzt werden. Die
Hauptaufgabe des Surfactant liegt in der Reduktion der alveolaren Oberflachenspannung bei der
Exspiration, wodurch der Kollaps der Alveolen (Atelektase) verhindert wird. AuBerdem fihrt Surfac-
tant zur Senkung des Eroffnungsdrucks kleiner Alveolen und Erhéhung der Lungen-Nachgiebigkeit
(Compliance), so dass kleinere Druckdifferenzen und weniger Atemarbeit zur Inspiration bendtigt

werden.

Bei Friihgeborenen besteht aufgrund der Unreife der Lunge oftmals ein Surfactantmangel, der
zu einem Atemnotsyndrom (respiratory distress syndrome, RDS) fiihrt. In diesen Fallen ist neben
entsprechenden Beatmungsstrategien eine Surfactantapplikation das Mittel der Wahl, welche
entweder als prophylaktische (ab Geburt bis 60 min postnatal) oder Interventionsbehandlung
(> 1-2 h postnatal bei klinischen und/oder radiologischen Zeichen des RDS) verabreicht wird
(Surfactanttherapie des Atemnotsyndroms Frithgeborener (RDS); Leitlinie der Gesellschaft fur
Neonatologie und Padiatrische Intensivmedizin (GNPI) und der Deutschen Gesellschaft fiir Kinder-
und Jugendmedizin (DGKJ); giiltig bis 01.01.2021).

1.2 Entwicklung der Lunge

Die Entwicklung der Lunge ist ein kontinuierlicher Prozess, der in der embryonalen Periode der
Schwangerschaft beginnt und bis in die Kindheit bzw. das friihe Erwachsenenalter andauert. Uber
die genauen Kontroll- und Regulationsmechanismen ist bisher wenig bekannt, jedoch unterlie-
gen diese der Interaktion zwischen Mesenchym und Epithel (Roth-Kleiner und Post, 2003). Die
Lungenentwicklung umfasst verschiedene Phasen (Abb. 2). Zu den pranatalen Phasen zdhlen die
embryonale, die pseudoglandulare, die kanalikulare und die sakkuldre Phase. Postnatal schlieRt

sich die Alveolarisierungsphase an.

1.2.1 Pranatale Lungenentwicklung

Die Lungenentwicklung beginnt beim Menschen etwa vier Wochen nach der Konzeption (Befruch-
tung) in der Periode der Organogenese mit der embryonalen Phase (4. - 6. Schwangerschaftswoche
(SSW)). Aus einer ventralen Knospe des Vorderdarm entstehen durch dichotome Teilung die beiden
Lungenfliigel und die ersten Bronchien (Roth-Kleiner und Post, 2003). In der sich anschlieBenden
pseudoglanduldren Phase (7. - 16. SSW) enstehen alle konduktiven Luftwege, der hyaline Knorpel
um die Hauptbronchien, glatte Muskelzellen, mukdse Driisen und die ersten unreifen AT II-Zellen
(Smith et al., 2010). In der kanalikularen Phase (17. - 24. SSW) entwickelt sich das pulmonale
Parenchym bis hin zum Bronchioli respiratorii. Aulerdem entsteht die erste Blut-Luft-Schranke
(Roth-Kleiner und Post, 2003) und die Alveolarzellen kdnnen in Typ | und -1l unterschieden werden

(Smith et al., 2010). Der Beginn der sakkuldren Phase (25. - Geburt) stellt momentan die Grenze



fur die Lebensfahigkeit von Friihgeborenen dar. Es entstehen die respiratorischen Luftwege bis
hin zu den Sacculi alveolares (Alveolarsack). Hier kann auch das erste Mal von echten Alveolen
gesprochen werden. Charakteristisch ist die Ausbildung einer doppelten Kapillarschicht in den
primaren Septen (Smith et al., 2010). Die Entwicklung des Surfactant-Systems (20. - 32. SSW) findet
parallel zur sakkuldaren Phase in den AT lI-Zellen statt. Die Sekretion des Surfactant beginnt jedoch
frithstens in der 30. SSW (Smith et al., 2010).
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Abbildung 2: Schematische Ubersicht zur prinatalen Lungenentwicklung beim Menschen. (Abb. veriandert
nach http://www.embryology.ch/allemand/rrespiratory/phasen07.html, Stand 17.06.2019)

1.2.2 Postnatale Lungenentwicklung

Postnatal kommt es zur Remodellierung des Lungenparenchyms und der Kapillaren sowie zur
Alveolarentwicklung. Beim Menschen finden 85 % der Alveolarisierung erst nach der Geburt statt
(Smith et al., 2010). Die peripheren, respiratorischen Luftraumen entsprechen dem sakkularen Typ
und sind charakterisiert durch dicke Septen mit einer zentralen Schicht Bindegewebe zwischen
einem doppelten Kapillarnetzwerk (Burri, 2006). Die Grundstrukturen fir die Alveolarisierung

bilden diese sog. primaren Septen.

Die Alveolarisierungsphase (36. SSW — 1 - 2 Lebensjahr) lasst sich in drei Stufen unterteilen (Abb.
3):

1.Stufe: sekundére Septation oder alveoldre Phase (Geburt - 12. - 24. Lebensmonat)

Die Bildung neuer Alveolarsepten erfolgt aus unreifen, bereits existierenden primaren Septen,
die durch eine doppelte Schicht KapillargefaRe charakterisiert sind (Mund et al., 2008). Durch
senkrechtes Wachstum in den Luftraum bilden sich die sog. sekundaren Septen (Roth-Kleiner
und Post, 2003), die ebenfalls ein doppeltes Kapillarnetz besitzen. Dadurch erhalten die Septen
ein kammartiges Aussehen und es lassen sich erstmals die Konturen der zuklinftigen Alveolen
erkennen (Burri, 2006).

2. Stufe: mikrovaskulare Reifung (6. Lebensmonat - 2. Lebensjahr)

Durch Reduktion des interkalierenden, septalen Interstitiums nahren sich die zwei KapillargefalSe
an und fusionieren zu einem einfachen Kapillarnetz (Roth-Kleiner und Post, 2003; Burri, 2006).

Parallel dazu verlangern und verdiinnen sich die sekundaren Septen, was den direkten Kontakt



zwischen dem Alveolarkapillarendothelium und den AT I-Zellen ermdoglicht. Ab diesem Zeitpunkt

spricht man von reifen Septen.
3. Stufe: spate Alveolarisierung (ab dem 2. Lebensjahr)

Nach dem 2. Lebensjahr kommt es hauptsachlich zum Wachstum der Lungenbestandteile. Da-
bei werden auch weiterhin neue Alveolarsepten, jedoch aus reifen, bereits existierenden Septen
gebildet (Mund et al., 2008). Ab dem 3. Lebensjahr entspricht die juvenile Lunge einer Mini-
version der adulten Lunge. Auch in der adulten Lunge finden sich noch unreife Septen (Burri,
2006).
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elastischen Fasern und Kollagenfibrillen

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Septenreifung als bedeutender Teil der postnatalen Lungenent-
wicklung. (Abb. verdndert nach Schittny et al., 2008)

Als wichtiges Versuchstier fiir die Lungenforschung hat sich die Maus herausgestellt, da die Pha-
sen der Lungenentwicklung bei Maus und Mensch sehr dhnlich sind (Chao et al., 2015) (Tab. 1).
Es gibt jedoch auch Unterschiede: beim Menschen hat sich bei der Geburt bereits ein Teil der
Alveolen gebildet, da die Alveolarisierung bereits in der 32. SSW beginnt. Bei Madusen beginnt die
Alveolarisierung erst am 5. postnatalen Tag (PND5) und endet an PND30, weshalb alle Alveolen
erst nach der Geburt ausbildet werden (Schittny et al., 2008). Genau durch diesen Unterschied
eignen sich Mause sehr gut als Model fir die friihreife Lunge. Bei Madusen entspricht die Zeit von
der Geburt bis PND30 dem Gestationsalter von der 28. Woche bis zum 36. Lebensmonat beim



Menschen (Roth-Kleiner und Post, 2003). Somit kénnen Studien zur Entwicklung friihreifer Lungen

an ausgereiften neugeborenen Méausen durchgefiihrt werden.

Dabei ist allerdings zu beachten, dass es einige anatomische Unterschiede zum Menschen gibt. Bei
der Maus besitzt der linke Lungenfligel, im Gegensatz zum Menschen, nur einen Lungenlappen.
Der rechte Lungenfliigel der Maus wird in einen cranialen, mittleren, caudalen und akzessori-
schen Lappen, also vier Lappen eingeteilt. Auch gibt es auf mikroskopischer Ebene Unterschie-
de: die Bronchioli respiratorii fehlen bei der Maus vollstandig (Mclnnes, 2014). Becherzellen,
auch Goblet-Zellen genannt, kommen in der Mauslunge ebenfalls nicht vor (Krinke und Weber,
2012).

Tabelle 1: Vergleichende Ubersicht Giber Phasen der Lungenentwicklung bei Mensch und Maus

Phasen Mensch Maus Entwicklung
embryonale 4, -6.SSW E9,5-E11,0 |- lobuldre Bronchien
- intrapulmonale konduktive und periphere
pseudo- Luftwege
glandulare 7.-16.55W E1L5-E165 | Differenzierung des respiratorischen Epithels
(unreife AT lI-Zellen)
- - pulmonales Parenchym
kanalikulare 17.-24.SSW | E16,6-E17,5 |- Blut-Luftschranke
- Differenzierung in AT |- und AT Il-Zellen
sakkulare 25. - Geburt E17,5- PND4 | - erste echte Alveolen
alveolire 36.SSW - 1./2. PNDS - PND - Kapillarnetz
Lebensjahr > 30 GroRteil der Alveolen

SSW = Schwangerschaftswoche, E = embryonic day (pranataler Tag), PND = postnataler Tag

1.2.3 RAGE in der Lungenentwicklung

Die RAGE-Expression ist stark mit der Lungenentwicklung verbunden und steigt wahrend der Alveo-
larisierungsphase kontinuierlich an (Lizotte et al., 2007; Reynolds et al., 2008). Dabei wird RAGE in
der sakkuldren Phasen der pranatalen Lungenentwicklung von undifferenzierten parenchymalen
Zellen gebildet (Reynolds et al., 2008). Mit der Geburt kommt es zu einer massiven Verdanderung
der RAGE-Expression. AT I-Zellen steigern die RAGE-Expression wahrend der alveolaren Phase,
wohingegen in anderen Zellen und Geweben die Expression herunter reguliert wird. In den bron-
chialen Epithelzellen ist RAGE dann nicht mehr nachweisbar. Ein marginaler Nachweis ist zu diesem
Zeitpunkt noch in den AT lI-Zellen zu finden, der auf das Potential von RAGE, die Differenzierung
von AT II- zu AT I-Zellen positiv zu beeinflussen, hindeutet (Reynolds et al., 2008). Eine zu hohe
RAGE-Expression vor der Alveolarisierung fiihrt zu schweren Lungenfehlbildungen und perinataler
Letalitat (Reynolds et al., 2011). Die zeitlich und raumlich regulierte RAGE-Expression wahrend der
Lungenentwicklung und im adulten Alveolargewebe deuten auf eine Funktion von RAGE bei der

Lungenmorphogenese und -homdostase hin (Reynolds et al., 2011).



1.3 Bronchopulmonale Dysplasie

Durch die Unreife der Lunge und den entwicklungsbedingten Surfactant-Mangel entsteht bei ex-
trem Frithgeborenen das klassische Krankheitsbild des Atemnotsyndrom (eng. respiratory distress
syndrome, RDS), das zur haufigsten Todesursache bei Frilhgeborenen zihlt (Benz-Bohm, 2005;
Smith et al., 2010; Nogee, 2017). Neben einer O,-Therapie und Atemunterstitzung, z.B. durch
Uberdruck-Beatmung (CPAP, eng. continuous positive airway pressure), ist in extremen Fillen
eine Langzeitbeatmung Uber ein Tracheostoma erforderlich, um den arteriellen O,-Gehalt des
Blutes zu erhéhen und die Entwicklung der Frilhgeborenen zu gewahrleisten (Baker, 2019). Dabei
erkranken ca. 30 % der Frithgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1000 g an bronchopulmo-
naler Dysplasie (BPD) (Stevenson et al., 1998). BPD ist eine multifaktorielle, potentiell reversible,
chronische Lungenerkrankung, die 1967 erstmals beschrieben wurde (Northway et al., 1967) und
durch die Unreife der Lunge, inflammatorische Prozesse, Barotraumen bei Beatmungstherapien
sowie die Toxizitat des verabreichten O, entsteht. Charakteristisch fiir BPD ist eine Storung der
Alveolarisierung (Coalson, 2006) und Vaskularisierung der Lunge (Thébaud und Abman, 2007), die

durch folgende klinische Merkmale gekennzeichnet ist:

e Tachypnoe

¢ vertiefte angestrengte Atmung mit Einziehungen am Brustkorb
¢ vermehrtes Bronchialsekret

e Husten

e Wachstumsverzogerung

e livide Haut und Schleimhaut

¢ rontgenologische Hinweise auf Lungenemphysem und Atelektase

In der sog. Vorsurfactantara wurde die ,alte” BPD als Folgeerkrankung der Beatmungstherapie bei
Frihgeborenen mit RDS angesehen, an der auch méaRig reife Friihgeborene erkrankten. Charakteris-
tisch waren diffuse Schaden der Luftwege, lokalisierte Uberbldhungen und eine interstitielle Fibrose
(Bland und Coalson, 2000). Zu den aktuell wichtigsten Praventions- und Therapiestandards gehoren
pranatale Kortikosteroide, die eine friihzeitige Lungenreife herbeifiihren sollen, Surfactantsubstitu-
tionen und individuelle Beatmungsstrategien (Pravention und Therapie der bronchopulmonalen
Dysplasie Friihgeborener, Leitlinien der Gesellschaft fiir Neonatologie und Padiatrische Intensiv-
medizin (GNPI) und der Deutschen Gesellschaft fiir Kinderheilkunde und Jugendmedizin (DGKJ),
glltig bis 30.06.2014). Dadurch hat sich das Krankheitsbild der BPD verandert. Die ,neue” BPD
der Surfactantara ist definiert als eine unreife-assoziierte Multisystemerkrankung, die durch eine
Verzogerung der Lungenentwicklung bei extrem unreifen Friihgeborenen charakterisiert ist (Allen
et al., 2003; Herting, 2010).

Auch bei BPD scheint RAGE eine Rolle zu spielen, da die Proteinmengen von esRAGE und sRAGE in
den Trachealsekreten von Frithgeborenen mit schwerer BPD verringert sind (Benjamin et al., 2018).
Interessanterweise macht dabei esRAGE den grofSten Teil des |6slichen RAGE aus, im Gegensatz
zu adulten Patienten mit ALI, bei denen sRAGE die vorherrschende Isoform ist (Jabaudon et al.,
2015). Eine andere Studie zeigt hingegen eine SRAGE-Erh6hung bei Friihgeborenen, die mechanisch
beatmet wurden bzw. eine BPD entwickelten (Rozycki et al., 2017). Eine RAGE-Uberexpression in

fetalen und adulten Ratten fiihrt zur Vereinfachung der Lungenarchitektur, wie sie auch bei BPD



vorkommt (Stogsdill et al., 2012, 2013). Dies macht deutlich, dass zu viel RAGE die Lungenentwick-
lung storen kann, wahrend zu wenig, zumindest von der |6slichen Form, Inflammationen férdern
kann (Rozycki et al., 2017).

»Sauerstoff ist das wichtigste Medikament zur Behandlung der chronischen Hypoxdmie bei BPD*
(Prévention und Therapie der bronchopulmonalen Dysplasie Frithgeborener, Leitlinien der GNPI
und der DGKJ, glltig bis 30.06.2014), wobei eine O,-Sattigung (SpO,) von 93 - 98 % unter O,-
Therapie empfohlen wird. Jedoch ist ein héherer Sattigungszielbereich (96 - 99 %) mit einer héheren
Rate an BPD-Exazerbationen assoziiert als ein niedriger Zielbereich (89 - 94 %) (The STOP-ROP
Multicenter Study Group, 2000). Abhéngig von der Hohe und Dauer der O,-Supplementation wird

zwischen verschiedenen Schweregraden der BPD unterschieden (Tab. 2).

Tabelle 2: Einteilung der BPD durch die National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI) in Maryland, USA

aus den Jahr 2000.
Schweregrad der BPD | Beschreibung
keine < 28 Tage O,-Supplementation
mild > 28 Tage O,-Supplementation, kein O, ab der 36. Woche p.m. benétigt
moderat ab der 36. Woche p.m. noch 30 % O,-Supplementation bendtigt
schwer ab der 36. Woche p.m. > 30 % O, oder Uberdruckbeatmung benétigt

p.m. = post menstruell

Es gilt zu beachten, dass die unreife Lunge von Friihgeborenen auf die normoxische O,-Konzen-
tration von 21 % aullerhalb des Mutterleibs noch nicht vorbereitet ist, da in der Gebarmutter
hypoxische Bedingungen herrschen. Schon der normale Luftsauerstoffgehalt stellt somit fiir die
Frihgeborenen eine hyperoxische Belastung dar, die durch die Verabreichung von zusatzlichem O,
wdahrend der Beatmungstherapie noch verscharft wird (Joshi und Kotecha, 2007; Vogel et al., 2015).
In der Abteilung fiir Neonatologie und Padiatrische Intensivmedizin des Universitatsklinikums Halle
(Saale) wird deshalb bei der Beatmung von Frithgeborenen eine durchschnittliche O,-Konzentration
von 50 % verwendet (personliche Kommunikation im Rahmen des gemeinsamen Forschungspro-
jektes: Bartling & Baier, Importance of the Receptor for Advanced Glycation End-products and
Endoglin at the alveolo-capillary membrane for the development of bronchopulmonary dysplasia
in preterm neonates by hypoxia-hyperoxia conditions, Roux-Projekt an der medizinischen Fakultat
Halle (Saale), FKZ 28-14).

