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1. Einleitung 

1.1 Telomere und Telomerase 

Telomere sind repetitive nichtkodierende DNA-Sequenzen an den Enden linearer 

Chromosomen, die in humanen Zellen etwa 7-11 Kilobasen (kb) lang sind und aus 

Wiederholungen der hexameren Sequenz TTAGGG bestehen [57, 349]. Sie schützen die 

chromosomalen Enden davor, als DNA-Strangbrüche erkannt zu werden und 

gewährleisten dadurch die Stabilität des Genoms. Zudem lösen sie das 

Endreplikationsproblem: Am Folgestrang der DNA wird diese stückchenweise von RNA-

Primern ausgehend in Okazaki-Fragmenten synthetisiert. Nach Degradation der Primer 

füllt die DNA-Polymerase δ die entstehenden Lücken auf. Da sie jedoch nicht an das freie 

Ende des 5'-Stranges binden kann, gehen hier bei jeder Replikation etwa 50-200 bp des 

5'-Stranges verloren. Folglich verbleibt ein einzelsträngiger Überhang am 3‘-Strang 

(Abb. 1) [96, 436, 506].  
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Die Telomere der Chromosomen können sich mit jeder Zellteilung verkürzen, ohne dass 

dabei kodierende Sequenzen verlorengehen. Unterschreitet die Telomerlänge bei 

humanen Zellen nach durchschnittlich 40-60 Teilungen das sogenannte Hayflick-Limit, 

gehen diese in die replikative Seneszenz über [179, 436]. Seneszenz bezeichnet einen 

Zustand von Zellen, in dem diese irreversibel dem Zellzyklus entzogen sind [187]. Außer 

durch den Zellzyklusarrest sind seneszente Zellen weiterhin durch einen veränderten 

Metabolismus, eine veränderte abgeflachte Morphologie, Chromatinveränderungen, die 

Sekretion bestimmter Signalmoleküle des Senescence-associated Secretory Phenotype 

(SASP) und Apoptoseresistenz gekennzeichnet [187].  

Bei Zellen, denen Checkpoints des Zellzyklus wie p53 beispielsweise aufgrund einer 

Mutation oder eines Knockouts (KO) fehlen, sind weitere Teilungen bis zur „Krise" 

möglich. Hierunter versteht man massenhafte Apoptose aufgrund dysfunktional kurzer 

Telomere. Zellen mit aktivierter Telomerase sind in der Lage, die Krise zu überstehen 

und werden immortalisiert [96, 436, 506]. 
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Abbildung 1: (eigene Abbildung nach [436]) Semikonservative Replikation und Endreplikationsproblem an den 

Telomeren 

Die Grafik zeigt auf der linken Seite die kontinuierliche Replikation am Leitstrang, wo ein einzelner RNA-Primer durch die 

Primaseaktivität der Polymerase α synthetisiert und die anschließende Replikation initial von der DNA-Polymerase α und im Verlauf 

von der DNA-Polymerase ε übernommen wird. Rechts wird die diskontinuierliche Replikation am Folgestrang gezeigt, wo ebenfalls 

die Polymerase α die Primer produziert, die Replikation jedoch dann durch die Polymerase δ übernommen wird. Da die Replikation 
immer nur in 5‘-3‘-Richtung ablaufen kann, der Folgestrang jedoch in die entgegengesetzte Richtung durch die Helikase geöffnet 

wird, müssen hier viele Primer synthetisiert werden und die Replikation läuft stückchenweise in Okazaki-Fragmenten ab. Nach 

Entfernung der Primer füllt die Polymerase δ die entstehenden Lücken. Am 5‘-Ende der Telomere kann die Lücke bei fehlendem 
Primer jedoch nicht aufgefüllt werden, weswegen sich die Telomere mit jeder Zellteilung verkürzen. 

Abkürzungen: Pol= Polymerase 
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Um Telomere vor dem Abbau durch Exonukleasen beziehungsweise dem 

Erkanntwerden als Doppelstrangbruch durch die DNA-Reparaturenzyme zu 

schützen, sind sie in einer bestimmten Form aufgebaut. 

Entweder faltet sich der einzelsträngige guaninreiche G-Strang als lassoähnlicher T-

Loop zwischen den beiden Doppelsträngen zurück oder er arrangiert sich in G-

Quadruplexen. Diese sind um ein zentrales Kation angeordnet und werden durch 

Wasserstoffbrückenbindungen stabilisiert (Abbildung 2) [162, 441]. 

 
Abbildung 2 ( [436], modifiziert): Telomerstruktur 

a) T-Loop: Der 3‘-Überhang faltet sich lassoähnlich zwischen die Doppelstränge zurück und paart sich mit korrespondierenden 

Basenpaaren. Hierdurch wird ein freies Helixende vermieden. Telomere werden durch die Proteine des Shelterinkomplexes vor Fusion 
und Aktivierung der DNA Damage Response geschützt. 

b) Telomerische DNA ist guaninreich. Durch Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Guaninbasen bilden sich G-Tetraden 

(rechts), die durch ein zentrales Kation weiter stabilisiert werden.  Die G-Tetraden der Telomere können intramolekulare 4-strängige 
Helices, die G-Quadruplexe, bilden (links). 

 

Weiterhin werden humane Telomere durch die Proteine des aus sechs Untereinheiten 

bestehenden Shelterinkomplexes geschützt. Telomeric Repeat Binding Factor 1 und 2 

(TRF1 und TRF2) binden als Homodimere direkt an die doppelsträngige telomerische 

DNA, während Protection of Telomeres Protein 1 (POT1) den einzelsträngigen 3'-

Überhang bindet. Verbunden werden die Einzelkomponenten durch TRF1-Interacting 

Nuclear Protein 2 (TIN2) und TIN2-Interacting Protein (TPP1). Die sechste Komponente, 

Repressor and Activator Protein 1 (RAP1), bindet nur an TRF2 (Abbildung 3). Shelterin 

als Komplex schützt die telomerische DNA vor Fusion und davor, als DNA-Schaden 

erkannt zu werden [406]. Die einzelnen Komponenten erfüllen dabei unterschiedliche 

Aufgaben: 
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So sind TRF1 und 2 negative Regulatoren der Telomerlänge, ihre Überexpression führt 

zu Telomerverkürzung [433]. Durch Rekrutierung von Helikasen sind TRF1 und TRF2 

zudem essentiell für die Replikation der Telomerregion [141, 417].  

TRF2 ist für die Ausbildung des T-Loops bedeutsam und verhindert zusätzlich, dass die 

Telomerenden über den Ataxia-Telangiectasia Mutated (ATM)-Signalweg als 

Doppelstrangbruch erkannt werden [223, 456].  

POT1 hemmt die Fusion der Telomerenden, die Erkennung des 3'-Überhanges als 

Einzelstrangbruch durch den Ataxia Telangiectasia and Rad3 Related (ATR)-Signalweg 

und die Einleitung der homologen Rekombination [109, 181, 191]. Zudem rekrutiert der 

Komplex aus POT1 und TPP1 die Telomerase an die Telomere, wodurch deren Aktivität 

und Prozessivität erhöht wird [476, 508]. Im Unterschied zu Menschen besitzen Mäuse 

mit Pot1a und Pot1b zwei Homologe von POT1 [191]. 

Bei zunehmender Telomerverkürzung nimmt die Menge gebundenen Shelterins ab, bis 

schließlich keine ausreichende Hemmung der DNA Damage Response mehr besteht. Dies 

führt zu Zellzyklusarrest, Seneszenz oder Apoptose und im Extremfall zu 

Telomerfusionen und genomischer Instabilität. Dementsprechend sind Mutationen in den 

für Shelterinkomponenten kodierenden Genen auch schwerwiegend und führen beim 

Menschen zu Krankheiten wie Dyskeratosis congenita. Im Mausmodell ist ein Knockout 

der entsprechenden Gene mit Ausnahme von Rap1 bereits embryonal letal [406]. 

 

Abbildung 3 (eigene Abbildung nach [436]): Shelterinkomplex 

TRF und TRF2 binden als Homodimere an die doppelsträngige DNA, RAP1 bindet direkt an TRF2. TRF1 und TRF2 sind für die 

Ausbildung des T-Loops und die Rekrutierung von Helikasen bedeutsam, RAP1 und TRF2 verhindern die Erkennung der 
telomerischen DNA als Doppelstrangbruch über den ATM-Signalweg. POT 1 bindet an den 3‘-Überhang und verhindert gemeinsam 

mit TPP1 die Aktivierung der DDR über ATR. TIN2 hält den gesamten Shelterinkomplex wie eine Klammer zusammen. 

Abkürzungen: TIN2= TRF1-Interacting Nuclear Protein 2. TRF1/ TRF2=  Telomeric Repeat Binding Factor 1/2. TPP1= TIN2-
Interacting Protein. RAP1= Repressor and Activator Protein 1. POT1= Protection of Telomeres Protein 1. ATM= Ataxia 

Teleangiectasia-Mutated Signalweg. ATR= Ataxia Telangiectasia and Rad3 Related Signalweg 
 

Eine Möglichkeit, der zunehmenden Verkürzung der Telomere entgegenzuwirken, bietet 

die reverse Transkriptase Telomerase. Das humane Telomerase-Holoenzym besteht aus 
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der katalytischen Untereinheit Telomerase Reverse Transkriptase (TERT) und dem 

Template für die reverse Transkription, Telomerase RNA Component (TERC). 

Gemeinsam mit den assoziierten Proteinen Dyskerin (DKC1), H/ACA Ribonucleoprotein 

Complex Subunit 3 (NOP10), H/ACA Ribonucleoprotein Complex Subunit 2 (NHP2), 

H/ACA Ribonucleoprotein Complex Subunit 1 (GAR1) und den ATPasen Pontin und 

Reptin entsteht der Telomerasekomplex. Diese zusätzlichen Komponenten stabilisieren 

den Komplex und sind an Biogenese, Funktion und subzellulärer Lokalisation der 

Telomerase beteiligt (Abb.4) [436]. 

Im Unterschied zu anderen reversen Transkriptasen kann die Telomerase hunderte 

Nukleotide an einen einzigen DNA-Primer anfügen, anders ausgedrückt besitzt sie eine 

hohe Prozessivität [452]. Bei Erreichen des 5‘-Endes des TERC-Templates wird die 

frisch synthetisierte DNA neu positioniert, sodass weitere Nukleotide angefügt werden 

können, ohne dass sich die Telomerase ablösen muss [506]. Als Primer dient hierbei der 

Einzelstrangüberhang der telomerischen DNA, die Telomerase kann jedoch praktisch 

jeden guaninreichen Einzelstrang als Primer verwenden [160, 321].  

 

 

Abbildung 4 (eigene Abbildung nach [157]): Struktur des Telomerasekomplexes 

Die reverse Transkriptase Telomerase besteht aus der eigentlichen katalytischen Untereinheit (TERT), dem RNA-Template TERC 

sowie die assoziierten Proteinen NHP2, NOP10, DKC1, GAR1 sowie den ATPasen Reptin und Pontin. Diese Proteine sind an 

Biogenese, Funktion und subzellulärer Lokalisation der Telomerase beteiligt. 
Abkürzungen: DKC1=Dyskerin, GAR1= H/ACA Ribonucleoprotein Complex Subunit 1, NHP2= H/ACA Ribonucleoprotein 

Complex Subunit 2, NOP10=  H/ACA Ribonucleoprotein Complex Subunit 3, TERT= Telomerase Reverse Transkriptase 

 

Telomeraseaktivität ist in fetalem humanem Gewebe der 16. Entwicklungswoche 

ubiquitär nachweisbar, in der weiteren Entwicklung nimmt diese jedoch zunehmend ab 

und ist in adulten somatischen Zellen nicht mehr nachweisbar [504]. Die meisten 

humanen adulten Stammzellen weisen zwar Telomeraseaktivität auf, diese ist jedoch im 

Vergleich zu embryonalen Stammzellen deutlich geringer ausgeprägt[189]. 

Ursache hierfür ist in der Regel die Repression der TERT-Expression, während TERC 

weiter exprimiert wird. Ausnahmen sind Keimzellen und Zellen mit hohem regenerativen 
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Potential wie hämatopoetische Zellen, periphere Lymphozyten und bestimmte epitheliale 

Zellen der Haut, der Haarfollikel, des Endometriums und des Gastrointestinaltraktes 

[225]. Auch eine als Progenitorzellen geltende Teilpopulation der Typ II-Zellen des 

Alveolarepithels weist Telomeraseaktivität auf. Selbst in diesen Zellen nimmt die 

Telomerlänge jedoch mit zunehmendem Alter ab [121, 225]. 

Die Aktivität der Telomerase wird auf unterschiedlichen Ebenen reguliert. Hierzu 

gehören Transkription, alternatives Splicing von TERC und TERT, posttranslationale 

Modifizierungen sowie Transport und Zusammenbau der Untereinheiten. Weiterhin wird 

sie von Faktoren wie UV-Strahlung, Interferon-alpha und Östrogen beeinflusst [96]. 

Die katalytische Aktivität der Telomerase ist von der Telomerlänge abhängig, kürzere 

Telomere werden bevorzugt verlängert [452]. Wie die Erkennung der Telomerlänge auf 

molekularer Ebene abläuft, ist noch ungeklärt, es existieren jedoch verschiedene Modelle. 

Das Proteinzählmodell geht davon aus, dass Proteine des Shelterinkomplexes, die mit 

zunehmender Telomerlänge in größerer Zahl binden können, als negative Regulatoren 

der Telomeraseaktivität wirken [296]. Hierfür spricht, dass Knockouts von TRF1, TRF2, 

POT1, und TIN2 jeweils zu exzessiver Telomerverlängerung führen [159]. Das 

Replikationsgabelmodell führt diesen Ansatz weiter. Hier wird angenommen, dass die 

Telomerase an die Replikationsgabel gebunden ist und die Shelterinproteine, wenn sie an 

langen Telomeren in großer Anzahl vorliegen, eine Dissoziation der Telomerase von der 

Replikationsgabel bewirken. Dadurch verliert sie den Kontakt zu den Telomerenden und 

kann sie folglich nicht verlängern [159]. Das Schalter-Modell geht dagegen davon aus, 

dass an lange Telomere gebundene Proteine eine Konformationsänderung derselben in 

eine durch die Telomerase nicht verlängerbare Konformation bewirken können [452]. 

Die Telomerase ist jedoch nicht die einzige Möglichkeit der Verlängerung kurzer 

Telomere. Bestimmte Krebszellen erhalten ihre Telomerlänge stattdessen mithilfe der 

alternativen Telomerverlängerung (ALT) [71].  

Untersuchungen an menschlichen Probanden zeigen, dass die individuelle Telomerlänge 

erblich ist und von der Länge der elterlichen Telomere abhängt. Zudem haben Alter 

(zunehmende Verkürzung) und Umweltfaktoren Einfluss auf die Telomerlänge. Als 

wichtigster Faktor gilt hier oxidativer Stress, weitere sind Inflammation, Lebensstil, 

physiologischer Stress und Kontakt zu Karzinogenen. Raucher haben signifikant kürzere 

Telomere als Nichtraucher [436].  
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1.1.1 Telomeropathien 

Telomeropathien sind Krankheiten, die durch sehr kurze Telomere verursacht werden. 

Phänotypisch können sich diese Erkrankungen auf unterschiedliche Art und in 

verschiedenen Altersklassen manifestieren, weswegen man sie im klinischen Alltag 

verschiedenen Krankheitsbildern zuordnet. Zu diesen gehören Dyskeratosis congenita, 

Hoyeraal-Hreidarsson-Syndrom, Revesz-Syndrom, aplastische Anämie und 

idiopathische Lungenfibrose (IPF). Der Pathomechanismus ist jedoch immer derselbe: 

Durch Mutationen in für Bestandteile des Telomerase- oder Shelterinkomplexes 

kodierenden Genen kommt es insbesondere in Geweben mit hohem Zellumsatz zu 

zunehmender Telomerverkürzung und Auslösung der DNA-Damage-Response. 

Seneszenz beziehungsweise Apoptose sind die Folge. Entscheidend ist hierfür nicht die 

durchschnittliche Telomerlänge, sondern die Länge der kürzesten Telomere [24, 226, 

383].  

Die Dyskeratosis congenita ist mit einer Prävalenz von eins zu einer Million eine seltene, 

aber schwerwiegende Krankheit. Die typische klinische Trias, die sich meist innerhalb 

der ersten Lebensdekade manifestiert, besteht aus oraler Leukoplakie, Nageldystrophie 

und Hyperpigmentierung der Haut. In den jungen Erwachsenenjahren kommt in 80% der 

Fälle eine Knochenmarksinsuffizienz dazu. Viele weitere Organsysteme können 

betroffen sein, beispielsweise sind Lungenfibrose, Wachstumsretardierung und frühzeitig 

ergrauendes Haar häufig. Bekannte molekulargenetische Ursachen sind Mutationen in 

den für Telomerase- bzw. Shelterinkomponenten kodierenden Genen  DKC1, TERC, 

TERT, NOP10, NHP2, TIN2 und Telomerase Cajal Body Protein 1 (TCAB1) [24, 118]. 

Seltene und besonders schwer verlaufende Formen der Dyskeratosis congenita sind das 

Hoyeraal-Hreidarsson- und das Revesz-Syndrom. Beide können durch eine TIN2-

Mutation verursacht werden und sind durch extrem kurze Telomere und den bereits 

pränatalen Beginn gekennzeichnet. Zusätzlich zu den Symptomen der Dyskeratosis 

congenita treten beim Hoyeraal-Hreidarsson-Syndrom Mikrozephalie, intrauterine 

Wachstumsretardierung, zerebelläre Hypoplasie und Immundefizienz auf. Typisch für 

das Revesz-Syndrom ist darüber hinaus eine bilaterale exsudative Retinopathie. Während 

in den ersten Jahren vor allem die Folgen der Immundefizienz krankheitsbestimmend 

sind, kommen im Verlauf Knochenmarksversagen und aplastische Anämie hinzu [24, 

195]. 

Ein Großteil der Telomeropathien beginnt jedoch erst im Erwachsenenalter, am 

häufigsten ist hierbei die IPF. Etwa 8-15% der familiären und 1-3% der sporadischen 
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Fälle trägt Mutationen in für Bestandteile des Telomerase- oder Shelterinkomplexes 

kodierenden Genen [24].  Am häufigsten betroffen sind hierbei TERC oder TERT, seltener  

DKC1, TIN2 und das für eine an der Telomerreplikation beteiligte Helikase kodierende 

Gen 'Regulator Of Telomere Elongation Helicase 1' (RTEL1) [25, 193, 222, 252]. In den 

letzten Jahren wurden zudem IPF-Patienten mit Mutationen in TPP1 sowie POT1 

beschrieben [192, 228]. Darüber hinaus konnten Alder et al. in einer Analyse peripherer 

Leukozyten zeigen, dass idiopathische interstitielle Pneumonien wie die IPF allgemein 

mit verkürzten Telomeren einhergehen. Unabhängig vom jeweiligen Mutationsstatus der 

Gene des Telomerasekomplexes wiesen 97% der untersuchten Patienten im Vergleich zu 

gleich alten gesunden Probanden verkürzte Telomere auf. Diese Verkürzung ließ sich 

auch im Alveolarepithel nachweisen [12].  

Mutationen in TERC und TERT finden sich außerdem in 3-5% der Patienten mit 

aplastischer Anämie, die ebenfalls als Telomeropathie einzuordnen ist [24]. 

Die Telomersyndrome sollten nicht als isolierte Krankheitsbilder betrachtet werden, da 

ihnen ein gemeinsamer Pathomechanismus zugrunde liegt. Folglich gibt es auch 

Überlappungen zwischen den klinischen Bildern. So haben IPF-Patienten mit Mutationen 

in den Telomerasegenen ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung von Leberfibrose und 

Knochenmarksinsuffizienz. Auf der anderen Seite vertragen DC-Patienten die der 

Stammzelltransplantation vorangehende Chemotherapie meist äußerst schlecht und 

entwickeln gehäuft eine Lungenfibrose, da die pulmonale Regenerationsfähigkeit durch 

die Telomerverkürzung eingeschränkt ist. Die Telomerlänge ist ein erblicher Faktor, 

weswegen sich in Familien mit Telomeropathien über die Generationen hinweg ein 

immer früher auftretendes und zunehmend schwerwiegenderes Krankheitsbild zeigt. 

Dabei zeigen frühere Generationen eher milde Ausprägungen wie IPF im höheren 

Erwachsenenalter, spätere Generationen dann Formen wie das Hoyeraal-Hreidarsson-

Syndrom bereits im Kleinkindalter [24, 256].  

Die Telomerverkürzung hat auf die verschiedenen Zellpopulationen unterschiedliche 

Auswirkungen. In sich schnell teilenden Geweben wie dem Knochenmark führt sie zur 

frühzeitigen Erschöpfung der regenerativen Kapazität der Stammzellen und resultierend 

daraus zu einer Verringerung der Stammzellzahl. Im Falle des Knochenmarks endet dies 

in der Panzytopenie oder aplastischen Anämie [24, 156]. Lungengewebe hat einen 

weitaus geringeren Zellumsatz als Zellen des hämatopoetischen Systems, weswegen sich 

die Telomere der pulmonalen Stammzellen nicht so schnell verkürzen [24]. 

Dementsprechend entwickeln telomerasedefiziente Mäuse im Tiermodell zwar einen 
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Verlust der als Progenitorzellen geltenden Typ-II-Zellen durch Apoptose und daraus 

folgend eine Simplifizierung der Alveolarstruktur, aber keine spontane Lungenfibrose 

[266]. Die Widerstandsfähigkeit der Lunge ist jedoch stark eingeschränkt, bei Schäden 

des Alveolarepithels kann sich dieses nur begrenzt regenerieren und wird schnell durch 

Narbengewebe ersetzt. So reagieren beispielsweise Tert(-/-)-Mäuse schon auf für Wildtyp-

Mäuse subtoxische Mengen an Bleomycin mit der Entwicklung einer pulmonalen Fibrose 

[366]. In sich langsam teilenden Geweben wird für die Entwicklung eines pathologischen 

Phänotyps folglich ein sogenannter „Second Hit“ benötigt, der zur Erschöpfung der 

parenchymalen Regenerationsfähigkeit und zum Ersatz des funktionalen durch 

fibrotisches Gewebe führt [24]. 

Seneszenz durch Telomerverkürzung trägt auch durch einen weiteren Mechanismus zur 

Fibroseentstehung bei: Seneszente Zellen sind mit einem sekretorischen Phänotyp 

assoziiert (SASP). Die hierbei vermehrt sekretierten Cytokine wie IL-6 und IL-1β sind 

ebenfalls in der Lage, profibrotische Wirkung zu entfalten [98]. Einen dritten 

Mechanismus, über den verkürzte Telomere krankheitsverursachend sind, konnten Guo 

et al. in Akita-Mäusen beobachten. Hier führen dysfunktionale Telomere zu einem 

veränderten Genexpressionsmuster, wodurch die Insulinsekretion der Betazellen trotz 

erhaltener Betazellmasse gestört wird. Dieses Prinzip könnte auch bei anderen 

sekretorischen Zelltypen wie den alveolären Typ II-Zellen bei der IPF zum Tragen 

kommen [163]. 

 

1.1.2 Maus und Mensch: Unterschiede in der Telomerbiologie 

Die Telomerlänge in menschlichen Zellen korreliert invers mit dem Alter der 

entsprechenden Menschen. Selbiges trifft zwar auch für Mäuse zu, jedoch haben 

Labormäuse wie die des C57BL/6J-Stammes durchschnittlich 5-10-fach längere 

Telomere als Menschen, obwohl sie wesentlich kürzer leben. Dies liegt daran, dass Mäuse 

auch in somatischen Zellen Telomerase exprimieren [75, 395]. Eine mögliche Erklärung 

für diesen Unterschied lieferten Seluanov et al., als sie nachwiesen, dass die 

Telomeraseaktivität, zumindest in Nagern, invers mit deren Körpermasse korreliert. Mit 

der größeren Körpermasse gehen eine höhere Gesamtzellzahl und damit ein höheres 

Entartungsrisiko einher. Die Autoren folgerten, dass man die verringerte 

Telomeraseexpression in größeren Tieren als Mechanismus zur Krebsvermeidung 

interpretieren kann [413]. 
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1.2 ER-Stress  

Das endoplasmatische Retikulum (ER) ist eine Organelle mit vielseitigen Funktionen. An 

den Ribosomen des rauen endoplasmatischen Retikulums werden sekretorische und 

Transmembranproteine synthetisiert und unter Chaperon-Assistenz gefaltet, das ER ist 

somit die erste Station des sekretorischen Weges. Außerdem finden hier 

posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen und Disulfidbrückenbildung 

statt. Das glatte ER ist der Ort der Synthese von Phospholipiden, Fettsäuren und 

Steroidhormonen sowie der Xenobiotika-Entgiftung. Zudem werden im 

endoplasmatischen Retikulum neue Biomembranen gebildet und es stellt den wichtigsten 

Calciumspeicher der Zelle dar.  

Wird die Proteinfaltungsfunktion des ER derart gestört, dass ungefaltete oder 

fehlgefaltete Proteine im ER akkumulieren, spricht man von endoplasmatischem 

Retikulum-Stress (ER-Stress) [408]. Alle Faktoren, die die Proteinfaltung 

beeinträchtigen, können ER-Stress auslösen. Hierzu gehören Energiemangel bei 

Glucosedeprivation, Störungen im Redox- oder Ionenmilieu des ER, Steigerung der 

Proteinsynthese und Störungen des Proteinabbaus. Auch Mutationen in 

proteinkodierenden Genen und fehlerhafte posttranslationale Modifikationen können zu 

Fehlfaltungen und damit zu ER-Stress führen. Um die gestörte Homöostase 

wiederherzustellen, wird die Unfolded Protein Response (UPR) in der Zelle aktiviert. 

Diese erhöht Volumen und Faltungskapazität des ER, während gleichzeitig die 

Proteinlast reduziert wird [245].  

Mechanismen der UPR sind globale Translationsrepression, Induktion von Komponenten 

der ER-assoziierten Proteindegradation (Endoplasmic Reticulum-associated protein 

degradation, ERAD) und Autophagie, gesteigerte Expression von 

faltungsunterstützenden ER-Chaperonen, sowie, bei ausgeprägtem ER-Stress, 

Apoptoseinduktion [523].  

Drei verschiedene ER-Stress-Sensoren in Form von Transmembranproteinen in der 

Membran des ER dienen dazu, einen Anstieg in der Menge an un- oder fehlgefalteten 

Proteinen zu detektieren: Inositol-Requiring Enzyme 1 alpha (IRE1α), eine Serin-

/Threoninkinase und Endoribonuklease, der Leuzinzipper-Transkriptionsfaktor 

Activating Transcription Factor 6 alpha (ATF6α) und die Serin-/ Threoninkinase PKR-

like ER Kinase (PERK) [173, 423, 457]. Sie sind mit ihrer luminalen Seite an das zur 70 

Kilodalton Heat Shock Protein Familie (Hsp70) gehörende Chaperon 78-kDa Glucose-
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Regulated Protein (GRP78) gebunden, das bei Akkumulation ungefalteter Proteine 

abdissoziiert und somit die Aktivierung der Transmembranproteine ermöglicht [52].  

 

1.2.1 PERK-Signalweg 

Die Kinase PERK wird durch Oligomerisierung und Transphosphorylierung aktiviert und 

phosphoryliert dann ihrerseits den eukaryotischen Translations-Initiierungsfaktor 2 an 

der Alpha-Subeinheit (eIF2α). Durch die daraus resultierende Verhinderung der Bildung 

des 43S-Initiationskomplexes wird die Translationsrate und somit die Proteinlast im ER 

stark gesenkt [182]. Zusätzlich wird der Zellzyklus durch verminderte Translation des 

Cyclins D1 in der G1-Phase angehalten [69]. Die Translation bestimmter Proteine wie 

des Activating Transcription Factor 4 (ATF4) läuft unter diesen Bedingungen jedoch 

verstärkt ab [171]. ATF4 induziert die Transkription von für ER-Chaperone kodierenden 

Genen und Genen des Aminosäurestoffwechsels, der antioxidativen Stressantwort, der 

Autophagie und – bei langanhaltendem oder ausgeprägtem ER-Stress – der Apoptose [43, 

172, 174, 287, 437]. Letzteres wird über die Induktion des Transkriptionsfaktors C/EBP 

Homologous Protein (CHOP) vermittelt [172].  

Weiterhin phosphoryliert PERK den Transkriptionsfaktor NF-E2-Related Factor (NRF2), 

welcher die Expression von Genen der antioxidativen Stressantwort induziert und somit 

der unter ER-Stress verstärkten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) 

entgegenwirkt [106].  

 

1.2.2 ATF6-Signalweg 

Wie PERK, so wird auch ATF6α durch Dissoziation von GRP78 aktiviert. Hierbei wird 

die Golgi-Lokalisationssequenz freigelegt und ATF6α wandert zum Golgi-Apparat, wo 

es durch Site-1- und Site-2-Proteasen (SIP1 und SIP2) gespalten wird [423].  Das dabei 

entstehende cytoplasmatische p50ATF6 besitzt eine Masse von 50 kDa und transloziert 

in den Nukleus, wo es gemeinsam mit dem allgemeinen Transkriptionsfaktor Nuclear 

Factor Y (NF-Y) an "ER Stress-Response-Element (ERSE)"-Sequenzen von DNA bindet. 

Diese ERSE-DNA-Motive sitzen in der Promotorregion von Genen, die für ER-

Chaperone wie GRP78, Glucose-Regulated Protein 94 (GRP94) und Calreticulin 

kodieren. Deren Induktion erhöht wiederum die Faltungskapazität des ER [524]. Außer 

mit NF-Y interagiert ATF6α noch mit einer Reihe weiterer Transkriptionsfaktoren [15]. 

ATF6α ist nicht nur an der adaptiven UPR, sondern auch an der Apoptoseinduktion durch 

CHOP-Hochregulation beteiligt [119]. Dimerisierung der Proteine ATF6α und ATF6β, 
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die durch paraloge Gene codiert werden, scheint eine inhibierende Wirkung auf die 

ATF6α-vermittelte Geninduktion zu haben [455]. 

 

1.2.3 IRE1-Signalweg 

Die Kinase/ Endoribonuklease IRE1 wird nach GRP78-Dissoziation durch Dimerisierung 

und Transphosphorylierung aktiviert [523]. Unterstützt wird dieser Prozess durch Co-

Chaperone wie die Foldase Heat Shock Protein 47 (HSP47) [416]. Es existieren zwei 

Paraloge für IRE1. Das für IRE1α kodierende Endoplasmic Reticulum To Nucleus 

Signaling 1-Gen (ERN1) wird ubiquitär exprimiert, sein Knockout ist bei Mäusen bereits 

in der Embryonalphase letal. Im Gegensatz dazu ist die Präsenz von IRE1β auf 

Bronchialepithel und Gastrointestinaltrakt begrenzt, ein Ern2-Knockout verursacht bei 

den betroffenen Mäusen lediglich eine Kolitis [206, 299].  

Aktiviertes IRE1α spleißt mit seiner Endoribonuklease-Aktivität die unter ER-

Stressbedingungen durch ATF6 verstärkt transkribierte mRNA des X-Box Binding 

Protein 1 (XBP1). Dieses unkonventionelle Splicing findet im Zytoplasma statt und 

ermöglicht eine schnelle Reaktion als Antwort auf Stressreize, da die mRNA bereits fertig 

synthetisiert vorliegt und nicht erst transkribiert werden muss. Die gespleißte mRNA 

codiert für den Leuzinzipper-Transkriptionsfaktor XBP1(s) [526]. XBP1(s) induziert die 

Transkription von Genen, die für folgende Proteine kodieren: Foldasen und ER-

Chaperone wie GRP78, Proteine der Membranogenese und Lipidbiosynthese sowie 

Komponenten des ERAD. Zu Letzteren zählen ER Degradation-Enhancing α-

Mannosidase-Like Protein 1 (EDEM1) sowie Derlin-2 (DERL2) und Derlin-3 (DERL3) 

[265, 345, 525]. Wie ATF6 interagiert auch XBP1(s) mit anderen Transkriptionsfaktoren 

[15].  

Weiterhin baut IRE1 als Endoribonuklease gezielt mRNA ab, um damit die 

Translationsmaschinerie für Proteine der UPR freizumachen [194]. Im Gegensatz zur 

XBP1-Spaltung ist an diesem Regulated IRE1-Dependent Decay (RIDD) genannten 

Mechanismus verstärkt IRE1β beteiligt. Abgebaut wird mRNA, die eine bestimmte 

Konsensussequenz trägt. Diese mRNA codiert bevorzugt für Proteine, die im ER 

translatiert werden, ihr Abbau senkt somit die ER-Proteinlast und wirkt in der Regel 

protektiv. Allerdings kann RIDD auch proapoptotisch wirken, beispielsweise durch 

Spaltung der Proform der microRNA 17 (MIR17). MIR17 verhindert normalerweise die 

Translation der Procaspase 2, Abbau der microRNA führt also zu vermehrter Caspase 2-

Aktivität und zur intrinsischen Apoptose [304, 347, 465]. Weiterhin entfällt durch die 
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Degradation von MIR17 auch deren hemmende Wirkung auf die mRNA des Thioredoxin 

Interacting Proteins (TXNIP), wodurch dieses das NOD-, LRR- and Pyrin Domain-

Containing Protein 3-Inflammasom (NLRP3-Inflammasom) aktivieren kann. 

Infolgedessen wird eine sterile Entzündungsreaktion bis hin zur Pyroptose  ausgelöst [49, 

67, 270].  Darüber hinaus bewirkt RIDD eine Repression der Translation durch Abbau 

der 28S rRNA [205].  

Auch an der Apoptoseinduktion im Rahmen der UPR ist der IRE1-Signalweg beteiligt. 

Einerseits kann XBP1(s) über ERSE-Sequenzen die Transkription des proapoptotischen 

Transkriptionsfaktors CHOP induzieren, andererseits kann IRE1α durch 

Komplexbildung mit TNF Receptor-Associated Factor 2 (TRAF2) und Apoptotis Signal-

Regulating Kinase 1 (ASK1) über den c-Jun N-terminale Kinase (JNK)-Signalweg direkt 

den programmierten Zelltod auslösen [119, 337, 527].  

 

1.2.4 Apoptose durch CHOP 

Wie bereits erwähnt, konvergieren die Signalwege der drei Sensormoleküle ATF6, IRE1 

und PERK bei starkem oder lange anhaltendem ER-Stress in der Induktion des 

proapoptotischen Leuzinzipper-Transkriptionsfaktors CHOP. Dieser wird auch unter 

Nicht-Stress-Bedingungen auf einem sehr niedrigen Level exprimiert, unter ER-Stress 

vervielfacht sich die Expression jedoch [245].  

Essentiell für die CHOP-Transkription ist die Aktivierung des PERK-ATF4-

Signalweges. Hierbei bindet ATF4 an die Amino Acid Response Elements 1 oder 2 

(AARE1/AARE2) im CHOP-Promotor [30]. Auch der ATF6- und IRE1α-Signalweg 

können die Expression von CHOP induzieren, jedoch findet dies erst im späteren Verlauf 

der ER-Stressantwort und über die cis-Elemente ERSE1 und ERSE2 statt [119, 527]. 

Posttranslationale Modifikationen wie die Phosphorylierung an Serinresten durch p38-

mitogenaktivierte Kinasen (p38 MAPK) verstärken die Aktivität von CHOP als 

Transkriptionsfaktor [482].  

CHOP bewirkt eine p53-unabhängige vermehrte Transkription proapoptotischer Gene, 

wobei die genauen Gene je nach Zelllinie unterschiedlich sind: Hierzu gehören Bcl-2-

Like Protein 11 (BIM), Death Receptor 5 (DR5) und p53-Upregulated Modulator of 

Apoptosis (PUMA) [371][385]. Gleichzeitig verringert CHOP die Expressionsrate 

antiapoptotischer Gene wie B-Cell Lymphoma-2 (BCL2) [306].  

Als Heterodimer mit ATF4 induziert CHOP außerdem die Transkription des für die 

Pseudokinase Tribbles Homolog 3 (TRB3) kodierenden Genes. Bei leichtem bzw. 
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kurzzeitigem ER-Stress ist TRB3 rückkoppelnd ein negativer Regulator dieser beiden 

Aktivatoren. Im Falle von langanhaltendem ER-Stress ist TRB3 jedoch an der CHOP-

vermittelten Apoptose beteiligt, in dem es die Serin-/Threoninkinase Proteinkinase B 

(PKB) bindet und deren Phosphorylierung und damit Aktivierung verhindert. 

Infolgedessen verliert PKB die hemmende Wirkung auf die proapoptotischen Mitglieder 

der B Cell Lymphoma 2 (BCL2)-Familie und die Zelle geht in die Apoptose [122, 346]. 

Weiterhin wirkt CHOP der adaptiven UPR entgegen und lenkt diese dadurch in Richtung 

Apoptose um: CHOP induziert die Transkription von Growth Arrest and DNA Damage-

Inducible Protein 34 (GADD34), einer Proteinphosphatase, die die PERK-vermittelte 

Phosphorylierung von eIF2α rückgängig macht und die Proteinlast im ER somit wieder 

erhöht. Die ebenfalls durch CHOP verstärkte Transkription des Genes, das für die an der 

Disulfidbrückenbildung beteiligten Oxidoreduktase Endoplasmic Reticulum 

Oxidoreductase 1 Alpha (ERO1α) codiert, entfaltet eine ambivalente Wirkung. Sie 

bewirkt zwar eine Zunahme der Faltungskapazität des ER, allerdings entstehen hierbei 

als Nebenprodukte proapoptotisch wirkende Sauerstoffradikale [297]. Verstärkt wird die 

ROS-Wirkung durch Depletion der zellulären Glutathionreserven durch selektive 

Glutathion-Spaltung. Verantwortlich hierfür ist die Glutathione-Specific Gamma-

Glutamylcyclotransferase 1 (CHAC1). CHAC1 gehört ebenfalls zu den von CHOP 

induzierten Genen [254]. 

Außer am programmierten Zelltod ist CHOP auch an inflammatorischen Signalwegen 

beteiligt. So induziert ER-Stress in murinen Peritonealmakrophagen Chop-vermittelt die 

Transkription und Translation der Caspase 11, dem murinen Homolog der humanen 

Caspasen 4 und 5. Diese rekrutiert und aktiviert proteolytisch Procaspase 1, welche 

wiederum die proinflammatorischen Zytokine IL-1β und Interleukin-18 (IL-18) schneidet 

und dadurch aktiviert [130].  Zudem löst Caspase 11 durch Proteolyse des porenbildenden 

Gasdermins die Pyroptose aus [116, 340].  Hattori et al. konnten 2003 zeigen, dass CHOP 

auch an der Interleukin-6-Expression (IL-6) beteiligt ist, indem es Heterodimere mit 

Inhibitoren der IL-6-Transkription bildet und diese somit abfängt [177].  

Abbildung 5 gibt einen Überblick über die ER-Stressantwort. 
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Abbildung 5 (eigene Abbildung): Die ER-Stressantwort 

Abkürzungen: AARE= Amino Acid Response Element, antiox.= antioxidativ, AS= Aminosäure, ASK1=Apoptotic Signal-Regulating 
Kinase 1, ATF4= Activating Transcription Factor 4, ATF6α= Activating Transcription Factor 6 alpha,  CHOP= C/EBP Homologous 

Protein, eIF2α= Alpha-Subeinheit des eukaryotischer Transkriptionsfaktor 2, ERAD= Endoplasmic-Reticulum-Associated Protein 

Degradation, ERSE1/2 = ER Stress Response Element 1/2, GRP78= 78-kDa Glucose-Regulated Protein, IRE1= Inositol-Requiring 
Enzyme 1 alpha, JNK=c-Jun N-terminale Kinase, NRF2=NF-E2-Related Factor, Ⓟ= Phosphorylierung, PERK= PKR-Like ER 

Kinase, RIDD= Regulated IRE1-Dependent Decay, SIP1/2= Site-1/ Site-2-Protease, TRAF2= TNF Receptor-Associated Factor 2, 

XBP1(s)= gespleißte Form des X-Box Binding Protein 1 
 

 

1.2.5 ERAD  

Terminal missgefaltete Proteine im ER werden durch das ERAD-System abgebaut. 

Wie genau diese Proteine von der ERAD-Maschinerie erkannt werden, ist bisher erst 

teilweise erforscht. Bestandteile des E3-Ligase-Komplexes in der Membran des 

endoplasmatischen Retikulums scheinen jedoch als Sensoren daran beteiligt zu sein [396, 

438].  

Über den Mechanismus bei n-glykosylierten Glykoproteinen ist etwas mehr bekannt: 

Deren Glc3Man9GlcNAc2-Kern wird beim Eintritt in das ER-Lumen durch die ER-

Glucosidasen I und II gekürzt, sodass ein monoglucosyliertes Glykoprotein entsteht. 

Dieses wird durch die Lektin-Chaperone Calnexin (CNX) und Calreticulin gebunden, die 

gemeinsam mit anderen Chaperonen bei der Faltung assistieren [251]. Fertig gefaltete 
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Proteine werden nach Entfernung des terminalen Glucoserestes durch die Glucosidase II 

in den Golgi-Apparat weitergeleitet, während inkomplett gefaltete Proteine durch die 

UDP-Glucose/Glycoprotein Glucosyl Transferase reglucosyliert werden [251, 351]. 

N-glykosylierte Glykoproteine, die sehr lange zur Faltung benötigen, werden dem 

Calnexin/ Calreticulin-Zyklus des ER-Lumens dagegen durch Trimmen des 

Mannoserestes entzogen. Dieses Trimmen erfolgt durch ER-Mannosidase 1 (EDEM1), 

EDEM3 oder Mannosidase Alpha Class 1C Member 1 [198, 350, 351]. Im Anschluss 

werden die gekürzten Glykoproteine durch Lektine, zu denen auch EDEM1 gehört, 

erkannt und über einen Translokationskomplex ins Cytosol geschleust. Nach 

Ubiquitinierung werden sie hier schließlich durch das 26S-Proteasom abgebaut [330]. 

Gene des ERAD werden sowohl durch ATF6 als auch durch XBP1(s) induziert [4, 15].  

1.3 Idiopathische pulmonale Fibrose 

Die idiopathische pulmonale Fibrose gehört zur Gruppe der idiopathischen interstitiellen 

Pneumonien (IIP), einer Gruppe von Lungenkrankheiten, deren jeweilige Ursache noch 

nicht bekannt ist. Alle IIP betreffen hauptsächlich das pulmonale Interstitium, den 

Bereich zwischen epithelialer und endothelialer Basalmembran, und gehen mit einer für 

das jeweilige Krankheitsbild spezifischen Mischung aus Inflammation und Fibrose einher 

[28]. Abbildung 6 gibt eine Übersicht über die IIP. 

Idiopathische interstitielle Pneumonien 

 

 

IPF 

Seltenere IIP 

• Akute interstitielle Pneumonie  

• Desquamative interstitielle 

Pneumonie 

• Lymphogene interstitielle 

Pneumonie 

• Kryptogen organisierende 

Pneumonie 

• Nicht-spezifische interstitielle 

Pneumonie 

• Respiratorische Bronchiolitis mit 

begleitender interstitieller 

Lungenbeteiligung 
Abbildung 6: Idiopathische interstitielle Pneumonien 

Abkürzungen: IPF= Idiopathische pulmonale Fibrose, IIP= Idiopathische interstitielle Pneumonie 

 

Die idiopathische Lungenfibrose (IPF) ist eine auf die Lunge begrenzte chronisch-

progressive fibrosierende interstitielle Pneumonie unbekannter Ursache, die 

histopathologisch und/ oder radiologisch mit einem Usual Interstitial Pneumonia- Muster 

(UIP-Muster) einhergeht. Klinisch ist die hauptsächlich ältere Menschen betreffende 
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Erkrankung durch zunehmende Atemnot, trockenen Husten und Verschlechterung der 

Lungenfunktion gekennzeichnet. Ihre Prognose ist mit einer medianen Lebenserwartung 

von zwei bis drei Jahren nach Diagnosestellung sehr schlecht, insbesondere bei Rauchern, 

älteren Patienten und Patienten männlichen Geschlechts [275] [372].  

Die IPF ist zwar die häufigste unter den interstitiellen Lungenerkrankungen, absolut 

gesehen mit einer  Inzidenz von 0.7 (Taiwan) - 63 (USA) pro 100.000 Einwohner jedoch 

eine seltene Erkrankung [275]. Mit zunehmendem Alter nimmt die Inzidenz zu, das 

mediane Alter bei Diagnosestellung beträgt 66 Jahre, wobei die Diagnose selten vor dem 

50. Lebensjahr gestellt wird [154, 238].  

Ein bedeutender Risikofaktor für die Entstehung der IPF ist langjähriges Rauchen, 

insbesondere bei Patienten mit kumulativ mehr als 20 Pack Years. Weiterhin gehen 

höheres Alter und, mit einem Anteil von 70% der Erkrankten, männliches Geschlecht mit 

einem erhöhten IPF-Risiko einher. Umwelteinflüsse wie die Exposition gegenüber 

Metall- und Holzstaub sowie die Tätigkeit in Landwirtschaft oder Viehhaltung sind, 

ebenso wie die Erkrankung an Diabetes mellitus, pulmonaler Hypertonie und obstruktiver 

Schlafapnoe, ebenfalls mit IPF assoziiert [372, 533]. Als endogener Risikofaktor für die 

Entstehung der idiopathischen Lungenfibrose gilt gastroösophagealer Reflux (GERD) 

[374]. Darüber hinaus sind virale Infektionen mit IPF assoziiert. So konnten Sheng et al. 

in einer Meta-Analyse zeigen, dass Infektionen mit den humanen Herpesviren 7 und 8 

(HHV-7, HHV-8) sowie dem Cytomegalie- und Ebstein-Barr-Virus (EBV) mit einem 

erhöhten IPF-Risiko einhergehen [424].   

Bis zu 20% der IPF-Fälle treten familiär gehäuft auf, womit die IPF die häufigste Form 

der familiären idiopathischen interstitiellen Pneumonien (FIP) darstellt [146]. Für diese 

familiäre Krankheitsform sind über 60 unterschiedliche Genmutationen im 

Surfactantprotein C (SP-C)-Gen (SFTPC) und einzelne im Surfactantprotein A2-Gen 

(SP-A2, SFTPA2) bekannt, welche jedoch alle sehr selten sind. In 8-15% der FIP-Fälle, 

und damit deutlich häufiger, finden sich Mutationen in den für Bestandteile des 

Telomerase- oder Shelterinkomplexes kodierenden Genen [245].  

Klinisch präsentieren sich IPF-Patienten meist mit recht unspezifischen Symptomen, 

wodurch die Zeit zwischen Symptombeginn und Diagnosestellung im Median 2,2 Jahre 

beträgt [154]. Typisch sind trockener Husten und zunehmende Belastungsdyspnoe. In 50-

70% der Fälle kommen Trommelschlegelfinger und/oder Uhrglasnägel hinzu, bei 98% 

der Patienten lässt sich bibasilares Knisterrasseln (Sklerosiphonie) auskultieren [165, 

372]. 



 

32 

 

Der Krankheitsverlauf ist individuell sehr unterschiedlich und kann durch einen chronisch 

progredienten Lungenfunktionsverlust oder aber durch plötzliche Verschlechterung im 

Rahmen akuter Exazerbationen gekennzeichnet sein. Diese gehen mit diffusem 

Alveolarschaden, akuter Verschlechterung von Dyspnoe und trockenem Husten sowie 

neuem Auftreten von bilateralen Milchglastrübungen in der hochauflösenden 

Computertomographie (HRCT) einher. In etwa 40% der Fälle enden akute 

Exazerbationen tödlich [372, 411, 434].  

Zu den häufigsten Komorbiditäten der IPF zählen obstruktive Schlafapnoe, 

Bronchialkarzinom, pulmonale Hypertonie, chronisch-obstruktive Lungenerkrankung 

(COPD), GERD, Diabetes, vaskuläre Erkrankungen und koronare Herzkrankheit [154].  

 

 

Abbildung 7 (eigene Abbildung nach [373]): Diagnoseschema IPF 

Abkürzungen: BAL= Bronchiallavage, CTD= Connective Tissue Disease (Kollagenosen & rheumatische Erkrankungen), HRCT= 

Hochauflösende Computertomographie, ILD= Interstitielle Lungenerkrankung,  IPF= Idiopathische pulmonale Fibrose, UIP= Usual 

Interstitial Pneumonia, V.a.= Verdacht auf, VATS= Videoassistierte Thorakoskopie 
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Abbildung 7 gibt einen Überblick über das diagnostische Vorgehen bei Verdacht auf IPF, 

wie es in der Leitlinie von Raghu et al. von 2018 empfohlen und im Folgenden genauer 

ausgeführt wird [373]: Die Diagnose IPF kann hiernach gestellt werden, wenn andere 

Ursachen interstitieller Lungenerkrankungen ausgeschlossen wurden und ein eindeutiges 

Usual Interstitial Pneumonia- Muster (UIP-Muster) entweder in der hochauflösenden 

Computertomographie (HRCT) oder in einer chirurgischen Biopsie vorliegt. Auch die 

Kombination aus wahrscheinlichem UIP-Muster sowohl in der HRCT als auch in der 

chirurgischen Biopsie ist ausreichend für die Diagnose IPF. Zum Ausschluss anderer 

interstitieller Lungenerkrankungen (ILD) dienen die Medikamenten- und 

Expositionsanamnese sowie die serologische Diagnostik. Hierdurch sollen rheumatische 

Erkrankungen bzw. Kollagenosen (CTD), die ebenfalls mit fibrotischen Veränderungen 

der Lunge assoziiert sein können, ausgeschlossen werden. 

Das für die IPF pathognomonische UIP-Muster (Abb. 8) ist im HRCT durch subpleural 

und basal betontes sogenanntes Honeycombing gekennzeichnet. Bei den „Honigwaben“ 

handelt es sich um zystisch erweiterte terminale Luftwege mit durchschnittlich 3-10 mm 

Größe und klarer Begrenzung. Sie sind räumlich assoziiert mit Traktionsbronchiektasien/ 

Traktionsbronchiolektasien. Reine Milchglastrübungen sind untypisch für die IPF, in 

geringer Ausprägung und in Kombination mit einer feinretikulären 

Zeichnungsvermehrung als Korrelat der Fibrose jedoch mit einem UIP-Muster zu 

vereinbaren. Neue stärker ausgeprägte Milchglastrübungen bei Patienten mit bekannter 

IPF sprechen für eine akute Exazerbation. Ein definitives UIP-Muster wird bei Vorliegen 

aller genannter Charakteristika diagnostiziert, auf eine Lungenbiopsie kann dann 

verzichtet werden. Fehlen nur die Honigwaben, spricht man von einem wahrscheinlichen 

UIP-Muster. In diesem Fall, genau wie bei einem unklaren Befund, sollte eine 

chirurgische Lungenbiopsie (als videoassistierte Thorakoskopie (VATS)) und eventuell 

eine Bronchiallavage (BAL) durchgeführt werden [373].  

Im bioptischen Befund ist das UIP-Muster (Abb. 8) durch eine unregelmäßig verteilte 

Fibrosierung der Lunge charakterisiert. Befallen sind insbesondere subpleurale und 

paraseptale Bereiche, wo zystisch vergrößerte Bronchioli als Honigwaben imponieren, 

sowie die Peripherie der Acini und Lobuli. Typisch ist auch die räumliche und zeitliche 

Heterogenität der Läsionen mit fleckförmig verteilten und die normale Lungenarchitektur 

zerstörenden Fibroblasten-Foci. Diese zeichnen sich durch Ablagerungen dichten 

azellulären Kollagens sowie Einwanderung von (Myo-) Fibroblasten aus und wechseln 
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sich mit Bereichen milder interstitieller Inflammation und normalem Lungengewebe ab. 

