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1. Einleitung

1.1 Intrauterine Wachstumsrestriktion (IUGR)

Small for gestational age, SGA (Englisch fur ,Klein bezogen auf das Gestationsalter), ist
eine international gebrauchliche medizinische Bezeichnung und beschreibt
untergewichtige oder zu kleine Neugeborene, bei denen das Geburtsgewicht oder die
Korperlange bezogen auf das Schwangerschaftsalter im unteren Bereich der
statistischen Normalverteilung liegt. Ein Mal3 fur die Streuung dieser statistischen
Verteilung bieten bevolkerungsbezogene Wachstumskurven, sogenannte
Perzentilenkurven. Auf diesen liegen definitionsgemald Neugeborene mit SGA unterhalb
der 10. Perzentile. Das bedeutet, dass mindestens 90% der Kinder dieses Alters und
Geschlechtes grofRer sind und 10 % gleich oder sogar kleiner. Kommt es in utero jedoch
zu einer Verzoégerung des Wachstums, so spricht man von einer intrauterinen
Wachstumsrestriktion, IUGR, (Englisch ,intrauterine growth restriction®). Diese bezieht
sich nicht auf das statistische Verteilungsmuster des Geburtsgewichts oder der
Korperlange, sondern stellt vielmehr eine pathologische Form der SGA dar, also ein
klinisches Erscheinungsbild. Demnach sind unter SGA-Neugeborenen sowohl gesunde
Neugeborene, als auch einige mit einer IUGR zu finden. Ein pathologisches und somit
suboptimales fetales Wachstum im Rahmen einer IUGR stellt eine der Hauptursachen
fur perinatale Mortalitat und Morbiditat dar (1,2,3). So liegt es nahe, dass die IUGR als
ein wichtiger Marker fiir eine vorgeburtliche Mangelversorsung sowie gesundheiltiche
Risiken eingesetzt wird und dass das Geburtsgewicht einen bestimmenden Faktor fur die

Krankheitdisposition im spateren Leben darstellt (4).

Die Ursachen einer IUGR kénnen genetisch oder umweltbedingt sein. Sie kbnnen auf der
Seite des Kindes liegen oder von der Mutter beziehungsweise der Plazenta ausgehen
sowie in Kombination dieser auftreten (5). Zu den haufigsten Ursachen gehdren dabei

Folgende:


https://de.wikipedia.org/wiki/Neugeborenes
http://flexikon.doccheck.com/de/Genetisch
http://flexikon.doccheck.com/de/Mutter
http://flexikon.doccheck.com/de/Plazenta

(1) Fetale Ursachen: Chromosomenaberrationen, Fehlbildungen, vertikale Infektionen
(z.B. Roteln, Toxoplasmose, Herpes genitalis).

(2) Utero-plazentare Ursachen: Mehrlingsschwangerschaft, Uterusfehlbildungen,
Plazentainsuffizienz, Praeklampsie, Infarkte.

(3) Maternale Ursachen: Gestationsdiabetes, Alter, Nulliparitdt, maternale
Erkrankungen (Nierenerkrankungen, Hypoxie, Anamie, kardiovaskulare Erkrankungen,
Lungenerkrankungen, Hypertonie), Medikamente (Warfarin, Steroide, Antikonvulsiva),
Drogenabusus (Alkohol, Nikotin, Marijuana).

(4) Genetische Ursachen: Eine Reihe von Genen, die in ihrer Expression im Rahmen
einer IUGR verandert sind, wurden in den letzten Jahren zunehmend identifiziert. Dazu
werden plazentare, maternale und fetale Gene gezahlt, unter die auch die genetische
Deletion des Wachstumsfaktors IGF1 (Insulin-Like Growth Factor 1) und die Mutation
seines Rezeptors, dem Insulin-Like Growth Factor 1 Rezeptor (IGF1-R) mit konsekutiv

erniedriger Rezeptorfunktion, fallt.

()

|
Genetische Plazentare Fetale Maternale
Ursachen Ursachen Ursachen Ursachen

Abbildung 1: Intrauterine Wachstumsrestriktion (IUGR) kann das Ergebnis mutterlicher, fetaler, plazentarer oder
genetischer Ursache sein oder durch eine Kombination dieser entstehen. (Modifiziert nach Sharma D et al., 2016)
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Zu den akuten Komplikationen einer IUGR gehoéren neben Sauerstoff- und
Nahrstoffmangel, vor allem kardiopulmonale Dekompensation mit perinataler Asphyxie,
Mekoniumaspiration oder persistierende pulmonale Hypertension (PPHN) (6). Langfristig
besteht bei Neugeborenen mit IUGR ein erhdhtes Risiko fur ein gestortes Wachstum und
einer alterierten neuronalen Entwicklung (7,8). Diese Kinder entwickeln im Verlauf
Erkrankungen des hoheren Alters. Dazu gehdren vor allem Hypertension,
kardiovaskulare Erkrankungen, Typ 2 Diabetes, Nieren- und Lebererkrankungen,
Hypercholesterinamie, metabolisches Syndrom, Adipositas und Lungenerkrankungen
(6,7,8). Daruiber hinaus weisen Neugeborene nach IUGR ein schnelles postnatales
Aufholwachstum auf, ein sogenanntes catch-up growth. Dabei scheint das Risiko,
Krankheiten im Erwachsenenalter zu entwickeln erhdht zu sein, wenn dem Prozess der
Erkrankung eine IUGR mit schnellem postnatalen Aufholwachstum vorausgegangen ist
(6,7,8,9).

1.2 IUGR und fetale Programmierung

Ein moglicher Pathomechanismus, der zu den beschriebenen Veranderungen nach IUGR
fuhrt, ist das Modell der fetalen Programmierung. Der Begriff fetale Programmierung
bezeichnet einen Prozess, bei dem durch die Einwirkung von Umweltfaktoren wahrend
intrauteriner Entwicklungsphasen die zukinftige Funktionsweise und Struktur von
Organen und Organsystemen dauerhaft verandert wird. Diese sollen den Fetus im Verlauf
auf eine nahrstoffarme Postnatalphase vorbereiten, um so die Uberlebenschancen zu
maximieren, pradisponiert jedoch den Korper im spateren Leben, chronische

Erkrankungen zu entwickeln, z.B. Adipositas, Diabetes mellitus und Hypertension (9,25).

Barker et al. haben sich wahrend der spaten achtziger Jahre malf3geblich mit dieser
Thematik auseinandergesetzt. Sie haben epidemiologische Untersuchungen
durchgefihrt, die einen geografischen Zusammenhang zwischen Fallen ischamischer
Herzkrankheit in den Jahren 1968-1978 und den Kindersterblichkeitsraten zwischen
1921-1925 herstellten. Basierend auf diesen Beobachtungen formulierten Barker et al die
Hypothese, dass ein erhéhtes Risiko fur chronische Herzkreislauferkrankungen im Alter
durch eine intrauterine Mangelernédhrung im Rahmen einer IUGR zu erklaren sei (13).
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Hales et al. haben in weiteren Folgestudien der von Barker et al. untersuchten Kohorte
demonstriert, dass eine ahnliche inverse Korrelation zwischen dem Geburtsgewicht,
Glukosetoleranz und Insulinresistenz besteht (14). In diesem Zusammenhang zeigten
Individuen mit SGA im Vergleich zu AGA, appropriate for for gestational age (Englisch ftr
eutrophe Neugeborene), ein funffach erhdohtes Risiko auf, im weiteren Leben eine
eingeschrankte Glukosetoleranz oder Diabetes mellitus Typ 2 zu entwickeln (15).
Basierend auf diesen Beobachtungen formulierten Hales und Barker die sogenannte
Thrifty-Phenotype Hypothese: Es handelt sich hierbei um ein Erklarungsmodell, wie fetale
Mangelerndhrung oder andere Umweleinfliisse in der frihen Entwicklungsphase eine

Reihe von physiologischen und metabolischen Adaptionsvorgangen formt (16).

1.3 IUGR und Folgen fir das endokrine System

Die Untersuchungen von Barker und Hales et al. konnten bereits friih zeigen, dass einige
dieser Adaptationsvorgdnge mit hamodynamischen und endokrinen Verdnderungen
beim Fetus einhergehen (17). In den Folgejahren konnte der Einfluss einer IUGR auf
viele weitere endokrinologische Systeme ausgebreitet werden. So zeigen Feten mit einer
IUGR eine Aktivierung des RAAS (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System) mit signifikant
erhdhten Angiotensin(AT)-II-Serumspiegeln bei unveranderter AT-1-Rezeptordichte (18).
Daneben ist auch die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA),
(Englisch fur ,hypothalamus pituitary adrenal®), die einen Hauptteil des neuroendokrinen
Systems bildet, aktiviert: Cortisolkonzentrationen sind im Nabelschnurblut bei IUGR-
Feten signifikant erhéht (19). Als weiterer ebenfalls betroffener Regelkreis bei
Neugeborenen nach IUGR zahlt die fur das Wachstum essentielle Growth Hormone/
Insulin-like Growth Factor (GH/IGF)-Achse (20), die frihpostnatal nach IUGR in ihrer
Aktivitat vermindertist, im Verlauf gestort bleibt und mit dem postnatalen Aufholwachstum

assoziiert wird (21,22).
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1.4 IUGR und der Einfluss auf die Entstehung von Lungenerkrankungen

Lungenerkrankungen sind vermehrt mit intrauteriner Wachstumsrestriktion (IUGR)
assoziiert. Klinische Studien zeigen deutlich, dass das forcierte exspiratorische Volumen
(FEV1) in Kindern nach IUGR eingeschrankt ist und somit eine funktionelle Storung der
Atemwege vorliegt. Daneben zeigen Kinder nach IUGR mit einem schnellen postnatalen
Aufholwachstum zwar bessere Ergebnisse als Kinder nach IUGR ohne ein
Aufholwachstum, aber dennoch ist ihre Lungenfunktion im Vergleich zu gesund
geborenen Kindern ohne IUGR schlechter (10,11,12). Dass sich diese
Funktioneinschrankung jedoch nicht nur auf das Kindesalter beschrankt, zeigen mehrere
klinische Studien, bei denen Lungefunktionsuntersuchungen bei Patienten

verschiedenen Alters nach IUGR durchgeflhrt worden sind: Das FEV 4 ist der Teil der

forcierten Vitalkapazitat, der in der ersten Sekunde ausgeatmet wird. Dabei ist ein

erniedrigtes FEV4 bei Kindern im Alter von 5 bis 11 Jahren, Schulkindern, im jungen

Erwachsenenalter sowie im hoheren Alter (49 bis 51 Jahre) ermittelt worden (13,12,14).
Es wird im Rahmen von Lungenfunktionsuntersuchungen (z.B. Spirometrie) erhoben und
dort als relative Sekundenkapazitat angegeben. Fallt die Einsekundenkapazitat im
Verhaltnis zur Vitalkapazitat niedriger aus, kann dies Hinweis flr eine obstruktive

Lungenerkrankung liefern.

Diese humanen Daten konnten in mehreren tierexperimentellen Studien verifiziert
werden: IUGR flhrt nicht nur zu einer eingeschrankten Lungenfunktion, sondern auch zu
strukturellen pulmonalen Veranderungen. Es resultiert eine gestorte Aleolarisation, ein
sogenanntes “arrested alveolarization”. Die Lungen weisen eine erniedrigte Anzahl an
Alveolen und pulmonalen Kapillargefal’en sowie einer verringerten Septendicke auf.
Daneben kommt es zu einer gestdrten Endothel-Zell-Interaktion und Zusammensetzung
der Lipide in der Lunge (28-31). Diese Daten legen einen moglichen Zusammenhang
zwischen IUGR sowie SGA und einem erhohten Risiko an chronisch obstruktiven
Atemwegserkrankungen, wie z.B. Asthma bronchiale oder bronchopulmonalen
Dysplasien zu erkranken, nahe (32,33). Die zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen dieser strukturellen Veranderung aufgrund eines potentiell gestorten
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Metabolismus der extrazellularen Matrix (ECM) sowie einer dysregulierten

Zellproliferation und -apoptose sind noch weitgehend ungeklart. (34-36).

1.5 Lungenentwicklung

Die Entwicklung der menschlichen Lunge beginnt in der Embryonalperiode und dauert
Uber die Zeitspanne der anschlielRenden Fetalperiode bis zur Geburt und dartber hinaus
an. Wahrend sich die verschiedenen Entwicklungsphasen teilweise in Beginn und Ende
Uberlappen, lasst sich die Lungenentwicklung in 5 Stadien einteilen (48): (1) embryonale
Phase, (2) pseudoglandulére Phase, (3) kanalikulare Phase, (4) sakkuléare Phase und (5)
alveoladre Phase. Dabei werden die pseudoglandulére, die kanalikulare und sakkulare
Phase zum Stadium der Fetalperiode gezahlt und beschreiben entsprechend die
Morphologie der prospektiven Atemwege und Lunge (Abbildung 2). Die Differenzierung
der Lunge wahrend dieser Teilabschnitte erfolgt dabei vom Zentrum der Lunge in die
Peripherie (37,38). Da das Forschungsprojekt vor allem Anderungen in der Lunge nach
IUGR in der spaten Phase der Lungenentwicklung untersucht, folgt nur eine kurze
Beschreibung der frihen Entwicklung (embryonale, pseudoglandulare und kanalikuléare
Phase) und eine ausfuhrliche Darstellung der sakkularen und alveolaren Phase (spate

Lungenentwicklung).

(1) Embryonalphase (Schwangerschaftswoche 0-6)

In den ersten 5-7 Wochen post conceptionem findet die Organogenese der Lunge statt

und das Formen des Bronchialbaumes (34-37).

(2) Pseudoglandulare Phase (Schwangerschaftswoche 5-17)

Aus dem Bronchialbaum bilden sich in dieser Phase durch weiteres dichotomes
Wachstum die Bronchien und die Bronchioli terminales, welche von neu gebildeten
Lungengefalien mit ihren definitiven Anschliissen begleitet werden. Morphologisch &hnelt

in dieser Phase die Lunge einer Drise (34-37).
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(3) Kanalikulare Phase (Schwangerschaftswoche 16-27)

Nachdem in der frihen Lungenentwicklung die Bildung des Bronchialsystems
abgeschlossen ist, schlie3t sich die spate Lungenentwicklung an. In dieser
Entwicklungsphase steht die Bildung der Gasaustauschflache im Vordergrund. In der
kanalikularen Phase findet dabei hauptsachlich die weitere Differenzierung des
pulmonalen Parenchyms statt. So beginnt in der Lungenperipherie die Ausbildung der
Blut-Luft-Schranke. Das undifferenzierte oder kuboidale Epithel beginnt sich abzuflachen
und bildet sich zu Typ I und Il Alveolozyten aus. Gleichzeitig kommt es zu einer erhdhten
Vaskularisation. Kapillargefal3e, die vorher nur ein loses Netwerk im Mesenchym

darstellten, treten in engen Kontakt mit den neu ausgebildeten Alveolozyten (34-37).

(4) Sakkuléare Phase (Schwangerschaftswoche 24-38)

Wahrend der sakkularen Phase findet eine enorme Expansion des Bronchialsystems statt
und endet in seiner Peripherie in Gruppen terminaler Sacculi. Diese stellen eine
transitorische Struktur dar, die sich nach der Geburt durch weiteres Wachstum nach distal
und vor allem im Rahmen der Alveolarisation/Septierung in endgiltige Lungenblaschen
(Alveolen) entwickeln. Durch die starke Expansion kommt es zu einer Annéherung der
Bronchialstrukturen und zu einer Reduktion des interstitiellen Gewebes zwischen diesen,
so dass das kapillare Netzwerk eine Art Mantel ausbildet. Gegen Ende der Fetalperiode
findet die Ausreifung der Surfactant-Produktion statt, das als emulgierende,
oberflachenaktive Substanz die Oberflachenspannung der Alveolen nach der Geburt

herabsetzt und durch pulmonale Fibroblasten reguliert wird (34-37).

(5) Alveolare Phase (Schwangerschaftswoche 36-36 Monate postnatal)

In der spaten intrauterinen und frihen postnateln Phase findet die Septierung statt, die
zur Ausbildung der Alveolen fuhrt. Aus den relativ dicken Sacculi, auch als priméare
Septen beschrieben, entspringen sekundare Septen. Mal3geblich formen Fibroblasten
mit kontraktilen Eigenschaften, sogenannte Myofibroblasten, diesen Prozess und
sezernieren zusatzlich im Verlauf Elastin in das pulmonale Parenchym (43). Diese
Elastinfaser-Geriiste teilen die urspringlichen Sacculi in kleinere Einheiten auf und
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maximieren die Oberflache fur einen funktionsfahigen Gasaustausch. Um die Dicke der
Blut-Gas-Schranke zu minimieren, durchlaufen die zwischen den Alveolen im Interstitium
eingebetteten Kapillargefal3e ebenfalls ein Remodeling, die sogenannte mikrovaskulare
Reifung (microvascular maturation). Die aus einer zweischichtigen Endothelschicht
bestehenden KapillargefdRe verschmelzen dabei zu einer einschichtigen
Endothelschicht. Mit fast 90% findet der Haupteil der Alveolenbildung nach der Geburt
statt (34-37).

Die Ratte hat sich als erfolgreiches Tiermodell der Friihgeburtlichkeit etabliert, da sich die
Rattenlunge postnatal in der sakkularen Phase befindert, die im Menschen einem
Stadium der Lunge in der 26.-28. Schwangerschaftswoche, und somit definitionsgemalf
einer Fruhgeburtlichkeit entspricht. Im Anschluss findet bei Ratten, Gberwiegend in den

ersten zwei Wochen nach Geburt, die Alveolarisation der Lunge statt (72).
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Abbildung 2: Phasen der Lungenentwicklung beim Menschen sowie der entsprechenden histologischen Aufnahmen des
Lungengewebes und lllustration der Lungenanatomie. (Modifiziert nach Seaborn T et al. 2010).
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1.6 Die GH/IGF-Achse

GH (Growth Hormone) ist ein Peptidhormon, das im Hypophysenvorderlappen (HVL)
gebildet wird und zur Familie der somatotropen Hormone gehort. Seine Ausschuittung
wird durch den Hypothalamus mit der Sekretion des Somatropin-releasing Faktors (SRF,
GHRH Growth-Hormone-Releasing Hormon, Somatoliberin) und des Somatostatins aus
dem Pankreas reguliert. Uber den HVL gelangt GH in den systemischen Blutkreislauf und
wirkt endokrin an seinen Zielzellen zur Regulierung der Insulin-Like Growth Factor 1
(IGF1) Sekretion (Abbildung 3 A).

Pulmonales
Growth Hormone

“’
Pulmonales
IGF-1

Abbildung 3: Schematische Darstellung der systemischen (A) und der pulmonal intrinsischen (B) Growth Hormone/Insulin-Like
Growth Factor-Achse (GH/IGF). A: Die systemische GH/IGF-Achse wirkt durch die Freisetzung von GH aus der Hypophyse,
insbesondere auf die IGF1 Stimultion in Leber und Muskelgewebe. B: Die pulmonal intrinsische GH/IGF-Achse wirkt unabhangig von
der systemischen Achse nur in der Lunge (B). (Modifiziert nach M. Haggstrom, 2014)

An der Zielzelle wirkt GH Uber die Bindung an GH-Rezeptoren. Diese sind
membranstandige Rezeptoren mit Janus-Kinase-Aktivitat (JAK). Die JAK Signalkaskade
fuhrt zu Phosphorylierungen von Trankskriptionsfaktoren im Zytosol der Zielzelle. Zu den
bedeutensten Trankriptionsfaktoren zahlen dabei die nicht-enzymatische Transkriptions-
faktoren STAT1 und STAT5 (signal transducer of transcription). Die aktivierten STAT-
Proteine translozieren daraufhin in den Zellkern und steigern die IGF-Expression (44).
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Ebenfalls im Fokus liegt ein MAP (mitogen activating protein) -Kinase-Weg, der multiple

Gene fur Wachstum, Inflammationsreaktion und Regulierung der ECM aktiviert. GH

aktiviert somit direkt als auch indirekt Signalkaskaden in der Zielzelle fur die Steuerung

der Zellproliferation, -differenzierung und -migration sowie der Regulation von Apoptose
(32,33) (Abbildung 4). Aus medizinischer Sicht wird dem GH vor allem Bedeutung in der

Steuerung des longitudinalen Skelettwachstums wahrend des Kinder- und Jugendalters

zugeschrieben. Daneben steuert es viele wichtige metabolische Funktionen wahrend des

gesamten Alters, z.B. Fett-, Mineral- und Kohlenhydratstoffwechsel (46).
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Das IGF-System besteht aus den drei Liganden
Insulin, IGF1 und IGF2 und hat eine entscheidende
Bedeutung fir das Wachstum (47). Es gibt Hinweise
aus  murinen  Tierversuchen, dass IGF2
hauptséchlich in der fetalen Periode wirkt (48,49).
IGF1 wirkt hingegen vornehmlich im postnatalen
Wachstum und wird malfgeblich durch die GH
Sekretion gesteuert (50). Die partielle Struktur-
homologie von IGF1 mit dem Hormon Proinsulin,
macht es zu einem Insulin a&hnlichen Polypeptid.
Durch eine durch GH gesteuerte Aktivierung wird
IGF1 in der Leber und extrahepatischen Organen,
z.B. im Knochen und Muskel, synthetisiert
(Abbildung 3 A). Dabei wird 80% des IGF1 im
Serum von der Leber synthetisiert. Es wirkt
vorwiegend parakrin, wird jedoch auch endokrin
sezerniert und bt dartber einen negativen Feeback

Mechanismus auf die GH-Sekretion aus (51).