1.4 Reaktive Sauerstoffspezies

Je hoher der Anteil an molekularem O, wahrend der Beatmung, desto mehr reaktive Sauerstoff-
spezies (engl. reactive oxygen species; ROS) entstehen (Freeman und Crapo, 1981; James et al.,
2013; Bouch et al., 2015; Xu et al., 2015). ROS bilden eine inhomogene Molekiilgruppe und sind
dadurch gekennzeichnet, dass sie alle Sauerstoff (O;) enthalten. Eine Hauptunterteilung der ROS

erfolgt in:

¢ nichtradikalische O-Verbindungen (z.B. Wasserstoffperoxid H,0,, Ozon O3)
¢ radikalische O-Verbindungen (z.B. Hyperoxid-Radikal O,°" (veraltet: Superoxid-Anion), Hydr-
oxyl-Radikal «OH)
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¢ radikalische NO-Verbindungen (reaktive Stickstoffspezies (RNS) z.B. Stickstoffmonoxid NOs,
Peroxynitrit ONOO ™)

Im Stoffwechsel entstehen Hyperoxid-Radikal (0,°") wahrend der Zellatmung in Mitochondri-
en, und der Phagozytose durch Immunzellen, wie neutrophile Granulozyten und Makrophagen
(Shadel und Horvath, 2015) sowie bei Entziindungsreaktionen (Ristow, 2014) durch Reduktion von
molekularem O, :

O, +e >0,

In geringer Konzentration spielen ROS eine wichtige Rolle als Signalmolekiile (Shadel und Horvath,
2015), kénnen jedoch in hohen Konzentrationen schadlich wirken und zu oxidativem Stress flhren.
Bei der Abwehr der o0.g. Spezies spielen natirlich vorkommende Antioxidantien (z.B. Ascorbinsaure
(Vitamine C), Tocopherol (Vitamin E), Carotinoide, Glutathion) und antioxidative Enzyme (z.B.
Superoxid-Dismutasen, Glutathionperoxidase, Katalase) eine wichtige Rolle. Die Enzyme der Familie
der Superoxid-Dismutasen (SOD) werden in drei verschiedene Gruppen unterteilt: cytosolische
Kupfer/Zink-enthaltenden SODs (Cu/Zn-SOD), Mangan-haltige SODs (Mn-SOD) in Mitochondrien
und Peroxisomen und extrazelluldre SODs (ecSOD) (Faraci und Didion, 2004). SODs haben eine
wichtige Bedeutung bei der Abwehr der radikalischen O-Verbindungen:

0,°" + Enzym®d — 0, + Enzymred
Enzym™d + 0,°" + 2H* > Enzym®“ + H,0,

Das entstehende H,0, wirkt sehr dtzend und zytotoxisch. Der Organismus schiitzt sich gegen
die toxische Wirkung mittels Enzymen wie Katalase und Peroxidase, die H,0; in H,O umwan-
deln:

2H,0, - O, + 2H,0

Das fetale Level an pulmonalen antioxidativen Enzymen steigt zum Ende der Schwangerschaft
kontinuierlich an (Asikainen und White, 2005; Poggi und Dani, 2014). Interessanterweise konnte
der genetische Polymorphismus von SODs in Zusammenhang mit der Entstehung von BPD gebracht
werden, was die Bedeutung der Balance des antioxidativen Redoxsystems verdeutlicht (Poggi et al.,
2012). Befinden sich die Bildung und der Abbau von ROS auBerhalb des physiologischen Gleichge-
wichts zu Gunsten der Anreicherung von ROS innerhalb der Zelle, spricht man von oxidativem Stress.
Da ROS sehr reaktionsfreudig sind, reagieren sie bei einem Uberschuss mit anderen Molekiilen,
wie Strukturproteinen und der DNA, und verursachen dadurch Schadigungen, die zu vielfaltigen
und irreversiblen Zellschaden fiihren kénnen (Bokov et al. 2004).

1.5 Hyperoxie-induziertes BPD-Modell und -Studien

Auch eine, durch hohe 0,-Konzentrationen (Hyperoxie) bedingte ROS-Produktion fiihrt zur Oxidati-
on von DNA, Proteinen und Lipiden (Bongarzone et al., 1995; Barker et al., 2006). Auf DNA-Ebene
kann es durch Hyperoxie zu Basenmodifikationen und Einzelstangbriichen kommen, wodurch das
Risiko einer Sequenzveranderung bei der Replikation steigt. Bei einer Akkumulation der Schaden
kann es zur zelluldaren Seneszenz oder Apoptose kommen, wodurch die Gewebeerneuerung beein-
trachtigt werden kann (Jackson und Bartek, 2009). Da der Redox-Zustand und O,-Konzentration
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wichtige Regulatoren fiir die Genexpression sind, werden durch die Hyperoxie aullerdem die Tran-
skription und die Translation beeinflusst (Fanburg et al., 1992). Dies flihrt zu einer Verringerung der
DNA-Synthese was sich negative auf die Zellproliferation und damit auch die Zellteilung auswirkt.
Dies kann wahrend der Entwicklung zum Absterben wichtiger Progenitorzellen in der Lunge fihren.
AuBerdem haben die Hyperoxie-induzierten Veranderungen der Zellproliferation Auswirkungen
auf Wachstums-relevante Proteine (Han et al., 1996). Im Zuge dessen kommt es zum vermehrten
Einstrom inflammatorischer Zellen in das Lungengewebe, die durch die Freisetzung oxidativer
Radikale und Proteasen weitere Lungenschiaden und Dysplasien verursachen. Des Weiteren setzen
die inflammatorischen Zellen Zytokine frei, die Inflammationen und Wachstumsfaktoren regulieren
und dadurch ebenfalls die Zellproliferation und fibroelatische Strukturen beeinflussen (Smith et al.,
1995). Es kommt zu Storungen in der Kollagenverteilung, wodurch die Lungenarchitektur nachhaltig
beeinflusst wird. Charakteristisch dafiir sind VergroRerungen der Luftraume, Fibrose und Inflamma-
tionen (Raffay et al., 2013; Bouch et al., 2015; Kumar et al., 2016). Hyperoxie fihrt auBerdem
zu einer Verringerung der Alveolarisierung der Lunge, welche mit dickeren Alveolarwanden und
grofReren parenchymalen Luftrdumen einhergeht (Bozyk et al., 2012; Lee et al., 2013; Bouch et al.,
2015).

In histologischen Analysen zeigt sich die Verringerung der Alveolarisierung u.a. in der VergrofSerung
des Mean Linear Intercept (MLI) (James et al., 2013; Jones et al., 2014; Wang und Huang, 2014;
Willis et al., 2018). In Ratten fiihrt Hyperoxie zudem zu einer Verringerung der mRNA-Expression
des AT I-Zell-Markers AQP5 (Fu et al., 2008), bei Mausen hingegen zu einer Zunahme (Yee et al.,
2014). Ahnlich verhilt es sich bei dem AT II-Zellmarker SP-C dessen Proteinmenge bei neugebo-
renen Mausen durch Hyperoxie an PND4 verringert und an PND10 erhoht ist (Yee et al., 2014).
Interessanterweise lassen sich eine Erhohung der Expression der antioxidativen Enzyme wie SODs
und GPx (Frank und Sosenko, 1991; Morton et al., 1999) sowie CAT (Bouch et al., 2017) durch
Hyperoxie nicht induzieren. In der Studie von Reynolds et al. (2010) an 10 Wochen alten Mausen
flihrt Hyperoxie zu einer Zunahme der RAGE mRNA-Expression und Proteinmenge. Allerdings
waren RAGE”"-Miuse gegen Hyperoxie-induzierte Inflammationen im Lungengewebe geschiitzt. In
der BAL fiihrt Hyperoxie zu einer Zunahme der Gesamtzellzahl und besonders der neutrophilen Gra-
nulozyten sowie der gesamten Proteinmenge (Reynolds et al., 2010). Diese Verdnderungen wirken
sich auch auf die Lungenfunktion aus. Hyperoxie fiihrt in Ratten zu einer Verringerung der Atemar-
beit (Shafa et al., 2018) und der Compliance bei Mausen (Chetty et al., 2008). Gerade Letzteres
wird auch bei Kindern mit BPD beobachtet (Tortorolo et al., 2002).

Besonders in der sensiblen Phase der Lungenentwicklung fiihrt Hyperoxie zu permanenten Schadi-
gungen der Lungenmorphologie, die sich in einer Verschlechterung der Lungenfunktion duern.
Das Hyperoxie-induzierte pathologische Bild entspricht dem von Kindern mit BPD, weshalb ei-
ne einfache Hyperoxie-Exposition zur Etablierung von BPD im Tier-Modell genutzt wird (Han et
al., 1996; Zhang et al., 2012). Viele bisher bekannte pathologische Veranderungen sind mittels
Tiermodellen an Mausen und Ratten beschrieben worden (Tab. 3). Dabei wurden jedoch meist
Uberproportionierte O,-Bedingungen (> 84 % O, sehr starke Hyperoxie) benutzt. Deshalb ist nicht
ausreichend geklart, ob klinisch relevante, moderate Hyperoxie-Bedingungen (40 - 60 % O,) zu

dhnlichen Ergebnissen fiihren.

Bei genauerer Analyse der Literatur, die sich mit dem Studienthema murine Hyperoxie-induzierte
BPD-/ALI-Modelle bzw. pulmonales RAGE beschaftigt, fallt auf, dass die meisten Arbeiten nur ein
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oder zwei Untersuchungsschwerpunkte analysieren (Tab. 3). Von den, in Tab. 3 dargestellten 88
Studien untersuchen 76 die histologische Struktur der Lunge, 61 die Genexpression verschiedenster
Gene, 25 die BAL, 22 die Lungenfunktion, sechs das Blut und nur vier pulmonales RAGE. Nur in
drei Studien wird RAGE bei Hyperoxie-Exposition untersucht und nur bei einer dieser Studie
sind die Versuchstiere neugeborene Ratten. Auch wurden in keiner der Studien die dargestellten
Untersuchungsschwerpunkte an den selben Versuchstieren analysiert, was einen Vergleich und

die Darstellung von Korrelationen schwierig gestaltet.

Durch Neugeborenen-Hyperoxie wird nicht nur das Uberleben von Frithgeborenen bedroht, es
stellt auch die Ursache fiir manche chronischen Lungenerkrankungen im Kindes- und Erwach-
senenalter dar und hat negative Auswirkungen auf die Lebensqualitat der Patienten (Han et al.,
2017b). Auch zeigen Erkrankte ein hoheres Risiko fiir die spatere Entwicklung von Asthma- oder
reaktive Atemwegserkrankung, Bluthochdruck (de Jong et al., 2012), Herz-Kreislauferkrankungen
oder Epilepsie (Crump et al., 2011b). Des Weiteren zeigen sich im Kindesalter vermehrt Verhal-
tensauffalligkeiten und Sprachentwicklungsstorungen (Anderson und Doyle, 2006) sowie eine

geringere Lebenserwartung (Crump et al., 2011a).

Zwar hat das Interesse an der Erforschung der Auswirkungen von Hyperoxie auf die Lunge und den
Mechanismen der Entstehung von Hyperoxie-induzierten Lungenschaden in den letzten Jahren
stark zugenommen (Abb. 4), trotzdem sind vor allem die Langzeiteffekte einer Neugeborenen-
Hyperoxie bisher wenig aufgeklart. Auch die Rolle von RAGE in der Lunge riickte zunehmend
in den Fokus. Dennoch gibt es kaum Studien, die die Rolle von RAGE bei Hyperoxie-induzierten

Lungenschaden untersuchen (Abb. 4).
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Abbildung 4: Historie der Publikationen. Mittels PubMed Recherche wurde die Anzahl der Publikationen fiir
die Stichworte: Lunge + Hyperoxie (weil}), Lunge + RAGE (grau) und Lunge + Hyperoxie + RAGE
(schwarz) fur die Jahre 2000 - 2019 (Stand 02.01.2020) ermittelt.
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Literaturtibersicht zum Thema murine Hyperoxie-induzierte BPD-/ALI-Modelle bzw. pulmonales
RAGE sowie zu verwendeten Versuchstieren, Alter der Tiere, O,-Konzentrationen, Dauer der

Tabelle 3

Anwendung, Normoxiedauer nach Hyperoxie und Aufarbeitungsschwerpunkten vergleichend zur

vorliegenden Arbeit.
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2 Zielstellung

Die Alveolarisierung stellt die letzte Phase der Lungenentwicklung dar, wobei die Bildung der
Alveolen lberwiegend ein postnatales Ereignis ist. Zu diesem Zeitpunkt ist die Bildung der Luftwege
bereits abgeschlossen. Daher diirfte Neugeborenen-Hyperoxie hauptsachlich die Entwicklung des
Lungenparenchyms, aber nicht der Luftwege schadigen. Da der AT I|-spezifische Rezeptor RAGE
im Lungenparenchym lokalisiert ist, kdnnte er dort eine zentrale Rolle bei der Alveolarisierung
wahrend der Lungenentwicklung, wie auch bei der Entstehung von Lungenparenchymschaden

durch Neugeborenen-Hyperoxie, wie sie bei der BPD vorkommen, spielen.

Dazu sollen folgende Fragen geklart werden:

1. Welche Bedeutung hat RAGE bei der Lungenentwicklung?

2. Welche Bedeutung hat RAGE bei der Hyperoxie-induzierten BPD?

Stellt man vergleichend eine Auswahl an Hyperoxie-Studien nebeneinander (Tab. 3), so fallt bei ge-
nauerer Analyse auf, dass die meisten Arbeiten immer nur einen Untersuchungsschwerpunkt, wie
z.B. die Histologie oder Expression aufweisen. Relativ wenige Arbeiten untersuchen die Funktion der
Lunge nach Hyperoxiebehandlung. Aus diesem Grund soll die vorliegende Arbeit eine zusammenfas-
sende Darstellung der Auswirkungen von Neugeborenen-Hyperoxie auf die Histologie, Expression,
Hamatologie und Lungenfunktion sein. Zudem sollen zwei verschiedene O,-Konzentrationen ver-
gleichend analysiert werden. Deshalb stellt die vorliegende Arbeit eine Neuerung in der Fille der
Hyperoxie-Studien dar, womit die Alleinstellungsmerkmale dieser Arbeit die RAGE-Analyse mittels
RAGE-Knockout-Mausstamm bei Neugeborenen-Hyperoxie und die zusammenfassende Darstellung

verschiedener Untersuchungsschwerpunkte in einer Mausstudie sind.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit soll die vergleichende und umfassende Analyse der RAGE-abhangigen
und -unabhédngigen Auswirkungen verschiedener O,-Konzentrationen auf die Lungenentwicklung
und die Hyperoxie-induzierte BPD sein. Dazu sollen RAGE-abhangige Analysen der Lungenparen-
chymstruktur und der Lungenfunktion bei jungen erwachsenen Mausen durchgefiihrt werden, die
als Neugeborene normoxischen oder moderaten (50 % O;) bzw. starken hyperoxischen (75 % O,)
Sauerstoffbedingungen ausgesetzt worden sind. Es sollen zudem die Expression ausgewdhlter Pro-
teine, die eine wichtige Rolle im Alveolarepithel und der antioxidativen Abwehr spielen, analysiert

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Maushaltung

Die Durchfiihrung der Tierversuche erfolgte nach Genehmigung durch das Landesverwaltungsamt
Sachsen-Anhalt in Halle(Saale) (203.m-42502-2-1258MLU). Es wurden Wildtyp-M&use (RAGE*/*)
vom Inzuchtstamm C57BL/6N (Charles River, Sulzfeld, D) sowie RAGE-Knockout-Méause (RAGE™)
(Chavakis et al. 2003), die liber 12 Generationen mit dem Stamm C57BL/6N zuriickgekreuzt wor-
den sind, verwendet. Allgemeine Haltung (spezifisch Pathogen-frei), Riickkreuzung, Kontrolle und
tierexperimentelle Versuche erfolgten am Zentrum fir Medizinische Grundlagenforschung (ZMG)
des Universitatsklinikums Halle (Saale). Fiir die tierexperimentellen Versuche wurde die konven-
tionelle Haltung in einem eigens dafiir eingerichteten Versuchsraum gewahlt. Die Tiere wurden
in Standardkafigen (265 x 205 x 140 mm, Bioscape, Emmendingen, D) in offenen Regalsystemen
gehalten. Das Umsetzen der Tiere erfolgte ebenfalls offen im Versuchsraum. Dieser unterlag einem
konstanten 12 h-Hell-Dunkel-Rhythmus. Die Raumtemperatur lag bei 21 °C und die Luftfeuchtigkeit
bei mindestens 45 %. Der Zugang zu Wasser und Futter erfolgte ad libitum. Zu den Enrichment-
Maflnahmen zdhlten das Einbringen von Nestbau-Material (Zellstoff) und Maus-Hauschen, sowie
die Gruppenhaltung. Die Miitter wurden mit den Jungtieren wahrend der Versuchsphase und zu
Beginn der sich anschlieRenden Normalisierungsphase zusammengehalten. Mit sechs Wochen
wurden die Jungtiere von der Mutter abgesetzt und nach Geschlechtern getrennt. Soweit es mog-
lich war, wurden die Wurfgeschwister zusammen in einem Kéfig gehalten, wobei die maximale
Anzahl von vier Tieren pro Kafig nicht Gberschritten wurde. Auf Einzelhaltung wurde weitestgehend

verzichtet.

3.2 Studien-Design

Die Behandlung der Mause mit Hyperoxie erfolgte in einer groen Polyacrylbox, die drei Stan-
dardkéfige fasste. In dieser konnten verschiedene Sauerstoffkonzentrationen mittels Computer-
gesteuerter Gasmischbatterie (AerFC-R7800; Hitachi Metals, Obuke, J) und O,-Gasdetektor (GfG,
Dortmund, D) eingestellt werden. Die Entwicklung und der Bau der Box erfolgten in Kooperation
mit der GCE GmbH (Teuschenthal), der FAP GmbH (Dresden) und dem ZMG (Halle). Die Kafige mit
den unbehandelten Mausen der Kontrollgruppe konnten direkt auf der Polyacrylbox aufgestellt
werden. Es wurden eine Studie mit moderater Hyperoxie (mH, 50 % O,) und starker Hyperoxie (sH,
75 % 0,) durchgefiihrt. Die neugeborenen RAGE*/*- und RAGE”"-M&use wurden innerhalb von
24 h nach der Geburt randomisiert und auf die Miitter verteilt, wobei jedem Muttertier sechs Neu-
geborene zugeordnet wurden. Als Kontrolle dienten Miitter und Jungtieren des entsprechenden
Genotyps, welche unter normalen Sauerstoffbedingungen (21 % O,, Kontrollgruppe, N) mitgefihrt
wurden. Die Muttertiere wurden in der Versuchsphase taglich zwischen Normoxie und Hyperoxie
ausgetauscht, um maternale Effekte zu vermeiden (Striider et al. 1999). Die Jungtiere wurden
die ersten 14 Lebenstage (Versuchsphase) unter den Hyperoxie-Bedingungen gehalten (Abb. 5,
Basisversuch). Im Hauptversuch schloss sich an diese 14-tdgige Versuchsphase eine 45-tagige Nor-
malisierungsphase unter normalen Sauerstoffbedingungen an (Abb. 5, Hauptversuch). Die Tiere
waren zum Zeitpunkt der Aufarbeitung 60 d alt (PND60). Im Langzeitversuch betrug die Normalisie-
rungsphase 105 Tage (Abb 5, Langzeitversuch). Die Aufarbeitung der Tiere erfolgte dann an PND120.
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Wahrend der gesamten Versuchsphase wurde taglich und wahrend der Normalisierungsphase
regelmaRig das Gewicht und der Gesundheitszustand der Tiere kontrolliert und dokumentiert. Die
BAL-, Blut- und Organentnahme erfolgte am narkotisierten Tier. Dazu wurde den Tieren nach dem
Wiegen eine Xylazin/Ketamin-Mischung mit einer Endkonzentration von 65 mg Ketamin/kg und
13 mg Xylazin/kg Korpergewicht mittels 1 ml-Spritze i.p. injiziert.

Basisversuch C57BL/6N  HE Normoxie (21% O,)
[ ] RAGE** 1 moderate Hyperoxie (50 % O,)
— RAGE”

[ starke Hyperoxie (75 % O,)

Hauptversuch

Langzeitversuch

C ' . - —]
0-1 14 30 60 120 PND
neugeboren infantil jung jung-adult
keine Alveolarisierung Lungenwachstum Lungenfunktion

Alveolarisierung beendet abgeschlossen optimal

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Die neugeborene RAGE*/* -und RAGE”"-M&use
wurden in drei Gruppen eingeteilt: Kontrollgruppe (21 % O,), moderate Hyperoxie (50 % O;)
und starke Hyperoxie (75 % O,). Im Basisversuch erfolgten die Analysen direkt nach der
Hyperoxie-Exposition an PND14, im Hauptversuch nach zuséatzlichen 45 Tagen Normoxie an
PND60 und im Langzeitversuch an PND120.

