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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Chronisch obstruktive pulmonale Erkrankung (COPD)

1.1.1 Definition

Die chronisch obstruktive pulmonale Erkrankung (chronic obstructiv pulmonary disease,
COPD) ist weltweit von groRer Relevanz. Nach Einschatzung der Weltgesundheitsorga-
nisation (WHO) starben 2019 weltweit 3,23 Millionen Menschen an den Folgen einer
COPD [376]. Dies entspricht 6% der weltweiten Todesfélle. Bedingt durch die andau-
ernde Exposition von Risikofaktoren und dem demografischen Wandel, wird ein Anstieg
der globalen Belastung durch die Erkrankung in den n&chsten Jahren erwartet [198, 218].
Die COPD wird von der Globalen Initiative flr chronisch obstruktive Lungenerkrankun-
gen (Global Initiative for Chronic Lung Disease, GOLD) als vermeidbare, nicht rever-
sible, progrediente und obstruktive Lungenerkrankung definiert [105]. Das Krankheits-
bild setzt sich dabei erstens aus der chronischen Bronchitis (mit einer Obstruktion der
kleinen Atemwege) und zweitens dem Lungenemphysem (mit einer Destruktion von Lun-
gengewebe) zusammen [124]. Hauptausldser sind inhalative Noxen, die eine chronische
Inflammation der kleinen Atemwege ausldsen. Die Inflammation fuhrt zu einer Veren-
gung der Bronchiolen und einer gesteigerten Mukussekretion, wodurch die Patienten
Symptome einer chronischen Bronchitis (Husten und Auswurf) zeigen. Gleichzeitig kon-
nen die Patienten ein Emphysem entwickeln. Dabei kommt es zu einer Destruktion von
Lungengewebe (insbesondere Alveolarsepten) distal der terminalen Bronchiolen und ei-
ner irreversiblen Erweiterung der Luftrdume. In Folge steht weniger Flache fur den
Gasaustausch in der Lunge zur Verfugung [23, 131]. Je nach Patient sind Emphysem und
Obstruktion unterschiedlich stark ausgeprégt, wodurch das Krankheitsbild variiert [307].
Mittels Lungenfunktionsuntersuchung kann der Schweregrad der COPD ermittelt wer-
den. Die Therapie mit Bronchodilatatoren und Antiphlogistika (entzindungshemmende
Medikamente) ist symptomatisch und kann die fortschreitende Abnahme der Lungen-
funktion zwar verlangsamen, jedoch nicht verhindern [46]. Fir die Patienten ist daher die
Entwicklung neuer Therapieoptionen von immenser Wichtigkeit, weswegen weitere Er-

kenntnisse auf molekularer Ebene zur Pathogenese der Erkrankung essentiell sind.
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1.1.2 Atiologie

Die Entstehung der COPD ist komplex und durch unterschiedliche Einflussfaktoren be-
dingt. Dabei kann zwischen exogenen und endogenen Faktoren unterschieden werden.
Etwa 80 bis 90% der COPD-Patienten weisen eine Raucheranamnese auf, womit Rauchen
(Zigarette, Pfeife, Passivrauchen) der wichtigste Risikofaktor ist [27, 211]. Da nicht alle
Raucher eine COPD entwickeln [201], ist davon auszugehen, dass auch eine genetische
Disposition eine Rolle spielt. Welche Faktoren zu dieser personlichen Disposition beitra-
gen, ist noch nicht ausreichend erforscht [211]. In dieser Arbeit liegt der Fokus auf der
Zigarettenrauch (Cigarette smoke, CS) assoziierten COPD. Im CS sind eine Vielzahl to-
xischer Stoffe enthalten z. B. Nikotin, Acrolein, polyzyklische aromatische Wasserstoffe
und reaktive Sauerstoffspezies, welche Signalkaskaden auf zellulérer Ebene regulieren
[182]. Die Exposition mit CS kann u. a. zur Aktivierung von Immunzellen, Veranderun-
gen des Zellzyklus, der Proliferation und Apoptose flihren [59, 60, 265].

Ein weiterer Risikofaktor fur die Entwicklung einer COPD ist die innerh&usliche Rauch-
entwicklung, welche durch die VVerbrennung von organischem Material beim Kochen und
Heizen entstehen kann. Insbesondere in Entwicklungsléandern sind Frauen haufig von
einer COPD betroffen [293, 294]. AulRerdem erhéhen sowohl Frithgeburtlichkeit, als auch
rezidivierende broncho-pulmonale Infekte bereits ab dem ersten Lebensjahr das Risiko
flir eine spatere COPD [293].

Als bekanntester endogener Risikofaktor zéhlt der a1-Antitrypsin Mangel, welcher durch
eine Mutation im Serin-Protease-Inhibitor a1 Gen entsteht [146]. Neben der Mutation im
Serin-Protease-Inhibitor al Gen existieren noch weitere genetische Faktoren, welche mit
der Entstehung einer COPD in Verbindung gebracht werden kdnnen. In Genomanalysen
konnte ein Zusammenhang mit Genpolymorphismen der Matrix-Metalloproteasen
(MMP) MMP-3/MMP-12 und des transformierenden Wachstumsfaktor-beta (transfor-
ming growth factor 5, TGF-B) gezeigt werden. Die Bedeutung dieser Veranderungen fir
die Entwicklung einer COPD ist weiterhin Gegenstand aktueller Forschung [56].
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1.1.3 Diagnostik und Klassifikation

Zu Beginn der Diagnostik steht eine ausfihrliche Anamnese. Bei der anschlieenden
Lungenfunktionsuntersuchung wird mittels Spirometrie die Diagnose bestétigt.

Bei der Anamnese werden Risikofaktoren fur die Entstehung einer COPD abgefragt
(Raucheranamnese, Berufsanamnese) und bestehende Atemwegserkrankungen (z. B.
Asthma und Allergien), korperliche Aktivitat und Belastbarkeit, Schlafstérungen und
Komorbiditéten erfasst. Die Kardinalsymptome der COPD, chronischer Husten mit Aus-
wurf und Belastungsdyspnoe, welche zu einer zunehmenden Einschréankung der korper-
lichen Leistungsfahigkeit fihren, werden ebenfalls anamnestisch erhoben [105].

Zur strukturierten Erfassung der Symptomatik kann der COPD Assessment Test genutzt
werden. Dabei wird die Auspragung der acht wichtigsten Symptome, Husten, Auswurf,
Engegefiihl in der Brust, Atemnot bei korperlicher Belastung, Einschrankung bei hausli-
chen Aktivitaten, Angst das Haus zu verlassen, Schlafqualitat und Energieniveau festge-
stellt. Die Patienten geben die Symptomschwere mit einem Punktwert von null fiir keine
Beschwerden bis funf fiir starke Beschwerden auf einer Likert Skala an [162].

Speziell zur Erfassung der Dyspnoe wird die modified Medical Research Council Scale

angewandt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Modified Medical Research Council Scale

0 Dyspnoe bei aulRergewdhnlicher Belastung
1 Dyspnoe beim Treppensteigen und Bergaufgehen
2 Langsameres Gehen als Gleichaltrige oder Pausen bei selbst gewahlter

Geschwindigkeit auf Grund von Dyspnoe
3 Dyspnoe und Pause beim Gehen nach 100 Metern
4 Dyspnoe beim An- und Ausziehen, Verlassen des Hauses nicht moglich

(modifiziert nach GOLD [105])

In der klinischen Untersuchung kénnen die Befunde sehr variabel sein. Dabei kénnen
Lippen- und Fingerzyanosen auffallen, auBerdem Uhrglasndgel und Trommelschlegelfin-
ger als Zeichen einer chronischen Hypoxie beobachtet werden. Bei langjahriger COPD
kann es zu einer Lungenuberblahung kommen, die sich als typisches Bild eines Fasstho-
rax darstellen. Die Atemfrequenz kann erhoht und die Exspirationszeit verlangert sein.
Beim Abhoéren der Lunge kdnnen Atemgerdusche wie Giemen, Pfeifen und Brummen

auffallen. Des Weiteren kann es zur Kachexie und peripheren Odemen kommen [124].
3
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Klinisch wird die Atemflussbehinderung haufig erst auffallig, wenn die Erkrankung weit
fortgeschritten und die Lungenfunktion stark eingeschrankt ist [134].

Als objektive Methode zur Erfassung der Lungenfunktion wird im Rahmen der Lungen-
funktionsuntersuchung eine Spirometrie durchgefiihrt. Dabei kénnen die Ergebnisse der
Spirometrie nur im Zusammenhang mit der klinischen Untersuchung interpretiert werden,
da sie zwar eine hohe Sensitivitat, jedoch nur eine geringe Spezifitat aufweisen. Bei der
Spirometrie wird die forcierte Vitalkapazitat (forced vital capacity, FVC), das nach ma-
ximaler Inspiration ausgeatmete Volumen und die Einsekundenkapazitat (forced expira-
tory volume in one second, FEV1) bestimmt. Das Verhéltnis der FEV1 zu FVC wird als
Tiffeneau Index bezeichnet. Ist dieser Wert < 0,7 spricht dies fur das Vorliegen einer
Obstruktion und flr eine klinisch relevante COPD [33]. Fir die COPD existiert eine Ein-
teilung nach GOLD, die anhand des prozentualen FEVi1-Wertes die Erkrankung in
Gruppe | bis 1V einteilt. Liegt der der FEV1-Wert z. B. zwischen 50 und 79% des Soll-
werts, wird eine COPD GOLD |11 diagnostiziert [105].

Die Einteilung der COPD nach Spirometer Parametern in GOLD | bis IV wird durch die
subjektiv empfundene Schwere der Symptomatik ergénzt [105]. Diese wird anhand des
oben erléuterten COPD Assessment Test und modified Medical Research Council Scale
systematisch erfasst. AuBerdem wird die Anzahl der Exazerbationen pro Jahr in die Ein-
teilung aufgenommen. Der Klassifikation nach GOLD 1 bis IV wird demnach eine Ein-
teilung in A, B oder E entsprechend der Auspréagung der Symptome beigefligt [105] (Ab-

bildung 1). Nach dieser Einteilung richtet sich der medikamentdse Therapiealgorithmus.
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Spirometrisch bestatigte ; . - o
COPD-Diagnose Beurteilung der Symptomatik/des Exazerbationsrisikos

Postbronchodilatatorisches

> 2 bzw. mind.

o
BEVRVE 0.0 ] 1 Krankenhaus- E
@ 5 Aufenthalt
Re)
: ®
Sl | H o
. S Exazerbation ohne
(FEV, in % vom Sollwert) T Krankenhausaufent A B
halt
GQLD I . Modified Medical 0-1 >2
(leicht) FEV, 2 80% Research Council Scale
GO_LD Il ) COPD Assessment <10 S10
(mittel) FEV, 50-79% Test 2
GOLD III

_1Q09
schwer] FEY50:49% Husten mit Auswurf (chronische Bronchitis),

GOLD IV Dyspnoe und weitere Symptome
(sehr schwer) FEV, < 30%

Abbildung 1: Schweregradeinteilung nach Lungenfunktionsuntersuchung und Symptomen GOLD |
bis IV und Gruppe A, B und E.
Fur die Schweregradeinteilung einer COPD wird sowohl die Atemwegsobstruktion in der Spirometrie mit

ihrer Schweregradeinteilung GOLD 1 bis IV sowie die vorrausgegangenen Exazerbationen und die aktuelle
Symptomatik mit A, B und E ermittelt. Nach dem Schema wird ein Patient mit einem FEV1 60% des
Sollwertes, einem Wert von zwdlf Punkten im COPD Assessment Test und keiner Exazerbation der Kate-
gorie GOLD I1 und Gruppe B zugeordnet.

1.1.4 Komorbiditaten bei COPD

Neben der Beurteilung von Lunge und Atemwegen sind auch extrapulmonale Befunde
von Bedeutung, da die COPD oftmals mit diversen Komorbiditaten einhergeht [2, 24, 72,
269]. Die Pulmonale Hypertonie (PH) gehort zu den Erkrankungen, welche haufig mit
der COPD assoziiert sind [18]. Die PH wird als eine chronische Druckerh6hung des mitt-
leren arteriellen Blutdrucks in der Pulmonalarterie (mPAP) > 20 mmHg definiert und ist
durch einen erhéhten pulmonalen Gefalwiderstand charakterisiert [316]. Der mPAP liegt
bei gesunden Probanden im Schnitt bei 14,0 = 3,3 mmHg [175]. Ein mPAP uber 20
mmHg ist mit einer allgemein erhéhten Mortalitat [80] und einem grofReren Exazerbati-
onsrisiko bei COPD-Patienten assoziiert [224]. In Studien konnte gezeigt werden, dass
bis zu 90% der COPD-Patienten eine milde PH aufweisen [301, 372]. Drei bis funf Pro-
zent der COPD-Patienten weisen mPAP Werte von 35 bis 40 mmHg auf und leiden der
Definition nach an einer schweren PH [244].

Neben der PH sind auch systemische Erkrankungen wie Diabetes mellitus und arterielle
Hypertonie mit der COPD assoziiert [212]. Weitere typische Begleiterkrankungen sind

Osteoporose [107] und Muskelschwéche [170]. In Verbindung mit einer COPD kommt
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es auBerdem geh&uft zu obstruktiver Schlafapnoe, Schlafstérungen und Tagesmudigkeit
[7, 39]. Inshesondere wéhrend akuten Exazerbationen treten vermehrt Depressionen und
Angstzustande auf [14].

1.2 Pathogenese der COPD

Die Pathogenese der COPD ist komplex und multifaktoriell. Bis heute sind viele Prozesse
nicht vollstandig verstanden und Gegenstand aktueller Forschung. Als Reaktion auf in-
halative Noxen kommt es zu einer Inflammation, welche mit der Destruktion von Alveo-
larsepten sowie bronchialen und pulmonal vaskuldren strukturellen Umbauprozessen
(Remodeling) assoziiert ist. Langfristig kann es dabei zu einem Emphysem, einer Ob-
struktion der kleinen Atemwege und begleitend zu einer PH kommen [23, 131, 133]. Die
Inflammation der kleinen Atemwege bleibt auch lange nach der Aufgabe des Rauchens
bestehen [180, 285]. Dabei ist die Inflammation nicht nur auf die Lunge beschrénkt, son-
dern kann sich im Verlauf der Erkrankung zu einer systemischen Inflammation entwi-
ckeln [3, 24].

