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1. Einleitung
 

 
 
1.1 Zur Bedeutung der COPD und des Emphysem 
 
Die COPD (chronic obstructive pulmonary disease) ist definiert als ein Krankheitszustand, 

der durch nicht vollständig reversiblen erhöhten Atemwegswiderstand charakterisiert wird. 

Die Erhöhung des Atemwegswiderstand verläuft progressiv und ist assoziiert mit abnormaler 

Inflammation im Bereich der kleinen Atemwege (Pauwels RA et al. 2001). Die COPD ist in 

der westlichen Welt die 4. häufigste Form chronischer Leiden (Murray CJD et Lopez AD 

1997) und hierbei in den Vereinigten Staaten von Amerika die 4. häufigste Todesursache. 

Über ihre Häufigkeit in der sich entwickelnden Welt ist wenig bekannt; zum einen ist die 

Literatur nicht ausreichend, zum anderen fehlen zuverlässige Datenerhebungen. Während 

die COPD weltweit 1990 noch die 12. häufigste Todesursache war, wird sie im Jahre 2020 

die 5. häufigste Todessursache weltweit sein (Murray CJD et Lopez AD 1997). Doch auch 

die Häufigkeit in der entwickelten Welt wird in der Literatur unterschätzt, da nur die Fälle 

diagnostiziert werden, die klinisch apparent werden und da die Erkrankung in der Frühform 

nur wenige Beschwerden verursacht. Dies bedeutet, dass erst die späten 

Erscheinungsformen erfasst werden. Die Prävalenz in der entwickelten Welt beträgt 1,7 % 

bei Männern und 1,4 % bei Frauen im Jahre 1997 (Soriano JB et al. 2000). In der Global 

Burden of Diseases Studie der WHO und der Weltbank wird das weltweite Vorkommen mit 

9,34/1000 Männern und 7,33/1000 Frauen geschätzt. Diese Zahlen geben aber nur die 

Prävalenz in der Gesamtbevölkerung an, und vernachlässigen dabei, dass die COPD eine 

Krankheit der älteren Bevölkerung ist, und in dieser Gruppe die Prävalenz bedeutend höher 

ist. Die Kosten zur Behandlung der Krankheit beliefen sich im Jahr 1993 in den Vereinigten 

Staaten auf 14,7 Milliarden U.S. Dollar, die indirekten Kosten z. B. durch vorzeitige 

Berentung oder Arbeitsausfall betrugen nochmals 9,2 Milliarden U.S. Dollar, was zusammen 

23,9 Milliarden U.S. Dollar macht oder Pro-Kopf Kosten von 60 U.S. Dollar pro Jahr 

verursacht (NIH, 1998). 

Die Diagnose einer COPD ist zunächst eine klinische Diagnose, die sich durch apparative 

Diagnostik über spirometrische Messungen verifizieren und quantifizieren lässt. Der Verlauf 

der Krankheit ist charakterisiert durch eine Entzündung der unteren Atemwege, die zu einem 

erhöhten expiratorischen Widerstand führt. Zusätzlich kommt es beim Voranschreiten der 

Erkrankung zu einem Parenchymverlust distal der Bronchioli terminales, dem Emphysem. 

Dieser Verlust an Gasaustauschfläche verläuft schleichend progredient. Bei Infekten des 

unteren Respirationstrakts kann es zur „Infektexazerbation“ kommen und der Verlust an 

Alveolen verläuft schneller. Die chronische Bronchitis ist ebenso wie das Emphysem ein 

Aspekt des Oberbegriffes COPD. 
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Zu den Risikofaktoren zählt das (aktive) Rauchen (Barnes PJ 2000b), aber auch das 

Passivrauchen (Leuenberger P et al. 1994). Zigarettenraucher scheinen im Vergleich zu 

Pfeifen- oder Zigarrenrauchern besonders betroffen zu sein. Interessant hierbei ist, dass nur 

15% der Raucher im Laufe ihres Lebens eine COPD und ein Emphysem entwickeln 

(Pauwels RA et Rabe KF 2004).  

Ein weiterer Risikofaktor ist die berufsbedingte Exposition gegenüber Rauch bei der 

Verbrennung fossiler Brennstoffe (Kauffmann F et al. 1979) oder von Chemikalien (z.B. 

Cadmium). Dies kann zur Überempfindlichkeit der Atemwege führen und bei gleichzeitiger 

Zigarettenrauchexposition zum schnelleren Verlauf der COPD führen. Die allgemeine 

Luftverschmutzung ist eher als geringerer Risikofaktor zu sehen, ganz im Gegensatz zur 

Innenraumbelastung der Luft durch Kochen am offenen Feuer mit Holz oder Kohle, dem 

Benutzen fossiler Brennstoffe und verringerter Belüftung der Wohnräume (Perez-Padilla R et 

al. 1996; Behera D et Jindal SK 1991; Samet JM et al. 1987). Diesen Risikofaktoren wird die 

hohe Prävalenz der COPD in Ländern, in denen das Zigarettenrauchen nicht so häufig ist, 

große Bedeutung zugemessen. Auch werden schwere Infektionen des Respirationstraktes 

im Kindesalter als Risikofaktoren angesehen (Tager IB et al. 1988). 

Als genetischer Risikofaktor ist der α1-Antitrypsinmangel zu nennen, bei dem es durch 

fehlende Inhibition der Elastasen bei einer Immunantwort zur Zerstörung des Elastins und 

nachfolgend zum Emphysem kommt, wie schon Erickson 1965 beobachtete. Während es bei 

der Schädigung der Lunge durch Zigarettenrauch und andere Noxen eher zum 

centrolobullären Emphysem mit Lokalisation im Lungenoberlappen kommt, ist das 

panacinäre Emphysem beim α1-Antitrypsinmangel eher in den Lungenunterfeldern zu finden. 

Beim panacinären Emphysem ist histologisch eine Atemraumvergrößerung im gesamten 

Acinus von den respiratorischen Bronchioli an bis zu den Alveolen mit Alveolarverlust zu 

finden, während beim centrolobullären Emphysem eine abnorme Vergrößerung der 

respiratorischen Regionen mit einem Parenchymverlust vor allem distal der Bronchioli 

terminales zu finden ist. So ist aber das panacinäre Emphysem infolge eines α1-

Antitrypsinmangels mit einem Anteil von unter einem Prozent zahlenmäßig eher von 

untergeordneter Bedeutung. Als dritte histologische Form des Emphysems ist das distal 

acinäre Emphysem zu nennen. Diese Form ist selten und nicht mit einem bestimmten 

Risikofaktor assoziiert.  

Auch wenn einige Risikofaktoren benannt wurden, der Hauptrisikofaktor ist und bleibt: das 

Zigarrettenrauchen. Dies lässt sich auch an der Tatsache absehen, dass in den Ländern in 

denen das Zigarettenrauchen zugenommen hat, auch die COPD und das Emphysem, nach 

einiger Zeit Latenz, zugenommen haben (Murray CJD et Lopez AD 1997).   
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1.2 Aufbau der Lunge und der Alveole 
 
Die Lunge des Menschen ist als Gesamtorgan mit der Aufgabe des Gasaustausches 

bedacht. Diese Aufgabe kann am besten durch ihre feine Untergliederung erklärt werden. 

Die luftleitenden Teile der Lunge untergliedern sich in: Trachea, Bronchien, Bronchiolen, bis 

hin zu den Ductus alveolares. An diese schließt sich das Parenchym mit den Alveolen, als 

Ort des Gasaustausches an. Ausgekleidet sind die Alveolen mit einem einschichtigen 

Deckepithel aus Alveolardeckzellen. Weiter besteht die Alveole aus einem dichten 

Kapillarnetzwerk in der Alveolarwand. Dieses Netzwerk ist eingebettet in ein sehr feines 

Interstitium, bestehend aus der gemeinsamen Basallamina von Alveolarepithelzelle und 

Kapillarendothelzelle, einigen interstitiellen Zellen und einem Fasersystem aus kollagenen 

und elastischen Fasern. Somit ist der Diffusionsweg durch Alveolarepithelzelle, Interstitium 

mit Basallamina und Kapillare mit ungefähr 0,2-0,4 μm (West JB et Mathieu-Costello O. 

1992) klein genug, um einen suffizienten Gasaustausch, das heißt der Austausch von CO2 

und O2 nach dem Fick´schen Diffusionsgesetz, noch zu gewährleisten. Die Zahl der Alveolen 

ist beim Menschen mit circa 480 Millionen (Ochs M et al. 2004) ausreichend hoch, dass 

selbst bei Verlust eines großen Teiles dieser Anzahl (z.B. nach Pneumektomie) eine 

ausreichende Oxigenierung des Blutes noch möglich ist. Die Verästelung in so viele kleine 

Alveolen erlaubt es der menschlichen Lunge bei einem Volumen von ungefähr sechs Litern 

totaler Lungen Kapazität (TLC) eine Oberfläche von circa 126 m2 zu erreichen (Gehr et al. 

1978). Um diese Oberfläche bei einer so großen Anzahl an Alveolen bei Inspiration zu 

belüften, muss die Oberflächenspannung möglichst klein gehalten werden, um zu 

vermeiden, dass Alveolen „verkleben“ und dabei Atelektasen bilden. Die Lunge erreicht dies 

durch das Surfactant (surface active agent), einer dünnen Pospholipidschicht mit einigen für 

diese Schicht spezifischen Proteinen, den Surfactantproteinen.  

Die für den Gasaustausch der Lunge wichtige kurze Distanz stellt hohe Anforderungen an 

die Struktur der Alveole und deren Zellen. Es darf weder zu Verbreiterung des Interstitiums 

durch Proliferation oder Inflammation kommen, noch darf es zu einer Vermehrung der 

extrazellulären Matrix durch Ödem kommen. Durch den niedrigen Blutdruck im kleinen 

Kreislauf ist der kolloidosmotische Druck höher als der Kapillardruck, und es kommt so in der 

Regel nicht zum Übertritt von intravasalem Wasser in die extrazelluläre Matrix. Das 

Zurückhalten von Wasser bewerkstelligt die Lunge auch durch tight junctions, welche sowohl 

am Endothel als auch am Alveolarepithel zu finden sind. Weiter hat die Lunge einige, wenn 

auch kleine, Lymphgefäße, um für den Abtransport von Proteinen und Abbaustoffen zu 

sorgen. Dies alles sorgt für eine kurze Diffusionsstrecke und hält damit das Interstitium für 

einen suffizienten Sauerstofftransport klein. 
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Das Interstitium dient als Baugerüst der Lunge und besteht hauptsächlich aus Fasern der 

extrazellulären Matrix, Fibroblasten und vereinzelt Zellen der spezifischen und 

unspezifischen Immunabwehr. Die Fasern sichern die strukturelle Integrität und darüber 

hinaus erfüllen sie eine wichtige Funktion bei der Atemmechanik der Lunge. Die Fasern 

erlauben eine Dehnung der Lunge bei Inspiration ohne einen strukturellen Schaden, selbst 

bei hohen Tidalvolumina, zu hinterlassen und führen durch ihre elastischen Rückstellkräfte 

zu einer Volumenreduktion in die Ausgangslage zurück. Der Großteil der extrazellulären 

Matrix besteht aus Kollagen- und Elastinfasern. Beim Kollagen herrschen die durch 

ortständige Fibroblasten produzierten Kollagene I und III im Verhältnis 3:1 bis 6:1 vor und 

sind für 15-20% des Trockengewichts der Lunge verantwortlich (Weibel ER et Crystal RG 

1997). Im Bereich der Basallamina ist vor allem Kollagen IV zu finden. Weiter sind auch die 

Kollagene V und VI, wenn auch in geringerer Menge zu finden.  

Das hydrophobe Elastin ist durch seine elastischen Fähigkeiten neben den besonderen 

Fähigkeiten des Surfactants verantwortlich für die besondere mechanische Rückstellkraft der 

Lunge in Expiration und führt dadurch zur Entleerung der luftgefüllten Alveolen. Der Verlust 

des Elastins oder dessen strukturell funktionelle Form, die den elastischen Recoil erlaubt,  

durch verschiedene exogene Noxen, aber auch durch endogene Vorgänge wie z.B. 

Inflammation mit Proteolyse, kann nicht ausgeglichen werden und bewirkt dadurch den 

Untergang von Alveolarwänden. So kann Elastin bei Induktion eines Schadens durch 

Elastase zwar neu gebildet werden, aber nicht in seiner funktionell optimalen Form (Lucey 

EC et al. 1998). Es entstehen hierdurch Lücken im Elastinfasernetz, so dass es zum Verlust 

des physiologischen elastischen Recoils (Vlahovic G et al. 1999) kommt. 

Die Zellen des Interstitium sind unterschiedlichen Ursprungs. Die Fibroblasten, Perizyten, 

Myofibroblasten, glatte Muskelzellen und die undifferenzierten mesenchymalen Zellen haben 

ihren entwicklungsgeschichtlichen Ursprung in den ausgewanderten Zellen des 

splanchnopleuralen Mesenchyms. Die Fibroblasten produzieren mit ihrem circa 1600 μm3 

Zellvolumen den Hauptteil des interstitiellen Kollagens (Weibel ER et Crystal RG 1997). Die 

Myofibroblasten gehören durch ihrem Gehalt von Myosin und Actin zu den kontraktilen 

Zellen des Interstitiums. Der Unterschied zu den glatten Muskelzellen ist zum einen der 

große Anteil an nicht-filamentösen Zytoplasmas und Zellorganellen, und zum anderen der 

Mangel an α-smooth-muscle-Actin, welches für glatte Muskelzellen typisch ist. Die glatten 

Muskelzellen sind typischerweise an den Ecken der Alveole im Interstitium gelegen und 

liegen hier zusammen mit den Perizyten in direkter Nachbarschaft zu den Kapillaren. 

Die interstitiellen inflammatorischen bzw. immunkompetenten Zellen haben ihren Ursprung 

zwar auch im Mesenchym, sie sind aber nicht mit dem splanchnopleuralen Mesenchym 

eingewandert. In der gesunden Lunge sind diese Zellen meist im Bereich der kleinen 

Lungenarterien und deren Aufzweigungen und auf der Alveolaroberfläche zu finden. Die 
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Hauptvertreter der Immunzellen sind mononukleäre Phagozyten, Lymphozyten, Mastzellen 

und neutrophile Granulozyten.  

Eosinophile Granulozyten sind beim allergischen Asthma bronchiale (Di Stefano A et al. 

2004) in den Bronchien und den Alveolen aber auch bei einer infekt-exazerbierten COPD im 

Bronchialbereich (Di Stefano A et al. 2004) zu finden. Ihre Bedeutung bei der Entstehung 

eines Emphysems wird aber im Allgemeinen als gering eingeschätzt (Barnes PJ 2000b). 

Wegen ihrer zum Teil tragenden Rolle bei der Entstehung des Emphysems sollen hier die 

mononucleären Phagozyten, die Lymphozyten und die neutrophilen Granulozyten im Kapitel 

1.3 Emphysempathogenese genauer besprochen werden. 

  

Als funktioneller Teil der Lunge beim Gasaustausch ist das Alveolarepithel, die 

Basalmembran und das Kapillarendothel zu nennen. Das Epithel der Lunge besteht aus zwei 

Arten von Zellen, der Alveolarepithelzelle Typ I (AT-I-Zelle) und deren Vorläuferzelle der 

Alveolarepithelzelle Typ II (AT-II). Die AT-I-Zelle bildet mit ihrer Dicke von 0,2 μm den 

äußeren Teil der Barriere des Körpers zwischen Luft und Blutkreislauf; durch sie muss der 

Sauerstoff diffundieren, um in das Blut zu gelangen. Weiter dichtet die AT-I-Zelle über ihre 

tight junctions die interzellulären Verbindungen ab, und verhindert so ein Übertreten von 

Flüssigkeit und größeren Proteinen in das Alveolarlumen. Ihr Volumen beträgt bei der Ratte 

900 μm3 und beim Menschen 1800 μm3. Die Oberfläche wird bei der Ratte mit 4500 μm2 und 

beim Menschen mit 5100 μm2 angegeben (Schneeberger EE 1997). Die AT-I-Zelle kann 

nicht proliferieren. Sie entsteht durch Umwandlung von AT-II-Zellen in AT-I-Zellen. Eine 

Rückdifferenzierung von AT-I-Zellen in AT-II-Zellen ist in vivo nicht belegt. So konnte aber 

nach Stimulation von AT-I-Zellen die Expression AT-II-Zelltypischer Marker nachgewiesen 

werden. Somit erscheint eine experimentelle Rückdifferenzierung  zumindest in vitro möglich 

zu sein (Leslie CC et al. 1993).  

Die AT-II-Zellen wurden ursprünglich als granuläre Pneumozyten bezeichnet. Der Name 

leitet sich von ihrem lichtmikroskopischen Aussehen ab, das durch ein fein granuliertes 

Zytoplasma gekennzeichnet ist. Mit Aufkommen der Elektronenmikroskopie wurden diese 

Granula als "lamellar bodies" identifiziert. "Lamellar bodies" stellen die intrazelluläre 

Speicherform des Surfactants, des "Surface Active Agent", dar, eine Mischung aus 

Phospholipiden und Proteinen zur Regulation der Oberflächenspannung. Die AT-II-Zellen 

stellen zahlenmäßig ungefähr 15% der gesamten Lungenzellen, bedecken aber nur max. 

10% der gesamten Oberfläche. Die AT-I-Zellen hingegen stellen nur 8% der gesamten 

Lungenzellen, bedecken aber 90% der gesamten Lungenoberfläche (Haies DM et al. 1981) 

und bis zu 97,5% der Alveolarfläche (Crapo JD et al. 1982). Die AT-II-Zellen haben bei der 

Ratte ein Volumen von 370 μm3 und 900 μm3 beim Menschen (Mason RJ et Shannon JM 

1997). Sie sind in der Regel in den Alveolarnischen lokalisiert (daher auch die gelegentlich, 
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v.a. im älteren Schrifttum, zu findende Bezeichnung "Nischenzelle". Sie sind polarisierte 

Zellen und haben folgende Aufgaben: 

-Synthese und Sekretion des Surfactants, aber auch die Wiederverwertung nach 

Wiederaufnahme.  

-Sie dienen als Grundbestand für die weitere Proliferation der AT-II-Zellen und können sich 

in AT-I-Zellen, welche selbst nicht proliferieren können, differenzieren. Sie dienen somit der 

Erneuerung  der Alveolarwand. Dies bedeutet auch, dass der Verlust von AT-I-Zellen z. B. 

bei einem Lungenschaden durch Proliferation der AT-II-Zellen ausgeglichen werden kann. 

Zusätzlich wird eine direkte Bildung von AT-I-Zellen durch Progenitor-Zellen aus dem 

Knochenmark diskutiert, die Relevanz dieser Stammzellen bei der Reparatur bleibt aber 

unklar (Stripp BR et Shapiro SD 2006). 

-Na+-Transport von apikal nach basolateral, um den Wassergehalt der Alveole klein zu halten 

oder zu verringern, was bei der Geburt essentiell für die Funktion der Lunge ist (Mason RJ et 

Shannon JM 1997). Der normale Wassergehalt aller Alveolen der menschlichen Lunge 

beträgt dadurch nur 35 ml. 

-Eine weitere wichtige Aufgabe der AT-II-Zelle ist die Sekretion von Wachstumsfaktoren 

(growth factors) und Zytokinen, die zum Teil zur Modulation der lokalen Immunabwehr, aber 

auch als eigener autokriner Wachstumsreiz dienen. 

Ein weiterer Bestandteil des Parenchyms der Lunge ist das Endothel. Die Endothelzelle ist 

zusammen mit der AT-I-Zelle die Verbindung zwischen Blut und Luft zur Durchführung des 

Gasaustausches. Sie befindet sich an der Grenzfläche zwischen Luft und Blut. Durch ihre 

geringe Dicke mit 0,1-0,2 µm (Junqueira LC et Carniero J 1996) sorgt sie mit der AT-I-Zelle 

für eine kurze Diffusionstrecke von 0,2-0,4 µm (West JB et Mathieu-Costello O 1992), um 

den Gasaustausch zu bewerkstelligen. Zusammen mit der AT-I-Zelle bildet sie eine 

gemeinsame dünne Basalmembran. Vor allem in neuerer Zeit sind über die Bedeutung der 

Endothelzelle bei der Emphysemgenese erstaunliche Erkenntnisse gemacht worden. Auf 

weitere Details zur Rolle der Endothelzelle beim Emphysem sei auf Kapitel 1.4 

„Emphyseminduktion am Tiermodell“ verwiesen. 

 

 

1.3 Emphysempathogenese 
 
Zur Pathogenese des Emphysems gibt es mehrere Theorien, die sich aus 

wissenschaftlichen Beobachtungen sowohl am Menschen als auch aus tierexperimentellen 

Studien ableiten. Man konnte bisher mehrere mögliche Wege der Pathogenese ausmachen, 

die aber alle noch nicht vollständig verstanden worden sind. 

 - 11 -   



1. Einleitung
 

-Inflammation: Die chronische Entzündung der Atemwege ist einer der Hauptcharakteristika 

der COPD. Diese Inflammation verläuft vielschichtig und soll hier am Beispiel der beteiligten 

Zellen näher dargestellt werden: 

-mononucleäre Phagozyten: Ein Charakteristikum bei der Entzündung des Emphysems ist 

hohe Anzahl an Alveolarmakrophagen, die zusammen mit den neutrophilen Granulozyten mit 

ihren Proteinasen ebenfalls für die Zerstörung des Parenchyms verantwortlich gemacht 

werden. So sind die Makrophagen bei Patienten mit Emphysem bis zu 25fach vermehrt im 

Parenchym zu finden im Vergleich zu Rauchern ohne Emphysem (Barnes PJ 2003b).  

Man unterscheidet zwischen den interstitiellen Alveolarmakrophagen und den gerade aus 

dem Blut ankommenden Monozyten im Interstitium. Die meisten Makrophagen sind beim 

Gesunden nicht in der Alveole anzutreffen, sondern im sogenannten „juxtaalveolären 

Bindegewebe“ (Weibel ER et Crystal RG 1997). Dies ändert sich bei Inflammation durch 

Infektion oder durch exogene Noxen und bei Abräumvorgängen in der Alveole. Die Aufgabe 

der Makrophagen besteht in der Aufnahme und der Verdauung potentieller Pathogene und 

Allergene, der Säuberung der Alveole von Partikeln und Zelldetritus sowie die 

Antigenpräsentation an T-Lymphozyten.  