3.3 Analyse der bronchoalveoladren Lavage

Die Lunge wurde intrathorakal dreimal mit 300 ul PBS gesplilt und die gewonnene bronchoalveoladre
Lavage (BAL) in einem 1,5 ml Eppendorf-GefaRR gesammelt. Anschiefend wurde die BAL fiir 10 min
bei 400 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir weitere Analysen (BCA, ELISAs) bei
-20 °C gelagert. Das Zellpellet wurde flr zytologische Analysen verwendet.

3.3.1 Zytologische Analyse

Das Zellpellet wurde in 200 ul PBS resuspendiert. Davon wurden 50 ul genutzt, um die Zellzahl
(n/BAL) mittels Neubauer-Zahlkammer zu ermitteln. Es wurden pro Tier vier GroBquadrate (je 0,1
mm3) ausgezahlt und die Zellzahl wie folgt berechnet (Formel 1):

Formel 1: Berechnung der Gesamtzellzahl pro BAL

L_n1+n2+n3+n4
BAL 4

x 10 x 200 (1)

Die restlichen 150 ul der Zellsuspension wurden fiir die zytologische Analyse mittels Cytospin

(Cyto®-System, Heraeus Holding GmbH, Hanau, D) verwendet. Dazu wurden zweimal je 75 ul
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Zellsuspension auf einen Objekttrager (Siisse Labortechnik GmbH & Co. KG, Gudensberg, D) zentri-
fugiert und im Anschluss mit dem HemaDiff Schnellfarbungs-Kit (Bioanalytic GmbH, Umkirch, D)
nach dem Protokoll fiir Blutausstriche des Herstellers fixiert und gefarbt. Fir die mikroskopisch
Auswertung wurde ein Axiovert Mikroskope mit Axio Cam ICC1 Kamera (Carl Zeiss, Jena, D) fiir
Farbbilder verwendet. Insgesamt wurden pro Praparat 200 Zellen ausgezahlt, die anhand ihrer

spezifischen Farbung differenziert wurden.

3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration in der BAL wurde mittels Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Sci-
entific, Rockford, USA) bestimmt. Die Herstellung der working solution und der BCA-Standardreihe,
sowie die Verdiinnung der Proben erfolgten nach Herstellerangaben. Die Inkubation wurde fiir
30 min bei 60 °C durchgefiihrt. Die Messung der Absorption erfolgte direkt im Anschluss mit dem
TECAN Infinite® M1000 (TECAN Infinite® M1000, Tecan Trading AG, Mannedorf, CH) bei 562 nm.
Die Auswertung wurde in Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, USA) und anhand der

Standardreihe vorgenommen.

3.3.3 Albumin-ELISA

Die Albuminkonzentration in der BAL wurde mittels Mouse Albumin ELISA Kit (Bethyl Laboratories,
Montgomery, USA) sowie dem ELISA Starter Accessory Kit (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA)
bestimmt. Die Herstellung der Puffer und der Standardreihe erfolgten nach Herstellerangaben.
Die BAL-Proben wurden unverdiinnt und der sekundare Antikorper (AK) 1 : 100.000 verdinnt
eingesetzt. Die Messung der Absorption erfolgte mit dem TECAN Infinite® M1000 (TECAN Infinite®
M1000, Tecan Trading AG, Mannedorf, CH) bei 450 nm. Die Auswertung erfolgte anhand der
Standardreihe.

3.3.4 IgM-ELISA

Die IgM-Konzentration in der BAL wurde mittels Mouse IgM ELISA Kit (Bethyl Laboratories, Montgo-
mery, USA) und dem ELISA Starter Accessory Kit (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA) bestimmt.
Die Herstellung der Puffer und der Standardreihe erfolgten nach Herstellerangaben. Die BAL-Proben
wurden 1: 200 und der sekundare AK 1 : 200.000 verdiinnt eingesetzt. Die Messung der Absorption
und die Auswertung erfolgten wie unter 3.3.3 beschrieben.

3.3.5 sRAGE-ELISA

Die sRAGE-Konzentration in der BAL wurde mittels Kit Duo Set ELISA Mouse RAGE (R&D Systems
Inc., Minneapolis, USA) bestimmt. Die Prdparation der Puffer und der Standardreihe erfolgten nach
Herstellerangaben. Als Substrat wurde das 1-Step™ Ultra TMB-ELISA (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA) benutzt. Die BAL-Proben wurden unverdiinnt und der Streptavidin-HRP AK 1 : 200
verdiinnt eingesetzt. Als Negativ-Kontrolle diente die BAL von RAGE”"-Méusen. Die Messung und

Auswertung erfolgten wie unter 3.3.3 beschrieben.
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3.4 Erstellung der Himatogramme

Zur Gewinnung des Blutes wurde der Bauchraum eréffnet und die Vena cava caudalis (untere
Hohlvene, beim Menschen Vena cava inferior) durchtrennt und das arteriovendse, heparinisierte
Mischblut aufgefangen. Von 12 pl des so gewonnenen Blutes wurden Hamatogramme mittels
dem Scil Vet Animal blood counter (scil animal care company GmbH, Viernheim, D) erstellt. Die

Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel.

3.5 Praparation der murinen Lunge

Die Lungenpraparation erfolgte nach den Vorgaben von Prof. Dr. phil. nat. Johannes Schittny
(Institut fir Anatomie, Universitit Bern, CH). Nach dem Offnen des Thorax wurde der rechte
Lungenfliigel abgebunden und der linke Lungenlappen intratracheal fir 10 min mit einer 20 cm
Wassersaule aus 4 % PBS-gepuffertem Formaldehyd fixiert. Nach der Inkubationszeit wurde der
linke Lungenlappen abgebunden, aus dem Thorax heraus prdpariert, in PBS gespult und in 4 % PBS-
gepuffertes Formaldehyd liberfiihrt. Der linke Lungenlappen wurde fiir 36 h bei Raumtemperatur
(RT) auf einem Taumelrollenmischer fixiert und anschlieBend in 70 %iges Ethanol tUberfihrt und

bei 4 °C gelagert.

Die Lungenlappen der rechten Lunge wurden anschliefend ebenfalls aus dem Thorax prapariert und
wie folgt verwendet: der craniale Lappen fiir Proteinanalysen, der mittlere Lappen fiir ROS-Analysen,
der caudale fiir RNA-Analysen (diese wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gela-

gert) und der akzessorische Lappen zur Bestimmung der wet-to-dry-Ratio.

3.6 Water-to-dry-weight-Ratio

Die water-to-dry-weight-Ratio (wet-to-dry-Ratio) gilt als Parameter fiir die Odembildung und wurde
fir den akzessorischen Lungenlappen der rechten Lunge bestimmt. Nach dessen Prdparation aus
den Thorax wurde dieser mit PBS gespiilt, trocken getupft und in ein vorher gewogenes 1,5 ml
Eppendorf-Gefal Gberflhrt. Im Anschluss wurde das gesamtes 1,5 ml Eppendorf-Gefall gewogen,
um das Feuchtgewicht (water weight) des Lungenlappens zu ermitteln. Der Lungenlappen wurde
24 h bei 60 °C getrocknet und anschlieRend erneut gewogen, um das Trockengewicht (dry weight)
zu ermitteln. Aus beiden Werten wurde dann die wet-to-dry-Ratio wie folgt berechnet (Kitamura
et al. 2001) (Formel 2):

Formel 2: Berechnung der wet-to-dry-weight-Ratio

LG
wet-to-dry-weight-Ratio = —o (2)
dry

3.7 Proteinbiochemische Analyse des Lungengewebes

Fir die Proteinanalysen wurde der craniale Lungenlappen des rechten Lungenfligels verwendet.
Nach dessen Prdparation aus dem Thorax wurde der craniale Lungenlappen mit PBS gespiilt,

trocken getupft, in Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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3.7.1 Herstellung der Proteinlysate aus murinen Lungengewebe

Die Lungenproben wurden auf Eis aufgetaut und gewogen. Pro 10 mg Lungengewebe wurde
30 pl Lysispuffer in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal vorgelegt und das aufgetaute Gewebe
dazugegeben. Die Homogenisierung erfolgte mit verschieden grofRen Pellet Pestles und dem Pellet
Pestle® Cordless Motor (DWK Life Sciences Kontes™ Pellet Pestle™, Wertheim, D). Das Homogenisat
wurde fiir 15 min auf Eis gelagert und anschliefend ein zweites Mal homogenisiert. Weitere 20 pl
Lysispuffer pro 10 mg Lungengewebe wurden vorsichtig untergemischt und das Lysat weitere
15 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein DNA-Verdau mit 1 pl Benzonase fiir 10 min bei
37 °C. Das Lysat wurde dann fiir 10 min bei 16.000 x g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand,
das fertige Proteinlysat, in ein neues 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefall tiberfiihrt und bei -20 °C
gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Lungenlysate erfolgte wie in Kapitel 3.3.2
fir die BAL beschrieben.

3.7.2 Western Blot-Analyse

Fir die Natriumdodecylsulfat(SDS)-Polyacrylamidgelelektrophorese wurden je Hofer-Apparatur
zwei Polyacrylamid-Gele eingesetzt. Dazu wurden verschieden prozentige Trenngele und ein 5 %
Sammelgel hergestellt (Tab. 4). 20 pg Proteinlysat wurden mit 1 x Laufpuffer mit 0,1 % SDS bei 120 V
elektrophoretisch aufgetrennt. Als Molekulargewichtsmarker dienten 5 ul des PageRuler Prestained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA). Der Transfer der elektrophoretisch
aufgetrennten Proteine auf die Amersham™Protran™ 0,2 um Nitrocellulose Blotting Membran (GE
Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, UK) erfolgte mittels Trans-Blot®Turbo™Transfer System
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA). Fiir den Transfer wurde das Programm ,,Mixed MW*
(7 min bei 2,5 A), fur Protein mit einer GroRRe zwischen 5 - 150 kDa gewdhlt. Nach dem Transfer
wurde die Membran mit ddH,0 gewaschen und die Ubertragung der Proteine auf die Membran
durch Anfarbung mit Amidoschwarz B10 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA) kontrolliert.
Die Fotos der gefarbten Membranen dienten zur Normalisierung der Ergebnisse. AnschlieRend
wurde die Membran mit 5 % BSA (Albumin Fraktion V, AppliChem GmbH, Darmstadt, D) oder 5 %
Milchpulver (Carl Roth, Karlsruhe, D) in PBST fiir 1 h bei RT inkubiert, um unspezifische Bindungen

der Antikorper zu blockieren.

Tabelle 4: Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele. Die Volumina der entsprechenden Komponenten
reichen fiir zwei 0,75 mm Polyacrylamid-Gele 4 3 ml.

Komponenten 5 % Sammelgel 10 % Trenngel l 12,5 % Trenngel l 15 % Trenngel
Trenngelpuffer 500 pl 2,25 ml

40 % Acrylamid 520 ul 1,5 ml 1,9 ml 2,25 ml
ddH,0 2,9ml 2,14 ml } 1,75 ml } 1,4 ml

10 % SDS 40 pl 60 pl

10 % APS 25 pl 50 pl

TEMED 5l 5 ul

Danach erfolgte die Antikérperhybridisierung. Dazu wurde der primare Antikérper (Tab. 5) in einer
5%igen BSA- bzw. Milchlésung verdiinnt und die Membran GN bei 4 °C auf dem Schiittler inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Membran 3 x 5 min mit je 50 ml PBST gewaschen. AnschlieRend
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erfolgte die Antikérperhybridisierung mit dem entsprechenden sekundéren Antikérper (Tab. 5) fur
1 h bei RT auf dem Schiittler. Es schloss sich erneut ein 3 x 5-min(itiger Waschschritt mit je 50 ml
PBST an.

Der Nachweis der gebundenen Antikoérper erfolgte unter Verwendung der Western Blot Luminol
Reagenz (Santa Cruz, Santa Cruz, USA). Daflr wurde die ECL-L6sung nach Herstellerangaben herge-
stellt und gleichmaRig Gber die Membran verteilt. Die absorbierte Chemilumineszenz wurde mit
dem LAS-3000 Computer-gestiitzten Image-System (Fuji Film, Tokyo, J) detektiert. Die Auswertung
der Signale erfolgte mit der Software AIDA 2.0 (Raytest, Straubenhardt, D).

Wurde die Membran mit mehreren Antikdrpern inkubiert, musste nach dem Nachweis des ersten
Antikorpers dieser zusammen mit dem sekunddren Antikérper von der Membran entfernt werden.
Dazu wurde die Membran fiir 30 min bei 60 °C mit Stripping-Puffer inkubiert. Im Folgenden wurde
die Membran mit ddH,0 und im Anschluss daran 3 x 10 min mit 50 ml PBST gewaschen. Danach
wurde die Membran, wie oben beschrieben, geblockt und anschlieBend mit dem neuen Antikérper
hybridisiert.

Tabelle 5: Zusammenstellung der verwendeten Antikorper fir die Western Blot-Analysen.

Antikérper Beschreibung Firma Bestellnummer Verdiinnung
Primdre Antikérper

AQP5 pc, rabbit a-mouse Sigma A4979 1:1.000
RAGE pc, rabbit a-mouse Abcam ab65965 1:2.000
SP-B pc, rabbit a-mouse Santa Cruz sc-13978 1:400
SP-C pc, rabbit a-mouse Santa Cruz Sc-13979 1:500
Sekunddrer Antikérper

crabbit p%iﬁ;‘::gﬁ': Cell Signaling 7074 1:20.000

pc = polyklonal, HRP = horseradish peroxidase, a = anti

Die Gewebepraparate der alteren Tiere (PND270 und PND720) fiir die Proteinanalysen waren be-
reits vorhanden und stammen aus dem Tierversuchsprojekt 203.m-42502-5-30MLU.

3.7.3 Dot Blot-Analyse

Fir die Dot Blot-Analyse wurden 2 pg Protein in 200 pl PBS verdiinnt und mittels Whatmann™Mini-
fold I™ Slot-Blot System/Arcyl (GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, UK) auf eine Amersham™
Protran™ 0,2 um Nitrocellulose Blotting Membran (GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire,
UK) aufgetragen. Zur Kontrolle der Proteinbeladung wurde die Membran mit Amidoschwarz B10
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA) gefarbt und fotografiert. Das Foto diente anschlieRend

zur Normalisierung der Ergebnisse.

Nachdem die Membran mit PBST gewaschen wurde, folgte die Blockierung in PBST +5 % BSA +3 %
H,0, fiir 1 h bei RT. Direkt daran schloss sich die Hybridisierung mit dem primaren Antikorper (Tab.
6) in PBST + 1 % BSA (N bei 4 °C an. Am nachsten Tag wurde die Membran 3 x 10 min mit PBST
gewaschen, bevor die Hybridisierung mit dem sekundaren AK fiir 1 h bei RT erfolgte (Tab. 6). Nach
erneutem Waschen der Membran wurde das Western Blot Luminol Reagenz (Santa Cruz, Santa
Cruz, USA) verwendet und die Signale mit dem LAS-3000 Computer-gestitzten Image-System (Fuji
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Film, Tokyo, J) detektiert. Die Auswertung der Signale erfolgte mit der Software AIDA 2.0 (Raytest,
Straubenhardt, D).

Tabelle 6: Zusammenstellung der verwendeten Antikérper fiir die Dot Blot-Analysen.

Antikorper I Beschreibung Firma Bestellnummer Verdiinnung
Primdre Antikérper

AQP5 pc, rabbit a-mouse Sigma A4979 1:2.000
Katalase pc, rabbit a-mouse Abcam ab16731 1:1.000
CuZn-SOD pc, rabbit a-mouse Abcam ab88404 1:1.000
Mn-SOD pc, rabbit a-mouse Biomol (Rockland) 600-401-G13 1:2.000
RAGE pc, rabbit a-mouse Abcam ab65965 1:2.000
Sekunddrer Antikérper

a-rabbit pERg'f_ i:;:,;ag?:rltt 9 Cell Signaling 7074 1:20.000

pc = polyklonal, HRP = horsradish peroxidase, a = anti

3.8 RNA-Analyse des Lungengewebes

Fiir die Analyse der RNA wurde der caudale Lungenlappen der rechten Lunge der Mause verwen-
det.

3.8.1 RNA-Praparation und Konzentrationsbestimmung

Die Gesamt-RNA aus dem Lungengewebe wurde mittels TRIzol™ Reagent (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA) isoliert. Dazu wurde 1 ml Trizol in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal vorge-
legt, das mechanisch pulverisierte Lungengewebe hinzugegeben und der Ansatz fiir 5 min bei RT
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden 200 pl Chloroform hinzugefiigt und die Lésung fir
15 s geschiittelt. AnschlieBend wurde das Gemisch fiir 15 min auf Eis inkubiert und fur weitere
15 min bei 4 °C und 12.000 x g zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde in ein neues 1,5 ml
Eppendorf ReaktionsgefaR iiberfiihrt. Die weitere Priparation der RNA aus diesem Uberstand
erfolgte mit dem InviTrap® Spin Cell RNA Mini Kit (Stratec Molecular GmbH, Berlin, D) nach Herstel-
lerangaben. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde die Konzentration der so gewonnenen
RNA mittels Nano Drop ND-1000 Spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) bei einer
Absorption von 260 nm und 280 nm gemessen. Die 260/280-Ratio sollte zwischen 1,85 - 2,10
liegen, um Verunreinigungen mit Proteinen oder andere Kontaminationen ausschlieRen zu kdnnen.
Zur Kontrolle der RNA-Menge und -Qualitat wurde diese auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen und

elektrophoretisch aufgetrennt.

3.8.2 Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription wird die zuvor praparierte RNA mittels der reversen Transkriptase
in komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben. Daflir wurden gleiche Mengen RNA mit den
Komponenten der 1. Reaktion vermischt und fiir 5 min bei 70 °C denaturiert (Tab. 7). AnschlieBend
wurde der Ansatz auf 10 °C abgekihlt und der Ansatz der 2. Reaktion hinzugegeben (Tab. 7).
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Der gesamte Ansatz wurde gut gemischt und fiir 50 min bei 42 °C inkubiert. Um die First strand-
Reaktion zu inaktivieren, wurde der Ansatz fir 1 min auf 95 °C erhitzt. Fir alle Inkubations- und

Denaturierungsschritte wurde der Thermocycler (icycler™, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

USA) verwendet.

Tabelle 7: Zusammenstellung der Reaktionsansatze fur die reverse Transkription.

Komponente I Konzentration I Volumen in pl I Endkonzentration
1.Reaktion

RNA 50 ng/ul 12 600 ng
First strand Puffer 5x 4 1x
Random Primer 25 ng/ul 2 50 ng
dd DEPC-H,0 2

Gesamtvolumen 20

2. Reaktion

First strand Puffer 5x 2 1x
dNTP 10 mM 1 250 nmol
M-MLV-RT 200 U/ul 0,5 100 U/ul
dd DEPC-H,0 1,5

Gesamtvolumen 5

3.8.3 Quantitative Polymerasekettenreaktion

Die quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR) wurde mittels iCycler iQ™ Real-Time PCR Detec-
tion System (Rio-Rad, Hercules, USA) und der GoTaq® pPCR Mastermix (Promega, Mannheim, D)
durchgefiihrt. Die Anweisungen zur Herstellung der Reaktionsansatze sowie die verwendeten Zy-
klusparameter wurden dem Herstellerprotokoll entnommen. Zur Kalkulierung des mRNA-Gehaltes

wurde eine externe cDNA-Standardreihe verwendet. Die verwendeten Primer sind in Tab. 8 darge-

stellt.