1.2.1 Inflammation

Ein wichtiger Aspekt in der Pathogenese der COPD ist die chronische Inflammation, in
deren Verlauf es zur Aktivierung von Immunzellen, Sekretion von Zytokinen und Rek-
rutierung weiterer Immunzellen kommt. Folgend zeigt sich eine Destruktion von Alveo-
larsepten sowie bronchiales und pulmonal vaskuldres Remodeling [23, 131]. Es wird so-
wohl das angeborene als auch das adaptive Immunsystem aktiviert [38, 131]. Zum ange-
borenen Immunsystem gehort als erste ,,Verteidigungslinie® die Barriere der alveolaren
und bronchialen Epithelzellen (A/BECs) und die mukozilidre Clearance. Aullerdem zéh-
len Makrophagen, neutrophile Granulozyten und nattrlichen Killerzellen zur angebore-
nen Immunabwehr [200]. Die Inflammation ist charakterisiert durch einen Anstieg dieser
Zellpopulationen. Bei der COPD ist aulierdem das adaptive Immunsystem aktiv und es
finden sich vermehrt dendritische Zellen [348], aktivierte B- und T-Lymphozyten und
Lymphfollikel [42]. Dabei besteht ein Zusammenhang zwischen dem Fortschreiten der
Erkrankung und der Akkumulation der Immunzellen [94, 130, 132].
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A/BECs, dendritische Zellen und Makrophagen sind in nachster Nahe zum Lumen loka-
lisiert und haben direkten Kontakt zum CS. Als Reaktion auf die inhalativen Noxen se-
zernieren Makrophagen und A/BECs vermehrt proinflammatorische Zytokine, u. a. In-
terleukine (IL), IL-1B, IL-6 und IL-8 und Tumornekrosefaktor-o (TNF-o) [98]. Bei
COPD-Patienten konnten erhohte Spiegel von IL-6 und TNF-a nachgewiesen werden
[369, 395] und im Zusammenhang mit akuten Exazerbationen auch erhdhte Serumspiegel
von IL-8 [408]. Die Zytokine wirken chemotaktisch und rekrutieren weitere Immunzel-
len, darunter neutrophile Granulozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten [58, 79]. Da-
bei spielen Makrophagen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der COPD [22],
sie kommen sowohl im Alveolarraum, als auch im der Wand der kleinen Atemwege bei
Rauchern und COPD-Patienten vermehrt vor [4, 19, 25]. Makrophagen kdnnen in M1
und M2 Makrophagen unterschieden werden. Dabei sind M1 Makrophagen insbesondere
an inflammatorischen Prozessen beteiligt, wahrend M2 Makrophagen antiinflammato-
risch und profibrotisch sind und Reparaturprozesse im Gewebe fordern [213, 217] Bei
Rauchern und COPD-Patienten konnten vermehrt M1 Makrophagen in der Wand der
kleinen Atemwege gefunden werden [82]. Gleichzeitig wurde in der bronchoalveoléaren
Lavage, mit welcher die Zellen des Alveolarraum untersucht werden, eine vermehrte De-
aktivierung von M1 assoziierten Genen und eine Polarisierung in Richtung M2 Makro-
phagen beobachtet [82, 311]. AulRerdem konnte eine erhdhte Anzahl von CD8 positiven
T- Lymphozyten im Sputum von COPD-Patienten im Vergleich zu Rauchern mit norma-
ler Lungenfunktion und nichtrauchenden Probanden festgestellt werden [345]. Eine ver-
ringerte Apoptose der CD8 positiven T- Lymphozyten in den kleinen Atemwegen von
COPD-Patienten konnte ebenfalls gezeigt werden (72).

1.2.2 Emphysem

In der Pathogenese der COPD kommt es zu einer Destruktion der Alveolarsepten und in
Folge dessen zu einer irreversiblen Erweiterung der Luftradume distal der terminalen
Bronchiolen. Dies wird als Lungenemphysem bezeichnet. Abhangig von der Lokalisation
kann ein zentroazindres Emphysem von einem panazindrem Emphysem unterschieden
werden. Dabei ist das zentroazindre Emphysem mit dem Konsum von Zigaretten assozi-
iert, wahrend das panazindre Emphysem h&ufig bei Patienten mit o.1-Antitrypsin Mangel
vorkommt [124, 147]. In die Pathogenese des Emphysems sind verschiedene Signal-

kaskaden involviert, wobei u. a. das Verhaltnis zwischen Proteasen und Antiproteasen,
7
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reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer Stress sowie verédnderte Reparaturprozesse und
Apoptose eine wichtige Rolle spielt [147, 344].

CS ist entscheidend in der Entstehung des Emphysems, da eine CS-assoziierte Aktivie-
rung von Immunzellen zu einer vermehrten Sekretion von Proteasen fiihrt. Makrophagen
und neutrophile Granulozyten sezernieren z. B. MMPs, welche zum Abbau von Elastin
in der Extrazelluldren Matrix (EZM) fihren [61, 96, 121]. Im Sputum von COPD-Patien-
ten konnten erhéhte Spiegel von MMP-12 beobachtet werden [48]. Zusétzlich begunstigt
CS die Polymerisation von a 1-Antitrypsin, wobei das Protein seine Funktion als Protea-
seinhibitor verliert [146]. Es kommt zu einer Dysbalance zwischen Proteasen und An-
tiproteasen, die zur Entstehung eines Emphysems beitragt.

AuRerdem spielt oxidativer Stress eine wichtige Rolle in der Pathogenese der COPD. Als
oxidativer Stress wird eine erhohte Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies bezeichnet.
Oxidativer Stress entsteht in der Lunge zum einen exogen durch CS und zum anderen
endogen durch die Aktivierung von Immunzellen wie Makrophagen und neutrophile Gra-
nulozyten, welche reaktive Sauerstoffspezies sezernieren [279, 334]. Des Weiteren wird
angenommen, dass bei COPD-Patienten in den Mitochondrien vermehrt reaktive Sauer-
stoffspezies gebildet werden [347]. Vermehrter oxidativer Stress in der Lunge spielt eine
wichtige Rolle in der Entstehung des Emphysems, da reaktive Sauerstoffspezies zu einer
reduzierten Aktivitat der Antiproteasen beitragen. Weiterhin fuhrt oxidativer Stress zu
einer Aktivierung proinflammatorischer Transkriptionsfaktoren, zu DNA Schéden, zu ei-
ner Ausschittung von TGF-p, zu einer Fibrosierung der kleinen Atemwege und zu einer
erhdhten Expression von Mucingenen womit er in unterschiedliche Pathomechanismen
der COPD involviert ist [26].

Des Weiteren konnten auch apoptotische Signalkaskaden in AECs und Endothelzellen
eine Rolle im CS-assoziierten Emphysem in der COPD spielen [75, 206]. Es konnten
vermehrt apoptotische AECs in emphysemattsem Lungengewebe von COPD-Patienten
beobachtet werden [398].



Einleitung

1.2.3 Bronchiales Remodeling

In der Pathogenese der COPD kommt es in der Lunge zu Remodeling Prozessen, welche
zum einen die Folge der Inflammation und der Aktivierung diverser Immunzellen sind.
Zum anderen wird das Remodeling durch die direkten Effekte der inhalativen Noxen auf
verschiedene Zelltypen, z. B. A/BECs bedingt. Das bronchiale Remodeling &uRert sich
dabei in einer Obstruktion der kleinen Atemwege und dem klinischen Bild einer chroni-
schen Bronchitis [131, 133].

Inhalative Noxen fihren im Flimmerepithel der Bronchiolen zu Schaden des Epithels und
zu einer Permeabilitatszunahme [131, 161]. Die Zahl der Kinozilien tragenden BECs ver-
ringert sich, gleichzeitig kommt es zu einer Vermehrung und Metaplasie der Becherzellen
[291]. Elektronenmikroskopisch kann eine deutliche Zunahme des Mukus festgestellt
werden, der sich Uber das Oberflachenepithel legt [149]. Dieser Mukus ist viskoser als
bei gesunden Probanden. Die Hypersekretion und Hyperviskositat hat zur Folge, dass die
mukozilidre Clearance, als einer der wichtigsten Abwehrmechanismen der konduktiven
Atemwege, erschwert wird [87, 133]. Es konnte gezeigt werden, dass CS die Rezeptoren
epithelialer Wachstumsfaktoren aktiviert, welche tber einen mitogen activated protein
(MAP) Kinase Weg die Expression von Mucingenen (MUC5AC und MUCB) erhéht[25,
331]. Die genauen Mechanismen und die epigenetische Regulation der Schleimhypersek-
retion sind immer noch Gegenstand aktueller Forschung [289]. Des Weiteren findet man
eine Hypertrophie der submukdsen Driisen und einhergehend mit der Inflammation ver-
groRerte intraepitheliale Lymphfollikel, sowie vermehrt inflammatorische Zellen (neutro-
phile Granulozyten, Makrophagen, CD4 und CD8 positive T-Lymphozyten) [132]. Au-
Rerdem kommt es peribronchial zur Fibrose und Ablagerung von EZM. Die Mechanis-
men der Fibrose-Entstehung um die kleinen Atemwege herum ist noch nicht vollstdndig
verstanden [21]. Dabei kdnnten Wachstumsfaktoren wie TGF- und der connective tissue
growth factor die Synthese von Bestandteilen der peribronchialen EZM induzieren [142].
Die Expression von TGF-f ist sowohl bei COPD-Patienten, als auch bei Rauchern ver-
starkt [34, 332]. Proliferierende glatte Muskelzellen (smooth muscle cells SMCs) produ-
zieren weitere proinflammatorische Zytokine, Proteasen und Wachstumsfaktoren und be-
einflussen so Migration, Proliferation und Apoptose von A/BECs und Immunzellen, wie
T-Lymphozyten und dendritische Zellen [137, 389].
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1.2.4 Pulmonal vaskulares Remodeling

Bei COPD-Patienten sind neben den Bronchien auch pulmonale GefélRe vom Remodeling
betroffen. Dabei kommt es inshesondere in den GefaRen mit einem Durchmesser von <
500 pum zu Veranderungen [204] wobei alle drei GefédRwandschichten, die inneren
Schicht (Intima), die mittlere Schicht (Media) und die duRRere Schicht (Adventita) betrof-
fen sein konnen [305]. Der Gefalldurchmesser verkleinert sich durch Proliferation und
Hypertrophie von Fibroblasten, pulmonal-arteriellen glatten Muskelzellen (pulmonary
artery smooth muscle cells, PASMCs) und Endothelzellen, sowie durch die Ablagerung
von EZM-Bestandteilen, wie Kollagen, Fibronektin und Elastin. Es kommt zu einer Er-
hohung des pulmonalen Gefalwiderstandes und des mPAP [150]. Das Remodeling flhrt
zu einer Verdickung der Intima und der Media, welche mit der Schwere der COPD kor-
relieren [85, 204, 296].

Die Pathomechanismen des pulmonal vaskuldren Remodelings, welche die Entstehung
einer sekundaren PH als Komorbiditat der COPD zur Folge haben kann, sind bis heute
nicht vollstandig aufgeklart und werden in der Literatur kontrovers diskutiert [292]. Die
im Zusammenhang mit der COPD auftretende PH wird in der Klassifikation der WHO
der Gruppe 3 - PH bei Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie - zugeordnet [315]. Die
Bedeutung der Hypoxie fir das pulmonal vaskulédre Remodeling bei der PH bei COPD-
Patienten wurde in den letzten Jahren durch neue Forschungserkenntnisse zunehmend
hinterfragt [292]. Peinado et al. konnten Veranderungen der Intima, welche mit einer
Proliferation von PASMCs sowie Ablagerungen von Kollagen und Elastin einhergehen,
auch bei Patienten mit einer milden COPD, ohne Hypox&mie, sowie bei Rauchern mit
normaler Lungenfunktion nachweisen [296]. Auch wurde gezeigt, dass vaskuldres Remo-
deling noch vor der Entstehung eines Emphysems auftreten kann [309, 377]. Diese Er-
gebnisse weisen darauf hin, dass CS eine entscheidende Rolle in den pulmonalen vasku-
laren Umbauprozessen, welche mit einer COPD einhergehen, spielen kdnnte [261, 296].
CS hat einen direkten Einfluss auf die Genexpression der endothelialen Stickstoffmono-
xid-Synthase (eNOS), Endothelin, Endothelwachstumsfaktoren (vascular endothelial
growth factor, VEGF) und deren Rezeptoren [378]. Diese Mediatoren sind sowohl an der
Zellproliferation, als auch an Vasodilatation und Vasokonstriktion beteiligt [378]. Bei
Rauchern kann eine endotheliale Dysfunktion mit einer verminderten Expression der e-
NOS [17] und einer erhdhten Expression des VEGF [297] beobachtet werden. Auch Un-
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tersuchungen an Tiermodellen zeigen, dass CS mit pulmonal vaskuld&rem Remodeling as-
soziiert ist. Ferrer et al. konnten zeigen, dass Meerschweinchen nach drei Monaten Ex-
position mit CS eine endotheliale Dysfunktion, mit einer verminderten eNOS-Expression
und Proliferation von PASMCs aufweisen und diese Veranderungen zur Entstehung eines
Emphysems beitragen. Dabei verstérkte eine Hypoxie-Exposition das CS-assoziierte Re-
modeling [90].

1.3 Ca?*-assoziierte Signalkaskaden

Calcium lonen (Ca?*) sind als ubiquitar vorkommende Botenstoffe fiir diverse Signal-
kaskaden essentiell und kénnten in der Pathogenese der COPD eine wichtige Rolle spie-
len [32, 260, 314]. Ca®*-assoziierte Signalkaskaden sind fiir die Aktivierung, Migration
und Differenzierung von Immunzellen [49, 91, 110, 355], fur die Aktivitat der Kinozilien
[6, 199], die Proliferation und Kontraktion von bronchialen SMCs und PASMCs von Be-
deutung [389]. Diese Veranderungen auf zellulérer Ebene fuhren zu einer chronischen
Aktivierung des Immunsystems, einer verminderte mukozilidre Clearance und einer ver-
mehrten Proliferation verschiedener Zelltypen, wie z. B. bronchiale SMCs und PASMCs
und tragen so zur Entstehung einer COPD bei [131, 133].