Die interstitielle Inflammation ist durch Infiltration von Lymphozyten und Plasmazellen 

in die Alveolarsepten sowie Hyperplasie der Typ II-Zellen gekennzeichnet, während sich 

im Bereich der Honigwaben Bronchialepithel und oft Muzinablagerungen finden. 

Hyperplasie glatter Muskelzellen fällt sowohl in den Honigwaben als auch in fibrotischen 

Arealen auf.  

Die Diagnose eines definitiven UIP-Muster erfordert fleckförmige Fibrose mit oder ohne 

Honigwaben, Zerstörung der Lungenarchitektur und Abwechslung der Fibrose mit 

weniger stark befallenem Parenchym.  

 

Abbildung 8 ([28, 45], modifiziert): UIP-Muster mit Honeycombing im HRCT (A und B) und in der Biopsie (C) 

Die Aussagekraft der zellulären BAL-Analyse in der IPF-Diagnostik ist begrenzt und 

dient vor allem der Abgrenzung gegenüber anderen interstitiellen Lungenerkrankungen. 

Typisch sind eine leichte Erhöhung des Eosinophilen-Anteils, eine gering ausgeprägte 

Lymphozytose und ein etwas erhöhtes CD4/CD8-Verhältnis [28, 373]. 

Die fortschreitende IPF geht mit zunehmendem Verlust an totaler Lungenkapazität, 

forcierter Vitalkapazität und forcierter Einsekundenkapazität (FEV1) einher. Auch wenn 

die Ausgangsdaten keine Vorhersage für das Überleben des Patienten ermöglichen, sind 

doch die 12 Monats-Verlaufsparameter sehr verlässliche Prädiktoren der Mortalität [94]. 

Weiterhin nehmen im Laufe der Erkrankung die Diffusionskapazität der Lunge (DLCO ) 

sowie die auf das Alveolarvolumen bezogene Diffusionskapazität (DLCO/VA) ab [165].  

Zur Objektivierung der Belastbarkeit des Patienten sowie zur Prognoseabschätzung wird 

der 6 Minuten-Gehtest angewandt[123]. 

Eine kausale Therapie der idiopathischen Lungenfibrose existiert zurzeit nicht. Es stehen 

jedoch zwei antifibrotisch wirksame und die Krankheitsprogression verlangsamende 

Medikamente zur Verfügung: Pirfenidon und Nintedanib.  

Der genaue molekulare Wirkmechanismus von Pirfenidon ist unbekannt. Es wirkt 

antifibrotisch, indem es sowohl die Fibroblastenproliferation als auch Transkription und 

Freisetzung des profibrotischen Zytokins Transforming Growth Factor β (TGF-β) sowie 
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die Kollagensynthese hemmt. Zudem entfaltet Pirfenidon über die translatorische 

Hemmung der proinflammatorischen Zytokine Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und IL-6 

sowie die vermehrte Transkription des IL-10-Gens eine antiinflammatorische Wirkung 

[207, 208, 332]. In den klinischen CAPACITY-Studien verlängerte Pirfenidon die 

progressionsfreie Überlebenszeit und verringerte den Verlust an forcierter Vitalkapazität 

(FVC) und Gehstrecke im 6-Minuten-Gehtest [339].  

Nintedanib ist ein Tyrosinkinase-Inhibitor, der dosisabhängig die Rezeptortyrosinkinasen 

Vascular Endothelial Growth Factor-Rezeptor (VEGFR), Platelet Derived Growth 

Factor-Rezeptor (PDGFR) und Fibroblast Growth Factor-Rezeptor (FGFR) hemmt. Im 

Mausmodell der Lungenfibrose konnte gezeigt werden, dass dadurch Proliferation, 

Migration und Kollagensynthese der Fibroblasten eingeschränkt werden [498]. In 

klinischen Phase III-Studien konnte Nintedanib den FVC-Verlust im Laufe eines Jahres 

im Vergleich zu Placebo signifikant verringern, die Häufigkeit akuter Exazerbationen 

senken und die subjektive Symptomatik verbessern [388]. 

Zusätzlich zur antifibrotischen Medikation empfiehlt die American Thoracic Society 

(ATS), IPF-Patienten mit Antazida zu behandeln, da GERD einen mit IPF assoziierten 

Risikofaktor darstellt [372]. 

Zur nichtmedikamentösen Therapie bei IPF zählen die Langzeit-Sauerstofftherapie bei 

Ruhe-Hypoxämie sowie Rauchentwöhnung und pneumologische Rehabilitation. 

Geeignete Patienten sollten zudem frühzeitig an ein Transplantationszentrum 

angebunden werden, da die Lungentransplantation derzeit die einzige kurative Therapie 

der IPF darstellt [372]. 

 

1.4 Pathogenese der IPF 

Die genaue Pathogenese der IPF ist momentan noch unbekannt. Nachdem sie lange als 

eine inflammatorische Krankheit galt, geht die aktuelle Theorie davon aus, dass die 

Fibrose im Rahmen der IPF durch aberrante Wundheilung bei repetitiven 

Mikroverletzungen des Alveolarepithels auf der Basis einer erhöhten Suszeptibilität 

entsteht. Bedeutsam ist hierbei insbesondere die Apoptose der als Progenitorzellen 

geltenden Typ-II-Zellen und ihr Ersatz durch fibrotisches Gewebe  [238].  

Für diese erhöhte Anfälligkeit gegenüber schädigenden Einflüssen sind mehrere 

Ursachen bekannt, deren Gemeinsamkeit die Beeinträchtigung der normalen Funktion 

des Alveolarepithels ist [499]. 
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Wie bereits in Kapitel 1.1.1 erläutert, sind zu verkürzten Telomeren führende Mutationen 

in für Komponenten des Telomerase- und Shelterinkomplexes kodierenden Genen in 

etwa 8-15% der familiären und 1-3% der sporadischen IPF-Fälle nachweisbar [23]. Im 

Vergleich zu gleich alten gesunden Menschen verkürzte Telomere lassen sich in IPF-

Patienten unabhängig vom Mutationsstatus sowohl in peripheren Leukozyten als auch im 

Alveolarepithel nachweisen [12]. Kritisch kurze Telomere führen zur Induktion von 

replikativer Seneszenz und Apoptose [59, 537]. Untersucht man Typ-II-

Alveolarepithelzellen aus IPF-Lungen, so fällt auf, dass vieler dieser Zellen im Gegensatz 

zu gesunden Kontrollen seneszent beziehungsweise apoptotisch sind [38, 117]. Da Typ-

II-Zellen Progenitorzellen sind, resultiert hieraus eine verminderte 

Regenerationsfähigkeit des Alveolarepithels [39].  

Für die familiäre interstitielle Pneumonie (FIP), deren häufigste Unterform die IPF ist, 

wurden zudem unterschiedliche Mutationen in den Surfactant-Genen SFTPA2 und 

SFTPC beschrieben, die zur Entstehung verkürzter oder fehlgefalteter Surfactantproteine 

und dadurch zur Induktion einer ER-Stress-Antwort in den surfactantproduzierenden 

Typ-II-Zellen führen. Dies betrifft etwa 3% der adulten FIP-Fälle [145]. 

SP-C ist ein sehr hydrophobes Protein, das der Reduktion der Oberflächenspannung in 

den Alveolen dient und ausschließlich von Typ-II-Pneumozyten synthetisiert wird [497]. 

Es wird als 21 kDa-Proprotein synthetisiert und durchläuft den sekretorischen Weg, 

wobei es durch die Proteasen Napsin A, Pepsinogen C und Cathepsin H gespalten wird. 

Gemeinsam mit den anderen Surfactantbestandteilen wird das mature 4,2 kDa-SP-C in 

den Lamellenkörperchen gespeichert und schließlich in den Alveolarraum freigesetzt [66, 

245, 250]. Von den über 60 bekannten ILD-assoziierten SFTPC-Mutationen (alle 

heterozygot) liegen viele in der für die BRICHOS-Domäne des Proproteins kodierenden 

Region [245].  

Ein Beispiel hierfür ist die Substitutionsmutation L188Q, bei der ein 

tertiärstrukturrelevanter Leucin- durch einen Glutaminrest ersetzt wird. Diese 

Genmutation wurde in Patienten mit nicht-spezifischer interstitieller Pneumonie (NSIP) 

und IPF nachgewiesen und stört die SP-C-Reifung [454]. In-vitro-Expression des L188Q-

SP-C führt zur Bildung von Proprotein-Aggregaten in ER und Cytosol, XBP1-Splicing, 

Beeinträchtigung der Proteasom-Funktion und vermehrter Apoptose  [324]. Zudem 

durchlaufen L188Q-exprimierende Zellen in vitro eine epithelial-mesenchymale 

Transition (EMT) und synthetisieren vermehrt mesenchymale Proteine wie Vimentin 

[451]. Auch in vivo lässt sich durch L188Q-Sftpc-Expression in transgenen Mäusen ER-
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Stress provozieren, dennoch entwickeln diese Mäuse keine spontane Lungenfibrose. Auf 

einen „Second Hit“ mit intratracheal instilliertem Bleomycin reagieren sie jedoch mit 

deutlich stärkerer Fibroseentwicklung als Wildtyp-Mäuse [263]. Diese Beobachtung 

könnte erklären, warum dieselbe Genmutation im Menschen – je nach Art des „Second 

Hits“ - unterschiedliche schwere interstitielle Lungenerkrankungen auslösen kann [245].  

Ein weiteres Beispiel für eine SFTPC-Mutation, die in IPF-Patienten nachgewiesen 

werden konnte, ist die Substitutionsmutation G100S, bei der in der BRICHOS Domäne 

des SP-C-Proproteins das Glycin durch Serin ersetzt wird. Auch hier führt die in vitro-

Expression dieser SFTPC-Variante in A549-Zellen zu gesteigerter Synthese der ER-

Stressmarker GRP78 und XBP1 sowie zu vermehrter Apoptose [352]. 

SP-A ist ein hydrophiles Surfactantprotein, dessen Isoformen SP-A1 und SP-A2 an der 

angeborenen Immunantwort beteiligt sind. SP-A bildet bouquetartige Oligomere, die als 

Kollektine Pathogene opsonieren [502]. Für die Herabsetzung der pulmonalen 

Oberflächenspannung ist es jedoch nicht essentiell [247]. Wang et al. konnten in 

Stammbaumanalysen nachweisen, dass die SP-A2-Missense-Mutationen G231V 

(Austausch von Glycin durch Valin) und F198S (Austausch von Phenylalanin durch 

Serin) mit der Entstehung familiärer idiopathischer Lungenfibrose assoziiert sind [484]. 

In vitro werden die Proteinvarianten nicht ins Medium sezerniert, sondern im ER retiniert 

und proteasomal abgebaut. Dies geht mit einer erhöhten Menge an GRP78 und 

gespleißtem XBP1 einher, was auf zellulären ER-Stress schließen lässt [292]. Liu et al. 

konnten 2020 in einer chinesischen Familie mit familiärer IPF erstmal die 

Substitutionsmutation c.619A nachweisen, die zum Austausch von Asparagin durch 

Tyrosin führt. Bei Expression dieser SFTPA2-Variante in A549-Zellen konnten per 

Western Blot erhöhte Level an Caspase-3 sowie CHOP nachgewiesen werden. Auch hier 

kann folglich von einer genmutationsbedingten Auslösung von ER-Stress und Apoptose 

ausgegangen werden [282]. 

Surfactant besteht nur zu 10% aus Surfactantproteinen, die restlichen 90% sind Lipide, 

insbesondere Phospholipide. Gemeinsam mit den Surfactantproteinen werden diese 

Lipide vor der Freisetzung in den Alveolarraum in lysosomenähnlichen 

Lamellenkörperchen in den alveolären Typ II-Zellen gespeichert [44]. Adenosine 

Triphosphate (ATP) Binding Cassette Subfamily A Member 3 (ABCA3) ist ein ATP-

abhängiger Lipidtransporter, der sich in der äußeren Wand der Lamellenkörperchen 

befindet und für den Transport der Surfactantlipide über die 

Lamellenkörperchenmembran zuständig ist. Außerdem ist ABCA3 für die Biogenese der 
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Lamellenkörperchen essentiell [86]. Es sind über 200 ABCA3-Mutationen bekannt, die 

mit interstitiellen Lungenerkrankungen unterschiedlichen Schweregrades einhergehen. 

Diese reichen von bereits unmittelbar postnatal letal endender Surfactantdefizienz bis hin 

zur erst im höheren Erwachsenenalter auftretenden IPF [44, 72, 93, 429]. In den Lungen 

pädiatrischer Patienten mit ABCA3-Mutation und ILD konnte eine robuste Expression 

von proSP-B nachgewiesen werden, wobei die Menge an maturem SP-B jedoch stark 

reduziert war. Dies könnte ein Hinweis auf eine Prozessierungsstörung durch die ABCA3-

Mutation sein. Hierfür spricht insbesondere, dass ABCA3-Mutationen mit gestörter 

Bildung von Lamellenkörperchen, dem Ort der letzten Prozessierungsschritte des 

maturen SP-B, einhergehen. Korfei et al. vermuten, dass proSP-B bei ABCA3-Mutationen 

akkumuliert & ER-Stress auslöst, hierzu fehlen jedoch noch Daten [72, 245].  

 

Wie bereits erwähnt, lassen sich die beschriebenen Pathogenitätsmechanismen teilweise 

auch in sporadischen IPF-Fällen nachvollziehen. So weisen bis zu 97% der Patienten mit 

sporadischer IPF verkürzte Telomere auf  [12]. 

Zudem ist proapoptotischer ER-Stress auch in Lungen von Patienten mit sporadischer 

IPF beobachtbar. ER-Stressmarker sind im Vergleich zu Spenderlungen sowohl auf 

Genexpressions- als auch auf Proteinebene erhöht und kolokalisieren in der 

Immunhistochemie mit Typ-II-Zellmarkern [246]. Als Ursachen kommen prinzipiell die 

gleichen Mechanismen wie in den genetisch definierten Formen der IPF in Frage, so 

lassen sich beispielsweise Störungen der Surfactantprozessierung mit pathologischer 

intrazellulärer Akkumulation von  proSP-B auch in sporadischen Fällen nachweisen [12, 

288]. Weitere mögliche Ursachen sind Proteinoxidation durch den in IPF-Lungen 

verstärkt nachweisbaren oxidativen Stress und Überlastung der Faltungsmaschinerie 

durch ebenfalls mit der IPF-Entstehung assoziierte bakterielle oder virale Infektionen 

[269, 317, 424].  

Während der zur IPF-Pathogenese beitragende ER-Stress in Typ-II-Zellen proapoptotisch 

ist und somit zum Verlust dieser Progenitorzellen beiträgt, spielt die UPR in Fibroblasten 

eine protektive Rolle. IPF-Fibroblasten sind durch TGF-β-vermittelte Umwandlung in 

Myofibroblasten, vermehrte Produktion extrazellulärer Matrix und Apoptoseresistenz 

gekennzeichnet [245]. Die in TGF-β-behandelten humanen Fibroblasten in vitro 

nachweisbare adaptive ER-Stressantwort dient vermutlich dazu, dem gesteigerten 

Proteinumsatz zu begegnen und trägt somit zur Fibroseentstehung und Apoptoseresistenz 

der Fibroblasten bei [31]. 
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Außer mit ER-Stress und mit verkürzten Telomeren ist die IPF in etwa einem Drittel der 

Fälle mit einem Polymorphismus im Muzin B (MUC5B)-Promotor assoziiert.  Dieser ist 

damit der stärkste bekannte genetische Einflussfaktor auf die IPF-Entstehung [41, 540]. 

Inwiefern er zu einer erhöhten Vulnerabilität des Alveolarepithels beiträgt, ist jedoch 

noch ungeklärt. Mögliche Mechanismen sind eine durch die Überexpression der Muzin 

B-Variante verursachte Mukus-Hypersekretion mit behinderter mukoziliärer Clearance 

von Pathogenen, die Auslösung der ER-Stressantwort durch die vermehrte 

Muzinproduktion und direkte Zytotoxizität des Muzins [387].  

Die SFTPC-Mutation I173T (Substitution von Isoleucin durch Threonin) wurde von van 

Moorsel et al. erstmals in einer Kohorte niederländischer IPF-Patienten beschrieben 

[467]. Expression dieser Sftpc-Variante im Mausmodell führt zur spontanen Entwicklung 

pulmonaler Fibrose [343]. Wie bereits erwähnt, ziehen dagegen weder 

Telomerverkürzung noch die Expression der IPF-assoziierten Sftpc-Variante L188Q-

Sftpc im Mausmodell eine spontane Fibroseentwicklung nach sich [263, 266].  

Für die IPF-typische aberrante Wundheilung mit übermäßiger Matrixdeposition und 

daraus folgender Fibrosierung sind demzufolge weitere Faktoren nötig, die das 

Alveolarepithel zusätzlich schädigen und damit dessen Kompensationsfähigkeit 

überfordern. Als solche „Second Hits“, die im Mausmodell meist durch Bleomycin oder 

Virusinfektionen simuliert werden, kommen prinzipiell alle mit der IPF-Entstehung 

assoziierten Risikofaktoren in Frage. Hierzu zählen beispielsweise das Rauchen, 

Herpesvirusinfektionen, Holzstaub und gastroösophagealer Reflux [372, 499].  

Unabhängig von der Ursache der epithelialen Schädigung zeigt sich bei der IPF ein 

charakteristischer gestörter Reparaturprozess, der durch vermehrte 

Myofibroblastenaktivität bei gleichzeitig verstärkter Aktivierung profibrotischer 

Signalwege im hyperplastischen Alveolarepithel gekennzeichnet ist [238]. 

In verletzten Geweben werden im Rahmen des normalen Heilungsprozesses Fibroblasten 

aktiviert. Sie differenzieren sich zu Myofibroblasten, die vermehrt extrazelluläre Matrix 

(EZM) wie Kollagen I ablagern und zusätzlich durch ihre Kontraktionsfähigkeit dazu 

beitragen, die Wunde zu verkleinern [144, 241].  Während die Myofibroblasten nach 

Abschluss der physiologischen Wundheilung kontrolliert in die Apoptose gehen, 

zeichnen sich IPF-Myofibroblasten durch eine ausgeprägte Apoptoseresistenz aus [113, 

291]. 

Der Ursprung dieser pathogenetisch bedeutsamen Zellen in der IPF ist erst unvollständig 

aufgeklärt. Momentan geht man davon aus, dass die Myofibroblasten teilweise durch 
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Differenzierung aus ortsständigen Fibroblasten und teilweise aus zirkulierenden 

Fibrozyten entstehen [19, 311, 499]. Es wird kontrovers diskutiert, ob und in welchem 

Ausmaß auch epithelial-mesenchymale Transition von Typ-II-Zellen zur Population der 

Myofibroblasten beiträgt [232, 389]. Im Folgenden soll auf die erwähnten Mechanismen 

genauer eingegangen werden. 

Die epithelial-mesenchymale Transition ist ein Prozess, bei dem epitheliale Zellen ihre 

Polarität und ihre Tight Junctions verlieren, zunehmend mobil werden und vermehrt 

mesenchymale Proteine wie Alpha Smooth Muscle Actin (α-SMA) synthetisieren, 

während die Syntheserate epithelialer Proteine wie E-Cadherin abnimmt [499]. In IPF-

Lungen lassen sich Zellen nachweisen, die sowohl das für Typ-II-Zellen typische SP-C 

als auch mesenchymale Proteine wie α-SMA und Calponin produzieren [298]. Inwieweit 

diese Zellen durch EMT entstehen, ist jedoch unklar. Die hierzu vorliegenden Daten aus 

Lineage Tracing-Experimenten in murinen Fibrosemodellen sind widersprüchlich. Sie  

reichen vom Nachweis einer robusten EMT im Rahmen der TGF-β-induzierten Fibrose 

bis hin zur völlig fehlenden Umwandlung epithelialer in mesenchymale Zellen im 

Bleomycin-Fibrosemodell [232, 389] . 

Die zweite Möglichkeit zur Vermehrung der IPF-Fibroblasten besteht in der Rekrutierung 

zirkulierender Fibrozyten durch alveoläre Epithelzellen. Das Alveolarepithel von IPF-

Patienten exprimiert die Chemokin-Liganden C-C Motiv Chemokin 2 (CCL2) und C-X-

C Motiv Chemokin 12 (CXCL12), deren Rezeptoren sich auf zirkulierenden Fibrozyten 

finden. Fibrozyten sind mesenchymale Vorläuferzellen, die selbst EZM produzieren oder 

sich weiter zu Fibroblasten und Myofibroblasten differenzieren können [19, 311]. 

Einen dritten Ursprungsort für die IPF-Myofibroblasten stellen ortsständige Fibroblasten 

der Lunge dar. Diese können sich beispielsweise unter dem Einfluss von TGF-β zu 

Myofibroblasten differenzieren und dann weitaus größere Mengen EZM sezernieren als 

gewöhnliche Fibroblasten [499].   

IPF-Fibroblasten sind sehr beständige Zellen, die in vitro stark proliferieren [336]. Zudem 

sind sie gegenüber der im Rahmen der physiologischen Wundheilung stattfindenden Fas-

Liganden-vermittelten Apoptose deutlich resistenter als Kontrollfibroblasten. Diese 

Apoptoseresistenz bei gleichzeitig erhöhter Apoptoserate des Alveolarepithels wird als 

Apoptoseparadox der IPF bezeichnet [291, 499].  

Während (Myo-) Fibroblasten die Fibrosierung durch Matrixproduktion vorantreiben, 

geht die aktuelle Theorie davon aus, dass der Anstoß des Fibroseprozesses durch 

geschädigtes Alveolarepithel erfolgt [412]. Aktivierte IPF-Epithelzellen sind die 
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Hauptquelle für Mediatoren, die Fibroblastenmigration, -proliferation und -aktivierung 

sowie verstärkte EZM-Produktion bewirken können. Hierzu gehören beispielsweise 

PDGF, TGF-β, TNF-α, Connective Tissue Growth Factor (CTGF) und Endothelin 1 

[412].  

Weitere profibrotische Wirkung übt das Alveolarepithel durch die Aktivierung der 

Gerinnungskaskade aus, die auf verletztem Epithel durch den Komplex aus Faktor III und 

Tissue Factor ausgelöst wird [238]. Die sich im Zuge der Gerinnung bildende 

provisorische Matrix aus Fibronektin und Fibrin ist in vitro in der Lage, die EMT zu 

stimulieren [232]. Weiterhin lässt sich in IPF-Lungen eine lokal verstärkte Expression 

von Faktor-X-mRNA (F10) im Alveolarepithel nachweisen [409]. In vitro sind sowohl 

F10 als auch Thrombin in der Lage, die Differenzierung von Fibroblasten zu 

Myofibroblasten auszulösen [61, 409]. Zudem sezerniert das Alveolarepithel von IPF-

Lungen im Gegensatz zu gesunden Probanden Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1 

(PAI1), einen Inhibitor der Fibrinolyse und des Matrixabbaus, sodass insgesamt ein 

profibrotisches Mikromilieu entsteht [249].  

Abbildung 9 gibt einen Überblick über die beschriebenen Pathomechanismen, die nach 

aktuellem Wissensstand einen Einfluss auf die Entstehung der IPF haben. Die 

Zusammenhänge zwischen verkürzten Telomeren und ER-Stress sowie zwischen durch 

SFTPC-Mutationen verursachte erhöhte Oberflächenspannung und Fibroseentwicklung 

werden in den Kapiteln 5.1 und 5.2 im Rahmen der Diskussion beleuchtet und sind hier 

der Vollständigkeit halber bereits mit aufgeführt.  
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Abbildung 9 (eigene Abbildung): IPF-Pathogenese 

Abkürzungen: CCL2= C-C Motiv Chemokin 2, CTGF= Connective Tissue Growth Factor, CXCL12= C-X-C Motiv Chemokin 12, 

DKC1= Dyskerin, EDN1= Endothelin 1, EMT= epithelial-mesenchymale Transition, ER= endoplasmatisches Retikulum, EZM= 

extrazelluläre Matrix, GERD= gastroösophagealer Reflux, PAI1= Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ I, PDGF= Platelet-Derived 
Growth Factor, POT1= Protection of Telomeres Protein 1, RTEL1= Regulator of Telomere Elongation Helicase 1, SFTPA2= 

Surfactant Protein A2, SFTPC= Surfactantprotein C, TERC= Telomere RNA Component,  TERT= Telomerase Reverse Transkriptase, 

TGF-β= Transforming Growth Factor beta, TIN2= TRF1-Interacting Nuclear Protein 2, TNF-α= Tumornekrosefaktor alpha, TPP1= 
TIN2-Interacting Protein 
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1.5 Ziel der Arbeit 

Verkürzte Telomere aufgrund von Mutationen in Shelterin- oder 

Telomerasekomplexkomponenten werden in 8-15% der familiären und 1-3% der 

sporadischen IPF-Fälle beobachtet [24].  Am häufigsten betroffen sind hierbei TERC oder 

TERT, seltener  DKC1, TIN2, RTEL1, TPP1 und POT1 [24]. Gleichzeitig finden sich in 

den peripheren Leukozyten von sowie im Alveolarepithel von IPF-Patienten im Vergleich 

zu Gesunden signifikant verkürzte Telomere, unabhängig vom Mutationsstatus von 

Telomerase- und Shelterinkomplex [12, 193, 222, 228, 252].  

Weiterhin ist die familiäre IPF in einigen Fällen mit Mutationen in den für 

Surfactantproteine kodierenden Genen SFTPA2 und SFTPC assoziiert [454, 484]. Bei in 

vitro-Expression der Surfactantproteinvarianten wird die Induktion von ER-Stress 

beobachtet [292, 324]. Dieser ist jedoch auch im Lungengewebe von Patienten mit 

sporadischer IPF ohne zugrundeliegende Mutation nachweisbar [246]. Proapoptotischer 

ER-Stress, wie er in alveolären Typ-II-Zellen aus Lungengewebe von IPF-Patienten 

auffällt, bietet hier einen möglichen Erklärungsansatz für den im Krankheitsverlauf 

auftretenden Verlust an Typ-II-Zellen und deren Ersatz durch fibrotisches Gewebe [246]. 

Aus diesen Beobachtungen folgt die These, dass verkürzte Telomere generell eine 

wichtige Rolle bei der Entwicklung der IPF spielen. Daraus ergeben sich die Fragen, ob 

allein durch die Telomerverkürzung schon (proapoptotischer) ER-Stress induzierbar ist, 

mit welchen weiteren Veränderungen im Gen- und Proteinexpressionsmuster diese 

einhergeht und ob verkürzte Telomere allein bereits zur Fibroseentwicklung führen. 

Um diesen Fragen nachzugehen, wurden ein in vivo und ein in vitro – Modell mit 

verkürzten Telomeren entwickelt: Es wurden A549-Zellen für 19 Wochen kultiviert, 

wobei die Hälfte der Zellen mit dem Telomeraseinhibitor BIBR1532 (Boehringer 

Ingelheim) in einer Konzentration von 20 μM behandelt wurde. Aus den 

Zellhomogenaten erfolgte eine Genexpressionsanalyse. Für das in vivo-Modell wurden 

Telomerase RNA Component-Knockout - Mäusen der dritten Generation mit und ohne 

Fusionsprotein aus SP-C und Green Fluorescent Protein (F3 Terc(-/-)- Mäuse sowie F3 

Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse) des C57Bl/6J-Stammes mit wt- C57Bl/6J-Mäusen verglichen. 

In den Mausproben wurden sowohl die Gen-, als auch die Proteinexpressionsebene 

untersucht.  
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Untersucht wurden außer ER-Stressmarkern auch der Einfluss der Telomerverkürzung 

auf den Lungenphänotyp, die Surfactantproteinproduktion, Marker des Zellzyklusarrestes 

und der Seneszenz und Marker von Inflammation, Fibrose und oxidativem Stress. 

2. Material und Methoden 

2.1. Labortechnische Geräte 

Gerät Hersteller 

Chemilumineszenz-Imager Intas Chemo Star Intas, Göttingen 

ELISA Reader Tecan Infinite M200 Pro Tecan, Männedorf (Schweiz) 

Gel Doc XR +  Bio-Rad, München 

Gießständer für SDS-Gele Bio-Rad, München 

Glasplatten für SDS-Gelektrophorese Mini PROTEAN-3-

System Bio-Rad, München 

Short Plates   

Spacer Plates mit 1,5 mm Spacer   

Heizblock Ditabis, Pforzheim 

Histo-Scanner Nano Zoom 

Hamamatsu Photonics, Hamamatsu 

(Japan) 

Inkubatoren   

CO2-Inkubator Heracell Vios 160i 

Thermo Fisher Scientific, Waltham 

(USA) 

Schüttelinkubator Infors HT, Bottmingen (CH) 

Inverses Durchlichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena 

Laufkammer für SDS-Gele Mini-PROTEAN 3 Bio-Rad, München 

Magnetrührer   

Heidolph MR 2002 Heidolph Instruments, Schwabach 

IK RH basic 2 IKA-Werke, Staufen 

Maxi-M1  Vogel, Gießen 

Nanodrop 2000c Peqlab, Erlangen 

Netzteile   

Electrophoresis Power Supply EV231 Consort, Turnhout (Belgien) 

Electrophoresis Power Supply EV2310 Consort, Turnhout (Belgien) 

pH-Meter Seven Compact Mettler-Toledo, Columbus (USA) 

 Pipetten 1000 -200 -100- 10 μl Eppendorf, Hamburg 

Precellys 24 Peqlab, Erlangen 

Semitrockenblot-Apparatur Trans-Blot SD Cell Bio-Rad, München 

Vortexer   

Lab Dancer VWR, Radnor (Pennsylvania, USA) 

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, New York (USA) 

VWR VV3 VWR, Radnor (Pennsylvania, USA) 

Wärmeschrank Heraeus, Hanau 

Zentrifugen   

 Heraeus PICO 21 

Thermo Fisher Scientific, Waltham 

(USA) 

Mini Star  VWR, Radnor (USA) 
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Mikro 200R (Kühlzentrifuge) Andreas Hettich, Tuttlingen  
Abbildung 10: Labortechnische Geräte 

 

2.2.  Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 

Chemikalie/ Verbrauchsmaterial Hersteller 

1× HALTTM Protease and Phosphatase-

Inhibitor Cocktail #78440 

Thermo Fisher Scientific, Waltham 

(USA) 

2-Propanol 

Sigma-Aldrich, St.Louis (Missouri, 

USA) 

96-Well Mikrotiterplatte Sarstedt, Nümbrecht 

Abdeckfolie für 96-Well-Mikrotiterplatte 

Thermo Fisher Scientific, Waltham 

(USA)  

Albumin Fraktion V Carl Roth, Karlsruhe 

Ammoniumperoxodisulfat Carl Roth, Karlsruhe 

2-Mercaptoethanol 

Sigma-Aldrich, St.Louis (Missouri, 

USA) 

Biozym LE Agarose Biozym, Hessich Oldendorf 

Bromphenolblau Merck, Darmstadt 

Citronensäuremonohydrat Carl Roth, Karlsruhe 

 Coomassie Brilliant Blue R-250 Serva, Heidelberg 

Deckgläser Automat Star Engelbrecht, Edermünde 

Deoxycholsäure-Natriumsalz Carl Roth, Karlsruhe 

EDTA Merck, Darmstadt 

Eisessig/Essigsäure 100% Merck, Darmstadt 

Ethanol   

100% (v/v), unvergällt Chemsolute, Renningen 

100% (v/v), vergällt Otto Fischar, Saarbrücken 

96% (v/v) Otto Fischar, Saarbrücken 

70% (v/v) 

SAV Liquid Production, Flintsbach 

am Inn 

Ethidiumbromid-Lösung 0,025% Carl Roth, Karlsruhe 

Gel Blot Paper Whatman GE, Boston (Massachusetts, USA) 

Glycergel Mounting Medium Dako, Hamburg 

Glycerin 

Sigma-Aldrich, St.Louis (Missouri, 

USA) 

Glycin Pufferan  Carl Roth, Karlsruhe 

Haemalaun sauer nach Mayer Waldeck, Münster 

Halt Protease & Phosphatase Single-Use 

Inhibitor Cocktail 

Thermo Fisher Scientific, Waltham 

(USA)  

Immobilon Western Chemiluminescent HRP 

Substrate 

Millipore Corporation, Billerica 

(Massachusetts, USA) 

KCl-Pulver 

Merck Millipore, Burlington 

(Massachusetts, USA) 

KH2PO4-Pulver 

Merck Millipore, Burlington 

(Massachusetts, USA) 

Methanol 

Sigma-Aldrich, St.Louis (Missouri, 

USA) 
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Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe 

Mikroreaktionsgefäße 2 ml, 1.5 ml Sarstedt, Nümbrecht 

 Mikroreaktionsgefäße 0,5 ml Eppendorf, Hamburg 

 Mikroreaktionsgefäße 0,2 ml Biozym, Hessich Oldendorf 

NaCl-Pulver Carl Roth, Karlsruhe 

Na-EDTA Merck, Darmstadt 

Na2HPO4x 2 H2O-Pulver Carl Roth, Karlsruhe 

NaOH-Pulver 

Merck Millipore, Burlington 

(Massachusetts, USA) 

Nukleotide (dNTP-Mix) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham 

(USA)  

Objektträger Super Frost Plus Langenbrinck, Emmendingen 

Oligo dT-Primer 

Invitrogen, Carlsbad (Kalifornien, 

USA) 

PageRuler Prestained Protein Ladder 

Thermo Fisher Scientific, Waltham 

(USA)  

Pipettenspitzen 1000-100-10 μl Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen mit Filter 1000-100-10 μl Greiner Bio-One, Kremsmünster 

Precellys Bulk Beads (1,4 & 2,8 mm) Peqlab, Erlangen 

Precellys Micro Packaging Vials Peqlab, Erlangen 

PVDF-Membran Immobilon-P 

Merck Millipore, Burlington 

(Massachusetts, USA) 

RNAse-Inhibitor 

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

Rotiphorese Gel 30 Carl Roth, Karlsruhe 

D(+)Saccharose Carl Roth, Karlsruhe 

Salzsäure rauchend 37% Carl Roth, Karlsruhe 

SDS-Pellets Carl Roth, Karlsruhe 

Smart Ladder Eurogentec, Köln 

TEMED Carl Roth, Karlsruhe 

Trinatriumcitrat Dihydrat  

Sigma-Aldrich, St.Louis (Missouri, 

USA) 

TRIS Pufferan Carl Roth, Karlsruhe 

TRIS Hydrochlorid PUFFERAN Carl Roth, Karlsruhe 

Triton X-100 

Sigma-Aldrich, St.Louis (Missouri, 

USA) 

Tween 20 

Sigma-Aldrich, St.Louis (Missouri, 

USA) 

Vernichtungsbeutel Sarstedt, Nümbrecht 

Xylol VWR, Radnor (Pennsylvania, USA) 

Zentrifugenröhrchen 50 ml Greiner Bio-One, Kremsmünster 
Abbildung 11: Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 

2.3.  Zellkultur: Reagenzien, Medien und Zusätze 

Reagenz Hersteller 

BIBR1532, 20 μM Boehringer Ingelheim, Ingelheim 

DMEM/ F12 Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)  
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Fetal Calf Serum (FCS), 10% PAA Laboratories GmbH, Cölbe 

L-Glutamine 200 mM, 100 Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)  

MEM Non Essential Amino Acids, 

100x Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)  

MEM Vitamins, 100 Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)  

Penicillin-Streptomycin, 100 Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)  

Trypsin/EDTA-Stammlösung PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
Abbildung 12: Zellkulturreagenzien 

 

2.4. Herstellung von Proteinextrakten aus Lungengewebe 

Zur Herstellung von Proteinextrakten aus murinem Lungengewebe wurde dieses im 

gefrorenen Zustand mit jeweils 1 ml Lysepuffer pro 0,75 cm3 versetzt und mit dem 

Precellys Homogenisator nach Herstellerangaben zu einem Homogenisat verarbeitet. 

Anschließend wurden die Proben 2h auf Eis inkubiert. Schließlich wurden die 

Zelltrümmer durch 10-minütige Zentrifugation in einer Kühlzentrifuge bei 14000 rpm 

und 4°C von dem die zu untersuchenden Proteine enthaltenden Überstand getrennt. 

Letzterer wurde vorsichtig abpipettiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C 

gelagert. Mit dieser Methode konnten Proteinextrakte in der Konzentration von 5 – 15 

μg/μl gewonnen werden.  

 

Lysepuffer: 

• 50 mM TRIS/HCl pH 7,5 (TRIS= Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) 

• 150 mM NaCl   

• 1% (w/v) Triton X-100  

• 0.5% (w/v) Deoxycholsäure-Natriumsalz   

• 5 mM Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)   

• 1× Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (ThermoFisher Scientific, 

#78440), 1:100 Verdünnung 

 

2.5.  Verwendete Kits 

Kit Hersteller 

Immobilon Western Chemiluminescent HRP  

substrate 

Merck-Millipore, Burlington (MA, 

USA) 

Nucleo Spin RNA Plus Kit Macherey-Nagel, Düren 

Omniscript RT Kit Qiagen, Hilden 

OxyBlot Protein Oxidation Detection Kit 

Merck-Millipore, Burlington (MA, 

USA) 



 

48 

 

Phire Hot Start II DNA-Polymerase 

Thermo Fisher Scientific, Waltham 

(MA, USA) 

Pierce BCA Protein Assay Kit 

Thermo Fisher Scientific, Waltham 

(MA,USA) 

RNeasy Plus Mini Kit Qiagen, Hilden 

ZytoChem HRP-DAB Kit Broad Spectrum Zytomed Systems, Berlin 

ZytoChem Plus (AP) Broad Spectrum 

(Permanent Red) Kit Zytomed Systems, Berlin 

ZytoChem Plus AP-Fast Red Kit Broad 

Spectrum Zytomed Systems, Berlin 
Abbildung 13: Verwendete Kits 

 

2.6.  Antikörper 

Für die Durchführung von Protein-Analysen (Westernblot, Immunhistochemie) wurden 

folgende Antikörper verwendet: 

Primärantikörper auf Mausproben: 

Primärantikörper Hersteller Verdünnung 

Anti-Arginase-1, rabbit 

polyclonal Abcam (ab91279) 

1:750 (WB) 

1:100 (IHC) 

Anti-Chop, rabbit polyclonal 

Cell Signalling Technology 

(5554S) 

1:300 

Anti-F4/80, rat monoclonal Bio-Rad (MCA497GA) 1:50 

Anti-Grp78, rabbit polyclonal Abcam (ab21685) 

1:20.000 (WB) 

1:2000 (IHC) 

Anti-Integrin-β6, rabbit 

polyclonal 

Novus Biologicals (NBP2-

14136) 

1:1000 

Anti-mature SP-B, rabbit 

polyclonal Seven Hills (WRAB-48604) 

1:500 

Anti-mature SP-C, rabbit 

polyclonal Seven Hills (WRAB-76694) 

1:500 

Anti-p21, rabbit monoclonal Abcam (ab109520) 1:500 

Anti-phospho-p53 (pSer15), 

rabbit polyclonal Merck (PC461) 

1:200 

Anti-proSP-B, rabbit polyclonal Seven Hills (WRAB-55522) 1:500 

Anti-proSP-C, rabbit polyclonal Millipore (AB3786) 

1:800 (IHC) 

1:2000 (WB) 

Anti-Sirtuin 1, rabbit polyclonal 

Santa Cruz Biotechnology (sc-

15404) 

1:500 (WB) 

1:50 (IHC) 

Anti-SP-A, rabbit polyclonal Abcam (ab115791) 1:1000 

Anti-TGF-β, rat monoclonal BD Biosciences (555052) 1:75 

Anti-Ttf1, rabbit monoclonal Abcam (ab76013) 1:100 

Anti-Xbp-1, rabbit monoclonal 

Cell Signalling Technology 

(12782) 

1:300 

Anti-Xbp-1, rabbit polyclonal 

Santa Cruz Biotechnology (sc-

7160) 

1:50 
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Anti-β-Actin, rabbit polclonal Abcam (ab8227) 1:1500 
Abbildung 14: Verwendete Primärantikörper 

Sekundärantikörper auf Mausproben: 

Antikörper  Hersteller Verdünnung 

Rabbit anti-rat IgG, HRP-konjugiert Dako, Hamburg (P0450)  1:1000 

Swine anti-rabbit IgG, HRP-konjugiert Dako, Hamburg (P0217) 1:1000 
Abbildung 15: Verwendete Sekundärantikörper 

2.7. Verwendete Proben 

2.7.1.  Zelllinie und deren Kultivierung  

Für die Untersuchung des Einflusses der Telomerverkürzung auf das 

Genexpressionsmuster wurden A549/ CCL-185TM-Zellen (American Type Culture 

Collection (ATCC)) in Anwesenheit des Telomerase-Inhibitors BIBR1532 (Boehringer 

Ingelheim) in einer Endkonzentration von 20 μM für 19 Wochen kultiviert. A549-Zellen 

wurden erstmals 1973 aus einem pulmonalen Adenokarzinom isoliert und gelten als 

Modell für Typ II-Alveolarepithelzellen [95]. BIBR1532 ist ein nichtnukleosidischer 

Telomerase-Inhibitor, der die katalytische Aktivität von TERT nichtkompetitiv hemmt 

[356]. 

Für die Untersuchung wurde eine Stammlösung des Inhibitors in einer Konzentration von 

50 mM in Dimethylsulfoxid (DMSO) angesetzt und anschließend durch einen 0,22 µm-

Sterilfilter filtriert. Für das Experiment wurden jeweils 4 µl dieser Stammlösung pro 10 

ml Kultur-Medium frisch zugesetzt. Als Kontrolle wurden Vehikel-behandelte A549-

Zellen in dem gleichen Zeitraum mitgeführt (4 µl steriles DMSO/10 ml Kultur-Medium). 

Die A549-Zellen wurden unter Standardbedingungen bei 37°C und 5% CO2 auf Standard-

Zellkulturschalen (Durchmesser: 10 cm) in einem Kultur-Volumen von 10 ml kultiviert. 

Die Zellen wurden zwei Mal pro Woche in einem Verhältnis von 1:10 passagiert 

("gesplittet"). Hierbei wurden während jeder Passagierung 20 µM BIBR1532 bzw. reines 

DMSO dem Kultiviermedium zugesetzt.  

Die Passagenzahl der A549-Zellen zu Beginn des Experimentes (Tag 0) war Passage 9 

(P9), nach einer Woche P11, nach fünf Wochen P19 und nach 19 Wochen P46.  

Da BIBR1532 die Zellproliferation inhibiert, konnten die BIBR1532-behandelten Zellen 

ab P19 nur noch in einem Verhältnis von 1:5 (2×/Woche) gesplittet werden. Ab Passage 

42 (nach 15 Wochen) konnten die BIBR1532- behandelten A549-Zellen aufgrund der 

Wachstumshemmung nur noch 1× pro Woche passagiert werden. Um die 

Vergleichbarkeit aufrechtzuerhalten, wurde dieselbe Prozedur auch mit den 
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vehikelbehandelten A549-Zellen durchgeführt, obwohl diese normal und reichlich 

wuchsen. 

Während jeder Passagierung wurden sowohl von Vehikel- als auch von BIBR1532-

behandelten A549-Zellen Kryokulturen hergestellt. Ebenso wurden von jeder Passage 

A549-Zellen beider Zustände für die Isolation von DNA, RNA und Protein bei -80°C 

eingefroren. 

Im Folgenden wird die Zusammensetzung des Kultiviermediums und der Vorgang der 

Passagierung durch "Trypsinierung" beschrieben. 

Das Kulturmedium (Vollmedium) für A549-Zellen setzte sich wie folgt zusammen: 

• 500 ml DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific) 

• 5 ml Penicillin/ Streptomycin Stammlösung (Thermo Fisher Scientific, 

Endkonzentration: 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin) 

• 50 ml fetales Kälberserum (PAA Laboratories, 10% v/v Endkonzentration) 

• 5 ml MEM nichtessentielle Aminosäuren, Stammlösung (Thermo Fisher 

Scientific, 1% v/v Endkonzentration) 

• 5ml MEM Vitamine (Stammlösung Thermo Fisher Scientific, 1% v/v 

Endkonzentration) 

• 5 ml Glutamin-Stammlösung (Thermo Fisher Scientific, Endkonzentration: 2 

mM) 

Zur Herstellung des Kulturmediums wurden die Komponenten unter einer Sterilbank 

gemischt und anschließend zusätzlich durch einen 0,22 µm-Sterilfilter filtriert. Das 

Medium wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4°C aufbewahrt. 

Zum Passagieren wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen wurden mit 

phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit 

3 ml 1× Trypsin/EDTA-Stammlösung (PAA) versetzt und für 1-3 min bei 37°C inkubiert. 

Im nächsten Schritt wurden die Zellen durch Klopfen von der Platte gelöst und die 

Trypsinierung durch Zugabe von 7 ml Vollmedium abgestoppt. Die Zellen wurden in 

einem Falcon-Reaktionsgefäß gesammelt und anschließend für 5 Minuten bei 2000 

Umdrehungen/min und Raumtemperatur herabzentrifugiert. Der entstehende Überstand 

wurde abgenommen und das Zellpellet mit 10 ml Kulturmedium gelöst. Anschließend 

wurde 1 ml dieser Zellsuspension auf eine Zellkulturplatte (Fläche 10 cm2), welche 

vorher mit 10 ml Kulturmedium versetzt wurde, ausplattiert (entspricht einer 1:10 

Passagierung). Im Falle einer 1:5 Passagierung wurden 2 ml dieser Zellsuspension 

ausplattiert. Alle verwendeten Lösungen wurden vor dem Gebrauch im Wasserbad auf 
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37°C erwärmt. Die restlichen Zellen wurden ebenfalls durch Abtrypsinieren und 

Zentrifugation geerntet und die Zellpellets bei -80°C gelagert. 

 

2.7.2.  Mausstämme  

Die in dieser Arbeit verwendeten Terc-Knockout-Mäuse basieren auf dem Hintergrund-

Stamm C57Bl/6J. Es wurden jeweils 20 Tiere des Genotyps B6-Cg-Terctm1Rdp(terc-/-) und 

20 des Genotyps B6-Cg-Terctm1Rdp(terc-/-); SPC-GFP bis zur Generation F3 gezüchtet. 

Die Zucht erfolgte durch Prof. Barbara Driscoll (Los Angeles, USA). Als Kontrollgruppe 

wurden 20 C57Bl/6J Wildtyp-Mäuse (gewöhnlich sind normale Wildtyp-Mäuse mit einer 

höheren Generation als F3 gezüchtet) eingesetzt, die von Charles River Laboratories (D-

97633 Sulzfeld) bezogen wurden. Nach Transport nach Giessen und Haltung unter 

Specific Pathogen-Free (SPF)- Bedingungen wurden alle o.g. Mäuse im Alter von 16 

Wochen durch Dr. med. vet. Ingrid Henneke mittels cervikaler Dislokation getötet. Im 

Anschluss wurden die Lavagen und Lungen gewonnen. Die Tötungsanzeige lief für 3 

Jahre unter der JLU-Nummer 636_M (Phänotypisierung von Telomerase-Knockout-

Mäusen). 

Die in Abbildung 22 gezeigten Lungenschnitte stammen aus dem Folgeexperiment 

(ebenfalls JLU-Nummer 636_M), in dem die Zucht bis Generation F5 fortgeführt wurde. 

Auch hier wurden wieder 20 Tiere jedes Stammes gezüchtet, sie wurden unter SPF-

Bedingungen gehalten und durch Dr. med. vet. Ingrid Henneke im Alter von 16 Wochen 

getötet.  