Über die Lebensdauer oder Verbleibedauer der Makrophagen in der Alveole ist wenig 

bekannt. Sie können ständig über den Blutweg neu eintreffen und durch aktive Wanderung in 

die Alveole gelangen. Zudem können sich interstitielle Makrophagen auch lokal durch 

Proliferation vermehren. Durch ihre Vielfalt an Peroxidasen und Matrix-Metalloproteinasen 

(MMP) spielen sie bei der Emphysementstehung eine große Rolle. Als Hauptenzyme der 

Makrophagen sind MMP-2, MMP-9, MMP-12 und die Kathepsine K, L und S zu nennen 

(Barnes PJ 2003b). 

-Lymphozyten: Es kommen sowohl T-Lymphozyten, B-Lymphozyten als auch Natural-Killer-

Zellen vor. Insgesamt sind sie im Verhältnis 1:5 bis 1:10 weniger häufig im Interstitium 

vertreten als Makrophagen (Weibel ER et Crystal RG 1997). In der Alveolarwand sind sie in 

der gesunden Lunge gelegentlich anzutreffen. Ihre Zahl ist jedoch beim Emphysematiker und 

beim Raucher mit normaler Lungenfunktion in Bronchialbiopsien und in der BAL (Di Stefano 

A et al. 2004a, Keatings VM et al. 1997, Thompson PB et al. 1989), hier sogar auch im Blut, 

erhöht (Hughes DA et al. 1985). Ihre Anzahl in der Lunge korreliert mit dem Ausmaß des 

Emphysems (Finkelstein  et al. 1995).  

Fast 95 % der Lymphozyten sind T-Zellen, weitere Lymphozyten wie B-Zellen und NK-Zellen 

sind eher selten bei Patienten mit obstruktiver Lungenerkrankung zu finden. Bei den 

beteiligten T-Lymphozyten sind CD4+ zu CD8+ im Verhältnis 1,5:1 bis 2:1 bei gesunden 

Probanden ohne Emphysem häufiger. Beim Raucher mit normaler Lungenfunktion und beim 

Patienten mit einer moderaten COPD, d.h. mit geringer Einschränkung der FEV1, ändert sich 

diese Relation zugunsten der CD8+ T-Zellen (Majo J et al. 2001, Saetta M et al. 1998). Es 
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gibt sogar Beschreibungen, dass die Anzahl der CD8+ Zellen in Biopsien eines Patienten mit 

der FEV1 invers korreliert (Saetta M et al. 1998). 

Diese Verschiebung in der CD4+ zu CD8+ Relation wird mit dafür verantwortlich gemacht, 

dass es zu einer schnelleren Entwicklung eines Emphysems bei HIV-positiven, rauchenden 

Patienten kommt (Diaz PT et al. 2000).  

Das erhöhte Vorkommen von T-Lymphozyten, insbesondere der CD8+-Lymphozyten spielt 

durch ihre Fähigkeit, Zelltod über verschiedene Mechanismen auszulösen, eine große Rolle 

bei der Emphysementstehung. So werden sie mitverantwortlich gemacht für den Schwund 

an Alveolarfläche (Majo J et al. 2001). Dieses könnte entweder durch Cytolyse über 

Perforine, aber auch über eine vermehrte Induktion von Apoptose (Di Stefano A et al. 2004b) 

z.B. mittels Fas-Ligand, Caspasenaktivierung oder TNF-α (Chrysofakis G et al. 2004) 

geschehen. 

Zur schweren COPD sind bisher nur wenige Daten veröffentlicht. Diese deuten aber auf eine 

verstärkte Inflammation im Parenchym mit Beteiligung der CD8+-Lymphozyten hin 

(Retamales I et al. 2001). 

-Neutrophile Granulozyten: Im Gegensatz zum Asthma bronchiale (Barnes PJ 2000b), bei 

dem eine Entzündung mit Hauptbeteiligung der eosinophilen Granulozyten in der BAL zu 

finden ist, überwiegt bei der COPD in der Exacerbation der Anteil der Neutrophilen (Keatings 

VM et al. 1996), in der stabilen Phase sind die Neutrophilen weit weniger zu finden.  

In der gesunden Lunge sind sie zusammen mit den Alveolarmakrophagen die dominierenden 

inflammatorischen Zellen. Dies ist bei der emphysematischen Lunge anders. Hier 

überwiegen Lymphozyten und Makrophagen bei der moderaten Form der COPD ohne 

Emphysem (Mayo J et al. 2001, Saetta M et al.1999). Bei der schweren Form der COPD 

hingegen überwiegen, bei insgesamt vermehrter Inflammation, neutrophile Granulozyten im 

Lungenparenchym (Di Stefano A et al. 2004). Die Rolle der neutrophilen Granulozyten ist 

hierbei noch nicht klar definiert bzw. wird kontrovers diskutiert.  

So benötigt man zwar, um das Bindegewebsgerüst der Lunge mittels Zigarettenrauch zu 

schädigen (Di Stefano A et al. 2004b), auch die von neutrophilen Granulozyten gebildete 

Matrix-Metalloproteinase 12 (MMP-12). Aber wegen der geringen Anzahl der neutrophilen 

Granulozyten, insbesondere bei den frühen Formen der COPD, wird der Beteiligung der 

neutrophilen Granulozyten eher eine untergeordnete Rolle für die Progredienz der 

Erkrankung zugeteilt (Di Stefano A et al. 2004b). 

Ein weiteres Problem bei der Abschätzung der Bedeutung der neutrophilen Granulozyten bei 

der Emphysemgenese ist, dass es zwar viele experimentelle Ansätze gibt, bei denen durch 

vermehrte Rekrutierung dieser Zellen oder durch Exposition mit Produkten der neutrophilen 

Granulozyten ein Emphysem entstehen kann, dennoch sind diese Versuche nur begrenzt 

übertragbar. Ein besonders gut untersuchtes Modell zur Verursachung von Schäden am 
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Bindegewebsgerüst der Lunge und den damit verbundenen Veränderungen der 

mechanischen Rückstellkräfte ist die Exposition mit dem Enzym Neutrophilen-Elastase (N-

Elastase), was sich an zahlreichen experimentellen Ansätzen zur Emphyseminduktion 

zeigen lässt (Snider GL et al. 1986).  

So können N-Elastase und andere Produkte neutrophiler Granulozyten wie Kathepsin-G, 

Proteinase-3, MMP-8 und MMP-9 für die Emphysementstehung in wissenschaftlichen 

Untersuchungen verantwortlich gemacht werden, dennoch führt nicht jede chronische  

Atemwegsneutrophilie zwangsläufig zu einem Emphysem. So steht die Elastolyse bei der 

Bronchiektasie und der cystischen Fibrose als Erkrankungen mit einer ausgeprägten 

Atemwegsneutrophilie nicht in dem Maße im Vordergrund, wie bei der COPD (Barnes PJ et 

al. 2003b). 

Als ein Grund für die ungenaue Aussage zur Rolle der neutrophilen Granulozyten bei der 

Emphysemgenese ist auch durch die Auswahl an unterschiedlichem Untersuchungsmaterial 

bedingt. So ist der Großteil an neutrophilen Granulozyten nicht wie Lymphozyten und 

Makrophagen in der Atemwegswand zu finden, sondern im Lumen und damit auch 

konsekutiv in der BAL und im Sputum von Patienten mit COPD (Wouters EFM 2005, 

Keatings VM et al. 1996). Daher lassen sich nur begrenzt Rückschlüsse auf Prozesse im 

Zusammenspiel der inflammatorische Zellen aus einer Art von Untersuchungsmaterial (z.B. 

Sputum, BAL) ziehen.  

Noch ist unklar, ob diese neutrophile Entzündung aufgrund eines Schadens der Alveole 

durch eine Noxe entsteht, oder ob der Schaden aufgrund der Entzündung entsteht (Suki B et 

al. 2003). Es wäre auch denkbar, dass es durch Freilegung interstitieller Fasern, sei es durch 

eine Noxe oder durch die Inflammation selbst, erst zu einer immunologischen Reaktion 

kommt.  

Dieses gegenüber dem Asthma veränderte Entzündungsmuster mit Neutrophilen, 

Makrophagen und Lymphozyten könnte dafür verantwortlich sein, dass diese Erkrankung nur 

in seltenen Fällen auf eine Therapie mit Glucocorticoiden anspricht (Barnes PJ et al. 2003b).  

Weiter kann man eine verändertes Vorkommen von Zytokinen wie Tumor Necrosis Factor α 

im Sputum beobachten (Barnes PJ et Karin M 1997), diese Erhöhung führt  zur erhöhten 

Transkription von nuclear factor κB. Dies wiederum erhöht den Anteil an Interleukin 8, einem 

selektiven Neutrophilen Aktivator. Zusätzlich findet sich beim Emphysem vermehrt 

Leukotrien B4, ein Chemokin, und dient hierbei auch der Neutrophilenaktivierung (Hubbard 

RC et al.  1991). 

-Proteasen/Antiproteasen-Imbalance: Hierunter versteht man ein Ungleichgewicht von 

spaltenden und spaltungsverhindernden Proteinen, welches durch Überwiegen der 

spaltenden Proteine zum Parenchymverlust führt. Die Proteinasen/Antiproteinasen-

Imbalance ist eine der favorisierten Hypothesen der Emphysementstehung. Aktivierte 
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inflammatorische Zellen sezernieren Poteinasen/Elastasen, die die Lunge nach 

Überschreiten der Kapazität von Antiproteasen, lokal schädigen. Seit der Entdeckung durch 

Erickson, dass der Mangel an α1-Antitrypsin schon in jungen Jahren ein Emphysem 

auslösen kann (Laurell CB et Ericksson S 1963), und aufgrund der Beobachtung, dass man 

über tracheale Instillation von Pankreas-Elastase oder Papain bei Tieren schon nach einigen 

Wochen ein Emphysem auslösen kann, misst man der Proteasen/Antiproteasen-Imbalance 

eine enorme Rolle beim Untergang von Lungenparenchym bei. Als Hauptenzyme werden die 

Neutrophilenelastase, Kathepsin und die Matrix-Metalloproteinasen für den 

Parenchymverlust verantwortlich gemacht (Stockley RA et al. 1999, Churg A et Wright JL 

2005).  

So konnte z.B. aufgezeigt werden, dass sich bei Matrix-Metalloproteinase 12 (MMP-12) 

Knock-out Mäusen nach chronischer Zigarettenrauchexposition im Gegensatz zum Wildtyp 

kein Emphysem entwickelt (Hautamaki RD et al. 1997). Beim Menschen scheint die 

Bedeutung von MMP-12 (Makrophagen-Metalloelastase) bei der Emphysementstehung 

hinter der Bedeutung von MMP-9 (Gelatinase B) zurückzustehen (Churg A et Wright JL 

2005) trotz gleicher biologischer Funktion.  

Substrat der Proteinasen sind Kollagen, Elastin, Proteoglykane und Antiproteinasen. Den 

größten Effekt kann man aber beim Elastin beobachten, so führt der Verlust der Funktion des 

Elastins zu einem irreversiblen Verlust von Alveolaroberfläche (Mercer R et al. 1992). 

Proteinasen führen durch ihre enzymatischen Eigenschaften zur Degradierung des 

Bindegewebes und führen dabei auch zur nachweisbaren Erhöhung von Abbauprodukten im 

Urin. So findet sich bei Patienten mit COPD, aber auch bei ehemaligen Rauchern ohne 

COPD, vermehrt Hydroxyprolin oder Desmosin als Abbauprodukte von 

Bindegewebskomponenten wie Kollagen (Viglio S et al. 2000) im Urin. Dies änderte sich 

nach Gabe von Antikörpern gegen neutrophile Granulozyten, dem Ursprungsort vieler 

Proteinasen im Tierversuch bei Mäusen (Dhami R et al. 2000). Man weiß zwar, dass die 

Zerstörung von elastischen Fasern, durch Neusynthese (Stone PJ et al. 2001) in vivo 

ausgeglichen werden kann, doch dieses Elastin scheint in vivo seine Funktion nicht erfüllen 

zu können (Lucey EC et al. 1998, Sandberg LB et al. 1981). 

Zusätzlich muss aber hierbei erwähnen werden, dass bei immunologischen 

Abwehrmechanismen wie z.B. einer Pneumonie es trotz erhöhter Elastasenaktivität, nicht zur 

Abnahme an respiratorischem Gewebe kommt, weshalb eine überschießende Immunantwort 

in der Lunge bei der Emphysementstehung diskutiert wird.  

-Oxidation/Antioxidation: Weitere Hypothesen zur Emphysementstehung liefert die 

Untersuchung der Wirkung oxidierender Agentien auf die Lunge. Die tägliche Exposition mit 

Oxidantien durch das Zigarettenrauchen oder durch die Innenraumbelastung, zum Beispiel 

mit NO2 als Oxidanz, beim Verbrennen fossiler Brennstoffe, wird angeschuldigt, ursächlich in 
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vielen Fällen der Erkrankung an COPD beteiligt zu sein. Als weitere natürliche Oxidantien, 

die häufig zu finden sind, sind Ozon und Sauerstoff in hohen Konzentrationen (FiO2 >0,6 (z. 

B. bei Langzeitbeatmung auf Intensivstation)) zu nennen. Der Schaden an der Lunge kann 

hierbei  auf viele unterschiedliche Arten erfolgen. So wirkt die Oxidation über verstärkte 

Aktivierung von nuclear factor κB zum Teil direkt auf die inflammatorischen Zellen (Macnee 

W 2000). Es lässt sich aber auch erst nach Induktion von Schäden durch Oxidation eine 

Inflammation beobachten (Macnee W 2000). Weiter kann es bei der Oxidation mit NO2 zur 

Nitration, und damit zur veränderten Funktion, von Proteinen kommen. Auch kommt es nach 

Exposition mit NO2 zur veränderten Genexpression in den Epithelzellen der Lunge. Mucus 

wird vermehrt sezerniert, es kommt zur oxidativen Inaktivierung von Antiproteinasen, 

Chemokine werden ausgeschüttet und damit eine Mediation einer Inflammation 

hervorgerufen (Macnee W 2000). Weiter kann in vitro das gehäufte Vorkommen von 

Apoptose an Lungenepithelien beobachtet werden (Persinger et al. 2001). 

 

 

1.4 Emphyseminduktion am Tiermodell 
 
Auf dem Workshop „the definition of emphysema“ des National Heart, Lung and Blood 

Institute 1984 wurde eine Definition des Emphysems formuliert, um eine Abgrenzung zu 

anderen strukturellen Lungenerkrankungen zu schaffen (Snider GL et al. 1985). Diese 

Definition wurde auch auf im Tierversuch induziertes Emphysem ausgeweitet (Snider GL et 

al. 1986). So wurde postuliert, dass es Ziel der Emphyseminduktion sein soll, eine 

Vergrößerung der Atemwege distal der terminalen Bronchiolen zusammen mit einem Verlust 

an Alveolaroberfläche zu erreichen. Diese Vergrößerung muss nach exakter Aufarbeitung 

der Gewebe, um vergleichbare Daten zu erhalten, morphologisch quantifiziert werden. Je 

nach Ziel und Anspruch der geplanten Untersuchung soll die am besten geeignete Noxe 

gefunden werden, um die pathophysiologische Zusammenhänge zu erforschen. 

An dieser Stelle sollen nun einige Tiermodelle vorgestellt werden, die aufzeigen, wie auf 

verschiedene Arten ein Emphysem induziert werden kann. 

Nach der Entdeckung durch Erickson, dass das Emphysem durch eine 

Proteasen/Antiproteasen-Imbalance verursacht werden kann, ging man dieser Hypothese 

nach und induzierte ein Emphysem durch verschiedene Enzyme, die entweder intratracheal 

gelöst, als Aerosol vernebelt oder in höherer Dosis intravenös als Lösung appliziert wurden 

(Snider GL et al. 1986). Bei der ersten Untersuchung (Gross P et al. 1964) hierzu wurde 

Papain, ein pflanzliches, elastolytisches Enzym, benutzt. Man konnte hierbei ein panacinäres 

Emphysem feststellen, was auch bei der späteren Verwendung von Pancreas-Elastase aus 

dem Schwein gelang (Snider GL et al. 1986). Die Ausprägung des Emphysems soll hierbei 
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dosisabhängig sein. Zugleich wurden später auch spirometrische Werte ermittelt, die die 

morphologischen, emphysemtypischen Veränderungen der Lunge bestätigten. Die Totale 

Lungenkapazität und das funktionelle Residualvolumen stiegen, während die FEV1 erniedrigt 

war, ebenso verringerte sich die Diffusionskapazität von CO als Marker für die Abnahme an 

gasaustauschender Oberfläche (Snider GL et al. 1986). Dies galt sowohl für Pancreas-

Elastase als auch für die Neutrophilen-Elastase (Snider GL et al. 1986), wenn auch in nicht 

ganz so starker Ausprägung. Elastase führt zur Spaltung der elastischen Fasern und zerstört 

hierbei wichtige Teile des Interstitiums, wodurch durch Vergrößerung des Einflusses von 

Scherkräften es wiederum zum weiteren Faserverlust kommt (Suki B et al. 2003). Zwar findet 

sich nach einiger Zeit eine Neusynthese des Elastins, doch dies erreicht nicht die vorherige 

funktionstüchtige Form, so sind die neugebildeten Fasern perlschnurartig gelagert und wenig 

organisiert (Snider GL et al. 1986). Für die Zerstörung des Elastins sprach nicht nur der 

morphologische Befund, sondern auch der dreifach erhöhte Anteil an Spaltprodukten im Urin 

von Hamstern (Kuhn C III et al. 1983). Dieser erhöhte Anteil ging nach sechs Tagen auf den 

Wert der Kontrolltiere zurück. Dieses fand man auch bei der Exposition männlicher Schafe 

und entdeckte, dass der Anteil an Spaltprodukten des Elastins in positiver Korrelation zum 

gemessenen mean linear intercept, dem mittleren Abstand zwischen Alveolarwänden 

(Thurlbeck WM 1967, Snider GL et al. 1986), steht. 

Als Kritikpunkt der Induktion eines Emphysems durch Elastasen ist, dass diese Tierversuche 

kein Korrelat bei der Emphysementstehung beim Menschen haben und daher nur eine 

geringe Vergleichbarkeit bei Fehlen der Hauptnoxe, dem Zigarettenrauch, besitzen. Dennoch 

ist es ein geeigneter Versuchsaufbau, um den Einfluss des Faserverlustes bei der 

Entwicklung eines Emphysems zu charakterisieren. 

Deshalb begann man auch kombiniert, mit Zigarettenrauch und pertrachealer 

Elastaseninstillation, die Lunge zu schädigen und darüber ein Emphysem zu induzieren. Man 

fand heraus, dass man nach Zigarettenrauch-Exposition und nachfolgender 

Elastaseapplikation, in einer Menge, die in Vorversuchen keine Wirkung zeigte, ein 

Emphysem induzieren kann (Hoidal JR et Niewoehner DE 1983). Wenn man aber zuerst 

Elastase in gleicher Dosierung wie im Vorversuch appliziert und danach mit Zigarettenrauch 

exponiert, kommt nicht es zur Entwicklung eines Emphysems.   

Zusätzlich wurden auch Versuche mit der Hauptnoxe, dem Zigarettenrauch, durchgeführt. 

Hier konnte an Beagle-Hunden innerhalb von zwei bis vier Monaten eine Vergrößerung der 

Alveolarductus und Alveolarräume induziert werden (Frasca JM et al. 1983). Aufgrund von 

zunehmender Fenestrierung des Epithels schloss man auch auf einen destruktiven Prozess 

mit Parenchymverlust und der Entwicklung eines Emphysems. Ebenso konnte man 

Meerschweinchen eine Vergrößerung der Alveolarräume mit einem Verlust an 

Alveolarwänden aufgezeigt werden (Wright JL et al. 1990). 
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Um zu charakterisieren, ob die oxidierenden Effekte des Zigarettenrauches bei der 

Emphysementstehung eine tragende Rolle spielen, wurde mit verschiedenen oxidierenden 

Gasen gearbeitet. Neben Exposition unter Ozon wurden auch Modelle mit Stickstoffdioxid 

(NO2) etabliert (Snider GL et al. 1986). Es kam nur nach Langzeitexposition neben der 

Veränderung der Bronchien und Bronchiolen zu emphysemtypischen Veränderungen mit 

Vergrößerung des mean linear intercepts. Ein Vorteil dieser Versuche war, wie auch bei der 

Zigarettenrauchexposition, dass ein centroacinäres Emphysem entstand, welches bei der 

COPD am Menschen zahlenmäßig überwiegt und so der Pathomorphologie des Emphysems 

am Menschen ähnelt. Man konnte sehen, dass es zum Verlust an elastischen Fasern 

(Kleinerman J et al. 1979) kommt. Hierfür verantwortlich ist neben der direkten Oxidation 

auch die Aktivierung inflammatorischer Zellen. So sind die Makrophagen in der BAL des 

Hamsters achtfach, im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöht (Kleinermann J et al. 1982). 

Zusätzlich zeigte sich eine Altersabhängigkeit der Emphyseminduktion. So ließ sich nach 

dreiwöchiger Exposition unter NO2–Atmosphäre bei 1 Wochen alten Hamstern noch eine 

Vergrößerung des mean linear intercept und eine Abnahme der Alveolarfläche (Lam C et al. 

1983) nachweisen, während sich bei dreiwöchiger Exposition älterer Tiere kein Emphysem 

zeigte. 

Im Jahre 1978 entdeckte man, dass Patienten, die durch Unfälle Cadmiumchlorid ausgesetzt 

waren, nach überstandenem akutem Lungenschaden, ein Emphysem entwickelten (Snider 

GL et al. 1986). Vor dem Hintergrund, dass das Zigarettenrauchen die größte Quelle für 

inhalative Exposition von Cadmiumchlorid beim Menschen ist, versuchte man dies im 

Tierversuch zu simulieren. Die intratracheale Applikation von Cadmiumchlorid führte bei 

Meerschweinen zur irreversiblen Vergrößerung der Atemwege, aber es kam dabei auch zu 

Veränderungen im Sinne einer interstitiellen Fibrose, wodurch dieses Modell für die 

Emphysemforschung nicht sehr brauchbar war. 