Tabelle 8: Zusammenstellung der Primer fir die qPCR.

Gen Forward Primer Reverse Primer

SP-B 5'-AGTTCTCCTGCTAGACGCAC-3' 5'-CTGTTCACACTTTTGCCTGTC-3
SP-C 5'-TCCTGATGGAGAGTCCACCG-3' 5'-CAGAGCCCCTACAATCACCAC-3'
ELN 5'-TCCTGG AGCCACTCTTACAG-3’ 5'-CTCTCTCTCCCCAATTAGCC-3'

3.9 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie

Flr die ROS-Analyse mittels Elektronenspinresonanz(ESR)-Spektroskopie wurde der mittlere Lun-
genlappen der rechten Lunge verwendet. Nach der Praparation wurde der rechte Lungenlappen
mit PBS gespiilt, trocken getupft, in Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Das Protokoll
zur ESR-Spektroskopie-Messung im Lungengewebe der Maus wurde anhand der Publikation von
Adam et al. (2010) fiir die Messung in Nierengewebe von Ratten etabliert.
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3.9.1 Herstellung der Lungenlysate fiir die ESR-Analyse

Die Proben wurden gewogen und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefidlie iberfiihrt. Pro 1 mg Gewebe
wurden 5 ml Praparationspuffer hinzugegeben. Die Proben wurden mit dem Pellet Pestles und
dem Pellet Pestle® Cordless Motor (DWK Life Sciences Kontes™ Pellet Pestle™, Wertheim, D)
homogenisiert und anschlieRend fiir 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein zweiter Homogeni-
sierungsschritt. Das Lysat wurde anschlieRend fiir 10 min bei 600 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf-GefiR tiberfiihrt und erneut auf Eis gelagert. Vom
Beginn der Aufarbeitung bis zum Beginn der Messung miissen 90 min vergehen, da erst dann die
systembedingte ROS-Bildung im Lungengewebe beendet ist und die CPH-bedingte ROS-Detektion

beginnen kann.

3.9.2 Messung mit ESR-Spektrometer

Die ESR-Messung wurde mittels Elektronenspektrometer Mini Scope MS100 (Magnettech GmbH,
Berlin, D) und der Software Mini Scope Control 6.73 durchgefiihrt. Fir die Messung wurden
10 pl des Lungenlysats zu 90 ul der 1 mM CPH-Lésung (1-Hydroxy-3-Carboxy-2,2,5,5-Tetramethyl-
Pyrrolidin; Noxygen, Elzach, D), ein spin trap fur O,°~, hinzugegeben, gut gemischt und in eine
Glaskapillare (Blaurand®intraMARK Mikropipette, Brand GmbH + Co. KG, Wertheim, D) aufgezogen.
Das untere Ende der Kapillare wurde sorgfaltig mit Knetgummi (Brand GmbH + Co. KG, Wertheim, D)
verschlossen und die Kapillare in das Gerat eingesteckt. Die Messung des entstehenden 3-Carboxy-
2,2,5,5-Tetra-Methyl-Pyrrolin-1-Oxyl (¢CP) erfolgte im 10 min-Takt fir 1 h bei RT. Pro Messzeitpunkt
wurden drei Messwerte generiert, aus denen der Mittelwert gebildet wurde. Diese wurden in
einem zeitabhangigen xy-Diagramm aufgetragen. Der Anstieg m, der sich ergebenen Trendlinie
ist der ermittelte ROS-Wert der Probe. Als Blank wurde PBS mitgefiihrt und der Blank-Messwert
als Hintergrundrauschen von den Messwerten der Proben abgezogen. Als Kontrolle wurde eine
Standardkurve mit dem eCP-Radikal von 0 - 90 uM mitgefihrt.

3.10 Histologische Lungenanalysen
3.10.1 Paraffineinbettung

Flr die Paraffineinbettung wurde der bei 20 cm Wassersaule fixierte linke Lungenlappen fiir 36 h in
4 % PBS-gepuffertes Formaldehyd (Merck KGaA, Darmstadt, D) final fixiert, anschlieBend in 70 %iges
Ethanol tberfiihrt und bei 4 °C gelagert. Am Tag der Einbettung wurden die Praparate dehydriert,
indem diese flir 60 min in 96 %igem Ethanol bei 40 °C inkubiert wurde. AnschlieBend erfolgte ein
weiterer 1 h Inkubationsschritt bei 40 °C in 100 %igem Ethanol. Die Praparate wurden daraufhin
in einen oberen, mittleren und unteren Abschnitt geteilt, wobei der mittlere Teil, der die grofRen
Bronchien und Blutgefal3e beinhaltet, verworfen wurde. Nur der obere und untere Teil wurden
eingebettet, indem sie in Einbettkassetten gelegt und erneut fiir 90 min in 100 %igem Ethanol bei
40 °C dehydriert wurden. Im Anschluss folgte ein 1 h Inkubationsschritt in Neoclear (Xylen-Ersatz,
Merck KGaA, Darmstadt, D) bei RT. AnschlieRend wurden die Lungenstiicke in flissigem Paraffin
(Roti Plast, Carl Roth, Karlsruhe, D) in Disposable Base Molds (Leica Biosystems, Nussloch, D)
platziert und 1 h bei 65°C inkubiert. Als letzter Einbettungsschritt wurde das Paraffin erneuert
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und die Proben ein letztes Mal fiir 1 h bei 65 °C mit Paraffin infiltriert. AnschieRend konnten die
Praparate GiN auskihlen und am nachsten Tag die Disposable Base Molds entfernt werden. Die

eingebetteten Praparate wurden bei RT gelagert.

3.10.2 Herstellung der Gewebeschnitte

Die Paraffinblécke wurden vor dem Schneiden fiir mindestens 20 min bei -20 °C eingefroren. Mit
dem Leica Mikrotom (Leica®RM2125RT, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, D) wurden
von den gefrorenen Paraffinbldcken 4 um dicke Serien-Schnitte angefertigt. Diese wurden in einem
45 °C warmen Wasserbad gestreckt und auf Objekttrager (Stisse Labortechnik GmbH & Co. KG,
Gudensberg, D; Menzel Glaser Superfrost®Plus Objekttrager, Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA) aufgezogen. Anschliefend wurden die Objekttrager (iN getrocknet.

3.10.3 Hamatoxylin- und Eosinfarbung

Die hergestellten Praparate auf den Siisse-Objekttragern wurden fir die Strukturanalyse der Lun-
gen benutzt und mittels Himatoxylin und Eosin (Carl Roth, Karlsruhe, D) gefarbt (HE-Farbung). Dazu
mussten die Schnitte nach dem Trocknen deparaffinisiert werden, indem sie fiir 2x 5 min in Neoclear
inkubiert wurden. Daran schloss sich eine absteigende Ethanolreihe (100, 96, 80, 70, 50 %iger Etha-
nol) an, wobei die Schnitte jeweils 2 min (bei 100 % Ethanol 3 min) inkubiert wurden. AnschlieRend
wurden die Schnitte vorsichtig mit Leitungswasser gesplt und fiir 3 min mit Himalaun (Hdmato-
xylin) inkubiert. Danach wurden die Schnitte erneut 5 min mit Leitungswasser und anschliefend
mit ddH, 0 gespiilt, bevor die Gegenfarbung flir 5 min mit Eosin erfolgte. Anschliefend wurden
die Schnitte ein weiteres Mal mit ddH,0 gespiilt, bevor die Entwasserung lber eine aufsteigende
Ethanolreihe (50, 70, 80, 96, 100 %iger Ethanol) erfolgte. Die Schnitte wurden fiir mindestens 30
min getrocknet und mit Entellan (Merck KGaA, Darmstadt, D) eingedeckelt. Die Gewebepraparate
der &lteren Tiere (PND270 und PND720) fiir die histologischen Analysen waren bereits vorhanden
und stammen aus dem Tierversuchsprojekt 203.m-42502-5-30MLU.

3.10.4 Strukturanalyse des Lungengewebes

Pro HE-gefarbtem Praparat wurden sechs Fotos bei 200- und 630-facher VergroBerung mit dem
Axiovert Mikroskop und der ICC1-Kamera (Carl Zeiss, Jena, D) aufgenommen. Die Auswertung der
Fotos erfolgte mit der Software ImageJ 1.47v (Schneider et al. 2012). Als Richtlinien fiir die Analyse
der Lungenstruktur dienten die Publikationen der Official American Thoracic Society (Hsia et al.
2010; Matute-Bello et al. 2011). Es wurden die Gesamtgewebeflache, der Mean Linear Intercept
(MLI), die Anzahl der Alveolen bis zum Lungenrand (radial alveolar count (RAC)) (Cooney und Thur-
Ibeck 1982), die AlveolengroRe und die Wanddicke der Alveolen ermittelt. Fir die Normalisierung

der Ergebnisse wurde die Gesamtgewebeflache der Fotos herangezogen.
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3.11 Analyse der elastischen Fasern

3.11.1 Elastin-Farbung nach Hart

Die elastischen Fasern wurden mit der Methode nach Hart gefarbt. Dafiir wurden die Lungenpra-
parate auf den Siisse-Objekttragern, wie unter Kapitel 3.10.3 beschrieben, deparaffinisiert und
anschlieBend mit Leitungswasser gespilt. AnschlieRend wurden die Objekttrager 5 min in einer
0,25 %igen KMnQO4-Losung inkubiert und mit einer 5 %igen Oxalsdureldsung gereinigt. Die Farbung
mit der Weigert Resorcin-Fuchsin-Losung erfolgte (iN. Am nachsten Tag wurden die Praparate
griindlich mit Leitungswasser gespiilt, bevor sie mit Tartrazin fiir 5 min gegengefarbt wurden.
AnschlieBend erfolgte die Entwasserung mit einer aufsteigenden Ethanolreihe und nach dem
Trocknen das Eindeckeln mit Entellan, wie unter 3.10.3 beschrieben.

3.11.2 Auswertung der Elastinfirbung

Fir die Auswertung der Elastin-Farbung wurden pro Tier sechs Fotos der nach Hart gefarbten
Praparate bei 200-facher VergréRerung mit dem Axiovert Mikroskop und der ICC1-Kamera (Carl
Zeiss, Jena, D) aufgenommen. Die Farbbilder wurden anschlieRend in 8-bit Graustufenbilder um-
gewandelt und der Kontrast verstarkt. Da grofRere Luftwege und Gefil3e viele elastische Fasern
enthalten, die das Ergebnis verfalscht hatten, wurde schon beim Aufnehmen der Fotos darauf
geachtet, dass diese weitestgehend nicht fotografiert wurden. Zusatzlich erfolgte eine manuelle
Korrektur der Fotos, bei der groRere Luftwege und GefalRe entfernt wurden (Abb. 11, Schwellen-
wertverfahren). Die serienmaRige Auswertung der Fotos erfolgte mittels Schwellenwertverfahren
mit der Software ImagelJ 1.47v und eigens dafiir entwickelten Macros. Zur Detektion der elasti-
schen Fasern wurde ein Binar-Threshold verwendet, ahnlich dem von Escolar et al. (1997) fir die
Quantifizierung von Kollagen. Zur Normalisierung der Ergebnisse wurde die Gesamtgewebefldche

der Fotos herangezogen.
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3.12 Immunhistologische RAGE-Farbung
3.12.1 Vorbereitung der Praparate

Die auf Superfrost-Objekttrager aufgezogenen Lungenpraparate wurden UGN getrocknet und tiber
eine absteigende Ethanolreihe, wie unter Kapitel 3.10.3 beschrieben, entwdssert. AnschlieBend
erfolgte die 45-minltige Hitze-induzierte Epitopendemaskierung mittels Dako Target Retrieval
Solution (Dako North America Inc., Carpinteria, USA). Im Anschluss wurden die Objekttrager
auf RT abgeklhlt und die endogene Peroxidase durch einen 10-minttigen Inkubationsschritt
mit 3 % H,0, in PBS bei RT blockiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager fir 5 min mit PBS

gewaschen.

3.12.2 Spezifische RAGE-Farbung

Der RAGE-Antikorper (RAGE-AK) fiir die immunbhistologischen Untersuchungen wurde freundli-
cherweise durch Prof. Dr. rer. nat. Michael Kasper (Anatomisches Institut der TU Dresden) zur
Verfiigung gestellt (Demling et al. 2006). Es wurde das ImmPRESS " REAGENT Anti-Goat IgG (Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, USA) verwendet. Die Praparate wurden flir 20 min bei RT in einer
feuchten Kammer mit 2,5 %igem Pferde-Serum blockiert, bevor sie mit dem 1:200 verdiinnten
RAGE-AK fiir 2 h bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert wurden. Die Reste des AK wurden
durch zweimaliges Waschen fiir 5 min mit PBS entfernt und die Praparate fiir 30 min mit dem
ImmunPRESS Reagent bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager zweimal fir 5 min
mit PBS gespiilt. Als letzter Schritt erfolgte die Inkubation mit 50 ul DAB Substrat-Chromogen-
Losung (Dako North America Inc., Carpinteria, USA) fiir 3 bis maximal 20 min. Dabei wurde die
Einfarbung der Praparate unter dem Mikroskop kontrolliert. Um die Farbereaktion zu stoppen,
wurden die Praparate mit H,O gespult. AnschlieRend wurden die Objekttrager (iN getrocknet
und am nachsten Tag mit Entellan eingedeckelt. Nach dem Trocknen wurden mit dem Axiovert
Mikroskop und der ICC1-Kamera (Carl Zeiss, Jena, D) Fotos des spezifisch-gefarbten Lungengewebes
aufgenommen.

3.13 Analyse der Lungenfunktion

Die Untersuchung der Atemmechanik erfolgte mit dem System der isoliert perfundierten und
ventilierten Mauslunge (Hugo Sachs, Elektronik-Harvard-Apparatus GmbH, March-Hustéatten, D).
Die Ventilation erfolgte dabei in einer klnstlichen Thoraxkammer (iber eine Trachealkanile mittels
Uberdruckbeatmung (90 Atemziige/min). Uber eine Kaniilierung der Pulmonalarterie und des
linken Herzvorhofs wurde ein konstanter Perfusionsfluss (1 ml/min bei 37 °C) der LungengefalRe
sicher gestellt. Als Perfusionspuffer wurde das Phenolrot-freie RPMI 1640 Medium (Thermo Fisher,
Waltham, USA) verwendet, das permanent mit 5 % CO, / 95 % N, gereinigt wurde, um den pH
bei 7,4 und pO, bei 20 mmHg konstant zu halten. Die Ventilation wurde auf Unterdruckbelif-
tung mit einem konstanten minimalen Pleuradruck (-2 cm H,0), einem konstanten maximalen
Pleuradruck (-12 cm H,0) und Wiederholungen von erweiterten Atemzigen (-20 cm H,0 ma-

ximaler Pleuradruck alle 3 min) umgestellt, um das Tidalvolumen zu stabilisieren. Nach einer
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Anpassungsphase von 20 min wurden die Lungen-physiologischen Parameter bei einem konstan-
ten Tidalvolumen von 10 pl/min aufgezeichnet. Dazu wurde die Software PULMODYNE® fir die
Erfassung der pulmonalmechanischen Daten verwendet. Die Experimente wurden freundlicher-
weise von Frau PD Dr. rer. nat. Babett Bartling durchgefiihrt und die Daten zur Auswertung zur
Verfligung gestellt.

3.14 Statistische Auswertung

Die statistische Kalkulation und die Prasentation der Daten erfolgte mit SigmaStat 3.5 sowie Sig-
maPlot 10 (Systat Software Inc., San Jose, USA). Die Daten wurden mittels ANOVA auf Signifikanz
getestet. Als Post-hoc-Test wurden der Holm-Sidak-Test bzw. der Dunn-Test verwendet. Die Er-
gebnisse wurden als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Ein P-Wert < 0,05 zeigte
dabei signifikante Unterschiede an, wohin gegen ein P-Wert < 0,10 nur fiir einen tendenziellen
Unterschied steht. Die Signifikanzen sind wie folgt angegeben: * P < 0,05 vs. Kontrollgruppe (Nor-
moxie), # P < 0,05 vs. Genotyp mit gleicher Behandlung, $ P < 0,05 vs. Altersgruppe mit gleicher
Behandlung.
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4 Ergebnisse

4.1 RAGE-abhidngige Lungenentwicklung bei der Maus

Entwicklungsabhdngige Untersuchungen zur RAGE-Menge in der Mauslunge zeigen einen steti-
gen Anstieg von RAGE bis zu PND120 (Abb. 6, RAGE). Dies ist kongruent mit der Expression von
Aquaporin-5 (AQP5), das ebenfalls im Alveolarepithel exprimiert wird (Abb. 6, AQP5). Ab PND60 ist
die AQP5-Proteinmenge in den RAGE”"-Tieren signifikant verringert (Abb. 6, AQP5).

Immunhistochemische Analysen bestatigten die primare Lokalisation von RAGE in den alveoldren
Zellen vom Typ | (AT-I-Zellen) (Abb. 6, Spezifische RAGE-Farbung).
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Abbildung 6: PND-abhéingige Proteinexpression von RAGE (Immunoblot, Immunhistochemie) sowie PND-
und RAGE-abhéngige Proteinexpression von Aquaporin-5 (Immunoblot) in der Mauslunge. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte * Standardabweichung mit P-Wert: # P < 0,05 vs. Genotyp
mit gleicher Behandlung.

Histologische Untersuchungen von Lungen unterschiedlich alter Mduse weisen entwicklungsab-
hingige Unterschiede in der Alveolarstruktur zwischen den RAGE*/*- und RAGE”"-M&usen auf
(Abb. 7, Lungenparenchym). Ins besonders die Alveolenwande der PNDO RAGE*/*-Tieren sind
signifikant diinner als die der gleichaltrigen RAGE”-M&use, was sich in der weiteren Entwicklung
jedoch angleicht (Abb. 7, Alveolare Wanddicke). Auch lasst sich in den histologischen Aufnahmen
die kammerartige Struktur der primaren Septen bei den neugeborenen RAGE**-Tieren deutlich
erkennen, die die Voraussetzung fiir die sich anschlieRende postnatale Alveolarisierung bilden

(Abb. 7, Lungenparenchym, Pfeile).

Es war wichtig, den Gehalt an antioxidativen Enzymen bzw. Radikalen zum Zeitpunkt PNDO und

PND14 zu kennen, da in den spateren Versuchen Neugeborene mit Hyperoxie behandelt werden

32



Alveolare Wanddicke
30
251 ,
§
@ 20 |
%
e
5 15
=
p
£ 10 4
o
2
s | m RAGE"*
—— RAGE"
O T T T T
PNDO PND60 PND270 PND720
Lungenparenchym
PNDO
i
Q
9 ,
oc |
o
Q
< )
o

Abbildung 7: PND- und RAGE-abhangige Entwicklung des Lungenparenchyms (Histochemie mit HE) inklusive
der alveolaren Wanddicke in der Maus. Die Pfeile markieren die kammerartigen Strukturen
der primaren Septen. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung mit: # P <
0,05 vs. Genotyp mit gleicher Behandlung.

sollten. Die Untersuchungen zur mitochondrialen und cytoplasmatischen Bildung von O, e-,-als ein
Beispiel fiir ROS, zeigen keine RAGE-abhangigen Unterschiede in der Lunge zum Zeitpunkt PNDO
und PND14 (Abb. 8). Auch die Proteinmenge der ausgewahlten antioxidativ-wirkenden Enzyme ist
durch RAGE unverandert (Abb. 8). Jedoch nimmt die Proteinmenge der Katalase entwicklungsab-
hangig von PNDO bis PND14 sowohl bei RAGE*/*- als auch RAGE”"-M&usen zu, wohingegen die
Proteinmengen der MnSOD und Cu/ZnSOD unverédndert bleiben (Abb. 8).
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Abbildung 8: PND- und RAGE-abhangige Expression ausgewahlter antioxidativer Enzyme (Immunoblot bzw.
Immunodotblot) sowie Gehalt an O,e- in der zytoplasmatischen (cyt) oder mitochondria-
len (mit) Zellfraktion (ESR-Analyse) muriner Lungen. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte +
Standardabweichung mit: * P < 0,05 vs. Kontrollgruppe (Normoxie).