 

2.8. Oligonukleotid-Primer 

Folgende Primer für die semiquantitative Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) wurden 

genspezifisch abgeleitet und von der Firma metabion international AG (Martinsried) 

synthetisiert: 

Mausspezifische Primer: 

Gen  forward reverse 

Actb 

5'-CTA-CAG-CTT-CAC-CAC-

CAC-3' 

5'-CTC-GTT-GCC-AAT-AGT-GAT-

3' 

Atf6 

5'-GTC-CAC-AGA-CTC-GTG-

TTC-TTC-3' 

5'-GGC-TGA-ACT-GAA-GGT-TTT-

GAA-C-3' 

Canx 

5'-CTA-AGA-GGC-CAG-ATG-

CAG-ATC-3' 

5'-GCG-TCT-TCA-TCC-CAG-TCA-

TC-3' 

Casp11 

5'-ACT-GTC-CAG-GTC-TAC-

GAG-AC-3' 

5'-CCG-GAA-GCA-GGA-AAT-

GAG-TC-3' 
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Cdkn2a 

5'-CGG-GGA-CAT-CAA-GAC-

ATC-GT-3' 

5'-GCC-GGA-TTT-AGC-TCT-GCT-

CT-3' 

Chop 

5'-CCT-AGC-TTG-GCT-GAC-

AGA-G-3' 

5'-GTC-AGG-CGG-TCG-ATT-TCC-

3' 

Cip1 

5'-GTG-GAA-CTT-TGA-CTT-

CGT-CAC-3' 

5'-CTC-AGA-CAC-CAG-AGT-

GCA-AG-3' 

Dr5 

5-CTA GGC CTC TGG ATA GGA- 

CTC-3 

5-GGA GTC AAA GGG CAC TAT 

GTC-3 

Edem1 

5'-GCA-ATG-TTG-TGA-ACA-

TCC-AGA-C-3' 

5'-CAT-CTT-CCA-CAT-CCC-CTA-

TCA-G-3' 

Grp78 

5'-GAA-GTG-GTG-GCC-ACT-

AAT-GG-3' 

5'-CAG-AGT-CTT-CCA-ACA-CTT-

TCT-G-3' 

Il1b 

5'-GGA-CCC-ATA-TGA-GCT-

GAA-AGC-3' 

5'-ACT-CCA-CTT-TGC-TCT-TGA-

CTT-C-3' 

Nlrp3 

5'-TGG-ATC-TTT-GCT-GCG-

ATC-AAC-3' 

5'-GAG-GTC-CAC-ACT-CTC-ACC-

TAG-3' 

Nox2 

5'-TCG-CTG-GAA-ACC-CTC-

CTA-TG-3' 

5'-GGA-TAC-CTT-GGG-GCA-CTT-

GA-3' 

Nox4 

5'-GCA-TCT-GCA-TCT-GTC-

CTG-AA-3' 

5'-ACC-ACC-TGA-AAC-ATG-

CAA-CA-3' 

Noxa1 

5'-CAT-TCC-TGA-TGA-CCA-

CAA-CG-3' 

5'-AGT-CCA-AAT-CCT-CCG-GTC-

TT-3' 

Pai1 

5'-AGG-TCA-GGA-TCG-AGG-

TAA-ACG-AG-3' 

5'-GGA-TCG-GTC-TAT-AAC-CAT-

CTC-CGT-3' 

Prdx1 

5'-CAC-GGA-GAT-CAT-TGC-

TTTCAG-3' 

5'-CGC-TTG-GGA-TCT-GAT-ATT-

AAG-G-3' 

Prdx6 

5'-GAT-CAT-CTT-GCC-TGG-

AGC-AAG-3' 

5'-AGG-GTA-GAG-GAT-AGA-

CAG-CTT-C-3' 

R18S 

5'-CGG-CTA-CCA-CAT-CCA-

AGG-AA-3' 

5'-GCT-GGA-ATT-ACC-GCG-GCT-

3' 

Sftpa 

5'-TCC-AGG-GTT-TCC-AGC-

TTA-CCT-3' 

5'-GAC-AGC-ATG-GAT-CCT-TGC-

AAG-3' 

Sftpb 

5'-GGA-AGA-TGC-TTT-CCA-

GGA-AGC-3' 

5'-TGC-TCA-GAG-AAG-TCC-

TGA-GTG-3' 

Sftpc 

5'-TAC-TGA-GAT-GGT-CCT-

TGA-GAT-G-3' 

5'-GGA-AGA-ATC-GGA-CTC-

GGA-AC-3' 

Sirt1 

5'-AGA-GGC-AGA-GAT-GGA-

CTT-CC-3' 

5'-GGT-TTG-CAT-AGA-GGC-

CAG-TG-3' 

Trb3 

5'-AAG-CTG-GTG-CTG-GAG-

AAC-C-3' 

5'-GAG-CAG-GAC-TGG-CTC-

AGA-G-3' 

Xbp1(s) 

5'-GCT-TTT-ACG-GGA-GAA-

AAC-TC-3' 5'-GCC-TGC-ACC-TGC-TGC-G-3' 
Abbildung 16: Mausspezifische Primer 

 

Humanspezifische Primer 

Gen  forward  reverse 

ABCA3 

5'-CTT-CAT-CAT-GCC-CTC-

CTA-TTG-G-3' 

5'-TGA-TGT-ATG-CCC-GTC-

CAC-TG-3' 



 

53 

 

ASK1 

5'-CTG-GTC-TCT-GGG-CTG-

TAC-AA-3' 

5'-CAC-AGG-CTC-TCT-TGT-

CAG-GA-3' 

ATF4 

5‘-GAT-AGG-AAG-CCA-GAC-

TAC-ACT-G-3‘ 

5‘-GAG-ACC-CCA-GAT-AGG-

ACT-CTG-3‘ 

ATF6 

5'-ACT-CAG-GGA-GTG-AGC-

TAC-AAG-3' 

5'-GGA-GGA-TCC-TGG-TGT-

CCA-TC-3' 

CDKN1A 

5'-GAT-GGA-ACT-TCG-ACT-

TTG-TCA-C-3' 

5'-GGC-ACA-AGG-GTA-CAA-

GAC-AG-3' 

CHOP 

5'-ACT-CTC-CAG-ATT-CCA-

GTC-AGA-G-3' 

5'-GCC-TCT-ACT-TCC-CTG-

GTC-AG-3' 

CTGF 

5'GCG-GGC-ATC-TGG-TAG-

ATG-AAG-C-3' 

5'-GAC-AGT-CAC-AGT-TCG-

CCT-GTT-CG-3' 

CTSH 

5´-CCA-TCG-CAA-CCG-GAA- 

GAG-3´ 

5´-ACA-TCA-TGA-AGT-CCT-

GAG-TCA-C-3´ 

DKC1 

5´-TGG CTG TAT GAT AAC CAC 

AAG G-3´ 

5´-AGG GTA AGT GTC TCT CTC 

CAT G-3´ 

DR5 

5'-AAG-ACG-GTA-GAG-ATT-

GCA-TCT-C-3' 

5'-CTA-CGG-CTG-CAA-CTG-

TGA-C-3' 

EDN1 

5'-CCA-AGG-AGC-TCC-AGA-

AAC-AG-3' 

5'-GAT-GTC-CAG-GTG-GCA-

GAA-GT-3' 

GAR1 

5'-GAC-CTC-CAG-AAC-GTG-

TAG-TC-3' 

5'-CTC-TTG-GAG-GTC-CTT-

TCT-CAC-3' 

GRP78 

5'-GAG-AAC-ACG-GTC-TTT-

GAC-GC-3' 

5'-TCC-AGC-GTC-TTT-GGT-

TGC-TT-3' 

HSP90B1 

5'GTC-TCA-GCG-CCT-GAC-

AGA-AT-3' 

5'-GTC-TCT-GAT-CAG-CGG-

GTG-TC-3' 

IL6 

5'-AAC-CTG-AAC-CTT-CCA-

AAG-ATG-G-3' 

5'-ATC-TGG-ACA-GCT-CTG-

GCT-TG-3' 

NAPSA 

5'-TCA-CCT-TCG-TGC-CAG-

TCA-C-3' 

5'-TCG-AAG-ACG-GCC-ACA-

TAC-G-3' 

NOP10 

5'-TCA-ACG-AGC-AGG-GAG-

ATC-G-3' 

5'-CAC-CTT-GAA-GCG-TTT-

CTT-GAT-G-3' 

NOX2 

5'-GCC-AGA-TGC-AGG-AAA-

GGA-AC-3' 

5'-TCA-TGG-TGC-ACA-GCA-

AAG-TG-3' 

NOXO1 

5'-TGC-AGA-TCA-AGA-GGC-

TCC-AA-3' 

5'-GAG-AAC-GCG-GTC-AGA-

TCT-CC-3' 

P53 

5'-CCT-CAG-CAT-CTT-ATC-

CGA-GTG-3' 

5'-GTA-GAT-TAC-CAC-TGG-

AGT-CTT-CC-3' 

PAI1 

5'-GCT-GGT-GCT-GGT-GAA-

TGC-3' 

5'-CCT-GGT-CAT-GTT-GCC-

TTT-CC-3' 

PGC 

5'-TAC-ACG-GGG-CAG-ATC-

TAC-TG-3' 

5'-CCA-TTG-ATG-ATG-AAG-

GTC-AAG-C-3' 

PLAT 

5'-CCA-CCC-TGT-TTT-CAG-

CTA-AAG-3' 

5'-TGC-TGG-GCT-CTT-GTG-

ACT-A-3' 

PLAU 

5'-TAG-GCT-CTG-CAC-AGA-

TGG-AT-3' 

5'-GTG-AGG-ATT-GGA-TGA-

ACT-AGG-C-3' 

POT1 

5'-TTA-AGT-CAC-ATC-CAT-

CGG-CTA-C-3' 

5'-TCG-TCA-GGT-TCT-GAT-

TGA-CAG-3' 

PRDX1 

5'-ACA-GCC-GTT-GTC-AAT-

GGA-GAG-3' 

5'-ACG-TCG-TGA-AAT-TCG-

TTA-GCT-T-3' 
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PRDX2 

5'-GGA-CTC-TCA-GTT-CAC-

CCA-CCT-3' 

5'-GCC-CTC-ATC-TGT-TTT-

CAG-CA-3' 

PRDX6 

5'-GGA-CGT-GGC-TCC-CAA-

CTT-T-3' 

5'-CGA-GGG-TGG-GAG-AAG-

AGA-AT-3' 

PUMA 

5'-ATG-GCG-GAC-GAC-CTC-

AAC-3' 

5'CTG-GGT-AAG-GGC-AGG-

AGT-C-3' 

R18S 

Primer 1 

5'-CCT-CGA-TGC-TCT-TAG-

CTG-AG-3' 

5'-TCG-GAA-CTA-CGA-CGG-

TAT-CTG-3' 

R18S 

Primer 2 

5'-GAC-TCA-ACA-CGG-GAA-

ACC-TC-3' 

5'-ATG-CCA-GAG-TCT-CGT-

TCG-TT-3' 

SIRT1 

5'-CAA-GCT-CTA-GTG-ACT-

GGA-CTC-3' 

5'-CAT-CCC-TTG-ACC-TGA-

AGT-CAG-3' 

SIRT2 

5'-CGG-TAC-ATG-CAG-AGC-

GAA-C-3' 

5'-TGC-CCA-GGA-TAG-AGT-

TCC-TTG-3' 

TERC 

5'-CCT-TCC-ACC-GTT-CAT-

TCT-AGA-G-3' 

5'-TGA-CAG-AGC-CCA-ACT-

CTT-CG-3' 

TERT 

5'-GAG-TGA-CCG-TGG-TTT-

CTG-TG-3' 

5'-CCT-GGA-ACC-CAG-AAA-

GAT-GG-3' 

TGFB1 

5'-GCG-TGC-TAA-TGG-TGG-

AAA-C-3' 

5'-CGG-TGA-CAT-CAA-AAG-

ATA-ACC-AC-3' 

TGFBR2 

5'-TGG-AGA-ATG-CTG-AGT-

CCT-TCA-AGC-3' 

5'-TAG-GGA-GCC-GTC-TTC-

AGG-AAT-CTT-3' 

TIN2 

 5´-TCC TCA GGG ACC ATC TTC 

AAG-3´  

5´-CAA GTC AAC TGG GTT 

CTC CTT C-3´ 

TPP1 

5'-GCC-CAG-AAG-TGC-CAT-

TCT-G-3' 

5'-CTT-GTG-AGG-TCA-AGT-

TGT-ATC-G-3' 

TRB3 

5'-CTG-GTA-CCC-AGC-TCC-

TCT-AC-3' 

5'-GAA-TCA-TCT-GGC-CCA-

GTC-AG-3' 

TRF1 

5'-TGT-GCG-GAT-GGT-AGG-

GAT-G-3' 

5'-TCA-ACT-GGC-AAG-CTG-

TTA-GAC-3' 

TRF2 

5'-CCA-GAA-GGA-TCT-GGT-

TCT-TCC-3' 

5'-CAT-TAG-AGC-TGT-TCC-

ACT-TGC-3' 

VEGFA 

5'-CAG-CGC-AGC-TAC-TGC-

CAT-CCA-ATC-GAG-A-3' 

5'-GCT-TGT-CAC-ATC-TGC-

AAG-TAC-GTT-CGT-TTA-3' 

XBP1 

5'-GTT-GAG-AAC-CAG-GAG-

TTA-AGA-C-3' 

5'-CAG-ACT-CTG-AAT-CTG-

AAG-AGT-C-3' 
Abbildung 17: Humanspezifische Primer 

2.9. Bestimmung der Proteinkonzentration 

Um eine einheitliche Menge Protein in der SDS-Gelelektrophorese einsetzen zu können, 

wurde die Proteinkonzentration in den aus murinen Lungen gewonnenen Proteinextrakten 

sowie den murinen Lavageproben bestimmt. Hierfür wurde das kommerziell erhältliche 

PierceTM BCA Protein Assay Kit von Thermo Fisher Scientific eingesetzt. Dieses basiert 

auf der Biuret-Reaktion: In einer Lösung enthaltene Proteine reduzieren Cu2+ zu Cu+, 

welches wiederum hochspezifisch von Bicinchoninsäure gebunden wird. Der Komplex 

aus zwei Bicinchoninsäure- und einem Cu+-Molekül zeigt ein typisches 
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Absorptionsmaximum bei 562 nm, dessen Ausprägung linear zur Proteinkonzentration 

ist. Durch Vergleich mit einer Rinderserum-Albumin (BSA)-Standardreihe lässt sich 

somit die Proteinkonzentration in einer Probe bestimmen [431]. 

Die Eichreihe wurde, ausgehend von einer Standardkonzentration von 2000 μg/ml in 

Duplikaten in eine 96-Well-Platte pipettiert. Dabei wurden jeweils 50 μl BSA-Lösung 

mit den folgenden Konzentrationen eingesetzt: 1500µg/ml, 1000µg/m, 750µg/ml, 

500µg/ml, 250µg/ml, 125µg/ml, 62,5µg/ml, 31,25µg/ml, 15,625µg/ml und 7,81µg/ml. In 

dieselbe 96-Well-Platte wurden, ebenfalls in Duplikaten, jeweils 50 μl der zu 

bestimmenden Proben pipettiert. Lavageproben wurden hierbei unverdünnt eingesetzt, 

die Proteinextrakte aus Mauslungen in einem Verhältnis von 1:10 oder 1:20 mit 

destilliertem Wasser verdünnt. Pro Probe wurden anschließend 200 μl Arbeitslösung 

hinzupipettiert. Diese bestand nach Herstellerangaben aus Lösung A (Bicinchoninsäure) 

und Lösung B (Kupferionen) in einem Verhältnis von 50:1 (A:B). Die Platte wurde mit 

Folie abgedeckt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die anschließende 

Absorptionsmessung erfolgte mit einem ELISA-Mikrotiter-Platten-Reader (TECAN 

infinitepro200M). 

 

2.10. SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese  

Nach der Konzentrationsbestimmung und zur Vorbereitung der Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden die Proteinproben aus murinem 

Lungengewebe bzw. murinen Bronchiallavagen mit reduzierendem 4-Probenpuffer 

versetzt, um Disulfidbrücken aufzubrechen. 

Der Probenpuffer setzte sich wie folgt zusammen: 

 

4 SDS-Probenpuffer (nicht-

reduzierend) 

• 25% (v/v) 0.625 M TRIS/HCl pH 

6.8 

• 40 % (v/v) Glycerin 

• 5 % (w/v) SDS 

• 0.002 % (w/v) Bromphenolblau 

(Spatelspitze) 

 

4 SDS-Probenpuffer (reduzierend):      

• 90% (v/v) 4× SDS-Probenpuffer 

(nicht reduzierend) 

• 10% (v/v) ß-Mercaptoethanol 

                       

 

Im Anschluss wurden die Proben bei 99°C für 15 Minuten im Heizblock gekocht und 

somit denaturiert. 
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Bei der von Laemmli 1970 erstmals beschriebenen SDS-PAGE werden Proteine nach 

ihrem Molekulargewicht aufgetrennt [257]. Ermöglicht wird dies durch Zugabe von SDS, 

das in einem konstanten Verhältnis von 1,4 Gramm SDS pro Gramm Protein an die 

Proteine bindet und hierdurch deren Eigenladung überdeckt. Durch die resultierende 

negative Ladung der Proteine wandern diese in einem über ein Polyacrylamid-Gel 

angelegten elektrischen Feld zum Pluspol (Anode). Die Laufgeschwindigkeit wird dabei 

durch das Molekulargewicht bestimmt, da größere Moleküle durch das Gel stärker 

zurückgehalten werden. Das Acrylamidgel besteht aus zwei Komponenten, wobei die 

Proteine im Sammelgel fokussiert und im Trenngel nach ihrem Molekulargewicht 

aufgetrennt werden.  

Je geringer die molekulare Masse der aufzutrennenden Proteine ist, desto höher muss die 

Acrylamidkonzentration des Gels gewählt werden. Für die in dieser Arbeit analysierten 

Proben wurden Acrylamidkonzentrationen von 8-15% eingesetzt. 

Es folgt das Pipettierschema für Sammel- und Trenngel.  

 

 

 

 

Trenngel 

10 ml 

Sammelgel 

10 ml 

8 % 9 % 10 % 12 % 15 % 4 % 

30 % Acrylamid 

0,8 % N,N-Bisacrylamid 
2,66 ml 3,0 ml 3,33 ml 4,0 ml 5,0 ml 1,33 ml 

H2O destilliert 3,87 ml 3,53 ml 3,20 ml 2,53 ml 1,53 ml 6,57 ml 

10 % (w/v) SDS 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 

Trenngelpuffer 3,33 ml 3,33 ml 3,33 ml 3,33 ml 3,33 ml - 

Sammelgelpuffer - - - - - 2,0 ml 

10 % (w/v) 

Ammoniumpersulfat 
50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 100 µl 

Tetramethylethylendiamin 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 

Abbildung 18: SDS-PAGE Pipettierschema 

Trenngelpuffer:  

• 1,125 M TRIS/HCl pH 8,8  

• 30% (w/v) D(+)Saccharose  

 

Sammelgelpuffer:  
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• 0,625M TRIS/HCl pH 6,8 

 

Die auspolymerisierten Gele wurden schließlich in eine Laufkammer (Mini-PROTEAN 

3, Bio-Rad) eingespannt und die Kammer wurde mit Laufpuffer befüllt. Nach Beladen 

der Taschen mit der jeweils gleichen Proteinmenge pro Probe sowie einem 

Proteingrößenstandard wurden die Proteine mit konstant 15mA pro Gel aufgetrennt. 

 

Laufpuffer: 

•  25 mM TRIS  

•  192 mM Glycin  

•  0,1% (w/v) SDS 

 

            

Abbildung 19 (Fisher Scientific): Proteingrößenstandard 

Abkürzung: kDa= Kilodalton 

 

Verwendete Gele 

Untersuchtes Protein Trenngel und Proteingehalt pro Tasche 

Arginase-1 - 12%-Gel 

- 50 μg pro Probe 

Chop - 15%-Gel 

- 50 μg pro Probe 

Dinitrophenylhydrazon - 10%-Gel 

- 15 μg pro Probe 

Grp78 - 8%-Gel 

- 50 μg pro Probe 

Integrin-β6 - 8%-Gel 

- 50 μg pro Probe 

p21  - 15%-Gel  

- 50 μg pro Probe  

proSP-B  - 12%-Gel 

- 50 μg pro Probe 

proSP-B (Murine BAL) - 12%-Gel 

- 3 μg pro Probe 

pro-SP-C  - 12%-Gel 

- 50 μg pro Probe 
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Sirt1 - 8%-Gel 

- 50 μg pro Probe 

SP-A  - 10%-Gel 

- 50 μg pro Probe 

SP-B  - 15%-Gel 

- 50 μg pro Probe 

SP-C  - 15%-Gel 

- 50 μg pro Probe 

Xbp-1 - 10%-Gel 

- 50 μg pro Probe 

 

2.11. Immunologischer Nachweis von Proteinen mittels Western Blot 

In der vorliegenden Arbeit wurden Western Blots aus murinen Lungen angefertigt. Es 

wurden dabei jeweils n=6 Proben aus den Wildtypmäusen sowie aus den Terc(-/-)- und 

Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen untersucht. Die Mäuse waren alle zum Tötungszeitpunkt 16 

Wochen alt gewesen. 

Das Western-Blot-Verfahren wurde in Anlehnung an Kyhse-Andersen als 

Halbtrockenblot durchgeführt [255]. Die im Gel elektrophoretisch aufgetrennten Proteine 

wurden hierbei auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert, wodurch die 

Detektion bestimmter Proteine per Primär- und Sekundärantikörper möglich wurde. Die 

Primärantikörper binden an das gesuchte Protein, die Sekundärantikörper, im 

vorliegenden Fall mit dem Reporterenzym Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt, 

binden wiederum an die Erstantikörper. Durch Zugabe einer Enhanced 

Chemiluminescence (ECL)-Lösung (Immobilon/Millipore) und Entwicklung im 

Chemilumineszenz-Imager (Intas-Imager) wurden die so markierten Proteine als Banden 

sichtbar gemacht. Grundlage hierfür ist das in der ECL-Lösung enthaltene Luminol, das 

durch die HRP in Anwesenheit von H2O2 zu einem angeregten Produkt (3-Amino-

Phthalat) oxidiert wird. 3-Amino-Phthalat emittiert bis zur Rückkehr in den 

Grundzustand Licht, das durch empfindliche Kameras oder einen Röntgenfilm 

aufgenommen werden kann.  

Für die Durchführung des Western Blots wurde die PVDF-Membran zuerst für eine 

Minute in Methanol aktiviert und danach in Transferpuffer wippend gelagert. Auch die 

zugeschnittenen Blotpapiere und das mit destilliertem Wasser abgespülte Trenngel 

wurden in Transferpuffer equilibriert, im Falle des Gels für 10 Minuten. Anschließend 

wurden zwei Lagen Blotpapier auf die Graphitanode gelegt und mit der Membran 

bedeckt. Oben auf die Membran folgte das Gel, abgeschlossen wurde mit weiteren zwei 

Lagen Blotpapier und der Graphitkathode (Trans-Blot SD Cell, Bio-Rad). Der Transfer 
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erfolgte mit 70mA pro Gel bei 8-12%-igen Gelen und 75 mA/Gel bei 15%-igen Gelen. 

Die Transferdauer betrug bei Proteinen mit geringer Molekülmasse eine, bei größeren 

Proteinen zwei Stunden bei einer Leistung von 150 Watt. 

 

Transferpuffer: 

•  20 mM TRIS  

•  150mM Glycin  

•  20% (v/v) Methanol 

 

Nach Abschluss des Blotvorganges wurden die unspezifischen Antikörperbindestellen 

mit einer Lösung aus 5% Milchpulver in „Tris-Buffered Saline with Tween20“ (TBS/T) 

für eine Stunde bei schaukelnder Lagerung geblockt. Daraufhin erfolgte die Inkubation 

mit dem Primärantikörper, der ebenfalls in einer Milch-TBS/T-Mischung verdünnt 

wurde. Dies erfolgte unter ständiger Drehung in Falcon-Röhrchen bei 4°C über Nacht. 

 

1× TBS/T 

• 20mM TRIS/HCl pH 7,5  

• 50 mM NaCl  

• 0,5% (w/v) Tween 20 

 

Am darauffolgenden Tag wurden die Blots vier Mal mit 1× TBS/T für jeweils 10 Minuten 

auf einer Rollapparatur gewaschen. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem im 

Verhältnis von 1:1000 in Milchlösung gelösten HRP-gekoppelten Sekundärantikörper 

(Anti-Rat bzw. Anti-Rabbit IgG) für 2 Stunden, woraufhin die Blots erneut für 4× 10 min 

in TBS/T gewaschen wurden. Abschließend erfolgte die Detektion nach 

Herstellerangaben mit dem Reagenz "Immobilon Western Chemiluminescent HRP 

substrate" (Millipore) in einem Chemilumineszenz-Imager (Intas Chemostar, Intas). 

Die Ladungskontrolle der Blots erfolgte im Falle der Lavageproben mittels Coomassie-

Färbung der PVDF-Membran, bei den mit deutlich mehr Protein beladenen Proben aus 

murinem Lungengewebe dagegen durch Stripping der Membran und erneute Inkubation 

mit gegen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Gapdh) bzw. β-Aktin 

gerichteten Antikörpern.  

Für die Coomassie-Färbung wurden die Blots einige Minuten in Coomassie-Färber 

gewippt und danach für 2 10 min in Coomassie-Entfärber gelegt, um den Hintergrund 
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freizuwaschen. Anschließend wurden die Membranen mit H2O dest. abgespült und zur 

Dokumentation noch feucht eingescannt. 

 

Coomassie-Färber 

•  50% (v/v) Methanol  

•  5% (v/v) Eisessig  

•  0,25% (w/v) 

Coomassie Brilliant 

Blue R-250 

 Coomassie-Entfärber 

•  28%(v/v) 2-Propanol  

•  5%(v/v) Eisessig 

 

Zum Strippen der Gewebeblots wurden diese für 25 min bei 65°C und 40 rpm im 

Schüttelinkubator inkubiert, wodurch sich die gebundenen Antikörper lösten. Der 

Strippingpuffer wurde dann durch zwei fünfminütige Waschschritte mit destilliertem 

Wasser und 3 3 min Waschen in TBS/T auf der Rollapparatur abgespült.  Nach 

Abblocken der unspezifischen Bindestellen mit der oben beschriebenen Milchlösung 

wurden die Blots erneut über Nacht mit einem gegen β-Aktin oder Gapdh gerichteten 

Antikörper inkubiert und wie oben beschrieben entwickelt. 

 

Stripping-Puffer:  

• 100 mM ß-Mercaptoethanol  

• 2% (w/v) SDS  

• In 1× TBS/T  

 

2.12. Immunologischer Nachweis der Proteincarbonylierung 

Proteincarbonyle entstehen durch Oxidation von Proteinen, wenn diese oxidativem Stress 

ausgesetzt sind. Die charakteristische Carbonylgruppe kann sowohl durch Oxidation 

einer Seitenkette als auch durch oxidative Spaltung einer Peptidbindung entstehen. Das 

Ausmaß der Carbonylierung von Proteinen gilt als direktes Maß des oxidativen Stresses 

[50]. In der vorliegenden Arbeit wurde der Nachweis von Proteincarbonylen in 

Anlehnung an Levine et al. mit Hilfe des kommerziell erhältlichen OxyBlot Detection Kit 

(Merck Millipore) folgendermaßen durchgeführt [272]:  

Es wurden pro Mauslunge jeweils 20 μg Protein (Proteinextrakt wie in Kapitel 2.8 

beschrieben hergestellt, Proteinkonzentrationsbestimmung wie in Kapitel 2.9 

beschrieben) eingesetzt. Jede Probe wurde mit destilliertem H2O auf 5 μl aufgefüllt und 

vortexiert. Die Proben wurden nun nach jedem weiteren Pipettierschritt vortexiert. 
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Anschließend wurden jeweils 5 μl 12% SDS hinzupipettiert (Endkonzentration 6% SDS), 

um die Denaturierung der in den Proben enthaltenen Proteine zu erreichen. Zur 

Derivatisierung der oxidierten Proteine wurden pro Probe 10 μl 2,4-

Dinitrophenylhydrazin (DNPH)- Lösung aus dem Kit hinzupipettiert. DNPH reagiert 

unter Abspaltung von Wasser mit oxidierten Proteinseitenketten zu 2,4-

Dinitrophenylhydrazon (DNP) (Abb. 20) [272]. Außerdem wurde eine Negativkontrolle 

angelegt, in die anstelle von DNPH 10 μl der Derivatization Control Solution aus dem 

Kit hinzugefügt wurde. Die Proben wurden für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, 

danach wurde die Reaktion mit 7,5 μl Neutralizing Solution aus dem Kit abgestoppt. Zu 

jeder Probe wurde 10 μl reduzierender Probenpuffer (Herstellung siehe Kapitel 2.10.) 

hinzugegeben. Im Anschluss wurden die Proben per SDS-Gelelektrophorese (siehe 

Kapitel 2.10) aufgetrennt und im Halbtrockenblotverfahren, wie in Kapitel 2.11 

beschrieben, auf eine PVDF-Membran transferiert. Zusätzlich zum  

Proteingrößenstandard wurde der im Kit mitgelieferte DNP-Standard für oxidierte 

Proteine benutzt. Für den Western Blot wurde der im Kit enthaltende Anti-DNP-

Primärantikörper in einer Verdünnung von 1:150 eingesetzt, der ebenfalls im Kit 

enthaltene Sekundärantikörper (Goat Anti-Rabbit, HRP-gekoppelt) in einer Verdünnung 

von 1:300. Im Unterschied zum in Kapitel 2.11 beschriebenen Vorgehen erfolgte sowohl 

die Inkubation mit dem Erst- als auch mit dem Zweitantikörper nur für jeweils eine 

Stunde. Auf diese Weise ließen sich die oxidierten Seitenketten in den untersuchten 

Proben als Banden im Western Blot darstellen und – wie in Kapitel 2.18 beschrieben - 

densitometrisch auswerten. 

 

 

Abbildung 20 ([490]): Reaktion einer Proteincarbonyl-Gruppe mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin am Beispiel einer 

Lysinseitenkette 
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2.13. Immunologischer Nachweis von Proteinen mittels Immunhistochemie  

Für die immunhistochemischen Untersuchungen wurden jeweils n=6 Proben aus den 

Wildtypmäusen sowie aus den Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen untersucht. Die 

Mäuse waren alle zum Tötungszeitpunkt 16 Wochen alt gewesen. 

 

Die für die immunhistochemischen Untersuchungen benötigten Mauslungen wurden für 

16- 24h in 4% (w/v) phosphatgepuffertem para-Formaldehyd fixiert, und im Anschluss 

in 1 PBS bei 4°C inkubiert. Nach ein bis sieben Tagen wurden die fixierten 

Lungengewebe entwässert und anschließend in Paraffin eingebettet. Durch die technische 

Assistentin Ann-Christin Beitel erfolgte die Anfertigung serieller 3μm-Schnitte mit 

einem vollautomatischen Rotationsmikrotom (RM 2165, Leica) und die Aufbringung 

derselben auf Objektträger. 

Der Proteinnachweis mittels IHC erfolgte mithilfe der Streptavidin-Biotin-Technik.  

Hierbei bindet zuerst ein Primärantikörper spezifisch an das zu untersuchende Protein. 

An den Primärantikörper bindet nun ein biotinylierter Sekundärantikörper, der wiederum 

durch einen Komplex aus Streptavidin und einem Enzym gebunden wird. Dieses Enzym 

ist entweder alkalische Phosphatase (AP) oder HRP und setzt ein Substrat zu einem 

Farbstoff um. In der vorliegenden Arbeit wurden das einen braunen Farbstoff bildende 

HRP-Diaminobenzidin (DAB)-Kit (Zytomed Systems) und das einen roten Farbstoff 

bildende AP-Fast Red-Kit (Zytomed Systems) eingesetzt. 

Im Rahmen der IHC wurden die Paraffinschnitte zuerst für 2 h bei 60°C inkubiert, um 

die folgende Entparaffinisierung zu erleichtern. Anschließend wurden die Schnitte in eine 

Küvette gesteckt, 10 min in 100% Xylol entparaffinisiert und dann in einer absteigenden 

Alkoholreihe (100%, 90%, 80%, 70%, 50%) für jeweils 3 min rehydriert. Bis zur weiteren 

Verwendung wurden die Schnitte in Aqua dest. gelagert. 

Zur sogenannten Antigendemaskierung, d.h. um das Gewebe für die Antikörper 

zugänglich zu machen, wurde die Küvette in Zitratpuffer gestellt, dieser in der 

Mikrowelle bei 900 Watt zum Kochen gebracht und anschließend für weitere 5 min 

gekocht. Es folgte eine Abkühlphase von 25 min. Diese beiden Schritte (Kochen und 

Abkühlen) wurden insgesamt drei Mal durchgeführt, wobei verkochter Puffer mit 

destilliertem H2O aufgefüllt wurde. Anschließend wurden die Schnitte unter Schütteln für 

2 min in 1 PBS gewaschen. 

 

Zitratpuffer: 
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• 18 ml Lösung A (100mM Zitronensäure-Monohydrat)  

• 82 ml Lösung B (100mM Natrium-Zitrat-Dihydrat)  

• Auffüllen mit Aqua dest. auf 1l 

 

10 × PBS 

• 160,2g NaCl  

• 4g KCl  

• 28,4g Na2HPO4  2 H2O (Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat)  

• 5,4g KH2PO4 (Kaliumhydrogenphosphat)  

• mit 2M NaOH auf pH 7,4 einstellen und mit Aqua dest. auf 2l auffüllen 

 

Beim HRP-DAB-Kit erfolgte ein Zwischenschritt zur Blockade der endogenen 

Peroxidasen mit 3% H2O2 für 10 min. Anschließend wurden die Schnitte erneut für 2 min 

in 1 PBS gewaschen.  

Bei beiden verwendeten Kits (HRP-DAB-Kit und AP-Fast Red-Kit, Zytomed Systems) 

folgte eine 5-minütige Inkubation mit der im Kit enthaltenen Blocking Solution zur 

Blockade unspezifischer Antikörperbindestellen und 3 Waschschritte mit 1 PBS für 

jeweils 2 min. Als Nächstes wurden die spezifischen Primärantikörper in einer je nach 

Antikörper unterschiedlichen Verdünnung in 2% (w/v) BSA in PBS gelöst. In einer 

Feuchtekammer wurden die Schnitte mit jeweils 75- 100 μl der Antikörperlösung bedeckt 

und für 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgten drei weitere 2-minütige 

Waschschritte unter Schütteln. Hierfür wurde nun 1 PBS mit 0,1% (w/v) BSA 

verwendet. 

Die in den Kits enthaltenen biotinylierten Sekundärantikörper wurden für eine 

Inkubationszeit von 20 min auf die Schnitte gegeben, es folgte 3 2min Waschen in 2% 

BSA/PBS. Abschließend wurden die Schnitte für 20 min mit dem im Kit enthaltenen 

Streptavidin-HRP- bzw. Streptavidin-AP-Konjugat inkubiert und dann für 3 2min in 1 

PBS ohne BSA gewaschen. 

Die eigentliche Färbung erfolgte durch Zugabe der Entwicklerlösung aus dem 

entsprechenden Kit. Hierbei führte die Enzymreaktion der AP mit Naphthol-AS-

bisphosphat und dem Chromogen Fast Red zu einem roten Reaktionsprodukt, während 

die HRP-katalysierte Reaktion durch Umsetzung von Diaminobenzidin (DAB) einen 

braunen Farbstoff ergab. Die Dauer der Färbung unterschied sich je nach untersuchtem 
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Protein, weswegen die sich ergebende Farbintensität unter dem Lichtmikroskop verfolgt 

und die Reaktion schließlich durch Überführung der Schnitte in Aqua dest. abgestoppt 

wurde.  

Die Gegenfärbung der Zellkerne erfolgte mit Hämalaun (sauer, nach Mayer) für 90 sec 

und anschließender Bläuung der Färbung durch Waschen mit Leitungswasser für 3-4 min. 

Nachdem die Schnitte mit Glycergel Mounting Medium (Dako) eingedeckelt und 

anschließend getrocknet worden waren, wurden sie mit dem Nano-Zoomer Scanner 

(Hamamatsu) eingescannt und digital archiviert. Die histomorphologische Auswertung 

erfolgte mithilfe des Computerprogrammes NDP.view2. 

Zur Lokalisationsbestimmung der Proteinexpression erfolgte jeweils die Färbung zweier 

Parallelschnitte pro Maus. Auf einem Schnitt wurde das zu untersuchende Protein gefärbt, 

auf dem Parallelschnitt ein Zellmarker wie Ttf-1, proSP-C und F4/80. Untersucht wurde 

die Kolokalisation der Proteine mit den Zellmarkern. 

Die Quantifizierung von IHC-Färbungen erfolgte per manuellem Auszählen der gefärbten 

Zellen pro Gesichtsfeld in der 2-Bilder-Ansicht in NDP.view2. Je nach Zahl der gefärbten 

Zellen wurden dabei eine 40- bzw. 20-fache Vergrößerung gewählt. Pro Mausschnitt (1 

Schnitt/ Maus) wurden drei Gesichtsfelder ausgezählt. Die Zahl der untersuchten Mäuse 

betrug n=6 pro Stamm für die F3-Mäuse und n=8 pro Stamm für die F5-Mäuse. Im Fall 

der proSP-C-Quantifizierung konnten von den Terc(-/-)- und Wildtypmäusen jeweils nur 

n=5 ausgezählt werden, da die anderen beiden Schnitte durch Erythrozyten verunreinigt 

und somit nicht auswertbar waren.  

 

2.14. RNA-Isolation  

2.14.1. RNA-Isolation aus murinem Lungengewebe 

Für die Extraktion von RNA aus murinem Lungengewebe wurde das RNeasy Plus Mini-

Kit von Qiagen verwendet. Zur Zellaufspaltung wurden jeweils 1,5 ml RLT+- Puffer (im 

Kit enthalten) und, zur Inhibition gewebseigener RNAsen, 15 μl β-Mercaptoethanol zu 

einer halben in Flüssigstickstoff gefrorenen Mauslunge (ca. 50 mg Gewebe) pipettiert. 

Anschließend erfolgte der mechanistische Aufschluss der Lungengewebe im Precellys-

Homogenisator, gefolgt von einer 10-minütigen Zentrifugation bei 13000 rpm/RT. Das 

dabei entstehende Pellet wurde verworfen und mit dem Überstand wurde 

weitergearbeitet.  

Zur Elimination genomischer DNA wurden pro Probe 600 μl Lysat auf eine im Kit 

enthaltene DNA-bindende Eliminationssäule pipettiert. Die Säule wurde bei 13000 rpm 
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für eine Minute zentrifugiert, anschließend wurde die Säule verworfen. Zum Durchlauf 

wurden 600 μl 70%-iges Ethanol pipettiert und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. 

Zur RNA-Isolation wurden zwei Mal jeweils 600 μl Lysat auf eine im Kit enthaltene 

Trennsäule pipettiert und für eine Minute bei 13000 rpm zentrifugiert. Die zu isolierende 

RNA blieb dabei in der Trennsäule zurück, der Durchlauf wurde verworfen.  

Als Nächstes erfolgten mehrere Waschschritte, wobei der Durchlauf nach Zentrifugation 

für eine Minute bei 13000 rpm jeweils verworfen wurde: 

1. 700 μl RW1-Puffer (im Kit enthalten) pro Probe 

2. 500 μl RPE-Puffer (im Kit enthalten) pro Probe 

3. 500 μl RPE-Puffer (im Kit enthalten) pro Probe 

Zuletzt folgte der Wechsel der Sammel-Eppendorfgefäße und eine 2-minütige 

Zentrifugation bei 13000 rpm, um umnötige RPE-Puffer-Reste loszuwerden. 

Anschließend wurde die RNA durch Hinzupipettieren von 40 μl RNAse-freien Wassers 

pro Säule und anschliessende Zentrifugation bei 13000 rpm für eine Minute in 

vorbereitete Eppendorfgefäße eluiert. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei 

-80°C gelagert. Mit dieser Methode konnten 200 - 1000 ng RNA/µl in einem Volumen 

von 40 µl gewonnen werden. 

 

2.14.2. RNA-Isolation aus A549-Zellen 

Für die RNA-Isolation aus A549-Zellen wurde das NucleoSpin RNA Plus-Kit von 

Macherey-Nagel verwendet. Die Lyse der Zellen erfolgte mit dem mitgelieferten LBP-

Lysepuffer, indem nach Absaugen des Zellkulturmediums 2 ml LBP-Puffer auf eine 

Zellkultur-Schale (Durchmesser: 10 cm) mit adhärenten A549-Zellen pipettiert wurden 

und die Zellen so abgelöst und lysiert wurden. Daraufhin wurden 300 μl Lysat (der Rest 

wurde bei -80°C eingefroren) auf die mitgelieferte Eliminationssäule pipettiert, um 

genomische DNA zu entfernen. Nach Zentrifugation bei 13000 rpm für eine Minute 

wurde die Säule verworfen. Zum Durchlauf wurden pro Probe 100 μl Binding Solution 

BS hinzupipettiert und durch Vortexen gemischt, um die Bindung der RNA an die 

Trennsäule zu verbessern. Das Lysat wurde schließlich auf die mitgelieferte 

NucleoSpin® RNA Plus Column pipettiert. Durch Zentrifugation für 1 Minute bei 13000 

rpm wurde die RNA an die Trennsäule gebunden, der Durchfluss wurde verworfen. 

Anschließend erfolgten drei Waschschritte, an die sich jeweils eine Zentrifugation für 

eine Minute bei 13000 rpm anschloss: 

1. 200 μl des im Kit enthaltenen Waschpuffers WB1 
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2. 600 μl des im Kit enthaltenen Waschpuffers WB2 

3. 250 μl des im Kit enthaltenen Waschpuffers WB2 

Nach dem dritten Waschschritt wurde die Membran der Trennsäule bei 13000 rpm für 

zwei Minuten trockenzentrifugiert. Die Elution der RNA erfolgte schließlich durch 

zweimaliges Hinzupipettieren von 30 μl RNAse-freien Wassers (Bestandteil des Kits) pro 

Säulchen mit sich jeweils anschließender Zentrifugation bei 13000 rpm für eine Minute. 

Bis zur weiteren Verwendung wurde die eluierte RNA bei -80°C gelagert.  

Mit dieser Methode konnten 200 - 1000ng RNA/ μl in einem Volumen von 60 μl 

gewonnen werden.  

 

2.15. Bestimmung der RNA-Konzentration 

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch (NanoDrop, Peqlab). 

Für jede Probe wurde eine Doppelbestimmung durchgeführt, wobei jeweils 2 μl der Probe 

eingesetzt wurden.  

 

2.16. Reverse Transkription der RNA 

Die Umschrift der in den RNA-Proben enthaltenen mRNA in cDNA erfolgte mithilfe des 

Omniscript-RT-Kits (Qiagen). Pro Probe wurden folgende Reagenzien eingesetzt (20 μl-

Ansatz): 

• 500 ng - 2 μg RNA in 10 μl RNAse-freiem H2O (aus dem Kit) 

• 2 μl 10 Puffer RT (aus dem Kit) 

• 2 μl Nukleotide-Mix (5 mM) (aus dem Kit, Endkonzentration 500 μM von jedem 

Desoxy-Nukleotid (dNTP) im 20µl-Ansatz) 

• 0,5 μl RNAse-Inhibitor (Invitrogen, Endkonzentration 1 μM) 

• 0,5 μl Oligo-dT-Primer (Oligonukleotid aus Thymin) 

• 4 μl RNAse freies H2O (aus dem Kit) 

• 1 μl Reverse Transkriptase (aus dem Kit, Endkonzentration 4 Units) 

Die Ansätze wurden zusammenpipettiert, vortexiert, kurz zentrifugiert und dann eine 

Stunde bei 37,3°C inkubiert. Als Negativkontrolle wurde ein Eppendorfgefäß mit einem 

Ansatz ohne reverse Transkriptase mitinkubiert. 
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2.17. Genexpressionsanalyse mittels semiquantitativer RT-PCR 

Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion können bestimmte Nukleotidsequenzen schnell, 

einfach und spezifisch in vitro vermehrt werden. Ihr Vorteil liegt darin, dass man nur sehr 

wenig Ausgangsmaterial braucht, um eine Analyse durchführen zu können.  

Der für die PCR angesetzte 20 μl-Ansatz setzte sich folgendermaßen zusammen: 

• 4 μl 5 Puffer (Puffer für die Phire II-Polymerase, Thermo Scientific) 

• 2 μl genspezifischer Primer forward (Metabion, Endkonzentration 1 μM) 

• 2 μl genspezifischer Primer reverse (Metabion, Endkonzentration 1 μM) 

• 0,4 μl dNTPs (#R0192, Thermo Scientific, 200 μM pro dNTP) 

• 0,4 μl Phire Hot Start II DNA-Polymerase (#F-122L, Thermo Scientific) 

• 10,2 μl H2O dest. 

• 1 μl cDNA (100 ng) in H2O 

Der Ansatz wurde zusammenpipettiert, vortexiert, kurz zentrifugiert und dann in den 

PCR-Cycler gegeben. Dieser führte vollautomatisch für 25-35 Zyklen (stark exprimierte 

Gene benötigen weniger, gering exprimierte Gene mehr Zyklen) folgende Schritte durch: 

Reaktionsschritt Dauer Temperatur Funktion 

Hot Start 30 sec 98°C Durch die hohe Starttemperatur wird 

sichergestellt, dass die Polymerase erst 

nach vollständiger Aufschmelzung der 

DNA bindet, wodurch weniger 

unspezifische Nebenprodukte entstehen.  

Denaturierung 5 sec 98°C Aufschmelzung der DNA in 

Einzelstränge 

Primer 

Annealing 

5 sec Primerabhängig 

55-65°C 

Anlagern des Primers an seine spezifische 

Bindestelle 

Elongation 20 sec 72°C Verlängerung des komplementären 

Stranges ausgehend vom Primer. 72°C 

sind die ideale Arbeitstemperatur der 

verwendeten Polymerase. 

Finale 

Elongation 

60 sec 72°C Verlängerung des komplementären 

Stranges ausgehend vom Primer. 72°C 

sind die ideale Arbeitstemperatur der 

verwendeten Polymerase. 
Abbildung 21: Schritte der PCR 

Die Annealing-Temperatur richtete sich nach der vom Hersteller angegebenen 

Schmelztemperatur der Primer. Bei Primern mit einer Länge von über 20 Nukleotiden 

wurde die Annealing-Temperatur um 2°C gegenüber den Herstellerangaben erhöht. 
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2.17.1. Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Molekülen nach ihrer 

Größe. Da Nukleinsäuren negativ geladen sind, wandern sie in einem elektrischen Feld 

in Richtung Anode. Je größer die Moleküle, desto stärker werden sie vom Gel 

zurückgehalten. Durch Vergleich mit einem Größenstandard kann die Zahl der 

Basenpaare eines PCR-Produktes abgeschätzt werden. Sichtbar gemacht werden die bei 

der Elektrophorese entstehenden DNA-Banden durch Ethidiumbromid, das in die DNA 

interkaliert und bei Anregung mit UV-Licht fluoresziert. 

Zur Herstellung von 2%igen Agarosegelen wurden für zwei große Gele 350 ml TRIS-

Acetat-EDTA (TAE)-Puffer mit 7g Agarose (Byozym) in der Mikrowelle aufgekocht, bis 

sich die Agarose vollständig aufgelöst hatte. Nach kurzer Abkühlzeit wurden 8 Tropfen 

einer 0,025%-igen Ethidiumbromidlösung hinzugefügt, die Masse in einen Gelträger 

gegossen und Kämme hineingestellt. Letztere wurden nach dem Abkühlen und 

Festwerden des Agarosegels gezogen. Für die Elektrophorese wurden die Gele in einer 

Laufkammer mit 1× TAE-Puffer überschichtet.  

 

50× TAE-Puffer 

• 242 g TRIS 

• 57,1 ml Eisessig (99%-ige Essigsäure) 

• 100 ml 0.5 M Na2EDTA pH 8   

• mit H2O dest. auf 1 l auffüllen 

 

Die PCR-Produkte (20 μl-Ansatz) wurden mit 5 μl 5× Probenpuffer gemischt, vortexiert, 

kurz zentrifugiert und dann in Duplikaten zu jeweils 10 μl in die Taschen des Gels 

pipettiert. Zum Größenvergleich dienten 5 μl SmartLadder (Eurogentec). Die 

Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 80 V (10 V pro cm Gellänge) 

durchgeführt. Anschließend wurde das Gel mit einem UV-Imager (Gel-Doc XR+, Bio-

Rad) aufgenommen und dokumentiert. 

 

5 Probenpuffer 

• 5 ml Glycerin  

• 200 μl 50 × TAE   

• 400 μl Bromphenolblau   
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• 4,4 ml H2O dest.   

 

 

Abbildung 22 (Eurogentec): Größenstandard SmartLadder 

Für die untersuchten Mausproben wurde pro Mauslunge eine Probe aufgetragen (d.h. n=6 

für wt, n=6 für Terc(-/-) und n=6 für Terc(-/-)/SPC-GFP).  In den A549-Proben wurden pro 

Passage n=4 Proben aufgetragen.  

 

2.18. Densitometrische Auswertung und statistische Methoden 

Die densitometrische Auswertung der Banden der Western Blots wurde mittels der 

Software Image J (Version 1.53a, NIH), die Auswertung der Agarosegele mit der 

Software Image Lab (BioRad) durchgeführt. Nach Standardisierung der erhaltenen 

Intensitätswerte auf die entsprechende Ladungskontrolle (β-Aktin bzw. Gapdh für die 

Western-Blots, 18S-rRNA für die Agarosegele) wurde ein statistischer Vergleich der 

einzelnen Gruppen mithilfe ungepaarter t-Tests durchgeführt. Unterschiedliche 

Varianzen wurden durch die Welch-Korrektur ausgeglichen.  

Im Falle des Lavageblots war eine Normierung aufgrund der hier nur sehr geringen 

Gesamtproteinmenge nicht möglich. Hier erfolgte zur Ladungskontrolle lediglich eine 

Coomassie-Färbung der Blotmembran.  

Für die A549-Genexpression wurde der Vergleich unterschiedlicher Zeitpunkte (Passage 

11 und 46) derselben Zellen mit gepaarten, der Vergleich zwischen telomeraseinhibierten 

und vehikelbehandelten Zellen mittels ungepaarten T-Tests ausgeführt. Da hier auf dem 

gleichen Datensatz mehrere T-Tests durchgeführt wurden, wurden die erhaltenen p-Werte 

mit der Bonferroni-Korrektur korrigiert [186].  

Auch bei der Genexpressionsanalyse der Mäuse wurden die Ergebnisse bei multiplen 

Tests auf dem selben Datensatz nach Benjamini-Hochberg korrigiert. Die in dieser Arbeit 
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angegebenen p-Werte sind bereits korrigiert. Für die statistische Auswertung wurde die 

Computersoftware GraphPad Prism 5 verwendet. Signifikanz wurde für eine 

Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 angenommen.   

3. Ergebnisse: Telomerase-Knockout in genetisch veränderten 

Mäusen in vivo 

3.1.  Vergleich des Lungenphänotyps der Terc(-/-) KO-Mäuse mit Wildtyp-

C57BL/6J-Mäusen 

Es wurden in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Lungenschnitte der Terc(-/-)- 

KO-  und Terc(-/-)/SPC-GFP- (nur F3) aus Generation F3 und F5 und von Wildtyp-Mäusen 

(alle 16 Wochen alt) mit einem Antikörper gegen den spezifischen Typ-II-Zellmarker 

proSP-C (Millipore, AB 3786, Verdünnung 1:800) gefärbt. Die Auszählung der proSP-C 

positiven Zellen erfolgte bei 20-facher Vergrößerung.   

Dabei zeigte sich, dass histologisch in keiner der o.g. Terc(-/-)- bzw. Terc(-/-)/SPC-GFP-

Mäuse die Entwicklung einer Lungenfibrose festgestellt werden konnte. Im Gegenteil, 

mit zunehmender Generationenzahl war eine Rarefizierung der Alveolarsepten 

erkennbar, wodurch der Durchmesser der verbleibenden Alveolarsacculi zunahm und 

sich ein emphysemartiges Bild ergab (Abb. 23 A). Die Anzahl proSP-C-positiver Typ-II-

Zellen war in Knockout-Mäusen der dritten und fünften Generation gegenüber dem 

Wildtyp signifikant reduziert (p (F3, Terc(-/-))= 0,0002; p (F3, Terc(-/-)/SPC-GFP)=0,0004; 

p(F5, Terc(-/-))= 0,024) (Abb. 23 B). 
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Abbildung 23: Lungenphänotyp von F3 und F5 Terc(-/-)-Mäuse im Vergleich zum Wildtyp. 

Grafik A zeigt repräsentativ den Lungenphänotyp von wt- sowie Terc(-/-)-Mäusen der dritten und fünften Generation im Vergleich. 

Auffällig ist die Rarefizierung der Alveolarsepten in den Terc(-/-)-Mäusen. Rot angefärbt sieht man die proSP-C-positiven Typ-II-
Zellen, deren Anzahl mit zunehmender Generationenzahl abnimmt.  

Grafik B zeigt das Ergebnis der Auszählung der Typ II-Zellzahl im Vergleich zwischen wt- und Knockout-Mäusen. Signifikante 

Unterschiede im ungepaarten T-Test sind durch * verdeutlicht (***p≤0.001, *p  0.05). 

 

Abkürzungen: GFP= Green Fluorescent Protein, SPC= Surfactantprotein C, Terc= Telomerase RNA Component, Wt= Wildtyp 

 
 

3.2. Proteinexpressionsanalyse von p53 und p21 in Lungengewebe von  

Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen versus Wildtyp-Mäuse 

P53 ist ein Transkriptionsfaktor und wichtiger Tumorsuppressor, der unter 

Normalbedingungen kaum exprimiert wird bzw. funktionsunfähig vorliegt. Unter 

zellulären Stressbedingungen, z.B durch DNA-Schäden oder dysfunktionale Telomere, 

wird p53 durch posttranslationale Modifikationen wie beispielsweise Phosphorylierung 

stabilisiert [546]. Stabilisiertes p53 kann durch Induktion der Cyclin-Dependent Kinase 

Inhibitor 1 (Cip1)- Transkription den Zellzyklus anhalten und/oder die Zelle seneszent 

werden lassen. Außerdem kann p53 durch vermehrte Transkription proapoptotischer 

Gene oder Translokation in die Mitochondrienmembran den programmierten Zelltod 

auslösen [132, 546]. Darüber hinaus sind Zielgene des Transkriptionsfaktors p53 an 

DNA-Reparatur und Autophagie beteiligt [103, 447].  