Abbildung 4: Schematische Darstellung des intrazellularen Signalweges
von Growth Hormone (GH). Bindung von GH an die extrazellulare Einheit
des GH-Rezeptors (GH-R) wund Aktivierung der Janus-Kinase
Signalkaskade. Phosphoryliertes STAT 5 (pSTAT5) transloziert in den
Zellkern und steigert Insulin Growth Factor 1(IGF1) -Expression.
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Mittels einer Gruppe von 6 Bindungsproteinen, den IGF-binding proteins (IGFBP 1-6),
wird IGF1 zur Zielzelle transportiert (52). Dort bindet es an einen membranstandigen
Rezeptor, der dem Insulinrezeptor &hnlich ist. Es handelt sich um einen Typ-I-Rezeptor
mit Tyrosinkinaseaktivitat, der tber eine Phosphorylierung des Insulinrezeptorsubstrates
(IRS) eine Phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3 kinase) aktiviert. Diese wiederum
phosphyoryliert die Proteinkinasen Akt und Erk, die Transkriptionsfaktoren fir eine
gesteigerte Zellproliferation, -differenzierung und -migration sowie der Regulation von
Apoptose aktivieren (39,40,41).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des intrazellularen Signalweges von Insulin-Like Growth Factor 1 (IGF1) iiber Akt.
Bindung von IGF1 an die extrazellulare Einheit des IGF1-Rezeptors (IGF1-R) mit Thyrosinkinaseaktivitat, der Uber eine
Phosphorylierung des Insulinrezeptorsubstrates (IRS) eine Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-ki) aktiviert. Diese wiederum
phosphyoryliert die Proteinkinase Akt, die Transkriptionsfaktoren fir eine gesteigerte Zellproliferation, -differenzierung sowie
der Regulation von Apoptose steuert.
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Dass eine IUGR auch mit Veranderungen der GH/IGF-Achse beim Fetus einhergeht,
zeigen sowohl Daten aus klinischen als auch aus tierexperimentellen Forschungen.
Serumwerte Neugeborener mit IUGR zeigen niedrige Konzentrationen an IGF1, IGF2,
IGFPB-3 sowie hohe Konzentrationen an GH und implizieren einen gestdrten Feedback
Mechanismus in der GH-IGF1l-Achse (56,57). Die Auswirkung niedriger IGF1
Konzentrationen auf den menschlichen Kérper belegen dabei Daten aus klinischen
Studien zu kongenitalem Hormonmangel von IGF1: Diese Kinder wiesen unter anderem
eine stark ausgepragte IUGR, mentale Retardierung, Mikrozephalie sowie ein gestortes
postnatales Wachstum auf (58,59).

Erganzend zeigen tierexperimentelle Forschungsarbeiten, wie z.B. die von Fu Q et al.
(60), dass in IUGR-Ratten epigenetische Veranderungen im IGF1 Gen stattfinden. Es
zeigen sich DNA-Methylierungen des Growth Hormone Response Elements (GHRE),
einer Promotorsequenz fur die Bindung von GH-Transkriptionsfaktoren im IGF1 Gen. Den
Effekt einer Applikation von GH und IGF1 in [IUGR Schaffeten demonstrieren Arbeiten, in
denen IUGR Schaffeten intraamniotisch IGF1 appliziert wurde und diese mit einer
signifikant erhohten Wachstumszunahme reagierten (61). Die Supplementation von
maternalem GH in die Plazenta trachtiger Schafe flihrte ebenfalls zu signifikant erh6hten
Wachstumsraten und verbesserte das Koérpergewicht und -lange. Dass es sich beim
GH/IGF-System um ein héchst sensibles und genau gesteuertes Gefuge handelt, beweist
z.B. das Auftreten von hydrocephalen Hirnlasionen in den Schaffeten nach maternaler
GH-Applikation (62).

1.7 Intrinsisches GH/IGF-System der Lunge und IUGR

Es konnte fir das Wachtumshormon GH sowie fir IGF1 eine lungenspezifische
Expression mit auto- und parakriner Wirkung gezeigt werden (60,61): Experimentelle
Studien haben eine GH-Expression in der Lunge von perinatalen und neonatalen GH-R
knockout Mausen nachgewiesen (63). Somit ist die Bildung von GH nicht nur auf den
Hypothalamus beschrankt, sondern zeigt auch eine lungenspezifische autokrine
und/oder parakrine Wirkung (63,65) (Abbildung 3 B). Auch IGF1 und IGF2 scheinen

neben GH in der Lunge exprimiert zu werden (66,67). Experimentelle Arbeiten mit IGF2-
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defizienten Mausen zeigen dicker ausgebildete Alveolarsepten sowie eine
verschlechterte Struktur der Alveolen (68). Erganzend gibt es Ergebnisse zu IGF1-R-
knockout Mausen, die aufgrund von respiratorischer Insuffizienz nicht Gberlebensféhig
waren und kurz nach der Geburt verstarben (30). Die dabei zugrundeliegenden
Pathomechanismen und die intrazellularen Signalwege sind bislang nicht ausreichend
beschrieben. Klinische Studien belegen verstarkt die wichtige Rolle von IGF1 in der
Lunge. So zeigen Lungenfunktionsuntersuchungen von Mannern im Alter von 25 bis 85
Jahre mit einer Akromegalie, neben erhohten IGF1-Spiegeln, ein erhohtes

Lungenvolumen (69).

Ein in der Literatur vielfach zitiertes sowie auch validiertes und etabliertes Tiermodell, ist
die Induktion der IUGR durch Proteinmangeldiat des Muttertieres wahrend der gesamten
Gestation. Angelehnt an die miutterliche Untererndhrung wahrend der spéaten
Schwangerschaft beim Menschen, erhalten die trachtigen Muttertiere eine isokalorische
Proteinmangeldiat (41,70). So konnte bereits in tierexperimentellen Studien gezeigt
werden, dass eine IUGR zu Anderungen in der Entwicklung der Lungenstruktur sowie zu
einer verringerten Expression von Surfactantlipiden wahrend der postnatalen Phase fuhrt
(24). Eine Dysregulation der Expression von IGF1, IGF2 sowie der IGFBP in der Leber
und der Lunge konnten ebenfalls nach IUGR nachgewiesen werden (15,29,24). Da die
IGF1-Expression ein Indikator der GH-Aktivitat ist, konnte auch fur GH eine
Dysregulationen mit eingeschrankter Lungenfunktion gezeigt werden (67). Die wichtige
regulative Rolle des IGF-Systems bei der intrauterinen Lungenentwicklung und fetalen
Lungenreifung wurde bereits in mehreren experimentellen Arbeiten nachgewiesen und
ihre verminderten Konzentration im Serum als ein tragender Faktor flr die Entstehung
einer IUGR diskutiert (20,68). Doch Bislang gibt es relativ wenige Studien zu den
molekularen Konsequenzen dieser endokrinen Dysregulation sowie ihrer funktionellen
Bedeutung in der postnatalen Entwicklung von wachstumsrestringierten Nachkommen
nach IUGR (71).
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2. Zentrale Hypothese und Arbeitsprogramm

2.1. Hypothese

Eine wichtige Gruppe von Wachstumshormonen, die in der Regulierung von
Organwachstum und -entwicklung eine zentrale Rolle spielen, ist das GH/IGF-System.
Da bereits eine Stérung in der GH/IGF-Achse sowohl mit IUGR als auch mit einer
Lungenfunktionseinschrankung assoziiert werden konnte und beide Hormone als
Wachstumsfaktoren gelten, liegt es nahe, ihre funktionelle Rolle in der Lunge nach [IUGR

zu analysieren.

Die zentrale Hypothese dieses Projektes ist daher, dass IUGR zu einer Dysregulation
des intrinsisch-pulmonalen GH/IGF-Systems fihrt. Dies stellt einen potentiellen
molekularen Mechanismus in der Entstehung von IUGR-assoziierten Lungen-
erkrankungen dar, die mit einer gestérten Lungenfunktion und -entwicklung einhergeht.
Ziel des Projektes ist es daher, die genaue Rolle des GH/IGF-Systems und den Einfluss
auf Fibroblasten in der Lunge nach IUGR zu untersuchen, um letztlich potentielle

Angriffspunkte fur Therapie- bzw. Praventionsansatze zu finden (Abbildung 6).

Folgende spezifischen Ziele liegen dem Projekt zur Uberpriifung der Hypothese

zugrunde:

(1) Unterschung des Expressionsprofils des GH/IGF-System in der gesunden

spaten Lungenenwicklung sowie nach IUGR in Ratten.

(2) Analyse des Einflusses von Mangelerndhrung als Modell der IUGR in vitro auf
das GH/IGF-System.

(3) Charakterisierung der funktionellen Rolle des GH/IGF-Systems in vitro mittels
Fibroblasten.
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IUGR

Gestorte
pulmonale GH/IGF-
Acfise

Gestorte Homoostase
pulmonaler Fibroblasten

Aufholwachstum der Lunge
=>strukturelle und funktionelle
Organveranderungen

Chronische
Lungenerkrankung

Abbildung 6: Schema zur mdglichen Bedeutung des pulmonal intrinsischen Growth Hormone (GH)/ Insulin Like Growth
Factor (IGF) GH/IGF-Systems der Lunge in der Pathogenese der Intrauterinen Wachstumsrestriktion (IUGR) assoziierten
Lungenerkrankung. IUGR fuhrt durch eine gestorte pulmonale GH/IGF-Achse zur einer gestdrten Homdostase pulmonaler

Fibroblasten. Postnatal reagiert die Lunge mit einem Aufholwachstum, das zu strukturellen und funktionellen
Organveranderungen fuhrt und im spéteren Leben mit chronischen Lungenerkrankungen einhergeht.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Gerate

Tabelle 1: Verwendete Gerate

Geréat

Firma, Sitz

Zentrifuge

Rotina 420R Micro
Centrifuge Model SD

Hettich, Tuttingen,
Deutschland

Mikroplattenleser

Centrifuge

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Absorptionsmessgerat Nano Quant infinite M200 | Tecan, Crailsheim,
Pro (Software: I-Control 1.7 | Deutschland
software)
Vortexer Vortex K1 plus Kisker, Steinfurt,
Deutschland
Thermozykler 7500 Real Time PCR Applied Biosystem, Forster
System City/Kalifornien, USA
(Software: 7500 Software v
2.0.5)
Wasserbad WNB Memmert, Schwabach,
Deutschland
Imager Molecular Bio-Rad,
Image®ChemiDoc™XRS Hercules/Kalifornien, USA

Taumel-Schittler

Duomax 1030

Heidolph, Schwabachm
Deutschland

Homogenisator

Sonoplus SH70 G

Bandelin, Berlin,
Deutschland

Thermomixer

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Folienschweil3gerat

Severin Folio

Severin, Sundern,
Deutschland

Doppelgel-Elektrophorese
System

PerfectBlue™Twin

Peglab, Erlangen,
Deutschland

Semi-Dry Elektroblotter

PerfectBlue™

Peglab, Erlangen,
Deutschland

Power Supplies

PEQLAB Power Supply
EV231

Peglab, Erlangen,
Deutschland

Laborwaage

CPA Laborwage

Satorius, Gottingen,
Deutschland

Pipettierhilfe

Easypet Pipettierhilfe

Eppendorg, Hamburg,
Deutschland
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Brutschrank HERAcell 150i CO2 Thermo Fisher Scientific,

Incubator Waltham/Massachusetts,
USA
Inkubator Heraeus Incubator Typ UB | Thermo Fisher Scientific,
20 Waltham/Massachusetts,
USA
Sterilisator UV Statalinker 2400 Strategene Corp., San

Diego/Kalifornien, USA

Absaugflasche (Zellkultur) HLC Ditabis

Pforzheim, Deutschland

Zellkullturarbeitsbank BS48 Techniplast S.P.A Buguaggiate, Italy

3.1.2 Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Firma, Sitz

Optical Adhesive Covers

Applied Biosystems, Foster
City/Kalifornien, USA

MicroAmp® Adhesive Film Applicator

Applied Biosystems, Foster
City/Kalifornien, USA

Parafilm M

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Perfect BlueDoppelgelsystemTwin S (Fur
grol3e Gele)

PegLab, Erlangen, Deutschland

Perfect BlueDoppelgelsystemTwin S (Fur
kleine Gele)

PeglLab, Erlangen, Deutschland

Cast-it Gelgiel3stand

PeglLab, Erlangen, Deutschland

Glasplatte

PegLab, Erlangen, Deutschland

PVDF, Porgengrof3e 0,45um

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Blotting Paper Sheets

Satorius, Géttingen, Deutschland

Mikrotiterplatten-Verschlie3roller

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Mikroloffel

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Peha-soft Nitrile U-Handschuh

Paul Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

Peha-soft Nitrile fino U-Handschuh

Paul Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

Einmalpipette einzeln steril

Sarstedt, NUrnbrecht, Deutschland

Kapillarspitzen 200 pl

Biozym, Oldendorf, Deutschland

Eppendorf Comitips plus 2,5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Comitips plus 5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

0,1-10 pl epT.I.P.S. LoRetentionDualfilter,
Racks

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

0,5-20 ul epT.I.P.S. LoRetentionDualfilter,
Racks

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Pipettenspitzen 20pul, 200l 1000pl nicht
gestopft

Sarstedt, NUrnbrecht, Deutschland

Sarstedt-Lagerkasten mit Raster (fur 1,5/2
ml Gefal3e)

Sarstedt, NUrnbrecht, Deutschland

Sarstedt-Lagerkasten mit Raster (fur 0,5
ml Gefal3e)

Sarstedt, NUrnbrecht, Deutschland

Falcons 15 ml

BD Falcon, Franklin Lakes/New Jersey,
USA

Reaktionsgefal3e 0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Serologische Pipette 5 ml, 10 ml, 25 ml

Sarstedt, NUrnbrecht, Deutschland

Spacer 1,2 cm

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kamm 15 Zahne, 1,0 mm

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kamm 20 Zahne, 1,0 mm

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Filterspitzen

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Mini-Morser

Roth, Karlsruhe, Deutschland

3.1.3 Chemikalien, Medien und Reagenzien

Tabelle 3: Chemikalien, Medien und Reagenzien

Produkt

Firma, Sitz

TriReagent

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

BCA Protein Assay

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

Dnase I, Rnase free (inklusive 10x
Reaktionspuffer und EDTA-Stoppplosung)

Promega, Fitchburg/Wisconsin, USA

5 mM dNTP Mix with dUTP

Eurogentec, Littich, Belgien

Hot Gold Star 5 U/ml

Eurogenetec, Littich, Belgien

MMLYV (reverse Transkriptase) inklusive
Puffer

Promega, Fitchburg/Wisconsin, USA

Proteinmarker IV (10-170 kDa)

PeglLab, Erlangen, Deutschland

Randomprimer

Roche, Basel, Schweiz

Rnasin Ribonuclease Inhibitor

Promega, Fitschburg/Wisconsin, USA

Tag DNA Polymerase

Invitrogen, Carsbad/ Kalifornien, USA

TagMan reaction kit

Eurogentec, Lttich, Belgien

Uracil-N-Glycosylase UNG — Enzym

Eurogentec, Littich, Belgien

ROX passive reference

Eurogentec, Lttich, Belgien

M-MLV Buffer Pack

Promega, Fitschburg/Wisconsin, USA

RQ1 RNase-Free DNasel

Promega, Fitschburg/Wisconsin, USA

PlatinumTaq DNA Polymerase

Invitrogen, Carlsbad/Kalifornien, USA

2-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Acrylamide Mix Gel 30 (Rotiphorese)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Albumin Bovine Serum WB

PAA, Pasching, Osterreich

Ammoniumpersulfat

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA
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Aprotinin

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Bovine Serum Albumin Fraktion V pH 7

PAA, Pasching, Osterreich

Bromphenolblau Natrium-Salz

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Chloroform

Merck, Darmstadt, Deutschland

ECL Plus Western Blotting Detection
Reagents

GE Healthcare, Little Chalfont, England

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic)

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Ethanol absolut

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol vergallt 99,8%

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gylercol Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA
Glycin, Elpograde Roth, Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumchloridlésung 3

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Leupeptin 1 mg/mi

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Milchpulver

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Methanol rein

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumfluorid

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Natriumorthovanadat 200 mM

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Natronlauge, mind. 32 %

Merck, Darmstadt, Deutschland

Nonidet P40 (IGEPAL® CA-630)

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Pierce Western Blot signal enhancer

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

Propanol 99,8% RNA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Salzsaure 1N

Merck, Darmstadt, Deutschland

Salzsaure 32 %

Merck, Darmstadt, Deutschland

SDS Roth, Karlsruhe, Deutschland
Temed Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA
Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland
TriReagent Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Wasserstoffperoxid 30 %

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Collagenase Typ 1, 280 U/mg

Worthington Biochemical Corporation,
Lakewood, USA

Fetal Bovine Serum (FBS)

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

Penicillin/Streptomycin-Losung

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Corning Dispase 100 m|

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Phosphate Buffered Saline (PBS) buffer
GIBCO 10x, pH7,4

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

Tissue Culture Dish, 60x15 mm

Sarstedt Group, Deutschland

Tissue Culture Dish, 100x20 mm

Sarstedt Group, Deutschland

Zellsieb 70 um

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
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Tissue Culture Plate 24-Well Flat Bottom
Cell

Sarstedt Group, Deutschland

Neubauer Hamocytometer, Zahlkammer-
Tiefe: 0,2mm, Kleinstquadratgrof3e:
0,0025mm?

Marienfeld, Deutschland

Trypanblau-Farbelésung 0,4%

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

Trypsin-EDTA Solution

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Growth Hormone

Cat# 869008; Calbiochem, USA

Insulin Like Growth Factor

Product Number | 8779, Sigma-Aldrich,
USA

IGF1 Mouse ELISA Kits (ab100695)

Abcam, Cambridge, Vereinigtes
Konigreich

3.1.4 Puffer und Stammlésungen

Tabelle 4: Puffer und Stammlésungen

Transferpuffer (Towbin-Puffer) 10x

- 0,25 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

-2 M Glycin
- zum Blotten 20 % Methanol in 1x Puffer

Laufpuffer (Lammli-Puffer) 10x

- 0,25 M Tris

-2 M Glycin

- 1 % Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Sammelgel (pH 6,8)

- 4 % Acrylamid

- 0,16 M Tris hydrochloride (Tris/HCL)
-0,1% SDS

- 0,1 % Ammonium Persulfate (APS)

- 0,004 % Tetramethylethylenediamin (TEMED)

Trenngel (pH 8,8)
- 8-12 % Acrylamid
- 0,26 M Tris/HCL
-0,1% SDS

- 0,1 % APS

- 0,004 % TEMED
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TBS (Englisch fur Tris-buffered saline, TBS)-Polysorbate 20 (Tween)

- TBST-Puffer: 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 500 mM NacCl; 0,1 % Tween 20 (v/v)
- Destiliertes Wasser (Aqua dest.)

- Tween

- TBS-Puffer (Englisch fur Tris-buffered saline, TBS)

Radioimmunoprezipitationspuffer (Ripa-Puffer)

- Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 200 mM (Lagerung bei 4 °C, ca. 9 Monate in
Isopropanol)

- Leupeptin 1 pug/ul in Aqua dest.