Da man weiß, dass Zigarettenrauch über einen oder mehrere seiner über 5000 Inhaltsstoffen 

Apoptose auslösen kann (Tuder RM et al., 2003), wollte man den direkten Einfuß der 

Apoptose auf die Entstehung eines Emphysems erforschen. Aoshiba und Kollegen 

induzierten bei Mäusen über einmalige intratracheale Applikation von aktiver Caspase-3, 

einem apoptose-induzierendem Protein, eine Verbreiterung der mean chord lenght, d.h. der 

Distanz zwischen den Alveolarwänden (Aoshiba K et al. 2003) in den Lungen, welche nach 

sechs Stunden entnommen und histologisch untersucht wurden. Hierbei zeigte sich, dass 

diese Verbreiterung nach 15 Tagen nicht mehr nachweisbar war bzw. rückläufig war. Fibrose 

oder eine überschießende Inflammation waren nicht zu beobachten. Es wurde weiter 

beobachtet, dass ein Großteil der apoptotischen Zellen Alveolarepithelzellen waren. Eine 

Unterscheidung, ob diese apoptotischen Zellen AT-I-Zellen oder AT-II-Zellen wurde jedoch 

nicht durchgeführt. 
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Eine weitere Entdeckung war, dass man bei Rauchern mit Emphysem einen erhöhten Anteil 

an Apoptose der Kapillarendothelzellen fand (Kasahara et al. 2001). Man fand auch eine 

verminderte Expression von VEGF, einem Wachstumsfaktor für das Gefäßsystem, und 

dessen Rezeptor beim Emphysem. Durch Gabe eines VEGF-Rezeptor 2–Blockers konnte 

man ein Emphysem im Tierversuch induzieren (Kasahara Y et al. 2000). So schloss man 

daraus, dass durch Induktion der Apoptose in Endothelzellen es zum Emphysem kommen 

kann (Tuder RM et al. 2003).  

Weiter konnte man aufzeigen, dass es durch eine intratracheale Applikation von Ceramid zur 

Apoptose kommt und dadurch zum Emphysem bei der Maus kommt (Petrache I et al. 2005). 

Bei Versuchen, bei denen Ratten gegen xenogene Endothelzellen immunisiert wurden, fand 

sich ebenfalls ein erhöhter Anteil an Apoptose und eine Vergrößerung des mean-linear 

intercept (Taraseviciene-Stewart L et al. 2005). Ebenso konnte durch die Gabe von 

Antikörpern gegen Endothelzellen, was in vitro zur Apoptose der Endothelzellen führte, in 

vivo bei der Ratte ein Emphysem induziert werden (Taraseviciene-Stewart L et al. 2005). 

 

1.5  Zielsetzung der Arbeit 
 

Nachdem in einer Reihe von experimentellen Ansätzen die Bedeutung der Apoptose bei der 

Entstehung eines Emphysems herausgearbeitet wurde, galt es in dieser Untersuchung zu 

klären, ob eine Exposition mit 10 ppm NO2 zur gesteigerten Apoptose von Zellen der 

Alveolarwand  in vivo  führt, da dieses in vitro schon an Lungenepithelzellen gezeigt werden 

konnte. Hierbei soll geprüft werden, in welchem zeitlichen Rahmen Effekte zu beobachten 

sind und mittels Doppelmarkierung zu charakterisieren, welche Zellen der Alveolarwand 

apoptotisch werden.  

Zusätzlich soll geprüft werden, ob durch die Exposition, neben der Apoptose, eine 

Proliferation von Zellen der Alveolarwand als Gegenregulation zu beobachten ist.  

Weiter ist es Ziel dieser Arbeit zu klären, ob es in der Folge der Exposition zu einem 

Emphysem der Lunge kommt.  

Die entstehenden strukturellen Veränderungen an den Alveolen sollen unter stereologischen 

Gesichtspunkten mit Hilfe der Messung des volume-weighted mean volume (volumen-

gewichtetes mittleres Alveolarvolumen) quantifiziert werden. Mit dieser Methode gelingt es 

sowohl die Atemraumvergrößerung als auch den Verlust der Alveolaroberfläche zu erfassen. 

Hier gilt es weiter nachzuweisen, ob man bei den frühen, mittleren und späten 

Veränderungen Hinweise auf Reversibilität oder Chronifizierung der Alveolarvergrößerung 

bekommen kann.  

Dies bedeutet, dass geprüft werden soll, ob es nach der Exposition zu einer Vergrößerung 

des volumen-gewichteten Alveolarvolumens als Ausdruck des Emphysems kommt. So soll 
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auch geprüft werden, ob die erwartete Vergrößerung des volumen-gewichteten 

Alveolarvolumens nach Beendigung der Exposition zurückgeht, stabil bleibt oder 

voranschreitet.  
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2. Materialien und Methoden
 

2.1 Versuchsaufbau 
 
Das Untersuchungsmaterial bestand aus den Lungen männlicher Fischer 344 Ratten (n=40) 

mit einen Gewicht zwischen 176,7 g zu Beginn und 296,7 g am Ende des Versuchs, die im 

Zeitraum zwischen Juni 2002 und März 2003 unter NO2–Atmosphäre exponiert wurden. Die 

Tierversuche erfolgten nach Genehmigung durch das Regierungspräsidium Giessen. Das 

Projekt wurde im Rahmen der Arbeiten der Klinischen Forschergruppe „Chronische 

Atemwegserkrankung“ des Zentrums für Innere Medizin, Schwerpunkt Pneumologie 

(Direktor: Professor Dr. Claus Vogelmeier), unter der Leitung von Herrn Professor Dr. Heinz 

Fehrenbach durchgeführt und durch das Bundesministerium für Bildung und Forschung (FKZ 

01 GC 0103) gefördert. 

 

Das Studiendesign sah vor 40 männliche Fischer 344 Raten unter 10 ppm NO2- Atmosphäre 

zu exponieren. Hierfür wurden die Käfige in gasdichte Kammer gestellt, die über einen 

Zuführungsschlauch reines NO2 mit komprimierter Raumluft gemischt erhielten. Ein 

Ventilator am oberen Teil der Kammer sorgte für eine gleichmäßige Verteilung des 

Gasgemisches in der Umgebungsluft der Käfige. Die Konzentration des NO2 wurde 

mindestens fünfmal am Tag mittels eines Messgerätes (NO2 sensitives chemisches Element 

(GCS 102-1, MPSensor System)) kontrolliert und bei Abweichungen korrigiert. Das Ablassen 

des Gases erfolgte über ein Ventil auf die Außenseite des Gebäudes, um die Luft im 

Expositionslabor rein zu halten und gesundheitliche Gefahren für das Laborpersonal zu 

vermeiden. Die Tiere wurden unterschiedlich lange Zeiträume exponiert, um den Verlauf des 

Einflusses von NO2 zu beobachten. Es wurden Gruppen gebildet, in denen 3 Tage (n=6), 7 

Tage (n=6), 21 Tage (n=6) mit 10 ppm NO2 exponiert wurde. Eine Gruppe (n=6), die 21 Tage 

exponiert wurde, wurde danach 4 Wochen unter Raumluft gehalten, um etwaige 

Spätveränderungen im Sinne von Persistenz oder auch Selbstheilung zu beobachten. 

Kontrollgruppen wurden in gleichen Kammern und in gleicher Raumatmosphäre nur ohne 

NO2-Zufluss bei gleichen Bedingungen für 3 Tage (n=4), 21 Tage (n=6) und  49 Tage (n=6) 

gehalten. 

Das täglich gewechselte Futter und Wasser stand ad libitum zur Verfügung. Da zu 

beobachten ist, dass exponierte Tier an Körpergewicht verlieren bzw. eine geringere 

Gewichtszunahme zeigen können, wurde der Futterverbrauch pro Käfig in allen Gruppen 

notiert. Der Futter- und Wasserwechsel wurde über gasdicht verschließbare Klappen 

durchgeführt. Dazu wurde die Exposition gestoppt und nach Beendigung dieser Tätigkeit 

wieder aufgenommen. Somit wurde die Exposition den ganzen Tag aufrechterhalten und nur 

beim Futterwechsel für eine Stunde pro Tag unterbrochen. Die Konzentration wurde 

daraufhin kontrolliert und bei Abweichung vom Zielwert korrigiert.  
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2.2 Materialien 
  

2.2.1 Geräte 

 -Mikroskope, Objektive: Olympus BX- 51 (Albertslund, Dänemark) 

 -Elektronischer Objektschlitten: Prior, Cambridge, U.K. 

 -Mikrotom: Leitz 1208, Wetzlar 

 -Kamera für quantitative Auswertung: Olympus (Albertslund, Dänemark) 

 -Gasmesser: GCS 102-1, MPSensor System, München 

2.2.2 Software 
 -Stereologie: Cast Grid 2.0 (Olympus, Dänemark) 
 -Datenverarbeitung/Statistik: Excel 2000 (Microsoft Corp., Redmond, USA) 

                                               SigmaStat 2.0 (Jandel Scientific, Erkrath, NL) 

 
2.2.3 Chemikalien 

Aceton             Merck, Darmstadt  

Agar                 Fluka, St. Gallen, Schweiz 

Ampuwa       Fresenius, Bad Homburg 

DAB (Diaminobenzidin)     Sigma, , St. Louis, USA 

Dimethylarsinsäure-Natrium    Merck, Darmstadt    

Entellan  Neu       Merck, Darmstadt      

Ethanol        Merck, Darmstadt 

Glutaraldehyd         Serva, Heidelberg 

H2O2 30%       Merck, Darmstadt 

Histogreen             Linaris, Wertheim-Bettingen 

Mayers Hämalaun       Merck, Darmstadt 

Normalserum (Ziege)       Dako, Hamburg  

Methanol       Merck, Darmstadt 

Os(VIII)O4        Merck, Darmstadt 

Paraffin       Vogel Histo Comp 56°C, Giessen 

Paraformaldehyd           Fluka, St. Gallen, Schweiz 

Proteinase K       Boehringer-Ingelheim 

Technovit 7100      Heraeus Kulzer, Weinheim 

Tri-Na-citrat-Dihydrat      Merck, Darmstadt         

Tris         Merck, Darmstadt 

Uranylacetat        AgarScientific, Stansted, U.K 

Xylol          Merck, Darmstadt 
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 2.2.4 Antikörper 
Anti-Aquaporin-1         Chemicon, Hampshire, U.K. 

MIB-5 (Ki 67)                              Dako Diagnostika, Hamburg 

SP-B (Surfactant Protein B)                Dr. Albrecht, Dresden 

Anti-Maus       Dako, Hamburg  

 
2.2.5 Kits 
TUNEL-Kit                                                 Intergen, Purchase, USA  

Inhalt: Equilitrationspuffer, TdT-Enzym, Reaktionspuffer, Stopp-Wasch-Puffer,  

           Anti-Dioxigenin-Peroxidase, Coverplates 

AB-Komplex            Dako Diagnostika, Hamburg 

 

2.2.6 Gebrauchslösungen 
Blockade der endogenen Peroxidase:   200ml Methanol  

                                                               6ml H2O2 30% 

 

Cacodylatpuffer 0,1 M    1000 ml Ampuwa 

                                          21,4 g Di-methylarsinsäure-Natrium 

mit 1 N HCl oder 1M NaOH auf pH 7,4 eingestellt 

 

Citratpuffer 0,01 M     2,94 g Tri-Na-citrat-Dihydrat                      

                                     1000 ml  Aqua dest.  

                                     mit 1N HCl auf pH 6,0 einstellen 

 

DAB-Lsg. für Immunhistochemie:    200 mg DAB (Diaminobenzidin)  

                                                         200 ml Tris/HCl   

                                                        100 µl H2O2  30%  

 

DAB-Lsg. für Enzymhistochemie   100mg DAB  

200 ml PBS  

                                                        40 µl H2O2  30%   

 

Os(VIII)O4-Lsg. zur Kontrastierung:  1g Os(VIII)O4 

      50 ml Cacodylatpuffer 0,1 M 

 

PFA 4% (Paraformaldehyd)-Lsg.  4g Paraformaldehyd 
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  1000 ml PBS 

 

PBS (Phoshate buffered saline):    8 g NaCl  

                                                        0,2 g KCl  

                                                        11,65 g NaHPO4+2 H2O  

                                                        0,2 g KH2PO4  

                                                        1000 ml Aqua dest.  

 

Proteinase K zur Demaskierung:    Proteinase K 20 μg 

                                                        Tris/HCl-puffer 0,05 m  1ml 

 

Stopp-Wasch-Puffer:     1 ml Stopp-Wasch-Puffer 

 Intergen, Purchase, USA  

                                      34 ml Aqua dest.  

                                      auf 37°C erhitzen 

 

TBS (Tris buffered Saline):     5,3g NaCl  

                                               1,2 g Tris  

                                               1000 ml Aqua dest.  

 

TdT-Enzym-Lösung:      32µl Tdt-Enzym (Fa. Biotech) 

                                      76µl Reaktionspuffer (Fa. Biotech) 

 

Tris-HCl-Puffer 0,05 M:     12,12 g Tris 

                                          1000 ml Aqua dest. 

                                           mit 1 N HCl/NaOH auf pH 7,4 einstellen  

 

Uranylacetat (ca. 3,5%) -Lsg.   ca. 3,5g Uranylacetat  

      mit 100 ml Aqua dest.auflösen bis Lsg. halb- 

      gesättigt 

 

2.3 Prinzip der Stereologie 
 
Die Anfänge der Stereologie gehen zurück in das 19. Jahrhundert. Damals versuchte der 

französische Bergbauingenieur M. A. Delesse Aussagen zu treffen, wie viel Edelmetall in 

einer Tonne Erde zu finden ist.  
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Hierbei sollte anhand einiger weniger paralleler polierter Schliffe von Gesteinsproben durch 

das Erdreich und der Berechnung des in den Schnitten enthaltenden Edelmetalls 

Rückschlüsse auf den Edelmetallgehalt des gesamten Blockes gewonnen werden (Howard 

CV et Reed MG 1998). 

Diese methodischen Ansätze gelten aber nicht nur für geologische Strukturen, sondern auch 

für biologische Fragestellungen (z.B. Wie viele Zellen enthält das Gehirn oder ein spezielles 

Areal eines Organs? Wie viel Zellen kann man pro Volumeneinheit finden? Welches 

Volumen hat ein Organ?) 

Das Prinzip der Stereologie ist aber nicht nur in der histologischen und geologischen 

Forschung sinnvoll, sondern man kann auch durch das Vorgehen nach stereologischen 

Prinzipien in der radiologischen Bildgebung wie der Computertomographie und der 

Magnetresonanztomographie Rückschlüsse auf die Größe einer Struktur und auf deren 

Volumen treffen. 

Ein Problem bei der Untersuchung einzelner Schnitte durch ein Objekt ist, dass anhand 

eines zweidimensionalen Schnittes durch ein Objekt Rückschlüsse über dreidimensionale 

Strukturen des gesamten Objektes getroffen werden sollen. Durch den Verlust einer 

Dimension, muss man bestimmte Schritte bei der Probengewinnung einhalten, um eine 

repräsentative Stichprobe zu erhalten. Die Stereologie erfüllt hierbei den Zweck, Aussagen 

zu treffen, die nicht nur auf Teile des untersuchten Objektes zutreffen, sondern repräsentativ 

für das gesamte Objekt sind.  

Eine repräsentative Stichprobe erhält man wie folgt: 

Man schneidet das zu untersuchende Organ in Teile gleicher Breite. Der Beginn des ersten 

Schnittes muss zufällig (random) gesetzt werden. Um sicherzustellen, dass jeder Teil des 

Organs, also ob peripher oder zentral gelegen, mit gleicher (uniform) Wahrscheinlichkeit in 

die Probenauswahl einfließen kann, sollte der erste Schnitt außerhalb des Objektes erfolgen. 

Um zu verhindern, dass durch Variabilität der Schnittbreiten einige Teile des Organs 

übergangen werden oder andere Teile verstärkt in die Probenauswahl kommen, werden die 

Schnittbreiten vorher festgelegt und während der Probenauswahl nicht mehr verändert 

(systematic). Näheres zur Probenselektion findet sich im Kapitel 2.4. 

Diese Regeln gelten der standardisierten Probenauswahl und werden auch bei der Auswahl 

der Sichtfelder für die Messungen am Mikroskop aufrechterhalten.  

So beginnt man an einer zufällig ausgewählten Stelle außerhalb des Objektes am oberen 

Ende des Objektträgers und mustert das Objekt in X/Y-Richtung durch. Ziel dieses Vorgehen 

ist es sicherzustellen, dass jeder Teil des zu analysierenden Organs mit gleicher 

Wahrscheinlichkeit (uniform) in die Analyse eingehen kann. Somit verhindert man, dass man 

nur die interessierenden Teile des Objektes betrachtet und hierbei ein rein qualitatives oder 

allenfalls semi-quantitatives Ergebnis erhält.  
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Durch die Verschiebung in X/Y-Achse erhält man ein zufällig (random) eingestelltes Blickfeld 

auf das Objekt. Wiederholt man dies auf die gleiche Weise wieder und wieder erhält man 

einen auf dem Zufall beruhenden repräsentativen Überblick über das zu untersuchende 

Objekt. Da aber einige Teile des Objektträgers durch rein zufälliges Verschieben in der X- 

und Y-Achse mehrfach untersucht werden, muss man „systematisch“ zufällig vorgehen. 

Dieses erreicht man durch festgesetzte Abstände zwischen den einzelnen Blickfeldern.  

Durch dieses Systematic Uniform Random-Sampling erreicht man eine geringe Variabilität 

der Ergebnisse beim Wiederholen des Durchmusterns und erhöht dadurch die 

Reproduzierbarkeit des Ergebnisses (Gundersen HJ et Jensen EB 1987). Dieses 

systematisch zufällige Vorgehen ermöglicht auch nur beim Betrachten weniger aber dennoch 

ausreichend vieler Schnitte und Blickfelder, Aussagen zu treffen, die ohne systematischen 

Fehler, ohne Bias, Rückschlüsse auf die dreidimensionale Struktur erlauben (Gundersen HJ 

et Jensen EB 1987). Damit diese Bias vernachlässigt werden kann, gibt es folgende Punkte 

zu beachten:  

- bei histologischen Untersuchungen muss jedes Gewebeblöckchen die gleiche 

Wahrscheinlichkeit besitzen in die Untersuchung einbezogen zu werden (Fehrenbach H et 

Ochs M 1999, Mayhew TM 1991), um einen repräsentativen Überblick zu erhalten. 

- das Sampling muss systematisch erfolgen, um die Anordnung von Strukturen im Raum  zu 

berücksichtigen (Howard CV et Reed MG 1998) 

- das Sampling muss nach gleichem Schema erfolgen. So darf man nicht während des 

Samplings den Abstand der Schritte in X/Y-Achse verändern (Howard CV et Reed MG 

1998). 

- weiter muss der Startpunkt des Samplings, wie oben beschrieben, an einer durch Zufall 

bestimmten Stelle außerhalb des Objektes liegen, damit jeder Bereich des Objektes die 

gleiche Chance hat, durch das Sampling erfasst zu werden und damit in die quantitative 

Analyse einzufließen (Howard CV et Reed MG 1998). 

Als Grundlage dieses Verfahrens hat sich das „systematic random sampling“ als Mittel der 

Wahl etabliert. Das „systematic random sampling“ sieht vor, dass auf verschiedenen 

mehrstufigen Ebenen nach dem gleichen Schema eine Probenauswahl getroffen wird und 

von der Probenauswahl beim Schneiden des gesamten Organs bis zur Auswertung unter 

dem Mikroskop fortgeführt wird.  

Da die Lunge als Organ unter dem Einfluss elastischer Rückstellkräfte bei der 

Organentnahme kollabiert und somit die Vergleichbarkeit innerhalb der Versuchstiere 

reduziert wird, bedarf es, vor der Probenauswahl einer standardisierten Fixierung.  

Für eine standardisierte Fixierung aller Lungen, wurde bei unseren Untersuchungen eine 

pertracheale Installationsfixierung gewählt. Um zu vermeiden, dass es durch 

Fixierungsbedingungen in der histologischen Aufarbeitung zur Schrumpfung vom Geweben 
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kommt und hierdurch quantifizierbare Parameter beeinflusst werden, wurde die 

stereologische Oberflächenmessung an Glycol-Methacrylat–Schnitten durchgeführt (Dorph-

Petersen KA el al. 2001). Näheres zur Organfixierung wird in jenem Kapitel zu finden sein.  

Bei allen Aussagen über das Volumen, muss vorher das Referenzvolumen, in unserem Fall 

das Gesamtvolumen des entnommenen Organs bekannt sein. Dies erreicht man (Howard 

CV et Reed MG 1998) z. B. durch das Prinzip nach Archimedes durch Wasserverdrängung 

(Scherle W 1970). 

 

 

2.4 Probenentnahme     
 
Nach erfolgter Exposition wurden die Lungen der Versuchstiere unter standardisierten 

Bedingungen gewonnen.  

Die Tiere wurden einzeln aus dem Käfig entnommen und nach Fixierung mit intraperitonealer 

Injektion mit 0,1 ml Narcoren (Merial, Hallbergmoos (Pentobarbital)) in isotoner 

Kochsalzlösung sediert. Während der beginnenden Sedierung wurden die Tiere zur 

Beruhigung in einem einzelnen Käfig separiert. Nach Erlöschen der Reaktion auf 

Schmerzreize wurde das Tier aus dem Käfig entnommen und zur Operation in eine den Kopf 

reklinierende Halterung mittels elastischem Zug gebracht. Nach Desinfektion und 

Präparation bis auf die Muskelfaszie wurde unter Schonung der inneren Organe das 

Peritoneum eröffnet und eines der großen venösen Gefäße aufgesucht und durchtrennt, um 

das Tier in Blutleere zu bringen. Danach wurde unter Schonung der distalen 

Lungenabschnitte das Diaphragma von der Bauchhöhle aus geöffnet. Durch Unterbrechung 

des negativen intrapleuralen Drucks kollabierte die Lunge aufgrund ihrer elastischen 

Rückstellkräfte. Nun erfolgten eine Aufpräparation bis zum Hals und eine Darstellung der 

Trachea. Nach Einführung einer intratrachealen Kanüle, wurde die Kanüle in ihrer Lage fest 

ligiert. Daraufhin wurde die Trachea proximal der fest ligierten Kanülierung durchtrennt und 

der gesamte Herz-Lungen-Block unter Schonung der Lungenstrukturen entnommen. 