P21 ist ein potenter Inhibitor cyclinabhängiger Kinasen (CDK’s), dessen Transkription 

p53-abhängig und -unabhängig induziert werden kann [1]. Vorrangig bewirkt p21 einen 

Zellzyklusarrest durch CDK2-Inhibition in der G1-Phase und durch CDK1-Inhibition in 

der G2-Phase [74, 110]. Dieser Zellzyklusarrest kann einen ersten Schritt in die zelluläre 
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Seneszenz darstellen, weswegen p21 auch als Seneszenzmarker gilt [1]. Weiterhin 

blockiert p21 durch Bindung an  Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) direkt die 

DNA-Synthese [394].  

Für die immunhistochemische Charakterisierung der Lokalisation von phosphoryliertem 

p53 (pSer15) wurden formalinfixierte und paraffineingebettete Lungenparallelschnitte 

von jeweils sechs gleich alten F3 Terc(-/-)-, F3 Terc(-/-)/SPC-GFP- und wt-Mäusen 

untersucht (Abb.24 A und B).  

Phospho-p53-positive Zellen kamen sowohl in wt- als auch in Knockout-Mäusen vor. In 

allen untersuchten Schnitten waren phospho-p53-positive Zellen mit und ohne 

Kolokalisation mit dem Typ-II-Zellmarker proSP-C zu beobachten, wobei die 

Immunanfärbung für p-p53 in den Lungenschnitten von Wildtyp-Mäusen wesentlich 

schwächer ausgeprägt war (Abb. 24 B). Auffällig war auch, dass die Zahl der Zellen mit 

Kolokalisation beider Marker in den Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-Lungenschnitten 

höher war als in den Schnitten aus wt-Mauslungen (Abb. 24 A, Kolokalisation beider 

Marker durch Pfeile verdeutlicht). 

Die Proteinexpressionsanalyse für p21 wurde mittels Westernblot aus Lungengewebe von 

4 Monate alten F3 Terc(-/-)-Mäusen (n=6) und gleichaltrigen wt-C57Bl/6J-Mäusen (n=6) 

durchgeführt.  

Der sich im Western Blot als Banden darstellende Gehalt an p21 in den Proben wurde 

densitometrisch ausgewertet und auf β-Aktin als Ladungskontrolle genormt (Abb. 24, 

Grafik C). Im ungepaarten T-Test zeigte sich eine im Vergleich zum Wildtyp 

hochsignifikant höhere (p=0,0022) p21-Proteinexpression in den Terc(-/-)-Mäusen. 
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Abbildung 24: Proteinexpressionsanalyse von p53 und p21 in F3 Terc(-/-)- und F3 Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen versus 

Wildtypmäuse. 

Grafik A und B zeigen repräsentative Färbungen von seriellen Lungenschnitten aus 4 Monate alten F3 Terc(-/-)-, F3 Terc(-/-)/SPC-GFP- 

und gleichaltrigen wt-Mäusen mit Antikörpern gegen den Typ-II-Zellmarker proSP-C und phospho-p53 (pSer15). Pfeile verdeutlichen 

die Kolokalisation der beiden Marker, die insbesondere in den Knockout-Mäusen zu beobachten ist.  
Grafik C zeigt eine quantitative Western Blot-Analyse einschließlich densitometrischer Auswertung für p21 aus Lungengewebe von 

F3 Terc(-/-)-Mäusen (n=6) im Vergleich zu gleich alten C57Bl/6J-Mäusen. Die Expression von β-Aktin diente als Ladungskontrolle. 

**p  0.01, durch t-Test. 

Abkürzungen: GFP= Green Fluorescent Protein, kDa= Kilodalton, p21= Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1, p-p53= an Serin 15 

phosphoryliertes p53, SP-C= Surfactant Protein C, Terc= Telomerase RNA Component 
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3.3. Genexpressionsanalysen in Lungen von Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-

GFP-Mäusen versus Wildtyp-Mäuse 

Aus Lungengewebe von sechs Terc(-/-)-Mäusen sowie sechs Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen 

der dritten Generation wurden Marker für ER-Stress, Inflammation, zelluläre Seneszenz 

und oxidativen Stress mittels semiquantitativer RT-PCR auf Transkriptionsebene 

untersucht und mit dem Genexpressionsmuster von sechs Wildtypmäusen verglichen. Die 

PCR-Produkte wurden auf ethidiumbromidhaltigen, 2-prozentigen Agarosegelen 

aufgetrennt und mit dem Gel Doc XR+ - Imager von BioRad dokumentiert. Die 

densitometrische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Computerprogrammes Image Lab. 

Durch Normierung der sich auf dem Agarosegel ergebenden Bandenintensitäten auf β-

Aktin- beziehungsweise Gapdh-Banden derselben Proben wurde ein statistischer 

Vergleich der relativen Expressionsstärke der jeweiligen Gene mittels T-Test ermöglicht. 

Hierfür wurde die Software GraphPad Prism 5 verwendet. 

 

3.3.1. Genexpressionsanalysen in Lungen von Terc(-/-)-Mäusen versus 

Wildtyp-Mäuse 

Abb. 25 zeigt die komparative Genexpressions-Analyse o.g. zellulärer Stressmarker in 

F3 Terc(-/-)-Mäusen (n=6) versus gleichaltriger C57Bl/6J-Wildtypmäuse (n=6). 

Die Sftpc-Expression war zwischen den Terc(-/-)- und Wildtypmäusen nicht signifikant 

unterschiedlich (Abb. 25 A und B).  

Auch die Expression  der untersuchten ER-Stressmarker gespleißtes Xbp1 und Chop 

unterschied sich zwischen Wildtyp und Terc(-/-)-Mäusen nicht signifikant. (Abb. 25, A,D 

und E). Lediglich die Expression von Atf6 war in den Terc(-/-)-Mäusen mit p= 0,0088 

signifikant höher als in den Kontrollen (Abb. 25, A und C). 

Die Expression der für proinflammatorische Proteine kodierenden Gene Casp11 

(p=0,0286), Nlrp3 (p=0,0286) und Il1b (p=0,049) und des für ein an der Apoptose 

beteiligtes Protein kodierenden Gens Dr5 (p=0,0048) war in den Terc(-/-)-Mäusen im 

Vergleich mit den Wildtyp-Tieren deutlich erhöht (Abb. 25 A und F-I). 

Auch die Seneszenz- beziehungsweise Zellzyklusarrestmarker Cip1/p21 (p=0,0013) und 

Cdkn2a/p16 (p=0,0048) wurden in den Terc(-/-)-Mäusen signifikant stärker exprimiert 

(Abb. 25 A, J und K).  

Im Folgenden werden einige Grundlagen zu den untersuchten Genen erläutert. 
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NACHT, LRR and PYD Domains-Containing Protein 3 (NLRP3) ist die 

Sensorkomponente des kanonischen NLRP3-Inflammasoms. Dieses aktiviert Caspase 1, 

die wiederum IL-1β, Interleukin 18 und Gasdermin in ihre aktiven Formen spaltet, 

wodurch die Pyroptose ausgelöst wird [294]. ER-Stress ist ein potenter Aktivator des 

NLRP3-Inflammasoms [235, 310]. 

IL-1β ist ein proinflammatorisches Zytokin, das die Entstehung von Fieber, 

Vasodilatation, Hypotension und gesenkter Schmerzschwelle vermittelt. Zudem fördert 

es die Migration von Immunzellen und ist an der Stimulation von T-Zellen sowie an 

Proliferation und Differenzierung der B-Zellen beteiligt [115]. Im Rattenmodell der 

Lungenfibrose hat IL-1β jedoch auch eine deutliche profibrotische Wirkung [243].   

Death Receptor 5 (Dr5) ist in Mäusen der einzige pro-apoptotisch wirkende TNF-Related 

Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL)- Rezeptor, in humanen Zellen gibt es mit DR4 und 

DR5 zwei dieser Rezeptoren [308]. Nach TRAIL-Bindung entsteht an DR5 ein als Death-

Inducing Signaling Complex (DISC) bezeichneter Komplex, der die Procaspase 8 (in 

humanen Zellen auch Procaspase 10) und infolgedessen die Effektorcaspasen 3,6 und 7 

aktiviert. Diese spalten entweder auf direktem Weg Struktur- und Regulatorproteine wie 

caspaseaktivierte DNAsen oder lösen durch BID-Spaltung den intrinsischen 

Apoptoseweg aus [308, 439]. 

Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A (CDKN2A/p16) ist ein Tumorsuppressorprotein, 

das als Marker der zellulären Seneszenz gilt. Aktiviert wird CDKN2A beispielsweise 

durch DNA-Schäden, oxidativen Stress, Onkogene oder verkürzte Telomere [382]. 

CDKN2A bindet die zyklinabhängigen Kinasen 4 und 6, wodurch deren Kinasefunktion 

gehemmt wird [305]. Infolgedessen wird das Retinoblastoma-Associated Protein (RB) 

nicht phosphoryliert und inhibiert weiter den Transkriptionsfaktor E2F1, wodurch der 

Zellzyklus am G1-S-Übergang arretiert wird  [134]. 

 

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Genen fanden sich in der Expression der für 

NADPH-Oxidasen kodierenden Gene Nox2 und Nox4 sowie in der der Expression von 

Noxa1 keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und Knockoutmäusen (Abb. 25 A und L-

N).  

NADPH-Oxidase Isoform 2 und 4 (NOX2 und NOX 4) sind die katalytischen 

Untereinheiten von Enzymen, die zur Familie der ROS-produzierenden NADPH-

Oxidasen gehören. Die zelluläre ROS-Produktion dient der Pathogenabwehr, weiterhin 
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sind ROS als Signalmoleküle an diversen zellulären Signalwegen beteiligt [70, 276, 342, 

529]. Ein Übermaß an ROS führt jedoch zu schädlichem oxidativen Stress [76].  

NOX Activator 1 (NOXA1) ist ein cytosolisches Protein, das zur Aktivierung von NOX1-

NOX3 beiträgt [35, 36, 227]. 

 

 

Abbildung 25: Genexpression von zellulären Stressmarkern in Lungengewebe von F3 Terc(-/-)-Mäusen versus 

Wildtypmäuse. 

Dargestellt sind die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR für Marker von ER-Stress, Surfactantprozessierung, Inflammation, 

Seneszenz, Apoptose und oxidativen Stress in Lungengewebe von F3 Terc(-/-)-Mäusen (n=6) und C57Bl/6J-Mäusen (n=6). Grafik A 

zeigt Agarosegele mit den per Gelelektrophorese aufgetrennten und durch ethidiumbromidvermittelte Fluoreszenz sichtbar gemachten 
PCR-Produkten der jeweiligen Gene. Grafiken B bis N stellen die Quantifizierungen der jeweiligen mRNA-Transkripte dar, welche  

auf die Genexpression von Actb normiert wurden. **p <0.01, *p < 0.05, durch t-Test. P-Werte korrigiert nach Benjamini-Hochberg, 

angegebene p-Werte sind bereits korrigiert. 
Abkürzungen: siehe Abkürzungsverzeichnis 
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3.3.2. Genexpressionsanalysen in Lungen von Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen 

versus Wildtyp-Mäuse 

Abb. 26 zeigt die komparative Genexpressionsanalyse zellulärer Stressmarker in 16 

Wochen alten F3 Terc(-/-)-SPC-GFP-Mäusen (n=6) versus gleichaltrigen C57Bl/6J-

Wildtypmäusen. Im Folgenden werden die Ergebnisse genauer beleuchtet. Zudem 

werden Grundlagen zu einigen der untersuchten Gene, die in der Einleitung noch nicht 

erwähnt worden waren, erläutert. 

Die Expression der für Surfactantproteine kodierenden Gene war in den Terc(-/-)/SPC-

GFP-Mäusen insgesamt vermindert. Der Unterschied zum Wildtyp war für Sftpb (p= 

0,001) und Sftbc (p= 0,0052) signifikant, verpasste für Sftpa jedoch das Signifikanzniveau 

(p= 0,097) (Abb. 26 A-D). Surfactantprotein B (SP-B) ist ein von Typ-II-Pneumozyten 

sekretiertes stark hydrophobes Surfactantprotein, das für die Reduktion der alveolären 

Oberflächenspannung essentiell ist. Ein ausgeprägter Mangel an SP-B führt bereits in der 

Neonatalperiode zum letalen Respiratory Distress Syndrome [34, 279, 341].  

Die Expression der ER-Stressmarker Atf6, gespleißtes Xbp1, Canx, Edem1, Grp78 und 

Chop in den Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen unterschied sich nicht signifikant von der in den 

Wildtypmäusen (Abb. 26 A, E-I & K ). Die Expression von Trb3 verpasste mit p=0,0788 

knapp das Signifikanzniveau (Abb. 26, A und J). 

Die Expression des proinflammatorischen Casp11- Gens war in den KO-Mäusen 

signifikant verstärkt (p= 0,001) (Abb. 26 A und L). 

Dasselbe gilt für den Seneszenzmarker Cip1 (p= 0,0183), dessen Expression in den 

Knockout-Tieren ebenfalls signifikant erhöht war (Abb. 26, A und M). Im Gegensatz 

hierzu war die Expression von Cdkn2a in den KO-Mäusen mit p=0,0836 zwar erhöht, 

ohne jedoch Signifikanz zu erreichen (Abb. 26 A und N). 

Die Expression der für eine NADPH-Oxidasen bzw. einen NADPH-Oxidasen-Aktivator 

kodierenden Gene Nox2, Nox4 sowie Noxa1 zeigte keine Unterschiede zwischen Terc(-/-

)/SPC-GFP-Mäusen und den Wildtyp-Kontrollen (Abb. 26 A, O-Q).  

Auffällig war die signifikant niedrigere Expression der für antioxidative 

Peroxireduktasen (Peroxiredoxine) kodierenden Gene Prdx1 (p= 0,001) und Prdx6 

(p=0,001) in den Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen (Abb. 26 A, R,S). Peroxiredoxine sind 

Enzyme, die dem Abbau von Wasserstoffperoxid und organischen Peroxiden dienen und 

die Zelle somit vor ROS schützen. Sie reduzieren Peroxide zu den entsprechenden 

Alkoholen und werden dabei selbst an Cysteinresten oxidiert. Säugerzellen exprimieren 

sechs Isoformen von Peroxiredoxinen (PRDX1- PRDX6) [375].  
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Weiterhin wurde die Expression von Sirt1 untersucht. Sie war in den KO-Mäusen mit p= 

0,0311 signifikant höher als in den Wildtyp-Kontrollen (Abb. 26 A und T). Sirtuin1 

(SIRT1) ist eine Nicotinamidadenindinukleotid (NAD)- abhängige Deacetylase der 

Sirtuinfamilie, die sowohl Histone als auch Nichthistonproteine an Lysinresten 

deacetyliert [376]. SIRT1 ist an vielen unterschiedlichen Signalwegen beteiligt. Hierzu 

gehören epigenetisches Silencing bestimmter Gene durch Histondeacetylierung, die 

Regulation der Langlebigkeit unter Kalorienrestriktion in diversen Modellorganismen, 

Schutz vor oxidativem Stress, Inhibition der p53-induzierten Seneszenz und Regulation 

der Telomerlänge [260, 358, 376]. Im Mausmodell wirkt Sirt1 darüber hinaus hemmend 

auf  die bleomycininduzierte Lungenfibrose [91].  

Abschließend wurde die Pai1-Expression untersucht. Sie unterschied sich zwischen den 

KO-Mäusen und Wildtypmäusen nicht (Abb. 26 A und U). PAI1 ist ein 

Serinproteaseninhibitor aus der Familie der Serpine. PAI1 inhibiert verschiedene 

Proteasen, aber insbesondere die Serinproteasen Tissue-type Plasminogen Activator 

(tPA, PLAT) und Urokinase-type Plasminogen Activator (uPA, PLAU). Durch tPA oder 

uPA zu aktivem Plasmin gespaltenes Plasminogen spaltet einerseits im Rahmen der 

Auflösung von Thromben Fibrin. Andererseits kann es auch Bestandteile der 

extrazellulären Matrix entweder direkt oder durch Aktivierung von 

Matrixmetalloproteasen (MMP’s) spalten [430]. Sowohl tPA als auch uPA sind darüber 

hinaus selbst in der Lage, MMP’s durch Spaltung zu aktivieren  [201, 543]. Eine 

Inhibition von tPA und uPA durch PAI1 bewirkt dementsprechend einen vermindertem 

EZM-Abbau [430]. Außerdem gilt PAI1 als Marker und Mediator der Seneszenz [381].  
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Abbildung 26: Genexpressionsanalyse von zellulären Stressmarkern in Lungengewebe von F3 Terc(-/-)/SPC-GFP- 

versus Wildtypmäusen 

Dargestellt sind die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR für Marker von ER-Stress, Surfactantprozessierung, Inflammation, 

Seneszenz, Apoptose, Fibrose und oxidativen Stress in Lungengewebe von F3 Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen (n=6) und C57Bl/6J-Mäusen 

(n=6). ). Grafik A zeigt Agarosegele mit den per Gelelektrophorese aufgetrennten und durch ethidiumbromidvermittelte Fluoreszenz 
sichtbar gemachten PCR-Produkten der jeweiligen Gene. Grafiken B bis U stellen die Quantifizierungen der jeweiligen mRNA-

Transkripte dar, welche auf die Genexpression von Actb bzw. R18S normiert wurden. ***p  0.001, **p  0.01, *p  0.05, durch t-

Test. P-Werte korrigiert nach Benjamini-Hochberg, angegebene p-Werte sind bereits korrigiert. 
 

 

3.4  Untersuchungen zur Surfactantprozessierung in Terc(-/-) und Terc(-/-

)/SPC-GFP-Mäusen mittels Western Blot-Methodik 

Die Proteinexpressionsanalyse für die Surfactantproteine SP-A, proSP-B, matures SP-B, 

proSP-C sowie für matures SP-C wurde mittels Westernblot aus Lungengewebe von F3-

Terc(-/-)-Mäusen (n=6), F3-Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen (n=6) sowie Wildtyp-Mäusen des 

C57Bl/6J-Stammes (n=6) durchgeführt (alle 16 Wochen alt). Zusätzlich wurden BAL-
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Proben der Terc(-/-)- und wt-Mäuse (jeweils n=6) per Western Blot mit einem Antikörper 

gegen proSP-B untersucht (Abb.27). 

Auf Proteinlevel war proSP-C in den Lungen der Terc(-/-)-Mäuse mit p<0,0005 

hochsignifikant niedriger als in den C57Bl/6J-Mäusen (Abb. 27 A). Dies bestätigte sich 

bei der Analyse der Menge an maturem SP-C aus Lungengewebe der Terc(-/-)-Mäuse, die 

im Vergleich zum Wildtyp mit p<0,0005 ebenfalls hochsignifikant verringert war (Abb. 

27 B). Ein ähnliches Bild zeigte sich für SP-B. Im Lungengewebe der Terc(-/-)-Mäuse war 

das Proteinlevel an proSP-B im Vergleich zum Wildtyp mit p<0,0005 hochsignifikant, 

die Menge an maturem SP-B mit p=0,0273 signifikant verringert (Abb. 27 C und D).  

Interessanterweise fanden sich trotz der reduzierten Gesamtmenge der Surfactantproteine 

deutlich höhere Level eines 25kDa SP-B-Intermediats in den Knockoutmäusen im 

Vergleich zum Wildtyp. Im Lavageblot der Terc(-/-)-Mäuse war diese Erhöhung mit 

p=0,1383 zwar sichtbar, jedoch nicht signifikant (Abb. 27 E). Im Western Blot aus 

Lungengewebe der Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse war die Menge an 25 kDa-SP-B-

Intermediat mit p=0,044 dagegen signifikant erhöht (Abb. 27 F).  

Der Mangel an reifem Surfactantprotein B in den Lungen der telomerasedefizienten 

Mäuse bei einem gleichzeitig sowohl in der BAL als auch im Lungengewebe der 

Knockoutmäuse im Vergleich zum Wildtyp deutlich erhöhten Level an SP-B-Intermediat 

könnte auf eine durch die Telomerverkürzung verursachte SP-B-Prozessierungsstörung 

hinweisen. Hierauf wird im Rahmen der Diskussion in Kapitel 5.2 genauer eingegangen.  

Abschließend wurde das Proteinlevel von SP-A im Lungengewebe der Terc(-/-)/SPC-GFP-

Mäuse analysiert. Auch hier fand sich eine im Vergleich zum Wildtyp mit p=0,014 

signifikant verringerte Proteinexpression in den KO-Mäusen (Abb. 27 G).  
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Abbildung 27: Analyse der Proteinexpression der Surfactantproteine in den F3-Terc(-/-)- und F3-Terc(-/-)/SPC-GFP-

Mäusen im Vergleich zum Wildtyp. 

Die Grafiken A-D, F und G zeigen quantitative Western Blot-Analysen einschließlich densitometrischer Auswertungen für die 

Surfactantproteine SP-A, proSP-B, 25 kDa proSP-B-Intermediat, SP-B, proSP-C und SP-C aus Lungengewebe von F3 Terc(-/-)-
Mäusen (n=6, Grafik A-D) sowie F3 Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen (n=6, Grafiken F&G) im Vergleich zu C57Bl/6J-Mäusen (n=6). Die 

Expression von β-Aktin oder Gapdh diente als Ladungskontrolle. Grafik E zeigt einen quantitativen Western Blot des 25 kDa SP-B-

Intermediates aus der BAL von Terc(-/-)-Mäusen (n=6), die Coomassie-Färbung der Blotmembran diente als Ladungskontrolle. ***p 

 0.001, *p  0.05, durch t-Test. 

Abkürzungen: Gapdh= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, GFP= Green Fluorescent Protein, kDa= Kilodalton, proSP-B= 

unprozessiertes Surfactantprotein B, proSP-C= unprozessiertes Surfactantprotein C, SP-A= Surfactantprotein A, SP-B= 
Surfactantprotein B, SP-C= Surfactant Protein C, Terc= Telomerase RNA Component, Wt= Wildtyp 

 

 

 

3.5  Untersuchung der Grp78-Proteinexpression in Lungen von Terc(-/-) -und 

Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen per Western Blot und Immunhistochemie 

 

Grp78 ist ein Chaperon des ER, das unter ER-Stressbedingungen verstärkt exprimiert 

wird [264]. Um herauszufinden, ob Telomerverkürzung zu vermehrter Grp78-Synthese 

führt, wurden in der vorliegenden Arbeit Western Blots aus Lungengewebe von Terc(-/-)- 

(n=6) und Wildtyp-C57Bl/6J-Mäusen (n=6) durchgeführt.   

Im ungepaarten T-Test zeigte sich eine im Vergleich zum Wildtyp signifikant höhere (p= 

0,0018) Grp78-Proteinexpression in den Terc(-/-)-Mäusen (Abb. 28). Dies könnte ein 

Hinweis darauf sein, dass verkürzte Telomere zur Akkumulation un- oder fehlgefalteter 

Proteine führen.  
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Abbildung 28: Grp78-Proteinexpression im Lungengewebe von Terc(-/-)-Mäusen im Vergleich zum Wildtyp. 

Grafik A zeigt den Western Blot für Grp78 aus Lungengewebe von F3 Terc(-/-)-Mäusen (n=6) im Vergleich zu wt-C57Bl/6J-Mäusen 

(n=6) sowie die Ladungskontrolle als Blot von β-Aktin. Grafik B zeigt die densitometrische Auswertung des Western Blots. p≤0,01, 

durch t-Test. 
Abkürzungen: GRP78= 78kDa Glucose Regulated Protein, kDa= Kilodalton, Terc= Telomerase RNA Component 

 

Um herauszufinden, in welchen Zellen muriner Lungen Grp78 exprimiert wird, wurden 

formalinfixierte, paraffineingebettete Lungenschnitte von jeweils sechs F3-Terc(-/-)-, F3 

Terc(-/-)/SPC-GFP- und wt-Mäusen immunhistochemisch untersucht (Abb. 29). Es 

wurden pro Maus drei Parallelschnitte untersucht, wobei jeweils einer mit einem 

Antikörper gegen Grp78 gefärbt wurde. Die beiden Parallelschnitte wurden mit 

Antikörpern gegen die Zellmarker Thyroid Transcription Factor 1 (Ttf1) und F4/80 

inkubiert (Abb. 29 A-C). 

Ttf1 ist ein Transkriptionsfaktor, der in den follikulären Zellen der Schilddrüse sowie in 

Typ-II-Zellen des Alveolarepithels exprimiert wird. Zudem ist Ttf1 in zilienlosen 

Bronchialzellen wie Club-Zellen nachweisbar [204]. In der Lunge reguliert Ttf1 die 

Transkription der Surfactantproteine SP-A, SP-B und SP-C sowie des Clara Cell 

Secretory Proteins (CCSP) [62]. F4/80 ist ein Glykoprotein, das auf murinen 

Makrophagen exprimiert wird und als Makrophagenmarker gilt [29]. 

Eine Kolokalisation von Grp78 mit Ttf1 bzw. F4/80 fand sich sowohl in den Wildtyp- als 

auch in den Terc(-/-)- bzw. Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen. Die Ttf1-positiven Zellen waren 

morphologisch sowohl Typ-II- als auch in bronchiolären Clara-Zellen (Abb. 29 A-C, 

Kolokalisation durch rote Pfeile verdeutlicht). Dies spricht dafür, dass Grp78 einerseits 

in Typ-II- und Clubzellen, andererseits aber auch in Makrophagen von Wildtyp- und 

telomerasedefizienten Mäusen zu finden ist. 

Um die Zahl der Grp78-positiven Zellen in den KO-Stämmen in Vergleich zum Wildtyp 

zu quantifizieren, wurden pro untersuchtem Schnitt (1 Schnitt/Maus, jeweils sechs F3-

Terc(-/-)-, F3 Terc(-/-)/SPC-GFP- und wt-Mäuse) drei Gesichtsfelder bei 20-facher 

Vergrößerung manuell ausgezählt. Hier ergab sich im T-Test eine in den KO-Mäusen 

beider Stämme im Vergleich zum Wildtyp eine nichtsignifikant höhere durchschnittliche 
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Zahl von Grp78-positiven Zellen pro Gesichtsfeld (Abb. 29, Grafik D). Dieses Ergebnis 

steht im Einklang mit dem Western Blot (Abb. 28).  

 

 

Abbildung 29: IHC-Analyse und Quantifizierung der Proteinexpression von Grp78 in Lungengewebe von Terc(-/-)- und 

Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen im Vergleich zum Wildtyp. 

Die Grafiken A-C zeigen repräsentative Färbungen von seriellen Lungenschnitten von F3-Terc(-/-)-, F3 Terc(-/-)/SPC-GFP- und wt-
Mäusen. Die Lungenschnitte wurden mit Antikörpern einerseits gegen Grp78 und andererseits gegen den Typ II- und Club-Zellmarker 

Ttf1 sowie den Makrophagenmarker F4/80 immunhistochemisch gefärbt. Die Kolokalisation der Zellmarker mit Grp78 zeigte sich 
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sowohl in den Wildtyp- als auch in den Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen in Typ-II- und Clubzellen bzw. Makrophagen. Sie 

wurde in der Grafik durch rote Pfeile verdeutlicht. 

In Grafik C wird die durchschnittliche Zahl der Grp78-positiven Zellen pro Gesichtsfeld bei 20-facher Vergrößerung und Auszählung 
von drei Gesichtsfeldern pro Schnitt im Vergleich zwischen Terc(-/-)- (n=6), Terc(-/-)/SPC-GFP- (n=6) und wt-Mäusen (n=6) 

veranschaulicht. Es zeigt sich eine in den KO-Mäusen nichtsignifikant höhere Zahl an positiven Zellen pro Gesichtsfeld. 

Abkürzungen: GFP= Green Fluorescent Protein, GRP78= 78kDa Glucose Regulated Protein, SPC= Surfactantprotein C, Terc= 
Telomerase RNA Component, TTF1= Thyroid Transcription Factor 1, Wt= Wildtyp. 

 

 

3.6  Untersuchung der Xbp1- sowie Chop-Proteinexpression in Lungen von 

Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen per Western Blot und 

Immunhistochemie 

 

Die Bestimmung des Proteinlevels der Transkriptionsfaktoren Xbp1 und Chop wurde 

mittels Westernblot aus Lungengewebe von F3-Terc(-/-)-Mäusen (n=6) und Wildtyp-

Mäusen des C57Bl/6J-Stammes (n=6) durchgeführt (Abb.30).  

Es ergab sich im T-Test für beide Proteine in den Terc(-/-)-Mäusen eine leicht, aber nicht 

signifikant erhöhte Expression. 

Um herauszufinden, in welchem pulmonalen Zelltyp das Xbp1-Protein exprimiert wird, 

wurde eine immunhistochemische Färbung von in Formalin fixierten und in Paraffin 

eingebetteten Lungenparallelschnitten aus F3-Terc(-/-)- (n=6), F3-Terc(-/-)/SPC-GFP- 

(n=6) und Mäusen des Wildtyps (n=6) durchgeführt.  

Es zeigte sich eine deutliche Kolokalisation von Ttf-1 mit Xbp-1. Auf der Proteinebene 

lässt sich Xbp1 folglich in Typ II- sowie Club-Zellen nachweisen (Abb. 30, Grafik C).  

Die Quantifizierung erfolgte bei 40-facher Vergrößerung. Hier bestätigte sich das 

Ergebnis aus dem Western Blot: Die Menge der Xbp1-positiven Zellen war in den 

Lungenschnitten aus Knockout-Mäusen zwar etwas höher als in den Wildtypmäusen, die 

Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (Abb. 30, Grafik D). 
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Abbildung 30: Untersuchung der Xbp1- sowie Chop-Proteinexpression in Lungen von Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-

Mäusen im Vergleich zum Wildtyp. 

Die Grafiken A und B zeigen die Ergebnisse der quantitativen Western Blot-Analysen für Chop und Xbp1(s) aus Lungengewebe von 

F3 Terc(-/-)-Mäusen (n=6) im Vergleich zu C57Bl/6J-Mäusen. Die Expression von β-Aktin bzw. Gapdh diente als Ladungskontrolle. 

***p  0.001, *p  0.05, durch t-Test. Die rechten Grafikbereiche stellen die densitometrische Auswertung der Western Blots dar: 

Die Proteinmenge von Chop und Xbp1(s) unterscheidet sich zwischen KO- und Wildtypmäusen nicht signifikant. 

Grafik C zeigt repräsentative Färbungen von Parallelschnitten aus Lungen von F3-Terc(-/-)- und Wildtypmäusen. Die Lungenschnitte 

wurden mit Antikörpern einerseits gegen Xbp1(s) und andererseits gegen den Typ II- und Club-Zellmarker Ttf1 immunhistochemisch 
gefärbt, die Gegenfärbung erfolgte mit Hämatoxylin. Die Kolokalisation des Zellmarkers mit Xbp1(s) wird durch die schwarzen Pfeile 

verdeutlicht. 

In Grafik D wird die durchschnittliche Zahl der Xbp1-positiven Zellen pro Gesichtsfeld bei 40-facher Vergrößerung und Auszählung 
von drei Gesichtsfeldern pro Schnitt im Vergleich zwischen Terc(-/-)- (n=6), Terc(-/-)/SPC-GFP- (n=6) und wt-Mäusen (n=6) 

veranschaulicht. Es zeigt sich eine in den KO-Mäusen nichtsignifikant höhere Zahl an positiven Zellen pro Gesichtsfeld. 

Abkürzungen: Chop= C/EBP Homologous Protein, Gapdh= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase , GFP= Green Fluorescent 
Protein, kDa= Kilodalton, SPC= Surfactantprotein C, Terc= Telomerase RNA Component, TTF1= Thyroid Transcription Factor 1, 

Xbp1(s)= gespleißte Form von X-Box Binding Protein 1 

 
 

 

 

3.7  Untersuchung der TGF-β-Proteinexpression in Lungen von Terc(-/-)- und 

Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen per Immunhistochemie 

 

TGF-β ist ein Zytokin, das in praktisch allen Geweben exprimiert wird und seine Wirkung 

nach Rezeptorbindung über die Mothers Against Decapentaplegic Homolog (SMAD) – 

Transkriptionsfaktoren entfaltet [185]. TGF-β ist für die pulmonale Organogenese 

während der Embryonalentwicklung essentiell und übt in der adulten Lunge eine starke 

profibrotische Wirkung aus [65, 399].  
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Für die Untersuchung der Expression von TGF-β auf Proteinebene wurden serielle 

Schnitte formalinfixierter und paraffineingebetteter Mauslungen (F3-Terc(-/-) (n=6), F3-

Terc(-/-)/SPC-GFP (n=6) und Wildtypmäuse (n=6)) per IHC gefärbt.  

In den Wildtyp-Mäusen fanden sich keine TGF-β-positiven Zellen. Im Gegensatz hierzu 

wurden in den Terc(-/-)-Mäusen vereinzelte Zellen angefärbt. Dabei fiel eine deutliche 

Kolokalisation mit F4/80 auf, was darauf schließen lässt, dass die TGF-β-Quelle im 

vorliegenden Modell Alveolarmakrophagen sind (Abb. 31 A). Um herauszufinden, ob 

sich die Makrophagenzahl insgesamt zwischen Wildtyp-C57Bl/6J- und KO-Mäusen 

unterscheidet, wurde die Zahl der F4/80-positiven Zellen pro Gesichtsfeld mit Hilfe des 

Programmes NDP.view2 bei 40-facher Vergrößerung ausgezählt. Überraschenderweise 

war die gesamte Makrophagenzahl in den beiden KO-Stämmen im Vergleich zu den Wt-

Mäusen verringert. Dieser Unterschied erreichte jedoch keine statistische Signifikanz 

(Abb. 31 B).   

 

Abbildung 31: Untersuchung der TGF-β-Proteinexpression in Lungen von Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen im 

Vergleich zum Wildtyp per Immunohistochemie. 

Grafik A zeigt repräsentative Färbungen von Parallelschnitten aus Lungen von F3-Terc(-/-)-, F3-Terc(-/-)/SPC-GFP- und 
Wildtypmäusen. Die Lungenschnitte wurden mit Antikörpern einerseits gegen TGF-β und andererseits gegen den 

Makrophagenmarker F4/80 immunhistochemisch gefärbt, die Gegenfärbung erfolgte mit Hämatoxylin. Nur in den KO-Mäusen zeigen 

sich Kolokalisationen zwischen den beiden Markern (durch Pfeile verdeutlicht), in den Wildtypmäusen gibt es keine TGF-β-positiven 
Zellen, obwohl die gesamte Makrophagenzahl in den wt-Lungen höher ist.  

In Grafik B wird die durchschnittliche Zahl der F4/80-positiven Zellen pro Gesichtsfeld bei 40-facher Vergrößerung im Vergleich 

zwischen Terc(-/-)- (n=6), Terc(-/-)/SPC-GFP- (n=6) und wt-Mäusen (n=6) veranschaulicht. Die Makrophagenzahl ist in den KO-
Mäusen niedriger als im Wildtyp, dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant 

Abkürzungen: GFP= Green Fluorescent Protein, KO= Knockout, SPC= Surfactant Protein C, Terc= Telomerase RNA Component, 

TGF-β1= Transforming Growth Factor beta 1 
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3.8  Untersuchung der Sirt1-Proteinexpression in Lungen von Terc(-/-)- und 

Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen per IHC und Western Blot 

Die Bestimmung des Sirt1-Proteinlevels wurde mittels Westernblot aus Lungengewebe 

von F3 Terc(-/-)-Mäusen (n=6) und Wildtyp-Mäusen des C57Bl/6J-Stammes (n=6) 

durchgeführt (Abb. 32, Grafik A und B). Hier zeigte sich im T-Test eine in den Terc(-/-)-

Mäusen signifikant höhere Sirt1-Proteinmenge (p= 0,0197).  

Dieses erhöhte Proteinlevel spiegelte sich in der durchgeführten Immunhistochemie 

wider. Die Zahl der Sirt1-positiven Zellen (wahrscheinlich Typ-II-Zellen) war in den 

Terc(-/-)- sowie den  Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen größer als in den Wildtyp-Tieren. Sirt1 

wurde dabei sowohl nukleär als auch zytoplasmatisch angefärbt (Abb. 32, Grafik C). 

 

Abbildung 32: Untersuchung der Sirt1-Proteinexpression in Lungen von Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen im 

vergleich zum Wildtyp per Western Blot und Immunhistochemie. 

Grafik A zeigt den Western Blot für Sirt1 aus Lungengewebe von F3 Terc(-/-)-Mäusen (n=6) im Vergleich zu wt-C57Bl/6J-Mäusen 

(n=6). Grafik B stellt die densitometrische Auswertung des Blots dar: *p≤0,05, durch t-Test. Grafik C zeigt repräsentative IHC-
Färbungen mit einem Sirt1-Antikörper. In den KO-Mäusen sind deutlich mehr Zellen angefärbt als in den Schnitten aus 

Wildtypmäusen. Sirt1 lässt sich zytoplasmatisch und nukleär nachweisen. 

Abkürzungen: GFP= Green Fluorescent Protein, kDa= Kilodalton, KO= Knockout, SPC= Surfactantprotein C, Terc= Telomerase 
RNA Component, wt= Wildtyp 

 

In den Terc(-/-)- und Terc(-/-)/ SPC-GFP-Mäusen fiel in Parallelschnitten auf, dass viele der 

Sirt1-positiven Zellen auch proSP-C-positiv waren (Abb. 33). In den Wt-Mäusen waren 

diese Kolokalisationen zwar auch vorhanden, aber seltener. Hier waren generell weniger 

Sirt1-positive Zellen zu sehen (Abb. 33). Dies spricht dafür, dass die Typ-II-Zellen der 

Knockoutmäuse die Hauptquelle von Sirt1 waren. 
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Abbildung 33: Lokalisation des Sirt1-Proteins in Terc(-/-)-, Terc(-/-)-SPC/GFP- und Wildtypmäusen per 

Immunhistochemie. 

Die Grafik zeigt repräsentative Parallelschnitte der drei Mausstämme. Es wurde jeweils ein Parallelschnitt pro untersuchter Mauslunge 

mit einem Antikörper gegen den Typ-II-Zellmarker proSP-C und der folgende mit einem Sirt1-Antikörper gefärbt. Die roten Kreise 

verdeutlichen die Kolokalisation der Zellmarker mit Sirt1 in den KO-Mäusen. 
 

 

 

3.9  Untersuchung der Arginase-1- und Integrin-β6 – Expression in Lungen 

von Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen durch Immunhistochemie 

und Western Blot-Methodik 

Arginase-1 ist ein Enzym, das die Spaltung von Arginin in Harnstoff und Ornithin 

katalysiert und als Marker muriner M2-Makrophagen etabliert ist [453]. Während die 

klassisch aktivierten M1-Makrophagen der Abwehr von Pathogenen dienen, sind M2-

Makrophagen an Wundheilung, Reparatur und Entfernung apoptotischer Zellen beteiligt 
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[64, 313]. Sie produzieren proliferations- bzw. wachstumsfördernde Cytokine wie TGF-

β, Epidermal Growth Factor und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und sind 

in der Lage, TH2-Zellen und regulatorische T-Zellen zu rekrutieren und aktivieren [313, 

314].  

Integrin-β6 ist die Beta-Untereinheit des Transmembranproteins Integrins αvβ6, welches 

in Epithelien exprimiert wird [491]. αv-Integrine sind für die Aktivierung von TGF-β 

über die RGD-Sequenz des Latency-associated Peptide (LAP) essentiell [426].  Hierbei 

liegt TGF-β im Komplex mit LAP und Latent Transforming Growth Factor beta-binding 

Protein (LTBP) in der extrazellulären Matrix vor und wird durch über das Integrin 

übertragenen mechanischen Scherstress aus dem Komplex freigesetzt  [20, 496].  

Die Analyse der Proteinexpression von Arginase-1 und Integrin-β6 erfolgte per Western 

Blot (WB) aus Lungengewebe von jeweils sechs Mäusen (Generation F3) der drei 

Stämme (Abb. 34). Die Proteinexpression von Integrin-β6 und Arginase-1 war in den 

Terc(-/-)-Mäusen zwar höher als in den Wildtyp-Tieren, der Unterschied erreichte jedoch 

keine statistische Signifikanz (Abb. 34, Grafiken A und C). Allerdings war die Menge 

der beiden Proteine in den Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen im Vergleich zum Wildtyp stark 

erhöht. Der Unterschied war hierbei mit p=0,0059 (Arginase-1) bzw. p=0,042 (Integrin-

β6) deutlich signifikant (Abb. 34, Grafiken B und D). Dies könnte ein Hinweis darauf 

sein, dass die pulmonalen Makrophagen der KO-Mäuse vermehrt in M2-Richtung 

polarisiert werden. 
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Abbildung 34: Proteinexpression (Western Blot) von Arginase-1 und Integrin-β6 in Lungen von Terc(-/-)- und Terc(-/-

)/SPC-GFP-Mäusen im Vergleich zum Wildtyp. 

Die Grafiken A-D zeigen quantitative Western Blot-Analysen einschließlich densitometrischer Auswertungen für Arginase-1 und 

Integrin-β6 aus Lungengewebe von F3 Terc(-/-)-Mäusen (n=6, Grafiken A und C) sowie F3 Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen (n=6, Grafiken 

B&D) im Vergleich zu C57Bl/6J-Mäusen. Die Expression von β-Aktin diente als Ladungskontrolle. **p  0.01, *p  0.05, durch t-

Test. 

Abkürzungen: kDa= Kilodalton, KO= Knockout, SPC= Surfactantprotein C, Terc= Telomerase RNA Component,  

 

Um herauszufinden, in welchen pulmonalen Zellen Arginase-1-Protein exprimiert wird, 

wurden formalinfixierte und paraffineingebettete Parallelschnitte per IHC auf Arginase-

1-Expression untersucht. Sowohl in den Wildtyp-Mauslungen als auch in beiden Terc(-/-

)-Stämmen fanden sich Kolokalisationen zwischen F4/80 und Arginase-1. Allerdings 

waren in den C57BL/6J-Mäusen mehr F4/80-positive Zellen Arginase-1-negativ als in 

den Terc(-/-)-Mäusen (Abb. 35). F4/80 ist ein allgemeiner Makrophagenmarker, die 

Arginase-1-negativen Makrophagen könnten beispielsweise M1-Makrophagen sein. 

Auch dies ist ein Hinweis darauf, dass sich in den Lungen der KO-Mäuse im Vergleich 

zum Wt mehr M2- und weniger M1-Makrophagen befinden. Interessanterweise fanden 
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sich in allen Mäusen zudem Kolokalisationen zwischen Ttf1 und Arginase-1, was dafür 

spricht, dass sowohl in den Knockoutmäusen als auch in den Wildtyptieren auch Typ II-

Zellen oder Club-Zellen Arginase-1 exprimieren. Hier war kein Unterschied zwischen 

den Terc(-/-), Terc(-/-)/SPC-GFP und Wildtypmäusen zu erkennen (Abb. 35). 

 

Abbildung 35: Lokalisationsbestimmung des Arginase-1-Proteins in Terc(-/-)-Knockout-Mäusen und Wildtypmäusen 

per Immunhistochemie. 

Die Grafik zeigt repräsentative Färbungen von Parallelschnitten aus Lungen von F3-Terc(-/-)- und Wildtypmäusen. Die Lungen wurden 

mit Antikörpern gegen Arginase-1 und in dazu parallelen Schnitten mit Antikörpern gegen F4/80 und Ttf1 gefärbt. Die schwarzen 

Pfeile verdeutlichen die Kolokalisation zwischen beiden Zellmarkern und Arginase-1. Arginase-1 findet sich sowohl in den Wt- als 
auch in den Terc(-/-)-Mäusen in Typ II- bzw. Club-Zellen und in Makrophagen. In den Wildtypmäusen sind jedoch mehr Makrophagen 

Arginase-1-negativ als in den Terc(-/-)-Mäusen. 

Abkürzungen: KO= Knockout, Terc= Telomerase RNA Component, Ttf1= Thyroid Transcription Factor 1, wt= Wildtyp 
 

3.10 Untersuchung der Proteinoxidation in Lungen von F3 Terc(-/-)-Mäusen 

Wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben, zeigte sich in der RT-PCR aus Lungengewebe der Terc(-

/-)/SPC-GFP-Mäuse eine im Vergleich zum Wildtyp hochsignifikant verringerte 

Expression von Prdx1 und Prdx6 (Abb. 26). Dies weist auf eine verringerte antioxidative 

Abwehr hin und könnte die Mäuse anfälliger gegenüber oxidativem Stress machen. Da 

ROS den Faltungsprozess von Proteinen im ER stören und somit ER-Stress verursachen 

können, sind sie auch als möglicher Auslöser von ER-Stress denkbar. Aus diesem Grund 
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wurde in der vorliegenden Arbeit das Ausmaß der Proteinoxidation in den F3 Terc(-/-)-

Mäusen (n=6) im Vergleich zu C57Bl/6J-Wildtyptieren (n=6) untersucht.   

Im ungepaarten T-Test zeigte sich eine im Vergleich zum Wildtyp signifikant höhere (p≤ 

0,01) Proteinoxidation in den Terc(-/-)-Mäusen (Abb. 36). 

 

 

Abbildung 36: Proteinoxidation in F3 Terc(-/-)-Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen. 

Die Grafiken zeigen die quantitative Western Blot-Analyse einschließlich densitometrischer Auswertung für die Menge oxidierten 

Proteins (nachgewiesen über anti-DNP-Antikörper, die an die derivatisierten „DNP-Carbonyle“ binden) aus Lungengewebe von F3 

Terc(-/-)-Mäusen (n=6) im Vergleich zu C57Bl/6J-Mäusen (n=6). Die Expression von β-Aktin diente als Ladungskontrolle. **p  0.01, 

durch t-Test. 

Abkürzungen: F3= 3. Generation, kDa= Kilodalton, KO= Knockout, M=Molmasse, neg.= negativ, Oxi-Marker= Größenstandard 

mit oxidierten Proteinen bekannter Molmasse, Terc= Telomerase RNA Component 

 

 

4. Zelluläre Konsequenzen der Telomeraseinhibition in A549-

Zellen in vitro 

Für die Untersuchung des Einflusses von Telomeraseinhibition und der damit 

verbundenen Telomerverkürzung auf die Genexpression von surfactantassoziierten 

Genen, zellulären Stressmarkern, Genen des antioxidativen Stoffwechsels, Komponenten 

des Shelterin- und Telomerasekomplexes, Sirtuinen sowie Fibrose- und 

Inflammationsmarkern wurden A549-Zellen für 19 Wochen in der Anwesenheit des 

Telomeraseinhibitors BIBR1532 (Boehringer Ingelheim) in einer Konzentration von 20 

μM  kultiviert. Als Kontrolle wurden A549-Zellen für denselben Zeitraum mit Vehikel 

[0.04 % (v/v) DMSO] behandelt. Die Zellen wurden zwei Mal pro Woche passagiert, 

wobei bei jeder Passagierung BIBR1532 bzw. Vehikel frisch zugesetzt wurden.  

Die RNA aus den Passagen 11 (eine Woche lang kultiviert), 19 (fünf Wochen kultiviert) 

und 46 (19 Wochen kultiviert) wurde jeweils für die Untersuchung der Genexpression, 

wie in Kapitel 2.16 und 2.17 beschrieben, aufgearbeitet.  
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4.1 Einfluss der Telomeraseinhibition auf die Expression von 

surfactantassoziierten Genen 

Zuerst wurde der Einfluss der Telomeraseinhibition auf die Expression der für die 

surfactantprozessierenden Proteasen Napsin A (NAPSA), Cathepsin H (CTSH) und 

Pepsinogen C (PGC) kodierenden Gene untersucht. Weiterhin wurde die Expression von 

ABCA3, dem für den Surfactantlipidtransporter in der Lamellenkörperchenmembran 

kodierenden Gen, untersucht.  

In Passage 11 war die ABCA3-Expression in den telomeraseinhibierten Zellen (T-) mit 

p=0,0005 signifikant höher als in den vehikelbehandelten Zellen (T+). Auch in Passage 

19 (P19) war dieser Unterschied mit p=0,004 noch signifikant. Da jedoch die Expression 

von ABCA3 in T+ zwischen Passage 11 (P11) und Passage 46 (P46) mit p=0,0395 

signifikant zunahm, während sie in T- stabil blieb, waren in P46 keine signifikanten 

Expressionsunterschiede zwischen T+ und T- mehr zu beobachten (Abb. 37, Grafik  A).  

Das Cathepsin H-Gen (CTSH) war in P11 nicht differentiell reguliert. Da die 

Genexpression von CTSH in T+ jedoch im Laufe der Zeit mit p=0,0345 signifikant 

zunahm, während sie in T- mit p=0,0005 signifikant abnahm, war die Expression in T- ab 

P19 mit p=0,001 signifikant niedriger als in T+. In P46 war dieser Unterschied mit 

p=0,0005 sogar noch deutlicher (Abb. 37, Grafik B). 

Auch beim Napsin A-Gen (NAPSA) war in P11 kein Unterschied zwischen T+ und T- zu 

beobachten. In P19 war die Expression in T- mit p=0,041 signifikant höher als in T+, 

während sich dieser Effekt in P46 umgekehrt hatte (NAPSA-Expression mit p=0,0005 in 

T- signifikant niedriger). Insgesamt nahm die NAPSA-Expression sowohl in T+ 

(p=0,0005) als auch in T- (p=0,001) über die Zeit signifikant zu (Abb. 37, Grafik C). 

Die Expression des Pepsinogen-C-Gens (PGC) war zwischen T+ und T- zu keinem 

Zeitpunkt unterschiedlich. Jedoch nahm die PGC-Expression in T- zwischen P11 und P46 

signifikant zu (p=0,015) (Abb. 37, Grafik D). 
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Abbildung 37: Expression von surfactantprozessierenden Proteasen in telomeraseinhibierten A549-Zellen. 

Die Grafik zeigt die Entwicklung der Genexpression von ABCA3, CTSH, NAPSA und PGC in T+ bzw. T– über einen Zeitraum von 19 

Wochen auf Basis semiquantitativer RT-PCR’s und nach Normierung der Genexpression auf 18S-rRNA (n=4 für T+ und T-). Mit 
blauen Klammern markiert sind signifikante Expressionsunterschiede über die Zeit (waagrecht) bzw. zwischen T+ und T- zu einem 

bestimmten Zeitpunkt. Berechnungsgrundlage für die Signifikanz sind nach Bonferroni korrigierte T-Tests (ungepaart zwischen T+ 

und T-, gepaart zwischen den Passagezeitpunkten). ***p  0.001, **p  0.01, *p  0.05. 

Abkürzungen: ABCA3= Adenosine Triphosphate Binding Cassette Subfamily A Member 3, CTSH= Cathepsin H, mRNA= 

messenger RNA, NAPSA= Napsin A, P= Passagenzahl, PGC= Pepsinogen C, R18S= 18S rRNA, rel= relativ, T+= mit BIBR1532 

behandelte A549-Zellen, T- = unbehandelte A549-Zellen,  we= Wochen. 

 

4.2 Einfluss der Telomeraseinhibition auf Unfolded Protein Response, 

Zellzyklusarrest und Apoptose 

Um die Folgen der verkürzten Telomere auf die zelluläre Stressantwort zu testen, wurden 

Gene der adaptiven und proapoptotischen UPR, der Apoptose sowie des Zellzyklusarrests 

untersucht.  

Die Genexpression von ATF6 blieb in T+ über die gesamte Zeit unverändert. In T- zeigte 

sich jedoch eine signifikante Zunahme der ATF6-Expression zwischen P11 und P46 

(p=0,011). Dadurch war das ATF6-Level in P19 mit p=0,0005 in T- signifikant höher als 

in T+. Dieser Unterschied war in P46 unverändert hoch (p=0,0005) (Abb. 38, Grafik A). 

Die Expression von ATF4 war in T- zu jedem Zeitpunkt höher als in T+. In P11 war dieser 

Unterschied mit p=0,009 signifikant, in P19 mit p=0,0005 und in P46 mit p=0,0025. 