- Aprotinin 5 pg/pl in Aqua dest.

- Pepstatin A 1,5 pg/ul in Methanol

- Natriumorthovanadat (Na3vV0O4) 200 mM in Aqua dest.

- Natriumfluorid (NaF) 200 mM in Aqua dest.

Trennpuffer (Stripping Puffer) pH 6,7
-0,05 M Tris

-2 % SDS

-0,7 % B-Mercaptoethanol
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3.1.5 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden mit der Primer Express Software (Perkin-Elmer, Foster City,
CA, USA) entwickelt und die Primer bei MWG Eurofins synthetisiert.

Tabelle 5: Die zur TagMan real-time PCR verwendeten Primer und Sonden.

Primer Orientierung | Sequenz (5°-3°)

rat* B Actin taq (Probe) 5'(FAM)-CAC TAT CGG CAA TGA GCG GTT CCG-(TAMRA)3'
forward 5'-TGA GCT GCC TGA CGG TCA G-3'
reverse 5'-TGC CAC AGG ATT CCA TAC CC-3'

rat GH taq (Probe) 5'(FAM)-TCTGCTTCTCAGAGACCATCCCAGCC-(TAMRA)3'
forward 5'-GGACAGCGCTATTCCATTCAG-3'
reverse 5'CGAAGCAATTCCATGTCAGTTCT-3'

rat GH-R taq (Probe) 5'(FAM)-AAAACGATGAGCCCGATATGGTCAACATC-(TAMRA)3'
forward 5'-GGGATGGATAATTCTGGAGTATGAA-3'
reverse 5-TCGTGCTCTTTATCCAGTCTCAGT-3'

rat IGF1 taq (Probe) 5'(FAM)-CCTTTACCAGCTCGGCCACAGCC-(TAMRA)3'
forward 5-CTACCTGGCACTCTGCTTGCT-3'
reverse 5-TGGTCCACACACGAACTGAAG-3'

rat IGF2 taq (Probe) 5'(FAM)-TGTTGGTGCTTCTCATCTCTTTGGCCTT-(TAMRA)3'
forward 5'-CCGGCTTCCAGGTACCAAT-3'
reverse 5'-GCAGCGATGCAGCACAAG-3'

rat IGF1-R taq (Probe) 5'(FAM)-ATCAGTTTCACAGTCTACTACAAGGAGGCAC-(TAMRA)3'
forward 5'-CCTGGAAGAACCGCATCATC-3'
reverse 5-CCGTCGTATTCCGTGACGTT-3'

rat Insulin-R taq (Probe) 5'(FAM)-ACCTCAGTGCCAGTGATGTCTTTCCATCTT-(TAMRA)3'
forward 5'-ACCACTGTACGCTTCTTCAAACC-3'
reverse 5'-CCCACTCATCCGGAACGTAT-3

rat taq (Probe) | s'(FAM)-CAAGGCTGCAACCTGGATGCCATC-(TAMRA)3'

Collagen1a1 | forward 5-AGAGCGGAGAGTACTGGATCGA
reverse 5'-CTGACCTGTCTCCATGTTGCA-3'

* rat Englisch fur Ratte

Tabelle 6: Die zur SYBR-Green real-time PCR verwendeten Primer.

Primer Orientierung | Sequenz (5°-3°)

rat Elastin forward GAAAACCCCCGAAGCCCT
reverse CCCCACCTTGATATCCCAGG

rat Fibrillin forward TGCTCTGAAAGGACCCAATGT
reverse CGGGACAACAGTATGCGTTATAAC
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3.1.6 Verwendete Antikdrper fur das Western Blot Verfahren

Tabelle 7: Verwendete Antikdrper fur das Western Blot Verfahren.

Primar-AK kDa Verdinnung | Sekundar AK Firma
in Verdinnung
in Milch
Akt 60kDa | 1:2000 in 1:2000 Cell Signaling,
(Protein Kinase B) BSA Danvers/Massachusetts,
USA
BActin 34 kDa | 1:2000 in Mouse 1:2000 | Cell Signaling,
Mlich Danvers/Massachusetts,
USA
Caspase 35 kDa | 1:1000 in Mouse 1:2000 | Cell Signaling,
Milch Danvers/Massachusetts,
USA
cleaved 17,19 1:1000 in Mouse 1:2000 | Cell Signaling,
Caspase KDa Milch BaSerers/Massachusetts,
Cyclin D1 36 kDa | 1:200in Mouse 1:1000 | Santa cruz
Milch Biotechnology
GAPDH 37 kDa | 1:3000 in a-Rabbit Cell Signaling,
(Glyceraldehyde 3- Milch . Danvers/Massachusetts,
phosphate 1:3000 USA
dehydrogenase)
GH-R 72kDa | 1:200 in a-Rabbit Abcam, Cambridge,
(GH-Rezeptor) BSA 1:500 United Kingdom
IGF1-R 95 kDa | 1:000in 1:2000 Cell Signaling,
(IGF1-Rezeptor) BSA Danvers/Massachusetts,
USA
Insulin-R 95kDa | 1:000in 1:2000 Cell Signaling,
(Insulin-Rezeptor) BSA Danvers/Massachusetts,
USA
STATS 90 kDa | 1:000 in 1:2000 Cell Signaling,
(Signal transducer and BSA Danvers/Massachusetts,
activator of transcription) USA
pAkt 60kDa | 1:000 in 1:2000 Cell Signaling,
(phophorylierte Protein BSA Danvers/Massachusetts,
Kinase B) USA
PCNA 36 kDa | 1:20000 Mouse 1:2000 | Dako, Glostrup
(Proliferating-Cell-Nuclear- Denmark
Antigen)
pSTATS 90kDa | 1:000 in 1:2000 Cell Signaling,
(phophoryliertes STAT5 BSA Danvers/Massachusetts,

Protein kinase B)

USA
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3.2 Invivo

3.2.1 Das Tiermodell - Induktion der intrauterinen Wachstumsrestriktion

Im vorliegenden Projekt ging es darum, die mdglichen Effekte einer intrauterinen
Wachstumsrestriktion auf die Entwicklung der Lunge zu untersuchen. Die Versuche
fanden in der Arbeitsgruppe fir fetale Programmierung und experimentelle Pneumologie
der Klinik und Poliklinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Uniklinik KéIn statt und waren
zu Beginn der vorliegenden Arbeit bereits abgeschlossen. Da eine Beschreibung des
Tierversuches flr ein besseres Verstandnis der Arbeit hilfreich ist, folgt im Kurzen eine
Schilderung des Versuchmodells: Alle tierexperimentellen Verfahren wurden nach den
Richtlinien der Bundesregierung Deutschland und den Bezirksregierungen Mittelfranken
und KolIn durchgefiihrt (Regierung von Mittelfranken, AZ: 54-2531.31-14/05 and AZ: 54-
2532.1-31/09; LANUV Nordrhein-Westfalen AZ: 2012.A316, 87-51.04.201/A372 and 84-
02.04.2015/A120). Tragende Wistar Ratten wurden in Einzelhaltungen bei einem
kinstlichen Tag/Nacht-Rhythmus von 12h/12h und bei konstanten 22 Grad Celcius
gehalten. Ein gut etabliertes Verfahren zur Induktion einer IUGR ist die Futterung der
Muttertiere mit einer proteinarmen Nahrung, einer Proteinmangeldiat (PMD) oder low-
protein diet (LP). Dazu erhielten die trachtigen Muttertiere mit Beginn der
Schwangerschaft Nahrung mit einem Proteinanteil von 8%. Eine Vergleichsgruppe erhielt
im Vergleich dazu eine Kontrolldiat mit 17% Protein (Abbildung 7). Die Nahrung stammte
von der Firma Altromin [C1000 (normal-protein-diet, 17% Protein), C1003 (low-protein-
diet, 8% Protein)] und C1320 (Standard-Diat) fur die postnatale Phase]. Die Geburt der
Ratten verlief spontan am Tag 23 der Schwangerschaft (E23). Entsprechend der
Futterung wahrend der Schwangerschaft wurden die Tiere als Co (Kontrollgruppe,
normal-protein diet) und IUGR (low-protein diet) Ratten definiert. Um eine beschleunigte
postnatale Gewichtszunahme [postnataler Tag 1 (P1) bis P23] und ein postnatales
Aufholwachstum nach IUGR zu induzieren, wurde die Wurfgrol3e auf 6 Tiere reduziert.
Wahrend der Laktation (P1-P23) erhielten beide Versuchsgruppen Standardfutter. Das
Absetzen erfolgte am P23.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Tierversuchsmodells zur Induktion einer Intrauterinen Wachstumsrestriktion
(IUGR) durch Proteinmangeldiat (PMD) in Ratten. Die trachtigen Muttertiere erhielten wahrend der Schwangerschaft Nahrung
mit einem Eiweil3anteil von 8% [C1003 (low-protein diet; LPD)] der Firma Altromin. Eine Vergleichsgruppe erhielt im Vergleich
dazu 17% Protein [C1000 (normal-protein diet; NPD)]. Die Geburt der Ratten verlief spontan am postnatalen Tag 23 (P23)
der Schwangerschaft. Wahrend der Laktation erhielten samtliche Wurfe Standardfutter (SD). Das Abstillen erfolgte am P23.

IUGR- und Kontrolltiere wurden an E21 sowie an P3 und P23 getétet; nachfolgend wurde
die Lungen entnommen. Die Nachkommen wurden unmittelbar vor der Organentnahme
gewogen und gemessen. Um die Rattenfeten an E21 zu gewinnen, wurden die
Muttertiere getotet und die Feten wurden sofort per Kaiserschnitt entnommen. Um die
postnatale Entwicklung der Lunge zu untersuchen, wurden die Nachkommen bei P3 und
P23 getotet. Fur die postnatalen Stadien wurden nur mannliche Nachkommen verwendet.
Fur die embryonale Phase wurden mannliche und weibliche Ratten verwendet. E21: n =
8-12 / Gruppe aus 2 Wirfen; P3: n = 8 / Gruppe 5-6 Wiirfe; P23: n = 14 / Gruppe 4-7
Warfe. Fir die spezielle Fragestellung dieser Arbeit wurden zusétzlich pulmonale
Fibroblasten am Tag P3 aus den Lungen mannlicher Ratten isoliert und wird im Kapitel

in vitro (Punkt 3.3) néher erlautert.

3.2.2 Lungenaufbereitung
Die Lungen wurden in toto entnommen und in flissigem Stickstoff fur die mRNA und
Proteinanalyse an E21, P3, und P23 fir die molekulare / biochemische Untersuchungen

schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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3.3 DNA Untersuchungen mittels real-time PCR

3.3.1 mRNA Isolation und real-time PCR

Im weiteren Verlauf wurde die Gesamt-RNA aus unfixiertem Lungengewebe mithilfe von
TRIzol TriReagent (Tabelle 3) isoliert. Zum Lungengewebe wurde jeweils 1 ml TRIzol
hinzugegeben. AnschlieRend wurden die Proben in einer Gewebsmuhle mit Hilfe von
Metallkugeln fur 20 Sekunden bei 30 Hz homogenisiert und fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Darauffolgend wurden die Proben jeweils mit 200 pl
Chloroform versetzt, 1550 Sekunden gemischt und danach 2-3 min bei Raumtemperatur
(RT) inkubiert. Anschliel3end erfolgte der erste Zentrifugationsschritt bei 12000 U/min und
4 °C. Hierbei lasst sich die Entstehung von drei Phasen beobachten. In der oberen,
wassrigen Phase, ist die RNA enthalten. Darunter folgt die DNA-haltige Interphase. Die
untere der drei Phasen enthéalt die Proteine. Die oberste Phase wurde abgenommen und
je in ein 2 ml Gefald mit Isopropanol Uberfihrt. Nun wurden die Proben auf Eis inkubiert
und bei 12000 U/min zentrifugiert. Hierbei bildete sich ein RNA-Pellet. Es erfolgte die
RNA-Waschung mit 1 ml 75 % Ethanol in RNAse freiem Wasser pro Ansatz. Daraufhin
wurden die Proben erneut fir 5 Minuten bei 15000 U/min und 4 °C zentrifugiert und die
Pellets wurden fir ca. 30 Minuten getrocknet. AbschlieRend wurden die Pellets mit jeweils

50 pl RNAse freiem Wasser gelost und bei -80 °C zur weiteren Nutzung aufbewabhrt.

3.3.2 Umschreibung von mRNA in doppelstrangige cDNA

Zuvor wurden die untersuchten Proben in Reinheit und Konzentration mit dem Nano
Quant infinite M200 Pro und der dazugehérigen Software gemessen und ausgewertet.
Als erster Schritt erfolgte ein DNA-Verdau unter DNAse-Verwendung, um eventuell
vorhandene genomische DNA zu entfernen. Hierzu wurden pro Ansatz 1 pl von dem 10x
DNAse | Puffers und der RQ1 RNAse-Free DNAse | zu der RNA pipettiert. Die Ansatze
wurden 15 Minuten bei RT inkubiert. Zur Inaktivierung der DNAse wurde anschlielend 1
ul EDTA Stop Solution (25 mM) zu den Proben beigefligt und fur 15 Minuten bei 65 °C
erwarmt. Jetzt wurde ein Gemisch aus 0,6 pl Randomprimer (0,5ug/ul), 0,4 pl Oligo-dT-
primer (0,5 pg/ul) und 4 pl Aqua dest. beigefigt und flr 5 Minuten bei 70 °C inkubiert. In
diesem Zuge lagert sich der Oligo-dT-Primer an die Poly-A-Sequenz und der Random-

Primer an eine unspezifische Region des mRNA Stranges an. Danach wurden die Proben
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fur 1 Minute auf Eis gestellt um eine fehlerfreie Funktion des im Anschluss hinzugefligten
Enzyms (dNTP-Gemisch) zu ermoglichen. Ein Mix von 5 yl mMLV-buffer (5-fach), 1,25
pl ANTP-Gemisch (10 mM jeweils von dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 0,5 pl Rnase-
Inhibitor (40 U/ul), 1 yl MMLV (200 U/ul) und 2.25 ul Diethyl pyrocarbonat (DEPC) Aqua
dest. wurde zu der RNA beigemischt. Nun konnte der eigentliche Umschreibprozess
wahrend einer einstiindigen Inkubation bei 37 °C erfolgen. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die Proben bei -20 °C aufbewabhrt.

3.3.3 Durchfuhrung der TagMan real-time PCR

Zur Bestimmung der relativen mRNA-Expression der Proben kam das Kit der Firma
Invitrogen zum Einsatz. Zum bereits vorgemischten PCR Super Mix der Firma Invitrogen
wurden die restlichen Bestandteile (Aqua dest., forward und reverse Primer, Sonde)
entsprechend der Anleitung des Herstellers hinzugefiigt, so dass letztendlich ein
Gesamtvolumen von 25 ul pro Ansatz vorlag. Zu 12,5 yl Platinum Supermix wurden 8,5
ul destilliertes Wasser hinzugefugt. AnschlieRend wurden 0,5 ul von der Sonde (2 umol/l,
Endkonzentration 200 nmol/l) und jeweils 0,5 yl von dem forward und reverse Primer (6
pmol/l, Endkonzentration 600 nmol/l) beigefligt. Daraufthin wurde der Mix ebenfalls auf
die Reaktionsplatte aufgeteilt und 2,5 yl cDNA hinzugegeben. Die Proben wurden fur 3
Minuten bei 1200 rpm und 20 °C zentrifugiert und in den Thermozykler eingesetzt. Die

Gesamt-RNA wurde fur die in Tabelle 6 aufgefuhrten Gene analysiert.

3.3.4 Durchfuhrung der SYBR green I real-time PCR

Zur Amplifizierung wurde mit dem SYBR® GreenER™ gPCR SuperMix der Firma
Invitrogen (Carlsbad/Kalifornien, USA) gearbeitet. Pro Reaktionsansatz wurden 12,5 pl
IQ SYBR Supermix, 5,5 yl destilliertes Wasser und jeweils 0,5 yl von dem forward und
reverse Primer zugefugt (10 pmol/l, Endkonzentration 250 nM). Zu jedem
Reaktionsansatz wurde 1 ul cDNA pipettiert, so dass es ein Endvolumen von 20 ul pro
Well vorlag. Abschliel3end wurden die Proben fur 3 Minuten bei 1200 rpm und 20 °C
zentrifugiert sowie in den Thermozykler eingesetzt. Die Oligonukleotide fur die
vorbestimmten Gene wurden mithilfe der Primer Express®Software Version 3.0 (Applied
Biosystems, Forster City/Kalifornien, USA) gestaltet. Hierbei wurde nach einheitlichen

und standardisierten Auswahlkriterien vorgegangen. Zusatzlich wurden sie mithilfe der
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Internetdatenbank des National Center for Biotechnology Information zur
Qualitatskontrolle Gberprift und abhangig von dem gegebenen Score- und E-Value-Wert
ausgewahlt. Die Gesamt-RNA wurde fiir die in Tabelle 7 aufgefiihrten Gene analysiert.
Die Menge der spezifischen mRNA in den Proben wurde in Relation zu den konstitutiv
exprimierten Genen (Kontrollgene oder housekeeping genes) Glyceraldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), Hypoxanthine-guaninephosphoribosyl- transferase
(HPRT) und B-Actin gesetzt. Die Ergebnisse der real-time RT-PCR wurden basierend auf
der delta-delta-CT Methode berechnet. Die Induktion von mRNA (fold induction of mMRNA)

im Verhaltnis zur entsprechenden Kontrollgruppe, Co, (1,0-fache Induktion) gesetzt.

3.4 Proteinnachweis mittels Western Blot

3.4.1 Proteindetektion

Zur Proteinextraktion wurde jeweils gefrorenes unfixiertes Lungengewebe verwendet und
in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3e Uberfuhrt. Im nachsten Schritt wurde 5 ml RIPAPuffer
(Tabelle 5) angesetzt. Das Gewebe wurde mit 200 pl RIPA Puffer versetzt. Der restliche
Puffer wurde fir die anschlieRende Proteinbestimmung sowie flr die Herstellung der
Verdunnungsreihe aufbewahrt. Die Proben wurden mit einem Mini-Morser zerkleinert und
anschlieend in drei wiederholenden Zyklen fir 20 Sekunden und bei 50 % der Energie
sonifiziert. Falls noch kleine Gewebestiicke sichtbar waren, wurde der Vorgang
wiederholt. Danach wurden die Proben eine Stunde auf Eis inkubiert und fur 5 Minuten
bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils in ein 0,5 ml
Reaktionsgefal uberfuhrt und bei -80 °C fiur weitere Verwendung aufbewahrt. Zur
Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nach erfolgter Isolation das BCA Protein
Assay Kit verwendet. Hierbei wurden in Doppelbestimmung Proben auf eine 96 Wells-
Platte aufgetragen und anschlieRend mithilfe des Tecan Nano Quant infinite M200 pro

berechnet.
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3.4.2 SDS Page

Im Anschlu? wurden die Proben auf einem reduzierenden 10% SDS-PAGE (sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) Gel aufgetragen und auf eine
Nitrozellulosemembran Uberfihrt. Die Proteine wurden mit Hilfe der SDS-PAGE nach
Laemmli entsprechend ihrer Grél3e aufgetrennt. Das Prinzip dieses Verfahrens ist es, auf
ein Gel aufgetragene Proteine einem Spannungsfeld auszusetzen, in welchem sie
abhangig von ihrer Grél3e und Ladung unterschiedlich weit in Richtung Pluspol wandern.
Es wurde stets mit einem Konzentrationsgradienten innerhalb des Gels gearbeitet, wobei
die unteren zwei Drittel des Gels zur optimalen Auftrennung der kleinen Proteine aus
einem 10%igen Gel und das obere Drittel fir eine gute Darstellung der gré3eren Proteine
aus einem 8%igen Gel bestanden. Zur Optimierung der Probenvolumina und der
Bandenschéarfe wurde mit einem Sammelgel gearbeitet. Aufgetragen wurden je nach Blot
20ug oder 40ug Protein der jeweiligen Proben, die mit destilliertem Wasser jeweils auf
eine Gesamtmenge von 10ul aufgefillt wurden. Zur Stabilisierung des pH-Wertes der
Proben und zur Ladung der Proteine sowie zur Markierung der Laufmittelfront wurden
den Proben aulRerdem 2,5ul 5x Probenpuffer zugesetzt. Die so vorbereiteten Proben
wurden bei 70°C fur 10 Minuten aufgekocht und kurz abzentrifugiert. Die
Gelelektrophorese lief in Lammli-Puffer bei 80V durch das Sammelgel bis die Lauffront
das Trenngel erreichte. Im Trenngel lief die Elektrophorese bei 120V bis die Lauffront das

untere Ende des Gels erreichte.