Zur Vergleichbarkeit der einzelnen Lungen untereinander und den daran durchgeführten 

stereologischen Messungen, wurden die Lungen durch ein standardisiertes Protokoll zu 

Entfaltung gebracht. Hierzu füllten wir einen Teil einer 4%igen PFA-Lösung in ein ca. 30 cm 

hohes Reservoir (s. Abbildung 2.1), um mittels dieser Apparatur ein konstanten 

Fixationsdruck aufzubauen, bei dem sich die Lunge unter gleichen Bedingungen entfalten 

kann. Der Druck betrug 25 cm Wassersäule (nach Fehrenbach H et Ochs M 1998), 

gemessen zwischen Carina und Füllstand im Reservoir. Die Lunge wurde mittels ihrer 

intratrachealen Kanüle an dieses Reservoir angeschlossen und nach Kontrolle der Füllhöhe 

zwischen Carina und oberem Füllstand des Reservoirs mit dem Fixanz instilliert. Durch den 
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Druck entfaltete die Lunge sich vollständig und wurde in ihrer Ausdehnung fixiert. Hierbei  

wurde darauf geachtet, dass der Druck konstant bleibt und mittels Nachfüllen des Reservoirs 

korrigiert wurde. Nachdem diese Fixierung für 15 Minuten beibehalten wurde, wurde die 

Trachea erneut ligiert, um proximal dieser Ligatur die Trachea zu durchtrennen. Dieser nun 

entfaltete Lungen-Block wurde  bei 4°C über Nacht  in 4%iger PFA-Lösung gelagert. 

 

 

Abbildung 2.1: An das Reservoir wird die Lunge über eine Trachealkanüle angeschlossen und 
bei geöffnetem Ventil bei konstantem Druck mit Fixans instilliert. Mit dem Lineal wird der 
hydrostatische Druck kontrolliert.  
 

Nach der Lagerung in 4%igen PFA über Nacht wurde das Volumen der Lungen bestimmt. 

Nachdem das Herz und weiteres nicht zur Lunge gehörendes Gewebe entfernt wurden, 

wurde das Volumen der Lungen nach dem Prinzip der Wasserverdrängung nach Archimedes 

(Fehrenbach H et Ochs M 1998, Scherle W 1970) erfasst. Hierzu wurde ein 500 ml Glas mit 

ungefähr 300ml PBS befüllt und auf eine Waage gestellt. Nachdem die Lunge aus dem 

Fixativ genommen wurde, wurde die Lunge an einer kleinen Klemme in PBS getaucht. So 

konnte durch die Gewichtszunahme das Gewicht der Lunge in PBS bestimmt werden. Das 

Volumen V wurde folgendermaßen berechnet. 

 

Formel 2.1:             V=G/W     

 

V=Volumen; W= spez. Gewicht von Wasser bei 20°C (1g/ml); G= Gewicht 

  

Nach Bestimmung des Volumens wurden die ganzen Lungen zur Vereinfachung des 

Schneidens in warme, 2%ige, wässrige Agar-Agar-Lösung überführt, um das Zerlegen der 

Lunge in 3 mm dicke Organscheiben zu erleichtern. Nach Lagerung bei 4°c für mindestens 3 
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Stunden, um den entstandenen Block auskühlen zu lassen, wurde im Anschluss der 

entstandene „Agar-Lungen-Block“ in einem Gewebeschneider eingebracht, wodurch das 

Schneiden der Lunge in transversale Schnitte in konstanten Abständen zu 3 mm möglich ist. 

Die Position des ersten Schnittes wurde dabei nach dem Zufallsprinzip festgelegt, um eine 

unvoreingenommen, zufällige Probenauswahl zu ermöglichen (Bolender RP et al. 1993, 

Fehrenbach A et al. 1999, Mayhew TM 1991). Demnach wurden nach dem zufällig 

gewählten Anfang des Samplings, systematisch in Schritten zu 3 mm weitere Proben 

entnommen (Howard CV et Reed MG 1998, Gundersen HJ et Jensen EB 1987). Hierdurch 

hatte jeder Teil der Lunge die gleiche Möglichkeit in die Untersuchung gemäß des SUR-

Samplings einzufließen (Howard CV et Reed MG 1998).   

Es wurde festgelegt, dass der xte Schnitt, der zufällig ausgewählt wurde, zur Einbettung in 

Paraffin kommt. Der nächste (x+1) Schnitt gelangte zur Einbettung in Technovit und der 

wiederum nächste (x+2) Schnitt gelang zur Einbettung für die Elektronenmikroskopie, die im 

Rahmen einer anderen Untersuchung durchgeführt wurde. Diese Schnittfolge wurde bis zum 

Ende des Blocks beibehalten.  

 

 

Abbildung 2.2 Schneidevorrichtung, durch die Lamellen an den Seiten lassen sich in gleichen 
Abständen Probeblöcke schneiden. 
 

 

Paraffineinbettung 
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2 4 6 Technovit-Einbettung 

Abbildung 2.3 Trennung der Blöcke nach SUR (schematisch) 
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2.5 Probeneinbettung 
 
Die entnommenen Gewebestücke wurden unter Schonung der Lage zueinander in 

verschiedenen Materialien eingebettet. Je nach Bezug zur jeweiligen Schnittfolge wurden die 

Schnitte entweder in Paraffin (Paraplast) für die Immunhistologie bzw. Enzymhistochemie  

oder in das härtere Glycol-Methacrylat (Technovit 7100, Heraeus Kulzer, Weinheim) für die 

stereologische Analyse eingebettet, um Schrumpfungs- und Verschiebe-Artefakte zu 

vermeiden. Die Paraffin-Einbettung wurde gewählt, da sich hier die Epitope der 

Immunhistochemie und enzymatische Aktivitäten mittels Enzymhistochemie leicht darstellen 

lassen. Die für die Paraffin-Einbettung vorgesehenen Stücke wurden in kleine Formen 

überführt und nach Entwässerung und anschließender Einbettung durch einen 

Einbettautomat in Paraplast zum Schneiden von 2 μm dicken Gewebeschnitten mit dem 

Mikrotom (Leitz 1208, Wetzlar) weiter verarbeitet. 

Die Technovit 7100-Einbettung erfolge nach der Trennung der Blöcke. Die Stücke wurden in 

1% Glutaraldehyd und 1% Paraformaldehyd in 0,1 M Cacodylat-Pufferlösung 

(Gesamtosmolarität ca. 300 mOsm, pH 7,35) über Nacht eingelagert. Nach dieser 

Einlagerung wurden die Stücke 4 mal 5 Minuten mit 0,1 M gepufferter Cacodylatlösung 

gewaschen. Zur Postfixierung wurden die Blöcke daraufhin für 2 Stunden in 1% OsO4 in 0,1 

M gepufferter Cacodylatlösung belassen. Nach dieser Postfixierung wurden die 

Gewebestücke erneut 4 mal 5 Minuten mit 0,1 M Cacodylatpuffer und 2 mal 5 Minuten mit 

Aqua bidest gewaschen. Im Anschluss hieran erfolgte die Blockkontrastierung mit 

halbgesättigter (ca. 3,5%) Uranylacetatlösung über Nacht. Es schloss sich ein erneuter 

Waschvorgang über 4 mal 5 Minuten mit Aqua bidest an. Um die Schnitte zu entwässern 

wurden diese in aufsteigende Acetonreihen für 2-mal eine Stunde bei 70%, 2 mal eine 

Stunde bei 90%, und 1 mal eine Stunde bei 100% eingestellt. Nachdem die Schnitte nun mit 

Technovit 7100 und Härter 1 gemäß Empfehlungen der Firma Kulzer mit Aceton im 

Verhältnis 1:1 gemischt wurden, schloss sich ein Entgasungsvorgang bei -300 mbar an, um 

Restluft aus den Organscheiben zu entfernen. Über Nacht wurden daraufhin die Stücke in 

Technovit 7100 und Härter 1 zur Infiltration eingelegt. Zum Ausgießen wurde 1 ml des 

Härters 2 auf 15 ml dieser Infiltrationslösung verwendet. Nachdem die Schnitte ausgehärtet 

waren, wurden sie mittels eines Mikrotoms in 1,4 µm dicke Schnitte geschnitten. 

 

2.6 Proliferationsnachweis anhand der Immunhistochemie 
 
Da die Dysregulation von Apoptose und Proliferation als ein Mechanismus der 

Emphysementstehung angeschuldet wird, galt es diese Vorgänge gesondert quantitativ zu 
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erfassen. Hierbei verwendeten wir als Marker für die Proliferation den Antikörper MIB-5. 

Dieser Antikörper reagiert mit dem Ki-67-Antigen, welches 1967 in Kiel als eines der ersten 

Proteine erfasst wurde, welches spezifisch nur in der proliferierenden Zelle zu finden ist. 

 

Die Schnitte wurden auf Objektträger (Superfrost, Menzel-Gläser, Braunschweig) 

aufgezogen, hiernach wurden sie über Nacht bei 60 °C im Brutschrank belassen, um die 

Schnitte an den Objektträgern zu trocknen und zu fixieren. Zur Entparaffinierung wurden die 

Schnitte zuerst 3 mal 5 Minuten in Xylol und danach 2 mal 5 Minuten in Alkohol abs. 

eingelegt. Um unspezifische Reaktionen zu verhindern, wurde die endogene Peroxidase in 

einer Küvette für 30 Minuten mit 200 ml Methanol und 6 ml H2O2 blockiert. Darauf wurden die 

Schnitte kurz mit Leitungswasser gespült. Zur Demaskierung der Antigene wurden die 

Objektträger in fest verschlossene Gefäße überführt, und in 10mM Citratpuffer und bei 450 

Watt 3 mal 5 Minuten gekocht. Um ein Austrocknen zu verhindern, wurde verkochte 

Pufferlösung nachgefüllt. Nach dem Auskühlen wurden die Schnitte für 5 Minuten in TBS 

gestellt, und darauf 3 mal 5 Minuten mit PBS gewaschen. Die Objektträger wurden jetzt 

luftblasenfrei in Coverplates eingebracht und zusammen in Sequenzkammern gestellt. 

Nachdem die Dichtigkeit durch Einfüllen von PBS geprüft wurde, wurde pro Schnitt eine mit 

PBS zuvor 1:10 verdünnte Lösung von Ziegennormalserum aufgetragen und für 20 Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf wurde der in PBS 1:5 verdünnte MIB-5 Anti-Ratten-

Ki67-Mausantikörper als Primärantikörper pipettiert und bei 37 °C für eine Stunde im 

Brutschrank belassen. Danach wurde mit PBS 3 mal 5 Minuten gespült. Der 

Sekundärantikörper (Anti-Maus) wurde, in PBS 1:100 verdünnt, für eine halbe Stunde bei 

Raumtemperatur auf die Schnitte in den Sequenzkammern gegeben. Daran schloss sich ein 

erneuter Spülvorgang mit PBS über 5 Minuten an. Nachdem der AB-Komplex eine halbe 

Stunde zuvor mit jeweils 20 μl Komponente A und 20 μl der Komponente B in 1000 μl PBS 

angesetzt wurde, wurde der AB-Komplex für 30 Minuten auf die Schnitte aufgetragen. Nach 

erneutem Spülen mit PBS wurden die Schnitte in DAB-Lösung mit 100 μl 30 %iger H2O2–

Lösung als Substrat für die chromogene Reaktion für 10 Minuten eingestellt. Mit 

Leitungswasser wurde 3mal kurz gewaschen und darauf in Mayers Hämalaun gegengefärbt. 

Die Schnitte wurden dann fließendem Wasser gespült. Zur Eindeckung wurden die Schnitte 

mit aufsteigender Alkoholreihe entwässert und daraufhin mit Entellan-Neu (Merck, 

Darmstadt) und Glasdeckel abgedeckt. 

 

2.7 Apoptosenachweis mittels TUNEL-Methode 
 
Der programmierte Zelltod, Apoptose, rückt bei vielen wissenschaftlichen Untersuchungen in 

das zentrale Augenmerk. Hierbei gibt es viele Möglichkeiten des Nachweises, auch auf 
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histologischer Ebene. Bei der Apoptose entstehen nur für die Apoptose charakteristische 

Einzelstrang–DNA-Fragmente.  

Der hier beschriebene Apoptosenachweis, zielt darauf, nur wirklich abgelaufene Apoptose 

nachzuweisen, und nicht beginnende oder noch aufhaltbaren programmierten Zelltod, wie 

dies bei immunhistochemischem Nachweis von Bax der Fall wäre. Den abgelaufenen 

programierten Zelltod kann man so z. B. mithilfe des TUNEL-Test (terminal deoxynucleotidyl 

transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick end-labelling technique) nachweisen. 

Bei diesem Test wurde über das Enzym TdT (terminale deoxynucleotidyl transferase) am 

3´OH Ende eines charakteristischen Apoptose DNA-Fragment Nucleotidtriphoshate 

angebaut. Diese Nucleotidtriphoshate sind mit Peroxidase markiert und werden über eine 

chromogene Reaktion sichtbar gemacht. Durch diese Template unabhängige Reaktion kann 

somit der programmierten Zelltod nachgewiesen werden. 

Nach den Empfehlungen des Herstellers sind wir bei der Benutzung des ApopTag-Kits (Fa. 

Intergen, Purchase, USA) wie folgt vorgegangen: 

Die in Paraffin eingebetteten Gewebeblöcke wurden mit Hilfe eines Mikrotoms in 2 μm dicke 

Schnitte geschnitten, welche dann auf Objektträger (SuperFrost Plus, Menzel-Gläser, 

Braunschweig) aufgezogen und bei 60 °C über Nacht getrocknet wurden. Die Schnitte 

wurden mittels absteigender Alkoholreihe entparaffiniert, und danach mit PBS gespült. Zur 

Demaskierung wurden die einzelnen Objektträger in der feuchten Kammer mit Proteinase K 

(20 μg/ml in 0,05 M Tris-HCl) gut bedeckt für 15 Minuten bei Raumtemperatur belassen. 

Nachdem mit PBS gespült wurde, wurde im Anschluss die endogene Peroxidase mit 2% 

H2O2 in PBS blockiert. Nach erneutem Spülen mit PBS wurden 65 μl des 

Equilibrationspuffers für 10 Minuten bei Raumtemperatur aufgetragen. Darauf wurden der 

Puffer abgekippt und 60 μl der TdT-Lösung mit Reaktionspuffer auf jeden Objektträger 

pipettiert und über Nacht bei 4 °C in der feuchten Kammer belassen. Als Negativkontrolle für 

den Nachweis wurde nur Aqua dest. und der Reaktionspuffer benutzt. Das 

Reaktionsgemisch wurde am nächsten Tag abgekippt und die Objektträger in eine Küvette 

mit 37 °C warmen „Stop-Wash“-Puffer überführt. Nachdem dieser Puffer mit den 

Objektträgern von 37 °C für 10 min bei Raumtemperatur abkühlte, wurden 65 μl/Schnitt der 

Anti-Dioxigenin-Peroxidase bei Raumtemperatur 30 Minuten zum Inkubieren aufgetragen. 

Nach Inkubation wurden die Objektträger 3 mal 5 Minuten mit PBS gespült und daraufhin für 

8 Minuten mit einer DAB-Lösung mit 40 μl H2O2 als Chromogen zusammengebracht. Nach 

mehrmaligem Spülen mit Leitungswasser, erfolgt die Gegenfärbung mit 20%-iger Meyers 

Hämalaun-Lösung. Der gefärbte Objektträger wurde mit Entellan und einem Deckglas 

eingedeckt. 
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2.8 Doppelmarkierungen 
 
Die Doppelmarkierung wurde als Kombination der TUNEL-Methode und mit 

immunhistochemischem Nachweis von ortsständigen Zellen der Alveole, AT-II-Zellen bzw. 

Endothelzellen, durchgeführt. Ziel war es, zu klären, welche Zellen den Hauptanteil an 

apoptotischer Zellen bilden. Zum Nachweis von AT-II-Zellen wurde mit einem Antikörpern 

gegen Surfactant Protein B (Anti-SP-B, Dr. Albrecht, Dresden) in 1:100 Verdünnung, zum 

Nachweis von Endothelzellen wurde mit Antikörpern gegen Aquaporin-1 (Anti-Aquaporin-1, 

Chemicon, Hampshire) in 1:100 Verdünnung markiert. 

Nachdem nach oben beschriebener Anleitung (Kapitel 2.7) nach der TUNEL-Methode 

markiert und mit dem Substrat DAB gefärbt wurde, wurden die Schnitte nicht zur Eindeckung 

gebracht, sondern für 2 mal 5 Minuten in 70% Ethanol eingelegt. Zur Blockade des TdT-

Enzyms wurden die Schnitte in einer Küvette mit 200 ml reinem Methanol und 6 ml 30% 

H2O2-Lösung überführt. Danach wurde mit Leitungswasser gespült und die Schnitte im 

Anschluss in 1 mM Citratpuffer (pH 6) bei 450 Watt für 3 mal 5 Minuten in der Mikrowelle zur 

Antigen-Demaskierung gebracht. Anschließend wurde für 5 Minuten mit TBS gespült, die 

Schnitte in Sequenzkammern überführt und mit 1:10 verdünntem Normalserum 

(Normalserum (Ziege), Dako, Hamburg) unter Coverplates inkubiert. Es folgte die 

einstündige Inkubation bei 37°C mit dem jeweiligen Primärantikörper, Anti-SP-B für den 

Nachweis der AT-II-Zellen und Anti-Aquaporin-1 für den Endothelzellnachweis. Nach kurzem 

Spülen schloss sich die Inkubation mit dem sekundären Antikörper (Anti-Maus, Dako, 

Hamburg) für 30 Minuten bei Raumtemperatur an. Nach weiterem Spülen mit PBS erfolgt die 

Markierung des sekundären Antikörpers mit dem AB-Komplex (Dako Diagnostika, Hamburg) 

für weitere 30 Minuten. Nach kurzem Spülen mit PBS für 5 Minuten, wurde mit TBS für 

weitere 5 Minuten gespült. Zur Färbung mit HistoGreen (Linaris, Wertheim-Bettingen) wurde 

eine Lösung mit dem Farbstoff gemäß den Empfehlungen des Herstellers angefertigt. In 

diese Lösung wurden die Objektträger für 9 Minuten überführt. Hieran schloss sich wie bei 

den anderen Färbungen auch die Gegenfärbung mit 20%-iger Mayers Hämalaun-Lösung 

und der Eindeckvorgang mit vorheriger Entwässerung in aufsteigender Alkoholreihe. 
 
 
2.9 Durchführung stereologischer Analysen 
 
Die hier beschriebenen Untersuchungen wurden an einem computer-gesteuerten 

Lichtmikroskop Olympus BX 51 (Olympus, Dänemark) durchgeführt. Der motorisierte 

Objekttisch dieses Mikroskop ist in X-, Y- und Z-Achsenrichtung elektronisch steuerbar. Das 

Objektbild wurde mittels einer Video-Kamera (Olympus, Dänemark) auf einen PC-Monitor 
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übertragen. Durch die Software Cast Grid 2.0 der Firma Olympus (Dänemark) konnten 

anhand der zuvor eingestellten Zählmodi und Musterungsmodi die Beobachtungen 

quantitativ erfasst werden. 

Die stereologischen Analysen umfassten zwei Teile: Bestimmung des prozentualen 

Oberflächenanteils proliferierender/apoptotischer Zellen pro alveoläre Gesamtoberfläche und 

die Bestimmung des volume-weighted mean volume (volumen-gewichtetes mittleres 

Alveolarvolumen). Pro Lunge standen je nach Größe der Lunge und der damit verbundenen 

Anzahl an Gewebeblöcken durch das Sampling jeweils zwischen ein bis fünf Objektträger mit 

einem 2 μm dicken Paraffinschnitt zur Quantifizierung von Apoptose und Proliferation und 

jeweils ein bis fünf 1,4 μm dicke Schnitte für die Glycol-Methacrylat Einbettung (Technovit 

7100, Heraeus Kulzer, Weinheim) zur Quantifizierung des volume-weighted mean volume 

zur Verfügung. Die Objektträger wurden kodiert, um für den Untersucher unkenntlich zu 

machen, ob eine Lunge eines exponierten Tieres oder eines nicht exponierten Tieres 

untersucht wird. Somit wurden die Untersuchungen verblindet durchgeführt.  

Zur Quantifizierung wurde ein Linienraster (Howard CV et Reed MG 1998) mit 3x4 Linien 

(Gesamtlinienlänge = 158,1 µm) als overlay über die jeweiligen aufgenommenen Bilder 

projiziert. Die Auswertung erfolgte bei einer 400fachen Vergrößerung.  

 

 

Abbildung 2.4: Mikroskop (Olympus BX-51) mit motorisierten Objekttisch (Prior). Die 
Steuerung erfolgt mittels der Cast Grid 2.0 Software. 

 

 - 34 -   



2. Materialien und Methoden 
 

 

Abbildung 2.5: TUNEL-Assay 7d NO2, 400x Vergrößerung; Linienraster über Cast Grid 2.0 
Software zur Quantifizierung installiert. Wertung des Eintritts und des Austritts der Linie an 
der Alveolarwand. 

 

Der Startpunkt der Quantifizierung wurde am obersten Ende des Schnittes gewählt, jedoch 

ohne den Schnitt im Blickfeld, d. h. im Monitorbild zu haben, um so einen Startpunkt zu 

erhalten, der zufällig gewählt und unabhängig von der zu untersuchenden Struktur ist 

(Howard CV et Reed MG 1998, Fehrenbach H und Ochs M 1998). Systematisch wurde 

mittels des motorisierten Tisches das Objekt in konstanten Abständen in x- und y-Richtung 

bewegt (Meander-Scanning). Die Schrittlänge war zuvor auf einen Wert zwischen 700 μm 

und 1000 μm eingeteilt worden. Damit erfüllte der Vorgang der Auswahl der zu 

analysierenden Sichtfelder ebenfalls das Prinzip des „systematic uniform random sampling“ 

(Howard CV et Reed MG 1998). Die Schrittlänge wurde während der Musterung der 

einzelnen Objektträger einer Lunge nicht verändert, Veränderungen wurden nur bei einem 

Wechsel der untersuchten Lunge zulässig. Es wurden nur Alveolarwände quantifiziert, also 

nur parenchymatöse Strukturen, welche direkt am Gasaustausch beteiligt sind. Bronchien, 

Bronchiolen oder terminale Bronchiolen und größere Gefäße wurden nicht in die 

Untersuchung einbezogen. Ebenfalls wurden positiv markierte freie Zellen und Zellreste im 

Alveolarraum nicht gewertet. Jeder Schnittpunkt (intersection) mit der Alveolarwand, d. h. 