Insgesamt nahm die ATF4-Genexpression über die 19 Wochen sowohl in T+ (p=0,0006) 

als auch in T- (p=0,0002) signifikant zu (Abb. 38, Grafik B). 
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Die Expression des ungespleißten XBP1 blieb in T+ über den gesamten Zeitraum 

unverändert, während sie in T- signifikant (p=0,0005 ) zunahm. Hierdurch ergab sich in 

P46 eine signifikant (p= 0,0095) höhere XBP1-Genexpression in T- (Abb. 38, Grafik C). 

Die Genexpression von GRP78 veränderte sich über den Beobachtungszeitraum weder in 

T+ noch in T- signifikant. Allerdings war sie durch eine nichtsignifikante 

Expressionszunahme in T- in Kombination mit einer nichtsignifikanten Abnahme in T+ in 

P46 in den telomeraseinhibierten Zellen signifikant höher als in T+ (p=0,0325). In P11 

und P19 fand sich dagegen kein Expressionsunterschied zwischen T+ und T- (Abb. 38, 

Grafik D).  

Die Heat Shock Protein 90 Beta Family Member 1 (HSP90B1)-Genexpression blieb 

sowohl in T+ als auch in T- über den gesamten Beobachtungszeitraum konstant und war 

zwischen den beiden Gruppen zu keinem Zeitpunkt signifikant unterschiedlich (Abb. 38, 

Grafik E). HSP90B1 ist das für das ER-Chaperon GRP94 kodierende Gen. GRP94 ist 

nicht nur ein ER-Chaperon, sondern auch ein Teil des Calciumpuffers im ER und an der 

ERAD beteiligt [90, 129].  

Die Expression von CHOP nahm in T+ (p=0,0005) und T- (p=0,0005) über die Zeit 

signifikant zu. Dabei war sie durchgehend in T- signifikant höher als in T+: In P11 war 

der Unterschied mit p=0,0005 signifikant, in P19 mit p=0,0015 und in P46 mit p= 0,0005 

(Abb. 38, Grafik F). 

Ähnliches ließ sich für die TRB3-Expression beobachten: Auch hier war eine signifikante 

Expressionserhöhung von T- im Vergleich zu T+ sowohl in P11 (p=0,0005) als auch in 

P19 (p=0,0005) und in P46 (p=0,033) zu beobachten. Zusätzlich nahm die TRB3-

Expression im Zeitverlauf signifikant zu, im Fall von T+ mit p=0,0015 und im Fall von T- 

mit p=0,0245 (Abb. 38, Grafik G).   

Die Expression von ASK1 war über die Zeit konstant, wobei T- sowohl in P11 (p=0,007) 

als auch in P19 (p=0,0005) und in P46 (p=0,005) eine signifikante Erhöhung gegenüber 

T+ zeigte (Abb. 38, Grafik H). ASK1 ist ein Mitglied der Mitogen-activated Protein 

Kinase Kinase Kinase (MAP3K) – Familie, das aufgrund diverser zellulärer Stresssignale 

wie beispielsweise ER- oder oxidativer Stress aktiviert wird [178]. ASK1 phosphoryliert 

und aktiviert dadurch MAP-Kinase-Kinasen (MAP2K), die wiederum die MAP-Kinasen 

JNK und p38 aktivieren [410]. JNK und p38 induzieren die Transkription 

proapoptotischer Gene, phosphorylieren und inaktivieren aber auch direkt 

antiapoptotische Proteine der BCL2-Familie [295, 303, 312]. 
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Die DR5-Expression nahm zwischen Passage 1 und Passage 46 in T+ mit p=0,043, in T- 

mit p=0,0005 signifikant zu. Dabei war sie zu jedem untersuchten Zeitpunkt in T- 

signifikant höher als in T+: In Passage 11 mit p=0,001, in Passage 19 mit p=0,0005 und 

in Passage 46 mit p=0,0005 (Abb. 38, Grafik I).  

Die Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A (CDKN1A= CIP1)-Expression war bereits in 

P11 in T- signifikant (p=0,0065) höher als in T+, in Passage 19 (p=0,0005) und Passage 

46 (p=0,0005) wurde der Unterschied noch deutlicher. In T+ blieb die CDKN1A-

Expression über die 19 Wochen konstant, während sie in T- mit p=0,0005 signifikant 

zunahm (Abb. 38, Grafik J).  

Die P53-Expression war in P11 zwischen T+ und T- nicht signifikant unterschiedlich. In 

Passage 19 (p= 0,0485) und Passage 46 (p=0,003) fand sich jedoch signifikant mehr p53 

in T- als in T+. In T- unterschied sich die P53-Expression zwischen Passage 11 und 

Passage 46 nicht signifikant, während sie in T+ signifikant abnahm. Die P53-Expression 

hatte in T- zwischen Passage 11 und Passage 19 zu-, dann jedoch wieder abgenommen, 

wodurch insgesamt keine signifikante Veränderung entstand (Abb. 38 Grafik K). 

In der PUMA-Expression fand sich in P11 kein Unterschied zwischen den 

telomeraseinhibierten Zellen und den Kontrollen. In Passage 19 (p=0,0005) und in 

Passage 46 (p=0,0005) war sie dagegen in T- signifikant höher als in T+. Insgesamt 

veränderte sich die PUMA-Expression zwischen Passage 11 und Passage 46 in T+ nicht, 

während sie in T- signifikant (p=0,011) zunahm (Abb. 38, Grafik L). PUMA ist ein 

Mitglied der BCL2-Proteinfamilie, das alle antiapoptotischen BCL2-Proteine binden und 

dadurch inaktivieren kann. Hierdurch werden Bcl-2 Homologous Antagonist/Killer 
(BAK) und BAX freigesetzt und der mitochondriale Apoptoseweg ausgelöst [81].  

Die in diesem Kapitel präsentierten Ergebnisse zeigen eindeutig, dass 

Telomeraseinhibition in vitro proapoptotischen ER-Stress auslöst. Wie die verstärkte 

Transkription von CDKN1A (=CIP1/p21) zeigt, kommt es zusätzlich zu einem 

Zellzyklusarrest.  
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Abbildung 38: Genexpression von ER-Stress-Markern in telomeraseinhibierten A549-Zellen. 

Die Grafik zeigt die Entwicklung der Genexpression von ATF6, ATF4, XBP1 (ungespleißt), GRP78, HSP90B1, CHOP, TRB3, ASK1, 

DR5, CDKN1A, P53 und PUMA in T+ bzw. T– über einen Zeitraum von 19 Wochen auf Basis semiquantitativer RT-PCR’s und nach 

Normierung der Genexpression auf 18S-rRNA (n=4 für T+ und T-). Mit blauen Klammern markiert sind signifikante 
Expressionsunterschiede über die Zeit (waagrecht) bzw. zwischen T+ und T- zu einem bestimmten Zeitpunkt. Berechnungsgrundlage 

für die Signifikanz sind nach Bonferroni korrigierte T-Tests (ungepaart zwischen T+ und T-, gepaart zwischen den 

Passagezeitpunkten). ***p  0.001, **p  0.01, *p  0.05. 

Abkürzungen: T+= mit BIBR1532 behandelte A549-Zellen, T- = unbehandelte A549-Zellen, we= Wochen, siehe 

Abkürzungsverzeichnis für Marker-Gene für ER-Stress. 

 

4.3 Einfluss der Telomeraseinhibition auf die Expression von Markern des 

oxidativen Stresses und Antioxidantien 

Da in den vorangegangenen Mausexperimenten bei Terc(-/-)-Mäusen mit verkürzten 

Telomeren eine vermehrte oxidative Belastung bei gleichzeitig verminderter Expression 

von Peroxiredoxinen beobachtet worden war (Abb. 26 und 36), wurden in den 
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telomeraseinhibierten A549-Zellen ebenfalls Gene des oxidativen und antioxidativen 

Stoffwechsels untersucht.  

Die NOX2-Expression war zwischen T+ und T- zu keinem Zeitpunkt signifikant 

unterschiedlich. Zudem kam es im Verlauf der 19 Wochen zu keiner signifikanten 

Veränderung der Expression (Abb. 39, Grafik A).  

Bei NOXO1 fanden sich in P11 keine Expressionsunterschiede zwischen T+ und T-. Da 

die NOXO1-Expression jedoch in T- zwischen Passage 11 und Passage 46 unverändert 

hoch blieb, während sie in T+ signifikant abnahm (p=0,0115), ergab sich in Passage 19 

(p=0,001) und in Passage 46 (p=0,0005) eine signifikant höhere NOXO1-Expression in 

den telomeraseinhibierten Zellen (Abb. 39, Grafik B). Die NADPH-Oxidasen NOX1-

NOX4 sind nur im Komplex mit dem integralen Membranprotein Cytochrome B-245 

Light Chain (P22phox) aktiv [18, 410]. NOX1-NOX3 benötigen weiterhin einen 

Aktivator wie Neutrophil Cytosol Factor 2 (P67phox) oder NOXA1 und/oder einen 

Organisator wie Neutrophil Cytosol Factor 1 (P47phox) oder NADPH Oxidase Organizer 

1 (NOXO1) sowie ein kleines G-Protein [410]. Folglich kontrollieren NOXO1 und 

NOXA1, ob und wie viel Superoxid in einer Zelle produziert wird [35].  

Die PRDX1-Expression unterschied sich zwischen T+ und T- zu keinem untersuchten 

Zeitpunkt. Allerdings nahm sie zwischen Passage 11 und Passage 46 sowohl in T+ 

(signifikant mit p=0,0415) als auch in T- (mit p=0,0665 nicht signifikant) ab (Abb. 39, 

Grafik C).  

Die PRDX2-Genexpression war in T- über den Beobachtungszeitraum konstant hoch, 

während sie in T+ zwischen Passage 11 und Passage 46 mit p=0,0205 signifikant abnahm. 

Dadurch war die PRDX2-Expression in Passage 46 mit p=0,026 in T- signifikant höher 

als in T+ (Abb. 39, Grafik D). 

Die PRDX6-Expression blieb über die Zeit unverändert und unterschied sich zu keinem 

Zeitpunkt signifikant zwischen T+ und T- (Abb. 39, Grafik E).  
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Abbildung 39: Expression von Genen des oxidativen und antioxidativen Stoffwechsels in telomeraseinhibierten A549-

Zellen. 

Die Grafik zeigt die Entwicklung der Genexpression von NOX2, NOXO1, PRDX1, PRDX2 und PRDX6 in T+ bzw. T– über einen 
Zeitraum von 19 Wochen auf Basis semiquantitativer RT-PCR’s und nach Normierung der Genexpression auf 18S-rRNA (n=4 für T+ 

und T-). Mit blauen Klammern markiert sind signifikante Expressionsunterschiede über die Zeit (waagrecht) bzw. zwischen T+ und T- 

zu einem bestimmten Zeitpunkt. Berechnungsgrundlage für die Signifikanz sind nach Bonferroni korrigierte T-Tests (ungepaart 

zwischen T+ und T-, gepaart zwischen den Passagezeitpunkten). ***p  0.001, **p  0.01, *p  0.05. 

Abkürzungen: mRNA= messenger RNA, NOX2= NADPH-Oxidase Isoform 2,  NOXO1= NADPH Oxidase Organizer 1, P= 

Passagenzahl, PRDX1- PRDX6 = Peroxiredoxin 1-6, R18S= 18S rRNA, rel= relativ, T+= mit BIBR1532 behandelte A549-Zellen, T- 

= unbehandelte A549-Zellen,  we= Wochen. 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Telomeraseinhibition in A549-Zellen, wenn überhaupt, 

eher zur vermehrten Expression prooxidativer Gene führt, während sie keinen Einfluss 

auf die Expression von für antioxidative Proteine kodierende Gene zu haben scheint. Die 

Veränderungen sind auch nur schwach ausgeprägt. Allerdings führt die Langzeitkultur 

von A549-Zellen unabhängig von der Telomerlänge zur Abnahme der Peroxiredoxin-

Expression auf der Genebene.  

 

4.4 Einfluss der Telomeraseinhibition auf die Expression von Komponenten 

des Shelterin- und Telomerasekomplexes 

Die TERC-Expression war sowohl in Passage 11 (p=0,0195) als auch in Passage 19 

(p=0,018) und in Passage 46 (p=0,008) in T- signifikant höher als in T+. Die Dauer der 

Kultivierung hatte dabei keinen Einfluss auf die TERC-Expression (Abb. 40, Grafik A).  

Ähnlich verhielt sich die TERT-Expression, sie war zu jedem untersuchten Zeitpunkt in 

T- höher als in T+. In Passage 11 war dieser Unterschied mit p=0,002 signifikant, in P19 

mit p=0,1075 nicht signifikant und in Passage 46 mit p=0,0165 wieder signifikant. Auch 

hier hatte die Kultivierungsdauer keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von 

TERT (Abb. 40, Grafik B).  
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Auch die Expression von DKC1 war in Passage 11 (p=0,016), Passage 19 (p=0,0005) und 

Passage 46 (p=0,0005) durchgehend in T- höher als in T+. Unabhängig vom 

Telomerasestatus veränderte sich die DKC1-Expression während der Dauer der 

Kultivierung nicht (Abb. 40, Grafik C).  

Ebenso war die Expression von GAR1 in T- in jeder untersuchten Passage höher als in T+. 

Dieser Unterschied war in Passage 11 mit p=0,001, in Passage 19 mit p=0,0005 und in 

Passage 46 mit p=0,0005 immer signifikant. Zwischen Passage 11 und Passage 46 

ergaben sich für GAR1 keine Expressionsunterschiede (Abb. 40, Grafik D).  

Die NOP10-Expression blieb ebenfalls in T+ und in T- über die 19 Wochen konstant. Sie 

war dabei sowohl in Passage 11 (p=0,001) als auch in Passage 19 (p=0,0005) und in 

Passage 46 (p=0,0205) in T- signifikant höher als in T+ (Abb. 40, Grafik E). 

Die TRF1-Expression war dagegen zu keinem Zeitpunkt zwischen T+ und T- signifikant 

unterschiedlich. Im zeitlichen Verlauf veränderte sich die Expression zwischen Passage 

11 und Passage 46 nicht signifikant (Abb. 40, Grafik F). 

Auch für die TRF2-Expression ergaben sich zu keinem Zeitpunkt signifikante 

Unterschiede zwischen T+ und T-. Allerdings nahm die Expression zwischen Passage 11 

und Passage 46 sowohl in T+ (p=0,0235) als auch in T- (p=0,0175) signifikant zu (Abb. 

40, Grafik G).   

Die POT1-Expression war zwischen T+ und T- weder in Passage 11 noch in Passage 46 

unterschiedlich, in Passage 19 war sie in T- jedoch knapp signifikant erhöht (p=0,049). 

Zwischen Passage 11 und Passage 46 veränderte sich die Expression in T- nicht, in T+ 

stieg sie signifikant an (p=0,023) (Abb. 40, Grafik H). 

Die Expression von TIN2 war zu keinem der untersuchten Zeitpunkte zwischen T+ und 

T- unterschiedlich. In der Zeit zwischen Passage 11 und Passage 46 nahm sie jedoch in 

T+ (p=0,01) signifikant zu. In T- ergab sich zwar kein signifikanter Unterschied zwischen 

P11 und P46, jedoch stiegt die TIN2-Expression zwischen Passage 11 und Passage 19 mit 

p=0,044 signifikant an (Abb. 40, Grafik I).  

Die TPP1-Genexpression nahm zwischen Passage 11 und Passage 46 in T+ mit p=0,015, 

in T- mit p=0,002 signifikant zu. In Passage 11 und Passage 19 ergaben sich dabei keine 

Unterschiede zwischen T+ und T-, in Passage 46 war die Expression in T+ dagegen 

signifikant (p=0,0035) höher als in T- (Abb. 40, Grafik J).  
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Abbildung 40: Genexpression von Komponenten des Shelterin- und Telomerasekomplexes in telomeraseinhibierten 

A549-Zellen. 

Die Grafik zeigt die Entwicklung der Genexpression von TERC, TERT, DKC1, GAR1, NOP10, TRF1, TRF2, POT1, TIN2 und TPP1 

in T+ bzw. T– über einen Zeitraum von 19 Wochen auf Basis semiquantitativer RT-PCR’s und nach Normierung der Genexpression 

auf 18S-rRNA (n=4 für T+ und T-). Mit blauen Klammern markiert sind signifikante Expressionsunterschiede über die Zeit (waagrecht) 
bzw. zwischen T+ und T- zu einem bestimmten Zeitpunkt. Berechnungsgrundlage für die Signifikanz sind nach Bonferroni korrigierte 

T-Tests (ungepaart zwischen T+ und T-, gepaart zwischen den Passagezeitpunkten). ***p  0.001, **p  0.01, *p  0.05. 

Abkürzungen: T+= mit BIBR1532 behandelte A549-Zellen, T- = unbehandelte A549-Zellen, we= Wochen, siehe 
Abkürzungsverzeichnis für Gene des Shelterin- und Telomerasekomplexes. 

 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass Blockade von Telomerase-Aktivität zur Induktion von 

Komponenten des Telomerase-Multienzymkomplexes führt. Dies ist vermutlich als 

kompensatorischer Mechanismus anzusehen. Im Gegensatz hierzu bleibt die Expression 

von Komponenten des Shelterin-Komplexes durch die Telomerase-Inhibition 

unbeeinflusst, nimmt jedoch insgesamt bei Langzeitkultivierung zu.  

 

4.5 Einfluss der Telomeraseinhibition auf die Expression von Sirtuin 1 und 

Sirtuin 2 

Die Genexpression von SIRT1 war sowohl in Passage 11 (p=0,019) als auch in Passage 

19 (p=0,0005) und in Passage 46 (p=0,0005) in T- signifikant höher als in T+. In T+ blieb 

die Expression über die 19 Wochen unverändert, während sie in T- zwischen Passage 11 

und 46 mit p=0,0215 signifikant zunahm (Abb. 41, Grafik A).  

Die Expression von SIRT2 war in Passage 11 zwischen den telomeraseinhibierten Zellen 

und den Kontrollen nicht signifikant unterschiedlich. In Passage 19 war sie jedoch in T- 

mit p=0,0015 signifikant höher als in T+. Dieser Unterschied blieb in Passage 46 
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(p=0,0065) bestehen. Zwischen Passage 11 und Passage 46 nahm die SIRT2-Expression 

sowohl in T+ (p=0,0475) als auch in T- (p=0,0095) signifikant zu (Abb. 41, Grafik B).  

Sirtuin 2 (SIRT2) ist das einzige Mitglied der Sirtuin-Proteinfamilie, das primär im 

Cytoplasma und nur in geringerem Umfang nukleär exprimiert wird [469]. Im Nukleus 

wirkt es über Deacetylierung diverser Proteine als Mitoseregulator [486]. Die weiteren 

Funktionen der Deacetylase SIRT2 sind sehr vielfältig: Beispielsweise sind 

Polymorphismen im SIRT2-Gen mit verringerter Lebenserwartung assoziiert, während 

SIRT2-Defizienz zur Beeinträchtigung der Autophagie führt [104, 280].   

 

 

Abbildung 41: Expression des SIRT1- und SIRT2-Gens in telomeraseinhibierten A549-Zellen. 

Die Grafik zeigt die Entwicklung der Genexpression von SIRT1 und SIRT2 in T+ bzw. T– über einen Zeitraum von 19 Wochen auf 

Basis semiquantitativer RT-PCR’s und nach Normierung der Genexpression auf 18S-rRNA (n=4 für T+ und T-). Mit blauen Klammern 
markiert sind signifikante Expressionsunterschiede über die Zeit (waagrecht) bzw. zwischen T+ und T- zu einem bestimmten Zeitpunkt. 

Berechnungsgrundlage für die Signifikanz sind nach Bonferroni korrigierte T-Tests (ungepaart zwischen T+ und T-, gepaart zwischen 

den Passagezeitpunkten). ***p  0.001, **p  0.01, *p  0.05. 

Abkürzungen: mRNA= messenger RNA, P= Passagenzahl, R18S= 18S rRNA, SIRT1/SIRT2= Sirtuin 1/2, rel= relativ, T+= mit 

BIBR1532 behandelte A549-Zellen, T- = unbehandelte A549-Zellen, we= Wochen. 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass SIRT1 und SIRT2 durch Telomeraseinhibition vermehrt 

exprimiert werden. Insbesondere im Falle von SIRT1 könnte dies einen 

Schutzmechanismus gegen die schädlichen Folgen der Telomerverkürzung darstellen. 

Hierauf wird in Kapitel 5.6 genauer eingegangen.  

 

4.6 Einfluss der Telomeraseinhibition auf die Expression von Fibrose- und 

Inflammationsmarkern 

In T+ war zu keinem untersuchten Zeitpunkt eine CTGF-Expression zu beobachten, 

während in T- zu jedem Zeitpunkt CTGF nachweisbar war. Zwischen Passage elf und 

Passage 19 stieg die CTGF-Expression in T- signifikant an (p=0,0014), um dann jedoch 

wieder auf die Ausgangswerte zurückzugehen, sodass sich zwischen Passage elf und 
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Passage 46 kein Expressionsunterschied mehr zeigte (Abb. 42, Grafik A). CTGF ist ein 

Nichtstrukturprotein der EZM. Es ist an der Regulation von Zelladhäsion, -migration und 

-proliferation sowie an der Angiogenese beteiligt [379]. CTGF ist einerseits für die 

Wundheilung essentiell, andererseits auch an der Fibroseentstehung in vielen Organen 

beteiligt [14, 379].  

Die Endothelin 1 (EDN1)-Expression war in T- sowohl in Passage 11 (p=0,0005) als auch 

in Passage 19 (p=0,001) und in Passage 46 (p=0,027) signifikant höher als in T+. Es zeigte 

sich zudem eine Expressionszunahme zwischen Passage 11 und Passage 46. Diese war in 

T+ mit p=0,0285 signifikant, in T- mit p=0,545 knapp nichtsignifikant (Abb. 42, Grafik 

B). EDN1 ist der stärkste bekannte Vasokonstriktor in Wirbeltieren und an der Regulation 

der Bronchokonstriktion beteiligt [188, 442]. Darüber hinaus hat es eine herausragende 

Bedeutung für die physiologische Wundheilung, aber auch für fibrotische Prozesse [442].  

Auch die PAI1-Expression war zu jedem untersuchten Zeitpunkt in T- höher als in T+. 

Dieser Unterschied war in Passage 11 mit p=0,0025, in Passage 19 mit p=0,0005 und in 

Passage 46 mit p=0,0005 signifikant. In T+ veränderte sich die Expression über die Zeit 

nicht, in T- zeigte sich eine signifikante Expressionserhöhung zwischen Passage 11 und 

Passage 46 (p=0,03) (Abb. 42, Grafik C).  

Die Expression von TGF-β1 war in Passage 11 mit p=0,002, in Passage 19 mit p=0,001 

und in Passage 46 mit p=0,013 zu jedem untersuchten Zeitpunkt in T- signifikant höher 

als in T+. Zudem zeigte sich für T- eine signifikante Expressionszunahme (p=0,032) 

zwischen Passage 11 und Passage 46, während die Expression in T+ unverändert blieb 

(Abb. 42, Grafik D). 

Die Transforming Growth Factor Beta Receptor 2 (TGFBR2) -Expression war zu Beginn 

der Untersuchung in Passage 11 mit p=0,026 in T+ signifikant höher als in T-. In Passage 

19 war der Unterschied zwischen T+ und T- nicht mehr signifikant und in Passage 46 hatte 

sich die Situation umgedreht: Nun war die Expression in T- signifikant höher als in T+ 

(p=0,001). Insgesamt nahm die TGFBR2-Expression in T+ zwischen Passage 11 und 

Passage 46 mit p=0,0186 signifikant ab, während sie in T- nach zwischenzeitlicher 

nichtsignifikanter Zunahme unverändert blieb (Abb. 42, Grafik E). Der TGF-β-Typ-II-

Rezeptor (TGF-β-RII/TGFBR2) ist einer der drei Rezeptoren, über die die Proteine der 

TGF-β-Superfamilie binden [468].  

Die VEGFA-Expression war in Passage 11 und Passage 19 mit jeweils p=0,0005 in T- 

signifikant höher als in T+. Sowohl in T+ (p=0,001) als auch in T- (p=0,001) nahm die 

Expression zwischen Passage 11 und Passage 46 signifikant zu. Da diese Zunahme in T+ 
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jedoch ausgeprägter war als in T-, waren die VEGFA-Level in Passage 46 zwischen den 

telomeraseinhibierten Zellen und den Kontrollen nicht mehr signifikant unterschiedlich 

(Abb. 42, Grafik F). VEGF-A ist ein Zytokin, das in der Lunge während der 

Embryonalentwicklung für die Vaskulogenese, die korrekte Ausbildung der Alveolen und 

die Surfactantproduktion essentiell ist [95, 335]. In der ausgereiften Lunge findet sich 

eine ausgeprägte Expression von VEGF-A im Alveolarepithel [42].  

In T+ war in Passage 11 und Passage 19 keine IL6-Expression zu detektieren, während T- 

eine stabile Expression zeigte. In Passage 46 hatte dann die Expression von IL6 in T- 

abgenommen, während in den T+-Proben eine geringe Expression nachzuweisen war. 

Hierdurch war in Passage 46 kein signifikanter Unterschied zwischen T+ und T- zu 

beobachten. Insgesamt veränderte sich die Expression von IL6 in T+ nicht signifikant über 

die Zeit, während sich in T- zwischen Passage 11 und Passage 19 eine signifikante 

Expressionszunahme zeigte (p=0,001) (Abb. 42, Grafik G). IL-6 ist ein Zytokin, das 

primär von Makrophagen und Monozyten sezerniert wird und über unterschiedliche 

Signalwege die Transkription insbesondere von proinflammatorischen Genen induziert 

[463]. Hierzu gehören beispielsweise C-Reactive Protein (CRP) und Haptoglobin (HP) 

sowie Gene der Differenzierung verschiedener Immunzellen [53, 348, 448].  

Die PLAT-Expression war in Passage 11 mit p=0,0005, in Passage 19 mit p=0,0005 und 

in Passage 46 mit p=0,0005 in T- signifikant höher als in T+. Jedoch zeigte sich sowohl 

in T+ (p=0,032) als auch in T- eine signifikante Abnahme der Expression zwischen 

Passage 11 und Passage 46 (Abb. 42, Grafik H).  

Bei der Untersuchung der PLAU-Expression zeigten sich zu keinem Zeitpunkt 

signifikante Unterschiede zwischen T+ und T-. Zwischen Passage 11 und Passage 46 

nahm die PLAU-Expression in T+ mit p=0,0335 signifikant zu, während sie in T- 

unverändert blieb.  

Insgesamt zeigen die beschriebenen Ergebnisse, dass eine Telomeraseinhibition in A549-

Zellen zu einer verstärkten Transkription von profibrotischen und proinflammatorischen 

Genen führt. 
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Abbildung 42: Expression von proinflammatorischen und profibrotischen Genen in telomeraseinhibierten A549-

Zellen. 

Die Grafik zeigt die Entwicklung der Genexpression von CTGF, EDN1, PAI1, TGFB1, TGFBR2, VEGFA, IL6, PLAT und PLAU  in 

T + bzw. T – über einen Zeitraum von 19 Wochen auf Basis semiquantitativer RT-PCR’s und nach Normierung der Genexpression auf 

18S-rRNA (n=4 für T+ und T-). Mit blauen Klammern markiert sind signifikante Expressionsunterschiede über die Zeit (waagrecht) 

bzw. zwischen T+ und T- zu einem bestimmten Zeitpunkt. Berechnungsgrundlage für die Signifikanz sind nach Bonferroni korrigierte 

T-Tests (ungepaart zwischen T+ und T-, gepaart zwischen den Passagezeitpunkten). ***p  0.001, **p  0.01, *p  0.05. 

Abkürzungen: CTGF= Connective Tissue Growth Factor, EDN1= Endothelin 1, IL6= Interleukin 6, mRNA= messenger RNA, P= 

Passagenzahl, PAI1= Plasminogen Activator Inhibitor 1, PLAT=  Tissue-type Plasminogen Activator, PLAU= Urokinase-type 
Plasminogen Activator, R18S= 18S rRNA, rel= relativ, T+= mit BIBR1532 behandelte A549-Zellen, T- = unbehandelte A549-Zellen,  

TGFB1= Transforming Growth Factor beta 1, TGFBR2= Transforming Growth Factor Receptor 2, VEGFA= Vascular Endothelial 

Growth Factor A, we= Wochen 
 

5. Diskussion  

5.1 ER-Stressauslösung durch beeinträchtigte Telomeraseaktivität und damit 

verbundener Telomerverkürzung 

 

Verkürzte Telomere werden sowohl in sporadischen IPF-Fällen als auch in solchen mit 

Mutationen in für Komponenten des Telomerase- bzw. Shelterinkomplexes kodierenden 

Genen beobachtet [12, 23]. Zudem finden sich in 3% der adulten FIP-Fälle Mutationen 

in den Surfactantgenen SFTPA2 oder SFTPC [145]. Werden diese mutierten 

Surfactantproteine in vitro exprimiert, aktivieren sie die UPR [292, 325]. ER-
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Stressmarker lassen sich allerdings auch in Lungen aus Patienten ohne zugrundeliegende 

Surfactantproteinmutation nachweisen [246]. In dieser Arbeit wurde erstmals untersucht, 

ob eine Telomerverkürzung, ausgelöst durch Telomerasedefizienz bzw. Inhibierung der 

Telomeraseaktivität, als Einzelfaktor bereits zur Auslösung von ER-Stress ausreicht. 

In den beiden telomerasedefizienten (Terc(-/-))-Mausstämmen (jeweils: n=6) wurde die 

pulmonale Genexpression von Grp78, Atf6, Xbp1(s), Trb3 und Chop per RT-PCR aus 

Lungengewebe untersucht (Abb. 25, Abb. 26).   

In der vorliegenden Arbeit war lediglich die Expression von Atf6 in den Lungen der Terc(-

/-)-Mäuse im Vergleich zu den Wildtypmäusen signifikant erhöht. In den Terc(-/-)/SPC-

GFP-Mäusen unterschied sich die pulmonale Genexpression von Atf6 dagegen nicht von 

den Wt-Mäusen. Die Expression von Trb3, Grp78, Chop und Xbp1(s) unterschied sich 

zwischen Wt- und KO-Mäusen ebenfalls nicht signifikant. Dies lässt es möglich 

erscheinen, dass es sich bei der isoliert erhöhten Atf6-Expression in den Terc(-/-)-Mäusen 

um einen Zufallseffekt handelt. 

Auf der Proteinebene wurden Grp78, Xbp1(s), und Chop per Western Blot aus 

Lungengeweben von jeweils 6 Mäusen pro Stamm untersucht (Abb. 29, Abb. 30). Ein 

signifikant höheres Proteinlevel fand sich hierbei nur für Grp78, die Proteinexpression 

von Xbp1(s) und Chop waren im Vergleich zum Wildtyp nicht signifikant 

unterschiedlich.  

Hieraus kann man schließen, dass die Inhibition der Telomerase im Mausmodell die UPR 

nicht, beziehungsweise nur in sehr geringem Ausmaß, auslöst. Dazu passt, dass die Mäuse 

keine spontane Lungenfibrose entwickelten (Abb. 23).  

Im Gegensatz hierzu wurden fast alle in telomeraseinhibierten A549-Zellen per RT-PCR 

untersuchten Gene der UPR im Vergleich zu den unbehandelten Zellen signifikant stärker 

exprimiert.  

Zu jedem untersuchten Zeitpunkt (Passage 11, 19 und 46) in den telomeraseinhibierten 

A549-Zellen (T-) signifikant stärker exprimiert waren die folgenden Gene: ATF4, CHOP, 

DR 5, ASK1, und TRB3 (Abb. 38). Die Expression von PUMA war ab Passage 19 in T- 

signifikant höher, die von GRP78 und XBP1 nur in Passage 46. Als einziges untersuchtes 

Gen zwischen den Kontrollen (T+) und T- nicht differenziell reguliert war HSP90B1 (Abb. 

38).  

Die meisten UPR-Marker wurden bereits in Kapitel 1.2 erläutert, auf DR5 soll im 

Folgenden genauer eingegangen werden: Lu et. al wiesen 2014 nach, dass die DR5-

Transkription in humanen Zellen in vitro durch CHOP induzierbar ist. Infolgedessen 
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zeigte sich eine erhöhte Caspase-8-Aktivität mit  vermehrter Apoptose [285]. 

Interessanterweise ist die Aktivierung von DR5 im Rahmen der proapoptotischen UPR 

unabhängig von TRAIL und erfolgt durch direkte Bindung ungefalteter Proteine an DR5 

[258, 285].  

ASK1 ist eine MAP-Kinase, die im Rahmen zellulären Stresses durch Phosphorylierung 

angeschaltet wird. Die UPR kann ASK1 durch Komplexbildung von IRE1α und TRAF2 

aktivieren  [337].  Eine Erhöhung der ASK1-Transkription durch die UPR wurde bisher 

noch nicht beschrieben, ist aber prinzipiell vorstellbar. Auch wenn die ASK1-Aktivität/ 

ASK1-Phosphorylierung primär über Oxidation oder Phosphorylierung des inhibitorisch 

wirkenden Thioredoxins reguliert wird, gibt es Berichte über eine transkriptionelle 

Regulation von ASK1 über den Transkriptionsfaktor E2F1 [167, 401]. Allerdings ist hier 

zu bedenken, dass ASK1 nicht nur im Rahmen der UPR aktiviert wird, sondern auch 

durch eine Fülle anderer Stressoren wie beispielsweise oxidativen Stress [178]. In 

humanen Zellen in vitro wird ASK1 auch durch genotoxischen Stress aktiviert [83]. 

Kurze Telomere humaner Fibroblasten werden in vitro als DNA-Doppelstrangbrüche 

erkannt, folglich ist eine ASK1-Aktivierung direkt durch kurze Telomere ebenfalls 

denkbar [114]. Es ist also nicht eindeutig zu beantworten, wodurch die in den 

telomeraseinhibierten A549-Zellen beobachtete verstärkte ASK1-Transkription 

verursacht wurde.  

Die in T- beobachtete vermehrte PUMA-Transkription stimmt mit den Ergebnissen von 

Ghosh et al. überein, die in vitro in humanen Neuroblastomzellen nachweisen konnten, 

dass PUMA ein Zielgen des im Rahmen der proapoptotischen UPR aktivierten 

Transkriptionsfaktors CHOP ist [152].   

 

Wie lässt sich nun der Unterschied zwischen dem in vitro- und dem in vivo-Modell 

erklären? Eine möglich Erklärung hierfür liegt in den im Vergleich zu murinen Zellen 

wesentlich kürzeren Telomeren humaner Zellen. Dies könnte der Grund dafür sein, 

warum murine Zellen weniger empfindlich auf den Verlust der Telomerase reagieren und 

keinen/kaum ER-Stress entwickeln. 

Die Ausgangslänge der Telomere von A549 Zellen wird bei Verwendung des 

Goldstandards (Telomer-Restriktionsfragmentanalyse) je nach Quelle mit 3,3- 5 kb 

angegeben, durchschnittlich kann man von einer Telomerlänge von ca. 4,4 kb ausgehen 

[217, 309, 440]. Synthego, ein kommerzieller Anbieter von A549-Zellen, gibt deren 

Teilungsrate mit einer Teilung pro 22-40 Stunden an [443]. Die 
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Wachstumsgeschwindigkeit der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zellen nahm mit 

zunehmender Kultivierungszeit deutlich ab, sodass es wahrscheinlich sinnvoller ist, mit 

einer Verdopplungszeit von 48 Stunden zu rechnen. Counter et al. fanden heraus, dass 

menschliche Zellen pro Teilung ca. 65 telomerische Basenpaare verlieren [101]. In der 

vorliegenden Arbeit wurden die A549-Zellen 19 Wochen lang kultiviert, was etwa 67 

Teilungen entspricht. Die Telomerlänge der A549-Zellen dürfte bei Annahme einer 

linearen Telomerverkürzung rein rechnerisch in Passage 11 (1 Woche) etwa 4,2 kb, in 

Passage 19 (5 Wochen) 3,3 kb und in Passage 46 (19 Wochen) nur noch ca. 78 bp betragen 

haben. Natürlich ist dies nur ein vereinfachtes Modell, in Wirklichkeit werden die 

Telomere nicht auf eine Länge von nur wenigen Basenpaaren zusammenschrumpfen, da 

kritisch kurze Telomere in humanen Zellen Seneszenz oder Apoptose und damit einen 

Replikationsstop bewirken [59]. Man kann jedoch sicherlich davon ausgehen, dass die 

Telomerlänge der späteren A549-Passagen sehr kurz war, da diese nur noch gering 

proliferierten.  

Im Gegensatz hierzu beträgt die Telomerlänge der Wildtyp-C57BL/6J-Mäuse 

normalerweise 40-50 kb  [470]. Lee et al. geben für F3 Terc(-/-)-Mäuse dieses Stammes 

immer noch eine durchschnittliche Telomerlänge von 14,9 kb  an [266]. Einzelne 

Chromosomen komplett ohne Telomere wurden von Blasco et al. erst ab der 6. Generation 

in Terc(-/-)-Mäusen beobachtet [58].  

Eine weitere, wenn auch unwahrscheinlichere, mögliche Erklärung für die in den Mäusen 

kaum nachweisbare UPR könnte darin zu finden sein, dass für die Genexpressionsanalyse 

der Mäuse Ganzlungen-Homogenate untersucht wurden. Nicht alle pulmonale Zellen sind 

gleich anfällig für ER-Stress. Als sekretorisch aktive surfactantproduzierende Zellen sind 

die Typ-II-Alveolarzellen hierfür besonders vulnerabel. Korfei et al. konnten  in Lungen 

von IPF-Patienten per IHC eine eindeutige Kolokalisation von ATF6 und CHOP mit dem 

Typ-II-Zellmarker proSP-C nachweisen [246]. Auch in Lungenschnitten aus den im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit per IHC untersuchten Terc(-/-)-Mausstämmen 

kolokalisierten die ER-Stressmarker Grp78 und Xbp1(s) mit Zellmarkern für Typ-II-

Zellen (Abb. 28 & 30).  

Typ-II-Alveolarzellen machen nur etwa 2,5 % der Alveolaroberfläche aus, die restlichen 

97,5 % werden von Typ-I-Pneumozyten bedeckt [166]. In den F3 Terc(-/-)- und Terc(-/-

)/SPC-GFP-Mäusen nimmt die Anzahl der Typ-II-Zellen noch weiter ab, die Zahl der 

proSP-C-positiven Zellen pro Gesichtsfeld ist im Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen in 

der IHC signifikant geringer (Abb. 23). Zu erklären ist dies vermutlich durch Seneszenz 
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und Apoptose, hierauf wird in Kapitel 5.3 genauer eingegangen. Es ist theoretisch 

möglich, dass hierdurch  Expressionsunterschiede von ER-Stressmarkern in Typ-II-

Zellen bei der Analyse der Gen- beziehungsweise Proteinexpression aus dem Homogenat 

einer kompletten Lunge nicht mehr ausreichen, um einen statistisch signifikanten 

Unterschied zu bewirken. Folglich wäre es möglich, dass die Expression von 

Proteinen/Genen der UPR in einem rein aus murinen Typ-II-Zellen bestehenden 

Homogenat ähnlich stark  heraufreguliert wäre wie in den untersuchten A549-Zellen, 

welche als als Modell für humane Typ-II-Alveolarepithelzellen gelten [97].  

 

Auch wenn die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mausstämme keine bzw. eine nur 

sehr schwach ausgeprägte UPR zeigten, so fanden sich doch in den telomeraseinhibierten 

A549-Zellen heraufregulierte ER-Stressmarker. Wie lässt sich das erklären?  

Eine mögliche Erklärung für den beobachteten ER-Stress liefert eine Theorie aus einem 

Übersichtsartikel von Korfei et al., die den direkten Zusammenhang zwischen verkürzten 

Telomeren und der Aktivierung der UPR herstellt [245]: Kurze Telomere bieten keinen 

ausreichenden Schutz vor Chromosomenfusionen, sodass in Zellen mit verkürzten 

Telomeren vermehrt chromosomale Fusionen und daraus resultierend abnorme 

Karyotypen entstehen. Diese genomische Instabilität wurde von Rudolph et al. für 

gealterte (> 15 Monate) F3 Terc(-/-)-Mäuse und von Counter et al. für mehrere humane 

Zelllinien beschrieben [101, 395]. In B-Lymphozyten von Patienten mit chronischer 

lymphatischer Leukämie, die ebenfalls sehr kurze Telomere aufweisen, konnten Escudero 

et al. nachweisen, dass solche chromosomalen Fusionen nicht nur zwischen 

Telomerregionen, sondern auch zwischen Telomeren und extratelomerischer DNA 

auftreten [133]. Mehr als die Hälfte der Fusionen befand sich dabei in kodierenden 

Abschnitten des Genoms. Infolgedessen wurden einige der betroffenen Gene deutlich 

überexprimiert [133]. Es ist vorstellbar, dass sich diese Überexpression auf der 

Genexpressionsebene auch auf der Proteinebene manifestiert, was zu einer erhöhten 

Proteinlast, ER-Stress und somit Aktivierung der UPR in den betroffenen Zellen führen 

würde. Derselbe Mechanismus ist für das in der vorliegenden Arbeit untersuchte in vitro-

Modell der Telomerverkürzung denkbar und könnte eine Ursache des beobachteten ER-

Stresses sein. Die chromosomalen Fusionen in Terc(-/-)-Mäusen konnten Rudolph et al. 

hierbei nur bei älteren Tieren (>15 Monate) nachweisen. In jungen (2-3 Monate alt) Terc(-

/-)-Mäusen waren dagegen keine solcher Fusionen zu sehen [395]. Die in der vorliegenden 

Arbeit untersuchten Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse waren bereits im Alter von 16 
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Wochen getötet worden, was erklären könnte, weshalb sich hier kaum eine UPR 

nachweisen ließ. Interessant wäre an dieser Stelle die Untersuchung älterer 

telomerasedefizienter Mäuse . 

Geht man davon aus, dass Chromosomenfusionen zumindest in den A549-Zellen (Mit-) 

Auslöser des beobachteten ER-Stresses waren, ist zusätzlich zu bedenken, dass 

Chromosmenfusionen im Rahmen der nächsten Zellteilung zur Aneuploidie führen 

können. Hierdurch erhöht sich die absolute Menge kodierender Regionen in einer Zelle. 

In Hefezellen führt dies zu einer vermehrten Ansammlung von Aggregaten ungefalteter 

Proteine und könnte somit die UPR aktivieren [356]. Auch dieser Mechanismus könnte 

in den für diese Arbeit untersuchten telomeraseinhibierten A549-Zellen bzw. den Terc(-/-

)-Mausstämmen zum Tragen gekommen sein. 

Weitere Erklärungen für die beobachtete UPR können die Proteotoxizität des SASP in 

seneszenten Zellen und Störungen der Surfactantprozessierung liefern. Hierauf wird in 

Kapitel 5.2 und 5.3 eingegangen. 

Abbildung 43 gibt einen Überblick über die untersuchten ER-Stress-Marker.  

 

Gen Terc(-/-)-

Mäuse 

Terc(-/-

)/SPC-GFP-

Mäuse 

Proteinexpr

ession Terc(-

/-) 

A549 Zellen 

    P11 P19 P46 

ATF4    ↑ (**) ↑ (***) ↑ (**) 

ATF6 ↑ (*) ns  ns ↑ (***) ↑ (***) 

CANX  ns     

CHOP ns ns ns ↑ (***) ↑ (**) ↑ (***) 

DR5 ↑ (**)   ↑ (**) ↑ (***) ↑ (***) 

EDEM1  ns     

GRP78  ns ↑ (**) ns ns ↑ (*) 

HSP90B1    ns ns ns 

PUMA    ns ↑ (***) ↑ (***) 

TRB3  ns  ↑ (***) ↑ (**) ↑ (*) 

XBP1(s) ns ns ns ns ns ↑ (*) 
Abbildung 43: Übersicht über die untersuchten ER-Stressmarker 

Die Tabelle zeigt die in der vorliegenden Arbeit auf Gen- und Proteinexpressionsebene untersuchten ER-Stressmarker. Ausgegraute 

Felder signalisieren, dass das entsprechende Gen/ Protein in diesem Modell nicht untersucht wurde.  

↑ = Gen/Protein signifikant hochreguliert. ns= nicht differentiell reguliert. ***p  0.001, **p  0.01, *p  0.05, durch t-Test (A549-

Zellen: korrigiert nach Bonferroni, KO-Mäuse: korrigiert nach Benjamini-Hochberg) 

Weitere Abkürzungen: siehe Abkürzungsverzeichnis 
 

 

5.2 Gestörte Surfactantproteinprozessierung durch Telomerverkürzung 

Die Expression von Sftpb und Sftbc war in per RT-PCR untersuchten Lungengeweben 

aus den F3 Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen im Vergleich zum Wildtyp signifikant vermindert, 
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gleiches galt für die per Western Blot bestimmte Proteinexpression von SP-A. Die 

Verringerung der Genexpression von Sftpa1 verpasste mit p=0,0533 knapp das 

Signifikanzniveau (Abb. 26, Abb. 27). Aus Lungengewebe der F3 Terc(-/-)-Mäuse wurden 

die Proteinlevel an proSP-B, proSP-C, maturem SP-B und maturem SP-C bestimmt, die 

im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls signifikant verringert waren (Abb. 27). 

Dies spiegelt die Ergebnisse aus IPF-Lungen teilweise wider: Aus Lungenhomogenaten 

und in der BAL konnten Wasnick et al. hier im Western Blot signifikant verringerte 

Proteinlevel an maturem SP-B und SP-C nachweisen, während gleichzeitig im Vergleich 

zu gesunden Kontrollen signifikant erhöhte Level an Prozessierungs-Intermediaten von 

SP-B nachweisbar waren [488]. Allerdings unterscheidet sich die Genexpression von 

SFTPB und SFTPC zwischen IPF- und gesunden Spenderlungen nicht [5].   

Diese verringerte Expression der Surfactantproteine und der für sie kodierenden Gene 

könnte einerseits darauf zurückzuführen sein, dass die Typ-II-Zellzahl in 

Lungenschnitten der beiden Terc(-/-)-Stämmen im Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen 

signifikant verringert war (Abb. 23). Andererseits könnte die verringerte Expression auch 

eine direkte Folge der Telomerverkürzung oder der Seneszenz sein. Die Seneszenzmarker 

Cdkn2a und Cip1 waren in der RT-PCR aus Lungengewebe der beiden 

telomerasedefizienten Mausstämme im Vergleich zum Wildtyp signifikant stärker 

exprimiert (Abb. 25 & 26). Auf der Proteinexpressionsebene fand sich im Westernblot 

aus Lungengewebe der Terc(-/-)-Mäuse ein im Vergleich zu den Wildtypmäusen 

signifikant höheres Level an p21 (Abb. 24). Man kann also davon ausgehen, dass in den 

Lungen der telomerasedefizienten Mäusen viele Zellen seneszent waren. Seneszenz geht 

nicht nur mit Zellzyklusarrest und SASP einher, sondern auch mit eingeschränkter 

zellulärer Funktion. Beispielsweise verändert sich die Expression der an der 

Insulinsekretion beteiligten Gene im Mausmodell mit zunehmendem Alter, bis dadurch 

in seneszenten Zellen schließlich die Insulinsekretion beeinträchtigt wird [7]. Es ist also 

möglich, dass die Typ-II-Zellen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 

telomerasedefizienten Mausstämme aufgrund ihrer Seneszenz im Vergleich zum Wildtyp 

weniger Surfactantproteine synthetisierten.  

Interessanterweise fiel bei der Untersuchung von Lungengewebe der Terc(-/-)/SPC-GFP-

Mäuse (n=6) im mit einem Antikörper gegen proSP-B durchgeführten Western Blot eine 

zusätzliche deutliche Bande bei ca. 25 kDa auf, die vermutlich einem unvollständig 

prozessierten proSP-B-Intermediat entspricht (Abb. 27, Grafik F). Die densitometrische 

Auswertung dieser Bande zeigte, dass das entsprechende Intermediat in den 
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telomerasedefizienten Mäusen in signifikant höherer Menge vorlag als in den 

Wildtypmäusen. Auch im proSP-B-Westernblot aus Lavagen der Terc(-/-)-Mäuse (n=6) 

war dieses Intermediat in im Vergleich zum Wildtyp stärker vertreten, allerdings war die 

Erhöhung nicht signifikant (Abb. 27, Grafik E). Dies spricht dafür, dass die verringerte 

Menge an Surfactantprotein B in den Lungen der Terc(-/-)- bzw. Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse 

nicht nur durch eine geringere Expression der entsprechenden Gene, sondern auch durch 

eine Störung der Proteinreifung bedingt war.  

SP-B wird als Prä-proSP-B translatiert, posttranslational zum 42 kDa proSP-B 

modifiziert und durchläuft den sekretorischen Weg durch ER, Golgi und 

Lamellenkörperchen. In den Alveolarraum sekretiert wird schließlich das mature 8 kDa 

SP-B [34, 353, 471]. Während der Reifung erfolgen mehrere proteolytische Spaltungen, 

an denen Napsin A, Cathepsin H und Pepsinogen C beteiligt sind [147, 464]. 

Für die vorliegende Arbeit wurde die Expression der für diese Proteasen kodierenden 

Gene in telomerasedefizienten A549-Zellen über einen Zeitraum von 19 Wochen 

untersucht (Abb. 37). Die Expression von PGC blieb über den gesamten Zeitraum in T+ 

und T- gleich hoch. Im Gegensatz dazu war die Expression von CTSH ab Passage 19 und 

die von NAPSA ab Passage 46 in den telomeraseinhibierten Zellen signifikant niedriger 

als in den unbehandelten A549-Zellen. Passend hierzu konnten Wasnick et al. in IPF-

Lungen signifikant erniedrigte Proteinlevel von Napsin A und Cathepsin H nachweisen 

[488]. 

Es ist unklar, inwieweit sich diese Ergebnisse auch auf die telomerasedefizienten Mäuse 

beziehungsweise überhaupt auf die Proteinebene übertragen lassen. Eine verringerte 

Expression von Napsin A und Cathepsin H wäre jedoch eine einleuchtende Erklärung für 

die Entstehung des beobachteten 25kDa-Intermediates. Dieses entspricht vermutlich dem 

nach Spaltung des 42 kDa proSP-B durch Napsin A entstehenden Intermediat, das bereits 

von Ueno et al. beschrieben wurde [464]. Das erniedrigte Proteinlevel von maturem SP-

B in den Lungen der Terc(-/-)-Mäuse könnte neben der verringerten Expression des Sftpb-

Gens also auch auf die gestörte Surfactantprozessierung zurückzuführen sein. Auch die 

im Vergleich zu den Wildtypmäusen erniedrigten SP-C-Proteinlevel könnten teilweise 

auf eine Reifungsstörung zurückzuführen sein, da Cathepsin H genauso an der 

Prozessierung von proSP-C beteiligt ist [66].   