3.4.3 Blotting

Zur Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf eine Membran wurde das Gel in einer
Blotkammer auf eine 10x14 cm grofR3e Nitrozellulosemembran gelegt. Das Gel und die
Membran wurden beidseitig in jeweils zwei 10x14 cm groRe Whatman-Papern
(Filterpapier) eingebettet. Der Proteintransfer erfolgte bei 1,3mA/cm? mit ca. 300ml

Transferpuffer (4°C kalter Towbin-Puffer mit 10% Methanol) Uber zwei Stunden.

3.4.4 Proteindetektion
Nach dem Proteintransfer wurde der Blot wurde fliir 30 Minuten bei RT mit 5% Milch und
2% BSA in TBST blockiert. Die Blots wurden mit den in Tabelle 8 aufgefuhrten

Antikdrpern behandelt. Als Ladekontrollte wurden Maus-anti-Ratte-B-Actin und GAPDH
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(Tabelle 8) aufgetragen. Die Blots wurden anschlieBend mit dem jeweiligen
Primarantikdrper fur 30 Minuten bei RT und zuséatzlich tber Nacht bei 4°C inkubiert. Um
nicht gebundene Antikorper zu entfernen, wurde die Membran dreimal fir 10 Minuten mit
TBST gewaschen und dann fur eine Stunde bei RT mit dem Sekundé&rantikdrper inkubiert.
Anti-Maus-IgG, (Cell Signaling, Danvers, MA, # 7076, 1. 2000) und Anti-Kaninchen-IgG
(Cell Signaling, Danvers, MA, # 7074, 1. 2000) wurden als sekundare Antikoérper
verwendet. AnschlieBend wurde die Membran erneut dreimal 10 Minuten in TBST
gewaschen. Entwickelt wurden die Blots mit Hilfe des ECL Prime Western Blotting

Detecting Reagent mit dem Bio-Rad ImageLab Software (Bio-Rad, Munich, Germany).

3.4.5 Stripping

Um die Detektion weiterer Proteine auf derselben Membran zu ermdglichen, wurde der
Blot nach der Entwicklung erneut dreimal in TBST fur zehn Minuten gewaschen.
AnschlieRend wurde die Membran fir 30 Minuten in Stripping-Puffer in einem 56°C
warmen Wasserbad inkubiert, um die gebundenen Antikdrper von der Membran zu I6sen;
danach wie ublich dreimal 10 Minuten in TBST gewaschen und dann fir 90 bis 120
Minuten in TBST mit 5% Milch und 2% BSA bei RT blockiert. Nachfolgend wurde direkt

der neue Primarantikdrper auf den Blot gegeben und wie oben beschrieben fortgefahren.

3.5 ELISA

Fur die Bestimmung der IGF1 Konzentration im Rattenserum wurde das Serum aus
IUGR- und Kontrolltieren an P3 und P23 mittels des Kits der Firma Abcam analysiert.
Dazu wurde das Serum aufgetaut und fur zwei Stunden bei RT inkubiert. AnschlieRend
wurden die Proben bei 2000g fuir 15min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit mit einem
Verdunnungspuffer im Verhaltnis 1:100 verdinnt. Aus dem verdinnten Serumgemisch
wurde eine Verdiunnungsreihe aus sechs unterschiedlichen Konzentrationen hergestellt
Die 96 Vertiefungen der Mikrotiterplatte sind mit einem IGF1-Antikorper beschichtet.
Dazu wurde das Serum aufgetaut und flr zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben bei 2000g fir 15min zentrifugiert. Es folgte das
Pipettieren der IGF1-Standards A-E (IGF1 in Proteinpuffer [BSA]) in den Konzentrationen
von 1000 pg/ml; 500pg/ml; 250 pg/ml; 125 pg/ml; 62,5 pg/ml), der Kontrolle 1 (niedrige
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IGF1-Konzentration) und Kontrolle 2 (hohe IGF1-Konzentration), sowie des
vorbehandelten Probenmaterials in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte. Dabei wurden
je 20 pl des Materials in zwei Vertiefungen einbracht, um Doppelbestimmungen zu
erhalten. Anschlielfend wurden 100 ul Assay-puffer (Proteinpuffer [BSA]) in jede
Vertiefung gegeben und fir 90min bei 37°C inkubiert. Die Losung wurde aus den
Vertiefungen verworfen und die Platte auf FlieB3papier trocken geklopft. Es folgte die
Zugabe von 100 ul Antikdrper-Enzym-Konjugat in jede Vertiefung und eine Inkubation fur
60 min bei bei 37°C. Die Platte wurde anschlielend dreimal mit 300 pyl Waschlésung PBS
gewaschen und auf FlieRpapier trocken geklopft. Danach wurden 100 pl ABC Working
solution in jede Vertiefung gegeben und fir 30 min bei 37°C inkubiert. Die L6sung wurde
aus den Vertiefungen verworfen, die Platte auf FlieRBpapier trocken geklopft und finfmal
mit 300 uyl Waschlésung PBS gewaschen. Danach wurden 90 yl Chromogenlésung in
jede Vertiefung gegeben und fur 20-25min bei 37°C auf einem Horizontalschiittler in
Dunkelheit inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen wurde 90 pl Stoppldsung in jede
Vertiefung pipettiert. Es zeigte sich eine gelbe Farbung. Die Absorption der Lésung wurde
nach 30 min mithilfe des Tecan Nano Quant infinite M200 pro bei 450 nm gemessen und

die Konzentrationen berechnet.
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3.6 Zellkulturversuche

In den in vitro Versuchen wurde mit folgenden zwei Zellreihen gearbeitet (Abbildung 8):
(1) Mouse embryonic fibroblasts (MEF, Englisch fir embryonale Fibroblasten aus der
Maus) [Diese wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Benzing und Schermer,
Uniklinik Kéln zur Verfigung gestellit.]

(2) Primére neonatale pulmonale Fibroblasten (pnpF) aus der Ratte
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Zellkulturversuche zur Analyse pulmonaler Fibroblasten nach intrauteriner
Wachstumsrestriktion (IUGR). Dazu wurden embryonale Fibroblasten der Maus (mouse embryonic fibroblasts/MEF) sowie
primare neonatale pulmonale Fibroblasten (pnpF) aus Lungen von 3 Tage alten (P3) Ratten nach IUGR analysiert.
Entsprechend des Tierversuches wurden MEF Zellen in Hunger-Medium, mit reduziertem Fetal-Bovine-Serum (FBS), und
pnpF in FBS reichem Medium, mit physiologischen FBS-Konzentrationen, inkubiert.
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3.6.1 Nahrstoffmangel-Versorgung in vitro als Modell der Proteinmangeldiat
(IUGR) und Stimulationsversuche mit GH/IGF1

3.6.1.1 Vorbereitung

Fir den Nahrstoffmangel-Versuch wurde mit der MEF Zellreihe gearbeitet. Zu Beginn
wurde die Zellreihe hochgezichtet: Dazu wurden diese mit frischem Nahrmedium auf
Zellkulturplatten ausgeséht und bei 37°C mit 5% CO2 und 21% O:2 kultiviert. Abhangig
von der Morphologie und der Konfluenz der Zellkultur, wurde das N&hrmedium im
Abstand von 2 bis 4 Tagen gewechselt und die Zellen auf mehrere Zellkulturplatten
aufgeteilt. Als Nahrmedien kam DMEM (Tabelle 3) mit einem 10% FBS Anteil zum
Einsatz.

3.6.1.2 Passage

Je nach Proliferationsrate wurden die Zellen nach 2 bis 4 Tagen von kleinen T25 auf
grol3e T75 Zellkulturplatten umgesetzt. Dazu wurde das alte Nahrmedium abgesaugt und
der Zellboden mit 2 ml PBS (phosphate buffered saline) kurz gespult und wieder
abgesaugt. Um die Zellen von Boden der Schale zu I6sen, wurden die Zellen mit 3 ml
Trypsin fur 3 Minuten bei 37°C inkubiert. Dann wurde die Trypsinreaktion mit 6 ml
Nahrmedium gestoppt, die gelosten Zellen in 15 ml Tubes aufgenommen und fir 4
Minuten bei 800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in
frischem N&hrmedium resuspendiert und in 10 ml frischem N&hrmedium fir kleine
Zellkulturplatten und 25mL fir groRe Zellkulturplatten Gberfihrt. Fur die Uberfiihrung
Zellen auf die neuen Platten wurde eine Verdinnung von 1:6 fir kleine Zellkulturplatten

und eine Verdinnung von 1:4 fur grof3e Zellkulturplatten.

3.6.1.3 Zellzahlung
Um eine definierte Menge an Zellen auszuséhen, erfolgte im Vorfeld eine Zellzéhlung

unter dem Mikroskop in einer Zahlkammer. Dazu wurde die zu untersuchende Zellreihe
mit Trypanblau angefarbt und dazu im Verhéltnis von 1:10 mit Trypanblau verdinnt. Von
den 1:10 mit Farbelésung verdiunnten Zellen wurden wiederum 10 pl auf eine
Zahlkammer gegeben. Unter dem Mikroskop wurden die Zellen gezé&hlt und so die
Konzentration an gelosten Zellen im gesamten Medium hochgerechnet: Die Anzahl der
Zellen multipliziert mit 10"4/mL unter Miteinberechnung des Verdinnungsfaktors 1:10
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ergab die definierte Zellzahl pro mL. Um die gewtinschte Anzahl an Zellen jeweils auf die
neue Zellkulturschale tUberfihren zu kénnen, wurde die entsprechende Menge an in
Medium gel6sten Zellen aufgenommen und frischem Nahrmedium auf einer grol3en oder

kleinen Zellkulturplatte ausgeséht.

3.6.1.4 Nahrstoffmangel-Versorgung in vitro als Modell der Proteinmangeldiat

Fur den Nahrstoffmangel-Versorgungsversuch wurde die MEF Zelllinie in einer
definierten Menge von 2x1076 Zellen pro Zellplatte ausgeséaht und fur 24 Stunden im
jeweiligen Nahrmedium inkubiert (Punkt 3.3.1.1 Vorbereitung). Nachfolgend erfolgte ein
N&hrmediumwechsel und die Zellreihen wurden mit drei verschiedenen Nahrmedien
einer reduzierten FBS Konzentration inkubiert (FBS-reduziertes Medium) (Abbildung 8).
Fur die MEF Zellreihe wurden die Ansatze mit FBS-Konzentrationen von jeweils 0,5%,
2,5% und 7,5% genutzt. Die Kontrollgruppen wurden mit normal konzentriertem
Nahrmedium (FBS-reiches Medium, 10% FBS) inkubiert. Die Inkubation erfolgte fur eine
Gruppe fir 24 Stunden und fur eine weitere fur 48 Stunden. Nach 24 bzw. 48 Stunden
erfolgte die Ernte und es wurden 1500uL Uberstand des Mediums aus den Zellplatten fiir
ELISA Versuche abgenommen und bei -80°C eingefroren. Das restliche Nahrmedium
wurde abgesaugt, die Platte mit PBS abgesplilt und die Zellen von der Platte geschabt.
Die am Boden verbliebenen Zellen wurde in Eppendorf-ReaktionsgefalRe tberfihrt und
bei 14000rpm bei 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert. Das am Boden verbliebene Zellpellet
wurde abhéngig von seiner Gro3e in 60 — 200 ul RIPA Puffer resuspendiert, fir 60
Minuten auf Eis inkubiert und und bei 14000rpm bei 4°C fiur 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde auf zwei Eppendorf-ReaktionsgefaRe aufgeteilt. Bis zur weiteren
Verarbeitung wurden die Proben bei -80°C eingefroren. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration wurde nach erfolgter Isolation das BCA Protein Assay Kit
verwendet. Hierbei wurden in Doppelbestimmung Proben auf eine 96 Wells-Platte
aufgetragen und anschlielend mithilfe des Tecan Nano Quant infinite M200 pro
berechnet. Western Blots zur Proteinanalyse erfolgten wie unter Punkt 3.4
Proteinnachweis bereits beschrieben und mit den in Tabelle 8 aufgefiihrten Antikérpern
behandelt
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3.6.1.5 Zellkulturversuche zur Stimulation mit GH oder IGF1

Fur den Stimulationsversuch wurde die MEF Zelllinie in einer definierten Menge von
1x1076 Zellen pro Zellplatte fir 24 Stunden und von 0,5x1076 Zellen pro Zellplatte fiir 48
Stunden ausgeséht und fur 60 Stunden inkubiert (Punkt 3.3.1.1 Vorbereitung). Danach
wurde das FBS-reiche Medium durch ein FBS-reduziertes Medium ersetzt und fur 12
Stunden inkubiert und danach wieder mit FBS-reichem Medium versetzt. Im Anschluss
erfolgte im 12 Stunden Rhythmus die Stimulation der Zellen in unterschiedlichen
Konzentrationen mit den Hormonen GH und IGF1. Als Kontrollgruppe diente immer eine
nicht stimulierte Gruppe mit entsprechendem Vehikel. Die Inkubation erfolgte fur eine
Gruppe fur 24 Stunden (h) und fiir eine weitere fur 48 Stunden. [GH Stimulation (n=3 fur
24h, n=3 fir 48h) fur die IGF1 Stimulation (n=4 fur 24 h, n=4 fir 48 h)]. Nach 24 bzw. 48
Stunden erfolgte die Ernte. Es wurden 1500uL Uberstand des Mediums aus den
Zellplatten fur ELISA Versuche abgenommen und bei -80°C eingefroren. Das restliche
Nahrmedium wurde abgesaugt, die Platte mit PBS abgespiilt und die Zellen von der
Platte geschabt. Die am Boden verbliebenen Zellen wurde in Eppendorf-
Reaktionsgeféalie tberfihrt und bei 14000rpm bei 4°C fir 5 Minuten zentrifugiert. Das am
Boden verbliebene Zellpellet wurde in zwei Eppendorf-Reaktionsgefale Uberfiihrt und
eweils fur die Protein- und RNA-Isolation weiterbearbeitet. Fur die RNA Isolation wurde
das Pellet in Tri-Reagent geltst und sofort bei -80°C eingefroren. Im Verlauf erfolgte die
MRNA Isolation, Umschreibung von mRNA in doppelstrdngige cDNA (reverse
Transkription) und SYBR green | real-time PCR wie unter dem Punkt 3.3 DNA
Untersuchungen mittels real-time PCR bereits beschrieben. Die SYBR green | real-time
PCR erfolgte fur die in Tabelle 6 aufgefuhrten Gene. Fir die Proteinisolation wurde
abhangig von der Grol3e der Pellets, diese in 60 - 200 pl RIPA Puffer resuspendiert, fur
60 Minuten auf Eis inkubiert und und bei 14000rpm bei 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde auf zwei Eppendorf-ReaktionsgefaRe aufgeteilt. Bis zur weiteren
Verarbeitung wurden die Proben bei -80°C eingefroren. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration wurde nach erfolgter Isolation das BCA Protein Assay Kit
verwendet. Hierbei wurden in Doppelbestimmung Proben auf eine 96 Wells-Platte
aufgetragen und anschlieBend mithilfe des Tecan Nano Quant infinite M200 pro

berechnet. Western Blots zur Proteinanalyse erfolgten wie unter Punkt 3.4
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Proteinnachweis bereits beschrieben und mit den in Tabelle 8 aufgefiihrten Antikérpern
behandelt

3.6.2 Primare neonatale pulmonale Fibroblasten

3.6.2.1 Isolation primarer neonataler pulmonaler Fibroblasten

Die Isolation der pnpF erfolgte aus Wistar Ratten am postnatalen Tag 3. Die Lungen
wurden nach der Organentnahme in PBS auf Eis gekihlt und anschlieend unter der
Zellkulturbank weiterverarbeitet. Fr die Isolation der pnpF aus der Gewebemasse wurde
dem Lungengewebe Lysepuffer aus 10-fach verdinntem PBS mit 17 U/ml Collagenase
(und 2,4 U/ml Dispase) zugegeben und mit dem Skalpell zerkleinert. Das Lysat wurde
aufgenommen und drei Stunden in einem Schittelinkubator bei 37°C lysiert.
Anschliel3end wurde die Zellsuspension bei 1200 rpm fur vier Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in 3 ml DMEM-N&hrmedium mit 10% FBS und
1% P/S resuspendiert und tber ein Zellsieb auf eine Small Plate ausplattiert und bei 37°C
mit 5% CO2 und 21% O bebrutet. Am Folgetag erfolgte ein Mediumwechsel (Abbildung
8). Abhangig von der Morphologie und Konfluenz der Zellen wurde das Nahrmedium im

Abstand von 2 bis 4 Tagen gewechselt.

3.3.2.2 Passage der primaren neonatalen pulmonalen Fibroblasten
Je nach Proliferationsrate wurden die Zellen nach 2 bis 7 Tagen von kleinen auf grof3e

Zellplatten umgesetzt. Der Vorgang erfolgte wie unter Punkt 3.3.1.2 bereits beschrieben.

3.3.2.3 DNA und Proteinanalyse
Je nach Proliferationsrate wurden die Zellen nach 2 bis 4 Tagen von den kleinen
Zellkulturplatten auf grof3e Zellkulturplatten umgesetzt. Dazu wurde das alte Nahrmedium
abgesaugt und der Zellboden mit 2 ml PBS kurz gespult und wieder abgesaugt. Um die
Zellen von Boden der Schale zu l6sen, wurden die Zellen mit 3 ml Trypsin fur 3 Minuten
bei 37°C inkubiert. Dann wurde die Trypsinreaktion mit 6 ml Nahrmedium gestoppt, die
geldsten Zellen in 15 ml Tubes aufgenommen und fur 4 Minuten bei 800 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet fiir die weitere Analyse der cDNA und
Proteinanalyse weiterverwertet. Das am Boden verbliebene Zellpellet wurde in zwei
Eppendorf-Reaktionsgefalle uberfuhrt und eweils fur die Protein- und RNA-Isolation
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weiterbearbeitet. Fur die RNA Isolation wurde das Pellet in Tri-Reagent geldst und sofort
bei -80°C eingefroren. Im Verlauf erfolgte die mRNA Isolation, Umschreibung von mRNA
in doppelstrangige cDNA (reverse Transkription) und real-time PCR, wie unter Punkt 3.3
bereits beschrieben. Fir die Proteinisolation wurde abhéngig von der Grol3e der Pellets,
diese in 60 - 200 pl RIPA Puffer resuspendiert, fir 60 Minuten auf Eis inkubiert und und
bei 14000rpm bei 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf zwei
Eppendorf-Reaktionsgefal3e aufgeteilt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben
bei -80°C eingefroren oder auf Eis gestellt und am gleichen Tag zur Proteinbestimmung
benutzt. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nach erfolgter Isolation das
BCA Protein Assay Kit verwendet. Hierbei wurden in Doppelbestimmung Proben auf eine
96 Wells-Platte aufgetragen und anschlieRend mithilfe des Tecan Nano Quant infinite
M200 pro berechnet. Western Blots zur Proteinanalyse erfolgten wie unter Punkt 3.4
Proteinnachweis bereits beschrieben und mit den in Tabelle 8 aufgefiihrten Antikérpern
behandelt

3.3.3 ELISA zur Bestimmung von IGF1 im Zellkulturiberstand

Fur die Bestimmung der IGF1 Konzentration im Zellkulturiberstand wurde der zuvor
eingefrorene Zellkulturiiberstand wieder aufgetaut mittels des IGF1 Mouse ELISA Kits
der Firma abcam (ab100695) analysiert. Die Reagenzien und Proben wurden bei RT
inkubiert. Fur die Analyse von Zellkulturiberstanden eignet sich der Assay Diluent B
Puffer (Item E) des ELISA Kits. Dieser wurde vor Gebrauch mit destilliertem Wasser
verdunnt (15ml mit 60 ml destiliertem Wasser). AnschliRend wurden die Proben 1:2 mit
dem Assay Diluent B verdinnt. Es folgte das Pipettieren der IGF1-Standards A-G (IGF1
in Proteinpuffer [BSA]) in den Konzentrationen von 2000 pg/ml; 666,7 pg/ml; 222,2 pg/ml;
74,07 pg/ml; 24,69,5 pg/ml, 8,23 pg/ml und 2,74 pg/ml) sowie des vorbehandelten
Probenmaterials in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte. In jedes Well der Mikrotiterplatte
wurden 100ul der Standard oder Probe pipetiert und fir 2,5 Stunden bei RT inkubiert. Die
Losung wurde anschliefend verworfen und mit 300 pl einfach konzentrierter
Waschlésung (Item B) gewaschen. AnschlieRend wurden 100 pl Biotik Antikorper Lésung
in jedes Well pipetiert und fir 1 Stunde bei RT inkubiert. Die Losung wurde verworfen,

die Platte auf FlieBpapier trocken geklopft und vier Mal mit 300 ul einfach konzentrierter
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Waschlosung (Item B) gewaschen. AnschlieRend wurden 100 pl Streptavidin-Lésung in
jedes Well gegeben und fur 45min bei RT inkubiert. Die L6ésung wurde verworfen, die
Platte auf FlieRBpapier trocken geklopft und vier Mal mit 300 pl einfach konzentrierter
Waschlosung (Item B) gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe von 100ul TMB One-Step
Substrate Reagent (Item H), fir 30 min bei RT auf einem Horizontalschittler im Dunkeln
inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen wurde 50 ul Stopplésung (Item 1) in jede Vertiefung
gegeben. Es zeigte sich eine gelbe Farbung. Die Absorption der Lésung wurde nach 30
min mithilfe des Tecan Nano Quant infinite M200 pro bei 450 nm gemessen und die

Konzentrationen berechnet.