Eintritt bzw. Austritt aus dem Septum, wurde als Ereignis über eine Zähleinheit gewertet. 

Sobald die Linie auf einen Teil der Alveolarwand traf, wo eine markierte Zelle (Proliferation 

oder Apoptose) sich befand, wurde dieses als positives Ereignis gewertet.  
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Formel 2.2 

prozentualer Anteil apoptotischer bzw. proliferierender Zellen =  a/a+b 

 

a= Anteil positiver Ereignisse; b= nicht-positive Ereignisse 

 

Die Bestimmung des volumengewichtetenen Alveolarvolumens wurde ebenfalls mittels der 

Cast Grid 2.0 Software der Firma Olympus (Dänemark) durchgeführt. Zur Darstellung wurde 

am Monitor die optimale Vergrößerung (316fach) gewählt. Da man davon ausgehen kann, 

dass das pulmonale Parenchym isotrop gebaut ist, also keine räumliche Vorzugsorientierung 

aufweist, wurde die „point-sample-intercepts“-Methode (Gundersen HJ et Jensen EB 1985) 

verwendet, die in dem Cast Grid 2.0-System implementiert ist, und somit das Volumen-

gewichtete Volumen der Lufträume bestimmt. Dieses Verfahren hat den Vorteil, dass es 

sowohl Informationen über das mittlere Volumen gibt, als auch über die Variabilität des 

mittleren Volumens liefert (Fehrenbach A et al. 1999). Die Lufträume, die in die Bestimmung 

eingehen, werden durch die auf den Testlinien lokalisierten Testpunkte definiert. Daher 

haben große Alveolen eine größere Chance als kleinere Alveolen in die Messung 

einzufließen.  

Zur Weitenbestimmung projizierte man am Rechner ein Punkteraster mit Hilfslinien auf den 

Bildschirm. Hieran schloss sich die Messung an. Es wurde von Alveolarwand zur 

benachbarten Alveolarwand gemessen. Voraussetzung hierfür war, dass zwischen beiden 

benachbarten Alveolarwänden mindestens ein Testpunkt liegt, und dass nur im Verlauf der 

Hilfslinie gemessen wird. Somit ist die Messung nicht allein abhängig von der Anzahl der 

Lufträume, sondern vielmehr von deren Größe.  

Der Startpunkt der Quantifizierung wurde wie bei der Messung des prozentualen Anteils 

markierter Zellen zufällig außerhalb des jeweiligen Schnittes gewählt. Die gemessenen 

Werte wurden dann durch das Cast Grid 2.0 System durch folgende Formel berechnet. Die 

Einheit der Werte ist μm3.  

 

Formel 2.3 
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Vv = volumen-gewichtetes Alveolarvolumen 

n = Anzahl der point-sample intercepts 

3
,0 il = dritte Potenz der i-ten point-sampled linear intercept Länge; die 0 in Subskription 

verdeutlicht, dass die Messung durch einen nulldimensionalen Punkt durchgeführt wurde  

 

 

Die Analysen wurden an Glycol-Methacrylat-Schnitten (Technovit 7100; Heraeus Kulzer, 

Weinheim) durchgeführt, wodurch Schrumpfungsartefakte sehr gering gehalten werden 

(Ladekarl M 1994). Da ein Schnitt durch eine Lunge nur eine geringe Anteil aller Alveolen 

einer Lunge abbilden kann, wurde durch eine hohe Anzahl an Messungen die jeweiligen 

Weiten l0 bestimmt, um so repräsentative Aussagen auf das gesamte Organ treffen zu 

können.  

 

 

Abbildung 2.6: Linienraster zur Messung des Volume-weighted Mean Volumen. Zwischen den 
Kreuzen werden die Distanzbestimmungen zwischen den benachbarten Alveolarwänden 
durchgeführt. Voraussetzung für eine Messung ist, dass zwischen den Alveolarwänden ein 
Punkt auf der Linie ist. 

 

 

2.10 Qualitative Auswertung der doppelmarkierten Schnitte 
 

Zur Charakterisierung der apoptischen Zellen wurden eine Doppelmarkierung mit dem Tunel-

Test und eine immunhistochemische Markierung für Antigene von Endothelien (Aquaporin-1) 
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und von Alveolarepithelien (SP-B) durchgeführt. Hierbei wurde rein qualitativ kontrolliert, 

welche Zellen eine positive Markierung für Apoptose und o.g. Antigen tragen. Hierbei sollte 

geprüft werden, welche Zellen im Rahmen einer Apoptose zugrunde gehen. Als Markierung 

für die Apoptose diente hierbei DAB (Sigma, St. Louis) und für das zelltypische Antigen der 

Farbstoff Histogreen (Linaris,  Wertheim-Bettingen) 

 

 

2.11 Statistische Analyse 
 
Sämtliche Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben. Die deskriptive 

Statistik wurde mittels Excel 2000 (Microsoft Corp., Redmond, USA) bzw. mit SigmaStat 2.0 

(Jandel Scientific, Erkrath) durchgeführt. Zur weiteren statistischen Auswertung wurde eine 

Varianzanalyse (One Way Analysis of Variance, Anova) durchgeführt, vorausgesetzt, dass 

Normalität und Variationsgleichheit unter den Versuchsgruppen bei p>0,1 gegeben waren. 

Wurde die Nullhypothese, das die Daten einer Grundgesamtheit entstammen bei p<0,05, 

abgelehnt, so wurde ein multipler Vergleich nach Tuckey durchgeführt. Falls die o.g. 

Voraussetzungen nicht gegeben waren, wurde der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test 

in Verbindung mit Dunn´s multiplem Vergleich durchgeführt. Das Signifikanzniveau wurde 

auf p<0,05 festgelegt.  

Die Korrelation zwischen Proliferation und Apoptose wurde mit dem Korrelationskoeffizienten 

nach Pearson errechnet. 
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3.1 Lungenvolumen und Körpergewicht  
Nach Entnahme und Fixierung der Lungen wurde das Lungenvolumen gemäß dem 

Archimedischen Prinzip (Scherle 1970) bestimmt.  

Es kam unter der Exposition zu einem Anstieg der Lungenvolumina, der im Vergleich  zu den 

Volumina zu Beginn der Exposition nach 21 Tagen Exposition signifikant war. Nach 

Beendigung der Exposition fanden sich keine Unterschiede zwischen den altersgleichen 

Versuchs- und Kontrolltieren. Beim Körpergewicht gab es größere Veränderungen zwischen 

den einzelnen Gruppen. So blieb das Gewicht der exponierten Tiere im Vergleich zu den 

Kontrolltieren signifikant niedriger. Nach Beendigung der Exposition und Erholung unter 28 

Tagen Raumluft fand sich kein signifikanter Unterschied mehr in den altersgleichen Gruppen.  

Da das Körpergewicht in den Versuchsgruppen geringer als in den Kontrollgruppen war, 

wurden die Lungenvolumina auf kg Körpergewicht normalisiert (massen-spezifische 

Lungenvolumina), um eine, dem altersbedingten Wachstum Rechnung tragende, bessere 

Vergleichbarkeit der zu erreichen. Die Einheit ist ml/kg. Hier zeigte sich, dass bereits nach 3 

Tagen Exposition unter NO2 eine leichte, aber nicht signifikante Vergrößerung des 

Lungenvolumens eintrat (3d NO2 (n=6) 25,1 in ml/kg ± 2,2 vs. 3d Kontrolle (n=4) 23,5 ± 2,5, 

n.s.). Das Volumen pro kg Körpergewicht war nach 7d (n=6) mit 34,6 ± 3,6 signifikant (vs. 3d 

Co p<0.001) erhöht. Nach 21 Tagen Exposition war das Lungenvolumen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe deutlich erhöht (21d NO2 (n=6) 37,0 ± 1,8 vs. 21d Kontrolle (n=6) 22,3 ± 2,2 

p<0,001). Die Versuchsgruppe, die nach 21 Tagen Exposition noch 28 Tage unter Raumluft 

gehalten wurde, zeigte eine Normalisierung des massen-spezifischen Volumens (21d NO2 + 

28d Raumluft (n=6) 27,3 ± 3,5 vs. 49 d Kontrolle (n=6) 24,1 ± 1,6 ml/kg KG; n.s.). 

Tabelle 3.1: Lungenvolumen, Körpergewicht, Massen-spezifische Lungenvolumen: 

 Volumen in ml Gewicht in g  
Massenspezifische 
Lungenvolumen in 

ml/kg 

3d NO2 (n=6)  4,77 ± 0,6  189,2 ± 8,6  25,15 ± 2,2 

7d NO2 (n=6) 6,32 ± 0,7  182,7 ± 5,3  34,60 ± 3,6  

21d NO2 (n=6) 7,59 ± 0,5  204,8 ± 10,7  37,04 ± 1,8  

21d NO2 ++ (n=6) 7,65 ± 1,1  279,8 ± 12,3  27,32 ± 3,5  

3d Co (n=4) 4,92 ± 0,6  209,6 ± 2,9  23,47 ± 2,5  

21d Co (n=6) 5,51 ± 0,5 247,27 ± 10,0  22,31 ± 2,2  

49d Co (n=6) 7,13 ± 0,2  296,7 ± 12,8  24,09 ± 1,6 
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Tabelle 3.2: Signifikanzniveau Volumen, Anova on ranks 

 
3d      

NO2
7d NO2 21d NO2

21d NO2 

++ 
3d Co 21d Co 49d Co 

3d NO2 x n.s. p<0.001 p<0,001 n.s n.s. p<0,001 

7d NO2 n.s. x n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

21d NO2 p<0.001 n.s. x n.s. p<0,001 n.s. n.s. 

21d NO2 ++ p<0.001 n.s. n.s. X p<0,001 n.s. n.s. 

3d Co n.s. n.s. p<0,001 p<0.001 x n.s. n.s. 

21d Co n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. x n.s. 

49d Co p<0.001 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. x 

 

 

 

 

 

Tabelle 3.3: Signifikanzniveau Körpergewicht, one-way-Anova 

 
3d      

NO2
7d NO2 21d NO2

21d NO2 

++ 
3d Co 21d Co 49d Co 

3d NO2 x n.s. n.s p<0,001 p<0,05 p<0,001 p<0,001 

7d NO2 n.s. x p<0,05 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

21d NO2 n.s. p<0,05 x p<0,001 n.s. p<0,001 p<0,001 

21d NO2 

++
p<0,001 p<0,001 p<0,001 X p<0,001 p<0,001 n.s. 

3d Co p<0,05 p<0,001 n.s. p<0,001 x p<0,001 p<0,001 

21d Co p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 x p<0,001 

49d Co p<0,001 p<0,001 p<0,001 n.s. p<0,001 p<0,001 x 
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Tabelle 3.4: Signifikanzniveau massenspezifische Lungenvolumina, one-way Anova 

 
3d      

NO2
7d NO2 21d NO2

21d NO2 

++ 
3d Co 21d Co 49d Co 

3d NO2 x p<0,001 p<0,001 n.s. n.s. n.s. n.s. 

7d NO2 p<0,001 x n.s. p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

21d NO2  p<0,001 n.s. x p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

21d NO2 

++
n.s. p<0,001 p<0,001 x n.s. p<0,05 n.s. 

3d Co n.s. p<0,001 p<0,001 n.s. x n.s. n.s. 

21d Co n.s. p<0,001 p<0,001 p<0,05 n.s. x n.s. 

49d Co n.s. p<0,001 p<0,001 n.s. n.s n.s. x 
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Abbildung 3.1 a: Lungenvolumina in ml 
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Abbildung 3.1b: Körpergewicht in Gramm  
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Abbildung 3.1 c: Massen-spezifisches Lungenvolumen  

Abbildungen 3.1a-c) Untersuchungen des Lungenvolumen und des Gewichts:  3.1.a) 
Lungenvolumina in ml; 3.1.b) Gewicht in Gramm; 3.1.c) Massen-spezifisches Gewicht in ml/kg;  
# p< 0,001 vs. 3d Co; + p<0,05 vs. 3d Co; 

 § p <0,001 vs. 21d Co, % p<0,05 vs. 21d Co, 

 $ p<0,001 vs. 49d Co, 

 * p<0,001 vs. 3d NO2, ^ p<0,05 vs. 3d NO2, 
 & p<0,001 vs. 7d NO2, ß  p<0,05 vs. 7d NO2, 

 y p<0,001vs. 21d NO2, x p<0,05 vs. 21d NO2, 

 z p<0,001 21d NO2 ++, = p<0,05 vs. 21d NO2++ 

 
 
3.2 Proliferation und Apoptose
Insgesamt zeichnen sich die durch histochemische Methoden erhobenen Ergebnisse durch 

eine große Streubreite innerhalb der Versuchsgruppen, sowie auch von Schnitt zu Schnitt 

der gleichen Lunge aus. Lymphatisches Gewebe diente aufgrund seines hohen Anteils an 

proliferierender bzw. apoptotischer Zellen als Positivkontrolle für die durchgeführten 

Färbungen. Dieses lymphatische Gewebe ist bei der Ratte im peribronchialen und perihilären 

Bindegewebe lokalisiert.   

 

3.2.1 Proliferation 
Nach erfolgter Färbung mit dem Antikörper MIB-5 gegen das Ki-67–Antigen, ein während 

des Zellzyklus expremierten Kernproteins, wurde mittels Cast Grid 2.0 System (Olympus, 

Dänemark) am Lichtmikroskop die Auswertung begonnen. Alle Angaben sind Mittelwerte und 
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die dazu gehörige Standardabweichung in Prozent Alveolaroberfläche Sa. Es zeigte sich, 

dass der Anteil an proliferierenden Zellen in der Alveolarwand am Anfang der Exposition am 

höchsten war (3d NO2  (n=6) 1,16 % ± 0,76 vs. 3d Kontrolle (n=4) 0,08 % ± 0,10; p<0,05).  

Nach 7tägiger Exposition war der Anteil an proliferierenden Zellen auf ein Fünftel gesunken 

(vs. 3d NO2, n.s.). Der Anteil proliferierender Zellen blieb nach 21 Tagen Exposition nahezu 

konstant, und war im Vergleich zur Kontrollgruppe doppelt so hoch (n.s.). Bei den 

Kontrolltieren fand sich nach 21 Tagen gegenüber den Tieren, die 3 Tage mit NO2 exponiert, 

wurden nur noch ein Zehntel proliferierender Zellen an der Alveolaroberfläche Sa (p<0,05). 

Nach 49 Tagen unter Raumluft war der Anteil proliferierender Zellen weiter abgesunken, 

aber noch doppelt so hoch wie bei den Kontrolltieren (n.s.). 

 

 

Tabelle 3.5: Anteil proliferierender Zellen der Alveolaroberfläche Sa 

Gruppe Mittelwert   ±SD 

3 d NO2 (n=6) 1,158% ±0,76 ß $ % &  

7d NO2 (n=6) 0,219% ±0,09 

21d NO2 (n=6) 0,196% ±0,22 

21d NO2 ++ (n=6) 0,029% ±0,03 §

3d Co (n=4) 0,083% ±0,1 § 

21d Co (n=6) 0,103% ±0,11 §

0,06% ±0,04 §49d Co (n=6) 
 

§ p<0,05 vs. 3d NO2

 ß p<0,05 vs. 21d  NO2 ++  

 $ p<0,05 vs. 3d Co 

 % p<0,05 vs. 21d Co 

 & p<0,05 vs. 49d Co 
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Abbildung 3.2: Anteil proliferierender Zellen an der Oberfläche Sa. 

 § p<0,05 vs. 3d NO2  
ß p<0,05 vs. 21d  NO2 ++  
$ p<0,05 vs. 3d Co 

 % p<0,05 vs. 21d Co 

 & p<0,05 vs. 49d Co 
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Abbildung 3.3: MIB-5, Nachweis von Proliferation im Bereich der Alveolen, 7d NO2, 
proliferierende Zelle 

 
 

 

 

Abbildung 3.4: MIB-5, Proliferation der Alveolarzellen, insbesondere AT II Zellen mit 
typischer Lage;  proliferierende Zelle 

 

 

 

   50 µm 

20µm 20µm 
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3.2.2 Apoptose 
Zum Nachweis apoptotischer Zellen in der Alveolarwand wurde der TUNEL-Test (terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick end-labelling 

technique) verwendet. Alle Angaben sind als Mittelwert und Standardabweichung des 

prozentuellen Anteils positiv angefärbter Alveolarwandzellen der Alveolaroberfläche 

angegeben. Der Anteil an apoptotischen Zellen war in den Lungen der 3 Tage 

Versuchsgruppe am höchsten (3d NO2 (n=6) 0,87% ± 0,17 vs. 3d Kontrolle (n=4) 0,1% ± 

0,03, n.s.). Nach der Exposition über 7 Tage sank der Anteil um ein Drittel gegenüber der 

Gruppe, die 3 Tage exponiert wurde (n.s.). Nach 21 Tagen Exposition war der Anteil 

apoptotischer Zellen in Relation zur Kontrollgruppe immer noch erhöht (n.s.), aber erneut um 

ein Drittel an positiv markierten Zellen der Alveolaroberfläche abgesunken. In der Gruppe, 

die nach 21 Tagen Exposition für 28 Tage unter Raumluftbedingungen gehalten wurde 

zeigte eine Verringerung der Apoptose um den Faktor 20 (p<0,05) im Vergleich zur Gruppe, 

die 3 Tage exponiert wurde. Nach Erholung unter Raumluft entsprachen die Werte, denen 

der Kontrollgruppe. Der Anteil an apoptotischen Zellen der Alvelaroberfläche lag in den 

Kontrollgruppen zwischen 0,1 und 0,5 %.   

 

 

Tabelle 3.6: Anteil apoptotischer Zellen an der Alveolaroberfläche Sa  

 

Gruppe Mittelwert  ± SD 

3d NO2 (n=6) 0,87% ±0,17 ß % &

7d NO2 (n=6) 0,53% ±0,46 

21d NO2 (n=6) 0,27% ±0,13 

0,05% ±0,04 §21d NO2 ++(n=6)  

3d Co (n=4) 0,1% ±0,04 

0,08% ±0,03 §21d Co (n=6) 

0,06% ±0,05 §49d Co (n=6) 
§ p<0,05 vs. 3d NO2

 ß p<0,05 vs. 21d  NO2 ++  

 % p<0,05 vs. 21d Co, & p<0,05 vs. 49d Co 

 
 

 

 

 

 - 47 -   



3. Ergebnisse 
 

Apoptose

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

3 7 21 49

in Tagen

in
 %

 A
lv

eo
la

ro
be

rfl
äc

he

Stickstoffdioxid

21d Stickstoffdioxid+28d
Raumluft
Kontrolle

ß,%,&                                                                                            §           

                                                                              §                            §          

Abbildung 3.5: Anteil apoptotischer Zellen an der Alveolaroberfläche Sa 

 

 

 

  20 µm 

Abbildung 3.6: TUNEL, Apoptose im Bereich der Bronchiolen-Aufzweigung; rote Linien aus 
der Cast Grid 2.0 Menüführung 
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    10 µm 

Abbildung 3.7: TUNEL, Apotose im Bereich der Bronchioli und der Alveolen 

 

3.2.3 Phänotyp apoptotischer Zellen 

Bei der rein qualitativen Analyse der Doppelmarkierungen wurde die TUNEL-Methode 

zusammen mit einer zweiten Markierung durchgeführt. Bei der zweiten Markierung handelte 

es sich um den immunhistologischen Nachweis von Endothelzellen mittels Antikörper gegen 

Aquaporin-1 oder dem immunhistologischen Nachweis von AT-II- Zellen mittels Antikörper 

gegen Surfactant Protein B (SP-B). Es zeigte sich eine positive Anfärbung für Apoptose vor 

allem bei den AT-II-Zellen, während sich bei den Endothelzellen der Alveole kaum positive 

Markierung für Apoptose finden ließ. 

 

 

 50 µm

Abbildung 3.8: TUNEL-Assay/Aquaporin-1; Es zeigt sich keine Markierung für TUNEL positiv 
Zellen (braun) mit endothelialen Markern (grün),  
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50 µm

 

Abbildung 3.9: TUNEL-Assay/Aquaporin-1; Apoptose von Alveolarzellen; Endothelzellen 
zeigen keine Markierung für Apoptose 
 
 

 

  20 µm

Abbildung 3.10: TUNEL-Assay/SP-B; Markierung apoptotischer AT-II-Zelle 
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  20 µm 

Abbildung 3.11: TUNEL-Assay/SP-B; 2 benachbarte apoptotische AT-II-Zellen 
 

 
 
3.2.4 Korrelation der Apoptose und der Proliferation 

Bei den Untersuchungen der markierten Zellen der Alveolaroberläche zeigte sich, dass 

Proliferation und Apoptose gleichsinnig verlaufen. So fand sich bei Beginn der Exposition bei 

Proliferation als auch Apoptose ein hoher Anteil positiv markierter Zellen. Über die Dauer der 

Exposition sanken beide jeweils gleichsinnig ab (s.a. Tabelle 3.5 und Tabelle 3.6). Zudem 

ließ sich nachweisen, dass Proliferation und Apoptose miteinander korrelieren. Der 

errechnete Korrelationskoeffizient nach Pearson beträgt hierbei 0,623.  
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Abbildung 3.12: Korrelation Proliferation und Apoptose, Korrelationskoeffizient 0,623, p<0,001 

 
3.3 Alveolarweiten  
Die Bestimmung des Volumen-gewichteten mittleren Alveolarraumvolumens wurde mittels 

des Cast Grid 2.0 Systems durchgeführt. Um Schrumpfungsartefakte oder Zugartefakte zu 

vermeiden, wie sie bei Einbettungen in Paraffin entstehen können, wurde zur Einbettung 

Glycolmethacrylat-Schnitte (Technovit, Heraeus Kulzer) verwand. Hierdurch werden 

Artefakte durch die homogene Matrix des Einbettungsmateriales verhindert und es resultiert 

ein geringerer Teil an Deformation und „non-uniformen“ Veränderungen (Dorph-Petersen KA 

et al. 2001). 