4.2 Einfluss neonataler Hyperoxie auf das Uberleben und weitere Parameter der Miuse

Die Uberlebensanalysen der RAGE**-M3use weisen keinen Einfluss der moderaten (mH) und
starken neonatalen Hyperoxie (sH) auf das Uberleben unmittelbar nach der Behandlung an PND14
auf (Tab. 9). An PND60 waren auch andere Parameter der RAGE"/*—Méuse, wie Korpergewicht,
Lungengewicht, Proteinmenge sowie Albumin- und IgM-Gehalt der BAL, Leukozyten und Erythrozy-
ten durch die Behandlung mit mH und sH nicht beeinflusst (Tab. 9). Die zytologische Untersuchung
der in der BAL enthaltenen Immunzellen zeigt keine Veranderung in der Anzahl der Immunzellen
bei den RAGE*/*-M3use an PND60 insgesamt, sowie separat nach Zelltyp (Monozyten-ahnliche
Zellen, Makrophagen, Granulozyten, EPC, nicht gezeigt). Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der
RAGE**-M3usen nimmt an PND60 unter mH signifikant ab (Tab. 9). An PND60 nimmt bei den
RAGE*/*-Mausen nach sH die wet-to-dry-ratio der Lunge signifikant zu (Tab. 9). AuBerdem nimmt
die Zellzahl der BAL bei den RAGE*/*-M3usen an PND60 unter mH signifikant zu, nicht jedoch bei
sH (Tab. 9). Die Anzahl der Thrombozyten nimmt bei den RAGE*/*-Tieren an PND14 unter mH nur

tendenziell, unter sH jedoch signifikant zu (Tab. 9).

Bei den RAGE”"-Méusen zeigen sich bei den allgemeinen Parametern, wie Kérper- und Lungenge-
wicht keine Verdanderungen unter Hyperoxie (Tab. 9). Auch die BAL-spezifischen Parameter, wie
Zellzahl, Proteinmenge, Albumin und IgM sind nicht veridndert (Tab. 9). Die Uberlebensanalysen der
RAGE”"-M3usen weisen eine signifikante Verminderung des Uberlebens bei sH, sowohl an PND14
als auch PND60 auf (Tab. 9). Im Hématogramm der RAGE”"-Tiere an PND14 sind die Leukozyten
bei mH signifikant verringert (Tab. 9). An PND60 zeigt sich hingegen keine Veranderung. Die Anzahl
der Erythrozyten ist bei den RAGE”"-Mausen an PND14 sowohl bei mH als auch bei sH signifikant
verringert (Tab. 9). Hingegen ist die Anzahl der Thrombozyten bei den RAGE” -Tieren an PND14
bei sH signifikant héher. AN PND6O tritt der gleiche Effekt bei den RAGE7-Tieren ausschlieRlich bei
mH auf.
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In den allgemeinen Messdaten und Hamatogramm finden sich keine Unterschiede zwischen
RAGE**- und RAGE”-M3usen (Tab. 9). Differentielle Effekte zwischen den Genotypen finden
sich nur in den zellbiologischen und biochemischen Daten fiir die BAL. So ist die Zellzahl in der BAL
bei den RAGE”"-M3usen bei moderater Hyperoxie unverandert und bei RAGE*/*-Méuse signifikant
erhoht (Tab. 9). Die Protein- und Albuminmenge sowie die Zellzahl der BAL sind generell bei den
RAGE”"-Méusen signifikant héher als bei den RAGE*/*-Miusen, ebenso wie der IgM-Gehalt (Tab.
9).
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Einfluss postnataler Hyperoxie auf allgemeine Parameter, BAL und Himatogramm in der Maus in

Abhangigkeit vom Grad der Hyperoxie und RAGE-Genotyp.
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4.3 Einfluss neonataler Hyperoxie auf die Lungenstruktur

Detaillierte histologische Analysen dienen der Bewertung von Alveolenzahl sowie der Alveolen-
wanddicke und Zellzahl. Die Behandlung der RAGE*/*-Mausen mit sH nicht aber mit mH fiihrt
an PND60 zu einer verminderten Anzahl an Alveolen (Abb. 9). Die Anzahl der Alveolen ist an
PND60 in den RAGE”"-Mausen generell vermindert und wird durch die Behandlung mit neonataler
Hyperoxie nicht beeinflusst (Abb. 9). Die durchschnittliche alveoldre Wanddicke nimmt sowohl
bei den RAGE*/*- als auch bei den RAGE”"-M&usen unter sH zu (Abb. 9). Generell ist die durch-
schnittliche alveolare Wanddicke in den RAGE”"-Mause gréRer als in den RAGE*/*-Mausen (Abb.
7 und 9). Durch sH nimmt die durchschnittliche Anzahl an Zellkernen pro Gewebeflache bei den
RAGE*/*-Miusen signifikant ab (Abb. 9). Bei den RAGE”"-M&usen ist dieser Effekt nur tendenziell

erkennbar.
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Abbildung 9: Einfluss neonataler Hyperoxie auf Anzahl der Alveolen, alveolare Wandicke und Zellzahl in
der Mauslunge (PND60) in Abhangigkeit vom Grad der Hyperoxie und RAGE-Genotyp. Die
Analysen beruhen auf den histologischen Auswertungen der HE-Farbungen. Die Zellzahl wurde
durch Auszahlung der Zellkerne ermittelt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardab-
weichung mit: * P < 0,05 vs. Kontrollgruppe (Normoxie), # P < 0,05 vs. Genotyp mit gleicher

Behandlung.
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Als Messparameter fiir die GroRRe der Luftraume im Lungenparenchym wurde der mean linear
intercept (MLI) ermittelt. Dazu wurde ein Messgitter mit 10 Linien auf die Fotos projiziert (Abb.
10, Messgitter). Gezahlt wurden alle Alveolen, die von einer Linie angeschnitten wurden. Der

Mittelwert aller Linien ist der ermittelte MLI pro Tier.

In den RAGE*/*-Tieren nimmt der MLI durch sH an PND60 zu (Abb. 10, MLI). Die Quartil-abhéngige
Analysen des mittleren MLI zeigen, dass dieser Effekt mehr durch die Erweiterung der groRen
Luftrdumen bewirkt wird (Abb. 10, Quartil-abhangiger MLI).

In den RAGE”"-M3usen ist der mittlere MLI der grofRen Luftrdume im Lungenparenchym an PND60
im Vergleich zu den RAGE*/*-Tieren basal erhéht (Abb. 10, MLI), wofiir die gréReren Luftrdumen
verantwortlich sind (Abb. 10, Quartil-abhangiger MLI). Die Behandlung mit mH fihrt in den RAGE”-
Mausen zur Zunahme des MLI (Abb. 10, MLI), welche ebenfalls mit der Erweiterung der groRen
Luftraume zu begriinden ist (Abb. 10 Quartil-abhangiger MLI). Generell sind an PND60 die gro-
Ren Luftrdume der RAGE”"-M3use groRer als die der RAGE**-Tiere (Abb. 10, Quartil-abhangiger
MLI).
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Abbildung 10: Einfluss neonataler Hyperoxie auf den mean linear intercept (MLI) in der Mauslunge (PND60)
in Abhangigkeit vom Grad der Hyperoxie und RAGE-Genotyp. Die Analysen beruhen auf den
histologischen Auswertungen der HE-Farbungen mittels Messgitter. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte + Standardabweichung mit: * P < 0,05 vs. Kontrollgruppe (Normoxie), # P <
0,05 vs. Genotyp mit gleicher Behandlung.
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4.4 Einfluss neonataler Hyperoxie auf Quantitat und Qualitadt der elastischen Fasern

Anhand der Binarisierung konnte mittels Schwellenwert kein Einfluss von mH und sH auf die Elastin-
Proteinmenge an PND60 in RAGE*/*- oder RAGE”"-Mausen festgestellt werden (Abb. 11, Elastin-
Proteinmenge). Auch die mRNA-Menge von Elastin ist in den Lungen von Hyperoxie-behandelten
RAGE**- und RAGE”-Miusen an PND120 unverindert (Abb.11, Elastin mRNA-Menge). Basal
zeigen jedoch RAGE7"-M3use an PND60 eine geringere Elastin mRNA-Menge als RAGE*/*-Miuse.
An PND120 gibt es diesen Unterschied nicht mehr (Abb.11, Elastin mRNA-Menge). Zudem ist
die Elastin mRNA-Menge stark durch das Alter der Tiere beeinflusst. So weisen RAGE*/*-Méuse
an PNDG6O eine signifikant hohere Menge an Elastin-mRNA auf als an PND120 (Abb.11, Elastin
mRNA-Menge).
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Abbildung 11: Einfluss neonataler Hyperoxie auf die Proteinmenge von Elastin (histologische Auswertung
der Hart-Farbung im sog. Schwellenwertverfahren, PND60) sowie der mRNA-Menge (RT-
gPCR, PND60 und PND120). Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung
mit: # P < 0,05 vs. Genotyp mit gleicher Behandlung, $ P < 0,05 vs. Altersgruppe mit gleicher
Behandlung.
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Des Weiteren wurde die Qualitat der Elastinfasern mittels Score-Systems eingeschatzt (Abb. 12,
Elastin-Farbung und Score-System). Dabei zeigt sich, dass die Behandlung mit sH zu einer Ver-
kiirzung der elastischen Fasern in den Lungen von RAGE*/*-Miusen, nicht aber in denen von
RAGE7"-Miusen fiihrt (Abb.12, Mittlerer Elastin-Score).
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Abbildung 12: Einfluss neonataler Hyperoxie auf die Proteinqualitdt von Elastin (histologische Auswertung
der Hart-Farbung im sog. Schwellenwertverfahren, PND60). Dazu wurde ein Score-System
entwickelt: Score 1 - Gberwiegend lange Elastinfasern, Score 0,5 - lange und kurze Elastinfa-
sern und Score 0 - (iberwiegend kurze Elastinfasern. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte +
Standardabweichung mit: * P < 0,05 vs. Kontrollgruppe (Normoxie), # P < 0,05 vs. Genotyp
mit gleicher Behandlung.
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4.5 Einfluss neonataler Hyperoxie auf Faktoren des Alveolarepithels

Es wurden Faktoren ausgewahlt, die relativ spezifisch von Alveolarepithelzellen vom Typ | bzw. Typ Il
gebildet werden, um die Hyperoxie-vermittelten Veranderungen im Alveolarepithel zu untersuchen.
Wahrend die Typ I-Zellen primar sRAGE und Aquaporin-5 (AQP5) bilden, exprimieren die Typ II-
Zellen die Surfactant-Proteine (SP) B und C. sRAGE ist die proteolytische Variante von RAGE und
kann daher nur in der BAL der RAGE*/*-Méuse nachgewiesen werden. Einen Einfluss durch mH oder
sH wurde an PNDG60 nicht festgestellt (Abb. 13, BAL SRAGE Protein-Menge).

Da sRAGE unverandert blieb und die vorangegangenen histologischen Analysen einen negativen Ein-
fluss der sH, nicht aber der mH auf die Lungenstruktur zeigten (Abb. 9 und 10), wurden Aquaporin-5
(AQP5) sowie die Surfactant-Proteine (SP) B und C nur in den Lungen der Mause untersucht, die
zuvor mit sH behandelt wurden. Die Ergebnisse der AQP5-Expression zeigen keinen Einfluss der
Behandlung mit sH an PND60 und PND120 in RAGE*/*-M3usen, weder auf Protein- noch auf RNA-
Ebene (Abb. 13, AQP5 Protein-Menge und AQP5 mRNA-Menge). Dagegen sinkt der Proteingehalts
von AQP5 bei den Mausen an PND120 deutlich (Abb. 13, AQP5 Protein-Menge). Auffallig ist, dass
die Proteinmenge von AQP5 bei den RAGE”"-M3usen an PND120 stark vermindert (Abb.13, AQP5
Protein-Menge), hingegen die mMRNA-Menge erhoht ist (Abb. 13, AQP5 mRNA-Menge). Umgekehrt
ist es bei den RAGE*/*-Mausen an PND60 (Abb. 13, AQP5 Protein-Menge und AQP5 mRNA-Menge).
Die RAGE”"-Méuse reagieren auf sH zwar mit einer Zunahme der AQP5-Menge an PND60, eine
vergleichbar hohe Proteinmenge wie in den RAGE**-M3usen wird jedoch nicht erreicht (Abb. 13,
AQP5 Protein-Menge).
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Abbildung 13: Einfluss neonataler Hyperoxie auf die mRNA- und Protein-Menge AT I-spezifischer Faktoren.
Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung mit: * P < 0,05 vs. Kontrollgrup-
pe (Normoxie), # P < 0,05 vs. Genotyp mit gleicher Behandlung, $ P < 0,05 vs. Altersgruppe
mit gleicher Behandlung.
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Untersuchungen zur Expression von SP-B und -C zeigen den primaren Einfluss des Alters und RAGE-
Knockout, nicht jedoch durch eine Behandlung mit sH (Abb. 14). Auf die Protein-Menge von SP-B
hat weder sH, das Alter der Tiere noch der RAGE™ einen Einfluss (Abb. 14, SP-B Protein-Menge).
Die mRNA-Expression von SP-B ist in RAGE”-Ma3usen an PND60 basal héher, nicht jedoch an
PND120 (Abb. 14, SP-B mRNA-Menge).

Die Protein-Menge von SP-C ist stark Alters-abhangig, da sie sowohl in den RAGE*/*- als auch
RAGE”"-M3usen an PND60 deutlich héher ist als an PND120 (Abb. 14, SP-C Protein-Menge). Bei
den RAGE*/*-Tieren ist die SP-C Proteinmenge an PND60 basal gréRer als bei den RAGE”"-M3usen
(Abb. 14, SP-C Protein-Menge). Ahnlich wie bei AQP5 ist die SP-C mRNA-Menge in den RAGE*/*-
Tieren gegensatzlich, d.h. an PND60 deutlich geringer als an PND120 (Abb. 14, SP-C mRNA-Menge).
Die mRNA-Menge von SP-C von RAGE”"-Mause an PND60 und PND120 ist vergleichbar mit der
von RAGE**-M3usen an PND120 (Abb. 14, SP-C mRNA-Menge).
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Abbildung 14: Einfluss neonataler Hyperoxie auf die mRNA- und Protein-Menge AT II-spezifischer Faktoren.
Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung mit: # P < 0,05 vs. Genotyp mit
gleicher Behandlung, $ P < 0,05 vs. Altersgruppe mit gleicher Behandlung.
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4.6 Einfluss neonataler Hyperoxie auf die Funktion der Lunge

Die Lungenfunktion der mit neonataler Hyperoxie behandelten Mause wurde erst an PND120
untersucht, da die Analysen eine ausreichende GroRe der Tiere voraussetzt. Aufnahmen der
Druck-Volumen-Kurve bei den RAGE*/*-Mausen zeigen, dass es zu einer Hyperoxie-abhéngigen
Verschiebung der Kurve nach oben kommt (Abb. 15). Bei einem durchschnittlichen Tidalvolumen
von 10 pl je g KG (Bissonnette et al. 2001; Palmer et al. 2013) muss das zuvor mit neonataler
Hyperoxie-behandelte Tier zunehmend weniger Pleuraldruck aufbauen, um das Tidalvolumen zu
erreichen (Abb. 15). Die Druck-Volumen-Kurve der RAGE”"-Mause wurde durch die Hyperoxie
nicht signifikant beeinflusst (Abb. 15). Die RAGE7-Mause missen bereits basal weniger Pleural-
druck aufbauen, um ein Tidalvolumen von 10 pl je g KG einzuatmen, als die RAGE*/*-M3usen -

ein Effekt, der sich bei den zuvor mit mH, nicht aber mit sH behandelten Tiere verstarkt (Abb.

15).
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Abbildung 15: Einfluss neonataler Hyperoxie auf die Lungenfunktion (PND120). Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte + Standardabweichung mit: * P < 0,05 vs. Kontrollgruppe (Normoxie), # P <

0,05 vs. Genotyp mit gleicher Behandlung.
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Die Veranderungen im Pleuraldruck-Tidalvolumen-Verhaltnis spiegeln sich analog in den Werten
zur Lungencompliance wider (Tab. 10). Die dynamische Compliance steigt bei den RAGE*/*-Tieren
mit zunehmender Hyperoxie an. Bei den RAGE”"-Méusen tritt dieser Effekt nur bei mH auf. Basal
weisen RAGE7-M3use eine groRere dynamische Compliance auf, als die RAGE*/*-Tiere (Tab. 10).
sH hat bei den RAGE*/*-Tieren an PND120 einen negativen Effekt auf die in- und exspiratorischen
Spitzenflisse, jedoch nicht auf die Atemwegsresistenz. Die in- und exspiratorischen Spitzenflisse
werden bei den RAGE”"-M3usen durch Hyperoxie nicht beeinflusst (Tab. 10). Jedoch wird die
Atemwegsresistenz durch moderate Hyperoxie verringert (Tab. 10)

Unter experimentellen Bedingungen geben die Lungen von RAGE*/*-Tieren, die mit sH behan-
delt wurden, weniger CO, ab (ApH vermindert), wohingegen die O,-Aufnahme unbeeinflusst
blieb. Bei den RAGE7-Mé&usen wird die CO,-Abgabe unter Hyperoxie noch erhéht. Auch hier
bleibt die O,-Aufnahme unverdndert (Tab. 10). Nur RAGE*/*-Tiere, die mit sH behandelt wor-
den waren, zeigen eine Erhohung der wet-to-dry-Ratio nach ex vivo-Analysen der Lunge (Tab.
10).
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Einfluss postnataler Hyperoxie auf die ex vivo-Dynamik und -Stabilitdt der Mauslunge (PND120)

in Abhangigkeit vom Grad der Hyperoxie und RAGE-Genotyp.

Tabelle 10
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5 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass ein RAGE-Knockout zu keiner offensichtlichen Einschran-
kung in der allgemeinen Entwicklung fiihrt. Es zeigen sich jedoch RAGE-abhangige Unterschiede
in der Lungenentwicklung. Die Limitation der Alveolarisierung in der Lunge von RAGE”"-Mé&usen
ist durch weniger, aber gréRere und dickere Alveolen gekennzeichnet, wobei die Durchlassigkeit
der alveolo-kapillaren Membran erhdht ist. Die Unterschiede im Lungenparenchym von RAGE”"-
Mausen werden durch die reduzierten Protein-Mengen von SP-C und AQPS5 deutlich, wohin-
gegen die RAGE-abhangigen Unterschiede nur auftreten bevor die Mause voll ausgewachsen

sind.