Ca?*-assoziierte Signalkaskaden werden durch Veranderungen der intrazellulare Ca?*-
Konzentration induziert. Hierfir werden in jedem Zelltyp bestimmte Proteine exprimiert,
die fir die Aufrechterhaltung der Ca?*-Homdostase verantwortlich sind. Dazu gehéren
Ca?*-Kanile, wie die Transient Rezeptor-Potential (TRP) lonenkanéle, spannungsabhan-
gige Ca’*-Kandle (voltage-dependent Ca?*-channels VDCCs), Plasmamembran Ca?*-
ATPasen (PMCA), Sarco(endo)plasmatische Retikulum Ca?*-ATPasen (SERCA), Ca?*-
bindende Proteine und Na*/Ca?*-Austauscher. AuRerdem sind Zellorganellen, wie Mito-
chondrien und endoplasmatisches Retikulum (ER) fiir die Ca?*-Homdostase in der Zelle
essentiell [32].

1.4 Ca%**-Kanale

1.4.1 Transient Rezeptor-Potential (TRP) lonenkanéle
Der erste Nachweis von TRP-Kanélen erfolgte im Jahr 1969 in Rezeptorzellen der Tauf-

liege Drosophila melanogaster [68]. Heute ist bekannt, dass sie ubiquitar in Geweben
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von Saugetieren exprimiert sind und ihr Aktivierung durch eine Vielzahl von Stimuli er-
folgen kann. Dazu gehdren Verénderungen der Temperatur, des PH-Werts und/oder der
Osmolaritét [63, 231, 233]. Auch die Interaktion mit diversen Liganden darunter Bestand-
teile von CS wie Acrolein oder Nikotin [12, 188, 333] sowie Proteine und Proteinkinasen
[394] fuhren zur Aktivierung der TRP-Kandle.

TRP-Kanile sind nicht-selektive Kationenkanale und je nach Subtyp neben Ca?* auch
permeabel fiir K*, Mg?* und Na* [83]. In Abhingigkeit davon welcher TRP-Kanal akti-
viert wurde, kommt es demnach nicht ausschlieRlich zum Einstrom von Ca?*, sondern
auch zum Einstrom von Kationen wie Na* [239]Die erhohte intrazellulére Na*-Konzent-
ration fiihrt zu Veranderungen des Membranpotentials und kann so direkt die Offnung
spannungsabhangiger Ca?*-Kanale (voltage-dependent Ca?*-channels, VDCCs) induzie-
ren und hierdurch auch Einfluss auf die intrazellulare Ca?*-Konzentration nehmen [78,
86]. Die Permeabilitit fiir Ca?* im Verhaltnis zu Na* (Pca/Pna) hangt von der Zugehorig-
keit zur jeweiligen Unterfamilie der TRP-Kanéle ab. Die Mehrzahl der Kanéle sind nicht-
selektive lonenkandle mit einer Pca/Pna Von 0,1 bis 20 [254].

TRP-Kanéle sind aufgrund ihrer Leitfahigkeit von Ca?* essentiell fur die Ca?*-Homdo-
stase [62]. Der intrazellulare Ca?*-Anstieg ist die Grundlage verschiedener Signalkaska-
den in der Zelle, z. B. Aktivierung und Migration von Immunzellen, Sekretion von Zyto-
kinen, Proliferation und Apoptose sowie Kontraktion [31, 110, 260, 355]. Bedingt durch
das ubiquitire Vorkommen der TRP-Kanale und ihre bedeutende Rolle in der Ca?*-Ho-
moostase kénnen sie mit der Entstehung vieler Erkrankungen in Verbindung gebracht
werden [251]. Dazu z&hlen pathologische Verdnderungen des kardiovaskuldren Systems
[144] z. B. die arterielle Hypertonie[392] oder die PH [209, 370]. AuBerdem kann ihnen
eine Bedeutung in der Entstehung der Lungenfibrose [129], verschiedener Formen von
Lungenddemen [338, 371] und von Asthma sowie COPD zugeschrieben werden [16, 66,
251].

TRP-Kandle kénnen anhand der Aminosaurenhomologien im Menschen in folgende
sechs Subgruppen mit insgesamt 27 Proteinen differenziert werden: die Untergruppen der
Klassischen-TRP (TRPC), der Melastatin-TRP (TRPM), der Mucolipin.TRP (TRPML),
der Vanilloid-TRP (TRPV), der Ankyrin-TRP (TRPA) und die der Polycystin-TRP
(TRPP) (Abbildung 2) [63, 233, 234, 249]
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Abbildung 2: Phylogenetischer Stammbaum der TRP-Superfamilie im Menschen.
Die humanen TRP-Kanéle konnen anhand der Aminosaurenhomologien in die folgenden sechs Subgruppen

eingeteilt werden: der Klassische-TRP (TRPC), der Melastatin-TRP (TRPM), der Mucolipin-TRP
(TRPML), der Vanilloid-TRP (TRPV), der Ankyrin-TRP (TRPA) und der Polycystin-TRP (TRPP). Modi-
fiziert nach Nilius und Owsianik, 2011 [249]

Alle TRP-Kanale zeigen Ahnlichkeiten in ihrer Grundstruktur: Ein lonenkanal besteht
aus vier TRP-Proteinen, welche ein Tetramer bilden. Dabei kommen sowohl Homotetra-
mere (vier gleiche Untereinheiten), als auch Heterotetramere (verschiedene Untereinhei-
ten) vor [92, 127]. Jedes TRP-Protein besteht aus sechs Transmembrandomaénen (S1-S6)
mit einer Schleife zwischen S5 und S6 (Abbildung 3) [63, 257]. An dieser Stelle befindet
sich die zentrale Pore fiir den loneneinstrom [276, 352]. Strukturell unterscheiden sich
die TRP-Kanale in L&nge der intrazelluldren NH2- und COOH-Enden und der hier loka-
lisierten Doménen (Abbildung 3) [62]. Dazu gehdren Bindungsstellen fir regulatorische
Proteine, wie z. B. Calmodulin sowie enzymatisch aktive Doménen [63]. Am N-Terminus
finden sich bei TRPC, TRPV, TRPA und TRPN Ankyrinrepeats, welche verschiedene
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Liganden binden kdnnen [100, 194]. Spezifisch fur TRPC, TRPM und TRPN ist die hoch-
konservierte TRP-Domane am C-Terminus, bestehend aus 23-25 Aminosauren, deren

Funktion noch nicht vollstandig gekléart ist [233].

TRPC TRPV TRPM TRPA TRPN

TRPC1 TRPV1 TRPM7

intrazellular

Abbildung 3: Aufbau der TRP-Kanéle.
Darstellung des Aufbaus der TRP-Kandle anhand eines exemplarischen Vertreters jeder TRP-Subgruppe.

Eine Untereinheit besteht aus sechs Transmembrandoméanen mit einer Pore (P) zwischen der fiinften und
sechsten Schleife. C- und N-Terminus sind intrazelluldr lokalisiert. TRPC, TRPM und TRPN besitzen eine
hochkonservierte TRP-Domane (hellblau). TRPM-Kandle besitzen eine Proteinkinase-Domane (rosa). Fir
TRPC, TRPV und TRPM sind Calmodulin-/Inositoltrisphosphat-Bindungsstellen eingezeichnet (gelb). Au-
Rerdem sind noch Ankyrinrepeats (A, griin) der Kanédle TRPC, TRPV, TRPA und TRPN dargestellt. Ab-
bildung modifiziert nach Montell 2005 [233].

Die Familie der Cationical/Classical Transient Receptor-Potential (TRPC) z&hlt sieben
Unterformen TRPCL1 bis TRPC7, wobei TRPC2 im Menschen als Pseudogen vorliegt
[352]. Die Kanéle kdnnen anhand ihrer Sequenzhomologie in vier Untergruppen zusam-
mengefasst werden: TRPC1, TRPC2, TRPC4 und TRPC5 sowie TRPC3, TRPC6 und
TRPC7 [233]. TRPC-Kanale werden in vielen Geweben und Zelltypen exprimiert, sie
wurden u. a. im Nervensystem, im kardiovaskul&ren System, in Leber und Niere sowie
in Epithel- und Endothelzellen nachgewiesen [1]. Ihnen kdnnen diverse physiologische
und pathophysiologische Funktionen zugeordnet werden [249] und sie sind fiir die Funk-
tion des Immunsystem von Bedeutung [49, 95, 258]. Eine verstarkte Expression von
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TRPC1, TRPC3, TRPC4 und TRPCG6 scheint in der Pathogenese des Ovarialkarzinoms
eine Rolle zu spielen und ist mit einem vermehrtem Proliferationsverhalten der Tumor-
zellen assoziiert [406]. Im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom konnte ein Zusammen-
hang zwischen der TRPC-Expression und dem Differenzierungsgrad des Karzinoms be-
obachtet werden [156].

TRPC-Kanéle werden tber Signalkaskaden G-Protein-gekoppelter Rezeptoren aktiviert.
Sie sind somit am receptor-operated Ca?*-entry (ROCE) beteiligt. Aktiviert durch die
Bindung eines Agonisten an Gi-gekoppelte Rezeptoren hydrolysiert die Phospholipase C
membranstandiges Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in die Second messenger
Diacylglycerin (DAG) und Inositoltrisphosphat [30]. DAG kann den ROCE Uber TRPC-
Kandle regulieren, indem es TRPC3, TRPC6 und TRPC7 direkt aktiviert[128]. Es wird
aullerdem eine Aktivierung von TRPC4 [388] beziehungsweise eine Inhibition von
TRPC4 und TRPCS5 [353] Uber die Proteinkinase C (PKC) diskutiert. 1Pz diffundiert in
das Zytosol und fiihrt tiber die Bindung an 1Ps-Rezeptoren zur Freisetzung von Ca?" aus
dem ER [88, 207, 336]. Als Folge einer Absenkung der Ca?*-Konzentration im ER/SR
der Zelle kommt es zu Ca?*-Einstrom aus dem Extrazellularraum [270], was als store-
operated Ca?*-entry (SOCE) bezeichnet wird. TRPC-Kanile vermitteln auch SOCE, wo-
bei TRPC1 vermutlich mit dem stromalen Interaktionsmolekil 1 (stromal interacting
molecule, STIM1) im ER/SR und dem Ca?*-aktivierbaren Ca?*-Kanalprotein 1 (Ca?*-re-
lease-activated Ca?*-channel protein 1, ORAI1) interagiert. Die genaue Rolle von TRPC
im SOCE wird jedoch kontrovers diskutiert [8, 11, 52, 74, 97, 197].

TRPV1 ist der erste beschriebene Kanal der Transient Receptor-Potential Vaniloid
(TRPV) Familie und kann u. a. durch Hitze aktiviert werden [44]. Wéhrend TRPV1,
TRPV2, TRPV3 und TRPV4 den nicht selektiven Ca?*-Kanalen zugeordnet werden, sind
TRPV5 und TRPV6 die einzigen der TRP-Superfamilie, welche hochpermeabel fiir Ca?*
sind [349, 405]. TRPV1 wird besonders stark in sensorischen Nervenfasern exprimiert,
welche den Respirationstrakt innervieren [44, 81, 384]. Die Aktivierung von sensorischen
Nervenfasern tiber TRPV1-Agonisten, wie z. B. Capsaicin verursacht ein Schmerzemp-
finden und 16st reflektorisch Husten bei Meerschweinchen aus [179, 222]. Des Weiteren
weisen auch Patienten mit chronischem Husten eine erhdhte Expression von TRPV1 auf
[113]. Neben TRPV1 wird auch TRPV4 im Respirationstrakt exprimiert und kann in
A/BECs, Endothelzellen, Lungenfibroblasten, bronchialen SMCs und PASMCs nachge-
wiesen werden [10, 16, 216, 275]. TRPV4 reagiert sensibel auf mechanischen Stress und
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Verénderungen der Osmolaritat [327]. TRPV4 ist sowohl an der Regulierung der epithe-
lialen Barriere, als auch an der Regulierung der Aktivitat der Kinozilien beteiligt [6, 154,
380]. TRPV-Kanadle kdénnen aufierdem in Zellen des Immunsystems, wie z. B. Makropha-
gen, neutrophilen Granulozyten und T- Lymphozyten nachgewiesen werden und kdnnten
hier Inflammationsprozesse modulieren [16].

Der Transient Receptor-Potential Ankyrin (TRPA1) Kanal wurde erstmals in humanem
Lungenfibroblasten kloniert [148] und ist der einzige Vertreter dieser Subgruppe. TRPA1
kann sowohl in neuronalem als auch in nicht neuronalem Gewebe nachgewiesen werden
[117,416]. TRPAL ist in afferenten sensorischen Nervenfasern des Nervus Vagus, Nervus
Trigeminus und in den Spinalganglien exprimiert, welche den Respirationstrakt innervie-
ren [28, 242]. Im nicht neuronalen Lungengewebe wurde die Expression TRPAL u. a. in
Fibroblasten [396], bronchialen SMCs [243], PASMCs (nicht publiziert Brosien et al.
2024) und A/BEC [166, 243] nachgewiesen. TRPA1 kann direkt durch verschiedene
Komponenten des CS aktiviert werden, wozu Acrolein, Crotonaldehyde, Formaldehyde
und auch Nikotin gehdren [12, 188, 230, 333].

Zu der Familie der Transient Receptor Potential Melastatin (TRPM) gehdren acht Prote-
ine. Diese lassen sich in weitere vier Untergruppen unterscheiden: TRPM1 und TRPM3,
TRPM4 und TRPM5, TRPM6 und TRPM7 sowie TRPM2 und TRPMS8 [120]. Dabei sind
TRPM4 und TRPMS5 nicht fiir Ca?* permeabel sondern erméglichen hauptsachlich den
Na*-Einstrom [250]. TRPM6 und TRPM?7 sind durch eine Kinase am C-Terminus cha-
rakterisiert und sind in den Mg?*-Haushalt involviert [120, 306]. TRPM-Kanéle werden
in dendritischen Zellen, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und Mastzellen expri-
miert [16, 20, 240, 415]. Sie sind flr die Regulation des Immunsystems von Bedeutung
und werden als therapeutische Zielstrukturen fir inflammatorische Erkrankungen disku-
tiert [415]. AuRRerdem wird ihnen eine mdgliche Rolle in der Pathogenese von Tumorer-
krankungen wie dem Melanom [115] und dem Prostatakarzinom [112] zugeschrieben.
Des Weiteren wird fir TRPM4 ein Zusammenhang mit kardiovaskuldarem Remodeling
beschrieben [361]. Uber die Rolle von TRPM-Kanilen in der Pathogenese von Lungener-
krankungen ist bis dato wenig bekannt.