Die Ergebnisse der Alveolarweitenbestimmung fielen durch ihren großen Streuungsbereich 

innerhalb der Versuchs- als auch der Kontrollgruppe auf. Dennoch ließen die Messungen bei 

Wiederholung ähnliche Werte zu.  

Das volumen-gewichtete mittlere Alveolarraumraumvolumen betrug nach 3 Tagen Exposition 

der Ratten mit 10 ppm NO2  3,16*106  µm3  ± 0,45*106 µm3, was eine Verringerung im 

Vergleich zur Kontrollgruppe mit 4,83*106 µm3 ± 1,35*106 µm3 bedeutet. Nach 7 Tagen 

Exposition war das Alveolarvolumen auf 6,87*106 µm3  ± 2,11*106 µm3 angewachsen. In der 

Gruppe, die 21 Tage exponiert wurde, zeigte sich eine Vergrößerung auf 7,49*106 µm3 ± 

0,88*106 µm3, im Vergleich zur Kontrollgruppe, die auf 5,57*106 µm3 ± 2,01*106 µm3  

anwuchs. Nach vier Wochen Erholung unter Raumluftatmosphäre, nachdem zuvor 21 Tage 

mit 10 ppm NO2 exponiert wurde, zeigte sich in der Versuchsgruppe ein Volumen von 
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7,15*106 µm3 ± 0,73*106 µm3  und in der, nach dem gleichen Zeitintervall entsprechenden, 49 

Tage Kontrollgruppe ein Volumen von 6,36*106 µm3 ± 1,93*106  µm3. 

 

Tabelle 3.7 : Volumen-gewichtetes mittleres Alveolarvolumen mittels der Point-sample-intercept 
(PSI)-Methode 

 

  Mittelwert  ± SD in µm3Gruppe 

3d NO2 (n=6) $ ß 3,16 *106 ± 0,45 *106

6,87 *106 ± 2,11 *1067d NO2 (n=6) 

21d NO2 (n=6) § 7,49 *106 ± 0,88 *106

21d NO2 ++(n=6) § 7,15 *106 ± 0,73 *106

4,83 *106 ± 1,35 *1063d Co (n=4) 

5,57 *106  ± 2,01 *10621d Co (n=6) 

6,36 *106 ± 1,93 *10649d Co (n=6) 
 

§ p<0,05 vs. 3d NO2,  $ p<0,05 vs. 21d NO2, ß p<0,05 vs. 21d  NO2 ++ 
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Abbildung 3.13: Volumen-gewichtetes Alveolarvolumen mittels der Point-sample-intercept 
(PSI)-Methode;  
§ p<0,05 vs. 3d NO2, $ p<0,05 vs. 21d NO2 , ß p<0,05 vs. 21d  NO2 ++ 
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     Abbildung 3.14a: 3d NO2

 
    Abbildung 3.14b: 7d NO2

  50µm  50µm

 
 
 
 

 

 
     Abbildung 3.14c: 21d NO2

 
  50µm   50µm 

Abbildung 3.14d: 21d NO2 und 28 d Raumluft 

 
Abbildung 3.14 a-d: Glycolmethacrylat-Schnitte der Versuchstiere, 40 fache Vergrößerung 
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 50µm

 
                                            Abbildung 3.15a: 3 d Kontrollgruppe bei Raumluft 

 

 
 50µm

                                    Abbildung 3.15b: 21 d Kontrollgruppe bei Raumluft 

 

 
 50µm

                                     Abbildung 3.15c: 49 d Kontrollgruppe bei Raumluft 

 
Abbildung 3.15 a-c: Glycolmethacrylat-Schnitte der Kontrolltiere, Vergrößerung 40fach 
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4.1 Methodenkritik
 

4.1.1 Quantifizierung eines Emphysems 

 

Das Emphysem der Lunge wurde zu Beginn des 19.Jahrhundert als Krankheit von Laennec 

erstmalig beschrieben (Freeman G et al. 1968). Histologisch wurde die Erkrankung erstmalig 

von Rainey 1848 beschrieben (Freeman G et al. 1968). Seitdem sind viele unterschiedliche 

Arten der Graduierung des Emphysems entwickelt und verfeinert worden. Heutzutage ist die 

Diagnose des Emphysems unter dem Oberbegriff der chronisch obstruktiven 

Lungenerkrankung (COPD) zu finden. 

Die COPD wird durch viele unterschiedliche Facetten bei Patienten auffällig. Sie kann durch 

Mukushypersekretion, chronische Bronchitis oder auch mit einem Emphysem klinisch in 

Erscheinung treten (Pauwels RA et al. 2001). Häufig tritt die COPD aber als Mischform aller 

drei Entitäten auf. Somit kann man nicht genau klassifizieren, welche dieser Formen zuerst 

auftritt. 

Die Diagnose wird deshalb in den meisten Fällen klinisch gestellt und durch fixierte, d.h. 

durch Bronchospasmolyse nicht mehr vollständig reversible Atemwegsobstruktion 

charakterisiert. Kennzeichnend ist der erhöhte, nicht mehr reversible, expiratorische 

Widerstand. Diese Messung wird anhand spirometrischer bzw. durch 

bodyplethysmographischer Parameter durchgeführt. In einigen Fällen wird die Diagnose 

beim Menschen mittels radiologischer Diagnostik, wie z.B. der Computertomographie, noch 

weiter objektiviert, wodurch Aussagen über das Ausmaß eines Emphysems (Coxson HO et 

al. 2004, Retamales I et al. 2001) getroffen werden können. Nur in wenigen Fällen wird beim 

Menschen das beginnende Emphysem diagnostiziert, da die Frühformen aufgrund ihrer 

geringen Einschränkung der Lebensqualität meist unauffällig sind, oder die Progression der 

Krankheit so langsam verläuft, dass nur die schweren Formen klinisch in Erscheinung treten. 

Da zur Diagnose keine histologische Diagnose notwendig ist, werden nur wenige 

Frühformen beim Menschen auch histopathologisch untersucht. Die meisten Studien an 

menschlichen Lungen bei Emphysematikern wurden an Tumorresektaten (Majo et al. 2001, 

Kasahara Y et al. 2001, Vlahovic G et al. 1999, Retamales et al. 2001, Yokohori N et al. 

2004 usw.), an Resektaten bei Lungenvolumenreduktionschirurgie (Imai K et al. 2001 et 

2005, Kasahara Y et al. 2001) oder Lungentransplantationschirurgie (Calabrese F et al. 

2005, Imai K et al. 2005, Kasahara Y et al. 2001) durchgeführt. Da diese Gewebeproben 

aber meist von langjährigen Rauchern mit schon deutlicher Einschränkung der 

Lungenfunktion (Stadium III und IV nach GOLD 2003) stammen und der Startpunkt der 

Schädigung nicht bekannt ist, können keine genauen Aussagen getroffen werden, wie der 

Anfang der COPD-Genese beim Menschen sich zeigt. Bei solchen Gewebeproben und 
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Biopsien, wurde das zu untersuchende Gewebe auch häufig auf nicht standardisierte Weise 

entnommen. So wurde nicht für eine Entfaltung unter standardisierten Druck gesorgt. 

Hierdurch konnten sich Veränderungen, die das Lungenparenchym und dessen Weite in den 

Versuchsserien betreffen, nicht auf gleiche Weise dargestellt werden. Hierbei besteht die 

Gefahr, durch Artefakte, die durch unvollständige Entfaltung oder Überblähung des 

Resektates entstehen, nicht standardisierte Aussagen, zu treffen. Insbesondere dann, wenn 

es um Messungen der Alveolarweiten geht. Es lassen sich nur qualitative Aussagen treffen, 

die zwar eine Atemwegsvergrößerung darstellen können, die aber nur in geringem Ausmaß 

zwischen Überblähung oder Alveolarverlust unterscheiden können.  

Ein weiterer Kritikpunkt bei Quantifizierungen eines Emphysems ist, dass die COPD durch 

ihr symptomatisches Erscheinungsbild nicht im Tiermodell imitiert werden kann, da 

Symptome nur schwerlich bis gar nicht im Tierversuch zu quantifizieren sind (Fehrenbach H 

2003). So können Nagetiere als häufig genutztes Tiermodell in der Emphysemforschung 

nicht husten und dadurch dieses klinische Symptom nicht abbilden. 

Es gibt zwar Versuche mittels spirometrischer Parameter, wie es bei Versuchen zum 

induzierten Asthma schon Routine ist, die Atemwegsobstruktion zu quantifizieren. Dies 

gelang sowohl an Mäusen (Fehrenbach H 2003, Wegmann M et al. 2005), an anästhesierten 

Meerschweinchen (Wright JL et Churg A 1990) und auch an Ratten (Stavert DM et al. 1986). 

Die Vergleichbarkeit dieser Daten ist aber selbst innerhalb der gleichen Spezies 

eingeschränkt und häufig auch beeinflusst vom Alter der Versuchstiere. Es kann hierbei nur 

die Atemwegsobstruktion, die für das Emphysem klinisch charakteristisch ist, nicht aber der 

histologische Nachweis, wie in der Definition des Emphysems am Tiermodell der American 

Thoracic Society (Snider GL et al. 1986) gefordert, dargestellt werden. Allein durch 

spirometrische Daten kann nach wissenschaftlichen Gesichtspunkten streng genommen kein 

Nachweis des Emphysems und keine eindeutige Aussage über dessen Schwere erbracht 

werden. Der Verlust an Alveolaroberfläche gemäß der Definition des Emphysems am 

Tiermodell (Snider GL et al. 1985) wird hierbei aber nicht aufgezeigt, weshalb häufig 

Histologie und Spirometrie miteinander kombiniert werden (Stavert DM et al. 1986, 

Wegmann M et al. 2005).  

Bei unseren Versuchen entschieden wir uns, den Verlauf des Emphysems als Teil der COPD 

über die Bestimmung der Weite der gasaustauschenden Räume mittels des Volumen-

gewichteten Alvolarvolumens (volume-weighted mean alveolar volume) zu charakterisieren 

und Vergleiche zur gleichaltrigen Kontrollgruppe zu ziehen. Durch die Messungen über die 

Point-Sample-Intercepts-Methode wird hierbei eine Aussage über das interessierende 

Volumen nach stereologischen Gesichtspunkten ermöglicht (Howard CV et Reed MG 1998; 

Gundersen HJG et Jensen EB 1985; Fehrenbach A et al. 1999).  
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Somit war es mit dieser Methode möglich, der Definition des Emphysems von 1985 (Snider 

GL et al. 1985) zu folgen, welche besagt, dass unter einem Emphysem im Tiermodell eine 

„Vergrößerung der Atemwege, die mit einer Zerstörung an Alveolaroberfläche einhergehen 

muss“ zu verstehen ist. Diese „Zerstörung“ der Alveolaroberfläche wurde dadurch definiert, 

dass die normale Erscheinung des Acinus mit seinen Komponenten gestört oder verloren ist. 

Es kann sich hierbei um ein centroacinäres, panacinäres oder seltener um ein distal acinäres 

Emphysem handeln (Snider GL et al. 1985). Diese Quantifizierung, so fordert Gordon L. 

Snider 1985 in der Definition des Emphysems, muss nach stereologischen Gesichtspunkten 

erfolgen („Airspace enlargement should be determined qualitatively in appropriate 

preparations and quantitavely by stereologic methods”). 

Hierbei bieten sich viele Möglichkeiten. Man kann das reine Parenchymvolumen, die 

Alveolaroberfläche (internal surface area) (z.B. Thurlbeck WL 1967, Lam C et al. 1983, 

Harkema JR et al. 1984, Ranga V et Kleinermann J Am rev resp Dis 1981), die Weite der 

Alveolen durch Bestimmung des mean linear intercepts (z.B. Thurlbeck WL 1967, Lam C et 

al. 1983, Shapiro SD et al. 2003, Vlahovic G et al. 1999, Stavert DM et al. 1986, 

Tarasevicience-Stewart L et al. 2005, Ranga V et al. 1981, Wright JL et Churg A 1990) 

quantifizieren. Bei all diesen Methoden werden zwar nützliche Aspekte, aber nur Teile dieser 

Definition erfasst. So kann die Bestimmung des Parenchymvolumens eine etwaige 

Vergrößerung der Alveolen feststellen oder eine Überblähung des Parenchyms durch 

unsachgemäße Instillation bei der pertrachealen Fixierung dafür halten. Die Bestimmung der 

Alveolarweite (mean linear intercept) kann durch Überblähung der Alveolen ebenfalls zu 

irreführenden Interpretationen verleiten. Die Fehlermöglichkeit einer Überdehnung wird durch 

die sachgemäße standardisierte Instillationsfixierung unter konstantem Druck, wie in unseren 

Versuchen, zwar nicht verhindert, aber der Einfluss wirkt sich zumindest auf alle Lungen in 

gleicher Weise aus. Der Verlust von Alveolaroberfläche, wie in der Definition gefordert, bleibt 

beim mean linear intercept unberücksichtigt. Eine weitere Fehlermöglichkeit, welche man bei 

der Interpretation des mean linear intercept beachten muss, ist, dass durch Vergrößerung 

des mean linear intercept nicht unterschieden werden kann, ob eine Veränderung innerhalb 

der Alveolen oder eines Ductus alveolaris stattgefunden hat (Wegmann M et al. 2005).  

Durch die von Gundersen und Jensen 1985 eingeführten Methode des point-sample 

intercept gelang es, einen effizienten und verlässlichen Parameter zu etablieren (Fehrenbach 

A et al. 1999), der es erlaubt, nach standardisierter Fixierung, Aussagen auf die Größe der 

Alveolen und Acini zu treffen, die bei Unterschieden in der Lungenfunktion sichtbar werden. 

Diese Technik kombiniert die Messungen des Volumens der Alveolen mit deren Ausdehnung 

(Fehrenbach A et al. 1999; Mayhew TM et Gundersen HJ 1996) und erlaubt unter 

Berücksichtigung der Variabilität der Alveolengrößen dadurch Messungen ohne Bias 

(Howard CV et Reed MG 1998). So wird das Volumen-gewichtete mittlere Volumen 
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beeinflusst durch das zu messende Volumen selbst und die Variabilität im Volumen. Dies 

bedeutet, dass höherer Werte sowohl durch ein vergrößertes Volumen als auch durch eine 

größere Variabilität zustande kommen. Der ermittelte Wert ist das Volumen-gewichtete 

Alveolarraumvolumen (Volume-Weighted Mean Volume). Dadurch, dass nur Alveolen 

und/oder Ductus erfasst werden, bei denen ein Test-Punkt zwischen den Alveolarwänden 

liegen, haben die größeren Alveolen eine höhere statistische Wahrscheinlichkeit in die 

Messung einbezogen zu werden. Somit ist eine korrekte Messung der Vergrößerung des 

Volumen-gewichteten Alveolarvolumens, wie sie beim Emphysem auftritt, möglich. 

Vorraussetzung hierfür ist, dass es bei der Fixierung zu möglichst wenig Artefakten 

gekommen ist, die zu einer Vergrößerung der Alveolarräumen führen können und das 

Sampling nach den SUR-Gesichtspunkten (siehe auch Kapitel 2.3) durchgeführt  wurde.  

Da diese Arbeit nach dem Wissen des Autor dieser Dissertation (Stand August 2006) die 

erste experimentelle Arbeit ist, bei der das Emphysems am Tiermodell der Ratte an 

histologischen Schnitten mittels des Volumen-gewichteten Alveolarvolumen gemessen 

wurde, muss darauf hingewiesen, dass dadurch die Vergleichbarkeit zu anderen Arbeiten in 

Hinblick auf stereologische Messungen eingeschränkt ist. Bisher wurde in wissenschaftlichen 

Veröffentlichungen zumeist die mean linear intercept, die internal surface area oder auch der 

destructive index (Saetta M et al. 1985, Otto-Verberne CJM  et al. 1991) benutzt.  

 
4.1.2 Nachweis und Quantifizierung apoptotischer Zellen 

 

Trotz der weiten Verbreitung der TUNEL-Methode zum Nachweis von apoptotischen Zellen 

in der Lunge sollen hier ein paar Punkte dargestellt werden, die bei der Interpretation von 

positiven Anfärbungen berücksichtigt werden müssen.  

Eine positive Markierung mit dem TUNEL-Assay kann auch bei nekrotischen Zellen 

vorkommen (Yokohori N et al. 2004) und ist somit nicht vollends spezifisch für Zellen, die 

durch programmierten Zelltod untergehen. Viele Autoren benutzten aus diesem Grunde 

unterschiedliche Methoden zur Darstellung von Apoptose an histologischen Schnitten wie z. 

B. der Nachweis aktiver Caspase 3 oder dem proapoptotischen Protein Bax. Hierbei muss 

aber erwähnt werden, dass bei diesen Nachweisen die beginnende Apoptose nachgewiesen 

werden kann und nicht die abgelaufenen Apoptosen wie bei der TUNEL-Methode.  

Eine weitere Möglichkeit falsch positive Ergebnisse mittels der TUNEL Methode zu 

bekommen ist, dass die DNA-Nicks, d.h. die charakteristischen bei Apoptose vorkommenden 

DNA-Fragmente, auch bei DNA-Synthese und Reparatur gehäuft vorkommen (Calabrese F 

et al. 2005). Ebenfalls können RNA-Synthese und Splicing zu falsch positiven Ergebnissen 

führen (Calabrese F et al. 2005). 
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Man muss an dieser Stelle auch noch auf Unterschiede bei verschiedenen TUNEL-

Nachweisen aufmerksam machen. So gibt es eine Differenz zwischen dem Nachweis 

TUNEL positiver Zellen mittels der Biotinperoxidase-Methode, wie in unseren Versuchen, 

und der Fluorescein-Isothiocyanat-Methode in der Fluorszensmikroskopie (Imai K et al. 

2005). Hierbei beobachtete Imai einen Unterschied in der Häufigkeit von positiv markierten 

Zellen bei Untersuchungen mit dem jeweiligen Agens an gleichen Lungen. Der Autor erklärte 

sich den Unterschied damit, dass es durch erhöhte Peroxidase-Aktivität inflammatorischer 

Zellen zu einer vermehrten Anfärbung im Biotinprotokoll kam. Um diese Fehlermöglichkeit 

gering zu halten, wurde in unseren Versuchen die endogene Peroxidase vor den Antikörper- 

oder Enzym-Markierungen mit Wasserstoffperoxyd geblockt.   

Eine Kombination der TUNEL-Methode mit Caspase 3 oder Bax wäre sicherlich ein 

geeigneter Ansatz zur Vergleichbarkeit der Methoden, dieses war aber nicht Ziel der Arbeit. 

Zur Überprüfung der Spezifität der TUNEL-Methode bei unseren Versuchen benutzten wir an 

HE (Hämatoxylin-Eosin) Schnitten der Lungen, als rein qualitative Kontrolle, das gehäufte 

Vorkommen spezifischer apoptotischer Veränderungen (Willingham MC 1999) wie z.B. 

Blebbing.  

Ein weiterer Unterschied zu Messungen anderer Arbeitsgruppen ist, dass bei unserer 

Bestimmung der apoptotischen Zellen in der Rattenlunge Aussagen getroffen werden 

können, die sich auf die gesamte Alvolaroberfläche beziehen, da bei den vorherigen 

Untersuchungen z.T. nur Zellen pro zufällig ausgewähltem Sichtfeld (Apoptotic Index) 

(Calabrese F et al. 2005, Petrache I et al. 2005, Yokohori N et al. 2004) gewählt wurden und 

dieses als prozentuale Angabe der Gesamtzellen veröffentlicht wurden. Eine weitere 

Möglichkeit der Quantifizierung ist, dass eine bestimmte Anzahl an Zellen in beliebig vielen 

Sichtfeldern gezählt wurden und daran den Anteil an positiv markierten Zellen (Bardales RH 

et al. 1996, D`Agostini F et al. 2001, Kasahara Y et al. 2000) angegeben wurde. 

Es werden hierbei Relationen der apoptotischen Zellen erfasst, aber nur in Relation auf die 

gezählt Menge und nicht auf die gesamte Oberfläche.  

 

4.1.3 Nachweis proliferierender Zellen 

 

Proliferierende Zellen können auf unterschiedliche Art und Weise histologisch untersucht 

werden. Der wohl bekannteste Nachweis ist die Identifizierung der Mitose-typischen 

Veränderungen, hier vor allem Metaphase und Anaphase als sehr auffällige Merkmale. 

Wenn man aber ganze Organe untersucht, sind die Zählungen von Zellen in der Meta- oder 

Anaphase sehr mühselig, weshalb man die Proliferation meist mit so genannten 

Proliferationsmarkern erfasst. Die bekanntesten immunhistochemischen Methoden beruhen 

auf der Verwendung von Antikörpern gegen PCNA (Proliferating Nuclear Cell Antigen) und 
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Antikörper, die mit dem Ki-67 Antigen reagieren (z.B. MIB-5). In dieser Arbeit wurde aus 

folgenden Gründen zum Proliferationsnachweis ausschließlich MIB-5 Antikörper (Dako 

Diagnostika, Hamburg) verwendet, der spezifisch mit dem Ki-67 Antigen der Ratte reagiert: 

So kann eine Anfärbung mit PCNA-Antikörpern mit Zellen reagieren, deren DNA Schaden 

genommen hat (Yokohori N et al. 2004), außerdem hat es eine sehr lange Halbwertszeit und 

kann dadurch auch noch in Zellen nachgewiesen werden, die sich nicht mehr im 

Zellteilungszyklus befinden (Linden MD et al.1992). Dieses Vorgehen, den Nachweis der 

Proliferation nur mit MIB-5 zu führen, erschwert dadurch die Vergleichbarkeit zu anderen 

Arbeiten, da hier mit PCNA gearbeitet wurde (Yokohori N et al. 2004).  