Schwere neonatale Hyperoxie hat negative Effekte auf die Struktur und Funktion der adulten Lunge,
die auf die Entstehung eines Lungenemphysems hinweisen. In den adulten Tieren zeigen sich keine
Hinweise auf das Vorhandensein von oxidativem Stress oder Inflammationen im Lungenparenchym.
Analysen der Lange der elastischen Fasern und vergleichende Analysen des mRNA- und Protein-
Menge von Elastin weisen auf eine zentrale Rolle der starken neonatalen Hyperoxie auf langlebige
extrazelluldare Matrixstrukturen in der adulten Lunge hin. Im Gegensatz zur starken Hyperoxie
verursacht moderate neonatale Hyperoxie im Erwachsenenalter kaum signifikante Verdanderungen

in der Lungenhistologie und -funktion.

RAGE-abhéngige Unterschiede zeigen sich auch in der Sensitivitdt gegenliber neonataler Hyperoxie.
Dabei finden sich in den Lungen von RAGE7-Miusen weniger Hyperoxie-induzierte Langzeit-
schaden, wie sie durch Veranderungen in der Alveolenzahl und -struktur, der Verkiirzung der
elastischen Fasern und der Limitierung der Spitzenatemstréme bei den RAGE*/*-Mausen deutlich

werden.

5.1 RAGE fordert die Abdichtung der alveolo-kapilliren Membran

RAGE-Molekiilen zeigen homophile Interaktionen und besitzen dadurch die Fahigkeit parallele und
anti-parallele Homodimere zu bilden (Al-Robaiy et al. 2013). Durch diese Eigenschaft spielt RAGE
als Adhadsionsmolekiil eine wichtige Rolle in der Lunge und tragt entscheidend zur Abdichtung
der alveolo-kapillaren Membran bei (Sessa et al. 2014). In den basalen Untersuchungen zeigte
sich die erhéhte Durchlassigkeit der alveolo-kapillaren Membran bei RAGE”" in der signifikant
héheren Protein-, Albumin- und IgM-Menge sowie der erhohten Zellzahl der BAL. Bereits andere
Studien konnten eine Erhéhung der Albuminmenge in der BAL bei RAGE”" (Wolf et al. 2017)
sowie eine erhohte Durchlassigkeit der alveolo-kapilliren Membran zeigen (Shivanna et al. 2015;
Ota et al. 2016; Al-Robaiy et al. 2018). Urséachlich dafir konnte der Verlust von RAGE selbst als
Adhasionsmolekiil sein, aber auch das niedrigere Expressionslevel von Proteinen in RAGE”-M&usen,
die fur die Barrierefunktion des Alveolarepithels wichtig sind (Wolf et al. 2017), wie etwa Claudin-18,
das tight junctions in Epithelzellen ausbildet. Bei fehlenden Inflammationszeichen ist die Erhéhung
von IgM ausschlie3lich durch die erhéhte Durchlassigkeit der alveolo-kapillaren Membran zu
erklaren. RAGE hat demnach eine wichtige Bedeutung bei der Abdichtung der alveolo-kapilldaren

Membran in der Lunge.
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5.2 RAGE hat keinen Einfluss auf den neonatalen entwicklungsabhingigen Gehalt an
ROS-Bildung in der Lunge

Die Rolle von RAGE als membranstandiger Multiliganden-Rezeptor und zentrales Signalmolekiil
des angeborenen Immunsystems sowie die RAGE-induzierten intrazelluldren Signalpathways, wie
z.B. die Aktivierung von p21ras, der MAP-Kinase und NF-xB, sind mittlerweile gut untersucht.
Uber den NF-xB-Pathway lassen sich mittels Expressionsregulation eine Vielzahl an unterschied-
lichen Zellaktivitaten, wie z.B inflammatorische Prozesse, Zelladhdsion, Apoptose bis hin zum
Zellzyklus steuern (Swarup et al. 2013). Dabei hat intrazelluldres ROS als Signalmolekiil eine groRe
Bedeutung. Auch die Liganden-RAGE-Interaktion flihrt zur Erzeugung von ROS (Daffu et al. 2013).
Eine AGE-Infusion induziert bei endothelialen Zellen einen Anstieg des oxidativen Stress- und
des NF-xB-Levels, wobei RAGE-Antikorper diesen Effekt unterdriicken (Yan et al. 1994). Die in
vivo-Versuche von Coughlan et al. (2009) zeigen, dass AGE-RAGE-Interaktionen zur initialen Generie-
rung von ROS mittels zytosolischem NADPH (reduziertes Nicotinamidadenindinukleotidphosphat)
fihren. Die folgende Aktivierung der NADPH-Oxidase fiihrt zu einer verdnderten Genexpression in
Makrophagen (Wautier et al. 2001) und neutrophilen Granulozyten (Omori et al. 2008). In den
durchgefiihrten Analysen zeigte sich basal keine Unterschiede in Hinblick auf das Vorhandensein
bzw. Fehlen von RAGE auf das oxidative Stresslevel. RAGE alleine hat demnach keinen Einfluss
auf das oxidative Stresslevel. Daflir muss sehr wahrscheinlich eine RAGE-Aktivierung z.B. mittels

Liganden vorliegen.

5.3 RAGE hat keinen Einfluss auf den neonatalen entwicklungsabhingigen Gehalt an
anti-oxidativen Enzymen in der Lunge

Das fetale Level an kdrpereigenen antioxidativen Enzymen steigt zum Ende der Schwangerschaft
kontinuierlich an (Asikainen und White 2005; Poggi und Dani 2014). Auch postnatal nimmt ihre
Menge in der Lunge von Mausen weiter zu (Berkelhamer et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit
wurden die drei antioxidativen Enzyme Katalase (CAT), Mangan-Superoxid-Dismutase (Mn-SOD)
und Kupfer-Zink-Superoxid-Dismutase (Cu/Zn-SOD) in der friihen Entwicklungsphase von Mausen
untersucht. RAGE hat dabei keinen Einfluss auf den neonatal entwicklungsabhangigen Gehalt an

anti-oxidativen Enzymen in der Lunge.

Friihgeborene, die an BPD erkranken, zeigen ein verringertes Plasma-Level an Glutathion (Smith
et al. 1993). Dies deutet auf eine Unreife der antioxidativen Abwehr bei Friihgeborenen hin, die
in Kombination mit Hyperoxie die Wahrscheinlichkeit fir zelluldre Verletzungen durch oxidati-
ven Stress erhoht (Yee et al. 2009). In Friihgeborenen-Tiermodellen konnte eine Erhéhung der
Expression von SODs und GPx (Frank und Sosenko 1991; Morton et al. 1999) sowie CAT (Bouch
et al., 2017) durch Hyperoxie nicht induziert werden. Dies deckt sich z.T. mit den Ergebnissen
dieser Arbeit (Daten nicht gezeigt), die zeigen, dass die relativen Protein-Mengen der untersuchten
SODs durch neonatale Hyperoxie in der frilhen Entwicklungsphase nicht verandert waren. Einzig
CAT war an PND14 hochreguliert. Ursache dafilir kénnte eine unzureichende Hyperoxie-induzierte
Stimulation der antioxidativen Mechanismen sein, welche sich auch in dem Level der freien ROS
in der Lunge widerspiegelt. Im Falle einer aktivierten antioxidativen Abwehr direkt nach der Hy-
peroxie hatte das endogene Level der freien ROS zu diesem Zeitpunkt deutlich reduziert sein

missen. Die Zusammenstellung von Asikainen und White (2005) gibt einen Hinweis darauf, dass
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die Fahigkeit zur Hyperoxie-induzierten Aktivierung von antioxidativen Enzymen Spezies-abhangig

sein konnte.

5.4 RAGE fordert in der friihen neonatalen Entwicklung die Stabilisierung des
AT-Zell-relevanten Proteins AQP5 in der Lunge

Neben RAGE gehort Aquaporin-5 (AQP5) zu den spezifischen Oberflachenproteinen der AT |-Zellen
(Nielsen et al. 1997; Flodby et al. 2017). AQP5 ist ein klassisches Wasserkanalprotein, dass sich an
der apikaler Membran von AT I-Zellen befindet (Verkman et al. 2014) und durchgéngig fiir H,0, aber
auch fir lonen und Gase ist, welche passiv entlang eines osmotischen Gradienten transportiert
werden (Delporte et al. 2016).

Basal zeigen RAGE7"-M3use eine geringe AQP5 Protein-Menge bei einer erhéhten mRNA-Menge
gegeniiber RAGE**-Mausen. (s)RAGE hat demnach einen positiven Effekt auf die Stabilitit und
damit den Umsatz des AQP5-Proteins. Die RAGE-abhangigen Unterschiede beim AQP5-Protein sind
zudem bei jungen Mausen signifikant hoher als bei erwachsenen Mausen. Die Herunterregulierung
mit zunehmendem Alter macht deutlich, dass die RAGE-abhadngigen Unterschiede in der Expression
von AQP5 nach der Alveolarisierungsphase der Maus (PND120) beendet sind. Dies deutet zudem
auf eine verstarkte Anfalligkeiten der jungen und RAGE-exprimierenden Mausen beziglich der
Entstehung von Lungenddemen bei akuten Lungenverletzungen hin, da die erhéhte Expression von
AQPS5 bei akuten Lungenschaden eine Rolle bei der Entstehung von Lungenddemen spielt (Zhang
et al. 2011). In der Studie von Fu et al. (2008) konnte an frilhgeborenen Ratten gezeigt werden,
dass die mRNA-Expression von AQP5 nach Hyperoxiebehandlung (90 % O, fir 21 d) verringert ist.
Dem entgegen konnte an Mausen eine Zunahme der AQP5-mRNA nach Hyperoxiebehandlung
(100 % O, fuir 10 d) nachgewiesen werden (Yee et al. 2014). Dabei erfolgte die Analyse direkt nach
der Hyperoxiebehandlung. In der vorliegenden Arbeit, nach der 45-tdgigen Erholungsphase bei
Raumluft, konnte keine Verminderung der AQP5 mRNA-Expression durch Hyperoxie festgestellt
werden. Dies deutet auf einen geringen Langzeiteffekt der neonatalen Hyperoxie auf zelluldre
Komponenten hin.

5.5 RAGE fordert in der friihen neonatalen Entwicklung die Stabilisierung des

AT-Zell-relevanten Proteins SP-C in der Lunge

Die Tensidproteine SP-B und SP-C werden von AT II-Zellen synthetisiert. SP-B bildet Homodimere
und bindet an die Zellmembran, deren Oberflaichenspannung es herabsetzt (Simonato et al. 2011).
Des Weiteren ist SP-B an der posttranslationalen Modifikation von SP-C beteiligt, so dass ohne
SB-B kein reifes SP-C entstehen kann (Wert et al. 2009). In vitro flhrt ein RAGE-Knockout zu einer
Verringerung der mRNA-Menge von SP-C (Wolf et al. 2017). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten in
vivo-Untersuchungen zeigen jedoch bei den RAGE”*-Tieren an PND60 eine Zunahme der mRNA-
Menge, sowohl bei SP-B als auch bei SP-C. An PND120 finden sich diese Unterschiede zwischen
RAGE*/*- und RAGE”"-Tieren nicht mehr. Nur bei der SP-C Protein-Menge konnte eine Verringerung
bei einem RAGE-Knockout ermittelt werden. Es gilt zu beachten, dass die Ergebnisse von in vitro-
und in vivo-Studien schwerlich miteinander zu vergleichen sind, da die Rahmenbedingungen

extrem voneinander abweichen. Es ist gut moglich, dass die , isolierten” in vitro-Bedingungen nicht
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die komplexen Regulationsmechanismen eines vollstéandigen Organismus widerspiegeln und die

Ergebnisse deshalb voneinander abweichen.

In den Analysen hat das Alter der Tiere einen sehr grofRen Einfluss auf den Proteinumsatz und
damit die Stabilitat des Tensidproteins SP-C. Die Zusammenstellung von Basisty et al. (2018) gibt
eine Ubersicht Giber den Einfluss des Alterns auf den Proteinumsatz u.a. in Mausen, wobei der
Fokus auf (mitochondrialen) Stoffwechselprozessen liegt und dabei ausschlielRlich Herz-, Muskel-
und Lebergewebe analysiert wurde. Dabei war der globale Proteinumsatz mit dem Alter bei vielen
einzelnen Proteinen signifikant verandert, in der Summe jedoch leicht erhéht oder nicht signifi-
kant verandert. In einigen Studien ging ein geringerer Proteinumsatz bei alten Tieren mit einer
verbesserten Protein-Qualitdt einher (Dai et al. 2014; Karunadharma et al. 2015; Basisty et al.
2016). Junge RAGE*/*-Tiere zeigen eine relativ hohe SP-C Proteine-Menge und eine relativ geringe
SP-C mRNA-Menge und damit einen geringeren Proteinumsatz von SP-C als altere Tiere. Davon
ausgehend verringert sich bei dlteren Tieren die Stabilitat von SP-C. Bei SP-B ist dieser Effekt nicht
erkennbar. RAGE” -Tieren weisen schon im jungen Alter einen hohen SP-C Proteinumsatz auf, wor-
aus eine RAGE-abhangige Regulation der Proteinstabilitat von SP-C geschlussfolgert werden kann,
da sich RAGE positiv auf die Stabilitdt von SP-C auswirkt. Da AT II-Zellen keine allgemeine Quelle fiir
die RAGE-Expression in der Lunge sind, wird dieser Effekt eventuell durch sRAGE Uber parakrine
Signalwege verursacht. Der primare Einfluss des Alters, aber nicht der neonatalen Hyperoxie auf
die RAGE-abhangige Genexpression von AQPS5 als AT I|-Zell-assoziiertes Protein, SP-B und -C als AT
lI-Zell-assoziierte Proteine und Elastin als Fibroblasten-assoziiertes Protein weist zudem auf eine
signifikante Erholung der alveoldren Zelltypen im Erwachsenenalter hin.

Friihgeborene mit BPD zeigen eine Surfactant-Dysfunktion, von der vor allem die Surfactantpro-
teine B und C betroffen sind (Merrill et al. 2004). Merrill et al. (2004) geht davon aus, dass es
infolge der Surfactant-Dysfunktion zu einer Verschlechterung der Atmung kommt und dass die
dann notwendige O,- bzw. Beatmungsunterstiitzung in Kombination mit auftretenden Inflamma-
tionen zur Entwicklung einer BPD beitragen. In der Studie von Yee et al. (2014) fihrt neonatale
Hyperoxie (100 % O,) bei Mdusen an PND4 zu einer Verringerung der pro-SP-C Protein-Menge
und an PND10 wieder zu einer Zunahme. In friihgeborenen Ratten ist die mRNA-Menge von SP-B
nach Hyperoxiebehandlung (90 % O, fur 21d) erhéht (Fu et al. 2008). Fu et al. (2008) sieht darin
die Storung der Differenzierung der AT II-Zellen durch Hyperoxie. In der vorliegenden Arbeit hat
neonatale Hyperoxie (50 bzw. 75 % O,) keinen Einfluss auf die Protein- und mRNA-Menge der
Tensidproteine SP-B und -C. Ursache fiir die Diskrepanz der Ergebnisse kdnnte in dem unterschied-
lichen Studiendesign zu finden sein, da geringere O,-Konzentrationen sehr wahrscheinlich nicht
zu einer Stérung der Zelldifferenzierung fiihren und somit keine Veranderungen auf Protein- und
MRNA-Ebene sichtbar werden.

5.6 (s)RAGE und Inflammationen

SRAGE entsteht durch proteolytische Abspaltung aus dem membranstdandigen RAGE-Protein u.a.
durch Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und besitzt keine transmembranare und cytosolische
Domane (Fritz 2011). Ein erhdhter Gehalt an MMPs, wie er z.B. bei Diabetes und Atherosklerose
vorkommt, flhrt zu einem Anstieg der SRAGE-Konzentration (Raucci et al. 2008; Yamakawa et
al. 2011). Bei Lungenerkrankungen, wie COPD und ARDS zeigt sich ebenfalls eine Erhéhung der
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SRAGE-Konzentration in der BAL (Uchida et al. 2006; Su et al. 2007; Sukkar und Postma 2013). Dabei
fungiert sRAGE als ,, Koder-Molekiil“ im extrazellularen Raum fiir die RAGE-Liganden und fiihrt zur
Unterdriickung des intrazelluldren RAGE-Pathways und damit einhergehenden Inflammationen
(Park et al. 1998). sRAGE hat demnach eine zytoprotektive Wirkung und spielt eine wichtige Rolle
bei der Eindammung von Inflammationen in der Lunge. Die SRAGE-Ergebnisse dieser Arbeit decken
sich mit den Ergebnissen fir IgM, dessen Menge nach der Hyperoxiebehandlung ebenfalls unver-
andert war. Dies deutet auf einen geringen Langzeiteffekt der neonatalen Hyperoxie auf zelluldre
Komponenten hin. Die basalen RAGE-abhangigen Unterschiede in der alveoldaren Wandstarke und
der Alveolenzahl lassen sich durch den Einfluss von sRAGE auf die Genregulation extrazellularer

Matrixproteine in Lungenfibroblasten erklaren (Al-Robaiy et al. 2013).

In den sRAGE-Analysen dieser Arbeit konnte kein Einfluss von Hyperoxie auf die SRAGE-Konzentration
und keine direkten Nachweise fiir inflammatorische Reaktionen gefunden werden. Urséchlich
dafiir kénnte entweder das Fehlen von inflammatorischen Prozessen oder bereits deren Abklingen
zum Zeitpunkt der Analysen sein. Einen Hinweis auf das Bestehen einer Inflammation kann die
Anzahl der Leukozyten im Himatogramm an PND14 geben. Diese ist bei RAGE” -Tieren, die mit
moderater Hyperoxie behandelt wurden, signifikant verringert. Bei allen anderen behandelten
Tieren ist die Verringerung der Leukozytenzahl nur tendenziell erkennbar. Leukozyten, auch weille
Blutkdrperchen genannt, finden sich im Blut, im Knochenmark oder den lymphatischen Organen
und sind Teil der spezifischen und unspezifischen Immunabwehr (Janeway et al. 2002). Eine Verrin-
gerung der Leukozyten, eine sog, Leukopenie, kann auf eine Inflammation hindeuten, da dies einen
erhohten Verbrauch an Leukozyten und damit die Aktivierung des Immunsystems anzeigt. Eine an-
dere Moglichkeit zur Verringerung der Leukozyten, namlich eine verringerte Leukozytenproduktion
im KM kann im Hinblick auf das Alter und die Behandlung der Tiere ausgeschlossen werden. In der
Studie von Siddique et al. (2019) wird eine Leukopenie bei C57BL/6N-M3usen mit Werten zwischen
4,5-5,0n-10% - mm3 Leukozyten beschrieben. Der vorliegende Minimumwert lag bei 6,1 n - 103 -
mm-3 Leukozyten (normal ca. 10 n - 102 - mm3), sodass in diesem Fall zwar noch nicht von einer
Leukopenie gesprochen werden kann, der Trend dazu jedoch klar erkennbar ist. AuRerdem ist
zu beachten, dass Leukozyten in bestimmten Organen, wie z.B. Lymphknoten, Thymus oder Milz
gespeichert werden und, dass es zu einer zeitlichen Verzégerung kommt, bis diese Speicher geleert
sind und sich die Leukozytenzahl im Blut verringert. Es kann deshalb davon ausgegangen werden,
dass der inflammatorische Prozess in den infantilen Tieren schon langere Zeit angedauert hat und
eine Adaptation stattgefunden hat, so dass zum Zeitpunkt der Hauptanalyse keine Anzeichen bzw.
direkten Nachweise fiir einen inflammatorischen Prozesse zu finden sind. Bei den jungen-adulten
Tieren ist diese Tendenz weniger stark ausgepragt. Ursachlich hat die 45-tagige Erholungsphase

bei Raumluft zum Abklingen der Inflammation gefiihrt.