3.4 Daten Analyse

Die Ergebnisse der real-time RT-PCR wurden basierend auf der delta-delta-CT Methode
berechnet. Die Induktion von mRNA (fold induction of mRNA) im Verhaltnis zur
entsprechenden Kontrollgruppe, Co, (1,0-fache Induktion) gesetzt. Die quantitative
Analyse der Westernblots erfolgte mittels Densitometrie der Image Lab Software (Image
Lab Software Version 6.0, California, USA). Dabei wurde die Intensitat der zu
untersuchenden Bande zum Verhaltnis der entsprechenden Bande der Ladungskontrolle
(BActin) im jeweiligen Stadium gesetzt [Intensitat (zu untersuchendes Protein)/Intensitéat
(BActin)].Zur statistischen Berechnung der Unterschiede zwischen IUGR und
Kontrolltieren zu den verschiedenen Zeitpunkten, erfolgte ein zweiseitiger Mann-Whitney-
Test oder One-way bzw. Two-way ANOVA, gefolgt von einem Bonferroni Post-Test. Die
Auswertung erfolgte mit der Computer Software Graph Pad Prism (GraphPad Software
Version 6.0, San Diego, CA, USA). Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde dabei als signifikant
gewertet. Samtliche Ergebnisse sind als Durchschnittswerte angegeben und mit einem

Standardfehler des Mittelwertes dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1 Vorarbeiten

Im Rahmen von Vorarbeiten dieses Projektes in der Arbeitsgruppe Fetale
Programmierung/Experimentelle Pneumologie erfolgte bereits eine Phanotypisierung der
Tiere sowie eine Messung des Kdrper- sowie des Lungengewichts an E21 und an P3 und
P23. Hierbei zeigte sich, dass die maternale Gabe von low-protein diet (8% Casein;
IUGR) wahrend der Gestation zu einem signifikant niedrigeren Geburtsgewicht (IUGR)
der Nachkommen an P1 fuhrt, verglichen mit der Kontrollgruppe, deren Mitter normal-
protein diet (17% Casein, Co) erhalten haben (Abbildung 9). Zur Laktationsphase (P1-
P23) erfolgte nicht nur eine Reduktion auf 6 Tiere pro Wurf, sondern auch eine
Futterumstellung der Mutter beider Gruppen auf Standardfutter. Die Nachkommen mit
IUGR sowie deren Lungen wiesen ein deutliches Aufholwachstum auf, so dass an P23

kein signifikanter Gewichtsunterschied zwischen IUGR und Co bestand (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Phanotypisierung der Tiere nach IUGR. A: absolutes Kdrpergewicht (g) an postnatalen Tag (P) 1, P3 und
P23.B: absolutes Lungengewicht (g). C: relatives Lungengewicht bezogen auf das Korpergewicht. IUGR (weil); Co
(schwarz). Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwerts). **p<0,01; ***p<0,001. Two-way ANOVA, Mann-Whitney Test.
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4.2 in vivo Versuche

Bei Ratten findet die Alveolarisation postnatal statt. Nach einer Tragezeit von 20 bis 22
Tagen, befindet sich die Rattenlunge in der sakkuldren Phase und entspricht in der
Entwicklung der 26-28 Schwangerschaftswoche des Menschen. Im Anschluss findet bei
Ratten Uberwiegend in den ersten zwei Wochen nach Geburt die Alveolarisation der
Lunge statt (72). Deshalb liegt ein besonderer Fokus der Arbeit auf P3 und P23 der
Tierversuche, da diese den Ubergang der sakkularen Phase in die friihe und spéte
alveolare Phase reprasentieren. Der intrauterine Tag 21 (E21) vervollstandigt mit der
sakkularen Phase die gesamte Zeitspanne der Sakkularisation bis zur Alveolarisation der
Lunge in der Ratte. Um den Einfluss einer IUGR auf das Expressionsmuster des
intrinsischen GH/IGF-Systems der Lunge zu untersuchen, erfolgte die Analyse an E21,
P3 und P23 anhand von verschiedenen Untersuchungsmethoden. Wie im Methodenteil
zuvor beschrieben wurde mRNA sowie Protein aus den Lungen isoliert, um nachfolgend
mittels real-time RT-PCR oder Western Blot das Expressionsprofil und die intrazelluléare
Aktivitat des GH/IGF1-Systems sowie Zelluberlen anhand von Proliferations- und

Apoptosemarkern zu untersuchen.

4.2.1 Expressionanalyse des GH-Systems

Die Genxpressionsanalyse des Wachstumshormons GH zeigte im embryonalen Stadium
(E21) eine fast 10-fach gesteigerte Expression in Lungen nach IUGR verglichen mit der
Kontrollgruppe auf. An P3 und P23 fanden sich keine Unterschiede in der GH-mRNA
Expression zwischen beiden Gruppen (Abbildung 10A). Die Expression des GH
Rezeptors (GH-R) hingegen zeigte weder pra- noch postnatal signifikante Unterschiede
in den Lungen nach IUGR. (Abbildung 10B). Die densitometrische Analyse der Western
Blots zum GH-R, zeigte keine signifikante Erniedrigung der Proteinmenge an E21 und
P3. Im spateren postnatalen Verlauf (P23) kam es zu einem signifikanten Anstieg des
GH-R in der Lunge nach IUGR (Abbildung 10C, D). Um die intrazellulare Aktivitat des
GH-R zu untersuchen, wurde aktiviertes Stat5 (phosphoryliertes Stat5, pStat5) in den

Lungen nach IUGR und Kontrolllungen mittels Western Blot analysiert.
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Die Aktivierung von Stat5 (pStat5) war in der intrauterinen Phase (E21) signifikant

vermindert nach IUGR verglichen mit Kontrollen; wohingegen an P23 pStat5 in Lungen

nach IUGR im Vergleich zu Kontrolllungen unverandert war, was auf ein catch-up der

Signalkaskade postnatal hindeutet (Abbildung 11).
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Abbildung 10: mRNA Expressionprofil der Wachstumsfaktoren Growth Hormone (GH) sowie des Rezeptors GH-Rezeptor
(GH-R) in der Lunge nach IUGR. A: GH mRNA Expressionprofil. B: GH-R mRNA Expressionprofil. Proteinexpressionprofil
des Rezeptors fur GH (GH-R) in der Lunge nach IUGR. C: reprasentativer Western Blot fir den embryonalen Tag 21 (E21),
postnatalen Tag 3 (P3) und 23 (P23). D: Densitometrische Auswertung der Expression von GH-R anhand der Western Blots.
Die Intensitat der GH-R-Bande bzw. wurde in Verhéltnis gesetzt zur entsprechenden Bande der Ladungskontrolle BActin im
jeweiligen Stadium [Intensitat (Rezeptor)/Intensitat (BActin)]. n= 6 Tiere pro Stadium und Gruppe; IUGR (weiR}); Co (schwarz).
Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwerts). *p<0,05, **p<0,01 Mann-Whitney Test.
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Abbildung 11: Proteinexpressionprofil fur Stat5 und aktiviertes Stat5 (Phosphorylierung; p) (Signalkaskade des GH-
Systems) in der Lunge nach IUGR. A: reprasentativer Western Blot fir Stat5 und pStat5 fiir den embryonalenTag 21 (E21),
Tag 3 (P3) und 23 (P23). B und C: Densitometrische Auswertung der Expression von Stat5 und pStat5 anhand der Western
Blots. Die Intensitéat der Stat5-Bande bzw. der pStat5 wurde in Verhaltnis gesetzt zur entsprechenden Bande der
Ladungskontrolle BActin im jeweiligen Stadium [Intensitat (pStat5)/Intensitéat (BActin)] (B). Die Intensitét der phosphorylierten
Stat5- (pStat5) Bande wurde in Bezug zur entsprechenden von Stat5 im jeweiligen Stadium gesetzt [Intensitat
(pStat5)/Intensitat (Stat5)] (C). n= 6 Tiere pro Stadium und Gruppe; IUGR (wei3); Co (schwarz). **p<0,01. Mann-Whitney
Test.



4.2.2 Analyse des IGF1-Systems

Der Wachstumsfaktor IGF1, der in der postnatalen Phase von grol3er Bedeutung ist, war
in seiner mRNA Expression in Lungen mit IUGR verglichen mit Kontrollen an E21
signifikant erniedrigt. In der postnatalen Phase (P3, P23) fanden sich keine
Genxpressionunterschiede zwischen beiden Gruppen (Abbildung 12A). Die Expression
des Wachstumsfaktors IGF2, dem insbesondere in der pranatalen Lungenentwicklung
eine entscheidende Rolle zukommt, war signifikant an E21 in Lungen nach IUGR erhéht,
wohingegen nach der Geburt an P3 und P23 keine Unterschiede zwischen IUGR und Co
bestanden (Abbildung 12B). Da die Arbeit sich auf die postnatale Lungenentwicklung
fokussiert, erfolgten keine weiteren Analysen zu IGF2 und seinem Rezeptor (IGF2-R),
sondern vielmehr zum IGF1-R. Die mRNA Analyse des IGF1l-R zeigte keinen
signifikanten Unterschide in der Expression nach IUGR. In den Western Blot Analysen
verzeichnete der IGF1-R hingegen einen signifikanten Anstieg an E21 nach IUGR. An
P23 ist dieser Anstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe weiterhin als Tendenz zu
beobachten, ein signifikanter Unterschied bleibt jedoch aus (Abbildung 12C, E, F).

Da Insulin nicht nur den Glukosemetabolismus reguliert, sondern ebenso wie IGF1, IGF2
und GH ein Wachstumsfaktor ist, haben wir zusatzlich zur weiteren Differenzierung der
Wirkung des IGF/GH- Systems neben der Expression des IGF1-R, auch die des
Insulinrezeptors (Insulin-R) untersucht (73). Die Analyse des Insulin-R ist aul3erdem von
Bedeutung, da es IGF2 binden kann (74). Dieser zeigt eine verminderte mRNA-
Expression in der intrauterinen Phase (E21) nach IUGR und ist in der postnatalen Phase
(P3 und P23) wiederum unverandert. (Abbildung 12D).

Um die intrazellulare Insulin/IGF1-Signalkaskade zu untersuchen wurde phosphoryliertes
(aktives) Akt (pAkt) mittels Western Blot analysiert. Die Ergebnisse zeigen an E21
entsprechend der verminderten Expression des Liganden IGF1 und des Insulinrezeptors
eine erniedrigte Aktivitdt der Akt Signalkaskade (p<0.05). In der postnatalen Phase an
P23 ist die Phosphorylierung jedoch signifikant erhoht (Abbildung 13A, B).
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Abbildung 12: mRNA Expressionprofil der Wachstumsfaktoren Insulin-Like Growth Factor 1 (IGF1), Insulin-Like Growth
Factor 2 (IGF2) sowie des IGF1-Rezeptor (IGF1-R) sowie des Rezeptors fir Insulin (Insulin-R) in der Lunge nach IUGR. A:
IGF1 mRNA Expressionprofil, B: IGF2 mRNA Expressionprofil, C: IGF1-R mRNA Expressionprofil, D: Insulin-R mRNA
Expressionprofil. Proteinexpressionprofil des Rezeptors fiir Insulin-Like Growth Factor 1 (IGF1) in der Lunge nach IUGR. E:
reprasentativer Western Blot fir den embryonalen Tag 21 (E21), postnatalen Tag 3 (P3) und 23 (P23). F: Densitometrische
Auswertung der Expression von IGF1-R anhand der Western Blots. Die Intensitat der IGF1-R-Bande bzw. wurde in Verhéltnis
gesetzt zur entsprechenden Bande der Ladungskontrolle BActin im jeweiligen Stadium [Intensitét (Rezeptor)/Intensitat
(BActin)]. n= 6 Tiere pro Stadium und Gruppe; IUGR (weil3); Co (schwarz). Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwerts). ?
*p<0,05, **p<0,01 Mann-Whitney Test.
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Abbildung 13: Proteinexpressionprofil fur Akt und aktiviertes Akt (Phosphorylierung; p) (Signalkaskade des IGF-Systems) in
der Lunge nach IUGR. A: reprasentativer Western Blot fiir Akt und pAkt fiir den embryonalenTag 21 (E21), postnatalen Tag
3 (P3) und 23 (P23). B und C: Densitometrische Auswertung des phosphoryliertem Akt (pAkt) bezogen auf BActin (B) oder
totales Akt (C) anhand der Western Blots. Die Intensitat der pAkt Bande wurde in Verhaltnis gesetzt zur entsprechenden
Bande der Ladungskontrolle BActin im jeweiligen Stadium [Intensitat (pAkt)/Intensitat (BActin)] (B). Die Intensitat der
phosphorylierten Akt- (pAkt) Bande wurde in Bezug zur entsprechenden von Akt im jeweiligen Stadium gesetzt [Intensitat
(pAkt)/Intensitat (Akt)] (C). n= 6 Tiere pro Stadium und Gruppe; IUGR (weil3); Co (schwarz). Mittelwert + SEM (Standardfehler
des Mittelwerts). *p<0,05. Mann-Whitney Test.

Um einen systemischen Effekt als Ursache der veradnderten GH/IGF-Signalskaskade
auszuschliel3en, erfolgte die Messung der Serum IGF1 Konzentration am P3 und P23.
Das Serum wurde im Vorfeld aus denselben Tieren wie fir die Proben der Protein und
DNA Analyse isoliert. Die Messung erfolgte mittels eines ELISA Verfahrens. Dabei
zeigten sich weder an P3 oder P23 signifikante Unterschiede in den Konzentrationen von

IGF1 nach IUGR und der Kontrollgruppe (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Serumkonzentration von Insulin-Like Growth Factor 1 (IGF1) in der Lunge nach Intrauteriner
Wachstumsrestriktion (IUGR). A: Auswertung der Serumkonzentration von IGF1 anhand eines Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) Verfahrens. n=6-7 Tiere pro Stadium und Gruppe, postnataler Tag 3 (P3), P23. IUGR (weiR);
Co (schwarz). Mann-Whitney Test.

4.2.3 Analyse von Proliferation, Apoptose und der Extrazellularen Matrix

Die vorherigen Studien der Arbeitsgruppe konnten bereits ein gestértes Lungewachstum
und eine veranderte Zusammensetzung der ECM nach IUGR zeigen (41). Zudem ist das
GH/IGF-Sytem wichtig fir die Differenzierung und Proliferation von Zellen
(32,33,39,40,41). Daher erfolgten naheren Analysen fiir Marker der Proliferation,

Apoptose und ECM Zusammensetzung.

Gespaltete (cleaved; aktivierte) Caspase3 dient als Indikator fiir Apoptose. Daher wurde
mittels Western Blot die ungespaltete (Caspase3) sowie die aktive (cleaved Caspase3)
untersucht. Die Analyse des Western Blots zeigt eine erhthte Aktivitat der totalen
Caspase im intrauterinen Stadium (E21) nach IUGR, mit signifikantem Unterschied in
Relation zur aktiven Form (cleaved Caspase). Im weiteren postnatalen Verlauf kommt es

zu keinen signifikanten Unterschieden (Abbildung 15 A-C).
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Abbildung 15: Proteinexpressionprofil fliir Caspase3 und aktivierte (cleaved) Caspase3 in der Lunge nach IUGR. A:
reprasentativer Western Blot fir den embryonalenTag 21 (E21), postnatalen Tag 3 (P3), P23. B und C: Densitometrische
Auswertung der Expression von Caspase3 und aktivierter (cleaved) Caspase3 anhand der Western Blots. Die Intensitét der
cleaved Caspase3 Bande wurde in Bezug zur entsprechenden von BActin im jeweiligen Stadium gesetzt gesetzt [Intensitat
(cleaved Caspase)/Intensitat (BActin)] (B). Die Intensitat der cleaved Caspase Bande wurde in Bezug zur entsprechenden
von Caspase3 im jeweiligen Stadium gesetzt [Intensitat (cleaved Caspase)/Intensitat (Caspase3)] (C). n= 4-5 Tiere pro
Stadium und Gruppe; IUGR (weil3); Co (schwarz). Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwerts). *p<0,05. Mann-Whitney
Test.

Als Marker fur Zellproliferation dienten Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) und
Cyclin D1. Die Analyse beider Marker zeigte eine deutlich erhéhte Proteinexpression im
intrauterinen Stadium (E21) nach IUGR im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 16A,
B, 17A, B).
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An P3 hingegen ist PCNA in Lungen nach IUGR im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht
signifikant verandert, nimmt jedoch an P23 im Vergleich zur Kontrollgruppe wieder
signifikant zu (Abbildung 17A, B). Im Gegensatz zu PCNA ist die Proteinmenge von
Cyclin D1 auch an P3 und P23 in Lungen von Tieren nach IUGR verglichen mit
Kontrolltieren signifikant erhdht (p<0.05) (Abbildung 16A, B).
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Abbildung 16: Proteinexpressionprofil fur Cyclin D1 in der Lunge nach IUGR. A: reprasentativer Western Blot fur den
embryonalenTag 21 (E21), postnatalen Tag 3 (P3), P23. B: Densitometrische Auswertung der Expression von Cyclin D1
anhand der Western Blots. Die Intensitat der Cyclin D1 Bande wurde in Bezug zur entsprechenden von BActin im jeweiligen
Stadium gesetzt gesetzt [Intensitat (Cyclin D1)/Intensitat (BActin)]. n= 4-5 Tiere pro Stadium und Gruppe Embryonaler Tag
21 (E21), postnataler Tag 3 (P3), P23. IUGR (weil); Co (schwarz). Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwerts).
*p<0,05. Mann-Whitney Test.
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Abbildung 17: Proteinexpressionprofil fur Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in der Lunge nach IUGR. A:
représentativer Western Blot fur den embryonalenTag 21 (E21), postnatalen Tag 3 (P3), P23. B: Densitometrische
Auswertung der Expression von PCNA anhand der Western Blots. Die Intensitat der phosphorylierten PCNA Bande wurde
in Bezug zur entsprechenden von BActin im jeweiligen Stadium gesetzt gesetzt [Intensitéat (PCNA)/Intensitat (BActin)]. n= 6
Tiere pro Stadium und Gruppe; IUGR (weil3); Co (schwarz). Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwerts). *p<0,05
**p<0,01. Mann-Whitney Test.