 

 

4.2 Unterernährung als Einflussfaktor bei der Entwicklung eines Emphysems 
 

Ein bisher noch nicht ausreichend untersuchter Risikofaktor für die Entwicklung eines 

Emphysems ist die Unterernährung (Harkema JR et al. 1984). Die Exposition von Tieren mit 

NO2 hat schon in früheren Versuchen (Freeman G et al. 1968, Stavert DM et al. 1986) zur 

deutlichen Gewichtsabnahme bei Versuchstieren geführt. So war in den Untersuchungen 

von Stavert der Gewichtsverlust in der Gruppe der exponierten Tiere am höchsten, 

nachfolgend von den Versuchsgruppe der Elastase instillierten Versuchstiere und der 

Kontrollgruppe (Stavert DM et al. 1986). Nach Beendigung der Exposition holten die 

exponierten Tiere in seinen Untersuchungen den Gewichtsverlust wieder auf. Dies sich ließ 

sich auch bei unseren Versuchen bestätigen. So blieben die Versuchstiere nach 21 Tagen 

Exposition um 17% gegenüber der Kontrollgruppe im Wachstum zurück und erholten sich 28 

Tage nach Beendigung der Exposition auf einen Unterschied von nur noch 6%. Dieses 

Zurückbleiben im Wachstum infolge einer Unterernährung kann als möglicher Einflussfaktor 

bei der Induktion eines Emphysems mit beteiligt sein. Aus diesem Grunde soll an dieser 

Stelle näher darauf eingegangen werden.  

Die Ursachen eines solchen Gewichtsverlustes und die damit verbundenen Emphysem-

typischen Veränderungen sind bisher nicht sehr ausführlich untersucht. So kann man 

beobachten, dass bei unterernährten Ratten in elektronenmikroskopischen Untersuchungen 

verkürzte, irregulär geformte und verminderte elastische Fasern finden kann (Sahebjami H et 

Wirman JA 1981, Sahebjami H et Vassallo CL 1979). Die Ursache für Veränderung des 

Elastinanteils ist nicht bekannt. Harkema beschreibt in seinen Untersuchungen zur Induktion 

eines Emphysems mittels Unterernährung (Harkema JR et al. 1984) zwar einen 

„Bindegewebs-Breakdown“ durch erhöhte Konzentration lysosomaler Enzyme, aber macht 

als einen Hauptmechanismus dieser emphysematösen Veränderungen eine Retardierung im 

Lungenwachstum verantwortlich.  
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Die Rolle des Gewichtsverlustes zwischen den Versuchstieren und den Tieren der 

Kontrollgruppe bei der Induktion eines Emphysems mittels NO2 kann in unserem Modell 

schlecht abgeschätzt werden. Bemerkenswert ist hingegen, dass nach Beendigung der 

Exposition es sowohl zur Annäherung des Gewichtes gekommen ist, als auch zu 

Angleichung des Volumen-gewichteten Alveolarvolumens gekommen ist.  

Durch welche Faktoren dieser Gewichtsunterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe 

zustande kommt, kann durch zwei Modelle erklärt werden: Die verminderte Aufnahme von 

Nährstoffen oder der vermehrte bzw. beschleunigte Abbau. Für die verminderte Aufnahme 

sind mehrere Erklärungen möglich. Zum einen kann es sein, dass durch direkte chemische 

Wechselwirkungen des NO2 mit dem Tierfutter es zu sensorischen Irritationen bei den 

Versuchstieren gekommen ist, und dadurch weniger Nahrung aufgenommen wurde. Um 

diesen Effekt so gering wie möglich zu halten, wurde die Nahrung täglich gewechselt. Zum 

anderen kann durch die vermehrte Inflammation bei den exponierten Tieren ein verminderter 

Antrieb zur Nahrungsaufnahme verantwortlich für den Gewichtsunterschied zur 

Kontrollgruppe sein. So konnte bei unseren Versuchen durch Wiegen des Futters beobachtet 

werden, dass die Tiere weniger Futter pro Tag zu sich nahmen. Auch kann die vermehrte 

Inflammation zu einer katabolen Stoffwechsellage führen und somit für einen vermehrten 

Abbau verantwortlich sein. 

Dass der Gewichtsunterschied eine große Bedeutung beim Emphysem hat, kann man 

eindrucksvoll am Beispiel des Menschen sehen. So werden bei Patienten mit Anorexia 

nervosa in CT-morphologischen Untersuchungen größere Ausmaße eines Emphysems 

gefunden als bei normalgewichtigen Personen (Fabbri L et al. 2005). 

 

 

4.3 Apoptoseinduktion und Emphysem 
 
Die vorherrschende Hypothese zur Entstehung eines Emphysems der Lunge seit den 

sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts ist die Elastasen/Antielastasen–Imbalance 

Theorie. Nach dieser Theorie führt die Exposition mit Zigarettenrauch insbesondere zur 

Invasion von neutrophilen Granulozyten (Stockley RA 1999, Barnes PJ 2003b) und damit zur 

Inflammation der distalen Abschnitte der Atemwege und Alveolen. Durch diesen 

inflammatorischen Prozess wird durch Neutrophile und Makrophagen eine große Menge an 

Proteasen im besonderen Elastasen und Matrixmetalloproteasen (Churg A et Wright JL 

2005) sezerniert. Diese Sekretion führt bei lokalem aber auch zentralem Mangel an 

Antiproteasen (zum Beispiel α1-Antitrypsinmangel) zu Verlust an Alveolaroberfläche (Snider 

GL et al 1986, Barnes PJ 2003b). Diese Proteasen/Antiproteasen Theorie fand auch schnell 

in experimentellen Ansätzen zur Induktion eines Emphysems mittels Papain, Pancreas-
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Elastase und Neutrophilen-Elastase in der Forschung einen festen Platz (näheres s. 

Einleitung Kapitel 1.3 und Kapitel 1.4). Man konnte sich dadurch den Defekt der elastischen 

Fasern erklären, und den damit verbundenen Verlust elastischer Rückstellkräfte, nicht aber 

im vollen Umfang den Verlust an Alveolarzellen (Tuder RM et al. 2003). Der Focus richtete 

sich neben der Protease/Antiprotease Imbalance und dem oxidativen Stress auf den direkten 

Schaden des Zigarettenrauches mit seinen über 5000 Inhaltsstoffen (Tuder RM et al. 2003). 

So konnte nachgewiesen werden, dass Zigarettenrauchen zu einer gesteigerten Apoptose 

führt (Tuder RM et al. 2000b, Hoshino Y et al. 2001, Wang J et al. 2001).  

Das gehäufte Vorkommen von Apoptose beim Emphysem kann aber auch als natürliche 

Reaktion auf Inflammation gesehen werden (Demedts IK et al. 2006). Für die 

Untersuchungen zur Bedeutung der Apoptose bei der Emphysemgenese war es eine der 

bemerkenswerten Entdeckungen, dass man durch intratracheale Applikation von Caspase 3, 

einem proapoptotischen Protein, Apoptose in der Lunge induzieren konnte und dadurch eine 

Vergrößerung der Alveolen erreichte (Aoshiba K et al. 2003), jedoch war diese Vergrößerung 

nach einigen Wochen rückläufig. Die beobachtete Apoptose und die damit verbundene 

Alveolenvergrößerung fanden ohne Inflammation statt.  

Durch Blockade des VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)-Rezeptors konnte man 

ebenfalls Apoptose und konsekutiv ein Emphysem auslösen (Kasahara Y et al. 2000). Weiter 

konnte man durch Zigarettenrauchextrakt die VEGF-Expression verringern und dadurch 

Apoptose an Zellkulturen von pulmonalen Endothelzellen auslösen (Tuder RM et al. 2000a). 

Ein weiteres Indiz für die Rolle der Apoptose bei der Entstehung eines Emphysems ist, dass 

durch die Applikation eines Caspase-Inhibitor ein Emphysem, welches durch Ceramide 

induziert werden kann, verhindert werden kann (Petrache I et al. 2005).  

Da man aber auch durch NO2 Apoptose in vitro auslösen konnte (Persinger RL et al. 2001) 

und die Exposition mit NO2 schon ein sehr lange etabliertes Modell in der 

Emphysemforschung ist, galt es zu untersuchen, ob durch die Exposition mit NO2 in vivo ein 

vermehrter Anteil an Apoptose gemessen werden kann, ob es hierbei zum Emphysem 

kommt und ob eine etwaige Alveolarvergrößerung nach Beendigung der Exposition 

rückläufig ist. Zudem soll unter dem Hintergrund, dass NO2 in hoher Konzentration im 

Zigarettenrauch zu finden ist (Chrzanowski P et al. 1980), der Zusammenhang zwischen NO2 

und Apoptose beleuchtet werden. Für die Wirkung von NO2 auf die zelluläre Homöostase gibt 

es folgende Erklärungsmodelle:  

-Lipidperoxidation: Durch seine oxidierenden Eigenschaften werden die ungesättigten Fette 

und Fettsäuren der Zellmembran geschädigt (Persinger RL et al. 2001). Durch diese 

Lipidperoxidation lässt sich eine Kettenreaktion auslösen, bei der auch Aldehyde und weitere 

Peroxide gebildet werden (MacNee W 2000). Durch diese Vorgänge werden die 
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Membraneigenschaften und die Integrität geschädigt. Es kommt hierbei zu Störung der 

intrazellulären Homöostase 

-Nitrierung von zellulären und extrazellulären Proteinen: Durch seine oxidierenden 

Eigenschaften stört NO2 die Funktion vieler Proteine und Enzyme (MacNee W 2000). Ein 

entscheidender Effekt bei der Wirkung auf Proteine und Enzyme ist dabei die Bildung von 3-

Nitrotyrosin. Hierbei oxidiert NO2 die in dem Protein enthaltende Aminosäure Tyrosin (van 

der Vliet A et al. 1999). Dadurch vermindert oder verliert das Protein seine jeweilige Funktion 

und es ergibt sich die Möglichkeit auf Interaktion in den Zellzyklus. 

-Inaktivierung von Antiproteasen. Sowohl in vitro als auch in vivo, konnte nachgewiesen 

werden, dass Zigarettenrauchkondensat die Konzentration an aktivem Glutathion (Xy L et al. 

1994) senkt, und auch die lokale Konzentration von α1-Antitrypsin scheint durch Einfluss 

oxidierender Stoffe im Zigarettenrauch vermindert zu sein (MacNee W 2000). Diese oxidative 

Potenz kann durch die 1016 oxidierenden Moleküle pro Zug an einer Zigarette (MacNee 

2000) mit einem erheblichen Teil davon NO2 (bis zu 250 ppm pro Zug, Chrzanowski P et al. 

1980) erreicht werden. Dies kann zu einer lokalen auf die Lunge beschränkten 

Proteasen/Antiproteasen-Imbalance bzw. Oxidation/Antioxidations-Imbalance führen.   

-vermehrte Bildung von proinflammatorischen Mediatoren. Nach inhalativer Exposition mit 

oxidierenden Stoffen konnte man eine Neutrophilen-Invasion in den Gefäße der Lunge 

beobachten (MacNee W 2000). Ob dies auf eine direkte Wirkung auf Neutrophile 

zurückzuführen ist, oder auf die Wirkung auf andere Zellen mit konsekutiver Freisetzung von 

Chemokinen wie z.B. IL-8, oder durch Oxidierung von interstitiellen amorphen 

Fasermaterialien und durch diesen Schaden an der extrazellulären Matrix eine Inflammation 

entsteht, ist nicht eindeutig geklärt (MacNee W 2000). Fest steht jedoch, dass es bei 

Patienten, die an COPD leiden zu einem erhöhten Spiegel an IL-8, TNF-α und anderen 

Chemokinen kommt (Mills PR et al. 1999), somit kann eine Beteiligung der Chemokine bei 

der Lungenschädigung durch Oxidation nicht ausgeschlossen werden. 

Durch diese oben genannten Effekte von NO2 können Veränderungen in der Lunge induziert 

werden. Diese Effekte haben wir nun mittels histologischen Techniken untersucht. 

Bei unseren Versuchen kam es zu Beginn der Exposition zu einem vermehrten Vorkommen 

an programmiertem Zelltod, der aber nicht signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe 

gleichen Alters war (3d NO2 (n=6) 0,87% SD ± 0,17 vs. 3d Kontrolle (n=4) 0,1% SD ± 0,03, 

n.s.). Nach 7 Tagen sank die Rate an apoptotischen Zellen zur Alveolaroberflächen auf 

0,53% SD ± 0,46 (n.s.). Insgesamt fiel auf, dass in dieser frühen Phase der Exposition es zu 

einer Art Hyperplasie von einem Teil der Alveolarepithelzellen kam, begleitet von dem 

gehäuften Vorkommen inflammatorischer Infiltrate, die teilweise apoptotische Zellreste 

sowohl intrazellulär als auch extrazellulär aufwiesen. Diese durch NO2 induzierten Infiltrate 
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bestehen zum größten Teil aus Neutrophilen (Glasgow JE et al. 1987) und Makrophagen 

(Hackett NA 1979, Kleinerman J et al. 1982).  

Die Herkunft dieser apoptotischer Zellreste wurde nicht näher bestimmt, da diese Reste 

meist als Detritus in der Alveole zu finden waren und keine direkte Beziehung zur 

Alveolarwand mehr hatten. Um zu klassifizieren, welche Zellen in der Alveolarwand 

apoptotisch werden, führten wir Doppelmarkierungen durch. Hier zeigte sich in den 

doppelmarkierten TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine 

triphosphate nick end-labelling technique)-Färbungen, dass bei den Zellen, die im direkten 

Kontakt zur Alveolarwand standen, gehäuft eine positive Markierung mit SP-B (surfactant 

protein B) als Alveolarepithel-Typ-II-Zell-Marker gefunden werden konnte. Somit konnte 

gezeigt werden, dass NO2 zum programmierten Zelltod von Alveolarepithel-Typ-II-Zellen 

führt. Dies ist der Nachweis, dass die Exposition mit NO2 nicht nur in vitro zur Apoptose von 

Lungenepithelzellen führt (Persinger RL et al. 2001), sondern auch in vivo zur Apoptose 

führt. In den weiteren Doppelmarkierungen mit der TUNEL-Methode und Aquaporin 1, als 

endothelialer Marker, war zu sehen, dass apoptotische Zellen der Alveolarwand keine 

Markierung mit endothelialen Markern hatte. Hier widersprechen unsere Ergebnisse, denen 

von anderen Arbeitsgruppen, die vor allen die endotheliale Apoptose ursächlich für die 

Entwicklung eines Emphysems sehen (Kasahara Y et al. 2000, Tuder RM et al. 2000a, 

Taraseviciene-Stewart L et al. 2005). So konnten wir mit unseren Ergebnissen die 

Beobachtungen anderer Autoren bestätigen, die ein gehäuftes Auftreten von Apoptose von 

Alveolarepithelzellen beim menschlichen Emphysem finden konnten, dies jedoch bei 

höheren Stadien einer COPD beim Menschen (Imai K et al. 2005, Yokohori N et al. 2004). 

Durch unsere Methode kann natürlich nicht ausgeschlossen werden, dass apoptotische 

Endothelzellen ihre spezifische Antigenität verlieren. So gibt Yokohori bei seinen 

Untersuchungen als mögliche Erklärung dafür an, dass es nicht zur Anfärbung von 

apoptotischen Zellen mit endothelialen Markern, in seinen Untersuchungen CD 31, kommt, 

dass es zu einem frühen Verlust antigener Eigenschaften bei apoptotischen Endothelzellen 

kommen kann. Ein Hinweis darauf, dass die Bedeutung endothelialer Apoptose bei unserem 

Modell keine große Rolle gespielt hat, ist, dass es bei Einfachmarkierungen mit der TUNEL-

Methode und Doppelmarkierungen (TUNEL und Aquaporin), rein qualitativ beobachtet, nicht 

zu Anfärbung von Endothelzellen kam.  

Somit kann festgehalten werden, dass es zur vermehrten, aber nicht signifikant vermehrten 

Apoptose kommt und dass es sich bei diesen apoptotischen Zellen um Alveolarepithel-Typ 

II-Zellen handelt.  

Weiter kann beobachtet werden, dass der Anteil an apoptotischen Zellen über die Dauer der 

Exposition sinkt. So war der prozentuale Anteil positiv markierter Zellen nach 21 Tagen 

Exposition im Vergleich zur Kontrollgruppe immer noch erhöht (21d NO2 (n=6) 0,27% SD ± 
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0,13 vs. 21d Kontrolle (n=6)  0,08% SD ± 0,03, n.s.). Nach 28 Tagen Erholung bei vorheriger 

Exposition über 21 Tage näherten sich die Ergebnisse der Kontrollgruppe an (21d NO2 + 28d 

Raumluft 0,05% SD ± 0,04 vs. 49d Kontrolle 0,06% SD ± 0,04, n.s.). 

Dieser Rückgang apoptotischer Zellen kann unterschiedlich interpretiert werden. Es kann 

zum einen zur verminderten Apoptose kommen, was als einfache Interpretation der 

Ergebnisse infrage kommt. Dies kann durch verminderte Wirkung des Apoptose-

induzierenden Potentials von NO2 kommen. So kann es zu einer Hochregulierung 

antioxidierender Moleküle oder deren Reduktasen kommen. Hierbei zu erwähnen ist, dass 

bei längerer Exposition eine vermehrte Aktivität der Glucose-6-Phoshat-Dehydrogenase und 

eine vermehrte Aktivität  der Gluthation-Reduktase (Sagai M er al. 1984) beobachtet werden 

kann. Denkbar ist auch eine Hochregulierung antiapoptischer intrazellulärer Mediatoren z.B. 

bcl-2. 

Zum anderen kann es durch vermehrte und beschleunigte Abräumvorgänge zu einer 

schnelleren Clearance der Lunge von apoptotischen Zellen kommen (Majo J et al. 2001). Die 

abgeräumten Zellen entziehen sich so dem histologischen Nachweis. In unseren Versuchen 

halten wir aber den die verminderte Wirkung von NO2 bzw. das reduzierte Ansprechen als 

ursächlich für den Rückgang der Apoptose. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass vor dem Hintergrund, dass NO2 zur 

Apoptose sowohl in vitro als auch, wie durch uns gezeigt, in vivo von Lungenepithelzellen 

führt, man davon ausgehen kann, dass die Exposition mit NO2 ein geeignetes Mittel ist, diese 

Apoptose zu induzieren und im Tierversuch näher zu untersuchen. 

 
 
4.4. Rolle der Proliferation  
 

Die Rolle der Apoptose ist bisher nur in geringen Teilen bei der Emphysemgenese 

untersucht worden. Umso weniger ist die Rolle der Proliferation bei der Emphysemgenese 

und deren Relation zur Apoptose untersucht worden (Imai K et al. 2005, Yokohori N et al. 

2004, Calabrese F et al. 2005). Alle Studien wurden an humanen Lungen durchgeführt. So 

zeigte Yokohori einen erhöhten Anteil proliferierender AT-II-Zellen, ebenso konnten Imai und 

Calabrese eine erhöhte Proliferation der Alveolarepithelien, ohne Zuordnung zur jeweiligen 

Zellart zeigen. Die Ursache bzw. der Reiz zur Auslösung der Proliferation bei der 

Entwicklung eines Emphysems ist bisher unklar. So kann die gesteigerte Apoptose zu 

Reparaturmechanismen führen, in folge derer es zur Epithelproliferation kommt (Yokohori N 

et al. 2004). Das Ausmaß der Proliferation und der Apoptose korreliert hierbei beim 

schweren menschlichen Emphysem miteinander (Yokohori N et al. 2004). Die Theorie hinter 

dieser Beobachtung ist, dass durch diesen hohen Turnover an regeneratorischen Zellen des 
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Epithels es zu einer Proliferations/Apoptose –Imbalance kommt. Diese wird zusätzlich neben 

anderen Mechanismen bei der Emphysemgenese für den Verlust an Alveolaroberfläche 

verantwortlich gemacht (Imai K et al. 2005). In unseren Untersuchungen ließ sich ebenfalls 

eine signifikante positive Korrelation (Korrelationskoeffizienz 0,623 nach Pearson) zwischen 

Proliferation und Apoptose finden. So kann begleitend zu diesem hohen Turnover eine 

Vergrößerung des Volumen-gewichteten-Alveolarvolumen nach einigen Tagen beobachtet 

werden. Ebenso ließ sich beobachten, dass bei Verringerung der Proliferation und der 

Apoptose im Alveolarepithel die Änderungen des Volumen-gewichteten-Alveolarvolumen 

sich verringern und nach Beendigung der Exposition langsam stagnieren.  

Für die fehlende Regeneration bei der Proliferations/Apoptose–Imbalance der 

Alveolarepithelien und damit der Vergrößerung des Volumen-gewichteten Alveolarvolumens, 

wird in der Literatur das verstärkte Vorkommen von TGF-β1 verantwortlich gemacht. TGF-β1 

dient hier als Mediator, der zur Verhinderung des Epithelwachstum in der Lunge führt 

(Calabrese F et al. 2005).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass durch die Exposition von 10 ppm NO2 es neben 

der gehäuften Apoptose, auch zu einer gehäuften Proliferation der Alveolarepithelzellen 

kommt und dass Proliferation und Apoptose miteinander korrelieren.  

 

 

4.5 Induktion eines Emphysems mittel NO2

 

Seit Jahren wird ein geeignetes Tiermodell gesucht, welches erlaubt die Veränderungen, die 

für ein Emphysem beim Menschen typisch sind, experimentell nachzuahmen. Hierbei fand 

man schon recht früh heraus (Snider GL et al. 1986), dass sich durch verschiedene Dosen 

von NO2 ein Emphysem induzieren ließ, welches dem centroacinären Emphysem des 

Menschen ähnelte. Dies war von Vorteil, da die bisherigen Modelle zu Induktion eines 

Emphysems über die intratracheale Installation von Elastase meist zum panacinären 

Emphysem geführt hatten (Snider GL et al. 1986). Man wollte ein Emphysem über 

„physiologische“ Wege induzieren. Dies führte dazu, dass man mehrere unterschiedliche 

Versuchsprotokolle etablierte und prüfte, ob es durch die Exposition zu einem Emphysem 

kommt. 

So konnte nach fast zweijähriger Exposition mit 0,8 ppm Stickstoffdioxid (Freeman G et al. 

1966) zwar histopathologisch kein Emphysem an den Sprague-Dawley Ratten entdeckt 

werden, aber es wurde berichtet, dass die Tiere im Gegensatz zu den Kontrolltieren 

tachypnoeisch waren (Freeman G et al. 1968).  

Weitere Studien folgten mit höheren Dosen. So war nach 16wöchiger Exposition mit 4 ppm 

NO2 bei der Ratte kein Emphysem zu finden (Freeman et al. 1968). Auch eine lebenslange 
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Exposition der Ratte mit 2 ppm war nicht mit der Entwicklung eines Emphysems verbunden. 