Im Folgenden soll auf die Auswirkungen des verringerten Surfactantproteingehaltes in 

den KO-Mäusen eingegangen werden.  
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Die Akkumulation des unvollständig prozessierten SP-B in den Lungen der 

telomerasedefizienten Mäuse könnte ein zur hier, wenn auch in geringem Umfang,  

beobachteten UPR beitragender Faktor sein. Unter der Annahme, dass auch A549-Zellen 

Surfactantproteine synthetisieren, könnte auch der hier beobachtete ausgeprägte ER-

Stress zumindest teilweise auf Störungen der Surfactantprotein-Prozessierung 

zurückzuführen sein. Einschränkend muss hier jedoch erwähnt werden, dass für die 

A549-Zelllinie unterschiedliche Berichte darüber vorliegen, ob sie Surfactantproteine 

synthetisiert. Die Ergebnisse verschiedener Gruppen reichen dabei vom fehlenden 

Nachweis jeglicher Surfactantproteine über einen auf die mRNA-Ebene begrenzten 

Nachweis einer geringen Genexpression  bis hin zum Proteinnachweis von SP-A, SP-B 

und SP-C per Immunfluoreszenz [219, 386, 475]. 

SP-B ist für die Reduktion der alveolären Oberflächenspannung sowie die Bildung der 

Lamellenkörperchen essentiell [92]. Sftpb(-/-)-Mäuse sterben unmittelbar postnatal, da 

sich die Lunge aufgrund der hohen Oberflächenspannung nicht mit Luft füllen kann 

[458]. Dies liegt auch daran, dass ein Fehlen von SP-B zur weitreichenden Störung der 

Prozessierung von SP-C führt, sodass eine SP-B-Defizienz auch zum Mangel an maturem 

SP-C führt [92].  

Transgene Mäuse, die nur etwa 65% der normalen SP-B-Menge exprimieren, zeigen eine 

deutlich verringerte Lungencompliance, eine verringerte Residualkapazität und 

ultrastrukturell veränderte Lamellenkörperchen. Interessanterweise weisen diese Mäuse 

darüber hinaus einen emphysemartig veränderten Lungenphänotyp auf [334]. Dieser 

wurde auch in der vorliegenden Arbeit in den Terc(-/-)- und Terc(-/-)-SPC-GFP-Mäusen 

beobachtet und es ist denkbar, dass der vorliegende SP-B-Mangel auch hier eine Rolle 

spielte (Abb. 23).  

Auch SP-C senkt die Oberflächenspannung in den Alveolen, ist jedoch nicht so essentiell 

wie SP-B. Sftpc(-/-)-Mäuse zeigen einen normalen Lungenphänotyp, regelrechte 

Lamellenkörperchen und entwickeln sich genau wie Wildtyptiere. Lediglich die 

Elastizität ihrer Lungen und die Stabilität des Surfactantfilms sind herabgesetzt [155]. 

Man kann jedoch davon ausgehen, dass sich die Effekte einer verringerten SP-B- und SP-

C-Expression aufaddieren, wenn sie, wie in der vorliegenden Arbeit in den Terc(-/-)- und 

Terc(-/-)-SPC-GFP-Mäusen beobachtet, gemeinsam auftreten. 

Leslie stellte bereits 2012 die Theorie auf, dass die Fibroseentwicklung im Rahmen der 

IPF eine Folge von hohen auf die Lunge einwirkenden Scherkräften ist: Diese seien in 

der Lungenperipherie besonders hoch und würden durch die erhöhte 



 

114 

 

Oberflächenspannung in Folge der in familiären IPF-Fällen beobachteten 

Surfactantproteinmutationen noch zusätzlich verstärkt. Rekurrierender Alveolarkollaps 

führe dann schließlich zu bindegewebigem Umbau der betroffenen Areale und somit zur 

Fibrose [271].  Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete generell verringerte 

Produktion von SP-B und SP-C in Mäusen mit verkürzten Telomeren legt die Annahme 

nahe, dass dieser Mechanismus auch in sporadischen IPF-Fällen ohne zu Grunde liegende 

Surfactantproteinmutation zum Tragen kommt. Auch in diesen sporadischen Fällen sind 

die Telomere sowohl in peripheren Leukozyten als auch in alveolären Epithelzellen im 

Vergleich zu gleichaltrigen Gesunden signifikant verkürzt und, wie von Wasnick et al. 

gezeigt, ist die Proteinexpression von maturem SP-B und SP-C in IPF-Lungen signifikant 

verringert [12, 488]. Wasnick et al. konnten 2023 dann im HRCT den exspiratorischen 

Alveolarkollaps in IPF-Patienten auch unabhängig von zugrundeliegenden 

Surfactantproteinmutationen nachweisen [488].  

SP-A ist zwar an der Bildung des tubulären Myelins sowie am Recycling der Surfactant-

Phospholipide beteiligt, die Deletion von Sftpa im Mausmodell bewirkt jedoch keine 

Einschränkung der Lungenfunktion [247, 503]. Allerdings sind diese Mäuse anfälliger 

für bakterielle und virale Infektionen [273, 274]. Dies liegt vermutlich daran, dass SP-A 

als Opsonin entscheidend an der Phagozytose diverser lungenpathogener gramnegativer 

und grampositiver Bakterien beteiligt ist [229]. Zudem bindet und neutralisiert SP-A eine 

Vielzahl von Viren, zu diesen gehören unter anderem Influenzavirus A, das 

respiratorische Synzytial-Virus und das Herpes-simplex-Virus [47, 150, 466]. Darüber 

hinaus übt SP-A im Mausmodell je nach Stärke des aktivierenden Stimulus eine fördernde 

oder hemmende Wirkung auf die T-Zellproliferation aus [323]. Die in der vorliegenden 

Arbeit in den telomerasedefizienten Mäusen beobachtete verringerte SP-A-Produktion 

wird also wahrscheinlich keinen Einfluss auf deren Lungenfunktion gehabt, aber ihre 

pulmonale Pathogenabwehr geschwächt haben. Da die Mäuse unter SPF- Bedingungen 

gehalten wurden, kann man hierzu jedoch keine genaueren Aussagen treffen.  

Interessant ist diese Beobachtung dennoch, da virale Infektionen immer wieder als 

"Second Hit" in der Entstehung der IPF diskutiert wurden und IPF-Patienten ebenfalls 

meist verkürzte Telomere aufweisen [12, 318]. Insbesondere Herpesviren sind dabei stark 

mit IPF assoziiert. Tang et al. wiesen in Lungen von IPF-Patienten in 97% der Fälle DNA 

eines oder mehrerer Herpesviren (Zytomegalievirus, Epstein-Barr-Virus, Humanes 

Herpesvirus 7 und Humanes Herpesvirus 8) nach, während nur in 36% der 

Kontrolllungen Herpesvirus-DNA detektierbar war [450]. Eine verringerte SP-A-
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Produktion infolge verkürzter Telomere könnte eine mögliche Erklärung für diese 

Virusanfälligkeit sein.  

In den telomeraseinhibierten A549-Zellen wurde die Expression von ABCA3 im 

Vergleich zu unbehandelten Zellen per RT-PCR untersucht. ABCA3 wurde hier sowohl 

in Passage 11 als auch in Passage 19 in T- signifikant stärker exprimiert als in T+. ABCA3 

ist für die Biogenese der Lamellenkörperchen sowie für den Transport der Surfactant-

Phospholipide über deren Membran essentiell [33, 86]. Eine verstärkte Expression von 

ABCA3 könnte somit einen Versuch darstellen, die durch die Telomerverkürzung 

verursachte verringerte Produktion der Surfactantproteine auszugleichen. Allerdings ist 

auch hier wieder zu beachten, dass es unklar ist, inwieweit die untersuchten A549-Zellen 

Surfactantproteine synthetisieren, weswegen die hier beobachteten Veränderungen nicht 

einfach auf die Terc(-/-)- bzw. Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse übertragen werden können [219, 

386, 475]. Zudem muss eine erhöhte ABCA3-Expression nicht zwangsläufig auch mit 

vermehrter Synthese des ABCA3-Proteins einhergehen. Aufgrund der bereits in Passage 

11 nach nur einer Woche Kultivierung in T- bereits deutlich erhöhten ABCA3-Expression 

ist auch ein Off-Target-Effekt der Telomeraseinhibition nicht auszuschließen.  

 

5.3 Emphysementwicklung, Seneszenz und Apoptose durch 

Telomerverkürzung 

Emphysementstehung durch Verlust an Typ-II-Pneumozyten 

In den F3 Terc(-/-)- bzw. F3 Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen wurde eine diskrete Erweiterung 

der terminalen Luftwege mit Rarefizierung der alveolären Septen und Entstehung eines 

emphysemartigen Lungenphänotyps beobachtet (Abb. 23). Dieselben Veränderungen, 

gemeinsam mit dünner werdenden Alveolarsepten, hatten schon Lee et al. für F4 Terc(-/-

)-Mäuse nachgewiesen [266]. Weiterhin beschrieben Lee et al. eine Abnahme der 

durchschnittlichen Zahl an immunhistochemisch gefärbten proSP-C-positiven Zellen pro 

Gesichtsfeld, was sich ebenfalls in den in der vorliegenden Arbeit untersuchten 

telomerasedefizienten Mäusen bestätigte (Abb. 23) [266].   

Typ-II-Alveolarepithelzellen sind Progenitorzellen, die nicht nur die eigene Population 

aufrechterhalten, sondern sich auch in Typ-I-Zellen differenzieren können [39]. Es ist gut 

vorstellbar, dass ein Verlust oder Funktionsverlust dieser Progenitorzellen zu 

verminderter Regenerationsfähigkeit des Epithels und damit zur Emphysementstehung 

führt. Tatsächlich beobachteten Lee et al. in Terc(-/-)-Mäusen eine Abnahme der gesamten 

pulmonalen Zelldichte mit zunehmender Generationenzahl [266]. Auch für humane 
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Lungen ist die Korrelation zwischen geringer Typ-II-Pneumozytenzahl und 

Emphysementwicklung bekannt [357].  

Wie kommt es nun zum Verlust der Typ-II-Zellen?  

In den untersuchten telomerasedefizienten Mäusen ließ sich eine erhöhte Expression der 

Chop-Zielgene Dr5 (nur in den Terc(-/-)- Mäusen untersucht) und Casp11 nachweisen  

(Abb. 25, Abb. 26). Proapoptotischer ER-Stress, der sicherlich in den untersuchten 

telomeraseinhibierten A549-Zellen eine entscheidende Rolle spielte, ist den KO-Mäusen 

jedoch aufgrund der fehlenden Expressionserhöhung von Chop auf Gen- und 

Proteinebene als Ursache des Typ-II-Zellverlusts unwahrscheinlich (Abb. 25, 26, 30). Zu 

bedenken ist auch dass die Genexpression von Casp11 und Dr5 durch eine Vielzahl an 

Signalwegen aktiviert werden kann und nicht nur downstream von Chop [6, 446].  

Die wahrscheinlichere Möglichkeit, die im Folgenden genauer erklärt werden soll, stellt 

die durch kurze Telomere ausgelöste DDR dar. Die DDR aktiviert p53, welches 

wiederum Seneszenz und Apoptose der Typ-II-Zellen bedingen kann.  

 

DDR-Auslösung durch kurze Telomere 

Als Progenitorzellen teilen sich Typ-II-Zellen häufiger als andere Zellen, wodurch sich 

ihre Telomere besonders schnell verkürzen. Durch die fehlende Telomeraseaktivität in 

den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Modellen ist es denkbar, dass die Telomere 

schließlich kritisch kurz werden. Solche kritisch kurzen Telomere werden in humanen 

Fibroblasten durch Proteine der DDR als Doppelstrangbruch erkannt: D'Adda di Fagagna 

et al. konnten in aufgrund kurzer Telomere seneszenten Fibroblasten eine Rekrutierung 

der DNA Damage-Kinase ATM und des als Doppelstrangbruchmarker dienenden 

Histons γ-H2AX an die Telomere nachweisen [114].  ATM phosphoryliert im Rahmen 

der DDR unter anderem p53, wodurch dieses stabilisiert wird [37, 427]. In murinen Zellen 

geht eine kritische Telomerverkürzung, wie sie in F5 Terc(-/-)-Mäusen zu beobachten ist, 

ebenfalls mit einer Akkumulation von γ-H2AX an den Telomeren einher [170]. Auch hier 

wird also eine Doppelstrangbruch-DDR ausgelöst, die mit Phosphorylierung und 

Stabilisierung von p53 durch Atm einhergeht [221].  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von phospho-p53 in Lungenschnitten 

der Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen per IHC 

untersucht. In den telomerasedefizienten Mäusen war die Kolokalisation von phospho-

p53 mit dem Typ-II-Zellmarker proSP-C ausgeprägter als in den Wildtypmäusen (Abb. 

24).  Darüber hinaus fand sich in den telomeraseinhibierten A549-Zellen per RT-PCR 
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eine ab Passage 19 im Vergleich zu den unbehandelten Zellen signifikant höhere 

Expression des p53-Gens. (Abb. 38).  Man kann also bei beiden Modellen davon 

ausgehen, dass in den Typ-II-Pneumozyten (AECII) p53-abhängige Signalwege aktiv 

waren, die möglicherweise im Rahmen der durch die kurzen Telomere initiierten DDR 

angeschaltet worden waren.  

Verlust der Regenerationsfähigkeit durch AECII-Seneszenz 

Die Aktivierung von p53 kann grundsätzlich drei unterschiedliche Folgen haben: 

Kurzfristiger Zellzyklusarrest, langfristige Seneszenz oder Apoptose [546].  In humanen 

Zellen gilt die replikative Seneszenz, die durch kritisch kurze Telomere verursacht wird, 

als Ursache des bereits 1961 entdeckten Hayflick-Limits [59, 179]. Murine Zellen haben 

jedoch deutlich längere Telomere und in vielen adulten murinen Geweben wird 

Telomerase exprimiert. Deshalb wird davon ausgegangen, dass der seneszenzähnliche 

Replikationsstopp, der in murinen Zellkulturen nach etwa 15-30 Zellteilungen zu 

beobachten ist, durch externe Faktoren und nicht durch Telomerverkürzung bedingt ist 

[369, 425, 470]. Die Telomere in späteren Generationen von Terc(-/-)-Mäusen sind jedoch 

so kurz, dass sich hier wie in humanen Zellen eine telomerlängenabhängige 

Seneszenzinduktion beobachten lässt [137].   

Mechanistisch läuft diese Seneszenzinduktion folgendermaßen ab: Phospho-p53 

induziert als Transkriptionsfaktor die Transkription des für p21 kodierenden Gens 

CDKN1A/ CIP1 [128]. p21 ist ein Inhibitor aller Cyclin-Dependent Kinase (CDK) -

Komplexe, der den Zellzyklus sowohl in G1 als auch in G2 anhalten kann [74, 473, 509]. 

P21 ist primär für die Seneszenzinduktion verantwortlich und in dauerhaft seneszenten 

humanen Fibroblasten wieder herunterreguliert [11]. Telomerische DNA-Schäden gehen 

jedoch mit einer persistenten DDR und anhaltender Seneszenz einher [143]. Diese 

dauerhafte Seneszenz wird durch erhöhte CDKN2A/p16-Proteinlevel vermittelt [11]. 

CDKN2A/p16 ist ein Inhibitor der CDK4-Cyclin-D- und CDK6-Cyclin-D-Komplexe, 

dessen Aktivierung über Hypophosphorylierung von Rb zum dauerhaften 

Zellzyklusarrest in G1 führt [305].   

Wie p21 und CDKN2A/p16 ist auch PAI1 ein Marker und Mediator der Seneszenz  [381]. 

Die PAI1-Expression steigt in alternden Organismen, seneszenten Geweben und 

altersassoziierten Krankheiten wie der IPF an [214]. Insbesondere vermittelt Pai1 in vitro 

die TGF-β-induzierte Seneszenz und die Entstehung des SASP in murinen Typ-II-

Pneumozyten. Im Gegensatz dazu sind aus Pai1(-/-)-Mäusen isolierte Typ-II-Zellen 
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resistent gegenüber TGF-β-induzierter Seneszenz [381]. Die Vermittlung der Seneszenz 

durch PAI1 scheint hierbei durch eine Inhibierung des Proteasoms durch PAI1 mit 

folgender geringerer p53-Degradation und somit erhöhten p53- und p21-Proteinleveln 

abzulaufen [380].  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Proteinexpression von p21 per WB in 

Lungengewebe der Terc(-/-)-Mäuse mit der pulmonalen p21-Expression in 

Wildtypmäusen verglichen. Die telomerasedefizienten Tiere wiesen dabei signifikant 

höhere p21-Proteinlevel auf (Abb. 24). Die mittels RT-PCR aus Lungengewebe 

bestimmte Expression des für p21 kodierenden Gens Cip1 war sowohl in den Terc(-/-)- als 

auch in den Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen im Vergleich zu den Wildtypmäusen signifikant 

erhöht (Abb. 25, Abb. 26). Die Expression von Cdkn2a war dagegen nur in den Terc(-/-)-

Mäusen im Vergleich zum Wildtyp signifikant erhöht, in den Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen 

war sie erhöht, ohne jedoch Signifikanz zu erreichen (Abb. 25, Abb. 26).  

Interessanterweise war die Pai1-Expression, die nur in den Lungen der Terc(-/-)/SPC-

GFP-Mäuse untersucht wurde, hier im Vergleich zum Wildtyp nicht differentiell 

reguliert, worauf in Kapitel 5.5 genauer eingegangen wird (Abb. 26).  

Da A549-Zellen eine homozygote Deletion in CDKN2A tragen, wurde in T+ bzw. T-  nur 

die Expression von CIP1 (=CDKN1A) und PAI1 per RT-PCR untersucht [428]. Für beide 

Gene fand sich bereits ab Passage 11 eine signifikant höhere Expression in T-, die sich 

mit zunehmender Passagenzahl weiter verstärkte (Abb. 38). Es ist denkbar, dass PAI1 in 

den A549-Zellen aufgrund der CDKN2A-Deletion zur Seneszenzerhaltung essentiell ist, 

während diese Aufgabe in den KO-Mäusen durch p16 übernommen werden kann. Dies 

könnte den Expressionsunterschied zwischen den beiden Modellen erklären.  

Insgesamt lassen diese Ergebnisse die Schlussfolgerung zu, dass verkürzte Telomere 

sowohl in vitro im A549-System als auch in vivo im Mausmodell zur Seneszenz 

pulmonaler Zellen führen. Aufgrund der hohen CIP1- und PAI1-Expression in den 

telomeraseinhibierten A549-Zellen kann davon ausgegangen werden, dass hiervon 

insbesondere Typ-II-Zellen betroffen sind. Eine Aussage über weitere betroffene 

Zelltypen in den untersuchten murinen Lungen kann nicht getroffen werden, da keine 

zellspezifische Bestimmung von Seneszenzmarkern durchgeführt wurde. Aufgrund des 

relativ geringen Anteils der Typ-II-Zellen an der gesamten Lungenzellularität und der 

dennoch deutlich erhöhten pulmonalen Expression von Cip1/p21 in den 

telomerasedefizienten Mausstämmen ist es jedoch sehr wahrscheinlich, dass hier nicht 

nur die Typ-II-Zellen seneszent waren.  
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Seneszente Zellen teilen sich nicht mehr und können folglich nach Verletzungen keine 

Reparatur des betroffenen Gewebes mehr durchführen. Insbesondere die Seneszenz der 

als Progenitorzellen geltenden Typ-II-Pneumozyten dürfte die Regenerationsfähigkeit 

des Alveolarepithels der Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse folglich stark 

eingeschränkt haben, was eine mögliche Erklärung für die beobachtete diskrete 

Emphysementwicklung darstellen könnte. 

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte in vivo- und in vitro-Modell der 

Telomerverkürzung spiegelt trotz der fehlenden Fibroseentwicklung die Situation in 

humanen Lungen von IPF-Patienten recht gut wieder: Schafer et al. wiesen hier eine im 

Vergleich zu gesunden Probanden signifikant höhere Expression von CDKN2A nach, die 

zudem mit dem Krankheitsstadium korrelierte [405]. Immunhistochemisch konnte 

CDKN2A/p16 sowohl im Alveolarepithel als auch in Fibroblasten der Fibroblasten-Foci  

sowie in Fibroblasten und hyperplastischen Bronchialzellen im Bereich der Honigwaben 

lokalisiert werden [405]. Vermutlich liegt auch hier eine replikative Seneszenz aufgrund 

von Telomerverkürzung vor, da per Immunfluoreszenz eine Kolokalisation von γ-H2AX 

mit den Telomeren nachgewiesen werden konnte [405]. Jiang et al. wiesen in aus IPF-

Lungen isolierten Typ-II-Pneumozyten im Vergleich zu Kontrollen ebenfalls deutlich 

erhöhte Level an CDKN2A/p16, p21 und PAI1 nach [215]. Alvarez et al. konnten darüber 

hinaus zeigen, dass seneszente IPF-Fibroblasten einen profibrotischen SASP aufweisen 

[16]. Die von seneszenten Fibroblasten sezernierten Zytokine können in vitro gesunde 

humane Fibroblasten zur Differenzierung in Myofibroblasten und zur vermehrtem 

Kollagensekretion anregen [405].  

Wie bereits in Kapitel 5.1 und 5.2 beschrieben, ist es möglich, dass kurze Telomere  

entweder direkt oder durch Störung der Surfactantproteinsynthese ER-Stress 

verursachen. Es ist jedoch auch denkbar, dass die beobachtete UPR durch Seneszenz (mit) 

verursacht wurde. Die gleichzeitige Aktivierung von UPR und replikativer Seneszenz 

wurde in der Literatur bereits mehrfach beschrieben [301, 422]. Allerdings ist bisher noch 

ungeklärt, ob die UPR Ursache oder Folge der Seneszenz ist. Für Ersteres spricht, dass 

Thapsigargin als ER-Stressor in murinen Tubuluszellen die Proteinexpression von p21 

induziert und die Zahl per β-Galactosidaseaktivität identifizierten seneszenten Zellen 

signifikant erhöht [281]. Dörr et al. präsentierten dagegen 2013 Daten, die eher darauf 

schließen lassen, dass die UPR-Aktivierung in seneszenten murinen Lymphomzellen ein 

Versuch der Zellen ist, den im Rahmen des SASP deutlich erhöhten Proteinumsatz zu 

kompensieren [120].   
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Zusammenfassend kann man anhand der abgehandelten Ausführungen sagen, dass 

Seneszenz insbesondere der alveolären Progenitorzellen eine mögliche Erklärung für die 

in der vorliegenden Arbeit in den telomerasedefizienten Mäusen beobachtete 

Emphysementwicklung ist. Auch die verminderte Zahl der Typ-II-Pneumozyten pro 

mikroskopischem Gesichtsfeld könnte durch die emphysematöse Abnahme der 

pulmonalen Zellularität erklärt werden. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass zusätzlich Typ-

II-Zellen durch Apoptose verloren gingen und dass dieser Mangel an Typ-II-Zellen die 

Emphysementstehung mitbedingte. Hierauf wird im Folgenden genauer eingegangen. 

 

AECII-Verlust durch Apoptose 

Stabilisiertes p53 fungiert als Transkriptionsfaktor, der unter anderem die Transkription 

des den intrinsischen Apoptoseweg auslösenden BCL2-Proteins PUMA induziert [528]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde in A549-Zellen per RT-PCR die PUMA-Expression 

untersucht, diese war ab Passage 19 in T- signifikant höher als in T+ (Abb. 38).  

Gleichzeitig verstärkt p53 die Genexpression von DR5. DR5 codiert für  einen TRAIL-

Rezeptor, der den extrinsischen Apoptoseweg auslöst [446]. Die Expression von Dr5 war 

in den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Terc(-/-)-Mäusen signifikant höher als in 

den Wildtypmäusen (Abb. 25). Auch in den per RT-PCR untersuchten A549-Zellen war 

die DR5-Expression zu jedem untersuchten Zeitpunkt in T- signifikant höher als in T+ 

(Abb. 38). In den untersuchten Modellen waren also proapoptotische Signalwege aktiv 

und es ist gut vorstellbar, dass diese stromabwärts der DDR durch p53-vermittelt aktiviert 

worden waren. Infolgedessen könnte es generell zum Verlust von pulmonalen Zellen und 

insbesondere zum Verlust von Typ-II-Pneumozyten gekommen sein, was schlussendlich 

zur Entstehung des beobachteten emphysemartigen Lungenphänotyps beigetragen haben 

könnte (Abb. 23). Gestützt wird diese Theorie durch die Befunde von Lee et al., die in 

Lungenschnitten von F4 Terc(-/-)-Mäusen einen im Vergleich zu Wt-Tieren 7-fach 

höheren Anteil apoptotischer Typ-II-Zellen nachweisen konnten. Darüber hinaus 

beschrieben sie in Typ-II-Alveolarepithelzellen (AECII) aus F2-, F3- und F4-Terc(-/-)-

Mäusen eine deutliche Proteinexpression von Caspase 3, Caspase 6 und Bax, welche in 

Wt-Tieren nicht nachweisbar war [266].  

DR5 und PUMA können nicht nur stromabwärts von p53 aktiviert werden, sondern sind 

auch Zielgene des im Rahmen der UPR aktivierten Transkriptionsfaktors CHOP [385, 

513]. Da in den in der vorliegenden Arbeit untersuchten A549-Zellen ab Passage 11 auch 

eine signifikant höhere Genexpression für CHOP nachgewiesen wurde (Abb.38), lässt 
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sich nicht abschließend sagen, über welchen der beiden Signalwege die DR5- und PUMA-

Expression in den telomeraseinhibierten A549-Zellen induziert wurde. Am 

wahrscheinlichsten ist hier wohl ein Zusammenspiel aus DDR und UPR, wobei letztere 

sowohl durch verstärkte Proteinexpression bei genomischer Instabilität als auch durch 

gestörte Surfactantprozessierung oder durch Proteotoxizität des SASP verursacht werden 

könnte.  

Die in der vorliegenden Arbeit sowohl in den Lungen der Terc(-/-)-Mäuse in vivo als auch 

in telomeraseinhibierten A549-Zellen in vitro beobachtete verstärkte Genexpression von 

DR5/Dr5 spiegelt die Situation in IPF-Lungen recht gut wider: Akram et al. wiesen hier 

eine in den Alveolarepithelzellen deutlich erhöhte Proteinexpression von DR5 nach. 

Diese ging mit erhöhten p53-Leveln und positivem TUNEL-Staining einher [9]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde in den telomeraseinhibierten A549-Zellen zudem per 

RT-PCR eine zu jedem Untersuchungszeitpunkt im Vergleich zu den unbehandelten 

A549-Zellen erhöhte ASK1-Expression beobachtet (Abb. 38). Wie p53, so kann auch 

ASK1 den programmierten Zelltod vermitteln. ASK1 phosphoryliert und aktiviert 

dadurch MAP-Kinase-Kinasen, die wiederum die MAP-Kinasen JNK und p38 aktivieren 

[178, 203]. Aktives JNK hat kontextabhängige Wirkungen, ist aber insbesondere für die 

Auslösung der Apoptose bekannt [178]. Dies erfolgt einerseits über die Phosphorylierung 

des Transkriptionsfaktors c-Jun und die folgende vermehrte Transkription 

proapoptotischer Gene wie BAX, andererseits auch direkt durch Phosphorylierung und 

Inaktivierung  der antiapoptotischen Proteine  BCL2 und BCL-XL, wodurch die 

intrinsische Apoptose ausgelöst wird [178, 295, 303].  

Natürlich gilt es auch hier wieder zu bedenken, dass eine erhöhte ASK1-Transkription 

nicht zwangsläufig mit mehr ASK1-Protein einhergeht. Zudem wird die ASK1-Aktivität  

primär posttranslational reguliert [178]. Dennoch gibt die Erhöhung der ASK1-mRNA 

einen Hinweis darauf, dass in den als Typ-II-Zellmodell geltenden telomeraseinhibierten 

A549-Zellen auch p53-unabhängige proapoptotische Signalwege aktiv waren. 

Trotz der Aktivierung von Signalwegen der Seneszenz und Apoptose wurde in den in der 

vorliegenden Arbeit untersuchten F3 Terc(-/-)- bzw. Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse keine 

Fibroseentwicklung beobachtet (Abb. 23). Lee et al. beobachteten selbst in F4 Terc(-/-)-

Mäusen keine spontane Fibrose [266]. Allerdings konnten Povedano et al. nachweisen, 

dass Tert(-/-)-Mäuse der zweiten und vierten Generation bereits auf für Wildtypmäuse 

subtoxische Mengen an Bleomycin mit der Entwicklung einer Lungenfibrose reagierten 

[366]. Dies spricht dafür, dass kurze Telomere die Regenerationsfähigkeit des 
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Alveolarepithels so weit herabsetzen, dass dieses auf einen „Second Hit“ nicht mehr 

adäquat reagieren kann und durch fibrotisches Gewebe ersetzt wird. Die aktuelle Theorie 

zur Pathogenese der IPF geht ebenfalls davon aus, dass eine genetische Vorbelastung wie 

beispielsweise kurze Telomere in Kombination mit einem weiteren belastenden Faktor 

wie viralen Infektionen, Zigarettenrauch oder Umweltnoxen als „Second Hit“ zur 

Entstehung der Lungenfibrose nötig sind [238]. Das in der vorliegenden Arbeit 

untersuchte Mausmodell stützt diese These und zeigt, dass eine alleinige 

Telomerverkürzung nicht ausreicht, um fibrotische Veränderungen auszulösen.  

Zu bedenken ist hierbei jedoch, dass sich die in dieser Arbeit im Mausmodell 

beobachteten Folgen verkürzter Telomere sehr wahrscheinlich nicht eins zu eins auf IPF-

Patienten mit kurzen Telomeren übertragen lassen. Wie bereits in Kapitel 1.1.2 

ausgeführt, besitzen Mäuse deutlich längere Telomere als Menschen [75]. Daraus folgt 

leider auch, dass sich Mäuse nur in begrenztem Maße dazu eignen, menschliche 

telomerassoziierte Krankheiten zu modellieren. Während Menschen schon durch 

Heterozygotie in Telomerasegenen schwere Krankheiten wie Dyskeratosis congenita mit 

Lungenfibrose, aplastischer Anämie und Leberzirrhose entwickeln, zeigen homozygote 

Terc(-/-)-Mäuse erst ab der 3.-5. Generation einen pathologischen Phänotyp. Wie Degryse 

et al. nachweisen konnten, sind die Auswirkungen selbst dann milder als beim Menschen. 

Es zeigen sich zwar hämatologische Auffälligkeiten, Wundheilungsstörungen, erhöhte 

Anfälligkeit für Tumorerkrankungen, Gewichtsabnahme und eine verkürzte 

Lebenserwartung, aber keine spontane Lungenfibrose [108]. Es ist also nicht 

auszuschließen, dass das Ausbleiben einer Lungenfibrose trotz kurzer Telomere in den in 

der vorliegenden Arbeit untersuchten Terc(-/-)-Mäusen schlicht auf den 

Speziesunterschied zwischen Mäusen und Menschen zurückzuführen ist. In diesem Fall 

müsste man davon ausgehen, dass sich das Mausmodell nicht für die Simulation der IPF-

Entstehung eignet.  

Grafik 44 fasst die in diesem Kapitel aufgestellte Theorie zur Emphysementstehung durch 

Telomerverkürzung in Terc(-/-)-Mäusen noch einmal zusammen.  
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Abbildung 44: Emphysementstehung durch Telomerverkürzung 

Abkürzungen: AECII= Typ-II-Pneumozyten, DDR= DNA Damage Response 

 
 

5.4 Aktivierung proinflammatorischer Signalwege durch 

Telomerverkürzung 

In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass Telomerverkürzung durch 

Telomerase-KO oder durch Telomeraseinhibition sowohl in vivo im Mausmodell als auch 

in vitro in humanen A549-Zellen zur vermehrten Aktivierung proinflammatorischer 

Signalwege führt. Mögliche Gründe hierfür sind ER-Stress, Seneszenz und SASP sowie 

Signalwege der DNA Damage Response. Im folgenden Kapitel soll hierauf genauer 

eingegangen werden.  

Sowohl in den Terc(-/-)- als auch in den Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen wurde per RT-

PCR eine im Vergleich zum Wt erhöhte pulmonale Expression von Casp11 beobachtet 

(Abb. 25, Abb. 26). Wie bereits erwähnt, codiert Casp11 für eine proinflammatorische 

Caspase, die über das nichtkanonische Inflammasom die Spaltung und Freisetzung 

proinflammatorischer Zytokine sowie die Pyroptose auslösen kann [340, 522]. Darüber 

hinaus konnten Endo et al. zeigen, dass Casp11 ein Zielgen des Transkriptionsfaktor 

Chop ist, dessen Transkription im Rahmen von ER-Stress in murinen Makrophagen 

induziert wird [130]. Dies ist nicht nur auf Makrophagen beschränkt: Sowohl ER-Stress 

als auch Chop-Überexpression führen in Rattenastrozyten in vitro zur vermehrten 

Casp11-Transkription und zu erhöhten Casp11-Proteinleveln [142]. Die in der 

vorliegenden Arbeit in den KO-Mäusen beobachtete signifikant erhöhte Casp11-
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Transkription ist aber wohl eher nicht auf Chop-Aktivierung verursacht: Sowohl auf Gen- 

als auch auf Proteinexpressionsebene konnte keine signifikante Erhöhung von 

Chop/Chop in den KO-Mäusen nachgewiesen werden (Abb. 25, Abb. 26, Abb. 30).  

Eine denkbare Möglichkeit wäre, dass die erhöhte Casp11-Transkription in den Lungen 

der Terc(-/-)- bzw. Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse auf die Seneszenzinduktion durch 

Telomerverkürzung zurückzuführen ist. Caspase 11 ist in vitro essentiell für die Spaltung 

von Interleukin 1 alpha (IL-α) in dessen aktive Form [494]. IL-1α ist wiederum ein 

grundlegender Regulator für die Transkription  und Sekretion der SASP-

Hauptbestandteile IL-6 und Interleukin 8 (IL-8) [355]. Wiggins et al. konnten zeigen, 

dass ein Knockout der Caspase 5, einem humanen Homolog der Caspase 11, eine massive 

Reduktion der IL-6- und IL-8-Produktion in seneszenten Zellen nach sich zieht [494]. 

Daraus lässt sich schließen, dass Caspase 5 in seneszenten humanen Zellen den SASP 

kontrolliert. Ob sich das auch auf Mausmodelle übertragen lässt, ist unklar. Sicher ist 

jedoch, dass sich in murinen seneszenten Zellen in vivo erhöhte Proteinlevel an Caspase 

11 finden und dass ein Casp11-Knockout in vivo zur Beeinträchtigung der 

Immunclearance seneszenter Zellen und folglich zu einer Akkumulation derselben führt 

[494]. Caspase 11 spielt also in jedem Fall im Rahmen der Seneszenz sowohl in humanen 

als auch in murinen Zellen eine wichtige Rolle. In der vorliegenden Arbeit fanden sich, 

wie bereits in Kapitel 5.3 diskutiert, im Lungengewebe der Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-

GFP-Mäuse sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene erhöhte Seneszenzmarker (Abb. 

24-26). Folglich liegt die Annahme nahe, dass die in den KO-Mäusen beobachtete erhöhte 

pulmonale Casp11-Expression seneszenzbedingt war.  

In der vorliegenden Arbeit wurde per RT-PCR aus Lungengewebe weiterhin eine im 

Vergleich zu den Wildtyp-Tieren signifikant erhöhte Nlrp3-Transkription in den Terc(-/-

)-Mäusen beobachtet (Abb. 25). In den Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen wurde die Nlrp3-

Expression nicht untersucht. Eine  mögliche Erklärung ist auch hier wieder die Seneszenz, 

deren Marker auf Gen- und Proteinebene in den Lungen der Terc(-/-)-Mäuse erhöht waren 

(Abb. 24-26). Acosta et al. konnten nachweisen, dass in seneszenten humanen 

Fibroblasten das Proteinlevel von NLRP3 erhöht ist [3]. Da in denselben Zellen Caspase-

1-Aktivität und die Sekretion von maturem IL-1β nachgewiesen wurde, schlossen Acosta 

et al., dass das NLRP3-Inflammasom an der Entstehung des SASP beteiligt ist [3]. Es ist 

vorstellbar, dass Seneszenz nicht nur mit erhöhten NLRP3-Proteinleveln, sondern auch 

mit vermehrter NLRP3-Transkription, wie sie in der vorliegenden Arbeit in den Terc(-/-)-

Mäusen beobachtet wurde, einhergeht. 
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Eine weitere Möglichkeit ist, dass die Expression von Nlrp3 in den Lungen der Terc(-/-)-

Mäuse im Rahmen der ablaufenden DDR erhöht war. Kurze Telomere werden als 

Doppelstrangbuch erkannt [170]. Die an der Doppelstrangbruch-DDR beteiligte Kinase 

ATM liegt in humanen Zellen in vitro im Ruhezustand im Komplex mit NLRP3 vor. In 

murinen Nlrp3(-/-)-Makrophagen ist die doppelstrangbruchinduzierte Atm-

Phosphorylierung deutlich abgeschwächt, sodass man davon ausgehen kann, dass Nlrp3 

für die Doppelstrangbruchreparatur eine wichtige Rolle spielt [60].   

Die erhöhte NLRP3-Expression in den Lungen der in der vorliegenden Arbeit 

untersuchten Terc(-/-)-Mäuse gibt die Situation in IPF-Lungen recht gut wieder. Hier 

zeigen einerseits BAL-Makrophagen erhöhte NLRP3-Level, andererseits ist die NLRP3-

Proteinexpression insbesondere im Alveolarepithel erhöht [213, 261]. Es ist gut möglich, 

dass auch in IPF-Lungen kurze Telomere eine Rolle in der Erhöhung der NLRP3-

Expression spielen.  

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit in der RT-PCR aus Lungengewebe der Terc(-

/-)-Mäuse eine im Vergleich zum Wt signifikant höhere Il1b-Expression beobachtet (Abb. 

25). Dies wurde von Chen et al. bereits für F2 Terc(-/-)-Mäuse beschrieben [82]. Wie schon 

in Kapitel 3.3 erläutert, ist IL-1β ein proinflammatorisches Zytokin, das primär von 

Makrophagen und Monozyten produziert wird [115]. Darüber hinaus ist IL-1β  für die 

Seneszenz bedeutsam: So konnten Shang et al. zeigen, dass Rattenastrozyten in vitro 

durch die Behandlung mit Il-1β seneszent werden und SASP-Komponenten wie Il-6 und 

Il-8 sezernieren [420]. Auch in humanen Chondrozyten kann IL-1β Seneszenz und 

SASP induzieren [365]. IL-1β ist überdies selbst ein proinflammatorischer SASP-

Bestandteil [100]. Es ist also möglich, dass die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Il-

1β-Expressionserhöhung auf Seneszenz pulmonaler Zellen zurückzuführen ist (vgl. Abb. 

24-26, Erhöhung der Seneszenzmarker in Lungen der KO-Mäuse).  

Da Monozyten und Makrophagen die Hauptquelle für IL-1β sind, ist es gut vorstellbar, 

dass diese auch in den F3 Terc(-/-)-Mäusen in der vorliegenden Arbeit die Ursache der 

erhöhten Il-1β-Expression darstellten [115]. 

An dieser Stelle muss jedoch bedacht werden, dass man aus der alleinigen Erhöhung der 

Il1-β-Expression auf der Transkriptionsebene keine endgültigen Schlüsse ziehen kann. 

IL-1β wird durch diverse Stimuli transkribiert, ohne translatiert zu werden [115, 224]. 

Zudem wird IL-1β als inaktive Vorstufe synthetisiert, die erst, meist  durch Caspase 1, 

zur aktiven Form gespalten werden muss [115, 248]. Eine Erhöhung des IL1β-

Transkriptes in den Lungen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Terc(-/-)-Mäusen 
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könnte also proinflammatorische Wirkung haben, an der Seneszenzinduktion beteiligt 

sein, oder völlig ohne Konsequenz bleiben.  

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von IL6 in 

telomeraseinhibierten im Vergleich zu unbehandelten A549-Zellen untersucht. In den 

unbehandelten Zellen war in Passage 11 und 19 keine Expression von IL6 nachweisbar, 

während sich in Passage 46 eine geringe Expression beobachten ließ. Dagegen zeigte sich 

in mit dem Telomeraseinhibitor BIBR1532 behandelten Zellen nach einer Woche 

Kultivierung eine niedrige IL6-Expression. Diese stieg nach fünf Wochen massiv an, um 

dann nach 19 Wochen wieder auf das Ausgangsniveau zurückzufallen (Abb. 42).  

Welche Faktoren könnten zur Erhöhung der IL6-Expression in T- beitragen? Eine 

Möglichkeit stellt ER-Stress dar. Dieser kann die IL6-Expression über unterschiedliche 

Mechanismen deutlich erhöhen: Die Regulation der IL6-Expression findet primär auf 

Transkriptionsebene statt, ein wichtiger Transkriptionsfaktor ist hierbei NF-κB [278]. 

Alle drei Arme der UPR können NF-κB aktivieren. IRE1 kann beispielsweise in vitro 

TRAF2 binden und dadurch stromabwärts die NF-κB-Aktivität erhöhen [220]. Die 

PERK-vermittelte Translationsrepression über die eIF2α- Phosphorylierung bewirkt in 

vitro in Mausfibroblasten eine Freigabe von NF-κB aus dem inhibitorischen Komplex mit 

Inhibitor of NF-κB (IKB), da dessen Halbwertszeit kürzer als die von NF-κB ist [111]. 

Yamazaki et al. wiesen nach, dass ATF6 in vitro in murinen Fibroblasten und 

Nierenepithelzellen aus Ratten den AKT-Signalweg auslösen kann, welcher wiederum 

über Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B Kinase (IKK) -Phosphorylierung zur Zunahme 

der Aktivität von NF-κB führt [32, 514].  

Auch NF-κB- unabhängige Mechanismen der UPR-vermittelten IL6-Transkription sind 

bekannt: Meares et al. beobachteten in vitro in humanen Astrozyten eine durch ER-Stress 

verstärkte IL6-Transkription. Dabei wiesen sie eine Interaktion zwischen JAK und PERK 

mit folgender PERK- und  STAT3-Phosphorylierung nach, sodass sie schlossen, dass in 

diesem Fall STAT3 die Transkription von IL6 induziert [307]. Darüber hinaus wiesen 

Fang et al.  in vitro in humanen Nierenepithelzellen nach, dass gespleißtes XBP1 direkt 

an den IL6-Promotor binden kann [135]. Zudem kann CHOP in humanen Melanomzellen 

die IL-6-Transkription erhöhen, indem es deren Inhibitoren abfängt [177]. 

Außer der UPR könnte auch die beobachtete replikative Seneszenz der 

telomeraseinhibierten Zellen eine wichtige Rolle für die vermehrte IL6-Transkription 

gespielt haben. Sowohl die CIP1- als auch die PAI1-Expression war in T- ab der ersten 

untersuchten Passage höher als in T+ (Abb. 38); zudem proliferierten die Zellen über den 



 

127 

 

Kultivierungszeitraum von 19 Wochen zunehmend langsamer, sodass es sehr 

wahrscheinlich ist, dass zumindest ein Großteil der telomeraseinhibierten A549-Zellen 

seneszent war. IL-6 gilt als der wichtigste Bestandteil des SASP, der von seneszenten 

humanen und murinen Zellen sezerniert wird. Erhöhte IL-6-Level wurden hierbei in 

vielen unterschiedlichen seneszenten Zellarten, beispielsweise Monozyten, Fibroblasten 

und Epithelzellen, unabhängig von der Art der Seneszenzinduktion beobachtet [98]. IL-

6 ist dabei auch selbst ein Mediator der Seneszenz, so führt die in vitro- Behandlung 

humaner Fibroblasten mit IL-6 und dem löslichen IL-6-Rezeptor innerhalb von 8 Tagen 

zum Wachstumsarrest und zur Zunahme der β-Galactosidaseaktivität [242].  

Die Erhöhung der IL-6-Level in der Seneszenz wird dabei vermutlich durch die DDR 

gesteuert: Kritisch kurze Telomere in seneszenten Zellen werden als Doppelstrangbruch 

erkannt und verursachen eine permanente DDR [114]. Diese scheint auch für die 

verstärkte IL-6-Sekretion, die in humanen Fibroblasten sowohl durch extratelomerische 

Doppelstrangbrüche als auch durch kurze Telomere in seneszenten Zellen verursacht 

werden kann, verantwortlich zu sein: Rodier et al. konnten zeigen, dass eine Depletion 

der an der Doppelstrangbruch-DDR beteiligten Proteine ATM, Nibrin oder Checkpoint 

Kinase 2 die IL-6-Synthese in diesen Zellen hemmt [390].   

IL-6 ist zwar primär ein proinflammatorisches Zytokin, allerdings zeigt es auch 

profibrotische Wirkung. In vitro induziert die IL-6-Überexpression in Fibroblasten über 

den STAT3-Signalweg und TGF-β-Aktivierung die Proliferation von Fibroblasten, deren 

Differenzierung zu Myofibroblasten sowie die Kollagenproduktion [354, 480]. Il6(-/-)-

Mäuse zeigen im Vergleich zum Wildtyp nur eine abgeschwächte Fibroseentwicklung 

nach Bleomycin-Behandlung [400]. Passend zu dieser profibrotischen Wirkung von IL-

6 sezernieren sowohl aus IPF-Lungen isolierte Makrophagen als auch Fibroblasten 

deutlich größere Mengen an IL-6 als aus gesunden Lungen isolierte [131, 544]. In AECII 

aus IPF-Lungen findet sich eine robuste IL-6-Expression, während Typ-II-Pneumozyten 

aus gesunden Lungen kein IL-6 produzieren [102]. Es ist also möglich, dass die in der 

vorliegenden Arbeit in den telomeraseinhibierten A549-Zellen beobachtete vermehrte 

IL6-Expression eine Verbindung zwischen kurzen Telomeren und Fibroseentwicklung 

darstellt.  

Während Seneszenz, DNA Damage und ER-Stress alle valide Erklärungen für die IL6-

Expression in den telomeraseinhibierten A549-Zellen darstellen, ist nicht ersichtlich, 

warum diese zuerst stark anstieg und dann wieder abfiel.  Keiner der per RT-PCR 

untersuchten UPR- und Seneszenzmarker zeigte in seinem Expressionsmuster den 
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gleichen Verlauf wie IL6. Die Expression von ATF6, ATF4, XBP1, CHOP, TRB3, DR5, 

PUMA und CDKN1A stieg mit höherer Passagenzahl immer weiter an oder blieb 

zumindest stabil hoch (Abb. 38). Ein ähnlicher Verlauf der Expression zeigte sich 

lediglich für CTGF (Abb. 42), doch auch hier ist die Ursache unklar.  

Zu den bisher zu IL6 diskutierten Ergebnissen gilt es zu bedenken, dass man aus der 

Untersuchung und Erhöhung der IL6-Transkription nicht mit Sicherheit darauf schließen 

kann, dass IL-6 auch auf der Proteinebene vermehrt synthetisiert wurde. IL6 wird 

posttranskriptionell stark reguliert: An den untranslatierten Bereich am 3‘-Ende der IL6-

mRNA binden unterschiedliche microRNA's und RNA-bindende Proteine, die zur 

Destabilisierung der mRNA beitragen [448]. Zudem wird die IL6-mRNA durch die 

Nuklease Regnase-1 abgebaut [302].   

 

5.5 Aktivierung profibrotischer Signalwege durch Telomerverkürzung 

Es ist bekannt, dass eine Telomerverkürzung allein, zumindest im Mausmodell, ohne 

„Second Hit“ nicht zur Entstehung einer pulmonalen Fibrose führt [266].  

Dennoch ist die Regenerationsfähigkeit des Alveolarepithels verringert. F3 Terc(-/-)-

Mäuse besitzen im Vergleich zu Wt-Mäusen weniger bronchopulmonale Stammzellen 

und Typ-II-Pneumozyten, dementsprechend regeneriert sich ihr Lungengewebe nach 

einer partiellen Pneumonektomie wesentlich schlechter als das von Wildtyp-Tieren [209]. 

Diese verringerte Regenerationsfähigkeit hat eine Neigung zur Fibrose zur Folge: Auf 

einen „Second Hit“ mit Bleomycin oder LPS reagieren F2/F3 Terc(-/-)-Mäuse mit deutlich 

stärkerer Fibroseentwicklung als WT-Tiere [284]. Die in der vorliegenden Arbeit 

untersuchten F3 Terc(-/-)-Mäuse zeigten ebenfalls keine spontane Fibroseentwicklung 

(Abb. 23). Es wurde untersucht, ob sich dennoch bereits im Ruhezustand eine 

Fibroseneigung bzw. die Aktivierung profibrotischer Signalwege abzeichnete.  

Hierfür wurde die Expression von Pai1 per RT-PCR aus Lungengewebe der Terc(-/-)-

Mäuse untersucht. Per Western Blot wurde die pulmonale Proteinexpression von 

Arginase-1 und Integrin-β6 untersucht und per IHC die Proteinexpression von TGF-β und 

Arginase-1. Aus telomeraseinhibierten A549-Zellen wurde per RT-PCR die 

Genexpression von CTGF, EDN1, PAI1, TGFB1, TGFBR2, VEGFA, PLAT und PLAU 

untersucht. 

PAI1 ist für die Wundheilung unerlässlich, da es über Inhibition von uPA und tPA den 

Abbau von Proteinen der EZM und die Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen 

hemmt. Dauerhafte PAI1-Aktivierung kann über diesen Mechanismus jedoch zu Fibrose 
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führen [430]. Passend hierzu ist die PAI-Expression in fibrotischen Erkrankungen erhöht. 

Beispielsweise exprimieren dermale Fibroblasten aus Sklerodermiepatienten deutlich 

mehr PAI1 als Fibroblasten aus gesunder Haut [462]. In der BAL von IPF-Patienten 

finden sich ebenso signifikant höhere PAI1-Level als in der BAL gesunder Kontrollen 

[249].  Pai1-Deletion schwächt die bleomycininduzierte Fibrose im Mausmodell deutlich 

ab [214]. In vitro wird Pai1 in murinen AECII stromabwärts von TGF-β aktiviert und 

vermittelt die Sekretion der profibrotischen Mediatoren PDGF, Interleukin-4 und 

Interleukin-13 [381]. Die Aktivierung von PAI1 durch TGF-β wurde dabei für viele 

unterschiedliche Zelltypen beschrieben, der genaue molekulare Mechanismus 

unterscheidet sich jedoch je nach Gewebe [151]. 

Interessanterweise war in den Lungen der Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen die Pai1-

Expression im Vergleich zum Wildtyp unverändert, während die telomeraseinhibierten 

A549-Zellen zu jedem untersuchten Zeitpunkt eine signifikant höhere PAI1-Expression 

zeigten als die unbehandelten A549-Zellen (Abb. 26, Abb. 42).  

Die Erhöhung der PAI1-Expression in telomeraseinhibierten A549-Zellen (T-) steht im 

Einklang mit bisher publizierten Ergebnissen. Wie bereits in Kapitel 5.3 ausgeführt, ist 

PAI1 ein Mediator und Marker der Seneszenz sowohl in humanen als auch in murinen 

Zellen [381, 510]. Dabei besteht ein direkter Zusammenhang zwischen PAI1 und der 

Telomerlänge: In humanen Zellen verkürzt sich die durchschnittliche Telomerlänge pro 

Jahr um ca. 26 bp [419]. Gleichzeitig steigen die PAI1-Serumlevel mit zunehmendem 

Alter an [176]. Peng et al. konnten in einer Studie in einer Population amerikanischer 

Ureinwohner nachweisen, dass ein hohes PAI1-Serumlevel mit kurzer durchschnittlichen 

Telomerlänge in Leukozyten korreliert. Diese Korrelation blieb auch nach 

altersabhängiger Korrektur der Telomerlänge bestehen [363].  