5.7 RAGE fordert die Alveolarisierung

Die basolaterale Lokalisation von RAGE auf der Oberflache der AT I-Zellen ist sehr wahrscheinlich
von Bedeutung fir die parakrine Signalwirkung zwischen dem Alveolarepithelzellen und den
darunter liegenden mesenchymalen und/oder vaskuldren Zellen (Reynolds et al. 2008). Zudem
kdnnte die Co-Lokalisation von RAGE mit anderen basolateralen Proteinen eine Rolle bei der
Epithelorganisation spielen (Bryant und Huwe 2000).
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Generell scheinen Zell-Zell-Interaktion in der Lungenentwicklung von besonderer Bedeutung zu sein.
Kapillare induzieren in der kanalikuldren Phase die Abflachung der dariiber liegenden Epithelzellen
sowie die Differenzierung dieser in AT |-Zellen durch regulatorische Faktoren (Smith et al. 2010). In
vitro-Analysen an isolierten murinen Alveolarzellen zeigen, dass auch RAGE die Differenzierung
von AT ll- zu AT I-Zellen fordert (Reynolds et al. 2008; Wolf et al. 2017). Dies wiirde auch die
Korrelation der RAGE-Menge mit der murinen Alveolarisierungsphase erklaren, wie sie auch in

Ratten nachgewiesen wurde (Lizotte et al. 2007).

RAGE”"-Méuse zeigen eine Limitierung der Alveolarisierung, die charakterisiert ist durch weniger,
dafir groRere Alveolen mit dickeren Alveolarwanden. Diese Verdanderungen sind auch die Ursa-
chen fiir die verdnderte Atemmechanik der RAGE7"-Mause im Vergleich zu den RAGE*/*-M3usen.
(s)RAGE hat zudem eine wichtige Bedeutung fiir die Genexpression, besonders fir die Expression
extrazelluldarer Matrix-Komponenten in Lungenfibroblasten (Bartling et al. 2005). Darin kénnte
die Ursache fir die dickeren alveoldren Zellwande, die ELN-Veranderung sowie die veranderte
Alveolenzahl in RAGE”"-M43use liegen. Die gréReren parenchymalen Luftraume und die verrin-
gerte Alveolenzahl in RAGE7"-Miuse sind zudem der Beweis fiir den Einfluss von RAGE auf die
Unterteilung der primitiven Alveolen (Alveolarsack) in reife Alveolen durch sekundare Septen-
bildung wahrend der Alveolarisierungsphase. RAGE hat demnach einen positiven Effekt auf die

Alveolarisierung.

5.8 Neonatale Hyperoxie fiihrt zur Stérung der Alveolarisierung

Die Behandlung von Mausen mit Hyperoxie mit einer O,-Konzentration von 75 % bis zum Ende
der sakkuldren Phase (etwa PND15) (Chao et al. 2015) ist ausreichend, um typische Langzeit-
veranderungen in der Lunge zu induzieren, die dem klinischen Bild der BPD dhneln (Wong et al.
2008; Tipple et al. 2009; Velten et al. 2010; Gough et al. 2014; Um-Bergstrom et al. 2017; Kumar
et al. 2018). Dazu gehort die Verringerung der Alveolarisierung der Lunge, welche mit dickeren
Alveolarwanden und erweiterten parenchymalen Luftraumen einhergeht. Wie schon in anderen
Studien mit vergleichbarem Studiendesign (Bozyk et al. 2012; James et al. 2013; Lee et al. 2013;
Ramani et al. 2015; Kumar et al. 2016, 2018; Namba et al. 2016; Cox et al. 2017; Willis et al. 2018)
zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine Verringerung der Alveolarisierung in Form von
erweiterten parenchymalen Luftraumen und dickeren Alveolarwanden durch schwere neonatale
Hyperoxie. Diese strukturellen Veranderungen der Lunge deuten auf ein Lungenemphysem hin,
wie es auch bei Computertomographie-basierten Untersuchungen von Uberlebenden der schwe-
ren BPD zu finden ist (Wong et al. 2008, 2011). Ursachlich dafir sind die Hyperoxie-induzierten
inflammatorischen Verdnderungen des Lungengewebes (Kallet und Matthay 2013; Bhandari et al.
2016), in dessen Folge sich vermehrt zellulare Infiltrate in den Alveolen akkumulieren (Bouch et al.
2015; Kumar et al. 2018). Die darin enthaltenen neutrophilen Granulozyten sezernieren Proteasen
u.a. auch Elastasen, welche die elastischen Fasern des Lungengewebes zerstéren (Han et al. 2017a).
Des Weiteren fiihren Sauerstoffradikale zur vermehrten Inaktivierung von u.a. Alpha-1-Antitrypsin,
das dazu dient, Elastasen und andere Proteasen zu inaktivieren (Siddiqui et al. 2016). Die fort-
schreitende Zerstorung der elastischen Fasern in der Lunge fihrt zur Zunahme der Compliance
und damit zur Verringerung der Fahigkeit der Lunge, sich bei der Exspiration zusammenzuziehen,
was langfristig zu einer Uberbldhung des Lungengewebes, dem sog. gas-trapping fihrt. In den
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histologischen Analysen der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass vorrangig die groen Luftraume
von der VergroRerung nach der Behandlung mit Hyperoxie betroffen sind. Dies deutet auf einen
starken Langzeiteffekt der starken neonatalen Hyperoxie auf den Ductus alveolares hin, aus de-
nen die Alveolen wahrend der Alveolarisierungsphase entstehen. Ebenfalls kénnen die erhdéhte
Starke der Alveolarwande und die daraus resultierende verringerte Zellzahl pro Gesamtflache des
Lungengewebes Ausdruck einer anormalen Expression von Elastin und anderer extrazellularer
Matrixmolekiile sein (Silva et al. 2015). Starke neonatale Hyperoxie fihrt demnach zur Stérung der

Alveolarisierung und zur Bildung eines Lungenemphysems.

5.9 Neonatale Hyperoxie fiihrt zu RAGE-abhdngigen Strukturveranderungen von Elastinfasern

Elastin (ELN) gehort zu den extrazellularen Matrixmolekiilen und wird von Myofibroblasten gebildet
(Bostrom et al. 1996; Lindahl et al. 1997). Elastin erlaubt der Lunge, sich bei der Inspiration auszu-
dehnen und bei der Exspiration wieder zusammenzuziehen, diese Fahigkeit wird auch als recoiling
bezeichnet. Direkt nach der Geburt findet eine Ummodellierung der vorhandenen elastischen
Fasern statt, bei der aus den vorhandenen diinnen, verstreut liegenden Elastinfasern dicke Biindel
entstehen (PND2 - PND14), welche die Alveolar6ffnungen umgeben und im weiteren Verlauf an
Dichte zunehmen (ab PND15) (Branchfield et al. 2016).

Neonatale Hyperoxie hat einen Einfluss auf das extrazelluldre ELN, da sich nach einer 14-tagigen
Hyperoxie-Exposition bei neugeborenen Mausen neben den normalen Elastinblindeln dichte Netze
aus ELN ausbilden (Branchfield et al. 2016). Die Studie von Bozyk et al. (2012) konnte zudem eine
Zunahme der mRNA-Expression sowie der Proteinmenge von ELN nach Hyperoxiebehandlung
nachweisen. Jedoch erfolgten die Analysen in beiden Studien jeweils direkt nach der 14-tdgigen
Hyperoxie-Behandlung. In der vorliegenden Arbeit, bei der die Aufarbeitung erst 45 Tage nach
der Behandlung erfolgte, wurde die mRNA-Expression und die Protein-Menge von ELN durch
neonatale Hyperoxie nicht beeinflusst. Die Gesamtmenge an Elastin gilt als Marker fiir Fibroblasten
(Mariani et al., 1998). Bei adulten Méausen, die mit schwerer neonataler Hyperoxie behandelt
wurden, blieb sie jedoch unverandert, weshalb von einem geringen Langzeiteffekt auf die zelluldren

Komponenten ausgegangen werden kann.

Es zeigten sich jedoch deutliche Veridnderungen der elastischen Fasern bei RAGE*/*-Mausen nach
der Behandlung mit neonataler Hyperoxie, wie sie auch in der Studie von Kumar et al. (2018)
beschrieben wurden. Die in dieser Arbeit beschriebene Hyperoxie-induzierte Fragmentierung der
elastischen Fasern ist die Ursache fiir die verringerte Lungenelastizitat, die durch eine Zunahme
der neutrophilen Elastase nach Hyperoxie (Han et al. 2017a) und durch eine erhohte Bildung
extrazelluldrer ROS-Molekiile mittels NADPH-Oxidasen der NOX-Familie verursacht wird (Brandes
et al. 2014). Bei fehlenden inflammatorischen Prozessen und ausbleibendem oxidativem Stress im
Lungengewebe adulter Mause kann eine anhaltende Fragmentierung der elastischen Fasern nach

der Behandlung mit neonataler Hyperoxie jedoch ausgeschlossen werden.

Dariber hinaus haben Peptidfragmente aus elastischen Fasern eine Bedeutung als Matrikine. Dabei
handelt es sich um Fragmente, die proteolytisch aus extrazelluldren Matrix-Makromolekiilen entste-
hen und Zellaktivitdten beeinflussen kdnnen, da sie u.a. Einfluss auf die Proliferation, Migration, Pro-
teaseproduktion und Apoptose haben (Maquart et al. 2004). Besonders die Elastinpeptidfragmente,

die durch elastolytische Enzyme wie z.B. MMPs entstehen, haben Auswirkungen auf chronisch
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obstruktive Lungenerkrankungen (Wells et al. 2015). Die Studie von Hilgendorff und OReilly (2015)
zeigt, dass Kinder, die spater an BPD erkranken, eine Zunahme der Proteaseaktivitdt und damit ver-
bunden eine erhdéhte Harnausscheidung von Desmosin, einem Abbauprodukt reifer Elastinfasern,
aufweisen. In der Studie von Houghton et al. (2006) schiitzte die Suppression von MMPs vor der
Entwicklung eines Zigarettenrauch-induzierten Emphysems und Makrophagen-Akkumulationen
im Lungenparenchym adulter Mausen. Es zeigte sich zudem, dass ROS-vermittelte Schaden an
elastischen Fasern aufgrund der geringen Umsatzrate und einer damit sehr geringen Ersatzleistung
langanhaltend sind (Shapiro et al. 1991). Die Emphysem-bedingte oxidative Fragmentierung der
extrazelluldren Matrix der murinen Lunge kann durch Uberexpression der EC-SOD abgeschwicht
werden (Yao et al. 2010). Da Elastinfragmente eine chemotaktische Wirkung auf Immunzellen
ausliben (Houghton et al. 2006), jedoch in den vorliegenden Analysen keine inflammatorischen
Prozesse nachgewiesen werden konnten, kann davon ausgegangen werden, dass die entstandenen

Elastinfragmente fiir die Induktion der Chemotaxis unwirksam sind.

RAGE scheint unter Hyperoxiebedingungen einen negativen Einfluss auf die Struktur der Elastin-
fasern zu haben, da RAGE” -Tiere keine so starke Fragmentierung der Elastinfasern aufweisen.
Dies kdonnte auch die Ursache fiir die RAGE-abhangige Hyperoxie-induzierte Verdnderungen der
Lungenfunktion sein. Die Studie von Lee et al. (2015) zeigt zudem, dass RAGE eine entscheidende
Rolle bei der Differenzierung und Migration von Myofibroblasten spielt. Des Weiteren wird das, von
den Myofibroblasten in den extrazelluldren Raum sezernierte Tropoelastin (l6sliches ELN) mittels
Lysyloxidase (LOX) vernetzt, dessen Genexpression ebenfalls Gber den RAGE/NF-xB-Pathway regu-
liert wird (Papachroni et al. 2010; Adamopoulos et al. 2016). AuRerdem konnte gezeigt werden,
dass die Elastin mRNA-Expression in jungen RAGE”"-M&usen im Vergleich zu RAGE*/*-Mausen
verringert ist. Dieses Ergebnis deckt sich mit friiheren Studienergebnissen der Arbeitsgruppe von
PD Dr. rer. nat. Babett Bartling, die zu dem gleichen Ergebnis kommen und darlber hinaus in Gene
array-Analysen zeigen konnten, dass in jungen RAGE7"-M3usen die MRNA-Expression von LOX
im Vergleich zu RAGE*/*-Mausen reduziert ist und eine Uberexpression von RAGE bzw. sRAGE in
Lungenfibroblasten und murinem Lungenparenchym zu einem erhéhten ELN mRNA-Level fihrt
(Stogsdill et al. 2013; Al-Robaiy et al. 2013). Dies weist darauf hin, dass RAGE einen direkten Einfluss
auf die Myofibroblasten und damit auf die mRNA-Expression von Elastin hat und eine Rolle bei der
Vernetzung von Tropoelastin mittels LOX spielt.

Eine weitere Ursache fiir die RAGE-abhangigen Unterschiede bei den Hyperoxie-induzierten Scha-
digungen der elastischen Fasern der Lunge kdnnte das geringere Vorkommen von Apoptose-
induzierten Inflammationen durch das Fehlen von RAGE selbst sein (Reynolds et al. 2011; Robinson
etal. 2012; Ota et al. 2016). Ebenso kdnnten die dickere Alveolarwande in RAGE”-Méausen und
die damit verbundene hohere Gesamtmenge an extrazellularer Matrix indirekt die elastischen
Fasern der Lunge schiitzen, da Hyperoxie-induziertes ROS durch Matrixkomponenten mit héheren

Umsatzraten als Elastin abgefangen werden.

5.10 BPD durch starke neonatale Hyperoxie wird durch RAGE verstarkt

In der Studie von Wolf et al. (2017) zeigen RAGE”"-M&usen ein Erhéhung der Compliance und

Verringerung der Elastizitat der Lunge, wie sie auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet werden
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konnten, ohne kritische Einschrankung der Exspiration. Darin ist auch die Ursache begriindet, war-
um RAGE”"-Méusen basal weniger Atemarbeit leisten miissen als RAGE*/*-Tiere. Damit l&sst sich
auch die in friiheren Studien beschriebene veranderte Atmungsmechanik bei RAGE”"-M3usen er-
klaren (Al-Robaiy et al. 2013, 2018). Bei RAGE*/*-Tieren tritt dieser Effekt erst nach der Behandlung
mit neonataler Hyperoxie auf. Ursachlich fiir diese funktionellen Unterschiede ist die Verringe-
rung der Alveolarisierung in RAGE”"-Méausen, die durch eine verringerte Alveolenzahl, dickere

Alveolarwande und grolRere parenchymale Luftraume gekennzeichnet ist.

Verringerte Werte bei Atemtests von jungen Erwachsenen, die an schwerer BPD erkrankt waren,
geben Hinweise auf funktionelle Folgen von emphysemartigen Verdnderungen in der Lunge (Wong
et al. 2008; Gough et al. 2014; Um-Bergstrom et al. 2017). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zeigten verringerte Spitzenatemstrome bei RAGE*/*-Mausen, die mit starker postnataler Hyperoxie
behandelt wurden. Andere Studien kommen nicht zu diesem Ergebnis, was darin begriindet sein
kdnnte, dass andere Instrumente, hauptsachlich Plethysmographen zur Beurteilung der Lungen-
funktion verwendet wurden (McGrath-Morrow et al. 2011; O’Reilly et al. 2014; Ramani et al. 2015;
Sozo et al. 2015; Kumar et al. 2016).

Die Resistance, auch Atemwegswiderstand genannt, wird neben der glatten Muskulatur der kon-
duktiven Atemwege auch von elastischen Fasern beeinflusst. Eine Verringerung der elastischen
Fasern wiirde zu einem Kollaps der kleineren Alveolen und letztendlich zu einer Zunahme des
Atemwegswiderstands flihren. Wie in einer friiheren Arbeit der Arbeitsgruppe gezeigt, beeinflusst
RAGE den Atemwegswiderstand nicht (Al-Robaiy et al. 2013). Eine starke neonatale Hyperoxie
fuhrt zu reduzierten inspiratorischen Spitzenfliissen ohne Veranderungen des Atemwegswider-
standes, was auf eine allgemeine Beeintrachtigung der Lungenelastizitat im Erwachsenenalter
hindeutet. In anderen Studien fiihrt eine starke Hyperoxie hingegen zu erhohten Atemwegswi-
derstanden aufgrund von Schadigungen der konduktiven Atemwege (Ramani et al., 2015; Kumar
et al., 2016), was in den vorliegenden Analysen jedoch nicht beobachtet werden konnte. Die
beobachteten funktionellen Verdanderungen weisen auf Mangel im elastischen Recoiling der Lunge
hin, die durch die in situ beobachtete Fragmentierung der elastischen Fasern verursacht werden

konnten.

RAGE”"-M3use sind weniger sensitiv fiir Langzeitschaden durch neonatale Hyperoxie, da sich
keine oder kaum Veranderung bei der Anzahl und GroRRe der Alveolen, Elastinfragmentierung
und eine Reduzierung der Spitzenatemstréme zeigen. Bei RAGE”"-Mause verursacht neonatale
Hyperoxie demnach weniger langfristige Veranderungen der Lungenhistologie und -funktion als bei
RAGE*/*-M3usen. Die nachteilige Wirkung von RAGE bei der Hyperoxie-induzierten Lungenschadi-
gung neugeborener RAGE*/*-Mause wird in den Lungenfunktionsanalysen sichtbar, die durch eine
signifikante Erhohung der Lungencompliance in Kombination mit reduzierten Spitzenatmungsstro-
men im Erwachsenenalter charakterisiert sind. Diese Ergebnisse stimmen mit Daten von adulten
Mausmodellen Giberein, die zeigen, dass RAGE zu einer akuten Lungenschadigung durch Hyperoxie
beitragt (Reynolds et al. 2010; Ota et al. 2016). Eine Hyperoxie-induzierte BPD wird demnach durch
RAGE noch verstarkt.
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5.11 Neonatale Hyperoxie verandert konzentrationsabhéngig die Konzentration der

Thrombozyten

Thrombozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Blutgerinnung und entstehen durch Abspaltung
aus Megakaryozyten (MK), die im Knochenmark (KM) gebildet werden und dort heranreifen. MK
kommen nicht nur im KM, sondern auch in der Milz und in Lungenkapillaren vor (Slater et al. 1983;
Zucker-Franklin und Philipp 2000; Kaushansky 2008) und reifen vorrangig in KM-Sinusoiden heran
(Junt et al. 2007). Dabei handelt es sich um spezielle BlutgefalRe, die aus einem diskontinuierlichen
Endothelverband bestehen und u.a. fiir Blutzellen durchlassig sind. In der hdmatopoetischen Nische
des KM liegt der durchschnittliche partielle O,-Gehalt (pO,) bei ca. 5 %, in den KM-Sinusoiden bei
8 % und in den Lungenkapillaren bei 16 % (Eliades et al. 2012). Ein pO, von 20 % fiihrt zu einem
Anstieg der MK im peripheren Blut im Vergleich zu 5 % (Laluppa et al. 1998). Auch die MK-Reifung
ist unter einem pO; von 20 % forciert (Mostafa et al. 2000). Direkt nach der Behandlung mit
starker postnataler Hyperoxie zeigten die jungen Mause eine Zunahme der Thrombozytenzahl.
Bei adulten Mausen war dies nur nach Behandlung mit moderater Hyperoxie zu beobachten.
Dies kdnnte darauf hindeuten, dass die Reifung der MK sowie die Freisetzung von Thrombozyten
aus MK O,-abhangig sind. Es gibt Hinweise darauf, dass diese O,-Abhangigkeit wiederum auf
ROS-vermittelte Prozesse zurlickzufiihren ist (Chen et al. 2013). Murine Thrombozyten werden
hauptsachlich aus Megakaryozyten im Lungengewebe gebildet (Lefrancais et al. 2017) und sind
zudem an der Regulation der Lungenentwicklung beteiligt (Tsukiji et al. 2018). Daher kénnte ihr
Anstieg auch auf eine erhohte zellulare Aktivitat hindeuten, um die Hyperoxie-induzierten Schaden
zu kompensieren. Die mogliche Rolle der Thrombozyten bei der Reduktion Hyperoxie-induzierter
Schaden in der neonatalen Lunge ist jedoch noch unbekannt.