Um zu untersuchen, ob die Dysregulation des intrinsischen GH/IGF-Systems nach [UGR
mit einer verdnderten Regulation der ECM assoziiert ist, wurde die Genexpression von
fur die pulmonale ECM wichtigen Komponenten durchgefiihrt: Elastin, Collagen 1a1 und
Fibrilin 1A. Der Genexpressionsanstieg von Elastin und Collagen 1a1 an P23 (spate
alveolaren Phase) bezogen auf E21 war in Lungen nach IUGR verglichen mit
Kontrollungen signifikant héher, was auf ein catch-up der Expression postnatal nach
IUGR hindeutet (Abbildung 18A, B). Elastin und Collagen 1a1 weisen somit einen
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dynamischen Anstieg nach IUGR im Verlauf der alveolaren Phase auf und kénnten einen
wesentlichen Zusammenhang zu IUGR assoziierten Erkrankungen darstellen. Die
Expression von Fibrilin 1A hingegen zeigte dabei keine wesentlichen Unterschiede nach
IUGR im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (Abbildung 18C).
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Abbildung 18: mRNA Expressionprofil fur Komponenten der Extrazelularmatrix (ECM) der Lunge nach IUGR: Elastin,
Collagenlal, Fibrilin 1A: Elastin mRNA Expressionprofil, B: Collagenlal mRNA Expressionprofil, C: Fibrilin 1mRNA
Expressionprofil. Embryonaler Tag 21 (E21), postnataler Tag 3 (P3), P21. IUGR (wei3); Co (schwarz). Mittelwert + SEM
(Standardfehler des Mittelwerts). *p<0,05, **p<0,01. Two way Anova Test, mit nachfolgendem Bonferroni post Test.
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4.3 Zellkulturversuche

Die in vitro Versuche hatten zwei wesentliche Ziele: a) Untersuchung des Einflusses
eines Nahrstoffmanges als Modell fir IUGR auf die Fibroblasten der Lunge; und b)
Charakterisierung der funktionellen Rolle von GH/IGF1 auf die Zellhomeostase von
pulmonalen Fibroblasten. Dazu wurden embryonale Fibroblasten der Maus (mouse
embryonic fibroblasts/MEF) sowie primare neonatale pulmonale Fibroblasten (pnpF)

eingesetzt.

4.3.1 Nahrstoffmangel-Versorgung in vitro als Modell der Proteinmangeldiat

Ziel dieses in vitro Modells war es den Einfluss einer Proteinmangeldiat (IJUGR) im
intrauterinen Zustand der Lunge auf das GH/IGF-System der pulmonalen Fibroblasten
gezielt zu untersuchen. Dazu wurde eine IUGR in ein in vitro Modell translatiert und
embryonale Fibroblasten der Maus (MEF) in einem Nahrstoff-reduzierten Medium
inkubiert. Durch eine schrittweise Reduzierung der fur das Zellwachstum essentiellen
Komponente, fetales Kalberserum (FBS), konnten Dosis abhéngige Verédnderungen
registiert werden. Durch die Isolierung der Proteine aus den Zellen nach 24 und 48
Stunden zusammen mit einer Abnahme von Mediumuberstand wurden zusétzlich auch
Zeit abhangige Unterschiede beobachtet. Aus den Proben wurden Protein isoliert, die
Konzentrationen gemessen und Western Blots zum Nachweis der Rezeptoren (GH-R und
IGF1-R), fir die Schliusselproteine der intrazellularen GH-Signalkaskade (pStat5 und
totales Stat5) sowie fur Proliferations (PCNA)- und Apoptosemarker (cleaved Caspase3
und Caspase3) durchgefiihrt. Die Reproduzierbarkeit des Modells wurde durch ein
funfmaliges Wiederholen der Versuche gezeigt.

Die Analyse mittels Western Blots zeigte, dass eine stufenweise reduzierte FBS-
Konzentration (10%, 7,5%, 2,5% und 0.5%) fir 24 Stunden (Abbildung 19A) und 48
Stunden (Abbildung 19B) mit einer Abnahme der GH-R Proteinmenge einherging. Die
Reduktion des GH-R infolge abnehmender FBS-Konzentrationen war begleitet von einer
verminderten intrazellularen Aktivierung der Stat5 (pStat5) nach 24 Stunden (Abbildung
20A) und 48 Stunden (Abbildung 20B).
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Bei einer 0,5 prozentigen FBS Konzentration kam es sogar sowohl nach 24 als auch nach

48 Stunden zu einem signifikanten Abfall der GH-R und pStat5 Aktivitat im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abbildung 19A, B, 20A, B).
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Abbildung 19: Proteinexpressionprofil des Rezeptors fir GH (GH-R) in mouse embryonic fibroblasts (MEF) nach FBS-
Restriktion. A, B: reprasentativer Western Blot fir GH-R nach FBS-Restriktion nach 24h (A) und 48h (B). C, D:
Densitometrische Auswertung der Expression von GH-R nach 24h (C) und 48h (D) anhand der Western Blots. Die Intensitat
der GH-R-Bande wurde in Verhéltnis gesetzt zur entsprechenden Bande der Ladungskontrolle BActin im jeweiligen Stadium
[Intensitat (Rezeptor)/Intensitat (BActin)]. n= 5 Versuchesrunden pro Konzentration und Gruppe; FBS-Restriktion (weil3); Co
(schwarz). Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwerts). *p<0,05. One-way ANOVA Test, mit nachfolgendem Dunn's

post Test.
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Abbildung 20: Proteinexpressionprofil fir Stat 5 und aktiviertes Stat5 (Phosphorylierung; p) (Signalkaskade des GH-
Systems) in mouse embryonic fibroblasts (MEF) nach FBS-Restriktion. A, B: reprasentativer Western Blot fir pStat5 nach
FBS-Restriktion nach 24h (A) und 48h (B). C, D: Densitometrische Auswertung der Expression von pStat5 nach 24h (C) und
48h (D) anhand der Western Blots. Die Intensitat der phosphorylierten Stat5- (pStat5) Bande wurde in Bezug zur
entsprechenden Bande der Ladungskontrolle BActin im jeweiligen Stadium [Intensitat (pStat5)/Intensitat (BActin)] bzw. zur
entsprechenden von Stat5 im jeweiligen Stadium gesetzt gesetzt [Intensitat (pStat5)/Intensitat (Stat5)]. n=5; FBS-Restriktion
(weil3); Co (schwarz). Mittelwert £+ SEM (Standardfehler des Mittelwerts). *p<0,05, **p<0,005. One-way ANOVA Test, mit
nachfolaendem Dunn's post Test.
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Die Analyse des IGF1 Rezeptors (IGF1-R) zeigte hingegen eine Zunahme der

Proteinexpression mit abnehmender FBS-Konzentration, vor allem bei einer 0,5

prozentigen FBS Konzentration nach 24 und 48 Stunden war die Reduktion der IGF1-R

Proteimenge signifikant. (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Proteinexpressionsprofil des Rezeptors fiir IGF1 (IGF-1R) in mouse embryonic fibroblasts (MEF) nach IUGR.
A, B: reprasentativer Western Blot fur IGF1-R nach FBS-Restriktion nach 24h (A) und 48h (B). C, D: Densitometrische
Auswertung der Expression von IGF1-R nach 24h (C) und 48h (D) anhand der Western Blots. Die Intensitat der IGF1-R
Bande wurde in Verhaltnis gesetzt zur entsprechenden Bande der Ladungskontrolle BActin im jeweiligen Stadium [Intensitat
(Rezeptor)/Intensitat (BActin)]. n=5 Versuchesrunden pro Konzentration und Gruppe; IUGR (weil3); Co (schwarz). Mittelwert
+ SEM (Standardfehler des Mittelwerts). *p<0,05. One-way ANOVA Test, mit nachfolgendem Dunn's post Test.
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Die Analyse des Proliferationsmarkers PCNA ergab keine signifikanten Veradnderungen
(Abbildung 22A, B). Der Apoptosemarker Caspase3 zeigte in seiner aktiven Form
(cleaved Caspase3l) ebenfalls keine signifikaten dynamischen Veranderungen infolge
einer und FBS Konzentrationsminderung. (Abbildung 23A, B).
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Abbildung 22: Proteinexpressionprofil fir totales Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in mouse embryonic fibroblasts
(MEF) nach IUGR. A, B: reprasentativer Western Blot fir PCNA nach FBS-Restriktion nach 24h (A) und 48h (B). C, D:
Densitometrische Auswertung der Expression von PCNA nach 24h (A) und 48h (B) anhand der Western Blots. Die Intensitéat
der IGF-1R-Bande wurde in Verhaltnis gesetzt zur entsprechenden Bande der Ladungskontrolle BActin im jeweiligen Stadium
[Intensitat (Rezeptor)/Intensitat (BActin)]. n= 5 Versuchesrunden pro Konzentration und Gruppe; IUGR (weil3); Co (schwarz).
Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwerts). One-way ANOVA Test, mit nachfolgendem Dunn's post Test.
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Abbildung 23: Proteinexpressionprofil fir Caspase3 und aktivierte (cleaved) Caspase3 in mouse embryonic fibroblasts
(MEF) nach FBS-Reduktion. A, B: reprasentativer Western Blot Caspase3 und aktivierte (cleaved) Caspase3 nach FBS-
Reduktion nach 24h (A) und 48h (B). C, D: Densitometrische Auswertung der Expression von cleaved Caspase 3 nach 24h
(C) und 48h (D) anhand der Western Blots. Die Intensitét der cleaved Caspase3 Bande wurde in Bezug zur entsprechenden
von BActin im jeweiligen Stadium gesetzt gesetzt [Intensitat (cleaved Caspase)/Intensitat (BActin)] bzw. zur entsprechenden
von Caspase3 im jeweiligen Stadium gesetzt [Intensitét (cleaved Caspase)/Intensitéat (Caspase3)] n= 5 Versuchesrunden
pro Konzentration und Gruppe; IUGR (wei); Co (schwarz). Mittelwert £+ SEM (Standardfehler des Mittelwerts). One-way
ANOVA Test, mit nachfolgendem Dunn's post Test.
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4.3.2 Zellkulturversuche zur Stimulation mit GH und IGF1

Ziel dieses in vitro Modells war die funktionelle Charakterisierung der Rolle des GH/IGF-
Systems in der Regulation von Proliferation und Apoptose. Dazu wurden Zellen der MEF-
Linie mit unterschiedlich hohen Konzentrationen an GH und IGF1 in FBS (10%)-reichem
Zellmedium inkubiert. Vor der Stimulation wurden die Zellen wie unter 4.3.1 beschrieben
FBS-reduziertem Medium exponiert. Um ebenfalls Zeit abhangige Veradnderungen zu
Uberprifen, erfolgte die Stimulation in einem 12 Stundenrhythmus fir insgesamt 24 als
auch 48 Stunden. Nach Abnahme der Zellkulturiberstande, Zellernte und anschliel3ender
Proteinisolierung, wurden Proteine bzw. deren Phosphorylierung flr Apoptose [cleaved
Caspase3 (aktiv) und Caspase3] und Proliferation (PCNA) untersucht.

Weder nach 24 noch nach 48 Stunden zeigten sich nach Stimulation mit IGF1 als auch
mit GH signifikante Unterschiede verglichen zum Vehikel (Abbildung 24A,C; 25A,C).
Hohere IGF1-Konzentrationen fur 48 Stunden fuhrten zu einem signifikanten Anstieg der
Apoptose (cleaved Caspase3); die Zellproliferation (PCNA) war jedoch nicht signifikant
verandert (Abbildung 24B,D). Die Stimulation mit GH fuhrte nach 48 Stunden zu keiner
signifikanten Veranderung der Apoptose und Proliferation (Abbildung 25B,D).
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Abbildung 24: Proteinexpressionprofil der Marker fir Apoptose (Caspase und aktivierte Caspase) und Zellproliferation
(PCNA) in mouse embryonic fibroblasts (MEF) nach FBS-Reduktion und Stimulation mit IGF1 nach 24h und 48h und Vehikel
Stimulierung der Kontrolle (Co). A, B: reprasentativer Western Blot fiir cleaved Caspase und PCNA nach FBS-Reduktion und
Stimulation mit IGF1 nach 24h (A) und 48h (B). C, D: Densitometrische Auswertung der Expression der aktivierten Caspase
(cleaved Caspase) und PCNA nach 24h (C) und 48h (D) anhand der Western Blots. Die Intensitat der aktivierten Caspase
(cleaved Caspase) Bande wurde auf die entsprechende Bande von Caspase im jeweiligen Zeitpunkt gesetzt [Intensitéat
(clCaspase)/Intensitat (Caspase)]. Die Intensitdt der PCNA-Bande wurde in Bezug zur entsprechenden Bande der
Ladungskontrolle BActin im jeweiligen Zeitpunkt gesetzt [Intensitdt (PCNA)/Intensitat (BActin)]. n= 5 Versuchsrunden pro
Konzentration und Gruppe; Stimulationsgruppe mit IGF1 (weil3); Co (schwarz). Mittelwert + SEM (Standardfehler des
Mittelwerts). One-way ANOVA Test, mit nachfolgendem Dunn's post Test.
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Abbildung 25: Proteinexpressionprofil der Marker fur Apoptose (Caspase und aktivierte Caspase) und Zellproliferation
(PCNA) in mouse embryonic fibroblasts (MEF) nach FBS-Reduktion und Stimulation mit GH nach 24h und 48h und Vehikel
Stimulierung der Kontrolle (Co). A, B: repréasentativer Western Blot fir cleaved Caspase und PCNA nach FBS-Reduktion und
Stimulation mit GH nach 24h (A) und 48h (B). C, D: Densitometrische Auswertung der Expression der aktivierten Caspase
(cleaved Caspase) und PCNA nach 24h (C) und 48h (D) anhand der Western Blots. Die Intensitét der aktivierten Caspase
(cleaved Caspase) Bande wurde auf die entsprechende Bande von Caspase im jeweiligen Zeitpunkt gesetzt [Intensitat
(clCaspase)/Intensitat (Caspase)]. Die Intensitdt der PCNA-Bande wurde in Bezug zur entsprechenden Bande der
Ladungskontrolle BActin im jeweiligen Zeitpunkt gesetzt [Intensitat (PCNA)/Intensitat (BActin)]. n= 5 Versuchsrunden pro
Konzentration und Gruppe; Stimulationsgruppe mit GH (weil3); Co (schwarz). Mittelwert + SEM (Standardfehler des
Mittelwerts). One-way ANOVA Test, mit nachfolgendem Dunn's post Test.
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4.3.3 Primare neonatale pulmonale Fibroblasten

Um den postnatalen Einfluss einer IUGR auf pnpF zu untersuchen, erfolgte die Isolation
und Analyse pnpF an P3 nach IUGR und Kontrolle. Aus den Proben wurden Proteine
isoliert, die Konzentrationen gemessen und Western Blots fur die Rezeptoren (GH-R und
IGF1-R), fur die intrazellulare GH-Signalkaskade (pStats und totales Stat5) und
Proliferationsmarker (PCNA und Cyclin D1) durchgefihrt. Die Analyse der Rezeptoren
fur GH (GH-R) und IGF1 (IGF1-R) zeigte keine signifikant erniedrigte Expression des GH-
R nach IUGR im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 26; 27). Die Untersuchung von
phosphoryliertem Stat5 (aktives Stat5, pStat5) als intrazellulare Signalkaskade fur GH
zeigte hingegen eine signifikante Zunahme von pStat5 bezogen auf totales Stat5 in den
pnpF nach IUGR verglichen mit der Kontrollgruppe (Abbildung 28A, B).
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Abbildung 26: Proteinexpressionprofil des Rezeptors fir GH (GH-R) in priméren neonatalen pulmonalen Fibroblasten nach
IUGR. A: reprasentativer Western Blot fir GH-R fir den postnatalen Tag 3 (P3). B: Densitometrische Auswertung der
Expression von GH-R anhand der Western Blots. Die Intensitdt der GH-R-Bande bzw. wurde in Verhéltnis gesetzt zur
entsprechenden Bande der Ladungskontrolle GAPDH im jeweiligen Stadium [Intensitéat (Rezeptor)/Intensitat (GAPDH)]. n=5
Tiere pro Stadium und Gruppe; IUGR (weil3); Co (schwarz). Mann-Whitney Test.
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Abbildung 27: Proteinexpressionprofil des Rezeptors Insulin Like Growth Factor 1-Rezeptor (IGF1-R) in priméren
neonatalen pulmonalen Fibroblasten nach IUGR. A: reprasentativer Western Blot fiir IGF1-R fir den postnatalen Tag 3 (P3).
A: Densitometrische Auswertung der Expression von IGF1-R anhand der Western Blots. Die Intensitat der IGF1-R-Bande
bzw. wurde in Verhdltnis gesetzt zur entsprechenden Bande der Ladungskontrolle GAPDH im jeweiligen Stadium [Intensité&t
(Rezeptor)/Intensitat (GAPDH)]. n= 5 Tiere pro Stadium und Gruppe; IUGR (wei); Co (schwarz). Mittelwert + SEM
(Standardfehler des Mittelwerts).
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Abbildung 28: Proteinexpressionprofil fir Stat5 und aktiviertes Stat5 (Phosphorylierung; p) (Signalkaskade des GH-
Systems) in priméren neonatalen pulmonalen Fibroblasten nach IUGR. A: reprasentativer Western Blot fiir Stat5 und pStat5
fur den postnatalen Tag 3 (P3). B, C: Densitometrische Auswertung der Expression von Stat5 und pStat5 anhand der Western
Blots. Die Intensitét der Stat5-Bande bzw. der pStat5 wurde in Verhaltnis gesetzt zur entsprechenden Bande der
Ladungskontrolle GAPDH im jeweiligen Stadium [Intensitét (Stat5 bzw. pStat5)/Intensitat (GAPDH)] (B). Die Intensitét der
phosphorylierten Stat5- (pStat5) Bande wurde in Bezug zur entsprechenden von Stat5 im jeweiligen Stadium gesetzt
[Intensitat (pStat5)/Intensitat (Stat5)] (C). n= 4-5 Tiere pro Stadium und Gruppe; IUGR (wei); Co (schwarz). Mittelwert +
SEM (Standardfehler des Mittelwerts). *p<0,05. Mann-Whitney Test.

70



Um zu untersuchen, ob die gesteigerte pStat5 Aktivitdt in den primaren neonatalen

pumonalen Fibroblasten mit Anderungen in der Proliferation assoziiert sind, wurde PCNA

als Marker fur Proliferation und CyclinD1 als Regulator des Zellzyklus™ mittels Western

Blot untersucht: Hier zeigten beide Marker eine signifikant erh6hte Proteinexpression

verglichen mit den Fibroblasten von Kontrolllungen (Abbildung 29A, B; 30A, B).
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Abbildung 29: Proteinexpressionprofil flir PCNA in primaren neonatalen pulmonalen Fibroblasten nach IUGR. A:
reprasentativer Western Blot fur PCNA fir den postnatalen Tag 3 (P3). B: Densitometrische Auswertung der Expression von
PCNA anhand der Western Blots. Die Intensitat der phosphorylierten PCNA Bande wurde in Bezug zur entsprechenden von
GAPDH im jeweiligen Stadium gesetzt gesetzt [Intensitat (PCNA)/Intensitéat (GAPDH)]. n=5 Tiere pro Stadium und Gruppe;
IUGR (weil3); Co (schwarz). Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwerts). *p<0,05. Mann-Whitney Test.
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Abbildung 30: Proteinexpressionprofil fir Cyclin D1 in priméren neonatalen pulmonalen Fibroblasten nach IUGR. A:
reprasentativer Western Blot fur Cyclin D1 fur den postnatalen Tag 3 (P3). B: Densitometrische Auswertung der Expression
von Cyclin D1 anhand der Western Blots. Die Intensitat der Cyclin D1 Bande wurde in Bezug zur entsprechenden von GAPDH
im jeweiligen Stadium gesetzt gesetzt [Intensitat (Cyclin D1)/Intensitéat (GAPDH)]. n=5 Tiere pro Stadium und Gruppe; IUGR
(weil3); Co (schwarz). Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwerts). *p<0,05. Mann-Whitney Test.

Die in vitro Versuche demonstrieren zusammenfassend folgende Punkte:

(1) Ein Nahrstoffmangel beeinflusst das GH/IGF-System von embryonalen Fibroblasten.
(2) Eine Stimulation mit GH und IGF1 hat geringe Effekte auf das Zelliiberleben. Eine
Inkubation der Zellen unter anderen Bedingungen (Serum-reduziertes Medium) lasst sich
an dieser Stelle diskutieren und wird unter 5.3 naher erlautert.