Die Familie der TRPP- und TRPML-Kanéle unterscheiden sich in ihrer Sequenz deutlich
von den anderen TRP-Kanélen und weisen hohe Sequenzhomologien untereinander auf.

Sowohl TRPP als auch TRPML haben eine groRe extrazelluldre Schleife zwischen der
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ersten und zweiten Transmembrandomane [352]. Mutationen in TRPP1 und TRPP2 spie-
len eine wichtige Rolle in der autosomal-dominanten polyzystischen Nierenerkrankung
[103]. TRPML-Kanéle sind flr die Funktion von Lysosomen und Endosomen von Be-
deutung [359]. In der Lunge wird TRPML3 in den Alveolar-Makrophagen exprimiert und
im Zusammenhang mit der COPD wurde eine Hochregulation des TRPML3-Kanals fest-
gestellt. Spix et al. konnten zeigen, dass TRPML3 essentiell fir die Endozytose von
MMP-12 durch Makrophagen ist und dass eine gestorte Funktion von TRPML3 zu einer
Erhéhung der MMP-12 Konzentration fuhrt [319]. Damit kénnte TRPML3 eine wichtige
Rolle in der Entstehung des Emphysems bei der COPD zukommen.

1.4.2 Voltage-dependent Ca?*-channels (VDCCs)

In erregbaren Zellen sind die VDCCs fiir eine schnelle intrazellulare Ca?*-Erhéhung ver-
antwortlich. Diese spielt z. B. bei der Exozytose von Neurotransmittern an synaptischen
Endknopfchen oder der Kontraktion von Muskelzellen eine Rolle [32]. Die VDCCs kon-
nen anhand der a-Untereinheit in die drei Hauptgruppen, Cay1, Cav2 und Cay3, unterteilt
werden. Zur Gruppe der Cay1 gehoren die L-Typ- (long lasting) Kanéle, zu Cav2 die N-
Typ- (Neither; weder N- noch L-Typ), die P/Q-Typ- (Purkinje Zellen) und R-Typ-
(Remaining) Kanéle und zu Cay3 die T-Typ-(transient) Kanéle [45]. P/Q-Typ-Kanéle
werden insbesondere im neuronalen Gewebe (Cerebellum, Hippocampus, Cortex) expri-
miert, sie spielen eine wichtige Rolle in der synaptischen Signaltbertragung und kénnen
mit neurologischen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden [45, 274]. T-Typ-Ka-
nale werden mit neuropathischen Schmerzen [36], kardialer Hypertrophie [54] und PH
assoziiert [53]. L-Typ-Kanéle sind essentiell fiir die Kontraktion glatter Muskelzellen und
sind an der Regulation des Blutdrucks beteiligt. Bei der arteriellen Hypertonie kann eine
Hochregulation von L-Typ-Kanélen beobachtet werden [235, 267]. Die Aktivierung von
L- und T-Typ-Kandlen unterscheidet sich. L-Typ-Kanéle bendtigen eine gréRere Ver-
schiebung des Membranpotentials und werden erst ab einem Potential positiver als -20
mV aktiviert. Sie werden nur langsam inaktiviert und ermdglichen so einen lang andau-
ernden loneneinstrom [341]. Die T-Typ-Kandle dagegen werden schon bei -70 mV aktiv.
Sie besitzen eine geringe Leitfahigkeit und werden schnell wieder inaktiviert [252]. Die
Aktivitat der VDCCs kann iiber die Proteinkinase A (PKA), die PKC und Ca?*/Calmo-
dulin-abhdngige Proteinkinase (CaMKII) reguliert werden[155, 165, 351].
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1.4.3 Plasmamembran Ca?*-ATPase (PMCA) und
Sarco(endo)plasmatische Retikulum Ca?-ATPase (SERCA)

Um ein hohes Konzentrationsgefalle von Ca?* zwischen dem Extra- und Intrazellular-
raum aufrechtzuerhalten und nach einem Ca?*-Einstrom die intrazellulire Konzentration
wieder zu senken, sind verschiedene Ca?*-Kanéle und Austauscher in der Zelle exprimiert
[32]. Die Plasmamembran Ca?*-ATPase (PMCA) wurde erstmals 1966 identifiziert [302]
und pumpt Ca?* unter Verbrauch von ATP wieder in den Extrazellularraum. Vier Gene
ATP2BL1 bis 4 codieren fur mehr als 20 Transkriptionsvarianten der PMCA. Sie unter-
scheiden sich in ihrer basalen Aktivitat [43] und werden in verschiedenen Geweben und
Zelltypen exprimiert [5, 326]. PMCAs sind durch eine hohe Ca?*-Affinitat charakterisiert
und werden auch bei niedrigen Ca?*-Konzentrationen aktiviert, daftir ist ihre Transport-
rate fiir Ca®* vergleichsweise gering [41, 64]. Eine wichtige Rolle in der Regulation der
Aktivitat der PMCAs spielt Calmodulin. Die Bindung von Calmodulin fihrt zu einer
Konformationsédnderung der PMCA und erhoht sowohl die Affinitat als auch die Trans-
portrate fiir Ca* [64]. AuRerdem beeinflussen die PKA und die PKC durch Phosphory-
lierungen die Aktivitat der PMCA [367, 417]. Veranderungen der PMCAs konnen mit
neurodegenerativen und kardiovaskuldren Erkrankungen, insbesondere mit der arteriellen
Hypertonie, assoziiert werden [322]. Es konnte gezeigt werden, dass ein Knockout von
PMCAL1 in arteriellen SMCs der Maus iiber einen Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Kon-
zentration zu einer VVasokonstriktion und damit zu einem Ansteig des arteriellen Drucks
fuhrt [172]. PMCAs werden daher seit einigen Jahren als potentielle Zielstrukturen fur
die Therapie der arteriellen Hypertonie diskutiert [195]. Zudem wurden sie im Zusam-
menhang mit Tumorerkrankungen, wie dem Kolonkarzinom [284] und dem Mammakar-
zinom [151, 350] beschrieben. Uber eine mdgliche Rolle der PMCAs in Lungenerkran-
kungen ist bis dato nichts bekannt.

Sarco(endo)plasmatische Retikulum Ca?*-ATPasen (SERCA) sind in der Membran von
ER/SR sowohl in erregbaren als auch in nicht erregbaren Zellen lokalisiert. SERCA wird
von drei Genen ATP2AL bis 3 codiert. Das Ergebnis alternativen Splicings sind zehn
verschiedene Isoformen: SERCA-1a,b, SERCAZ2a bis ¢ und SERCAS3a bis f [136]. Die
Isoformen unterscheiden sich in ihrer Ca?*-Affinitat und ihrer Ca®*-Transportrate und
werden in verschiedenen Geweben und Zelltypen exprimiert [202]. SERCAL wird im

schnell kontrahierenden Skelettmuskel exprimiert, SERCA2a im langsam kontrahieren-
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den Skelettmuskel, im Herzmuskel und in SMCs [263]. SERCAZ2b kann sowohl in Mus-
kelzellen als auch in nicht-muskuldrem Gewebe nachgewiesen werden. SERCA3 wird
ebenfalls in nicht-muskuldrem Gewebe exprimiert und kommt insbesondere in Epithel-
und Endothelzellen vor [263]. SERCA pumpt unter ATP Verbrauch Ca?* aus dem Zytosol
in die intrazellularen Ca®*-Speicher des ER/SR und senkt so die zytosolische Ca®*-Kon-
zentration [32]. Eine veranderte Expression von SERCA-Proteinen kann zu verschiedens-
ten Erkrankungen flhren, darunter viele Erkrankungen des Herzmuskels [93, 104, 310].
AuRerdem konnte bei Tumorerkrankungen wie z. B. dem Bronchialkarzinom, oder dem
Kolonkarzinom Veranderungen im ATP2A2 Gen, welches fir die SERCA-2 Isoform co-
diert, festgestellt werden [174]. Auch beim Schilddriisenkarzinom findet sich eine veran-
derte Expression der SERCA2b [255]. Des Weiteren kénnen durch SERCA-vermittelte
Veranderungen der Ca?*-Homgostase mit neurodegenerativen Erkrankungen wie z. B.
Alzheimer oder Parkinson und neuropsychiatrischen Erkrankungen wie z. B. Schizophre-
nie assoziiert werden [37].

1.4.4 Ca?*-release-activated channels (CRACS)

Erstmals wurde 1986 der Mechanismus des SOCE beschrieben, bei dem als Folge einer
Entleerung der intrazellularen Ca2*-Speicher, Ca?*-Kanale in der Plasmamembran akti-
viert werden und extrazellulares Ca?* in die Zelle einstromt [270]. Diese Ca?*-Kanale
werden als Ca?*-release-activated channels (CRACS) bezeichnet. In den letzten Jahren
konnten zwei Proteine identifiziert werden, die an der Kopplung der intrazellularen Ca?*-
Speicherentleerung und der Offnung von Ca?*-Kandlen in der Zellmembran beteiligt sind.
Das stromale Interaktionsmolekiile (stromal interacting molecule STIM) und das Ca?*-
aktivierbare Ca?*-Kanalprotein (Ca?*-release-activated Ca?*-channel protein ORAI).
STIM-Proteine fungieren als Ca?*-Sensoren und sind in der Membran des ERs lokalisiert
[191, 282]. Es kann zwischen STIM1 und STIM2 unterschieden werden, wobei STIM2
sensibler auf Ca?*-Konzentrationsanderungen reagieren [325]. Die ORAI-Proteine befin-
den sich in der Plasmamembran und bilden die zentrale Pore des CRACSs, im Menschen
gibt es drei Isoformen: ORAIL, ORAI2 und ORAI3 [193]. Mit einem Ca?*-Bindungsmo-
tiv (EF Hand Motiv) [183] und einem sterilen Alpha Motiv detektiert STIM die Ca®*-
Konzentration im ER [324]. Ein Absinken der Ca?*-Konzentration hat eine Translokali-
sation und Oligomerisierung der STIM-Proteine zur Folge [192]. Daraufhin werden

CRACs und vermutlich TRPC-Kandle [11, 197] in der Plasmamembran aktiviert und es
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kommt zu einem Ca?*-Einstrom aus dem Extrazellularraum [238, 259]. Eine direkte In-
teraktion von STIM1 an Bindungsstellen am C- und N-Terminus des ORAI1-Proteins
kann die Funktion des Kanals modulieren [223]. Als wesentlicher Bestandteil des SOCE
sind die ORAI-Proteine in der Pathogenese verschiedener Krankheiten involviert. Eine
veranderte Expression der ORAI-Proteine in verschiedensten Zelltypen spielt im Remo-
deling von kardiovaskuldren und respiratorischen Erkrankungen wie Atherosklerose, Ar-
terielle Hypertonie, PH, Asthma und COPD eine Rolle [158].

1.5 Downstream Signalkaskaden

Sowohl die Aktivitatsregulierung der Ca?*-Kandle als auch die einem Ca?*-Einstrom
nachgeschalteten Signalkaskaden sind komplex. Die Konzentration von intrazellularem
freiem Ca?" wird zunachst erhoht, freies Ca* wird jedoch durch verschiedene Proteine
gebunden, welche als Pufferproteine und Effektorproteine fungieren [32]. Zu den Puffer-
proteinen zahlen Parvalbumin, Calcineurin, sowie im ER/SR lokalisiertes Calretikulin
und Calsequesterin [84]. Zu den Effektorproteinen gehdren u. a. Annexine, S100-Prote-
ine, Calpain, Troponin oder Calmodulin. Die Bindung von Ca?* an diese Effektorproteine
initiiert weitere Signalkaskaden. Beispielsweise sind S100-Proteine an der Regulation des
Immunsystems beteiligt [383] und bei COPD-Patienten kann eine erhéhte Konzentration
von S100A9 beobachtet werden [273]. Calpain, eine Familie Ca?*-abhangiger Proteasen
bestehend aus 15 verschiedenen Isoproteinen [106], scheint eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der PH zu spielen [203]. Die Aktivierung von Calpain durch oxidativen
Stress ist mit bronchialem und vaskuldrem Remodeling assoziiert [176, 413]. Das Ef-
fektorprotein Calmodulin wird ubiquitar exprimiert und besitzt zwei Ca?*-bindende EF-
Doménen [84]. Jede Doméne kann zwei Ca?*-lonen binden und Calmodulin wird hier-
durch allosterisch aktiviert [64] Aktiviertes Calmodulin fiihrt wiederum zur Aktivierung
von Ca?*/Calmodulin-abhéangigen Proteinkinasen (CaMK). Diese phosphorylieren Serin-
und Threoninreste von Zielproteinen und initiieren so Signalkaskaden, welche u. a. den
Zellzyklus beeinflussen [317, 330]. Zudem kann Calmodulin die Aktivitdt von VDCCs
[118] sowie von TRPC-, TRPM- und TRPV-Kanalen regulieren, indem es an intrazellular

lokalisierten Calmodulin-Bindungsstellen dieser Kanéle bindet [177, 414].
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1.6 Ziel der Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit ist es die Rolle von Ca?*-Kanilen und Ca?*-assoziierten Prote-
inen in der Pathogenese der COPD zu untersuchen. Hierbei soll ein Uberblick tiber mog-
liche pathologische Veranderungen der Ca?*-Homg@ostase im Zellverbund der Lunge, zu-
sammengesetzt aus Immunzellen, A/BECs, Fibroblasten, bronchialen SMCs, PASMCs,
erlangt werden.

Dazu wurden in der vorliegenden Arbeit die folgenden Aspekte naher untersucht:

A) ldentifizierung potenzieller Gene und Genfamilien mittels Literaturrecherche.
Dabei wurde der Fokus auf TRP-Kanéle gelegt, da bekannt ist, dass sie eine es-
sentielle Rolle in der Ca?*-Homdostase spielen.