Expositionen mit 12 ppm NO2 und mit 25 ppm über 13 und 26 Wochen führten bei Ratten 

zum Emphysem. Als Anmerkung muss hier hinzugefügt werden, dass diese Versuchstiere 

nicht nach stereologischen Kriterien untersucht wurden. Eine Exposition mit 2 ppm und mit 

17 ppm bei Ratten zog einen frühen Verlust von Zilien, Hypertrophie und eine fokale 

Hyperplasie des terminalen bronchialen Epithels mit sich. Diese Veränderungen bei 2 ppm 

normalisierten sich nach 21 Tagen kontinuierlicher Exposition (Evans MJ et al. 1972, 

Stephens RJ et al. 1972). In der Gruppe, die mit 17 ppm exponiert wurde, fand sich nach 2 

Tagen ein gehäuftes Vorkommen an Proliferation, welche noch nach 5 Tagen zu finden war. 

Ebenfalls über eine vermehrte Proliferation berichtet auch Hackett, der nach Exposition mit 

15 ppm über einen Tag beim Hamster die Tiere bis zu 22 Tagen nach Exposition 

untersuchte (Hackett NA 1979). In diesen Untersuchungen war nach 21 Tagen in der 

exponierten Gruppe immer noch ein gehäuftes Vorkommen von Proliferation gegenüber der 

Kontrollgruppe zu finden. 

Eine Exposition mit höheren Konzentrationen des Gases (150 ppm) war für die 

Versuchstiere innerhalb von wenigen Tagen letal. In der histologischen Untersuchung der 

Lungen fand sich ein massives intraalveoläres Ödem (Freeman G et al. 1968).  

Kleinerman veröffentlicht 1977 seine Studien zum Effekt von NO2 auf Lungen von Hamstern. 

Er berichtete, dass bei Exposition mit 20 ppm für 20-22 Stunden pro Tag über 12 Monate, es 

nach Beendigung der Exposition zur Verminderung der Alveolaroberfläche bei den Hamstern 

kam. Auch nach 12 Monaten Erholung unter Raumluft schritt der Verlust an 

Alveolaroberfläche langsam fort. Er führte dies auf eine „Progression des destruktiven 

Prozesses“ (Kleinerman J 1977) zurück. Die Ursachen des destruktiven Prozess sind nicht 

genau bekannt. So wurde von Kleinerman berichtet, dass nach Exposition mit NO2 es zu 

einer Verminderung des Elastins kommt, sich der Gehalt nach Beendigung aber wieder 

normalisiert (Kleinerman J et Ip MP 1979).  

Bei Ranga und Kleinerman kommt es nach Exposition mit 20 ppm über 28 Tage ebenfalls zu 

einer Vergrößerung der Alveolarweiten (Mean Linear Intercept) und Verringerung der 

Alveolaroberfläche (Internal Surface Area), diese Veränderung waren aber nach Beendigung 

der Exposition rückläufig (Ranga V et Kleinermann J 1981). Interessant hierbei ist auch, 

wann die Schädigung den Versuchstieren zugeführt wird. So fand sich bei Exposition von 

neugeborenen Hamster mit 30 ppm über 7 Tage zum Zeitpunkt der Alveolarisierung eine 

Vergrößerung distal der kleinen der Atemwege; bei gleicher Exposition von drei Wochen 

alten Hamstern fand sich kein Unterschied zur Kontrollgruppe (Lam C et al. 1983).  

Einen weiteren Hinweis für die Altersabhängigkeit der Exposition findet man bei Stavert 

(Stavert DM et al 1986). Er beschreibt, dass die Exposition mit 35 ppm NO2 über 6 Stunden 

pro Tag an 25 Tagen bei erwachsenen, 3 Monate alten Fischer 344 Ratten zu keinem 
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Emphysem geführt hat. Er begründet seine Aussagen über die Messung der 

Lungenvolumina der Tiere und über den mean-linear-intercept als auch über die 

Bestimmung der Alveolaroberfläche. Hier gilt darauf hinzuweisen, dass die Versuchstiere 

erst 10 Wochen nach Beendigung der Exposition untersucht wurden. So können sich die 

Veränderungen, die sich gebildet haben auch schon wieder zurückgebildet haben. So kann 

sich z.B. die Vergrößerung distaler Atemwege, ähnlich wie bei unseren Versuchen wieder 

angeglichen haben. So unterscheiden sich die Werte zwischen Kontrollgruppe und 

Verumgruppe nach Beendigung der Exposition in unseren Versuchen nicht mehr und die 

Kontrollgruppe schließt mit ihren Werten an die Verumgruppe an (s. Tabelle 3.7). Natürlich 

ist es auch möglich, dass ähnlich wie bei den o.g. Versuchen von Lam eine 

Altersabhängigkeit bei der Exposition besteht, und somit das Alter bei der Exposition eine 

entscheidende Rolle bei der Emphysemgenese spielt. Auf die „Angleichung“ der 

stereologischen Parameter wird weiter unten eingegangen. Bei den Studien Staverts wurde 

zwar nachgewiesen, dass es nicht zur irreversiblen Vergrößerung mit konsekutiver 

Alveolarwanddestruktion kommt, aber es wurden keine Frühformen, kein Verlauf einer 

etwaigen Vergrößerung geprüft. Auch eine etwaige Reversibilität wurde nicht in Betracht 

gezogen.  

In unseren Versuchen konnten wir die Vergrößerung des Volumens der Lungen 

nachvollziehen. So vergrößerte sich das Massenspezifische Lungenvolumen 

(VolumenLunge/Gewicht) nach 21 Tagen Exposition  auf 37,04 ml/kg ± 1,8 vs. 22,31 ml/kg ± 

2,2; p<0,001). Nach Beendigung der Exposition glichen sich beide Gruppen aneinander an 

(27,32 ml ± 3,5 vs. 24, 09 ml ± 1,6, n.s.). Ebenso verhielt sich das nach stereologischem 

Gesichtspunkt erhobene Volumen-gewichtete Alveolarvolumen.  

Zu Beginn der Exposition war das Volumen-gewichtete Alveolarvolumen nach 3 Tagen 

verringert gegenüber der Kontrollgruppe (3,16 x 106 µm3 ± 0,45 x 06  vs. 4,83 x 106 ± 1,35 x 

106 µm3, n.s.). Als Erklärung für diese Verringerung diente die beobachtete „Schwellung“ der 

Alveolen (s.a. Abbildung 3.14a). Die Alveolarwände wirkten zum Teil ödematös und in 

einigen Bereichen fanden sich inflammatorischen Zellen, die die Alveolarwände infiltrierten. 

Bereits nach sieben Tagen Exposition war das Volumen-gewichtete Alveolarvolumen 

deutlich vergrößert gegenüber der drei Tage gehaltenen Kontrollgruppe. Dieses war aber 

nicht signifikant. Zudem zeigte sich keine verstärkte Inflammation mehr. Bereits nach 21 

Tagen Exposition hatte sich das Volumen-gewichtete Alveolarvolumen verdoppelt gegenüber 

dem Anfang. Hier zeigte sich nur eine Signifikanz gegenüber den Tieren, die drei Tage 

exponiert wurden, nicht jedoch zu den altersgleichen Kontrolltieren. Besonders auffällig war, 

dass sich nach Beendigung der Exposition das Volumen-gewichtete Alveolarvolumen 

zwischen den Tieren, die 21 Tage mit 10 ppm NO2 exponiert wurden und danach 28 Tage 

bei Raumluft gehalten wurden, und den altersgleichen Kontrolltieren (49 d Co) nahezu 
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angeglichen hatten. Es bestand nur noch ein Unterschied von 10%, während er bei den 

Tieren nach 21 Tagen Exposition und deren Kontrolltieren noch 25% betrug. Zusätzlich 

schritt die Vergrößerung des Volumen-gewichteten Alveolarvolumens nicht fort, wie es für 

ein Emphysem typisch wäre, sondern sie blieb nahezu stabil und die Kontrollgruppe erreicht 

fast gleiche Werte.  

In der Interpretation dieser Veränderung kann man schließen, dass die Exposition mit 10 

ppm NO2 nicht zu einem Emphysem geführt hat. Es zeigt sich nur ein geringer Unterschied 

des Volumen-gewichteten Alveolarvolumens zur altersgleichen Kontrolle. So steigt auch die 

nach stereologischen Gesichtspunkten erfasste Gesamtoberfläche der Lungen unter der 

Exposition in unserer Versuchsgruppe an und sinkt nicht, wie Frau Starke in ihrer parallel 

durchgeführten Dissertation am gleichen Untersuchungsmaterial aufzeigen konnte (Starke E 

2006).   

Zwar war nach 21 Tagen Exposition ein Unterschied von 25% des Volumen-gewichteten 

Alveolarvolumens zwischen der Expositionsgruppe und der altergleichen Kontrollgruppe 

messbar. Dieser war aber zum einen nicht signifikant und zum anderen glichen sich die 

Gruppen nach Beendigung der Exposition und Erholung unter Raumluft wieder an und die 

Alveolaroberfläche nahm zu (Starke E 2006). Zudem konnten wir sogar einen kleinen 

Rückgang des Volumen-gewichteten Alveolarvolumens beobachten. Somit kann hier nicht 

von einer Irreversibilität des destruktiven Prozesses an der Alveolarwand, wie es die 

Definition eines Emphysems fordert (Snider GL et al. 1985) ausgegangen werden. Eine 

Chronifizierung des destruktiven Prozesses, wie er für die COPD und der Entwicklung eines 

Emphysems charakteristisch wäre, ist ebenfalls nicht eingetreten. Es ist sogar eher das 

Gegenteil, eine Reversibilität aufgetreten. So hatte sich das Volumen-gewichtete 

Alveolarvolumen geringfügig verringert nach 28 Tagen Erholung unter Raumluft. Wären die 

Untersuchungen nach 21 Tagen beendet worden, wären wir von einer Vergrößerung 

ausgegangen und hätten somit der Definition eines Emphysems folgen können, dass es zu 

einer Vergrößerung der distalen Atemwege mit Verlust an Alveolaroberfläche gekommen ist. 

Doch die hier beobachtete Veränderung im Lungenparenchym kann aufgrund der fehlenden 

Abgrenzung zur Kontrollgruppe nach 28 Tagen Erholung unter Raumluft mit Angleichung des 

Volumen-gewichteten Alveolarvolumens und der Reversibilität nicht als Emphysem 

bezeichnet werden. Vielmehr muss hier als Erklärungsmodell dieser Veränderungen ein 

Modell im Rahmen von Adaptation- oder Wachstumsvorgängen vorgebracht werden. Diese 

Adaptations- oder Wachstumsvorgänge sind bei chronischer Schädigung bisher noch wenig 

beleuchtet worden, ebenso die Frage der Reversibilität von Veränderungen bei Tiermodellen 

der Emphyseminduktion. So konnte mit der Induktion von Apoptose durch Caspase 3 zwar 

eine Vergrößerung der Distanz zwischen den Alveolarwänden (Aoshiba K et al. 2003) 
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gemessen werden, Aoshiba beschreibt aber auch, dass diese Vergrößerung nach einigen 

Wochen reversibel war. Dennoch wurde hier von einem Emphysem gesprochen.  

So kann auch spekuliert werden, dass bei Stavert, der Ratten über 25 Tage mit 35 ppm NO2 

exponiert hatten und keine emphysemtypischen Veränderungen beobachten konnte (Stavert 

DM et al 1986), der späte Zeitpunkt der Untersuchung, zehn Wochen nach Beendigung der 

Exposition, für die beobachteten geringen Unterschiede zwischen Versuchstieren und 

Kontrolltieren in seinen Versuchen verantwortlich ist. 

Aus der Beobachtung, dass es nach Erholung zu einer Angleichung des Volumen-

gewichteten Alveolarvolumens gekommen ist, können wir schließen, dass der 

Untersuchungszeitpunkt bei der Feststellung eines Emphysem im Tiermodell maßgeblichen 

Einfluß hat. Dieses ist bisher aber nur in wenigen Untersuchungen berücksichtigt worden. 

Die Untersuchungen wurden meist unmittelbar nach der Schädigung durchgeführt und eine 

eventuelle Reversibilität nicht berücksichtigt.  

 

 

4.6 Wachstumshemmung oder vorzeitige Alterung  
 

Wie bereits oben beschrieben konnte durch die Exposition mit 10 ppm NO2 kein Emphysem 

induziert werden. Als Grund dafür, dass trotz der Vergrößerung des Volumen-gewichteten 

Alveolarvolumens, diese Vergrößerung kein Emphysem darstellt, sind folgende 

Beobachtungen:  Es kommt in den Kontrollgruppen zur Angleichung und die beobachteten 

Vergrößerungen des Volumen-gewichteten Alveolarvolumen sind z. T. sogar rückläufig nach 

der Exposition mit Stickstoffdioxid in den Versuchgruppen. Als Erklärungsmodell für diese 

Tatsachen haben wir folgende Theorien: 

-Adaptation: Durch intrazellulläre Mechanismen kommen die schädigenden Auswirkungen 

der Exposition nicht mehr zum tragen. Es kommt zur Verlangsamung der strukturellen 

Veränderung im Parenchym. Einige dieser Mechanismen sind bereits im Kapitel 4.3 

beschreiben worden. 

-Normalisierung der Proliferations/Apoptose–Imbalance: je länger die Exposition andauerte, 

desto weniger Proliferation und Apoptose konnte in den Lungen der Versuchstiere 

beobachtet werden. Somit kann der Rückgang dieser Imbalance für die Verlangsamung des 

Vergrößerungsprozess dienen. Da sich in den Kontrolltieren ebenfalls eine Vergrößerung 

zeigte, aber sich im Gegensatz zu den Versuchstieren keine deutlich erhöhte Rate an 

proliferierenden und apoptotischen Zellen zeigte, ist dieses Modell zumindest bei den 

Kontrolltieren erschwerend als Erklärung nutzbar.  

Natürlich kann aufgrund des langsamen Ablaufs der strukturellen Veränderung in den 

Lungen der Kontrolltiere im Gegensatz zum schnellen Ablauf der Veränderungen in den 
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Lungen der Versuchstiere, eine Proliferations-Apoptose-Imbalance dennoch für die 

Vergrößerung verantwortlich sein, da bei geringer Ausprägung eine längere Einflusszeit 

besteht. 

-Wachstumshemmung oder vorzeitige Alterung: Das Volumen-gewichtete Alveolarvolumen 

vergrößerte sich bei den Versuchstieren gegenüber den Kontrolltieren über die Dauer der 

Exposition. Da sich beim Volumen-gewichtete Alveolarvolumen zwischen der 

Versuchsgruppe, die nach 21 Tagen Exposition und nachfolgend 28 Tagen Erholung 

untersucht wurde und deren altersgleichen Kontrollgruppe nahezu gleiche Werte (21d NO2 

++ 7,15 x 106 ± 0,73 x 106  µm3 vs. 49d Co 6,36 x 106 ± 1,93 x 106 µm3) fanden, kann auch 

ein beschleunigtes Wachstum bzw. vorzeitige Alterung für diese Vergrößerung verantwortlich 

gemacht werden, welches sich in der Phase unter Raumluft wieder verlangsamt. Wir gehen 

hier von einer Annäherung der Werte des Volumen-gewichteten Alveolarvolumens aus. Da 

zur Charakterisierung etwaiger Wachstumsprozesse auch die Messung der 

Gesamtalveolaroberfläche und des Septumvolumens nötig ist, um Vergleiche zwischen den 

einzelnen Gruppen ziehen zu können, kann über eine Beeinflussung eines 

Wachstumsvorganges durch die Exposition keine genaue Aussage getroffen werden. Da 

aber eine Erweiterung der gesamten Gasräume ein charakteristisches Merkmal beim Altern 

der Ratte (Burri PH 1997), aber auch beim Menschen (Pinkerton KE et Green FHY 2004) ist 

und diese Erweiterung mit Zerstörung oder gar teilweise Verlust der Alveolarwandstruktur 

einhergeht, wäre die in unseren Versuchen gemessene Vergrößerung am ehesten einer 

Adaptation oder einer vorzeitige Alterung entsprechend.  

 

So kann man festhalten, dass die Exposition mit NO2 zwar zum Verlust an 

Gasaustauschfläche führt, dieses aber auch in der Kontrollgruppe auftritt.  

Die Gründe dieser strukturellen Veränderungen sind nicht geklärt. So kann die Proliferations-

Apoptose-Imbalance nicht nur eine Rolle bei der Emphysemgenese einnehmen, sondern 

auch bei Adaptations- oder Alterungsvorgängen. So kann vermutet werden, dass 

Stickstoffdioxid durch Induktion der Apoptose oder auch direkt, durch seine oxidativen 

Effekte, die vorzeitige Alterung einleitet. Zudem muss berücksichtig werden, dass die Tiere in 

den Versuchsgruppe, deutlich wenige Gewichtszunahme als die Kontrolltiere hatten und 

hierdurch Reparaturvorgänge verlangsamt ablaufen können und es dadurch zu 

Vergrößerungen des Gasraumvolumens kommen kann. 

Auch muss berücksichtigt werden, dass es Hinweise gibt, dass es im Rahmen des Alterns 

der Ratte auch noch fokal zur Neubildung von Alveolen bei ausgewachsenen Tieren 

kommen kann. Die Bedeutung dieser Neubildung von Alveolen scheint aber gering zu sein 

(Burri PH 2006).  

Unter der Berücksichtung der erhobenen Befunde muss in unserer Untersuchungen 
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ausgegangen werden, dass die Exposition mit Stickstoffdioxid nicht zu einen Emphysem 

geführt hatte, sondern am ehesten zu einer vorzeitigen Alterung geführt hatte.  
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Zusammenfassung 
Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung und das Lungenemphysem werden weltweit mit 

steigender Tendenz diagnostiziert. Als Hauptursache für die Entwicklung eines Emphysems 

wird das Zigarettenrauchen verantwortlich gemacht. Doch bisher ist nicht klar, wie der 

Zigarettenrauch die Lunge schädigt und letztendlich bei nur 15 % der Rauchern zum 

Emphysem führt. Eine Theorie der Emphysemgenese besagt, dass das gehäufte 

Vorkommen von Apoptose für den progredienten Verlust an Alveolen mitverantwortlich ist. 

Da NO2 als einer der Inhaltstoffe des Zigarettenrauchs in vitro bei Lungenepithelzellen zur 

Apoptose führt, galt es zu untersuchen, ob sich dies so auch in vivo darstellt. Zusätzlich galt 

es zu klären, ob neben dem gehäuften Vorkommen von Apoptose auch Proliferation 

vermehrt auftritt und ob infolge der Exposition ein Emphysem beobachtet werden kann.  

 

Hierzu hatten wir 8-12 Wochen alte männliche Fischer 344 Ratten über 3, 7 und 21 Tage mit 

10 ppm NO2 exponiert. Zusätzlich wurde eine Gruppe über 21 Tage exponiert und für 4 

Wochen unter Raumluft gehalten. Es wurden jeweils altersgleiche Kontrollgruppen unter 

Raumluft geführt. Die Lungen wurden standardisiert über die Trachea fixiert und nach 

immun- bzw. enzymhistochemischer Markierung auf Proliferation (Ki67) bzw. Apoptose 

(TUNEL) an Paraffinschnitten quantitativ untersucht. Zur Klärung der Frage, welche Zellen 

der Alveolarwand apoptotisch werden, wurden apoptotische Zellen mittels Doppelmarkierung 

auf Alveolarepithelzellmarker und Endothelzellmarker untersucht. Die strukturellen 

Veränderungen des Lungenparenchyms wurden mithilfe des volume-weighted mean volume 

(volumen-gewichtetes mittleres Alveolarvolumen) an Methacrylat-Schnitten quantifiziert.  

 

Durch die Exposition konnte eine gesteigerte Proliferation und Apoptose in den 

Versuchgruppen beobachtet werden. Dieser Anteil proliferierender bzw. apoptotischer Zellen 

reduzierte sich im Verlauf der Expositionsdauer. Mithilfe der Doppelmarkierung konnte 

gezeigt werden, dass es sich bei den apoptotischen Zellen um Alveolarepithelzellen Typ II 

handelt. 

 

Das Volumen-gewichtete Alveolarvolumen der exponierten Tiere stieg mit der Dauer der 

Exposition und ging nach Beendigung der Exposition und Erholung unter Raumluft sogar 

geringfügig zurück. In den Lungen der Kontrolltieren zeigte sich altersabhängig ebenfalls 

eine Vergrößerung des Volumen-gewichteten Alveolarvolumens, jedoch erst mit Verspätung 

gegenüber den Tieren der Versuchsgruppe. Es zeigt sich hierbei kein gehäuftes Vorkommen 

von Apoptose und Proliferation. 
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Durch unsere Versuche konnten wir zwar nachweisen, dass die Exposition mit 10 ppm NO2 

zur gehäuften Apoptose von Alveolarepithelzellen führt, jedoch nicht zum Lungenemphysem.  

 

Zudem konnten wir zeigen, dass die strukturellen Veränderungen der Lungenarchitektur 

auch von der Kontrollgruppe erreicht wurden. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass 

die unter Exposition mit 10 ppm NO2 beobachteten Veränderungen zu einem beschleunigten 

Wachstums im Sinne einer Adaptation oder sogar zu einem vorzeitigen Alterungsprozess der  

Lunge geführt haben. 
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7.2 Abkürzungen 
 

AB-Komplex  Avidin-Biotin-Komplex 

AK    Antikörper 

AT-I-Zelle      Alveolarepithel Typ I Zelle 

AT-II-Zelle     Alveolarepithel Typ II Zelle 

ATS   American Thoracic Society 

BAL    Bronchoalveoläre Lavage 

COPD    Chronic Obstructive Pulmonal Disease 

DAB   Diaminobenzidin 

FEV1   Forciertes Expiratorisches Volumen innerhalb einer Sekunde 

HE   Hämatoxylin-Eosin 

MMP   Matrix-Metalloproteinasen 

N-Elastase   Neutrophilenelastase  

NO2   Stickstoffdioxid 

PBS   Phosphate-Buffered-Saline 

PSI   Point-sample-intercepts 

SP-B   Surfactant Protein B 

SUR   Systematic Uniform Random Sampling 

TBS   Tris-Buffered-Saline 

TUNEL  terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine 

triphosphate nick end-labelling technique  

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
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