(3) PnpF der Lunge zeigen nach IUGR deutliche Veranderungen in der Aktivitat des

GH/IGF-Systems sowie des Zelliberlebens und -proliferation.
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5. Diskussion

5.1 Einleitung

Ziel der vorliegenden Forschungsarbeit war es, einen moéglichen neuen Zusammenhang
zwischen dem GH/IGF-System der Lunge und einer gestdrten Lungenentwicklung nach
IUGR darzustellen. Im Zuge dessen wurden anhand der drei definierten Ziele (siehe 2.1)

folgende malRgeblichen Untersuchungsergebnisse erzielt:

(1) Eine intrauterine Mangelernahrung fuhrt intrauterin zu einer Hemmung des GH- und
IGF1-Signalweges; postnatal hingegen zu einer gesteigerten Aktivierung des GH- und

IGF1-Signalweges in den Lungen nach IUGR.

(2) Mit der verstarkten Aktivierung des GH- und IGF1-Signalweges war eine gesteigerte
Expression von Proliferationsmarkern sowie Komponenten der extrazellularen

Lungenmatrix (ECM) assoziiert.

(3) Fibroblasten der Lunge spielen eine entscheidende Rolle wahrend der Alveolarisation.
Die Ergebnisse aus den Zellkulturversuchen zeigen, dass Fibroblasten aus Lungen nach
IUGR ebenfalls eine verstarkte Aktiverung des GH/IGF-Systems sowie eine gesteigerte

Proliferation aufweisen.

5.2 Verdnderungen des GH/IGF-Systems in der Lunge nach einer
Mangelernahrung

5.2.1 GH-Signalkaskade

Der Fokus der vorliegenden Forschungsarbeit liegt auf der alveolaren Phase der
Lungenentwicklung, welche besonders wichtig fur die Alveolenbildung und das
Lungenwachstum ist. Sollte es zu Storungen wahrend dieser kritischen
Entwicklungsphase kommen, kann dies langfristige Folgen fur Lungenstruktur und
letztlich -funktion haben. Dabei scheint GH vor allem in der Phase der Alveolarisation
eine wichtige Rolle zu spielen, da in diesem Stadium eine verstarkte Expression in der
Lunge gemessen wird (75) und die Abwesenheit von GH in GH-mRNA Knockout Mausen

zu einer Anderung des Lungenproteoms fiihrt (76). Klinische Studien beweisen, dass im
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Zustand einer Untererndhrung die GH-Werte normal oder erhoht sind und mit niedrigen
IGF1-Spiegeln einhergehen. Daher gibt es einen moéglichen Zustand der GH-Resistenz,
mit einer unangemessenen Reaktion auf GH auf der Ebene der Leber. Dieser Zustand
des erworbenen GH-Widerstands ist wahrscheinlich eine adaptive Antwort auf eine
verminderte Energieaufnahme. Die jingsten Erkenntnisse deuten darauf hin, eine GH-
Resistenz wéahrend einer Mangelerndhrung aus einer Abnahme der Stat5-
Phosphorylierung resultiert. Diese Abnahme wird durch eine verstarkte Aktivierung von
Fibroblastenwachstumsfaktor-21 (FGF-21) und / oder Sirtuinl (SIRT1) vermittelt, die
wiederum durch die Mangelernahrung verstarkt aktiviert werden (77). Unter
Einbeziehung dieser Erkenntnisse, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass eine IUGR
intrauterin in der Lunge zu einer GH-Resistenz fuhrt: Intrauterin kommt es an E21 zu einer
fast zehnfach erhohten Expression von GH nach IUGR im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Die komplementare Untersuchung des GH-R zeigt im Gegensatz dazu eine erniedrigte
Aktivitat. Phosphoryliertes Stat5 (pStat5), als ein moglicher intrazellularer Signalweg tber
den GH-R, ist in seiner Aktivitat signifikant erniedrigt. Komplementar ist auch die
Expression von IGF1 an E21 signifikant erniedrigt und wird unter dem Punkt 5.2.2 naher
erlautert. Verfolgt man die Entwicklung weiter, so gleicht sich die Expression von GH
postnatal zwischen der IUGR- und der Kontrollgruppe an. Der GH-R sowie pStat5
durchlaufen postnatal, vor allem an P23 dagegen eine starke Zunahme ihrer Aktivitat
verglichen zum intrauterinen Aktivitatszustand. GH und GH-R mRNA sind vor allem in
mesenchymalen und epithelialen Zellen der neonatalen Rattenlunge nach der Geburt (4
bis 14 Tage) aktiv und somit wahrend der Alveolarisation erhéht messbar (67,75,76). In
Anbetracht der engen Bedeutung von GH zu IGF1, lasst sich anhand der Ergebnisse
auch die autokrine und parakrine Rolle von GH in der Steuerung von IGF1 in der Lunge
nach IUGR verdeutlichen, wenn man die inverse Aktivitdt beider Hormone vergleicht:
IGF1 ist intrauterin nach IUGR in seiner Expression vermindert und steigt ebenfalls
postnatal an. Es scheint wie bei der systemischen GH/IGF1-Achse auch in der Lunge ein
Feedback-Mechanismus zwischen GH und IGF1 zu existieren; niedrige IGF1 Spiegel
stimulieren wiederun die GH Expression (Abbildung 10, 12). Folglich ware auch eine
Uberleitende Aktivierung von IGF1 durch GH tber pStats anzunehmen (78).
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Des Weiteren deuten die postnatal wieder abfallenden GH mRNA Werte auf ein
kompensatorisches Aufholwachstum der Lunge hin. Fir diese Wachstumsform ist ein
Abfall von systemisch wirkendem GH als Folge starker Insulin- und IGF Zunahme
charakteristisch (79). Die Dynamik von GH und IGF1 in der Lunge &hnelt somit der der
sytemischen GH/IGF-Achse wahrend eines Aufholwachstums. In Anbetracht der
Dynamik des Gesamtgewichtes bei Rattennachkommen nach IUGR aus den Vorarbeiten
(Abbildung 9), liegt ein GH/IGF1 vermitteltes spezifisches Aufholwachstum der Lunge
nahe.

5.2.2 IGF1-Signalkasakade und Effekte auf Proliferation, Apoptose und die ECM

In der Lungenentwicklung kommt IGF1 vor allem wahrend der alveolaren Phase eine
wichtige Rolle zu: Untersuchungen von Lungen gesunder Ratten zeigten in
tierexperimentellen Versuchen, dass IGF1 und sein Rezeptor, der IGF1-R, wahrend der
sakkularen und alveolaren Phase der Lungenentwicklung vermehrt expremiert werden.
IGF2 hingegen wird vermehrt wahrend der kanalikuldren und sakkuldren Phase
exprimiert (80,81). Tierexperimentelle Arbeiten haben gezeigt, dass in der gesunden
Rattenlunge die mRNA Expression von IGF1 in der fetalen und postnatalen Entwicklung
weitgehend konstant ist (82). Betrachtet man nun die Analyse zu IGF2, so zeigt sich eine
zweifach erhéhte mMRNA Expression im intrauterinen Stadium E21 nach IUGR. Zusatzlich
ist die Expression von IGF1 bei IUGR an E21 stark erniedrigt und gleicht sich postnatal
an P3 wieder der Kontrollgruppe an. Die Ergebnisse belegen somit die Annahme, dass
eine Storung der Lungentwicklung nach IUGR bereits im sakkuldren Stadium beginnt.

Die zentrale Komponente des IGF-Systems ist der IGF1-R. Dieser gehort mit dem Insulin
Rezeptor (Insulin-R) zur Tyrosin Kinase Rezeptor Familie (RTKs) und weist auf
Aminosaureebene eine sechszig prozentige Homologie mit dem Insulin Rezeptor
(Insulin-R) auf (83). Die starke Strukturhomologie des Insulin Rezeptors (Insulin-R) mit
dem IGF1 Rezeptor (IGF1-R) ermdglicht die potentielle Bindung von IGF1 auch an den
Insulin-R, der ebenfalls eine wachstumssteigernde Wirkung ausubt (84). Insulin, IGF1
und IGF2 binden jedoch mit geringer Affinitat zum nicht-kognitiven Rezeptor (85). Die
Potenz von IGF2 den IGF1-Rezeptor zu aktivieren, liegt dabei deutlich unter der von IGF1

(68). Die mRNA Expression des Insulin-R war in der Analyse kongruent zur mRNA
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Expression des IGF1-R verdndert und stellt damit dem IGF1-R gegenlber keinem
hoheren Mehrwert dar. Neben dem IGF1-R und dem Insulin-R, exisitert noch ein IGF2
Rezeptor (IGF2-R). Die Affinitat zum IGF2 Rezeptor spielt jedoch eine untergeordente
Rolle, da es sich hierbei um keinen RTK handelt, sondern um einen Mannose-6-phosphat
Rezeptor, welcher keine intrazellularen Signalwege aktiviert, sondern vielmehr als
Clearance Rezeptor fungiert (86). Seine Funktion und Veranderung wurden deshalb nicht
naher analysiert, zumal die Affinitat von IGF2 zum IGF1-R und Insulin-R am starksten ist
(87). Wie bereits erwahnt haben Studien gezeigt, dass in der gesunden Rattenlunge die
MRNA Expression des IGF1-R, ahnlich der von IGF1, relativ konstant ist (82). Nach IUGR
kommt es postnatal jedoch zu keinen signifikanten Anderungen. Betrachtet man
allerdings die Proteinexpression des IGF1-R sowie des intrazellularen Signalweges tber
phosphoryliertes Akt (pAkt), so sind diese nach IUGR verandert: Deutlich ist die
Regulierung des IGF1-R im embryonalen Stadium (E21) nach IUGR mit signifikant
erhohter Expression und erhéhten Werten in der spaten postnatalen Phase an P23. Die
erhohte Expression des Rezeptors an E21 ist womdéglich als Kompensations-
mechanismus fur die intrauterin (E21) niedrige IGF1 mRNA Expression zu erklaren. Eine
intrazellular verstarkte Signalaktivierung tber Akt bleibt entsprechend der niedrigen IGF1
Expression aus: Die Analyse des Western Blots zu aktiviertem Akt (pAkt) zeigen
intrauterin (E21) nach IUGR eine erniedrigte Aktivitat dieser Signalkaskade des IGF1-R.
Postnatal kommt es jedoch an P23 verglichen mit der Kontrollgruppe zu einer einer
zweifachen Zunahme der Aktivitat von pAkt. Es kommt also im Vergleich zu E21 postnatal
im spaten Stadium (P23) auch zu einer moglicherweise verstarkten Signaltransduktion
von IGF1 Uber Akt. Diese Aktivierung Ubt eine antiapoptotische und mitogene Wirkung
aus (88): phosphoryliertes Akt beinflusst viele Prozesse, die an der Apoptose und
Proliferation der Zelle beteiligt sind (89,90). Die Phosphorylierung von Akt fihrt zu einer
Inaktivierung der Apoptosefaktoren Caspase 3 und Caspase 9 (91) und fordert so das
Uberleben der Zellen (Abbildung 31). So zeigt auch die Analyse von Caspase 3 in der
Lunge einen Zusammenhang mit aktiviertem Akt: Intrauterin (E21) kommt es nach IUGR
im Vergleich zur Kontrollgruppe durch eine erniedrigte Aktivitat von phosphoryliertem Akt
(pAkt) zu einer erhdhten Aktivitat des Apoptotsemarkers Caspase 3. Die verhaltnismalig

niedrige Aktivitat der aktivierten Caspase 3 (cleaved Caspase 3) steigt verzogert frih
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postnatal (P3) an. Der fehlende hemmende Einfluss von phosphoryliertem Akt auf
Caspase 3 im intrauterinen Zustand nach IUGR fiihrt somit verzdgert postnatal zu einer
erhohten Apoptose in der Lunge und kehrt sich erst spat postnatal, bei signifikant
erhohtem pAkt nach IUGR, um. Es kann von einem direkten Einfluss von Akt auf die
Aktivat von Caspase 3 und einem veranderten Gleichgewicht von Apoptose in der Lunge
nach IUGR ausgegangen werden (Abbildung 31).

Daneben beeinflussst Akt die Zellzyklusprogression durch die Regulierung der Cyclin D1
Funktion, einem wichtigen Regulator der Zellzyklus-Progression und Transkriptions-Co-
Regulator (92). Die Proliferation eukaryotischer Zellen wird im Nukleus an spezifischen
Kontrollpunkten der Zellreplikation durch Cyclin-abhangige Kinasen (CDK) kontrolliert.
Die Aktivitat von CDK unterliegt dabei der Steuerung von Phosphorylierungsprozessen
zyklisch auf- und wieder abbgebauter Cycline, die dadurch einen steigernden Effekt auf
den Zellzyklus austben (93). Vor allem Cyclin D1 ist fur den entscheidenden Eintritt der
Zelle in den DNA-Replikationszyklus verantwortlich (94). Die Aktivitat von Cyclin D1 ist
durch Akt beeinflussbar (Abbildung 31). Aktiviertes Akt (pAkt) inhibiert den nukleéaren
Export sowie den anschlie3enden Abbau von Cyclin D1 und damit dessen Inaktivierung
(95). pAkt hemmt zudem die Komplexbildung des proliferativen nuklearen Antigens
(PCNA) mit einem Kinase-Inhibitor und halt dessen Funktion als DNA-Replikationsfaktor
aufrecht (Abbildung 31). Dieser Komplex kann auf3erdem zusatzlich Cyclin D1 binden
und somit den Zellzyklus hemmen (74,75). Neben Cyclin D1 stellt daher PCNA, eines der
vielen Zielgene des Akt Signalweges flur den Zellzyklus dar (96). Zusammenfassend
kénnen die Komponenten pAkt, Cyclin D1 und PCNA untereinander Komplexe bilden und
sich in ihrer Aktiviat postitiv modulieren (Abbildung 31).

Die Western Blot Analysen demonstrieren, dass pAkt um mehr als das Doppelte seiner
Aktivitat am postnatalen Tag P23 nach IUGR im Vergleich zur Kontrollgruppe ansteigt. In
Ubereinstimmung ist die Aktivitat von Cyclin D1 um das Vierfache an P23 nach IUGR im
Vergleich zur Kontrollgruppe erhdht und zeigt auch im intrauterinen Stadium (E21) und
frihen postnatalen Tag (P3) signifikant erhohte Werte nach IUGR. Die beschriebene
erhohte Cyclin D1 Expression in der Lunge intrauterin als auch friih und spét postnatal
nach IUGR, entsteht moglicherweise durch eine direkte Aktivierung von Akt. Eine

Erklarung fur die erhéhten Cyclin D1 Werte am intrauterinen Tag 21 (E21) trotz niedriger
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IGF1 Werte und pAkt nach IUGR, lasst sich durch die erh6hte Aktivitat des IGF1-R
erklaren. Neuere Untersuchungen zum IGF1-R haben gezeigt, dass es neben seiner
Funktion als klassicher Signaltransduktor mit Tyrosinkinase Aktivitat auch unmittelbar als
Transkriptionsfaktor fungieren kann. Dazu transloziert der IGF1-R von der Zellmembran
in den Zellnukleus. Im Zellkern interagiert der nukledre IGF1-R mit dem
Transkriptionsfaktor Lymphoid enhancer-binding factor 1 (LEF1), welcher dadurch die
Aktivitat des Cyclin D1 Promotors steigern kann (97). Die Aktivitdt von PCNA ist ahnlich
zu der von Cyclin D1 reguliert: Intrauterin an E21 und postnatal an P23 ist die Aktivitat
signifikant erhoht. Da es sich im Western Blot um totales PCNA in seiner nicht aktiven
Form handelt, sind Werte zur Aktivitat nur in Betrachtung mit seiner aktiven Form
aussagekraftig. Cyclin D1 und PCNA sind wahrend der gesamten Lungenentwicklung
dynamisch reguliert und signifikant in ihrer Aktivitat im Vergleich zur Kontrollgruppe
verandert. Da es sich hierbei um die Analyse der gesamten Lunge handelt und Cyclin D1
und PCNA neben IGF1 und Akt von einer Reihe anderer Faktoren gesteuert werden,
wurde der gezielte Einfluss von GH und IGF1 auf den Zellzyklus, die Proliferation und
Apoptose auf pulmonale Fibroblasten in vitro Versuchen néher analysiert und werden im

Verlauf der Diskussion naher erlautert.
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Abbildung 31: Schematische Darstellung als mégliches Arbeitsmodell zur Wirkung von Insulin Like Growth Factor (IGF1)
auf Proliferation (B) und Apoptose (A) Uber den intrazellularen Signalweg von Akt in der Lunge. Bindung von IGF1 an die
extrazellulére Einheit des IGF1-Rezeptors (IGF1-R) mit fuhrt zu Phosphorylierung und damit Aktivierung von Akt (pAKT). A:
pAkt aktiviert Faktoren fir die Zellreplikation (PCNA) und den Zellzyklus (Cyclin D1) und fiihrt zu einer gesteigerten
Zellproliferation. B: pAkt inhibiert die Cytochrom C (Cyt C) gesteuerte Aktivierung der Apoptose Uber Caspase 9, welche
wiederum Caspase 3 aktiviert und fihrt somit zu einer Inhibierung von Apoptose.
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Um einen maoglichen Effekt systemisch wirkendenden GHs und IGF1 auszuschliel3en,
erfolgten Serumanalysen aus den Rattennachkommen an P3 und P23. Das systemisch
zirkulierende GH unterliegt starken pulsatilen neuroendokrinen Schwankungen (98).
Deshalb lassen sich Uber die Messung von GH keine gezielten Aussagen zu
Konzentrationsunterschieden zwischen der IUGR- und der Kontrollgruppe machen. Da
GH jedoch die Synthese des systemisch wirkenden IGF1 auf direktem Weg steuert und
IGF1 keinen pulsatilen Schwankungen unterliegt, wurden Serumanalysen zu IGF1
angefertigt. Diese zeigten keine signifikanten Konzentrationsunterschiede an den
postnatalen Tagen 3 (P3) und P23 zwischen IUGR- und Kontrolltieren. Es ist somit von
pulmonal spezifischen Veranderungen auf GH und IGF1 in der Lunge auszugehen, die
nicht durch Alterationen der systemischen neurohumoralen Achse beeinflusst wird.

Da die verstarkt proliferativen Effekte hauptséachlich wahrend der Alveolarisation der
Lunge stattfinden, ist auch von einer moglichen gestérten Alveolenbildung auszugehen.
Dabei ist fur die Bildung von alveolaren Gasaustauscheinheiten vor allem die Reifung der
extrazellularen Lungenmatrix (ECM) von zentraler Bedeutung (99). Wichtige
Komponenten der Lunge sind Elastin, Kollagen, Glykoproteine und Proteine der
Basalmembran. Diese und andere Strukturproteine werden wahrend der
Lungenentwicklung in die Lungenstruktur eingebettet und haben einen tiefgreifenden
Effekt auf die mechanischen Eigenschaften der Lunge nach der Geburt.

Kollagene verleihen der Lunge die ndtige Zugspannung und sind Hauptkomponenten der
Basalmembran sowie der Bronchien (100). Die Kollagensynthese kann dabei ebenfalls
durch eine Mangelernahrung verédndert werden (101). Die Datenlage zeigt, dass im
Rahmen einer Proteinmangeldiat in wachsenden und adulten Ratten eine signifikant
reduziertere Kollagensynthese vorzufinden ist (33). Andererseits zeigen ebenfalls
tierexperimentelle Forschungsarbeiten, dass es bei Rattennachkommen nach einer
IUGR durch Proteinmangeldiat zu einer verstarkten Expression von inflammatorisch
wirkenden Zytokinen in der Lunge kommt, die die Kollagensynthese im
Lungenparenchym und der Atemwege verstarkt (36). Spiegelbildlich dazu ist auch die
Kollagen mRNA Expression in der Lunge nach IUGR in unserem Tiermodell verandert.
Die dynamische Analyse zeigt einen starkeren Anstieg der Genexpression in Lungen

nach IUGR als in Lungen der Kontrolltiere wahrend der postnatalen Entwicklung, mit
80



einem Maximum am postnatalen Tag 23 (P23). Weitere Analysen zu Kollagen-
modulierenden Faktoren, wie z.B. Entztindungsparametern, die in der Lunge nach IUGR
verandert sind, konnten weiteren Anhalt fur eine Erklarung liefern (48,23).