B) Expressionsanalyse der ausgewéhlten Zielgene in Donor- (Nichtraucher), Rau-
cher- und COPD-Lungen mittels RTqPCR.

C) Expressionsanalyse einzelner ausgewéhlter Proteine in Donor- (Nichtraucher),
Raucher- und COPD-Lungen mittels Western Blot. Aulerdem Bestétigung der
Antikorperspezifitat einzelner Antikérper mit Hilfe von siRNA und PASMCs so-
wie Pathway-Inhibitoren

D) Analyse der Ca?*-Konzentration in Donor- (Nichtraucher), Raucher- und COPD-
Lungen

E) Analyse des Proliferationsverhaltens von PASMCs nach Exposition mit CS-Ex-
trakt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Software

CFX-Manager

ChemiDoc XRS+, Software Image

GraphPad Prism Version 9

i-Control Version 1.10
Image LabTM Software Version 6.1

Laser-Capture Microscope, Laser Micro-
dissection 6000, System-Version
6.5.0.3104

NanoDrop Software, Version 3.7.1

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

GraphPad Software, San Diego, CA,
USA

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Leica, Wetzlar, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

2.1.2 Gerate

Absaugsystem Vacusafe Comfort

CFX Connect™ Real-Time System
ChemiDoc™ Touch Imaging System
Feinwaage

Gelelektrophoreseeinrichtung Mini-Pro-
teon® Tetra Cell

geschliffene Deckglaschen

Handzahler

INTEGRA Biosciences GmbH, Bieber-
tal, Deutschland

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Sartorius, Gottingen, Deutschland

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Langenbrinck GmbH, Emmendingen,

Deutschland

Kobe, Marburg, Deutschland
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Heizblock

Homogenisator, Precellys ® 24

Lichtquelle fir das Stereomikroskop
KL1500

Magnetrihrer RCT basic mit Heizung
Microplate Reader Infinite M200
Microplate Reader Spark 10M
Mikroskop fur Microdissektion
Mikrotom, Leica 1805 UV

Mini centrifuge ROTILABO®

Molecular Imager® ChemiDocTM XRS

MS1 Minishaker IKA

Neubauer Zahlkammer

pH-Meter 766 Climatic
Pipetten (10 ul, 100 ul, 1000 pl)

Pipettierhilfe Pipetboy acu 2

Platefuge MicroPlate MicroCentrifuge

Probenstéander ROTILABO® PTFE

PX1 PCR Plate Sealer

VWR, Radnor, PA, USA

Bertin Technologies, Aix en Provence,

Frankreich

Schott, Mainz, Deutschland

Ika-Labortechnik, Staufen, Deutschland
Tecan, Méannedorf, Schweiz
Tecan, Mannedorf, Schweiz
Leica, Wetzlar, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-

land
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

MERCK KGaA, Darmstadt, Deutsch-

land

Marienfeld GmbH, Lauda-Konigshofen,
Deutschland

Knick, Berlin, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

INTEGRA Biosciences GmbH, Bieber-

tal, Deutschland

Benchmark Scientific, Sayreville NJ,
USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
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Rollenmischer

Spannungsgerat Electrophoresis Power
Supply Consort E835 flr Western Blot

Spectrophotometer, NanoDrop ND-1000
Stereomikroskop (Zellkultur)

Thermocycler Tpersonal

Thermomixer Compact Eppendorf
Trans-Blot® TurboTM Transfer System
Wasserbad

Wippschttler

Wippschuttler WS 10

Zellinkubator, Hera Cell 150
Zentrifuge, Mikro 200R

Zentrifuge, Rotina 420R

Ingenieurbiro CAT M. Zipperer, Ball-
rechten-Dottingen, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Thermo Fisher, Waltham, MA, USA
Leica, Wetzlar, Deutschland

Biometra GmbH, Gdéttingen, Deutsch-
land

Merck, Darmstadt, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Memmert, Schwabach, Deutschland
Labortechnik,

Keutz Reiskirchen,

Deutschland

Edmund Bihler, Sindelfingen, Deutsch-

land
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA
Hettich AG, Tuttlingen, Deutschland

Hettich AG, Tuttlingen, Deutschland

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

0,2 ml PCR Tube without cap

0,5 ml Micro Centrifuge Tube

1,5 ml GefaR, DNase/RNase-frei

12-Well, 24-Well Zellkultur Multiwell-
platte

Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe,
Deutschland
Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe,

Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmins-

ter, Osterreich
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15 ml, 50 ml Cellstar Tube

2 ml Mikrordhre mit Verschluss
35er, 60er Zellkulturschale

50 ml Einmalspitze

96-Well Mikrotestplatte

96-Well PCR-Platte (Hard Shell)
AuRere Glasplatte (Western Blot)

Filter Westernblot Whatman

Handschuhe
Innere Glasplatte (Western Blot)

Keramikkugelchen, 2 ml Pecellyse
Ceramic, Zirconium(IV)-oxid

Membran Slides 2,0 um
Mikrotom Klingen

Morser (Porzellan Reibeschale)
Optically Clear Heat Seal
Parafilm

Pasteurpipetten Glas 230 mm

Pipetten 10 ml Cellstar®

Pipettenspitzen (10 ul, 100 pl, 1000 pl)

Pipettenspitzen RNase-frei (10 pl, 100 pl,
1000 pl)

PVDF Blotting Membran peqGOLD

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiins-
ter, Osterreich

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

GE Healthcare Life Sciences, Milwau-
kee WI, USA

Ansell, Richmond, Australien
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

PeqgLab, Erlangen, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Bemis, Neenah, WI, USA

VWR, Radnor, PA, USA

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmins-

ter, Osterreich
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Nerbe

Deutschland

plus  GmbH, Winsen/Luhe,

VWR, Radnor, PA, USA
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Skalpell

Feather®Safety Razor Co. Ltd, Osaka,

Japan

2.1.4 Chemikalien

1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG)

DNA Ladepuffer (Loading Dye) 6x

Agarose for DNA electrophoresis

Amersham ECL Prime Peroxide Solution

Ammoniumpersulfat (APS)

Rinderserumalbumin (Bovine Serum Al-

bumin, BSA) protease-free

Clarity Max TM Western ECL Substrate
Clarity TM Western ECL Substrate
DNase/RNase-freies Wasser
Doppeldestilliertes Wasser (ddH20)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Eosin Y Alkoholic

Ethanol 100%

Ethanol absolut

Freezing Medium Cryo-SFM
Glycin

lonomycin

Calbiochem, Millipore, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher, Waltham, MA, USA

SERVA electrophoresis GmbH, Heidel-
berg, Deutschland

Cytiva Global Life Sciences Solutions,
Marlborough, MA, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Qiagen N.V. Venlo, Niederlande
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Otto Fischar, Saarbriicken, Deutschland
Promocell, Heidelberg, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA
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iTag Universal SYBR® Green Supermix
Kresylviolettacetat p.a. 7651.3
Laemmli-Proben Puffer 4x
Lipofectamine® 2000
Magermilchpulver

Methanol

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

NuPage® LDS Sample Buffer 4x
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
RLT-Lysis-Puffer

Salzsaure 25%

Salzsaure 37%

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 20% Solu-

tion

SDS-Pellets
Tetramethylethylendiamin (Temed)
Tissue-Tek® O.C.T. Compound
Tris Pufferan®

Tween® 20

-Mercaptoethanol

Trypsin/EDTA 10x

Zelllysis-Puffer 10x

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Qiagen, Hilden, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher, Waltham, MA, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sakura Finetek, Tokjo, Japan

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland

Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA
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2.1.5 Kits und Standards

Calcium Assay Kit

Cell Proliferation ELISA, BrdU

(colometric)

DC™ Protein Assay Kit
GeneRuler DNA-Leiter
iScript™ cDNA Synthesis Kit

Precision Plus Protein Dual Color Stand-

ards
RNeasy Micro Kit
RNeasy Mini Kit

ROTI®-Mark WESTERN PLUS

Abcam, Cambridge, UK

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Thermo Fisher, Waltham MA, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Qiagen, Hilden, Niederlande
Qiagen, Hilden, Niederlande

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

2.1.6 Primer

Die Primersequenzen wurden zum Teil aus der Literatur entnommen, nicht bekannte Se-

quenzen wurden von Dr. M. Brosien entworfen und die Qualitat anhand der Schmelzkur-

ven bewertet. AnschlieBend wurden die PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese aufge-

trennt und die GroRe der Fragmente Uberpruft.

Genbezeichnung

Primer-Sequenz

GAPDH

F: 5 CCACATCGCTCAGACACCAT 3

R: 5 AAAAGCAGCCCTGGTGACC 3'

L-Typ 1.2 CACNALC

F: 5 TGACAACTTTGCCTTCGCCA 3

R: 5" ACTCATAGCCCATAGCGTCCT 3

L-Typ 1.3 CACNALD

F: 5 CAAGCGGACCACGCGAAC 3

R: 5 AGCATCGATTGCAGCTTGCC 3

L-Typ 1.4 CACNALF

F: 5 TCGGAATCTGAAGGCGGGAA 3
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R: 5 TAGGGGTCCCTAGGCCTGAT 3'
ORAI1 F: 5" ATGAGCCTCAACGAGCACT 3'
R:5'GTGGGTAGTCGTGGTCAG 3'
ORAI2 F: 5" ATGGAAGTGCTTGGATGCGG 3
R: 5 GGCACGTTAAGCTCAGCACT 3'
ORAI3 F: 5 TACCGGGAGTTCGTGCA 3'
R:5'GGTACTCGTGGTCACTCT 3
PBGD F: 5 CCCACGCGAATCACTCTCAT 3
R: 5 TGTCTGGTAACGGCAATGCG 3
PMCAl F:5 ATCCTCCTTGTCTGTAGTGTG 3'
R: 5" TCACCATATTTCACTTGAGC 3'
PMCA2 F: 5 GATAGTGATCGTGCAGTTTG 3
R: 5’AATGAATATGCACCACATCC 3
PMCA3 F: 5 CACCCACTACAAAGAGATTC 3

R:5'GTAGTATTTTGGTGGTATAGGC 3'

PMCA4 F: 5 AACTCTCAGACTGGAATCATC 3
R: 5" ACCTTTCTCTTTTTCTCCC 3'
SERCAZ2 F: 5 GCTCGAGTTGAACCCTCCCA 3

R: 5" AGTGCCAGAGCCCATAGCAA 3
SERCA3 F: 5 CCGCCCCTGCCTCTCATTTT 3

R: 5 GGTACACACCGGAGACTCCAC 3
STIM1 F: 5 CCTCGGTACCATCCATGTTGTAGCA 3'

R: 5" GCGAAAGCTTACGCTAAAATGGTGTCT 3
STIM2 F: 5 CAAGTTGCCCTGCGCGCTTTAT 3

R: 5" ATTCACTTTTGCACGCACCG 3
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TRPA1L F: 5 AAGTGCACAGATCGCCTGGA 3'
R: 5 AAGGAGGCCTGCTGCTTGTT 3
TRPC1 F:5 CTTTTCTTGCTGGCGTGCGA 3'
R: 5" TTCTCCCAAGCACATCTACGCA 3
TRPC3 F: 5 GCTACTGGATCGCACCTTGC 3'
R: 5 TGGTGATGCCTTCGAACCTGT 3
TRPC6 F: 5 TCTGCTCATGGAGC 3'
R: 5" AACCTTCTCCCCTTCTCACGG 3'
TRPM4 F: 5 CCACCGATGCCTACGGAGAG 3'
R: 5 AGCACTGACACCACCAGGTT 3
TRPM7 F: 5 CCCCGTGAGGAGAATGTCCC 3
R: 5" ACACCTGACGAGTTGCTGACA 3
TRPMS8 F: 5 TGGGGTCCAGGAAGAAACCT 3
R: 5 TGAGCAGCACGTAGGCAAAC 3'
TRPV1 F:5'CAACTGTGAGGGCGTCAAGCS3
R: 5" GGGCTGAGCAGACTGCCTAT 3
TRPV4 F: 5 GCCAAGACGGGCAAGATTGG 3
R: 5 AGCGAGGAATACACTGGCCC 3'
T-Typ 3.1 CACNA1G F: 5 GGGGTGTTCACCGTCGAGAT 3'
R: 5' CTGCCGATTACGATGAGGGAGT 3'
T-Typ 3.2 CACNA1H F: 5 CGTTGGGACGGACACAACGTG 3

R: 5 AGCAGAAGGACGTTCCCGAG 3

F: Forward (vorwarts); R: Reverse (riickwarts)
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2.1.7 Antikorper

Bezeichnung Nummer Verdun- Bezugsquelle
nung
Anti-Cyclin D1 ab134175 1:10000 Abcam, Cambridge, UK
Anti-ATP2A2/SERCA2 9580 1:1000 Cell Signaling Technol-
(D51B11) ogy, Danvers, MA, USA
Anti-Calmodulin 4830 1:1000 Cell Signaling Technol-
ogy, Danvers, MA, USA
Anti-CaMKII (pan) 4436S 1:1000 Cell Signaling Technol-
ogy, Danvers, MA, USA
Anti-Cyclin E bs-0573R 1:1000 Bioss Inc, Woburn, MA,
USA
Anti-Mouse IgG (Sekun- w4021 1:5000 Promega, Madison, WI,
darantikorper) USA
Anti-P42/44 MAPK 4695 1:1000 Cell Signaling Technol-
(ERK1/2) ogy, Danvers, MA, USA
Anti-phospho P42/44 4377 1:1000 Cell Signaling Technol-
MAPK (ERK1/2) ogy, Danvers, MA, USA
(Thr202/Tyr204)
Anti-phospho P42/44 9101 1:1000 Cell Signaling Technol-
MAPK (ERK1/2) ogy, Danvers, MA, USA
(Thr202/Tyr204)
Anti-phospho (Ser) PKC 2261S 1:1000 Cell Signaling Technol-
Substrate ogy, Danvers, MA, USA
Anti-phospho-CaMKI| 3356S 1:1000 Cell Signaling Technol-
(Thr231) ogy, Danvers, MA, USA
Anti-phospho-PDK1 3438S 1:1000 Cell Signaling Technol-