Warum die Pai1-Expression in den in der vorliegenden Arbeit per RT-PCR untersuchten 

Lungen der F3 Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse nicht erhöht war, bleibt unklar. Auch in Mäusen 

wird die Seneszenz über Pai1 vermittelt, Pai(-/-)-Mäuse sind resistent gegen TGF-β-

induzierte Seneszenz [381]. In der vorliegenden Arbeit waren die Seneszenzmarker Cip1 

in beiden KO-Mauslinien und Cdkn2a zumindest in den Terc(-/-)-Mäusen in der 

pulmonalen RT-PCR im Vergleich zu Wt-Tieren signifikant erhöht (Abb. 26), sodass 

man eigentlich auch ein erhöhtes Pai1-Level erwarten könnte. Denkbar ist jedoch, wie 

bereits in Kapitel 5.3 erwähnt, dass PAI1 in den in telomeraseinhibierten A549-Zellen (T-

) aufgrund der CDKN2A-Deletion zur Seneszenzerhaltung essentiell ist, während diese 

Aufgabe in den KO-Mäusen durch p16 übernommen werden kann. Die fehlende Pai1-
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Erhöhung passt auch zur Beobachtung, dass die telomerasedefizienten Mäuse trotz kurzer 

Telomere keine Fibrose entwickelten.  

Wie bereits ausgeführt, ist PAI1 ein direkter Inhibitor der Serinproteasen tPA und uPA. 

Diese Inhibition geschieht durch Bildung äquimolarer 1:1-Komplexe mit den beiden 

Plasminogenaktivatoren [126]. Um die Auswirkungen der beobachteten erhöhten PAI1-

Expression zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von PLAT 

und PLAU per RT-PCR aus telomeraseinhibierten A549-Zellen analysiert. Über den 

Beobachtungszeitraum von 19 Wochen blieb die Expression von PLAU unverändert und 

unterschied sich zwischen T+ und T- nicht. Im Gegensatz dazu war die PLAT-Expression 

in jeder untersuchten Passage in T- signifikant höher als in T+, nahm jedoch insgesamt 

mit der Zeit ab (Abb. 42). Denkbar ist, dass die PLAT-Expression kompensatorisch erhöht 

war, um die vermehrte PAI1-Expression auszugleichen. Unklar ist jedoch, warum die 

PLAT-Expression über die Zeit abnahm und warum PLAU nicht ebenfalls 

kompensatorisch verstärkt exprimiert wurde. Zu bedenken ist, dass sich tPA und uPA 

zwar strukturell ähneln und beide sowohl Plasmin als auch MMP's aktivieren können, sie 

davon abgesehen jedoch deutlich unterschiedliche biologische Aufgaben erfüllen und es 

somit nicht verwundern sollte, wenn sie differenziell reguliert werden [148, 201, 543]. 

Während tPA - fibrinabhängig und intravaskulär - primär für die Aktivierung von Plasmin 

im Rahmen der Auflösung von Fibrinthromben zuständig ist, spielt das meist 

rezeptorgebunden auf der Zelloberfläche vorliegende uPA darüber hinaus eine wichtige 

Rolle bei Zelladhäsion, -migration und EZM-Abbau [148, 521, 543]. Zudem ist uPA an 

der Regulation der AECII-Apoptose beteiligt [54]. 

Bei bereits in Passage 11 nach nur einer Woche Kultivierung in T- deutlich erhöhter 

PLAT-Expression ist auch ein Off-Target-Effekt der Telomeraseinhibition nicht 

auszuschließen.  

Eine andere Erklärung für die erhöhte PLAT-Expression in T- ist die Seneszenz der 

telomeraseinhibierten A549-Zellen. West et al. konnten per Northern Blot in vitro zeigen, 

dass in seneszenten humanen Hautfibroblasten die Expression von PLAT im Vergleich zu 

proliferierenden Zellen zunimmt [492]. Dies könnte auch in den in der vorliegenden 

Arbeit untersuchten telomeraseinhibierten A549-Zellen eine Rolle gespielt haben. 

Einschränkend muss allerdings erwähnt werden, dass West et al. in derselben Publikation 

beschrieben, dass sich die PLAT-Expression zwischen seneszenten und proliferierenden 

humanen Lungenfibroblasten nicht unterschied [492]. Folglich unterscheidet sich die 
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PLAT-Expression zwischen unterschiedlichen seneszenten Zelltypen deutlich und es 

bleibt fraglich, ob die Ergebnisse auf die A549-Zellen übertragbar sind.  

Auch die Folgen der erhöhten PLAT-Expression lassen sich kaum abschätzen. Einerseits 

wurde in der vorliegenden Arbeit nur die Genexpressionsebene untersucht, daraus lässt 

sich nicht sicher auf die Expression des tPA-Proteins schließen. Andererseits wurde in T- 

ebenfalls per RT-PCR eine signifikant erhöhte PAI1-Expression beobachtet (Abb. 42). 

Es ist möglich, dass eine vermehrte tPA-Produktion aufgrund der Inhibition von tPA 

durch PAI1 gar nicht zu erhöhter Aktivität der Serinprotease führte. Hinzu kommt, dass 

zur Wirkung von tPA auf den Fibroseprozess widersprüchliche Daten vorliegen: Auf der 

einen Seite gilt tPA als antifibrotisches Enzym, das direkt oder über Plasminspaltung 

MMP's aktivieren und somit die übermäßige Akkumulation von EZM-Bestandteilen wie 

Kollagen verhindern kann [201, 430]. Andererseits ist tPA unabhängig von seiner 

proteolytischen Funktion auch als Zytokin wirksam. In dieser Funktion wirkt es in 

murinen renalen Fibroblasten und Myofibroblasten in vitro und in vivo über Extracellular 

Signal-Regulated Kinase1/2 (Erk1/Erk2)-Phosphorylierung antiapoptotisch [200]. 

Folglich sind Plat(-/-)-Mäuse weniger anfällig für renale Fibrose durch Ureterobstruktion 

[517]. Auch in murinen Lungenfibroblasten in vitro konnten Chen et al. einen Erk1/Erk2-

vermittelten proliferationsfördernden Effekt von tPA nachweisen [80]. Weiterhin wies 

die Gruppe per IHC in Lungen mit inhalativem Bleomycin behandelter Mäuse eine 

vermehrte tPA-Expression nach [80].  

TGF-β ist ein ubiquitär synthetisiertes Zytokin, das an diversen Signalwegen beteiligt ist. 

Zu diesen gehören beispielsweise die Regulation von Differenzierung, Proliferation und 

Apoptose unterschiedlicher Zelltypen und die Kontrolle der EZM-Synthese. Auf diese 

Weise ist TGF-β an Embryogenese, Wundheilung, Immunantwort und Tumorentstehung 

beteiligt [399].  

Weiterhin übt TGF-β über unterschiedliche Signalwege eine starke profibrotische 

Wirkung aus. Einerseits hemmt TGF-β in vitro die Proliferation der als Progenitorzellen 

geltenden Typ-II-Pneumozyten [397]. Gleichzeitig fördert TGF-β in vitro in murinen 

AECII deren Differenzierung zu Typ-I-Zellen [542]. Auf der anderen Seite regt TGF-β 

in embryonalen Mausfibroblasten in vitro deren Proliferation sowie Kollagenproduktion 

an [507]. In humanen pulmonalen Fibroblasten bewirkt eine TGF-β- Behandlung in vitro 

die Differenzierung zu matrixproduzierenden Myofibroblasten [68]. In aus Ratten 

isolierten AECII in vitro kann durch TGF-β die EMT zu myofibroblastenähnlichen Zellen 
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ausgelöst werden. Hierdurch gehen gleichzeitig Progenitorzellen verloren und die Zahl 

profibrotischer Myofibroblasten nimmt zu [495].  

In der vorliegenden Arbeit wurde die TGF-β -Expression per IHC in Lungenschnitten 

von F3 Terc(-/-)- und F3 Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen untersucht und mit der in Wt-Mäusen 

verglichen. In den Wildtyp-Tieren war keine TGF-β-Expression nachweisbar. Im 

Gegensatz dazu fand sich in beiden KO-Stämmen eine robuste TGF-β-Expression in 

pulmonalen Makrophagen (Abb. 31).  

Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen von Liu et al., die im WB aus 

den Lungen von F3 Terc(-/-)-Mäusen eine im Vergleich zum Wt deutlich erhöhte 

Expression von TGF-β nachweisen konnten [284]. Zudem zeigte sich sowohl in den F2 

als auch in den F3 Terc(-/-)-Mäusen im pulmonalen WB ein markanter Anstieg der 

Expression von phosphoryliertem Smad3 [284]. SMAD3 und SMAD2 werden in 

Säugetieren stromabwärts von rezeptorgebundenem TGF-β phosphoryliert und 

translozieren im Komplex mit SMAD4 in den Nukleus, wo die drei SMAD's als 

Transkriptionsfaktoren wirken [331]. 

Die TGF-β-Expression in den Lungen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Terc(-

/-)-KO-Mäuse kolokalisierte mit der Expression des Makrophagenmarkers F4/80 (Abb. 

31). Dies war erwartet worden, da in der Literatur in murinen Lungen 

Alveolarmakrophagen als wichtigste Tgfb1 -Quelle beschrieben wurden [531]. Allerdings 

sind sie nicht die einzige Quelle: Yu et al. konnten in gesundem murinen Alveolarepithel 

per PCR eine geringe Tgfb1-Expression nachweisen [531]. Auch in humanen Lungen 

konnte per IHC eine schwache Expression von TGF-β in Alveolarepithel gezeigt werden. 

In Lungen von IPF-Patienten war das TGF-β-Proteinlevel im Alveolarepithel dagegen 

deutlich erhöht [48]. 

Passend hierzu wiesen die in der vorliegenden Arbeit per RT-PCR untersuchten A549-

Zellen ein geringes basales Level an TGFB1 auf. In den telomeraseinhibierten A549-

Zellen war die TGFB1-Expression dagegen zu jedem untersuchten Zeitpunkt signifikant 

erhöht und stieg während des Beobachtungszeitraums weiter an (Abb. 42). Man kann also 

schließen, dass eine Telomerverkürzung die Produktion von TGF-β sowohl in murinen 

Alveolarmakrophagen als auch in humanen Typ-II-Zellen erhöht. 

Es ist gut möglich, dass dies durch die durch Telomerverkürzung induzierte Seneszenz 

bedingt ist, deren Marker in der vorliegenden Arbeit sowohl in den A549-Zellen als auch 

in den KO-Mäusen erhöht waren (Abb. 24-26, Abb. 38, Abb. 42). TGF-β ist als 

Bestandteil des SASP bekannt  [459]. Zudem kann TGF-β selbst eine Seneszenzinduktion 
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verursachen: Werden humane Bronchialepithelzellen in vitro mit TGF-β behandelt, 

entwickeln sie einen seneszenten Phänotyp mit erhöhter β-Galactosidaseaktivität und 

verstärkter p21-Proteinexpression [315]. Die Seneszenzinduktion durch TGF-β wurde 

auch für andere Zelltypen wie beispielsweise Fibroblasten und hepatozelluläre 

Karzinomzellen beschrieben [107, 415].   

Die TGF-β-Expression könnte eventuell mit für die in der vorliegenden Arbeit 

aufgefallene verringerte Surfactantproteinproduktion in den Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-

GFP-Mäusen verantwortlich sein. Zhao et al. konnten in vitro in murinen Typ-II-Zellen 

nachweisen, dass TGF-β-Behandlung die Expression von Sftpa, Sftpb und Sftpc 

signifikant senkt. Auch auf der Proteinebene konnten sie im WB und per 

Immunfluoreszenz eine deutlich reduzierte Expression von proSP-C nachweisen [542].   

TGF-β bindet direkt an TGFBR2, der daraufhin TGFBR1 bindet, phosphoryliert und 

somit aktiviert [331, 501]. Wie bereits erwähnt, phosphoryliert TGFBR1 im Rahmen des 

kanonischen TGF-β-Signalweges  seinerseits SMAD2 und SMAD3, die im Komplex mit 

SMAD4 in den Nukleus translozieren, wo sie als Transkriptionsfaktoren wirken [331, 

501].  Weiterhin laufen auch alle bekannten nichtkanonische Signalwege über TGFBR2 

[333]. Ein Beispiel für einen nichtkanonischen Signalweg ist die Phosphorylierung und 

Aktivierung von Erk durch TGF-β, die erstmals 2007 von Lee et al. in vitro in 

Meerkatzen-Fibroblasten und pulmonalen Nerz-Epithelzellen beschrieben wurde [268].  

In der vorliegenden Arbeit wurde die TGFBR2-Expression in telomeraseinhibierten 

A549-Zellen per RT-PCR untersucht. Interessanterweise war die TGFBR2-Expression in 

Passage 19 und 46 in T- signifikant höher als in T+, während es zu Beginn der 

Untersuchungen in Passage 11 genau umgekehrt war (Grafik 42). 

Rojas et al. konnten in vitro in einer humanen Kolonkarzinomlinie zeigen, dass das 

Ausmaß der TGFBR2-Expression linear mit der Menge an phosphoryliertem ERK 

korreliert. Auch die SMAD2-Phosphorylierung nahm mit zunehmender TGFBR2-

Expression zu, wenn auch nicht linear [392]. Es ist gut vorstellbar, dass die in der 

vorliegenden Arbeit beobachtete vermehrte TGFBR2-Expression in T- ebenfalls zu einer 

Verstärkung der Signalweiterleitung stromabwärts des profibrotischen Zytokins TGF-β 

führte. Es muss jedoch bedacht werden, dass auch hier in der vorliegenden Arbeit nur die 

Genexpressionsebene untersucht wurde. Zudem ist nicht klar, inwieweit die Ergebnisse 

von Rojas et al. auf A549-Zellen übertragbar sind. Auch der Grund für die initial in T+ 

höhere TGFBR2-Expression bleibt ungeklärt. 
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TGF-beta liegt in der EZM gebunden an LAP und LTBP vor [496]. Aus diesem Komplex 

kann es einerseits durch Proteolyse, andererseits auch durch mechanischen Stress 

freigesetzt werden [496, 530]. Dieser mechanische Stress entsteht beispielsweise durch 

die Kombination einer, wie in fibrotischen Erkrankungen, starren extrazellulären Matrix 

mit der Kontraktion von Myofibroblasten [496]. Die Myofibroblastenkontraktion wird 

dabei über Integrine wie das αvβ6-Integrin übertragen, die an LAP über dessen RGD-

Sequenz binden [327].   

In der vorliegenden Arbeit wurde die pulmonale Expression der β6-Untereinheit des 

αvβ6-Integrins per WB aus Lungengewebe von F3 Terc(-/-)- und F3 Terc(-/-)/SPC-GFP-

Mäusen untersucht. In beiden KO-Stämmen waren die Integrin-β6-Level im Vergleich 

zum Wt erhöht, wobei dieser Unterschied nur in den Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen statistisch 

signifikant war. Interessanterweise lässt sich in gesundem humanen Lungengewebe per 

IHC kein αvβ6-Integrin nachweisen, während IPF-Lungen eine ausgeprägte Integrin 

αvβ6-Expression in an fibrotische Bereiche angrenzenden Typ-I- und Typ-II-

Pneumozyten aufweisen [196]. Die WB-Befunde aus der vorliegenden Arbeit zeigen, 

dass kurze Telomere ausreichend sind, um eine erhöhte Integrin αvβ6-Proteinexpression 

zu verursachen. Dieser Mechanismus könnte auch in der IPF eine Rolle spielen.  

Welche Folgen hat nun diese verstärkte Integrinexpression? Integrin αvβ6 ist für die 

epithelständige Aktivierung von TGF-β essentiell. Dies zeigt sich daran, dass in mit 

inhalativem Bleomycin behandelten Mäusen die pulmonale Expression des Integrins 

stark ansteigt. Infolgedessen entwickeln die Mäuse eine Fibrose, die durch ein Knockout 

der β6-Untereinheit verhindert werden kann [328]. Die Inhibition des αvβ6-Integrins ist 

damit ein interessanter neuer Therapieansatz für die IPF. Studien hierzu haben jedoch 

bisher ambivalente Ergebnisse geliefert. So mussten die Phase II-Studien des subkutan 

zu verabreichenden αvβ6-Antikörpers BG00011 aufgrund in der Interventionsgruppe 

vermehrt auftretenden akuten Exazerbationen und im Vergleich zur Placebogruppe 

verstärkter Fibroseentwicklung sowie stärkerem FVC-Verlust abgebrochen werden 

[289]. Auch die Studien zum inhalativen αvβ6-Inhibitor GSK3008348 und zum Pan-αv 

Integrin Inhibitor IDL-2965 wurden nach Phase I abgebrochen [289, 478]. Im Gegensatz 

dazu lieferte die Phase-II-Studie von McIsaac et al. vielversprechende Ergebnisse: Hier 

konnte für den oral verfügbaren dualen αvß6/αvß1-Inhibitor über den 12-

Wochenzeitraum der Studie nachgewiesen werden, dass sowohl der radiologische 

Progress der Lungenfibrose als auch der FVC-Verlust in der Interventionsgruppe im 

Vergleich zur Placebogruppe verringert war [259] 
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Alternativ aktivierte M2-Makrophagen sind essentiell für die Reparatur von 

Epithelverletzungen. Sie sezernieren entzündungshemmende Zytokine wie IL-10, 

induzieren die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten, regen die 

Kollagenproduktion an und räumen apoptotische Zellen ab [64, 199, 267]. Genau über 

diese eigentlich protektiven Mechanismen spielen M2-Makrophagen jedoch auch eine 

wichtige Rolle bei der Entstehung fibrotischer Erkrankungen. Effektoren sind dabei die 

von M2-Makrophagen sezernierten Zytokine TGF-β, PDGF, Insulin-like Growth Factor 

I und Galactin-3 [64]. Kokultur von M2-Makrophagen und murinen pulmonalen 

Stammzellen induziert die Differenzierung der Stammzellen zu Myofibroblasten [199]. 

Humane Trachealfibroblasten in einer in vitro-Kokultur mit M2-Makrophagen zeigen 

eine deutlich erhöhte Kollagensynthese [322]. Werden murine Alveolarepithelzellen 

gemeinsam mit M2-Makrophagen kultiviert, differenzieren sie sich zu Myofibroblasten. 

Diese EMT kann durch TGF-β-Blockade verhindert werden [545]. Dementsprechend ist 

es wenig überraschend, dass in IPF-Lungen die Zahl der fibrosefördernden M2-

Makrophagen die der proinflammatorischen M1-Makrophagen weit übersteigt [199]. 

Auch im Bleomycin-Mausmodell sind M2-Makrophagen dominierend. Wird die M2-

Polarisation vor Bleomycin-Exposition in vivo gehemmt, so wird die durch Bleomycin 

induzierte Fibrose deutlich abgeschwächt [360].  

Als Marker muriner M2-Makrophagen gilt das Enzym Arginase-1, das die Spaltung von 

Arginin in Ornithin und Harnstoff katalysiert [326]. Im Einklang mit der vermehrten M2-

Infiltration bei fibrotischen Erkrankungen ist die Arginase-Expression im Bleomycin-

Mausmodell sowohl auf der Gen- als auch auf der Proteinebene signifikant erhöht [240].  

Arginase-1 ist in murinen Lungen jedoch nicht nur in M2-Makrophagen, sondern auch in 

interstitiellen Fibroblasten und im Bronchialepithel nachweisbar [240]. Insbesondere die 

Fibroblasten-Arginase stellt dabei auch unabhängig von der Makrophagenpolarisation 

einen profibrotischen Faktor dar, denn das durch Arginase-1 produzierte Ornithin ist ein 

wichtiger Ausgangsstoff für Prolin, den Hauptbestandteil von Kollagen. Eine Inhibition 

von Arginase-1 in pulmonalen Rattenfibroblasten bewirkt eine Senkung der 

Kollagensynthese um ⅓ [487]. Auch in humanen Lungen korreliert der Arginase-1-

Gehalt mit der Fibroseentwicklung: Während sich in gesundem humanem Lungengewebe 

per Immunfluoreszenz nur geringe Mengen an Arginase-1 in der Umgebung der 

Blutgefäße nachweisen lässt, zeigen IPF-Lungen eine Anreicherung von Arginase-1 

insbesondere in Fibroblasten [319].  
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Arginase-1-Expression in Terc(-/-)- bzw. Terc(-/-

)/SPC-GFP-Mäusen per WB aus Lungengewebe untersucht. Im Vergleich zum Wt wurde 

in beiden KO-Linien ein höheres Arginase-1-Level nachgewiesen (Abb. 34). Dieser 

Unterschied erreichte nur in den Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen Signifikanz. Per IHC ließ sich 

nachweisen, dass Arginase-1 mit dem Makrophagenmarker F4/80 kolokalisierte, wobei 

die Zahl der doppelt positiven Zellen in den KO-Mäusen höher war als im Wt (Abb. 35). 

Die pulmonale Gesamtzahl der Makrophagen war in den KO-Mäusen etwas, aber nicht 

signifikant, niedriger als in den Wt-Mäusen (Abb. 31). Folglich war das erhöhte 

Arginase-1-Level in diesen Mäusen nicht durch die Zahl der Makrophagen bedingt. Dies 

spricht dafür, dass Telomerverkürzung in murinen Lungen eine M2-Polarisation der 

pulmonalen Makrophagen verursachen kann. Die erhöhte Zahl an M2-Makrophagen und 

die vermehrte Arginase-1-Expression gehen dabei mit der oben beschriebenen 

Fibrosetendenz einher, sind aber offensichtlich allein nicht ausreichend, um in Terc(-/-)-

Mäusen eine pulmonale Fibrose auszulösen. 

Interessanterweise wurde darüber hinaus in allen Stämmen in der pulmonalen IHC eine 

Kolokalisation von Ttf1 mit Arginase-1 beobachtet, wobei kein Unterschied zwischen 

den Wildtyptieren und den KO-Mäusen erkennbar war (Abb. 35). Ttf-1 wird in 

zilienlosen Bronchialepithelzellen wie Club-Zellen und Typ-II-Pneumozyten exprimiert 

[204]. Man kann also davon ausgehen, dass auch murine AECII Arginase-1 exprimieren. 

Allerdings wird diese Expression wohl nicht durch die Telomerlänge beeinflusst, da sich 

die Zahl der Zellen mit Kolokalisation von Ttf1 und Arg1 zischen Wt- und KO-Mäusen 

nicht unterschied (Abb. 35).  

F3 Terc(-/-)-Mäuse besitzen kürzere Telomere als Wildtyp-Tiere desselben Stammes 

[266]. Zudem weisen sie in ihren Lungen, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, erhöhte 

Level der Seneszenzmarker Cip1/p21 und Cdkn2a/p16 auf (Abb. 24-26).  In gewissem 

Sinne stellen sie damit eine Art Alterssimulation dar, da die durchschnittliche 

Telomerlänge im Alter ebenfalls abnimmt, während die Zahl seneszenter Zellen ansteigt 

[75]. Interessanterweise wurde ein altersbedingter Anstieg des M2-Anteils an der 

gesamten Makrophagenzahl bereits für humane und murine Muskelbiopsien sowie für 

murine Ovarialzellen in vivo beschrieben [105, 485, 541]. Cui et al. untersuchten in den 

humanen Muskelbiopsien darüber hinaus die Expression von CIP1 und CDKN2A, die mit 

zunehmendem Alter parallel zur steigenden M2-Makrophagenzahl anstieg [105]. 

Telomerverkürzung, egal ob durch Telomerase-KO oder durch biologische 

Alterungsprozesse verursacht, fördert folglich die Makrophagenpolarisation in Richtung 
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der fibrosefördernden M2-Makrophagen. Dies spricht dafür, dass die in IPF-Patienten 

beobachteten kurzen Telomere einen möglichen Einflussfaktor auf die hier ebenfalls 

beobachtete verstärkte pulmonale M2-Polarisation  darstellen könnten [12, 199].  

Es ist unklar, ob der im WB beobachtete erhöhte Arginase-1-Proteinspiegel in den KO-

Mäusen noch auf weitere Zellen außer M2-Makrophagen und Typ-II-Zellen bzw. Club-

Zellen zurückzuführen ist, da hierzu keine Untersuchungen gemacht wurden. Eine mit 

zunehmendem Alter (und damit kürzeren Telomeren) verstärkte Proteinexpression von 

Arginase-1 wurde jedoch bereits für unterschiedliche Gewebetypen beschrieben, unter 

anderem für humane Endothelzellen und für Myozyten aus Ratten [300, 320]. 

M2-Makrophagen synthetisieren diverse profibrotische Zytokine, beispielsweise CTGF 

[536]. Die CTGF-Transkription wird stromabwärts von TGF-β über SMAD's induziert. 

Auf diesem Weg gilt CTGF als primärer Mediator der TGF-β-induzierten Lungenfibrose 

[127]. Die CTGF-Synthese ist jedoch nicht auf M2-Makrophagen beschränkt: Im 

Lungengewebe von IPF-Patienten konnten Pan et al. per IHC nachweisen, dass auch 

hyperplastische Typ-II-Alveolarepithelzellen und aktivierte Myofibroblasten CTGF 

synthetisieren [359]. Auch in murinen Lungen steigt die CTGF-Expression nach 

Bleomycin-Exposition signifikant an [262]. Die Bedeutung der Transkriptionsinduktion 

von CTGF stromabwärts von TGF-β wird deutlich, wenn man sich die Ergebnisse von 

CTGF-Knockdown- beziehungsweise CTGF-KO-Experimenten ansieht. Praktisch alle 

TGF-β-vermittelten profibrotischen Effekte werden durch Inhibition von CTGF 

abgeschwächt oder sogar komplett aufgehoben: Humane und Rattenfibroblasten werden 

in vitro durch TGF-β-Behandlung aktiviert und steigern die Kollagensynthese. 

Antikörper gegen CTGF blockieren diesen Anstieg [125]. In humanen Orbitalfibroblasten 

in vitro bewirkt ein Knockdown von CTGF eine deutliche Abschwächung der TGF-β-

induzierten Synthese von Fibronektin und dem Myofibroblastenmarker α- SMA [461]. 

Auch die durch TGF-β-Behandlung ausgelöste EMT in humanen Lungenepithelzellen 

lässt sich in vitro durch CTGF- Small Interfering RNA (siRNA) stark reduzieren [435].  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von CTGF in A549-Zellen mit 

inhibierter Telomerase per RT-PCR untersucht. Während in den unbehandeltem 

Kontrollzellen zu keinem Zeitpunkt CTGF-mRNA nachgewiesen werden konnte, zeigte 

sich in telomeraseinhibierten A549-Zellen (T-) in Passage 11 und 46 eine moderate 

CTGF-Expression. Zwischenzeitlich, in Passage 19, stieg die CTGF-Expression 

signifikant an, um dann in Passage 46 wieder auf das Ausgangsniveau zu sinken (Abb. 

42). Die in T+ fehlende CTGF-Expression stimmt mit den Ergebnissen von Pan et al. 
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überein, die in Typ-II-Zellen gesunder Lungen per IHC nur eine sehr schwache 

Expression von CTGF nachweisen konnten [359]. Die in T- erhöhte CTGF-Expression 

ist ebenfalls wenig verwunderlich, da in T- auch die Expression von TGFB1 deutlich 

erhöht war (Abb. 42). Wie bereits ausgeführt, ist CTGF ein Zielgen der SMAD-

Transkriptionsfaktoren, die stromabwärts von TGF-β aktiviert werden [127]. Warum das 

CTGF-Level in T- jedoch nach dem Anstieg in Passage 19 wieder stark abfiel, bleibt 

unklar. Auffällig ist, dass exakt der gleiche Expressionsverlauf in T- auch für IL6 

beobachtet wurde (Abb. 42). Sowohl IL-6 als auch CTGF sind SASP-Bestandteile [98, 

233]. Dies erklärt den Expressionsverlauf jedoch nicht, da die anderen in T- untersuchten 

SASP-Marker PAI1, TGFB1, VEGFA und EDN1 eine mit höherer Passagenzahl 

ansteigende oder zumindest stabil hohe Expression aufwiesen (Abb. 42).  Ein positiver 

Zusammenhang zwischen IL-6 und CTGF wurde bisher nur für humane 

Synovialfibroblasten nachgewiesen. Hier induziert CTGF über Bindung an Integrin αvβ6 

und die Aktivierung von ASK1 die Transkription von IL6 [283]. Es ist jedoch fraglich, 

inwieweit diese Beobachtung auf A549-Zellen übertragbar ist. Zu beachten ist hier 

insbesondere, dass in humanen und Rattenhepatozyten in vitro genau das Gegenteil 

nachgewiesen wurde: Hier senkt eine Behandlung mit IL-6 die Proteinexpression von 

CTGF massiv [161]. Insgesamt scheint der Zusammenhang zwischen IL-6 und CTGF 

also gewebsspezifisch unterschiedlich zu sein.  

Die Erhöhung der CTGF-Expression durch kurze Telomere wurde bereits von Westhoff 

et al. beschrieben, die in vivo in den Nieren von G4 Terc(-/-)-Mäusen in Reaktion auf einen 

Reperfusionsschaden im Vergleich zu Wildtypmäusen erhöhte CTGF-Proteinlevel 

nachweisen konnten. Allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant [493]. 

Möglicherweise ist die Ursache der auch in der vorliegenden Arbeit beobachteten 

erhöhten CTGF-Expression in T- in der durch die kurzen Telomere verursachten 

Seneszenz zu suchen. CTGF wurde in humanen Fibroblasten als Bestandteil des SASP 

beschrieben und ist in vitro auch in der Lage, diese seneszent werden zu lassen [216, 233]. 

Auch der in den A549-Zellen beobachtete ER-Stress (Abb. 38) könnte einen 

Einflussfaktor auf die CTGF-Expression darstellen. Takahashi et al. konnten zeigen, dass 

ER-Stress, vermittelt über den IRE1-Arm der UPR, in  humanen Granulosazellen in vitro 

mit einer erhöhten CTGF-Expression einhergeht [444].  

Auch hier muss bei der Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wieder 

bedacht werden, dass die CTGF-Expression nur per RT-PCR, d.h. auf der 

Genexpressionsebene, untersucht wurde. CTGF wird extensiv posttranskriptionell 



 

139 

 

reguliert, beispielsweise inhibiert die Bindung der micro-RNA 26a an CTGF dessen 

Translation [253, 277]. Folglich kann aus der Erhöhung der CTGF-Transkription in T- 

nur bedingt auf eine Erhöhung des CTGF-Proteinlevels geschlossen werden.  

Darüber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von EDN1 in T- per RT-

PCR untersucht. Die EDN1-Expression war zu jedem untersuchten Zeitpunkt in T- 

signifikant höher als in T+ und stieg zudem über den Beobachtungszeitraum weiter an 

(Abb. 42).  

Ein Zusammenhang zwischen kurzen Telomeren und einer verstärkten EDN1-Expression 

wurde bereits von Pérez-Rivero et al. beschrieben, die in F3 Terc(-/-)-Mäusen im Vergleich 

zu Wildtypmäusen erhöhte EDN1-Serumlevel nachweisen konnten [364]. Im Gegensatz 

hierzu fanden Cheng et al. in humanen Probanden keinen Zusammenhang zwischen dem 

EDN1-Serumlevel und der Leukozyten-Telomerlänge [85]. Es ist dennoch gut 

vorstellbar, dass die in der vorliegenden Arbeit beobachtete erhöhte EDN1-Expression 

auf die Telomerverkürzung zurückzuführen ist. Hierfür spricht auch der zunehmende 

Anstieg in T- über die Zeit, da sich die Telomere der A549-Zellen mit jeder Teilung weiter 

verkürzten. Einen weiteren Einflussfaktor könnte die in T- ebenfalls beobachtete erhöhte 

TGFB1-Expression darstellen (Abb. 42), da die EDN1-Transkription stromabwärts von 

TGF-β induziert wird [391].   

Die Erhöhung des EDN1-Levels in T- passt zu dem hier allgemein beobachteten Trend 

zur Ausschüttung profibrotischer Mediatoren, der im Verlauf dieses Kapitels bereits 

beschrieben wurde. EDN1 wurde zwar primär als Vermittler der Broncho- und 

Vasokonstriktion entdeckt, ist jedoch auch für die physiologische Wundheilung 

unverzichtbar [442]. Fibrose ist nichts anderes als eine überschießende 

Wundheilungsreaktion. Folglich verwundert es nicht, dass sich in IPF-Lungen deutlich 

mehr EDN1-Protein nachweisen lässt als in Lungen gesunder Probanden [403]. Das 

Alveolarepithel sowie Alveolarmakrophagen aus IPF-Lungen sezernieren signifikant 

höhere Mengen an EDN1 als Epithel und Makrophagen gesunder Lungen [403, 418]. Die 

in der vorliegenden Arbeit untersuchten A549-Zellen als Typ-II-Zellmodell spiegeln 

durch ihre verkürzten Telomere also die vermehrte EDN1-Produktion des 

Alveolarepithels in der IPF wider.  

Zur Fibroseentstehung trägt EDN1 auf vielfältige Weise bei: In humanen Fibroblasten in 

vitro verstärkt eine Behandlung mit EDN1 die Kollagensynthese und regt Proliferation 

sowie Myofibroblastendifferenzierung an [218, 418]. Weiterhin wirkt Edn1 in vitro 

chemotaktisch auf Rattenfibroblasten und induziert in aus Ratten isolierten AECII die 
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EMT [211, 362]. Passend hierzu entwickeln Mäuse, die das humane EDN1-Gen pulmonal 

überexprimieren, im Alter eine Lungenfibrose [190].  

EDN1 wirkt nicht nur fibrosefördernd. Eventuell könnte die in T- beobachtete erhöhte 

EDN1-Expression darüber hinaus einen Beitrag zur Entstehung des hier beobachteten 

ER-Stresses (Abb. 38) geleistet haben. Damit könnte EDN1 eine Verbindung zwischen 

kurzen Telomeren und ER-Stress darstellen: EDN1 wirkt über die Endothelinrezeptoren 

A und B (ET-A, ET-B) [22, 402]. Die für die beiden Rezeptoren kodierenden mRNA's 

wurden unter anderem in A549-Zellen nachgewiesen [112]. ET-A und ET-B sind G-

proteingekoppelt, ihre Aktivierung bewirkt über mehrere Zwischenschritte die 

Freisetzung von Inositoltriphosphat (IP3). Dieses kann an IP3-Rezeptoren im ER binden, 

wodurch der Ausstrom von Calcium aus dem ER ausgelöst wird [197]. Dies kann zur 

Calciumdepletion im ER führen, was wiederum ER-Stress nach sich zieht [15]. ER-

Stressauslösung und Aktivierung der UPR durch EDN-1-Einwirkung wurden in 

unterschiedlichen Zellen nachgewiesen, beispielsweise in vitro in humanen 

Trophoblastenzellen und humanen glatten Muskelzellen [210, 520]. Es ist denkbar, dass 

dieser Mechanismus auch in den in der vorliegenden Arbeit untersuchten 

telomeraseinhibierten A549-Zellen zum Tragen kam.  

Die Frage, ob die in der vorliegenden Arbeit in T- beobachtete erhöhte EDN1-Expression 

auch eine Erhöhung der biologisch aktiven maturen EDN1-Form nach sich zieht, kann 

nicht sicher beantwortet werden. Nach der Translation wird das Präpro-Endothelin zu 

Proendothelin gespalten und muss anschließend noch vom membranständigen 

Endothelin-Converting Enzyme aktiviert werden. Da die Regulation von EDN1 jedoch 

primär auf der Transkriptionsebene erfolgt, ist es sehr wahrscheinlich, dass mehr EDN1-

mRNA auch zu mehr EDN1-Protein führt [442, 515].   

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von VEGFA in T+ und T- per 

RT-PCR untersucht. VEGF-A ist ein Zytokin, das klassischerweise für seine die 

Angiogenese und Vaskulogenese fördernde sowie die vaskuläre Permeabilität erhöhende 

Wirkung bekannt ist [8, 40, 414]. Pulmonal wird VEGF-A im Alveolarepithel ausgeprägt, 

in geringerem Umfang auch in Fibroblasten, Makrophagen und Lymphozyten exprimiert 

[40]. Zum Einfluss von VEGF-A auf die Fibroseentwicklung in der Lunge liegen 

widersprüchliche Daten vor: So konnten beispielsweise Murray et al. in Lungen von IPF-

Patienten eine signifikant verringerte Expression von VEGFA und erniedrigte VEGF-A-

Proteinlevel  zeigen, während Barrat et al. per ELISA ein unverändertes VEGF-A-Niveau 

nachwiesen [40, 329]. Für das Bleomycin-Mausmodell liegen sowohl Daten über die 
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antifibrotische Wirkung von VEGF-A als auch Daten, die auf eine profibrotische 

Wirkung hindeuten, vor [168, 329]. Dieser scheinbare Widerspruch kann dadurch erklärt 

werden, dass die häufigste VEGF-A-Isoform VEGF-A165 alternativ gespleißt wird. In 

vitro wirkt VEGF-A165a migrations- und proliferationsfördernd auf humane pulmonale 

Fibroblasten, außerdem erhöht es die EZM-Produktion. Diese Effekte werden durch 

hinzugegebenes VEGF-A165b inhibiert. Weiterhin schützt VEGF165b-Überexpression 

transgene Mäuse vor bleomycininduzierter Fibrose [40]. Es ist also möglich, dass VEGF-

A165a fibrosefördernd ist, während VEGF-A165b eine antifibrotische Wirkung zeigt. 

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich sowohl in T- als auch in T+ mit zunehmender 

Passagenzahl eine verstärkte VEGFA-Expression (Abb. 42). Dabei war das VEGFA-

Level in T+ in Passage 11 und 19 signifikant höher als in T-, in Passage 46 war dieser 

Unterschied aufgrund der starken Expressionszunahme in T+ aufgehoben. Ob die in T- 

höhere VEGF-Expression eine profibrotische Wirkung ausübt, kann nicht sicher gesagt 

werden. Einerseits ist nur die Transkriptionsebene und nicht das Proteinlevel untersucht 

worden. Hinzu kommt, dass der benutzte Primer die unterschiedlichen Spleißformen von 

VEGF-A nicht unterscheiden kann. Es ist also nicht klar, ob die erhöhte Expression auf 

das profibrotische VEGF-A165a oder das antifibrotische VEGF-A165b zurückzuführen ist. 

Welche Faktoren könnten zur vermehrten VEGFA-Expression in T- beitragen? Die durch 

die in T- erhöhte CDKN1A- sowie PAI1-Expression nachgewiesene Seneszenz der 

telomeraseinhibierten A549-Zellen könnte hierbei eine Rolle gespielt haben (Abb. 38, 

Abb. 42). Coppé et al. konnten in seneszenten humanen Lungenfibroblasten eine 

Erhöhung der VEGF-A-Level sowohl auf der mRNA- als auch auf der Proteinebene 

nachweisen [99]. Allerdings ist nicht sicher, ob sich diese Befunde auf Epithelzellen 

übertragen lassen, da die VEGF-A-Wirkung zellspezifisch unterschiedlich ist. 

Beispielsweise hat VEGF-A in humanen Endothelzellen die umgekehrte Wirkung: Hier 

kann es die Seneszenzentwicklung verzögern und sogar bereits seneszente Zellen wieder 

aktivieren [489]. Einen weiteren Einflussfaktor könnte der in T- beobachtete ER-Stress 

darstellen (Abb. 38). Ghosh et al. konnten nachweisen, dass eine ER-Stressauslösung in 

vitro in unterschiedlichen humanen und murinen Zelllinien die VEGF-Transkription 

induzieren kann. Erreicht wird dies durch Bindung von ATF4, ATF6 und/ oder 

gespleißtem XBP-1 an den VEGFA-Promotor [153].  

Da die Expression von VEGFA sowohl in T+ als auch in T- im Verlauf der Kultivierung 

anstieg, ist jedoch davon auszugehen, dass außer Telomerverkürzung und ER-Stress noch 

andere Faktoren einen Einfluss auf die VEGFA-Expression hatten. Ein möglicher 
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Einflussfaktor könnte hierbei die Dauer der Kultivierung sein. Es ist bekannt, dass über 

längere Zeit kultivierte Zellen ihr Genexpressionsmuster verändern und es ist gut 

vorstellbar, dass VEGFA zu diesen durch das "In-vitro-Altern" differenziell regulierten 

Genen gehört [97, 481]. 

Zusammenfassend gesagt wurde in der vorliegenden Arbeit beobachtet, dass die 

Expression profibrotischer Marker sowohl im in vivo- als auch im in vitro-Modell der 

Telomerverkürzung zunimmt. Es ist gut vorstellbar, dass ein – wie auch immer gearteter 

– „Second Hit“ auf Basis dieser Fibroseneigung zu einer ausgeprägten 

Fibroseentwicklung führt.  

 

5.6 Erhöhte Sirtuinexpression durch Telomerverkürzung 

SIRT1 ist eine NADH-abhängige Deacetylase, die auf der Proteinebene in humanen und 

murinen Lungen in Bronchial- und Alveolarepithel, Monozyten, Makrophagen und 

Fibroblasten nachgewiesen wurde [73, 378, 539]. Sowohl in IPF-Lungen als auch in den 

fibrotischen Lungen von mit inhalativem Bleomycin behandelten Mäusen lassen sich per 

Immunfluoreszenz (IF) erhöhte SIRT1-Level nachweisen [534]. SIRT1 gilt in diesem 

Kontext als endogenes antifibrotisches Enzym. In vitro in humanen embryonalen 

Fibroblasten kann eine Behandlung mit dem SIRT1-Aktivator Resveratrol den TGF-β-

vermittelten Anstieg der Kollagensynthese verhindern [91]. Auch die 

Myofibroblastendifferenzierung, die Produktion weiterer EZM-Bestandteile und die 

Fibroblastenmigration werden durch Resveratrol abgeschwächt [534]. Im Bleomycin-

Mausmodell der pulmonalen Fibrose mildert eine Resveratrol-Behandlung die 

Fibroseentwicklung sowie die Synthese von Kollagen und Fibronektin ab [91, 534].  

In der vorliegenden Arbeit war die per RT-PCR bestimmte pulmonale Sirt1-Expression 

in den F3 Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen signifikant höher als in den Wt-Tieren (Abb. 26). 

Dies bestätigte sich im pulmonalen WB der Terc(-/-)-Mäuse (Abb. 32). In der IHC ließen 

sich in den KO-Mäusen mehr Sirt1-positive Zellen nachweisen als in den Wt-Mäusen. 

Die Sirt1-positiven Zellen waren großteils Typ-II-Zellen (Abb. 32). Auch in den 

untersuchten telomeraseinhibierten A549-Zellen zeigte sich ein ähnliches Bild: Hier war 

die per RT-PCR bestimmte SIRT1-Expression in jeder der drei untersuchten Passagen in 

T- signifikant höher als in T+. Zudem zeigte sich in T- eine Zunahme der SIRT1-

Expression über die Zeit (Abb. 41). Insbesondere das erhöhte Sirt1-Level in den KO-

Mäusen ist hier interessant, da es eine mögliche Erklärung liefert, warum die KO-Mäuse 
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trotz Aktivierung von profibrotischen Signalwegen keine pulmonale Fibrose 

entwickelten.   

In den per IHC untersuchten murinen Lungenschnitten in der vorliegenden Arbeit ließ 

sich Sirt1 in Typ-II-Zellen sowohl nukleär als auch zytoplasmatisch anfärben (Abb. 32). 

Dies stimmt mit der hierzu vorliegenden Literatur überein. So gilt Sirt1 als primär 

nukleäres Protein, das jedoch teilweise auch zytoplasmatisch nachweisbar ist [516].  

Es ist gut vorstellbar, dass SIRT1 in den beiden in der vorliegenden Arbeit untersuchten 

Modellen aufgrund der kurzen Telomere kompensatorisch erhöht war, da SIRT1 an der 

Telomermaintenance beteiligt ist: Palacios et al. konnten nachweisen, dass Sirt(-/-)-Mäuse 

deutlich verkürzte, Sirt1-überexprimierende Mäuse dagegen verlängerte Telomere 

aufweisen [358]. Die sirtuinvermittelte Telomerverlängerung läuft in vitro in murinen 

induzierten pluripotenten Stammzellen über die Hemmung der Cellular 

Myelocytomatosis Oncogene (c-Myc)- Degradation durch Sirt1 ab [63]. C-Myc ist ein 

Transkriptionsfaktor für TERT und die TERT Expression war in der vorliegenden Arbeit 

in den telomeraseinhibierten A549-Zellen ebenfalls erhöht (Abb. 40) [140]. Es ist also 

möglich, dass Telomerverkürzung eine verstärkte Expression von SIRT1 induziert, um 

die Telomeraseaktivität kompensatorisch zu erhöhen.  
Darüber hinaus ist SIRT1 über mehrere Mechanismen an der DDR beteiligt. Oberdoerffer 

et al. konnten zeigen, dass Sirt1 in murinen embryonalen Stammzellen an DNA-

Doppelstrangbrüche (DSB) rekrutiert wird [344]. Hier kann SIRT1 sowohl das an der 

nichthomologen Endverknüpfung beteiligte Ku70 als auch die regulatorische 

Untereinheit des für die homologe Rekombination benötigten MRN-Komplexes 

deacetylieren und somit deren jeweilige Aktivitäten erhöhen [212, 532]. Kritisch kurze 

Telomere werden ebenfalls als DSB erkannt [114, 221]. Folglich ist es auch denkbar, dass 

sehr kurze Telomere die SIRT1-Synthese induzieren, da dieses für die DDR benötigt 

wird. 

Die erhöhte SIRT1-Expression in T- könnte auch einen Kompensationsversuch für den 

beobachteten ER-Stress darstellen: Ein hemmender Einfluss von SIRT1 auf die ER-

stressvermittelte Apoptose wurde bereits in Lunge, Herz, Nieren, Leber, Kolon und 

Nervensystem nachgewiesen [477]. Beispielsweise konnten Prola et al. zeigen, dass ein 

Sirt1-KO in vitro in Rattenkardiomyozyten und in vivo in Mausherzen unter ER-Stress 

das Proteinlevel unterschiedlicher UPR-Marker aller drei Arme und infolgedessen die 

Apoptoserate erhöht. Der Sirt1-Induktor STAC3 schützte dagegen über eIF2α -

Deacetylierung in vitro Rattenkardiomyozyten vor ER-stressinduzierter Apoptose [368].   
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He et al. beschrieben in Lungen von Zigarettenrauch ausgesetzten Ratten ebenfalls eine 

vermehrte ER-Stressantwort und infolgedessen Apoptose. SIRT1-Aktivierung durch 

Melatonin schwächte dies stark ab [180].   

Oxidativer Stress wurde in der vorliegenden Arbeit in den Lungen der Terc(-/-)-Mäusen 

beobachtet (Abb. 36). Eine Erhöhung der Sirt1-Expression und des Sirt1-Proteinlevels 

als Abwehrmechanismus gegen die vermehrte ROS-Belastung ist aufgrund der hierzu 

vorliegenden Literatur gut vorstellbar. Eine protektive Funktion von SIRT1 gegenüber 

oxidativem Stress und durch oxidativen Stress vermittelte Apoptose wurde bereits für 

humane Fibroblasten in vitro und im Mausmodell mit kardialer Sirt1-Überexpression in 

vivo nachgewiesen [10, 286].   

Zusammenfassend gesagt war die SIRT1-Expression in beiden in der vorliegenden Arbeit 

untersuchten Modellen signifikant erhöht. Mögliche Ursachen hierfür könnten 

Telomerverkürzung, DNA-Damage-Signalling an den kurzen Telomeren oder durch die 

Telomerverkürzung verursachter ER- bzw. oxidativer Stress sein.  

Zusätzlich zu SIRT1 wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von SIRT2 per RT-

PCR in den telomeraseinhibierten A549-Zellen untersucht. Hierbei war die SIRT2-

Expression ab Passage 19 in T- signifikant höher als in T+ (Abb. 41). Dies steht im 

Gegensatz zu den von Amano et al. publizierten Ergebnissen, die im Lebergewebe von 

F4 Tert(-/-)-Mäusen eine erniedrigte Proteinexpression aller sieben Sirtuine beschrieben 

[17]. Diese gegensätzlichen Befunde machen es wahrscheinlich, dass die Regulation der 

Sirtuine durch die Telomerlänge gewebsspezifisch unterschiedlich ist.  

Eine mögliche Ursache für die in den telomeraseinhibierten A549-Zellen beobachtete 

erhöhte SIRT2-Expression ist die bereits mehrfach angesprochene replikative Seneszenz 

dieser Zellen. Erhöhte SIRT2-Proteinspiegel in seneszenten Zellen wiesen Anwar et al. 

2016 für humane Osteosarkomzellen nach. Es ist gut möglich, dass auch andere Zelltypen 

in der Seneszenz vermehrt SIRT2 synthetisieren [21].  

Die Konsequenz der erhöhten SIRT2-Expression in Bezug auf die fibrotische Wirkung ist 

nicht so eindeutig zu bewerten wie bei SIRT1. Auf der einen Seite wurde in der 

vorliegenden Arbeit nur die Genexpression von SIRT2 untersucht, es liegen keine Daten 

zur Proteinebene vor. Da SIRT2 extensiv posttranskriptionell und posttranslatorisch 

reguliert wird, geht dies mit einer eingeschränkten Aussagekraft der Ergebnisse einher 

[486]. Hinzu kommt, dass die Rolle von SIRT2 in Bezug auf die Fibroseentwicklung 

nicht eindeutig ist. Einerseits schützt eine kardiale Sirt2-Überexpression Mäuse vor 

kardialer Hypertrophie und Fibrose durch Angiotensin II, andererseits reagieren Sirt2(-/-)-
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Mäuse auf Tetrachlormethanbehandlung mit einer geringeren hepatischen Fibrose als 

Mäuse des Wildtyps [27, 449]. Generell ist hinsichtlich der pulmonalen Fibrose jedoch 

eher von einer profibrotischen Wirkung von SIRT2 auszugehen: In humanen 

embryonalen Fibroblasten werden in vitro die TGF-β-vermittelte 

Myofibroblastendifferenzierung und Fibronektinproduktion durch SIRT2-Inhibition 

blockiert. Auch in vivo im Bleomycin-Mausmodell sind eine Abschwächung der 

pulmonalen Fibrose sowie eine Verringerung des α-SMA- und Fibronektin-Proteinlevels 

durch Sirt2-KO zu beobachten [158]. Die in T- beobachtete erhöhte SIRT2-Expression ist 

also vermutlich ein weiterer durch die Telomerverkürzung verursachter profibrotischer 

Faktor.  