5.12 Starke neonatale Hyperoxie, aber nicht moderate Hyperoxie, induziert eine BPD in der
Maus

Bei der Analyse der Ergebnisse fallt auf, dass es Faktoren gibt, die sehr stark von Hyperoxie be-
einflusst werden und andere Faktoren, auf die neonatale Hyperoxie kaum, bis keinen Einfluss hat.
Keine Hyperoxie-bedingten Effekte zeigen sich auf die Expression von AQP5 und die Tensidpro-
teine SP-B und SP-C. Hingegen wird die Anzahl der Thrombozyten, die Struktur der elastischen
Fasern und die Compliance sehr stark durch Hyperoxie beeinflusst. Auch auf die histologische
Lungenstruktur und -funktion hat eine neonatale Hyperoxiebehandlung starke Auswirkungen.
Starke Effekte werden dabei auch meistens durch eine hohe O,-Konzentration ausgel6st. Starke
neonatale Hyperoxie flihrt bei adulten Mausen zu emphysematdsen Lungen ohne Anzeichen fir
oxidativen Stress und Inflammationen. Moderate neonatale Hyperoxie fiihrt hingegen nicht zu
Emphysemen in der murinen Lunge. Die Langzeiteffekte der neonatalen Hyperoxie zeigen sich
hauptsachlich in Auswirkungen auf langandauernde Prozesse, wie z.B. die Thombopoese oder
extrazelluldare Matrixkomponenten, jedoch nicht auf zellularer Ebene. Schnell zu regulierende
Prozesse wie z.B. die Expression von Tensidproteinen weisen bei adulten Mausen, die mit neona-
taler Hyperoxie behandelt wurden, keine Effekte durch die Hyperoxie auf. Die O,-Konzentration
muss zudem grol genug sein, um Auswirkungen auf die Lungenstruktur zu haben. Eine moderate
neonatale Hyperoxie hat kaum einen negativen Einfluss auf die Lunge und fiihrt zu keiner Stérung

der Alveolarisierung, starke neonatale Hyperoxie hingegen schon.

57



Trotzdem darf die Aussage , starke Hyperoxie gleich starke Auswirkung” nicht pauschalisiert werden.
Ein Blick in die Literatur zeigt, dass ahnliche Studiendesigns verschiedene, ja sogar widerspriichliche
Ergebnisse liefern kénnen. Ein Beispiel ist die Analyse des radial alveolar count (RAC) bei C57/BL6-
Madusen, die fiir 7 d mit neonataler Hyperoxie behandelt und an PND21 analysiert wurden: bei Dylag
etal. (2017) haben 50 % O, keinen Einfluss auf den RAC, bei Wang et al. (2014a) zeigt sich hingegen
schon bei 40 % O, eine signifikante Abnahme des RAC. Die vergleichende Studie von Yee et al.
(2009) zeigt deutlich, dass es sowohl beim pro-SP-C, dem MLI sowie der Compliance und Elastizitat
der Lunge Dosis-abhangige Effekte bei O,-Konzentrationen zwischen 21 - 100 % gibt. Trotz der
zum Teil unterschiedlichen Ergebnisse zeigt sich jedoch deutlich, dass hohe O,-Konzentrationen,
ob mit oder ohne Erholungsphase, zu Storungen der Alveolarisierung und Auswirkungen auf die
Lunge fiihren. Bei geringeren Konzentrationen sind die Ergebnisse nicht eindeutig. Bei diesen Fallen
scheint die individuelle Sensitivitat der Tiere, die in starkem Zusammenhang mit der Starke der
korpereigenen antioxidativen Systeme steht, eine sehr viel entscheidendere Rolle zu spielen als bei
hohen O,-Konzentrationen. Schlussfolgernd ldsst sich mit Blick auf die vorliegenden Ergebnisse
feststellen, dass starke neonatale Hyperoxie, aber nicht moderate neonatale Hyperoxie, eine BPD

in der Maus induziert.

5.13 Limitationen des Hyperoxie-induzierten Tiermodells

Die Lungenentwicklung bei Mensch und Maus verlauft sehr dhnlich (Chao et al. 2015) und eine
Behandlung neonataler Mause mit Hyperoxie zeigt eine Ahnlichkeit zu der Hyperoxie-induzierten
Lungenpathologie (iberlebender Friihgeborener. Es gilt jedoch zu beachten, dass die sakkulare
Lunge einer reifen neonatalen Maus darauf ausgerichtet ist, ihre physiologische Funktion zu erfiillen,
wohingegen die sakkulare Lunge eines friihgeborenen Menschen dies noch nicht vollstandig kann.
Demzufolge kdnnen adaptive Mechanismen, als Antwort auf eine Hyperoxie-Exposition, zwischen
Mensch und Maus in dieser Phase der Lungenentwicklung sehr unterschiedlich ausfallen (Buczynski
et al. 2013).

Die Behandlungsdauer wurde auf 14 d angesetzt, da dies laut Literatur fiir die verwendetet O,-
Konzentration eine optimale Dauer mit gut ersichtlichen Versuchsergebnissen darstellte, ohne
ein unnotig hohes Leid fir die Tiere mit sich zu bringen (Popova 2013; Sozo et al. 2015). Es
bleibt jedoch die Kritik, dass eine 14-tdgige Hyperoxiebehandlung bei einer Maus einer 2-jdhrigen
Behandlungsdauer beim Menschen entsprechen wirde (Amy et al. 1977). Zudem werden in der
Klinik die O,-Konzentrationen und die Beatmungsdauer individuell anhand der Blutgaswerte der
Frihgeborenen angepasst und verandern sich dadurch sukzessiv. Damit kann das BPD-Mausmodell
die Bedingungen, welche zur Entwicklung einer BPD bei Friihgeborenen fiihrt, nicht vollstandig
nachahmen. Kiirzere Behandlungsdauern wiirden bei den relativ niedrigen O,-Konzentrationen zu
keinen Verdanderungen in der Lungenstruktur fiihren (Lee et al. 2013). An dieser Stelle stoRt das

Tiermodell an seine Grenzen.

Fur den Versuchsaufbau wurde die offene Kafighaltung gewahlt, da durch die einfache Hand-
habung und schnelle Zuganglichkeit der Tiere ein unkomplizierter Versuchsablauf gewahrleistet
werden konnte. Dabei besteht jedoch ein erhohtes Risiko fiir die Ausbreitung von Krankheits-

erregern durch die Luft. Mittels Zugangsrestriktion und strikter HygienemaBBnahmen, wie z.B.
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das Anlegen von Schutzkleidung und regelmaRiger Einstreuwechsel wurde die Gefahr einer Aus-
breitung von Infektionskrankheiten so gering wie moglich gehalten. Trotzdem kann ein gewisser
Selektionsprozess nicht ganzlich ausgeschlossen werden, da kranke und geschwachte Tiere vor
dem Versuchsende verstarben und bei der Analyse nicht mit einbezogen wurden. Dadurch kénn-
te es zu einer , Abschwachung” der Effekte kommen, da unter extremen Bedingungen nur die
gestinderen und weniger beeintrachtigten Tiere lGberlebten und deren Daten in die Analysen
einflossen.

5.14 Aussichten

Jlingste Forschungsergebnisse deuten auf NTproBNT (N-terminal pro-B-type natriuretic peptide)
als einen friihen Biomarker fiir BPD hin, da er bei extrem Friihgeborenen, die spater eine BPD
entwickeln, um den 14. Lebenstag signifikant erhoht ist (Méndez-Abad et al. 2019). Momentan
gibt es kaum Medikamente zur direkten Behandlung von BPD. Da inflammatorische Prozesse ein
wesentlicher Bestandteil der Pathologie der BPD sind, liegt der aktuelle Fokus auf der Behandlung
entziindlicher Reaktionen mittels entziindungshemmender Medikamente wie z.B. inhalative Stero-
ide. Andere Studien zeigen gute Behandlungsergebnisse durch die intratracheale Instillation von
Surfactant-basiereten Budesonid, einem synthetisch hergestellten Glukokortikoid (Bassler 2015).
Weitere Behandlungserfolge wurden durch hohe intramuskuldre Dose von Vitamin A, Caffein-
Therapien und Antioxidantien erzielt (Greenough 2008; Ghanta et al. 2013; Tiwari et al. 2014).
Auch bestimmte Arten von microRNA und mesenchymalen Stammzellen kdnnten vielversprechen-
de neue Therapieansatze darstellen (van Haaften et al. 2009; Lal et al. 2018). Richtungsweisend
kdnnte auch die Studie von Partridge et al. (2017) sein, in der die Entwicklung von zu frih ge-
borenen Ldimmern in einem extrauterinen Beutel, dem sog. Bio-Bag fortgesetzt wurde. In den
Lungen-histologischen Analysen fanden sich keine Unterschiede zwischen Limmern aus dem Bio-
Bag und gleichaltrigen intrauterin entwickelten Lammern. Diese Studie kdnnte vielversprechend fiir

die zukinftige medizinische Versorgung von extrem Frilhgeborenen sein.

Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit kdnnte im nachsten Ansatz die simultane Instillation
von rekombinantem sRAGE und Surfactant im Hyperoxie-induzierten BPD-Mausmodell iberpriift
werden. Zu erwarten ware, dass SRAGE die pro-inflammatorischen Liganden von RAGE abfangt.
Denkbar ware auch die Kombination von rekombinaten extrazelluldaren SODs mit Surfactant, um die
Elastinfragmentierung zu reduzieren. Diese experimentellen Ansatze lieRen sich auch relativ unkom-
pliziert in klinische Studien tibertragen. Da eine RAGE-Uberexpression in klinischen Studien so gut
wie unmoglich ist und RAGE auf der Grundlage der vorliegenden Ergebnisse dazu fiihren wiirde, die
Hyperoxie-induzierten Lungenschdden noch zu verstarken, bliebe letztendlich nur die Inhibition von

RAGE, um die Lungenpathologie durch neonatale Hyperoxie zu reduzieren.

Die Fragmentierung der elastischen Fasern scheint eine zentrale Rolle bei der Entwicklung des
emphysematdsen Lungenphanotyps nach neonataler Hyperoxie-Exposition zu spielen, daher sollte
der Fokus der zukiinftigen Forschung darauf ausgerichtet sein nitzliche Elastin-schiitzende Ver-
bindungen zu identifizieren, die in Zukunft zusatzlich zur Surfactant-Therapie eingesetzt werden

kénnen.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit sollte die Rolle von RAGE in der Lunge und bei der Hyperoxie-induzierten BPD
untersuchen. Fir die Studie wurden neugeborene RAGE*/*- und RAGE”"-Méuse 14 Tage einer mo-
deraten (50 % O,) und starken Hyperoxie (75 % O,) ausgesetzt. An PND60 und PND120 wurden die
Lunge in situ und ex vivo untersucht sowie die Hdmatogramme analysiert.

Diein der Zielstellung formulierten Fragen konnen wie folgt beantwortet werden:
1. Welche Bedeutung hat RAGE bei der Lungenentwicklung?

In den durchgefihrten Analysen zeigt sich deutlich die Bedeutung von RAGE fiir die Abdichtung
der alveolo-kapillaren Membran. AulRerdem wirkt sich RAGE positiv auf die Alveolarisierung aus
und fordert in der friihen neonatalen Entwicklung die Stabilisierung einiger AT-Zell-relevanter
Proteine wie AQP5 und SP-C in der Lunge. Auf den neonatal entwicklungsabhangigen Gehalt
an anti-oxidativen Enzymen und die ROS-Bildung in der Lunge hat RAGE hingegen keinen Ein-
fluss.

2. Welche Bedeutung hat RAGE bei der Hyperoxie-induzierten BPD?

Die vorliegende Arbeit bestatigt, dass starke neonatale Hyperoxie zu einer Stérung der Alveolarisie-
rung flhrt, wobei erstmals gezeigt werden konnte, dass davon vorrangig die gréReren Luftrdume im
Lungenparenchym betroffen sind. Neonatale Hyperoxie verdandert zudem konzentrationsabhangig
das Blutbild, vor allem jedoch die Konzentration der Thrombozyten. Moderate und schwere hyper-
oxische Zustdande bei neugeborenen Mausen verursachen im Erwachsenenalter unterschiedliche
Lungenphadnotypen. Emphysematdse Lungen ohne anhaltenden oxidativen Stress und Inflamma-
tionen sind das Ergebnis einer schweren neonatalen Hyperoxie. Nicht-emphysematdse Lungen
sind das Ergebnis einer moderaten neonatalen Hyperoxie. Damit induziert ausschlieRlich eine
starke neonatale Hyperoxie eine BPD in der Maus. BPD, die durch starke neonatale Hyperoxie indu-
ziert wurde, wird durch RAGE noch verstarkt. Die zentrale Rolle dabei spielt die RAGE-abhangige

Hyperoxie-induzierte Fragmentierung der elastischen Fasern.

Tabelle 11: Zusammenfassung der Effekte von RAGE und neonataler Hyperoxie sowie deren Zusammen-
wirken. Das Pluszeichen (+) zeigt einen positiven Effekt an, das Minuszeichen einen negativen
Effekt (-), die Anzahl der Symbole gibt die Starke des Effekts wieder.

RAGE neonata!e RAGE + neon.atale
Hyperoxie Hyperoxie

Abdichtung der alveolo-kapillaren

++ o o
Membran
Stabilitat AT-Zell-relevanter Proteine + o o
(AQP5, SP-C)
Alveolarisierung + -- -
Lungenemphysem o - --
Elastinstruktur o o --
Thrombozytenzahl o - o

+ = positiver Effekt; - = negativer Effekt; o = kein Einfluss
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Durch die Fiille an Untersuchungen ist eine Ubersichtsarbeit tiber die Auswirkungen von neonataler
Hyperoxie auf verschiedene Bereiche der Lunge entstanden. Moderate neonatale Hyperoxie fiihrt
kaum zur Entstehung von Lungenschaden, wohingegen starke neonatale Hyperoxie zu Lungenem-
physemen und Stérungen der parenchymalen Struktur der Lunge fiihrt. Im Zentrum steht dabei
die Fragmentierung der elastischen Fasern, die sowohl die strukturellen als auch die funktionellen
Veranderungen der Lunge nach hyperoxischen Zustdnden begriindet. RAGE hat in der Lunge sowohl
positive Effekte als auch negative Effekte. RAGE dichtet die alveolo-kapillare Membran ab, férdert
die Alveolarisierung und tragt zur Stabilitat bestimmter AT-Zell-relevanter Proteine bei. Hingegen
verstarkt RAGE die Hyperoxie-induzierte BPD sowie die Sensitivitat der sich entwickelnden Lun-
ge auf hyperoxische Zustande und tragt zur Fragmentierung der elastischen Fasern der Lunge
bei.

Das ausbalancierte Zusammenspiel antioxidativer Enzyme und intra- wie auch extrazellularen ROS,
als wichtiges Signalmolekdil, ist unerlasslich fur die physiologische Funktionalitidt der Lunge. Bei
Stérungen dieses minutidse Gleichgewichts, wie es bei einer neonatalen Hyperoxie-Exposition
der Fall ist, kommt es auf zelluldrer Ebene zu tGiberschiefenden Reaktionen und Zellantworten,
welche zu inflammatorischen Reaktionen und Schadigungen der zelluldren, wie auch extrazelluldren
Strukturen flhren. Anhaltend miindet dies in einer dauerhaften Stérung und Remodellierung der
alveolaren Struktur, was letztendlich Langzeitauswirkungen auf die physiologische Funktionalitat
der Lunge hat, wie sie bei BPD auftritt.

Die Fortschritte in der intensivmedizinischen Versorgung von extrem Frithgeborene haben dazu
gefiihrt, dass sich das Bild der BPD in den vergangenen Jahren verandert hat und immer mehr
Kinder mit einem extrem geringen Geburtsgewicht lGberleben. Trotz umfangreicher und individuell
angepasster Therapien bleibt die Problematik der unreifen Lunge und des damit verbundenen Risi-
kos an BPD zu erkranken weiterhin bestehen. Die Langzeitfolgen der BPD-Erkrankung auf die erste
Generation Uberlebender mit einem extrem geringen Geburtsgewicht lassen sich immer noch nicht
vollstdndig absehen (Bassler 2015). Neue BPD-Therapieansatze und -Fritherkennungsmaoglichkeiten
sind jedoch vielversprechend. Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen dazu bei, die Pathologie der BPD
und die daran beteiligten molekularen Vorgange besser zu verstehen und darauf basierend neue

Therapieansatze zu entwickeln.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation sind bereits 2019 erfolgreich publiziert worden:

Kindermann, A., Baier, J., Simm, A., Haase, R. and Bartling, B. (2019) ‘Receptor for advanced
glycation end-products modulates lung development and lung sensitivity to hyperoxic injury in
newborn mice’, Pflugers Archiv: European Journal of Physiology. doi: 10.1007/s00424-019-02267-
2.

Kindermann, A., Binder, L., Baier, J., Glindel, B., Simm, A., Haase, R. and Bartling, B. (2019) ‘Severe
but not moderate hyperoxia of newborn mice causes an emphysematous lung phenotype in
adulthood without persisting oxidative stress and inflammation’, BMC pulmonary medicine, 19(1),
p. 245. doi: 10.1186/s12890-019-0993-5.
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. RAGE fordert die Alveolarisierung
. RAGE fordert die Abdichtung der alveolo-kapillaren Membran

. RAGE hat keinen Einfluss auf den postnatal entwicklungsabhangigen Gehalt an anti-oxidativen
Enzymen und ROS-Bildung in der Lunge

. RAGE fordertin der friihen postnatalen Entwicklung die Stabilisierung einiger AT-Zell-relevanter
Proteine wie AQP5 und SP-C in der Lunge

. Starke neonatale Hyperoxie, aber nicht moderate Hyperoxie, induziert eine BPD in der Maus
. BPD durch starke neonatale Hyperoxie wird durch RAGE noch verstarkt
. Neonatale Hyperoxie fiihrt zu RAGE-abhangigen Strukturveranderungen von Elastinfasern

. Neonatale Hyperoxie verandert konzentrationsabhangig das Blutbild, vor allem die Konzen-

tration der Thrombozyten
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