(Ser241)

ogy, Danvers, MA, USA
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Anti-phospho-PKA 5661 1:1000 Cell Signaling Technol-
(Thr197) ogy, Danvers, MA, USA
Anti-phospo-c-Raf (Ser338) 9427 1:1000 Cell Signaling Technol-
(56A6) ogy, Danvers, MA, USA
Anti-PKA 5842 1:1000 Cell Signaling Technol-

ogy, Danvers, MA, USA

Anti-PMCAL1 ab190355 1:1000 Abcam, Cambridge, UK

Anti-PMCA4 ab2783 1:1000 Abcam, Cambridge, UK

Anti-Rabbit 1gG (Sekun- W4011 1:5000 Promega, Madison, WI,

darantikorper) USA

Anti-B-Aktin A5316 1:50000 Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA

Anti-STIM1 4916S 1:1000 Cell Signaling Technol-

ogy, Danvers, MA, USA

Anti-STIM2 4917 1:1000 Cell Signaling Technol-
ogy, Danvers, MA, USA

Anti-TRPA1 PA1-46159 1:1000 Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA

Anti-TRPC6 18236-1-AP 1:1000 Proteintech Group, Ro-
semont, IL, USA

Anti-TRPV4 39260 1:1000 Abcam, Cambridge, UK
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2.1.8 siRNA

Bezeichnung

Nummer

Bezugsquelle

siRandom

siRNA TRPV4

SIRNA TRPC6

siRNA TRPC3

SIRNA TRPA1

SR-CL000-005

006109-01-005

004192-03-005

006509-01-0005

006109-01-0005

Eurogentec, Seraing, Belgien

Dharmacon, Lafayette, CO,
USA

Dharmacon, Lafayette, CO,
USA

Dharmacon, Lafayette, CO,
USA

Dharmacon, Lafayette, CO,
USA

2.1.9 Puffer und Lésungen

Puffer Substanz Menge
BSA-L0Osung 6% BSA 60
TBST-Puffer 1x 100 ml
Blocking-Ldsung Magermilchpulver 69
TBST-Puffer 1x 100 ml
EDTA-L6sung 0,5 M pH 8,0 EDTA 36,59
dH20 250 ml
NaOH bis pH 8,0
Lauf-Puffer (Laemmli) 10x Tris 250 mM 60,56 ¢
Glycin1,9M 288 g
SDS 1% 209
dH20 2000 ml
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Lauf-Puffer 1x

RLT-Puffer

Stripping-Losung

TAE-Puffer 50x

Transfer-Puffer

Wasch-Puffer (TBS-Puffer) 10x pH
7,5

Lauf-Puffer 10x

dH20

RLT-Puffer

B-MeEtOH

ddH.O
Glycin

HCI 25%

Tris
0,5M EDTA pH 8,0
Essigsdure

dH20

Tris
Glycin
SDS 20%
Methanol

dH-0

Tris 200 mM

NaCl 1,5 M
HCI 37%

dH-0

100 ml

900 ml

1ml

10 pl

10 ml
5ml

1ml

242 ¢
100 ml
57 ml

600 ml

116
5849

3,7ml
400 ml

1600 ml

24,23 g

87,66 g
ca. 28 ml

1000 ml
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Wasch-Puffer (TBST-Puffer) 1x pH TBS-Puffer 10x 100 ml
7,5
Tween®20 1mil
dH20 900 ml
Zelllysis-Puffer 1x Zelllysis-Puffer 10x 100 ul
dH,0 900 pl
PMSF 1 ul

2.1.10 Medien

Dulbeccos's Phosphat-gepufferte Salzl6-
sung (DPBS)

Endothelial Cell Growth Medium MV

Endothelial Cell Growth Medium MV Sup-

plement Mix

Fetales bovines Serum (Fetal Bovine Se-
rum, FBS)

Normocin

Opti-MEM® Medium

Smooth Muscle Cell Growth Medium 2

Smooth Muscle Cell Growth Medium 2
Supplement Mix

Trypsin/EDTA 10x

Pan-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

PromoCell, Heidelberg, Deutschland

PromoCell, Heidelberg, Deutschland

Sigma, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

InvivoGen, Toulouse, Frankreich

Gibco Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA

PromoCell, Heidelberg, Deutschland

PromoCell, Heidelberg, Deutschland

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland

35



Material und Methoden

2.1.11Medienzusammensetzung

Medium Substanz Menge

SMC-Medium Smooth Muscle Growth Medium 2 500 ml

Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 1 Mix
Supplement Mix

Normocin 1ml
Trypsin 1x Trypsin/EDTA 10x 12 mi
Herpes Ringer Losung 0,2 M 12 mi
NaCl 0,9% 96 mi
2.1.12 Zellen
Humane PASMC PromoCell, Heidelberg, Deutschland

2.2 Probenmaterial

2.2.1 Auswahl und Charakterisierung der humanen Proben

Die humanen Proben wurden von der DZL/UGMLC Biobank (Genehmigung AZ 58/15;
10/06) zur Verfugung gestellt. Die untersuchten Proben in der COPD-Gruppe stammen
von Patienten im GOLD Stadium 1V, bei denen eine Lungentransplantation durchgefihrt

wurde.

Tabelle 2: Charakteristika der Proben von Donoren (Nichtrauchern), Rauchern und COPD-Patien-
ten fiir die Analyse der Lungenhomogenate

Proben ID  Gruppe Alter Geschlecht Komorbiditaten
38 Nichtraucher 25 mannlich n. b.

64 Nichtraucher 36 weiblich n. b.

406 Nichtraucher 42 n. b. Anthrakose

457 Nichtraucher 53 mannlich n. b.
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471 Nichtraucher 48 weiblich n. b.

491 Nichtraucher 44 mannlich n. b.

492 Nichtraucher 51 weiblich n. b.

493 Nichtraucher 44 mannlich n. b.

495 Nichtraucher 60 weiblich Anthrakose
498 Nichtraucher 54 weiblich n. b.

500 Nichtraucher 51 weiblich n. b.

503 Nichtraucher 59 mannlich n. b.

504 Nichtraucher 14 weiblich n. b.

516 Nichtraucher 44 weiblich n. b.

527 Nichtraucher 56 weiblich Bronchopneumonie
533 Nichtraucher 54 weiblich Fibrose, Vaskulopathie
542 Nichtraucher 24 weiblich Lungenddem
544 Nichtraucher 52 mannlich n. b.

552 Nichtraucher 54 mannlich n. b.

557 Nichtraucher 76 weiblich n. b.

561 Nichtraucher 46 weiblich Lungenddem
563 Nichtraucher 56 mannlich n.b

564 Nichtraucher 21 weiblich n. b.

419D Raucher 31 mannlich n. b.

473B Raucher 76 weiblich n. b.

480D Raucher 52 mannlich n. b.

485 Raucher 47 mannlich n. b.

497 Raucher 37 weiblich n. b.

501 Raucher 59 mannlich n. b.
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523
532
538
545
553
40
44
50
66
69
75
85
96
gio97
98
102
103
114
115
117
122
138
405
413

420

Raucher

Raucher

Raucher

Raucher

Raucher

COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient

COPD-Patient

21

34

58

60

30

49

60

57

65

52

58

56

60

55

50

56

63

55

58

53

45

méannlich
weiblich
weiblich
maéannlich
méannlich
méannlich
mannlich
mannlich
méannlich
méannlich
mannlich
n. b.

méannlich
n. b.

mannlich
weiblich
méannlich
weiblich
méannlich
méannlich
maéannlich
weiblich
méannlich
méannlich

n. b.

PH
Bronchopneumonie
PH

PH, Hamorrhagie
n. b.

n. b.

n. b.

n. b.

n. b.
Bronchopneumonie
Bronchopneumonie
Bronchopneumonie
n. b.

PH

n. b.

Pneumonie
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446

456

460

479

499

COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient
COPD-Patient

COPD-Patient

Tabelle 3: Charakteristika der Proben von Donoren (Nichtraucher), Rauchern und COPD-Patien-
ten flr die Laser-Mikrodissektion

Proben ID Gruppe Alter Geschlecht Komorbiditaten

947 Nichtraucher 51 mannlich Chronische Herzinsuffizi-
enz

932 Nichtraucher 32 weiblich Intrakraniale Blutung

919 Nichtraucher 49 weiblich Intrakraniale Blutung

930 Nichtraucher 67 weiblich Subarachnoidale Blutung

951 Nichtraucher 57 mannlich Zerebrale Ischdmie

927 Nichtraucher 53 weiblich Hirntrauma

943 Nichtraucher 58 mannlich Hirntrauma

938 Nichtraucher 54 weiblich Subarachnoidale Blutung

934 Raucher 34 weiblich n. b.

908 Raucher 25 mannlich n. b.

921 Raucher 58 mannlich n. b.

917 Raucher n.b. n. b. n. b.

936 Raucher 36 weiblich n.b.

915 Raucher 53 mannlich n.b.

941 Raucher 50 weiblich n. b.

940 Raucher 50 weiblich n. b.

946 COPD-Patient 64 méannlich Emphysem (mild)
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955 COPD-Patient 61 mannlich Emphysem, PH

916 COPD-Patient 58 weiblich Emphysem (mild)

952 COPD-Patient 63 méannlich Emphysem (mild)

925 COPD-Patient 52 weiblich Emphysem (schwer), PH
944 COPD-Patient 58 weiblich Emphysem (mild)

924 COPD-Patient 62 mannlich Emphysem

958 COPD-Patient 55 maéannlich Emphysem, PH

2.2.2 Laser-Mikrodissektion

In der vorliegenden Arbeit wurden spezifische Gewebsstrukturen mit Hilfe der Laser-
Mikrodissektion gewonnen und untersucht. Die Mikrodissektion von Geféaen, Bronchien
und Septen wurde von Ingrid Breitenborn-Miller durchgefiihrt.

Die in Formalin fixierten und in Paraffin gebetteten Lungenproben wurden in einem
Mikrotom zunachst bei -20 °C in 10 um dicke Scheiben geschnitten und auf Membran
Slides (2,0 um) tberfiihrt. Danach wurden die Schnitte nach folgendem Protokoll gefarbt
(Tabelle 4).

Tabelle 4: Farbeprotokoll Laser-Mikrodissektion

Substanz Zeit

95% Ethanol 30 Sek.
Kreslviolett Zwei Min.
Eosin Y 20 Sek.
95% Ethanol 30 Sek.
95% Ethanol 30 Sek.
100% Ethanol 30 Sek.
100% Ethanol 30 Sek.

Fur die Mikrodissektion wurden die Membran Slides auf der Objekttrdgerhalterung des

Mikroskops fixiert und die Zielstrukturen (Gefalie, Bronchien oder Septen) mittels Laser
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ausgeschnitten. Das ausgeschnittene Gewebsstiick wurde in einem ihm zugeordneten Ep-
pendorf-Tube mit RLT-Puffer und -Mercaptoethanol gesammelt. Es wurden aus jedem
Lungenblock jeweils 60 Gefélie (Durchmesser < 100 um), 30 Bronchien und 30 Septen

ausgeschnitten. AnschlieRend wurde die RNA aus den Proben isoliert.

2.3 Expressionsanalyse mRNA

2.3.1 RNA-Isolation

Aus den Lungenhomogenaten, den Gewebsstrukturen und den PASMCs wurde mRNA
mit Hilfe des RNeasy®Micro und RNeasy®Mini Kits nach Herstellerprotokoll isoliert.
Fur die Isolation von mRNA aus humanem Lungengewebe wurden zunéchst Mik-
roschraubréhrchen mit 10 bis 20 Keramikkiigelchen, 300 pl RTL-Puffer und 3 ul -Mer-
captoethanol vorbereitet. Unter der Verwendung von Flussigstickstoff und einem Kera-
mikmaorser wurden aus dem gefrorenen Lungengewebe ca. 30 mg schwere Gewebssti-
cker rausgebrochen.

Die Proben wurden homogenisiert (zweimal 30 Sek., 6800 gr.) und anschlielend bei 4 °C
zentrifugiert (10 Min., 9503 gr.). Fur die mRNA-Isolation aus PASMCs wurden die Zel-
len mit kaltem PBS gewaschen, mit 300 pul RTL-Puffer und 3 pl p-Mercaptoethanol von
den Platten abgel6st und in Eppendorf-Tubes tberfihrt.

Das Lysat der homogenisierten Lungenstiicke sowie der PASMCs wurde unter Verwen-
dung des RNeasy®Muini Kits isoliert. Hierfur wurden die Proben mit 300 pl 70%igem
Ethanol vermischt und auf Filtersdulen (Mini Spin Colums) tberfuhrt. Die Filtersdulen
wurden zentrifugiert (15 Sek., 9503 gr.) und anschliefend nach Protokoll in mehreren
Schritten gewaschen. Dafiir wurde zunédchst 700 ul RW1 Puffer auf die Filtersaulen ge-
geben, zentrifugiert (15 Sek., 9503 gr.), mit 500 pl RPE-Puffer eluiert und nochmals zent-
rifugiert (zwei Min., 9503 gr.). Zum Trocknen der Membran wurden die Sdulen in neue
Eppendorf-Tubes gestellt und abermals zentrifugiert (eine Min., 21382 gr.). Abschlie-
Rend wurden die Proben mit 35 pl RNase-freiem Wasser durch Zentrifugation (eine Min.,
9503 gr.) eluiert. Die Konzentration der isolierten mRNA wurde mit Hilfe des NanoDrop
Spektrophotometers (Thermo Fisher) quantifiziert und die Proben zur weiteren Verwen-
dung bei -80 °C gelagert.

Die mRNA aus den Gefalien, Bronchien und Septen wurde mittels RNeasy®Micro Kit
isoliert. Die Proben wurden mit jeweils 5 pl Carrier RNA Arbeitsldsung versetzt, welche
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zuvor aus Carrier RNA und RLT-Puffer auf eine Konzentration von 4 ng/pl vorbereitet
wurde. Im néchsten Schritt wurden die Proben ,,gevortext®, mit 350 pl 70% Ethanol ver-
setzt und auf Filtersédulen (Micro Spin Colums) tberfuhrt. Anschlieend wurden die Pro-
ben nach Protokoll aufgereinigt. Daflr wurde zunachst 700 pl RW1-Puffer auf die Filter-
séulen gegeben, zentrifugiert (30 Sek., 9503 gr.), mit 500 pl RPE-Puffer eluiert und noch-
mals zentrifugiert (30 Sek., 9503 gr.). Daraufhin wurden 500 pl 80% Ethanol hinzugege-
ben und die Proben abermals zentrifugiert (zwei Min., 9503 gr.). Nach dem Abkippen des
Ethanols wurden die Filtersédulen durch Zentrifugation getrocknet (funf Min., 21382 gr.)
und mit 18 pl RNase-freiem Wasser eluiert. Flr die cDNA-Synthese wurden 15 pl der
RNA-Probe verwendet.