 

5.7 Vermehrte Proteinoxidation durch Telomerverkürzung 

Unter oxidativem Stress versteht man eine Verschiebung des Redox-Gleichgewichts 

zugunsten oxidativer Prozesse. Dies kann einerseits durch vermehrte Produktion von 

ROS, die beispielsweise als Nebenprodukt der oxidativen Phosphorylierung oder im 

Rahmen der Pathogenabwehr in Leukozyten entstehen, verursacht werden. Andererseits 

kann oxidativer Stress auch durch eine verminderte Produktion antioxidativer Proteine 

entstehen [87]. Erhöhte Marker oxidativen Stresses lassen sich sowohl in der Ausatemluft 

als auch in der BAL von IPF-Patienten nachweisen [269, 370]. ROS können in vitro die 

TGFB1-Transkription induzieren und die Freisetzung von TGF-β aus dem Komplex mit 

LAP bewirken [46]. Über diesen Mechanismus gelten ROS als wichtige Faktoren der 

IPF-Pathogenese [87]. Darüber hinaus können ROS sowohl den extrinsischen als auch 

den intrinsischen Apoptoseweg auslösen und somit zum IPF-typischen Verlust an Typ-

II-Pneumozyten  beitragen [384, 479]. Ein weiterer in der Pathogenese der IPF 

bedeutsamer Faktor ist die Seneszenz, insbesondere die Seneszenz der Fibroblasten und 

Typ-II-Pneumozyten [16, 518]. Auch hieran sind ROS beteiligt: Oxidativer Stress kann 

direkt die stressinduzierte prämature Seneszenz verursachen, aber auch über 

Beschleunigung der Telomerverkürzung die replikative Seneszenz  vorantreiben [124, 

535]. Zu guter Letzt stören erhöhte ROS-Level im ER den Faltungsprozess der hier 

synthetisierten Proteine und können auf diese Weise ER-Stress induzieren sowie die UPR 

aktivieren [293]. Die erhöhten ER-Stressmarker, die in IPF-Lungen beobachtet werden, 

könnten also auch auf vermehrte oxidative Belastung zurückzuführen sein [246]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde in den Lungen der Terc(-/-)-Mäusen eine vermehrte 

oxidative Proteincarbonylierung nachgewiesen (Abb. 36). Wie bereits erwähnt, kann 
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oxidativer Stress zu ER-Stress führen. Allerdings erhöht die Akkumulation ungefalteter 

Proteine im ER auch die ROS-Produktion [293].  Folglich ist es auch denkbar, dass die 

vermehrte oxidative Belastung die Folge und nicht die Ursache des in den KO-Mäusen 

beobachteten ER-Stresses ist (Abb. 24-26). 

Andererseits kommt auch eine verminderte Produktion antioxidativer Proteine als 

Ursache in Frage, weswegen die Expression von Peroxiredoxinen und NADPH-Oxidasen 

in den KO-Mäusen und telomeraseinhibierten A549-Zellen genauer untersucht wurde. 

PRDX1 und PRDX6 sind Enzyme, die H2O2 und organische Peroxide reduzieren und 

somit dem Schutz vor oxidativem Stress dienen, während sie selbst oxidiert werden [500]. 

PRDX1-PRDX5 besitzen jeweils zwei Cysteinreste und nutzen Thioredoxin als 

Elektronendonor, PRDX6 hat nur einen Cysteinrest und nutzt Glutathion [375]. PRDX6 

nimmt dabei eine besondere Stellung ein, da es als einziges Peroxiredoxin in der Lage ist, 

auch  Phospholipid-Hydroperoxide zu reduzieren [139]. Darüber hinaus besitzt PRDX6 

eine zweite Funktion als Phospholipase A2 [79].  

In der vorliegenden Arbeit war die per RT-PCR untersuchte Expression von Prdx1 und 

Prdx6 in den Lungen der Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse signifikant niedriger als in den Wt-

Tieren (Abb. 26). Dies ist eine plausible Erklärung für die in den KO-Mäusen beobachtete 

vermehrte Proteinoxidation (Abb. 36), insbesondere, da Prdx6 das pulmonal am stärksten 

exprimierte Peroxiredoxin darstellt [407]. PRDX6 ist somit für die Abwehr pulmonalen 

oxidativen Stresses essentiell.  

Dies zeigt sich auch daran, dass Prdx6(-/-)-Mäuse auf Behandlung mit Paraquat, einem 

potenten Induktor oxidativen Stresses, mit signifikant stärkerer pulmonaler Inflammation 

reagieren und zudem an wesentlich geringeren Paraquat-Dosen versterben als Wt-Tiere 

[483]. Prdx1(-/-)-Mäuse zeigen ebenfalls eine verringerte Resistenz gegenüber oxidativem 

Stress. So ist der pulmonale Gehalt an 8-Isoprostan in Prdx1(-/-)-Mäusen nach Behandlung 

mit Bleomycin im Vergleich zum Wt signifikant erhöht [230].  

Terc-KO führt zu verkürzten Telomeren, doch auch der natürliche Alterungsprozess geht 

mit Telomerverkürzung einher [75, 266]. Passend zu den Ergebnissen aus der 

vorliegenden Arbeit wurde eine Abnahme der PRDX6-Expression und eine damit 

einhergehende Zunahme des oxidativen Stresses mit zunehmendem Alter bereits von 

Chhunchha et al. in humanen okulären Trabekelzellen nachgewiesen [88]. Es ist also 

wahrscheinlich, dass die in den Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen in der vorliegenden Arbeit 

beobachtete verringerte pulmonale  Prdx6-Expression direkt auf die Telomerverkürzung 

zurückzuführen ist.  
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Die verringerte pulmonale Prdx6-Expression in den in der vorliegenden Arbeit 

untersuchten KO-Mäusen spiegelt die Befunde aus IPF-Lungen wider: Hier beschrieben 

Korfei et al. im Vergleich zu Lungen gesunder Donoren signifikant niedrigere PRDX6-

Level in der BAL [244]. Es ist also gut möglich, dass dieses verringerte Level an 

Antioxidantien in IPF-Lungen auf verkürzte Telomere zurückzuführen ist und einen 

Beitrag zur hier beobachteten vermehrten Proteinoxidation leistet [393]. Im Gegensatz 

hierzu passt die in der vorliegenden Arbeit beobachtete verringerte Expression von Prdx1 

in den Lungen der Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse nicht zu dem Bild, dass sich in den Lungen 

humaner IPF-Patienten bietet: Hier ist das PRDX1-Proteinlevel im Vergleich zu 

gesunden Probanden signifikant, in der BAL nichtsignifikant erhöht [244]. Dies lässt 

darauf schließen, dass die Erhöhung des PRDX1-Proteinlevels in IPF-Lungen nicht durch 

Telomerverkürzung bedingt ist. Während die verringerte Prdx1-Expression in den in der 

vorliegenden Arbeit untersuchten KO-Mäusen vermutlich eine Teilursache der hier 

beobachteten vermehrten Proteinoxidation darstellt, ist das erhöhte PRDX1-Level in IPF-

Lungen am ehesten als Versuch zu werten, einer für IPF-Lungen typischen vermehrten 

oxidativen Belastung entgegenzuwirken [393].   

In den in der vorliegenden Arbeit ebenfalls untersuchten A549-Zellen zeigten sich zu 

keinem untersuchten Zeitpunkt Unterschiede in der Expression von PRDX1 und PRDX6 

zwischen T+ und T- (Abb. 39). Da A549-Zellen als Typ-II-Zellmodell gelten, könnte man 

dies so deuten, dass die in den KO-Mäusen beobachtete verringerte Expression von Prdx1 

und Prdx6 nicht auf Veränderungen der Genexpression in Typ-II-Zellen zurückzuführen 

ist. In humanen Lungen findet sich PRDX1 primär in ziliierten Bronchialepithelzellen 

und, insbesondere in IPF-Lungen, in Alveolarmakrophagen. PRDX6 ist dagegen vor 

allem in Typ-II-Zellen, aber auch in inflammatorischen Zellen und ziliierten 

Bronchialepithelzellen nachweisbar [244]. Unter der Annahme, dass diese Ergebnisse auf 

Mäuse übertragbar sind, kommen also inflammatorische Zellen, insbesondere 

Makrophagen, sowie ziliierte Bronchialepithelzellen als Ursache der durch verkürzte 

Telomere verringerten Prdx1- und Prdx6-Expression in Frage.  

Einschränkend muss an dieser Stelle jedoch erwähnt werden, dass es Hinweise darauf 

gibt, dass sich die pulmonale PRDX1-Expression zwischen Menschen und Mäusen 

unterscheidet: Gharib et al. konnten zeigen, dass das Prdx1-Level in murinen BAL-

Proben grundsätzlich höher ist als in humanen Proben. Während einer akuten 

Lungenschädigung steigt das PRDX1-Level in humanen BAL-Proben signifikant an, 

während es in murinen Proben rapide sinkt [149]. Zudem handelt es sich bei A549-Zellen 
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um eine Krebszelllinie, deren Genexpressionsmuster sich zwangsläufig von dem reiner 

Typ-II-Zellen unterscheidet. Die vorliegenden Ergebnisse sind folglich mit Vorsicht zu 

interpretieren.  

Prdx1 ist nicht nur ein antioxidatives Enzym, sondern schützt auch vor 

Fibroseentstehung: Kikuchi et al. konnten zeigen, dass Prdx1(-/-)-Mäuse auf Bleomycin-

Gabe mit stärkerer pulmonaler Inflammation und Fibrose reagieren als Tiere des 

Wildtyps [230]. Gleiches gilt für PRDX6, dessen Knockdown in humanen okulären 

Trabekelzellen hier zu verstärkter TGF-β-Aktivierung, vermehrter EZM-Produktion 

sowie einem Anstieg des α-SMA-Levels führt [88]. Die verringerte Prdx1- und Prdx6-

Expression in den Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen trägt folglich vermutlich zum in diesen 

Mäusen beobachteten profibrotischen Milieu bei.  

Darüber hinaus ist oxidativer Stress ein etablierter Induktor der prämaturen Seneszenz 

[460]. Es ist also gut möglich, dass die verringerte Expression der beiden Peroxiredoxine 

an der Auslösung der in den Mauslungen beobachteten Seneszenz beteiligt war (Abb. 24-

26). Auch die beobachtete Erhöhung der ER-Stressmarkern Atf6 und Grp78 in den 

Lungen der KO-Mäuse könnte durch die verringerte Prdx6-Expression beeinflusst 

worden sein: Wie bereits erwähnt, stören erhöhte ROS-Level im ER den 

Proteinfaltungsprozess und können auf diese Weise ER-Stress verursachen [293]. 

Passend hierzu konnten Fatma et al. in Linsenepithelzellen aus Prdx6(-/-)-Mäusen eine 

verstärkte UPR nachweisen [136].  

PRDX2 ist ein zytosolisches Peroxiredoxin, das in humanen Lungen in geringerem 

Umfang als PRDX1 oder PRDX6 exprimiert wird. Es findet sich in Bronchial- und 

Alveolarepithel sowie in Alveolarmakrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen [239]. 

In IPF-Lungen ist das PRDX2-Level niedriger als in gesunden Lungen. Dabei ist die 

PRDX2-Expression insbesondere in fibrotischen Bereichen sehr niedrig, während 

hyperplastische AECII sogar eine verstärkte PRDX2-Expression aufweisen [472]. In der 

vorliegenden Arbeit zeigte sich die per RT-PCR untersuchte PRDX2-Expression in T- 

konstant hoch, während sie in T+ über den Beobachtungszeitraum abnahm. Dadurch ergab 

sich in Passage 46 eine in T- signifikant höhere Expression als in T+ (Abb. 39). Während 

der Grund für die Abnahme der PRDX2-Expression in T+ nicht klar ist, könnte die in T- 

beobachtete replikative Seneszenz (Abb. 38: erhöhte CDKN1A-Expression, Abb. 42: 

erhöhte PAI1-Expression) erklären, warum die PRDX2-Expression hier hoch blieb: 

Seneszente Zellen produzieren vermehrt ROS, es ist also vorstellbar, dass die 

kontinuierlich hohe PRDX2-Expression in T- einen Kompensationsmechanismus zum 
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Abbau von H2O2 darstellte [361]. Auch die in T- beobachtete vermehrte NOXO1-

Expression (Abb. 39) könnte zu einer vermehrten oxidativen Belastung und 

kompensatorischen PRDX2-Expressionserhöhung beigetragen haben.  

NOX2 ist die katalytische Untereinheit des membrangebundenen Cytochroms B558, das 

primär in den Phagosomen Neutrophiler und Makrophagen zu finden ist und im 

Alveolarepithel nur in geringem Umfang exprimiert wird [70, 175, 529]. Cytochrom B558 

produziert als Bestandteil der phagozytischen NADPH-Oxidase Superoxid-Anionen, die 

im Rahmen des oxidativen Bursts der Pathogenabwehr dienen [529]. Darüber hinaus sind 

die durch NOX2 produzierten ROS an Signalwegen wie Apoptose und  Inflammation 

beteiligt [276, 342]. In der vorliegenden Arbeit war die Nox2-Expression im Vergleich 

zum Wildtyp weder in den  Terc(-/-)-Mäusen noch in den Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse 

differentiell reguliert (Abb. 25 & 26).  Auch in den A549-Zellen zeigte sich kein 

Expressionsunterschied zwischen T+ und T- (Abb. 39). Man kann also davon ausgehen, 

dass Telomerverkürzung keinen Einfluss auf die Nox2-Expression hat.  

NOX4 ist die katalytische Untereinheit einer NADPH-Oxidase, die in der humanen 

Lunge ubiquitär nachweisbar ist, unter anderem im Bronchial- und Alveolarepithel, in 

Mesenchymzellen sowie in inflammatorischen Zellen [175]. Im Gegensatz zu den 

anderen Mitgliedern der NOX-Familie ist NOX4 konstitutiv aktiv und produziert anstelle 

von Superoxid primär H2O2 [338]. In IPF-Lungen lässt sich NOX4 per IHC verstärkt in 

Fibroblasten der Fibroblasten-Foci sowie im Alveolarepithel nachweisen [77, 183]. 

NOX4 gilt als wichtiger pathogenetischer Faktor in der IPF-Entwicklung: Die TGF-β-

induzierte Myofibroblastendifferenzierung und Fibronektinproduktion in IPF-

Fibroblasten wird über H2O2 vermittelt, welches wiederum durch NOX4 produziert wird 

[183]. Passend hierzu sind Nox4(-/-)-Mäuse beinahe vollständig vor bleomycininduzierter 

Fibrose und interessanterweise auch vor Apoptose der Alveolarepithelzellen geschützt 

[77]. In der vorliegenden Arbeit wurde die Nox4-Expression per RT-PCR in den Lungen 

von Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen untersucht. Hierbei fand sich kein 

Expressionsunterschied zwischen den KO-Mäusen und den Wt-Tieren (Abb. 25 &26). Es 

ist folglich davon auszugehen, dass die in IPF-Lungen nachweisbaren erhöhten NOX4-

Level nicht auf Telomerverkürzung zurückzuführen sind. Auch die in den KO-Mäusen 

beobachtete vermehrte Proteincarbonylierung basiert nicht auf Veränderungen der Nox4-

Expression (Abb. 36).  

NOXA1 ist ein Bestandteil des NOX1-Multiproteinkomplexes und stimuliert diesen 

gemeinsam mit NOXO1 zur Superoxidproduktion [35]. In geringerem Umfang kann 
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NOXA1 auch NOX2 und NOX3 aktivieren [36, 227]. Eine vermehrte NOXA1-

Expression würde folglich zum Anstieg der zellulären Superoxidproduktion und zu 

vermehrtem oxidativem Stress führen. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden 

Arbeit die pulmonale Noxa1-Expression in den Terc(-/-)- und Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen 

per RT-PCR untersucht. Es zeigte sich jedoch in beiden KO-Stämmen kein Unterschied 

zur Wt-Expression. Man kann also schlussfolgern, dass Telomerverkürzung nicht zu einer 

vermehrten Noxa1-Expression führt und die in den Mäusen beobachtete vermehrte 

pulmonale oxidative Proteincarbonylierung nicht auf die Noxa1-Expression 

zurückzuführen ist.  

Auch NOXO1 ist ein Bestandteil des NOX1-Komplexes, der außer NOX1 auch NOX3 

aktivieren und somit die Superoxidproduktion erhöhen kann [35, 36]. NOXO1 wird 

primär im Darmepithel exprimiert, findet sich aber im Mausmodell auch im Alveolar- 

und Bronchialepithel sowie im pulmonalen Endothel [35, 410]. In der vorliegenden 

Arbeit wurde die NOXO1-Expression per RT-PCR in telomeraseinhibierten A549-Zellen 

(T-) in vitro untersucht. Dabei war die NOXO1-Expression in T- ab Passage 19 signifikant 

höher als in T+ (Abb. 39). NOXO1 unterscheidet sich von seinem Homolog p47phox 

dadurch, dass es dauerhaft mit NOX1 assoziiert vorliegt und zudem keine 

Phosphorylierungs-Domäne besitzt [35, 84]. Im Gegensatz zu p47phox muss NOXO1 zur 

NOX1-Aktivierung folglich weder zur Plasmamembran rekrutiert noch phosphoryliert 

werden. Stattdessen wird die Superoxidproduktion durch NOX1 vermutlich direkt durch 

das NOXO1-Level gesteuert. Hierfür spricht, dass ein Knockout von Nox1 in Mäusen den 

Anstieg der zigarettenrauchinduzierten Superoxidproduktion in AECII komplett 

verhindert [410]. Unter der Annahme, dass sich die in der vorliegenden Arbeit 

beobachtete vermehrte NOXO1-Expression in T- auch auf der Proteinebene wiederfindet, 

kann man folglich davon ausgehen, dass in T- eine vermehrte Superoxidbelastung vorlag. 

Es ist denkbar, dass die durch verkürzte Telomere vermittelte erhöhte NOXO1-

Expression auch in IPF-Lungen zur dort beobachteten vermehrten oxidativen Belastung 

beiträgt [269].  

Zusammenfassend gesagt zeigte sich in der vorliegenden Arbeit in den beiden 

untersuchten Terc(-/-)-Stämmen eine vermehrte pulmonale oxidative Belastung, die sich 

durch die erniedrigte pulmonale Prdx1- und Prx6-Expression erklären lässt. Auch in den 

untersuchten telomeraseinhibierten A549-Zellen ist vermehrter oxidativer Stress 

aufgrund der hier beobachteten verstärkten NOXO1-Expression wahrscheinlich. In 

beiden Modellen verkürzter Telomere sind andere Quellen oxidativen Stresses natürlich 
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nicht auszuschließen. Mitochondrien stellen die wichtigste zelluläre ROS-Quelle da. Wie 

Sahin et al. in Tert(-/-)-Mäusen zeigen konnten, gehen kurze Telomere mit Störungen des 

mitochondrialen Stoffwechsels und vermehrter mitochondrialer ROS-Produktion einher 

[398]. Es ist wahrscheinlich, dass diese Mechanismen auch in den in der vorliegenden 

Arbeit untersuchten Terc(-/-)-Mausstämmen und den telomeraseinhibierten A549-Zellen 

zum Tragen kamen.  

 

5.8 Kompensatorische Expressionserhöhung der Komponenten des 

Telomerasekomplexes durch Telomerverkürzung 

In den für diese Arbeit untersuchten A549-Zellen wurde die Telomeraseaktivität durch 

Behandlung mit BIBR1532 inhibiert. Es wurde untersucht, welchen Einfluss diese 

Inhibition auf die Expression der für Komponenten des Telomerase- und 

Shelterinkomplexes kodierenden Gene hatte. Im Vergleich zu T+ war die Expression der 

Telomerasekomplex-Bestandteile TERT, TERC, DKC1, GAR1 und NOP10 in T- zu jedem 

der untersuchten Passagezeitpunkte signifikant erhöht (Abb. 40).  

Diese Expressionserhöhung stellt sehr wahrscheinlich einen Kompensationsversuch in 

Reaktion auf die zunehmende Telomerverkürzung dar. Kim et al. konnten dies bereits für 

TERT zeigen: Dessen Expression ist in immortalisierten humanen Fibroblasten 

umgekehrt proportional zur Telomerlänge. Zudem führt die mit der Kulturdauer 

abnehmende Telomerlänge in humanen Fibroblasten zur progressiven epigenetischen 

Derepression des TERT-Locus [237]. Die kompensatorisch erhöhte TERC-Expression in 

T- ist ebenfalls wenig verwunderlich. Da TERC das RNA-Template des 

Telomerasekomplexes darstellt, hängt seine Expression direkt mit der Telomerlänge 

zusammen. Ein Knockout von Terc führt im Mausmodell zur Telomerverkürzung, die 

durch Wiedereinführung von Terc rückgängig gemacht werden kann [138, 266, 404]. 

DKC1 und NOP10 sind Mitglieder der H/ACA Small Ribonucleoprotein - Familie, die 

direkt an das H/ACA-Motiv von TERC binden [316, 474]. DKC1-Mutationen führen 

einerseits zur X-chromosomal vererbten Form der Dyskeratosis congenita, wurden 

andererseits aber auch in einer Familie mit FIP beschrieben [184, 252]. Da DKC1 zur 

TERC-Stabilisierung beiträgt, führen die veränderten DKC1-Proteine zu einem 

verminderten TERC-Level und infolgedessen zu geringerer Telomeraseaktivität und 

stark verkürzten Telomeren [316]. Ähnliches gilt für NOP10: Mutationen in diesem Gen, 

die sich in Patienten mit der autosomal-rezessiven Form der Dyskeratosis congenita 

finden, ziehen ebenfalls ein verringertes TERC-Level und verkürzte Telomere nach sich 
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[474]. Es ist folglich gut vorstellbar, dass kurze Telomere zur kompensatorischen 

Erhöhung der DKC1- und NOP10- Expression führen.  

GAR1 gehört ebenfalls zur H/ACA Small Ribonucleoprotein-Familie, bindet jedoch im 

Gegensatz zu NOP10 und DKC1 nicht direkt an TERC, sondern an DKC1 [169]. Mit 

GAR1-Mutationen assoziierte Telomeropathien sind nicht bekannt. Jedoch konnten 

MacNeil et al. in vitro in humanen embryonalen Nierenzellen zeigen, dass GAR1 für die 

korrekte Lokalisation von DKC1 und somit für die Telomeraseaktivität essentiell ist 

[290].  Auch hier erscheint eine kompensatorische GAR1-Expressionserhöhung durch 

Telomerverkürzung plausibel.  

Darüber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression der für verschiedene 

Shelterinkomponenten kodierenden Gene TRF1, TRF2, POT1, TPP1 und TIN2 in den 

telomeraseinhibierten A549-Zellen untersucht.  

TRF1 und TRF2 binden als Homodimere an die doppelsträngigen Telomerabschnitte 

[406]. Beide sind direkt an der Regulation der Telomerlänge beteiligt, so führt 

Überexpression von TRF1 oder TRF2 in humanen Fibrosarkomzellen zur progressiven 

Telomerverkürzung [433]. Dieser Effekt kann dadurch erklärt werden, dass TRF1 und 

TRF2 an der Bildung des T-Loops beteiligt sind, wobei nur TRF2 essentiell für dessen 

Bildung ist [56, 456]. Smogorzewska et al. stellten die Theorie auf, dass die 

Telomerenden im T-Loop für die Telomerase nicht zugänglich sind und folglich nicht 

verlängert werden können [433]. Damit entspräche die T-Loop-Formation der 

geschlossenen Konformation im Schaltermodell [452]. Da sowohl TRF1 als auch TRF2 

die Telomerverkürzung fördern, wäre es denkbar gewesen, dass kurze Telomere 

rückkoppelnd die zellulären Level an TRF1 und TRF2 senken. In der vorliegenden Arbeit 

zeigte sich zwischen T- und T+ jedoch zu keinem untersuchten Zeitpunkt ein Unterschied 

in der Genexpression von TRF1 und TRF2 (Abb. 40). Dies spricht dafür, dass kurze 

Telomere keinen Einfluss auf die Transkription von TRF1 und TRF2 haben. Eine 

posttranskriptionelle oder posttranslationale Regulation kann hierdurch natürlich nicht 

ausgeschlossen werden. Insbesondere für TRF1 ist eine Steuerung des Proteinlevels über 

posttranslationale Phosphorylierung und ADP-Ribosylierung bereits beschrieben worden 

[234, 432]. 

POT1 und TPP1 sind weitere Bestandteile des Shelterinkomplexes. Sie bilden 

Heterodimere, die über POT1 an den einzelsträngigen 3'-Überhang der telomerischen 

DNA binden und per TPP1 mit dem restlichen Shelterinkomplex verbunden sind [78]. 

Beide Proteine sind für den Schutz der Telomere essentiell, was durch 
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Deletionsexperimente deutlich wird. Während die Deletion von Pot1a, einem Homolog 

des humanen POT1, in Mäusen bereits embryonal letal ist, führt konditionelle Deletion 

von Pot1a in vitro in murinen embryonalen Fibroblasten zum Verlust der Shelterinkappe 

an den Telomerenden [191, 505]. In Folge dessen kommt es zur Auslösung der Atm-

abhängigen DDR und zur Induktion von Zellzyklusarrest und Seneszenz [164, 505]. Auch 

eine Tpp1-Deletion führt in vitro in murinen embryonalen Fibroblasten zur Seneszenz 

und aktiviert über ATR die DDR [164]. Darüber hinaus sind POT1 und TPP1 auf 

unterschiedliche Weise an der Regulation der Telomerlänge beteiligt. Auf der einen Seite 

ist der Komplex aus TPP1 und POT1 an der Öffnung der G-Quadruplexe beteiligt, 

wodurch diese der Verlängerung durch die Telomerase zugänglich werden [511]. Zudem 

kann TPP1/POT1 in vitro an einzelsträngige telomerische DNA binden und darüber die 

Aktivität der Telomerase sowie deren Rekrutierung an die Telomere fördern [476, 508]. 

Dies scheint jedoch nur bei kurzen Telomeren zum Tragen zu kommen. An langen 

Telomeren, die größere Mengen des TPP1/POT1-Komplexes binden können, wirkt dieser 

hingegen hemmend auf die Telomeraseaktivität [512]. Aufgrund dieses Einflusses auf die 

Telomerlänge wurde in der vorliegenden Arbeit die POT1- und TPP1- Expression in 

telomeraseinhibierten A549-Zellen per RT-PCR (T-) untersucht. Hierbei zeigte sich in 

Passage 19 isoliert eine in T- signifikant höhere Expression von POT1, die jedoch weder 

in P11 noch in P46 zu beobachten war. Die TPP1-Expression war dagegen 

erstaunlicherweise in P46 in T+ signifikant höher als in T- (Abb. 40). Diese Ergebnisse 

lassen keinen eindeutigen Schluss zu. Es ist möglich, dass die Induktion der POT1-

Expression in Passage 19 einen durch die zunehmende Telomerverkürzung in T- 

ausgelösten Kompensationsmechanismus darstellt. In diesem Fall stellt sich jedoch die 

Frage, warum die POT1-Expression in Passage 46 wieder auf das Ausgangsniveau sank. 

Zudem bleibt unklar, weshalb TPP1 in Passage 19 nicht differentiell reguliert war und in 

Passage 46 in T- sogar auf einem signifikant niedrigeren Level exprimiert wurde als in 

T+. Da TPP1 im Heterodimer mit POT1 vorliegt und für dessen Funktion und 

Lokalisation essentiell ist, wäre zu erwarten gewesen, dass auch POT1 in Passage 19 

vermehrt exprimiert wird [78, 508]. Es ist natürlich möglich, dass die isoliert erhöhte 

POT1-Expression in Passage 19 ein Zufallseffekt ist, der nicht auf die 

Telomerverkürzung zurückzuführen ist. Andererseits ist es auch denkbar, dass nur POT1 

durch die Telomerverkürzung auf der Transkriptionsebene reguliert wird, während die 

Aktivität von TPP1 über posttranslationale Modifikationen kontrolliert wird. TPP1 

besitzt acht phosphorylierbare Loci, deren Phosphorylierung beispielsweise die Fähigkeit 
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zur Telomeraserekrutierung im Verlauf des Zellzyklus reguliert [377, 538]. Es ist 

möglich, dass sich auch kurze Telomere auf die Phosphorylierung von TPP1 und somit 

auf dessen Telomeraseaffinität auswirken. 

Sowohl TPP1 als auch TRF1 und TRF2 sind im Shelterinkomplex an TIN2 gebunden, 

welches die Klammer darstellt, die den gesamten Shelterinkomplex zusammenhält und 

für dessen Integrität essentiell ist [231]. Folglich ist ein Knockout von TIN2 im 

Mausmodell bereits in der Embryonalphase letal [89]. Vorübergehende Deletion 

beziehungsweise Silencing von TIN2 führt dagegen zur starken Abnahme der 

telomerischen Lokalisation von TPP1, POT1 und TRF2 [445, 519].  Der durch TIN2-

Deletion bzw. -Mutation ausgelöste Phänotyp entspricht dabei einer Kombination der 

durch TRF2- und TPP1-Deletion ausgelösten Veränderungen: TIN2-Defizienz führt in 

vitro einerseits zur Telomerverlängerung, behindert andererseits jedoch die Rekrutierung 

der Telomerase an die Telomere [2, 236]. Zudem löst eine konditionale Deletion von 

TIN2 eine DDR über ATM und ATR aus [445]. Aufgrund des ausgeprägten Einflusses 

von TIN2 auf die Telomerlänge wäre es denkbar gewesen, dass sich die TIN2-Expression 

in den in der vorliegenden Arbeit untersuchten A549-Zellen mit abnehmender 

Telomerlänge verändert. Es zeigte sich jedoch in keiner der untersuchten Passagen ein 

Expressionsunterschied zwischen T+ und T- (Abb. 40). Folglich hat die Telomerlänge 

unter diesen Bedingungen keine Auswirkung auf die Transkription von TIN2. Es ist 

jedoch zu bedenken, dass Modifikationen auf der Proteinebene, wie beispielsweise die 

von Bhanot et al. für TIN2 beschriebene Ubiquitinierung, hierdurch nicht ausgeschlossen 

werden können [55].   

Zusammenfassend gesagt bewirkte die mit zunehmender Passagenzahl abnehmende 

Telomerlänge in den telomeraseinhibierten A549-Zellen eine kompensatorische 

Expressionserhöhung der für Komponenten des Telomerasekomplexes kodierenden 

Gene. Auf die Expression von Genen, die für Shelterinkomplexbestandteile kodieren, 

hatte die Telomerlänge jedoch keinen eindeutigen Einfluss. Auffällig war zudem, dass 

die Expression von TRF2 und TPP1 mit zunehmender Passagenzahl sowohl in T+ als auch 

in T- signifikant zunahm (Abb. 40). Die Ursache hierfür ist unklar und kann eher nicht 

auf Telomerverkürzung zurückzuführen sein, da die Expressionszunahme nicht auf T- 

beschränkt war.  
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5.9 Schlussfolgerungen, Limitationen und Ausblick 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die biochemischen zellulären Folgen einer 

kritischen Telomerverkürzung in A549 in vitro und in Terc(-/-)-Mäusen in vivo zu 

charakterisieren, um daraus mögliche Schlüsse über den Einfluss von verkürzten 

Telomeren auf die IPF-Pathogenese ziehen zu können. Die zu beantwortenden Fragen 

waren: 

1. Führen kurze Telomere zur Entwicklung einer (proapoptotischen) UPR? 

2. Mit welchen weiteren Veränderungen im Gen- und Proteinexpressionsmuster 

gehen verkürzte Telomere einher? 

3. Reichen kurze Telomere aus, um eine Fibroseentwicklung auszulösen? 

Es ergaben sich folgende zentrale Beobachtungen: 

Wie bereits mehrfach von unterschiedlichen Gruppen im Mausmodell gezeigt, führt eine 

Telomerverkürzung allein nicht zur spontanen Entwicklung einer pulmonalen Fibrose 

[284, 366]. Dies bestätigte sich in der vorliegenden Arbeit. Dennoch zeigten sich einige 

durch kurze Telomere bedingte Veränderungen im Gen- und Proteinexpressionsmuster. 

Durch Telomerverkürzung wurde eine ER-Stressantwort ausgelöst, die insbesondere in 

vitro im humanen Typ-II-Zellmodell A549 zu beobachten war. Im Terc(-/-)-Mausmodell 

fand sich ebenfalls eine pulmonale Kolokalisation der ER-Stressmarker mit Typ-II-

Zellmarkern, die UPR-Marker waren jedoch mit Ausnahme der Grp78-Proteinexpression 

sowie der Atf6-Genexpression im Vergleich zu Wildtyp-Tieren nicht heraufreguliert. 

Vermutlich ist dies durch die deutlich längeren murinen Telomere und die damit 

verbundene geringere Anfälligkeit gegenüber Telomerverkürzung zu erklären. Nicht mit 

Sicherheit auszuschließen ist auch, dass der Unterschied zwischen beiden Modellen 

dadurch zu erklären ist, dass primär Typ-II-Zellen, die in Ganzlungen-Homogenaten nur 

einen Bruchteil aller Zellen ausmachen, auf kurze Telomere mit ER-Stress reagieren.  

Auch oxidativer Stress ließ sich in den Lungen der Terc(-/-)-Mäuse vermehrt nachwiesen. 

Als denkbarer Verursacher zeigte sich eine verringerte Expression von für Peroxiredoxine 

kodierenden Genen. Dies ließ sich in A549-Zellen jedoch nicht reproduzieren. A549-

Zellen zeigten dafür eine verstärkte NOXO1-Expression, die vermutlich ebenfalls zur 

oxidativen Belastung beitrug.   

Weiterhin führte Telomerverkürzung im Mausmodell in vivo zu gestörter 

Surfactantproteinsynthese und -prozessierung sowie zum Typ-II-Zellverlust. Letzterer ist 

vermutlich durch Aktivierung von Signalwegen der Seneszenz und Apoptose in Typ-II-
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Zellen zu erklären. Deren Aktivierung ließ sich auch in vitro im Typ-II-Zellmodell A549 

nachweisen.  

Zudem fand sich in vivo in den Lungen von Terc(-/-)- bzw. Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen und 

in vitro in den telomeraseinhibierten A549-Zellen eine durch Telomerverkürzung 

verstärkte Expression proinflammatorischer und profibrotischer Marker. Vermittelt 

wurde dies vermutlich durch DDR, Seneszenz, eine vermehrte M2-Polarisation der 

Makrophagen und, zumindest in den A549-Zellen, durch die UPR. Da auch die 

telomeraseinhibierten A549-Zellen eine signifikant erhöhte Expression der für 

profibrotische und proinflammatorische Zytokine kodierenden Gene aufwiesen, liegt die 

Vermutung nahe, dass Typ-II-Pneumozyten deren Hauptquelle waren. Diese 

profibrotische Prädisposition trägt wahrscheinlich zur in Terc(-/-)-Mäusen späterer 

Generationen beobachteten vermehrten Fibroseentwicklung in Reaktion auf „Second 

Hits“ wie Bleomycin und LPS bei [284].  

Erstaunlicherweise aktivierte die pulmonale Telomerverkürzung im Mausmodell jedoch 

auch die Transkription und Translation von SIRT1, insbesondere, aber nicht 

ausschließlich in Typ-II-Zellen. Dies bestätigte sich in vitro in A549-Zellen, was dafür 

spricht, dass Typ-II-Zellen die Hauptquelle der vermehrten Sirtuinexpression darstellten. 

SIRT1 besitzt antifibrotische Wirkung und schützt vor durch ER- und oxidativen Stress 

vermittelter Apoptose [10, 477, 534]. Die vermehrte SIRT1-Expression stellte also 

wahrscheinlich einen Versuch dar, die durch die Telomerverkürzung verursachte 

Dysregulation unterschiedlicher Signalwege zu kompensieren.  

Die bisher beschriebenen in Folge der Telomerverkürzung differentiell regulierten Gene 

und Proteine ähneln den Veränderungen, die in Analysen aus IPF-Lungen im Vergleich 

zu gesunden Probanden beobachtet werden, auffallend. Wie bereits in der Einleitung 

erwähnt, finden sich in IPF-Patienten sowohl in peripheren Leukozyten als auch im 

Alveolarepithel im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant verkürzte Telomere 

[12]. Die vorliegende Arbeit unterstützt die These, dass diese Telomerverkürzung 

Ursache der Fibroseentstehung ist und zumindest in Typ-II-Zellen auch ER-Stress 

auslösen kann. 

Abschließend wurde in der vorliegenden Arbeit in den A549-Zellen noch der Einfluss der 

Telomeraseinhibition durch BIBR1532 auf die Expression von für Komponenten des 

Shelterin- und Telomerasekomplexes kodierenden Genen untersucht. Hierbei zeigte sich 

eine kompensatorische Erhöhung der Expression der für Komponenten des 

Telomerasekomplexes kodierenden Gene. Auf die Genexpression von 
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Shelterinkomponenten hatte die Telomeraseinhibition dagegen keinen eindeutigen 

Einfluss. 

 

Bei der Interpretation der Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit sind folgende 

Limitationen zu beachten: Aus den A549-Zellen konnten aufgrund technischer Probleme 

keine Western Blots durchgeführt werden und auch für einige der aus den Mauslungen 

untersuchten Gene liegen keine Ergebnisse auf der Proteinebene vor. Man kann in diesen 

Fällen nicht mit Sicherheit davon ausgehen, dass sich Veränderungen in der 

Genexpression eins zu eins auf die Proteinexpression übertragen lassen, da eine 

posttranskriptionelle und/ oder posttranslationale Regulation nicht ausgeschlossen ist.  

Bei den per IHC in den Lungen der Terc(-/-)- bzw. Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäusen 

durchgeführten Proteinanalysen war es nicht bei allen Färbungen möglich, eine 

Auszählung gefärbter Zellen durchzuführen, sodass Unterschiede im Proteinlevel 

zwischen Wildtyptieren und KO-Mäusen nur qualitativ durch den optischen Eindruck 

bewertet werden konnten.  

Leider war es nicht möglich, eine Telomerlängenmessung für die KO-Mäuse und A549-

Zellen durchzuführen, sodass für die Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden 

Arbeit von durch andere Gruppen bestimmten Telomerlängen ausgegangen werden 

musste. Die exakte Telomerlänge der untersuchten A549-Zellen und Mausstämme blieb 

unbekannt. 

Durch die verwendeten Modelle selbst entstanden ebenfalls einige Limitationen, die die 

Übertragbarkeit auf IPF-Patienten einschränken. Einerseits besitzen C57BL/6J-Mäuse 

erheblich längere Telomere als Menschen und selbst für F3 Terc(-/-)-Mäuse dieses 

Stammes wird die durchschnittliche Telomerlänge noch mit 14,9 kB angegeben [266]. Im 

Gegensatz dazu weisen Menschen bei Geburt etwa 11 kb lange Telomere auf, die im Alter 

von 80 Jahren auf durchschnittlich 7,6 kb  schrumpfen [57, 349]. Folglich haben Mäuse 

eine wesentlich größere "Telomerreserve" und werden von einer Telomerverkürzung 

nicht so schnell beeinträchtigt wie Menschen. Dies zeigt sich auch daran, dass kurze 

Telomere in Menschen zu schweren Krankheiten wie IPF, Dyskeratosis congenita oder 

aplastischer Anämie führen, während die in der vorliegenden Arbeit untersuchten F3/F5 

Terc(-/-)-Mäuse mit Ausnahme eines diskreten Lungenemphysems phänotypisch 

unauffällig waren. Bei der Übertragung der im Mausmodell beobachteten Veränderungen 

auf das Entstehungsmodell einer humanen Krankheit sollte man daher Vorsicht walten 

lassen. Zudem stellt sich bei Expressionsunterschieden zwischen A549-Zellen und in 
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vivo-Mausmodell immer die Frage, ob dieser Unterschied speziesbedingt ist oder dadurch 

verursacht wird, dass in einer A549-Zellkultur nur ein Zelltyp vorkommt, während in den 

murinen Lungen unterschiedliche Zellen vertreten sind. 

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete in vitro-Modell A549 hat seine eigenen 

Einschränkungen. A549-Zellen sind pulmonale Adenokarzinomzellen, keine reinen Typ-

II-Zellen [97]. Wie bereits in Kapitel 5.2 ausgeführt, herrscht Uneinigkeit darüber, 

inwieweit und ob A549-Zellen überhaupt Surfactantproteine produzieren [219, 386, 475]. 

Zudem weisen A549-Zellen eine CDKN2A-Deletion auf, wodurch sie sich in der 

Aufrechterhaltung der Seneszenz möglicherweise von gewöhnlichen AECII 

unterscheiden [428].   

Um die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit zu untermauern, könnten folglich 

weiterführende Experimente durchgeführt werden. Es könnte versucht werden, die in den 

beiden Modellen differentiell regulierten Gene per Western Blot auf der Proteinebene zu 

untersuchen, um zu klären, welche Bedeutung die beobachteten Veränderungen haben. 

Zudem könnte in den Lungen der KO-Mäuse und in den A549-Zellen ein 

Telomerlängenassay durchgeführt werden, um die genaue Länge der Telomere zu 

bestimmen. Außerdem könnte die Untersuchung der Proteincarbonylierung, wie sie in 

den Terc(-/-)-Mäusen durchgeführt wurde, in der A549-Zellkultur wiederholt werden. 

Hierdurch ließe sich überprüfen, ob hier trotz der im Gegensatz zu den Mäusen 

unveränderten PRDX1-/ PRDX6-Expression oxidativer Stress vorlag.  

Um die Frage zu beantworten, ob die in den KO-Mäusen nur sehr schwach nachweisbare 

ER-Stressantwort durch den Speziesunterschied bedingt war oder ob sich ER-Stress 

primär auf Typ-II-Zellen auswirkt, könnten aus F3 Terc(-/-)-Mäusen gewonnene AECII 

isoliert auf die Expression von UPR-Markern untersucht werden.  

Interessant wäre auch die Untersuchung gealterter  F3 Terc(-/-)-Mäuse. Die IPF ist keine 

Erkrankung des jungen Alters und die Telomerlänge nimmt im Laufe des Lebens ab [75]. 

Chromosomale Fusionen, welche über eine Dysregulation der Proteinsynthese bei 

kritisch kurzen Telomeren als Auslöser des in den A549-Zellen beobachteten ER-Stresses 

denkbar sind, können in F3 Terc(-/-)-Mäusen erst ab einem Alter von 15 Monaten 

nachgewiesen werden [395]. Folglich ist es denkbar, dass gealterte F3 Terc(-/-)- und F3 

Terc(-/-)/SPC-GFP-Mäuse durchaus ER-Stress entwickeln. 

Um die Theorie der ER-Stressauslösung durch chromosomale Fusionen zu überprüfen, 

könnten Karyotypenanalysen der A549-Zellen (und KO-Mäuse) durchgeführt werden.   
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Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ergibt sich die These, dass 

Telomerverkürzung allein zwar zur Entstehung von ER- und oxidativem Stress, zur 

Einschränkung der Surfactantproteinsynthese, zum Verlust von Typ-II-Zellen mit 

folgender diskreter Emphysementwicklung und zur Entstehung eines 

proinflammatorischen und profibrotischen Milieus, aber nicht zur Fibroseentstehung 

führt. Wie bereits aus den Arbeiten von Liu et al. und Povedano et al. bekannt, reagieren 

Mäuse mit kurzen Telomeren jedoch auf sogenannte „Second Hits“ wie Bleomycin und 

LPS mit ausgeprägterer pulmonaler Fibroseentwicklung als Wt-Tiere [284, 366]. Es wäre 

interessant zu ermitteln, ob sich in einem Mausmodell mit kurzen Telomeren auch durch 

einen typischen IPF-Risikofaktor wie die pulmonale Infektion mit Herpesviren oder 

Exposition gegenüber organischen Stäuben als „Second Hit“ Fibrose auslösen lässt [372]. 

Der anerkannte Risikofaktor Zigarettenrauch im Sinne eines „Second Hits“ wurde bereits 

von Alder et al. untersucht, er löst in F4 Terc(-/-)-Mäusen ein pulmonales Emphysem, aber 

keine Fibrose aus [13].   

Es ist nicht auszuschließen, dass humane Zellen auf eine Telomerverkürzung kritischer 

reagieren als murine Zellen, zumal die in dieser Arbeit untersuchten 

telomeraseinhibierten A549-Zellen eine ausgeprägte Verstärkung der Expression 

profibrotischer Gene aufwiesen. Es wäre folglich sinnvoll, den Einfluss der kurze 

Telomere tragenden A549-Zellen auf pulmonale humane Fibroblasten zu untersuchen. 

Möglich wäre dies beispielsweise durch eine Kokultur der beiden Zelltypen. Auf diese 

Weise könnte eruiert werden, ob humane Typ-II-Zellen mit kurzen Telomeren 

Proliferation, Kollagensynthese und Myofibroblastendifferenzierung pulmonaler 

Fibroblasten fördern. Auch der Einfluss eines „Second Hits“ wie beispielsweise einer 

Herpesvirusinfektion könnte so untersucht werden.  

Sollte sich der Einfluss der Telomerverkürzung auf die Fibroseentwicklung im Rahmen 

der IPF in Folgeexperimenten bestätigen, könnte man im nächsten Schritt über eine 

therapeutische Telomerverlängerung nachdenken. Povedano et al. konnten in Mäusen mit 

kritisch kurzen Telomeren bereits nachweisen, dass eine gezielte Einführung von Tert per 

vektorbasierter Gentherapie in Typ-II-Pneumozyten eine bleomycininduzierte Fibrose 

abmildern kann [367]. Im Gegensatz zur ubiquitären Tert-Überexpression in klassischen 

transgenen Mäusen, die die Entwicklung von Neoplasien nach sich zieht, führt eine 

vektorbasierte Einführung von Tert in gealterten Mäusen zur Verlängerung von 

Telomeren und Lebensspanne, ohne jedoch Krebs zu verursachen [26, 51]. Es ist 

momentan, noch unklar, inwieweit sich diese Ergebnisse auf langlebige Spezies wie den 
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Menschen übertragen lassen. Zu bedenken ist hier vor allem, dass Telomeraseexpression 

ein klassisches Merkmal humaner Krebszellen ist [421].  

In jedem Fall bleibt hier noch viel Raum für Folgeexperimente, da die IPF-Forschung 

trotz vieler Fortschritte in den letzten Jahren immer noch recht weit am Anfang steht. Da 

die IPF-Inzidenz weltweit steigt, ist jedoch davon auszugehen, dass dieses Thema in 

Zukunft an Bedeutung gewinnen wird [202]. 

 

6. Zusammenfassung 

Die idiopathische Lungenfibrose (IPF) ist eine interstitielle Lungenerkrankung des 

mittleren bis höheren Lebensalters mit sehr schlechter Prognose. Die Pathogenese ist 

noch unbekannt, aktuell geht man jedoch davon aus, dass die IPF durch eine aberrante 

Wundheilung bei repetitiver Schädigung des Alveolarepithels entsteht. Es ist bekannt, 

dass sowohl familiäre als auch sporadische IPF-Fälle mit verkürzten Telomeren und mit 

einem alveolärepithelialen endoplasmatischem Retikulum (ER)-Stress einhergehen. In 

der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob Telomerverkürzung in den 

Lungen von F3 Terc(-/-)-Mäusen und im mit dem Telomeraseinhibitor BIBR1532 

behandelten Typ-II-Zellmodell A549 ER-Stress auslösen kann. Zudem wurde untersucht, 

mit welchen weiteren Veränderungen der Gen- und Proteinexpression die 

Telomerverkürzung einhergeht und ob allein durch verkürzte Telomere eine 

Lungenfibrose induziert werden kann.  

In den F3 Terc(-/-)-Mäusen konnte keine spontane Fibroseentwicklung und nur eine 

minimale UPR beobachtet werden. Es konnte jedoch eine Kolokalisation der UPR-

Marker mit dem Typ-II-Zellmarker Surfactantprotein C nachgewiesen werden. Im A549-

Zellmodell der Telomerase-Inhibition zeigte sich dagegen eine deutlich stärkere ER-

Stressantwort mit signifikant verstärkter Expression der für Proteine der UPR 

codierenden Gene.  

Oxidativer Stress ließ sich in den Lungen der Terc(-/-)-Mäuse vermehrt nachwiesen. Als 

denkbarer Verursacher zeigte sich eine verringerte Expression von für Peroxiredoxine 

kodierenden Genen. Weiterhin führte die Telomerverkürzung im Mausmodell zu 

gestörter Surfactantproteinsynthese und -prozessierung sowie zur Entwicklung eines 

diskreten Lungenemphysems mit Verlust von Typ-II-Zellen und Aktivierung von 

Signalwegen der Seneszenz und Apoptose. Deren Aktivierung ließ sich auch in vitro im 

Typ-II-Zellmodell A549 nachweisen und kann den Typ-II-Zellverlust erklären. Zudem 
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fand sich in den Lungen der Terc(-/-)-Mäuse eine verstärkte Expression 

proinflammatorischer und profibrotischer Marker. Dies ließ sich in den Telomerase-

inhibierten A549-Zellen reproduzieren. Möglicherweise sind seneszente Typ-II-Zellen 

eine Hauptquelle profibrotischer Mediatoren.  

Die ausbleibende Fibroseentwicklung im Mausmodell könnte durch die im Vergleich 

zum Menschen selbst im F3-Modell noch immer deutlich längeren murinen Telomere 

erklärt werden. Einen weiteren Einflussfaktor dürfte die kompensatorische Aktivierung 

antifibrotischer Signalwege darstellen. Es fanden sich in beiden Modellen erhöhte Level 

an Sirtuin 1– mRNA bzw. Sirtuin 1-Protein. Sirtuin-1 ist ein Deacetylase, die 

antifibrotische und antiapoptotische Wirkung ausübt. Insgesamt ähnelten die durch 

Telomerverkürzung differenziell regulierten Gene und Proteine den in IPF-Lungen 

beobachteten Veränderungen, ohne jedoch zu Fibrose zu führen.  

 

Abstract 

Idiopathic pulmonary fibrosis is an interstitial lung disease that occurs in mid to late 

adulthood and is characterized by a very poor prognosis. The exact pathogenesis of IPF 

has not yet been fully elucidated. The most widely accepted hypothesis states that IPF 

results from aberrant wound healing caused by repetitive microinjuries to the alveolar 

epithelium on a basis of increased susceptibility. 

There is evidence that familial as well as sporadic cases of IPF are associated with 

shortened telomeres and pulmonary endoplasmic reticulum (ER) stress. The present study 

seeks to answer the question if telomere shortening can directly cause ER stress in the 

lungs of F3 Terc(-/-)  mice and in an in vitro model for type II cells. For the latter, A549 

cells were treated with the Telomerase inhibitor BIBR1532.  Furthermore, it was 

investigated whether telomere shortening is sufficient to cause pulmonary fibrosis. Lastly, 

the influence of telomere shortening on the expression of markers of senescence, 

oxidative stress, inflammation and fibrosis as well as on surfactant processing and lung 

phenotype was analysed. 

In line with published results from other groups, no spontaneous fibrosis was observed in 

the F3 Terc(-/-) mice. While the A549 telomerase inhibition model showed a robust 

upregulation of UPR markers, there was only a minimal ER stress response in both 

telomerase knockout mice strains. In the murine lungs, the UPR proteins colocalized with 

type II cell markers. 
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Moreover, oxidative stress caused by diminished expression of genes encoding for 

peroxiredoxins was evident in these lungs. Furthermore, in the Terc(-/-) mice, telomere 

shortening led to disturbed surfactant protein synthesis and processing as well as 

development of a mild pulmonary emphysema which was probably caused by the 

observed loss of type II pneumocytes. This loss can be explained by the activation of 

proapoptotic and prosenescent signalling which was detected in the lungs of the KO mice 

as well as in the A549 cells in vitro. Activation of profibrotic and proinflammatory 

signalling was also seen in the murine lungs. Since this could be reproduced in the in vitro 

model using A549 cells, it is safe to assume that senescent type II cells are the main source 

of those mediators.  

Nevertheless, there was no evidence of fibrosis in the murine model. The underlying 

cause for this might be the fact that mice have significantly longer telomerers than 

humans. The elevated levels of Sirtuin 1-mRNA and protein that were found in both 

models might be another influencing factor. Sirtuin 1 is a deacetylase known for its 

antifibrotic and antiapoptotic properties. Taken together, the observed changes in gene 

and protein expression caused by shortened telomeres resembled those apparent in IPF 

lungs without, however, causing fibrosis.  
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„Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbständig und ohne unzulässige 

Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle 

Textstellen, die wörtlich oder sinngemäß aus veröffentlichten oder 

nichtveröffentlichten Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mündlichen 
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