Elastin ist eines der wichtigsten Strukturproteine in den Alveolen der Lunge und verleiht
dieser die elastischen Eigenschaften. Daneben ist es mal3geblich in der Alveolarisation
beteiligt (102). Tierexperimentelle Versuche in Elastin Knockout Mausen haben gezeigt,
dass die Elastin Expression notwendig fur die Ausbildung der terminalen Atemwege
wahrend der Alveolarisation ist (103). Auch die im Laufe der Lungenentwicklung
verzeichnete Zunahme der Lungencompliance wird dabei auf die erhdhte Expression von
Elastin zugefuhrt (104). Vor allem Tropoelastin wird wahrend der Alveolarisation vermehrt
und ausschlieBBlich von Fibroblasten sezerniert (102,105,106). Die Halbwertszeit von
Elastin betragt dabei etwa so viel wie die gesamte Lebenszeitspanne einer Spezies und
begrindet damit, wieso Faktoren, die die Elastinogenese beeinflussen, ein so grol3es
Potential besitzen Langzeiteffekte auf die mechanischen Eigenschaften der Lunge
auszuiben (107). Eine Bandbreite an intrauterinen und friihen postnateln Faktoren, die
zu einer IUGR fuhren, wie z.B. Mangelernahrung oder Hypoxie, sind mit einer
veranderten Elastin Produktion assoziiert (108). So filhrte eine durch Mangelernéhrung
induzierte IUGR postnatel in Ratten zu einer erh6hten Elastinproduktion in Lungen (28).
Die Ergebnisse unserer Analyse der mRNA Expression von Elastin decken sich mit
denen der zuvor beschriebenen Studienlage und zeigen postnatal signifikant starker
ansteigenede Expressionswerte nach IUGR, mit bis zu doppelt erhéhten Anstieg der
Werte an P23 bezogen auf E21 verglichen mit Kontrollen. Die Genexpression von Elastin
kann dabei von einer Reihe an Faktoren reguliert werden. Neben Transforming growth
factor beta (TGF-B), Kortikosteroiden und Vitamin D, ist auch der Effekt von IGF1 auf die
Elastinsynthese beschrieben (109). Da die IGF1 Expression und vor allem die Aktivitat
von IGF1-R und des intrazellularen Signalweges Uber pAkt nach IUGR ebenfalls
postnatal stark ansteigt, ist von einem moglichen Effekt von IGF1 auf die Elastinsynthese
auszugehen. Vielmehr legen diese Daten eine Zunahme der Elastinsynthese durch einen
verstarkten IGF1-R Signalweg in pulmonalen Fibroblasten nach IUGR nahe.
Zusammenfassend demonstrieren die Versuche, dass das GH/IGF-System der Lunge

nach IUGR gestort ist. Es zeigt sich analog zum Aufholwachstum des Korpergewichts
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eine Art Aufholwachstum oder Rescue (Englisch fiir Retten der Lunge: Intrauterin zeigt
das GH/IGF-System eine deutlich abgeschwache Aktivitdt, mit postnatal stark
zunehmeder Aktivitdt. Die postnatal stark zunehmende Aktivitdt des Systems geht mit
einer verstarkten Aktivierung der Proliferationmarker von Cyclin D1 und PCNA einher.
Auch die Marker fur die ECM, vornehmlich Elastin und Kollagen1a1, sind postnatal im
Verlauf signifikant nach IUGR erhdht.

5.3 Veradnderung des GH/IGF-Systems in Fibroblasten nach einer
Mangelernahrung

Die Studienlage belegt eindeutig die wichtige Rolle von Fibroblasten wahrend der
Alveolarisation der Lunge (102,105,106). Vor allem die Population der Myofibroblasten
spielt eine wichtige Rolle in dieser Phase. Diese enthalten kontraktile Elemente und
exprimieren a smooth muscle actin (a-SMA) (110). Nach Ablauf der Alveolarisation gehen
diese in die Apoptose und unterliegen somit streng regulierten Prozessen (111). Kommt
es zu einer Storung dieses Gefliges, kann es zum einen bei einem Verlust der
Myofibroblasten zu einer gestorten Alveolarisation oder aber auch zu einer ibermaRigen
Aktivierung kommen, wie z.B. bei Lungenschadigungen (110,112). Dass die letztere
beschriebene Veranderung vermutlich IGF1 vermittelt ist, belegen Arbeiten von Anne
Chetty et al: Autopsieuntersuchungen menschlicher fetaler Lungen mit
Bronchopulmonaler Dysplasie (BPD) wiesen eine erhdhte IGF1-R Dichte im pulmonalen
Mesenchym auf (113). Tierexperimentell konnte in neugeborenen Rattenlungen nach
Sauerstofftherapie der IGF1-R in Bereichen verstarkter Proliferation nachgewiesen
werden (114).

Um einen moglichen direkten Einfluss einer Mangelernahrung und den Effekt von GH
und IGF1 auf pulmonale Myofibroblasten zu untersuchen, wurden in vitro Versuche
durchgefiihrt und zwei verschiedene Zellreihen untersucht (Abbildung 8). Da die Analyse
der Lunge intrauterin und postnatal klar abzugrenzende Veradnderungen des GH/IGF-
Systems zeigte, mit einer Hemmung des Systems intrauterin und postnatal verstarkten
Aktivierung, erfolgten gezielte Untersuchungen zu Fibroblasten im Zustand wahrend und

nach einer Mangelernéhrung.
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5.3.1 Veranderungen des GH/IGF-Systems in Fibroblasten

5.3.1.1 Nahrstoffmangel-Versuch — Einfluss von Mangelernahrung auf MEF

Die Analyse der MEF Zellreihe diente zur ndheren Untersuchung ihres Verhaltens
wahrend einer Mangelernahrung (Abbildung 8). Ziel dieser Versuchsreihe war es somit,
Ruckschlisse auf das Verhalten pulmonaler Fibroblasten im embryonalen Stadium
wahrend einer IUGR ziehen zu kénnen. Dabei zeigte sich im N&hrstoffmangel-Versuch
eindeutig, dass eine Mangelernahrung durch reduziertes FBS einen signifikanten Effekt
auf das GH/IGF1 System von MEF-Zellen hat: Mit abnehmender FBS-Konzentration, die
den Grad der Mangelernahrung widerspiegelt, kam es zu einer erniedrigten Expression
des GH-R, Abnahme der Aktivitat der intrazellularen Signalkaskade pStat5 sowie zu einer
erhohten Expression des IGF1-R. Die Ergebnisse zeigen zudem, dass die Hemmung des
GH/IGF-Systems mit zunehmender Reduktion des FBS (Mangelernahrung) assoziiert ist.
Betrachtet man die Ergebnisse zu Proliferation anhand der PCNA Expression, so bleibt
eine signifikante Verdnderung aus. Es lassen sich jedoch Tendenzen einer gesteigerten
Aktivitat von PCNA mit zunehmend reduzierter FBS-Konzentration nach 48 Stunden
erkennen. Ein mogliches Erklarungsmodell kdnnte die dabei signifikant erhdhte IGF1-R
Aktivitat spielen, die eine verstarkte IGF1-R vermittelte intrazellulare Signalkaskade
auslést und die Degradierung von PCNA verhindert (90). Auf &hnliche Weise ware auch
die tendenziell erniedrigte Aktivitat der cleaved Caspase3 bei FBS-Konzentrationen von
0,5% nach 24 und 48 Stunden zu erklaren sein, die durch ein verstarktes IGF1-R

Signaling abgebaut wird (91).

Stellt man diese Daten den Ergebnissen aus den in vivo Western Blot Analysen der Lunge
an E21 gegeniber, so lasst sich eine identische Expression bzw. Aktivitat dieser Proteine
feststellen. Es ist also von einem hemmenden Einfluss einer IUGR auf das GH/IGF-

System pulmonaler Fibroblasten auszugehen und sich auf die gesamte Lunge auswirkt.
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5.3.2 Stimulationsversuch - Einfluss von GH und IGF1 auf MEF

Um im Anschluss zu testen, ob Anderungen des GH- und IGF1 Spiegels in der Lunge mit
Verédnderungen von Proliferation und Apoptose in Fibroblasten einhergehen, wurden
MEF-Zellen im Anschluss selektiv mit GH und IGF1 in steigenden Konzentrationen und
zwei unterschiedlichen Zeitpunkten (24 und 48 Stunden) stimuliert und untersucht. Ein
signifikant gesteigerter Effekt von IGF1 auf die Proliferation bleibt aus. Wider Erwarten ist
der Apoptosemarker cleaved Caspase 3 nach 48 Stunden erh6ht, nachdem diese in der
Lunge postnatal bei erhdhter Aktivitat des IGF1-R Signalweges tendenziell, aber nicht
signifikant erniedrigt war. Ein direkter Effekt von GH auf Proliferation und Apoptose bleibt
ebenfalls aus. GH kdnnte dabei, wie auch in anderen Forschungsarbeiten vermutet, fur
pulmonale Fibroblasten in seiner Bedeutung als auto- und parakriner Mediator
vornehmlich von Bedeutung sein (76). Dass fur IGF1 kein eindeutiger Dosis- und
zeitabhangiger Effekt bewiesen werden konnte, lasst sich durch verschiedene Argumente
diskutieren: Zum einen wirken GH und IGF synergistisch. Eine bessere Vergleichbarkeit
der Potenz hinsichtlich Apoptose und Proliferation, ware durch eine Co-stimulation von
GH und IGF1 zu erzielen. Betrachtet man die Wahl der Dosierung von IGF1, so haben
tierexperimentelle Arbeiten anderer Forschungsgruppen darlegen kénnen, dass IGF1 in
der Konzentration von 100 ng/ml die ECM muriner Lungenfibroblasten, Mouse lung
fibroblasts (MLF), sowie humaner fetalen Lungenfibroblasten signifikant stimuliert
(113,115). Eine Inkubation der MEF Zellen in FBS-reduziertem statt in FBS-reichem
Medium koénnte den Einfluss anderer stimulierender Nahrstofffaktoren ausschalten.
Zusatzlich ist IGF1 zu 98% an Transporterproteine, sogenannte IGF-binding proteins
(IGFBP) gebunden, die die Halbwertszeit (HWZ) des Hormons im Serum erhéhen. Fir
IGFBP-3, den Hauptransporter fur IGF1, konnte dabei eine lungenspezifische Aktivitat
nachgewiesen werden (116). Wahrend die Halbwertszeit des freien IGF1 mit 4-20
Minuten angegeben wird, verlangert sie sich auf bis zu 18 Stunden gebunden an IGFBP
(116). IGF1 ubt daher in seiner freien Form vermutlich bereits friiher als 24 Stunden einen
stimulierenden Effekt auf die Proliferation aus. Dazu demonstriert eine Studie zum
proliferativen Effekt von IGF1 auf neuronale Zellen des dorso-lateralen Kortex von Ratten,

dass nach IGF1 Stimulation bereits eine Erhéhung von pAkt nach 30 Minuten und Cyclin
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D1 nach 6 Stunden gemessen werden kann (117). Durch die Zugabe von IGFBP-3,

kénnte man maoglicherweise den gewinschten Effekt nach 24 Stunden besser messen.

5.3.3 Postnatale Veranderungen des GH/IGF-Systems in pnpF

Durch die Isolation der pnpF lassen sich genaue Analysen hinsichtlich der postnatalen
Veranderungen ihres GH/IGF-Systems nach IUGR durchfihren (Abbildung 8). Dabei
zeigten pnpF aus IUGR Rattenlungen signifikante Unterschiede des intrazellularen
Mediators Stat5 (pStat5). Es kommt also moéglicherweise zu einer verstarkten pStats
vermittelten GH-R Signalkaskade in den pnpF nach einer IUGR. Die Expression des
IGF1-R hingegen ist nicht verandert. Eine zusétzliche Analyse von Akt kdnnte dabei noch
mehr Aufschluss Uber die IGF1-Signalkaskade geben. Entsprechend des verstarkten
GH-R Signalwegs, prasentieren die Proliferationsmarker Cyclin D1 und PCNA ebenfalls
eine signifikant erhohte Aktivitat. Betrachtet man diese Ergebnisse in Zusammenschau
mit den Ergebnissen der postnatalen Entwicklung an P3 und P23 aus den in vivo
Versuchen, so korrelieren diese Daten umfassend. Sie weisen eine postnatal verstarkte
Aktivitat des GH/IGF-Systems in pulmonalen Fibroblasten nach IUGR auf, mit stark
stimulierendem Effekt auf Cyclin D1 und PCNA und damit einer gesteigerten
Zellproliferation. Eine IUGR fuhrt somit postnatal zu einer verstarkten Aktivierung von

pulmonalen Myofibroblasten.

Die Zusammenschau der Daten weist auf eine pulmonal intrinsische Verdnderung
pulmonaler Fibroblasten nach einer IUGR hin (Abbildung 32). Auf eine Mangelernéhrung
reagieren pulmonale Fibroblasten mit einer verringerten Aktivitat des GH/IGF-Systems,
die durch eine Erh6hung der IGF1-R Aktivitat zu kompensieren versuchen scheint (siehe
5.2.2.1). Postnatal reagieren die Zellen wiederum mit einer Aktivierung des Systems und
verstarktem zellproliferativen Verhalten (5.3). Dass diese Veranderungen eine
Auswirkung auf die gesamte Lunge haben, demonstriert die Vergleichbarkeit mit den
Ergebnissen der Lungenanalyse: Im N&hrstoffmangel-Versuch kommt es zu einer
Hemmung des GH- und IGF1-Signalweges, entsprechend den Ergebnissen der Lunge
im intrauterinen Stadium (E21). Die Analyse der pnpF zeigt eine postnatal verstarkte

Aktivierung des GH-Signalweges und der Proliferation, entsprechend den Ergebnissen
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Lunge an P3 und P23. Die erhbhten mRNA Expressionswerte der ECM in der Lunge
kénnen ebenfalls mit dem verstarkt aktiven GH/IGF-System der pulmonaler Fibroblasten
in Verbindung gebracht werden, da in vitro Versuche bereits einen Effekt von IGF1 Uber
die PI-3 kinase auf die Akt vermittelte Aktivierung von Collagen1a1 nachweisen konnten
(118). Fur eine genauere Aussage missten an dieser Stelle jedoch weitere

Untersuchungen folgen.

IUGR

PRANATAL:
vermindert aktive
GH/IGF-Achse

Dysregulation der
GH/IGF- Signalkaskade
pulmonaler Fibroblasten

POSTNATAL:
vermehrt aktive
GH/IGF-Achse

Verstarkte Proliferation und
Aufholwachstum der Lunge

strukturelle und funktionelle Organverdnderungen
- Chronische Lungenerkrankung

Abbildung 32: Schema zur Bedeutung des pulmonal intrinsischen GH/IGF-Systems der Lunge in der Pathogenese der IUGR
assoziierten Lungenerkrankung. Prénatal fiihrt eine IUGR zu einer vermindert aktiven GH/IGF-Signalkaskade der Lunge.
Genauer betrachtet handelt es sich um eine Dysregulation der GH/IGF-Signalkaskade pulmonaler Fibroblasten. Postnatal
kommt es nach IUGR zu einer vermehrten Aktivierung dieser Achse, die sich in einer verstérkten Proliferation der pulmonalen
Fibroblasten &uBert und einem Aufholwachstum der Lunge. fuhrt durch eine gestorte pulmonale GH/IGF-Achse zur einer
gestorten Homoéostase pulmonaler Fibroblasten. Diese ist fir die beobachteten strukturellen und funktionellen
Organveranderungen und chronischen Lungenerkrankungen nach IUGR verantwortlich.
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5.4. Ausblick und translationaler Forschungsansatz

Die Untersuchungen zu dem Einfluss von GH und IGF1 nach IUGR auf pulmonale
Fibroblasten liefern erste Hinweise fir eine zukinftige Entwicklung therapeutisch
wirksamer Substanzen. Weiterfiihrende Arbeiten kénnten die Beziehungen zwischen
Strukturen der Lunge und ihren molekularen Prozessen nach einer IUGR entschlisseln
und translationale Ansatze weiter ausbauen. Denkbare Strategien waren z.B.
Substanzen, die den IGF1-Rezeptorsignalweg beeinflussen. Tierexperimentelle Arbeiten
haben bereits einen isolierten Effekt von IGF1 auf die Kollagensynthese Uber eine
Aktivierung von Akt Uber die Phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3 kinase) nachgewiesen.
Ein durch die MAP-kinase induzierter Effekt konnte dabei gezielt durch den MAP-Kinase
Inhibitor PD 98059 ausgeschlossen werden (118). So ware es denkabr in Folgeprojekten
GH/IGF1 Knockout-Modelle zu etablieren sowie ebenfalls den Einfluss von Inhibitoren
des GH- oder IGF1-Signalweges auf pulmonale Fibroblasten nach IUGR zu untersuchen.
IGF1-R Antikdrper haben sich bereits als wirksam erwiesen und fihren zu einer
Aufhebung der IGF1 vermittelten Proliferation pulmonaler Fibroblasten (118). Die
Identifizierung neuer Targets konnte gezielt das therapeutische Outcome Neugeborener
verbessern und bei intrauteriner Applikation womdglich die Inzidenz IUGR-assozierter

Lungenerkrankungen senken.
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6. Zusammenfassung

Intrauterine  Wachstumsrestriktion (IUGR) ist ein Risikofaktor flr die Entstehung
chronischer Lungenerkrankungen (CLD), die durch eine reduzierte Alveolenzahl und
begleitende Fibrose gekennzeichnet ist. Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten
zuvor zeigen, dass eine IUGR in der Ratte mit einem postnatalen Aufholwachstum
einhergeht. Da die Wachstumshormone Growth Hormone (GH) und der GH regulierte
Insulin-Like Growth Factor 1 (IGF 1) maligeblich das Wachstum und die Entwicklung
regulieren, stellten wir folgende zwei Hypothese auf. (1) IUGR fiuhrt zu einer
Fehlregulierung der GH / IGF1-Signalgebung in der Lunge und (2) wirkt sich als Folge
auf die Entwicklung und Funktion neonataler Lungenfibroblasten aus. In Wistar-Ratten
wurde das etablierte Tiermodell der isokalorischen Proteinmangeldiat wahrend der
Schwangerschaft, zur IUGR Induktion angewandt. IUGR- und Kontrolltieren wurden am
21. Tag (E21) der Schwangerschaft sowie postnatal am 3. (P3) und 23. Tag (P23) die
Lungen enthommen. Murine embryonale Fibroblasten (MEF) und primare neonatale
Fibroblasten der Rattenlunge (pnpF) aus postnatalen IUGR- und Kontrolltieren wurden
fur Zellkulturversuche verwendet. In der intrauterinen Phase (E21) der Lunge nach IUGR,
kam es zu einer verminderten Aktivitat des GH-Systems (Reduktion des GH-Rezeptors
(GH-R), Stat5 Signalkaskade und IGF1 Expression). In der postnatalen Phase (P3-P23)
kam es hingegen zu einer signifikant gesteigerten Aktivitat des Systems (Erhéhung von
GH mRNA, GH-R Protein, der proliferativen Stat5/Akt Signalkaskade) sowie der
Proliferationsmarker PCNA und Cyclin D1. Die Ergebnisse korrespondieren dabei mit
dem zuvor gezeigten postnatalen Aufholwachstum. Dass es sich dabei um einen
lungenspezifischen Effekt handelt, konnte durch fehlende Konzentrationsunterschiede
systemischen IGF1s in [IUGR- und Kontrollseren nachgewiesen werden. Im Hinblick auf
die Lungenfunktion, zeigten die Hauptkomponenten der Extrazellularmatrix in Alveolen
(Elastin und Collagen1a1) postnatal nach IUGR eine erhohte mRNA Expression auf. In
Zellkulturversuchen konnten diese Effekte reproduziert und ferner der Einfluss von IUGR
auf Myofibroblasten nachgewiesen werden. Es zeigte sich aquivalent zu den Ergebnissen
der Rattenlunge an E21, dass eine Nahrstoffmangelversorgung die GH/IGF1-

Signalgebung und Proliferation hemmt. Auch die gesteigerte Stat5 Aktivierung und
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Proliferation nach einer Nahrstoffmangelversorgung, konnte, entsprechend den
Ergebnissen der Rattenlunge an P3 und P23, reproduziert werden. Die Untersuchungen
liefern Hinweise fur einen neuen, potentiellen Mechanismus in der Entstehung von IUGR
assoziierten Lungenerkrankungen durch einen direkten Einfluss der IUGR auf das
GH/IGF1 System pulmonaler Myofibroblasten. Weiterfuhrende Arbeiten kdnnten dabei
zur Entwicklung neuer, wirksamer Therapien bei IUGR assoziierten Lungenerkrankungen

beitragen.
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