2.3.2 cDNA-Synthese

Nach der Isolation der mRNA wurde die RNA mittels iSkript™ cDNA Synthesis Kit in
200 bis 1000 ng complimentary DNA (cDNA) nach Herstellerangaben umgeschrieben.
Jede Probe wurde mit 4 pl iScript Reaction Mix und 1 pl iScript Reverse Transkriptase
vermischt. Das Volumen wurde mit 20 ul RNase-freiem Wasser aufgefullt. Entsprechend
der gemessenen RNA-Konzentration wurde RNA-Template und RNase-freies Wasser
auf ein Gesamtvolumen von 20 ul hinzugefiigt. AnschlieRend wurden die Proben mit
Hilfe eines Thermal Cyclers nach Reaktionsprotokoll (Tabelle 5) in cDNA

umgeschrieben.

Tabelle 5: Reaktionsprotokoll der Reversen Transkription
Priming 5 Min. bei 25 °C

Reverse Transcription 20 Min. bei 46 °C
RT Inactivation 1 Min. bei 95 °C
Optional Hold bei 4 °C

2.3.3 Quantitative Real-Time PCR (RTgPCR)
Mit der RTgPCR wurde die Expression der Zielgene anhand der vorhandenen Menge an
cDNA bestimmt. Dabei wurde die cDNA zundchst denaturiert, damit spezifische Primer

binden kdnnen. Eine hitzebestdndige DNA-Polymerase synthetisiert den komplementa-
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ren DNA-Strang, wobei SYBR Green, welches unspezifisch in doppelstrangige DNA ein-
gebaut wird, mit einem Fluoreszenzsignal detektiert wird. Zur Normalisierung wurde der
threshold cycle Ct-Wert des untersuchten Zielgens gegen den entsprechenden Ct-Wert
des Referenzgens (Housekeepinggen) berechnet (Formel 1). In der vorliegenden Arbeit
wurde hierfur Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) fir die Analyse
der humanen Lungenhomogenate und Porphobilinogen Desaminase (PBGD) fiir die Ana-

lyse der Proben aus der Laser-Mikrodissektion verwendet.

Formel 1: Berechnung der Ct-Werte

ACt = CtReferenzgen - CtZielgen

Um die Spezifitat der vervielféltigten Produkte zu untersuchen, wurde eine Schmelzkur-
venanalyse durchgefiihrt. Die Schmelztemperatur ist dabei abhangig von der Lange der
Fragmente sowie der Basenpaarzusammensetzung.

Fur die RTgPCR wurde zun&chst ein Mastermix aus 5 ul SYBR Green, 3,5 ul RNase
freiem Wasser und 0,5 ul Primerstock vorbereitet. Der Primerstock setzt sich dabei aus
10 pl forward Primer, 10 pl revers Primer und 80 ul RNase-freiem Wasser zusammen. 9
pl des Mastermix wurden auf eine 96-Well Platte aufgetragen und jeweils 1 ul cDNA
(200 ng) hinzugegeben.

Die 96-Well Platte wurde versiegelt und zentrifugiert. Danach wurde die RTgPCR an
einem CFX ConnectTM Real-Time System nach Reaktionsprotokoll (Tabelle 6) durchge-
flhrt.

Tabelle 6: Reaktionsprotokoll der RTgPCR
Zyklusphase Zyklen Prozess Zeit Temperatur

1. Initiale Denaturierung 1 Zyklus Denaturierung 10 Min. 95°C
2. Amplifikation 40 Zyklen  Denaturierung 10 Sek. 95°C
Hybridisierung 20 Sek. 59°C
Polymerisation 10 Sek. 72°C
3. Schmelzkurve 1 Zyklus  Denaturierung 60 Sek. 95°C
Hybridisierung 30 Sek. 55°C
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2.3.4 Agarose Gelelektrophorese

Um die spezifische GroRe der mit einem Primer vervielféltigten Produkte zu verifizieren,
wurden die Fragmente nach der Durchfiihrung der RTgPCR mittels Agarose Gelelektro-
phorese nach ihrer Grol3e aufgetrennt. Aus Agarose und TAE-Puffer 1x wurde ein 1,5%-
Agarose-Gel hergestellt (Tabelle 7).

Tabelle 7: Agarose-Gel

Agarose-Gel Substanz Menge

1,5% Agarose 159
TAE-Puffer 1x 100 ml
Sybr Safe DNA Gel Stain 10 pl

Die Agarose wurde kurz in der Mikrowelle aufgekocht und mit SYBR Safe DNA-Gel Stain
1x versetzt. Nach dem auspolymerisieren des Gels wurden 5 pl des PCR-Produktes mit
Loading Dye versetzt und auf das Gel geladen. Zur GréRRenbestimmung der DNA-Frag-
mente wurde 5 ul GeneRuler Marker aufgetragen. Das Gel wurde mit TAE-Puffer Giber-
gossen und die Gelelektrophorese wurde gestartet (120 V, 120 mA, 100 W, ca. 35 Min.).
AnschlieBend wurden die Banden mit einem Molecular Imager unter UV-Licht bei 320

nm visualisiert.

2.4 Methoden Proteinbiochemie

2.4.1 Proteinextraktion und Proteinkonzentration

Es wurden Western Blots mit Proteinen aus humanen homogenisierten Lungen und mit
transfizierten PASMCs durchgefiihrt.

Fur die Isolation von Proteinen aus humanem Lungengewebe wurden zunédchst Mik-
roschraubréhrchen mit 200 pl Zelllysis-Puffer und 10 bis 20 Keramikkiigelchen vorbe-
reitet. Unter Verwendung von Flissigstickstoff und einem Keramikmaorser wurde das ge-
frorene Lungengewebe zerkleinert und ca. 30 mg Gewebe in die Mikro-Tubes (berfuhrt.
Diese wurden anschlieBend zweimal homogenisiert (30 Sek., 6800 gr.). Daraufhin wur-
den die Proben bei 4°C zentrifugiert (10 Min., 21382 gr.) und der Uberstand in neue 1,5
ml Eppendorf-Tubes tberfihrt.

44



Material und Methoden

Fur die Aufbereitung von Proteinen aus PASMCs wurde das Medium zun&chst abgesaugt,
die Zellen in 100 pl Zelllysis-Puffer lysiert und in ein Eppendorf-Tube transferiert.

Die Proteinkonzentration wurde mittels DC™ Protein Assay Kit nach Herstellerprotokoll
bestimmt. In eine 96-Well Platte wurden im Doppelansatz jeweils 5 pul Probe pipettiert
und die Ansétze mit den Reagenzien A und S und dem Reagenz B versetzt. Die Proben
der homogenisierten Lungen wurden zundchst im Verhéltnis 1:10 mit Zelllysis-Puffer
verdunnt. Als Standard wurde eine Verdlnnungsreihe mit Rinderserumalbumin (Bovine
Serum Albumin, BSA) mit unterschiedlichen Konzentrationen verwendet (Tabelle 8).
Anschliefend wurde die Absorption an einem Microplate Reader bei 750 nm und der
Software i-Control gemessen. Mit Hilfe des Proteinstandards und der gemessenen Ab-

sorption wurde die Proteinkonzentration berechnet.

Tabelle 8: BSA-Verdinnungsreihe zur Proteinkonzentrationsbestimmung

Standard Konzentration
Standard 1 0,128 pg/ul
Standard 2 0,258 pg/pl
Standard 3 0,515 pg/pl
Standard 4 1,028 pg/ul
Standard 5 2,056 pg/ul

2.4.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur Vorbereitung wurden 1 pg bis 20 ug der Proteinproben mit Zelllysis-Puffer verdinnt
und anschlie3end mit B-Mercaptoethanol und NuPage® LDS Sample Buffer 4x aufberei-
tet, um bei 99 °C fur 10 Min. denaturiert zu werden. Daraufhin wurden die Proben kurz
zentrifugiert und auf Eis gelagert. Die Gele wurden mit Hilfe drei verschiedener TGX
Stain-Free FastCast™ Acrylamid Kits mit den Konzentrationen von 7,5%, 10% und 12%
nach Herstellerangaben gegossen. Fir das Trenngel wurden 3,5 ml Fast Cast Resolver A
und 3,5 ml Fast Cast Resolver B, 35 pl Ammoniumpersulfat (APS) 10% und 3,5 pl Tet-
ramethylethylendiamin (Temed) vermischt und das Gemisch zwischen zwei Glasplatten
gegossen. Anschlieend wurde das Sammelgel aus 1 ml Fast Cast Stacker A, 1 ml Fast
Cast Stacker B, 10ul APS 10% und 2 pl Temed hergestellt. Das Trenngel wurde mit dem
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Sammelgel Uberschichtet und ein Kamm eingesetzt. Nach dem auspolymerisieren des
Gels wurde der Kamm entfernt, die Taschen gespiilt und zwischen 30 und 50 pg Protein
sowie 5 ul Marker geladen. Die Elektrophorese erfolgte in Laufpuffer 1x bei 100 V, 400
mA und 150 W fiir 90 bis 120 Min..

2.4.3 Western Blot

Nach dem Auftrennen der Proteine wurden diese mit Hilfe der semidry Technik auf eine
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVFD) transferiert. Es wurde das Trans-Blot® Tur-
boTM Transfer System verwendet. VVorbereitend wurde die PVFD-Membran fir eine Sek.
in Methanol aktiviert und anschliefend in Transferpuffer Gberfihrt. Pro Gel wurden je-
weils vier Whatman Filterpapiere in Transferpuffer getrankt. AnschlieBend wurden ano-
denseitig zwei Filterpapiere, die PVFD-Membran und das Gel Ubereinander gelegt. Zwei
weitere Filterpapiere wurden luftblasenfrei kathodenseitig auf das Gel platziert. Der Pro-
teintransfer erfolgte bei 2,5 A, 25 V fir 35 Min.. Nach dem Transfer wurde die Membran
zum Blocken der unspezifischen Bindungsstellen fiir 60 Min. bei Raumtemperatur auf
dem Schiittler in 6% Milchlésung inkubiert.

Die Membran wurde tber Nacht bei 4 °C mit einem priméaren Antikorper inkubiert. Am
nachsten Tag wurde die Membran funf Mal fur jeweils finf Min. in TBST-Puffer gewa-
schen und anschlielend mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorper fir 60
Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die Membran erneut finf Mal fir je-
weils flnf Min. in TBST-Puffer gewaschen. Die Membran wurde mit Clarity ECL Sub-
strate fiir einige Sekunden inkubiert. Mit Hilfe des ChemiDoc™ Touch Imaging Systems
wurden die Banden visualisiert. Fir die Auswertung wurde die Software Image LabTM
genutzt.

Zur Verifizierung der Spezifitat der genutzten Antikorper wurden zum einen Versuche
mit siRNA und Pathway-Inhibitoren durchgefuhrt, zum anderen konnte die Spezifitét

einzelner Antikorper in der Literatur nachgewiesen werden.

2.5 Methoden Zellkultur

2.5.1 Kultivierung von PASMCs

Die PASMCs wurden im SMC-Medium kultiviert und ihr Wachstum regelméRig tber-

prift. Ab einer Konfluenz von 90% wurden die Zellen passagiert. Bei der Passage wurden
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die Zellen zunéchst mit 37 °C warmen DPBS gewaschen. Anschlielend wurden die PAS-
MC:s fiir eine bis finf Min. mit Trypsin 1x bei 37 °C inkubiert, um die adh&renten Zellen
von der Kulturplatte abzulésen. Der enzymatische Verdau wurde mit fetalem Kalberse-
rum (fetal calf serum, FCS) gestoppt und die suspendierten PASMCs wurden anschlie-
Rend zentrifugiert (funf Min., 338 g.). Mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer wurde die
Zellzahl bestimmt und die Zellen auf einer Kulturplatte wieder ausgesit (5 x 102 bis 1 x
10* pro cm?). Die Kultivierung der PASMCs wurde von Dr. M. Brosien durchgefiihrt.

2.5.2 Transfektion von PASMCs

Die Transfektion der PASMCs erfolgte nach dem Herstellerprotokoll mit Lipofektamin
3000 (Invitrogen). Sowohl Lipofektamin als auch die jeweilige siRNA wurden in Opti-
Mem gel6st und flinf Min. inkubiert. AnschlieBend wurden beide Lésungen miteinander
vermischt. Nach 20 Min. Inkubation bei Raumtemperatur wurden die PASMCs mit einer
siRNA Konzentration von 100 nM in Kulturmedium flr 24 bis 72 Stunden kultiviert. Die
Transfektion der Zellen wurde mit Hilfe von Dr. M. Brosien durchgefihrt.

2.5.3 CS-Extrakt Exposition von PASMCs

Fir die Versuche mit CS-Extrakt wurden die PASMCs auf eine 6 oder 24 Well Kultur-
platte ausgeséat und fur 24 Stunden im Basalmedium kultiviert. Darauffolgend wurden die
Zellen fir 120 Stunden mit 0%, 0,5% und 1% CS-Extrakt inkubiert. Der CS-Extrakt
wurde nach etabliertem Protokoll hergestellt. Hierzu wurde eine 3R4F Standard Zigarette
(University of Kentucky) fur eine Min. mit Hilfe einer Pumpe abgeraucht. Der Rauch
wurde in Basalmedium geleitet und als 100% CS-Extrakt definiert. Die Berauchung
wurde von Dr. M. Brosien durchgefiihrt.

2.5.4 Proliferationsassay PASMCs

Die Analyse der Proliferation von PASMCs erfolgte mit dem Cell Proliferation ELISA
BrdU Kit nach Herstellerangaben.

Die PASMCs wurde auf einer Kulturplatte ausgeséat darauf folgte eine Exposition mit CS
far

120 Stunden sowie je nach Versuch eine zusatzliche Inkubation mit Hypoxie bzw.

Epithelzellmedium fiir 24 Stunden. Die Zellen wurden daraufhin fur weitere 24 Stunden
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mit BrdU versetzt. Es folgte die Fixierung und Farbung nach Herstellerangaben. Ab-
schlielend wurde die Messung bei 370 nm und 492 nm am Microplate Reader durchge-

flhrt. Die Farbung wurde mit Hilfe von Dr. M. Brosien durchgefhrt.

2.6 Ca?*-Konzentrationsmessung

Fir die Ca?*-Messung im homogenisierten Lungengewebe wurde mit dem Calcium Assay
Kit nach Herstellerangaben gearbeitet. Fiir die Probenvorbereitung wurde unter Zuhilfe-
nahme von Flissigstickstoff und einem Keramikmarser ca. 15 pug Lungengewebe in vor-
bereitete Mikro-Tubes mit 10 bis 20 Keramikkiigelchen und 250 pl Calcium Assay Buffer
uberfuhrt. Die Proben wurden homogenisiert (zweimal 30 Sek., 6800 gr.) und anschlie-
Rend bei 4 °C zentrifugiert (10 Min., 21382 gr.). Der Uberstand wurde in neue 1,5 ml
Eppendorf-Tubes tberfihrt und eine Proteinkonzentrationsbestimmung nach Protokoll
durchgefihrt.

Auf eine 96 Well Platte wurden jeweils 50 pl Ca?*-Standard bzw. Probe aufgetragen. Im
nachsten Schritt wurden 90 pl Chromogenic Reagent und 60 pl Calcium Assay Buffer in
jedes Well pipettiert. Nachdem die Platte fur 10 Min. lichtgeschitzt, bei Raumtemperatur
inkubiert wurde, wurde die Konzentration am Microplate Reader bei 575 nm gemessen.
Mit Hilfe des Calcium Standards und der gemessenen Absorption wurde die jeweilige
Ca?*-Konzentration berechnet.

Es wurde eine Standardreihe mit dem Calciumstandard 500 nM pipettiert (Tabelle 9).

Tabelle 9: Ca?*-Standard Verdinnungsreihe zur Ca?*-Konzentrationsbestimmung

Standard Konzentration
Ca?*-Standard 1 0 pg/ul
Ca?*-Standard 2 0,4 pg/ul
Ca?*-Standard 3 0,8 pg/ul
Ca?*-Standard 4 1,2 ug/ul
Ca?*-Standard 5 1,6 ug/ul
Ca?*-Standard 6 2,0 pg/ul
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2.7 Statistische Analyse

In Abhéngigkeit der durchgefiihrten Versuche und der jeweiligen Fragestellung wurden
in dieser Arbeit der Students-t-Test, der Fischers Test und die one-way Anova zur statis-
tischen Auswertung der Daten angewendet. Die statistische Analyse der Daten wurden
mit Hilfe von Dr. M. Brosien durchgefiihrt. Alle erhobenen Daten sind als Mittelwerte
mit Standardfehlern dargestellt. Fir ein statistisch signifikantes Ergebnis wurde ein p-
Wert < 0,05 festgelegt und mit einem * gekennzeichnet. Mit ** wurde ein p-Wert < 0,01
kenntlich gemacht, *** steht fur einen p-Wert < 0,001 und **** fiir p < 0,0001. Die
statistische Auswertung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte mittels der Software
GraphPad Prism 9.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Expression von TRP-Kanéalen

3.1.1 Analyse der TRP-Kanéle im Lungenhomogenat mittels RTgPCR

Fur die Identifizierung von TRP-Kanalen in der Pathogenese der COPD wurde die Ex-
pression einzelner Kanale aus der TRPC, TRPV, TRPA und TRPM Subfamilie zunéchst
auf mRNA-Ebene untersucht. Hierfiir wurde die Expression in homogenisierten Donor-
(Nichtraucher), Raucher- und COPD-Lungen mit Hilfe der RTgPCR verglichen. TRPC1,
TRPC3 und TRPC6 konnten im homogenisierten Lungengewebe nachgewiesen werden
(Abbildung 4A). Die Expression von TRPC1, TRPC3 und TRPC6 war im Gewebe von
COPD-Lungen im Vergleich zu dem der Donoren jeweils erhoht. Des Weiteren konnten
TRPV1 und TRPV4 sowie TRPAL nachgewiesen werden (Abbildung 4B). In den
COPD-Lungen waren TRPV1, TRPV4 und TRPAL im Vergleich mit den Donor-Lungen
verstarkt exprimiert. Die Expression von TRPAL und TRPV4 war auBerdem bei Raucher-
im Vergleich zu Donor-Lungen erhéht. Aus der Subfamilie der TRPM konnte TRPM4,
TRPM7 und TRPM8 mRNA nachgewiesen werden (Abbildung 4C). Nur fur TRPM4

war die Expression bei Raucher- im Vergleich zu Donor-Lungen erhéht.
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Abbildung 4: Genexpression von TRP-Kanélen in humanen Lungenhomogenaten.
Relative Expression von A) TRPC1, TRPC3, TRPC6 (n=8), B) TRPA1, TRPV1, TRPV4 (n=8) und C)

TRPM4, TRPM7, TRPM8 (n=8) auf mMRNA-Ebene in homogenisierten Donor-, Raucher- und COPD-Lun-
gen. Die Quantifizierung erfolgte mittels RTqPCR. Die Signifikanzen sind wie folgt dargestellt: * (p<0,05);
** (p<0,01); *** (p<0,001); **** (p<0,0001).
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3.1.2 Analyse der TRP-Kandle im Lungenhomogenat mittels Western
Blot

Um die Ergebnisse der Expressionsanalyse der TRP-Kanéle aus der RTQPCR auch auf
Proteinebene zu untersuchen, wurden Western Blots durchgefiihrt. Fir TRPC1 und
TRPC3 sind aktuell keine spezifischen Antikdrper verfligbar. Die Spezifitat fur TRPA1L-
, TRPC6- und TRPV4-Antikorper wurde mit Hilfe von siRNA untersucht. Dabei wurden
PASMCs mit Kontroll-siRNA (siRandom) und siRNA gegen spezifische TRP-Kanéle
inkubiert. Mit siTRPAL und siTRPC6 inkubierte PASMCs zeigten in der RTgPCR eine
Herunterregulation von TRPAL und TRPC6 (Abbildung 5A und 6A). Auf Proteinebene
konnte keine Herunterregulation von TRPAL gezeigt werden (Abbildung 5B). Auch fur
TRPC6 konnte auf Proteinebene keine Herunterregulation gezeigt werden (Abbildung
6B). Im Lungenhomogenat zeigte sich im Western Blot fir TRPAL keine Bande und fir
TRPC6 zwar eine Bande in der gesuchten Grof3e, die aber nicht als spezifisch gewertet
werden kann (Abbildung 6C).
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Abbildung 5: TRPAL-Antikdrpertest und Protein-Expression von TRPA1 in humanen Lungenho-
mogenaten.
Relative Expression von A) TRPAL auf mRNA-Ebene in PASMCs nach 72 Stunden Inkubation mit Kon-

troll-siRNA (siRandom) und siRNA gegen TRPA1 (n=3-4), B) TRPA1 auf Proteinebene in PASMCs nach
72 Stunden Inkubation mit Kontroll-siRNA (siRandom) und siRNA gegen TRPA1 (n=3) und C) TRPA1
auf Proteinebene in homogenisierten humanen Lungenproben. kDa: Kilodalton. Die Signifikanz ist wie
folgt dargestellt: * (p<0,05). Ubersichtsbilder des kompletten Western Blots von TRPA1 und TRPC6 be-
finden sich im Anhang (Abbildung 22).
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Abbildung 6: TRPC6-Antikdrpertest und Protein-Expression von TRPC6 in humanen Lungenho-
mogenaten.

Relative Expression von A) TRPC6 auf mRNA-Ebene in PASMCs nach 72 Stunden Inkubation mit Kon-
troll-siRNA (siRandom) und siRNA gegen TRPC6 (n=3-4), B) TRPC6 auf Proteinebene in PASMCs nach
72 Stunden Inkubation mit Kontroll-siRNA (siRandom) und siRNA gegen TRPC6 (n=3) und C) TRPC6
auf Proteinebene in homogenisierten humanen Lungenproben (n=16). kDa: Kilodalton. Die Signifikanz ist
wie folgt dargestellt: * (p<0,05)
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Die Spezifitat des Antikdrpers gegen TRPV4 wurde mit Hilfe von siRNA gezeigt. Nach
72 Stunden Inkubation mit sSiTRPV4 war die mMRNA-Expression von TRPV4 in PASMCs
reduziert (Abbildung 7A). Die Protein-Expression von TRPV4 war nach 72 Stunden In-
kubation mit siTRPV4 ebenfalls reduziert (Abbildung 7B). Im humanen Lungenhomo-
genat wurde fir TRPV4 eine erh6hte Expression bei COPD-Lungen nachgewiesen (Ab-
bildung 7C).
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Abbildung 7: TRPV4-Antikdrpertest und Protein-Expression von TRPV4 in humanen Lungenho-
mogenaten.
Relative Expression von A) TRPV4 auf mRNA-Ebene in PASMCs nach 72 Stunden Inkubation mit Kon-

troll-siRNA (siRandom) und siRNA gegen TRPV4 (n=3-4), B) TRPV4 auf Proteinebene in PASMCs nach
72 Stunden Inkubation mit Kontroll-siRNA (siRandom) und siRNA gegen TRPV4 (n=3) und C) TRPV4
auf Proteinebene in homogenisierten humanen Lungenproben (n=16). kDa: Kilodalton. Die Signifikanzen
sind wie folgt dargestellt: * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001); **** (p<0,0001). In dieser Abbildung
ist ein exemplarischer Western Blot gezeigt, Ubersichtsbilder der tibrigen fur die Analyse durchgefiihrten
Western Blots befinden sich im Anhang (Abbildung 23).
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3.1.3 Analyse der TRP-Kanéle in mikrodissektierten Kompartimenten
Um die Resultate der Expressionsanalyse aus den Lungenhomogenaten besser einzuord-
nen, und die Regulation einzelner TRP-Kanéle spezifischen Strukturen zuordnen zu kon-
nen, wurden mit Hilfe der Laser-Mikrodissektion aus Lungengewebsschnitten Geféle,
Bronchien und Septen einzeln isoliert. Dabei wurde TRPC1, TRPC3, TRPC6, TRPA1
und TRPV4 sowohl in Gefél3en und Bronchien als auch in Septen detektiert (Abbildung
8).

TRPC1 ist in Gefalen, Bronchien und Septen von Donoren gleichmaRig exprimiert (Ab-
bildung 8A). Eine Regulation bei Rauchern oder COPD-Lungen wurde nicht beobachtet.
Insbesondere in den GefélRen und in den Septen zeigt sich eine deutliche Streuung der
Werte. Fir TRPC3 wurde ebenfalls kein Unterschied festgestellt (Abbildung 8B). Fir
TRPC6 wurde in den Septen bei COPD-Lungen und Rauchern im Vergleich zu Donoren
eine erhdhte Expression beobachtet (Abbildung 8C). Des Weiteren wurden TRPAL und
TRPV4 untersucht, auch hier zeigt sich keine Regulation (Abbildung 8D und 8E).
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D) TRPA1 E) TRPV4

20+ e Donor 204 _0.0643, ® Donor
—_ 4 Raucher = 4 Raucher
= S L
2 1ol COPD S104 ol b o
g 10 §>10 .:. :{_A . , % s ..? v COPD
N A o% L
8 0 o A Ax i @0
g [V & — * aA g
5104 e 4 e ¢ A 5104

3

3

-20

)
o

GefaRe Bronchien Septen GefaRe Bronchien Septen

Abbildung 8: Genexpression von TRP-Kanalen in humanen GefaRen, Bronchien und Septen.
Relative Expression von A) TRPC1, B) TRPC3, C) TRPC6, D) TRPAL und E) TRPV4 auf mRNA-Ebene

in GeféRen, Bronchien und Septen von Donor-, Raucher- und COPD-Lungen (n=5-8). Die Quantifizierung
erfolgte mittels RTqPCR. Die Signifikanzen sind wie folgt dargestellt: * (p<0,05); ** (p<0,01).

3.2 Analyse der Expression von VDCCs

Neben den TRP-Kanélen wurden auch VDCCs analysiert. Die Expression verschiedener
Subtypen der L-Typ- und der T-Typ-Kanéle in homogenisierten Donor-, Raucher- und
COPD-Lungen wurden miteinander verglichen (Abbildung 9). Dabei konnten alle unter-
suchten Kanéle nachgewiesen werden. Der L-Typ-Kanal 1.3 sowie der T-Typ-Kanal 3.2
waren bei COPD-Lungen verglichen mit Donoren erhéht exprimiert, der L-Typ-Kanal
1.4 zeigte sich bei COPD-Lungen vermindert exprimiert. Die Expression des T-Typ-Ka-
nals 3.2 war auf3erdem auch bei Rauchern erhoht. Keine Regulation wurde fur die L-Typ-
Kandle 1.2 und L-Typ 3.1 festgestellt.
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Abbildung 9: Genexpression der VDCCs in humanen Lungenhomogenaten.
Relative Expression von T-Typ und L-Typ VDCCs auf mRNA-Ebene in homogenisierten Donor-, Rau-

cher- und COPD-Lungen (n=4-8). Die Quantifizierung erfolgte mittels RTgPCR. Die Signifikanzen sind
wie folgt dargestellt: * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001); **** (p<0,0001).
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3.3 Analyse der Expression von PMCA und SERCA

PMCA und SERCA sind essentiell fir die intrazellulare Ca?*-Homaoostase[32], weshalb
ihre Expression in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde. Die Expression von
PMCA1, PMCA2, PMCA3 und PMCA4 war in COPD-Lungen verglichen zu Donoren
jeweils vermindert (Abbildung 10A). Auf Proteineben konnten PMCAL und PMCA4
nicht detektiert werden (Abbildung 24). SERCA2 und SERCA3 waren auf mMRNA-Ebene
in COPD-Lungen im Vergleich zu Donoren verstarkt exprimiert. Eine erhdhte Expression
von SERCA2 wurde auch bei Rauchern beobachtet (Abbildung 10A). Auf Proteinebene
konnte keine Regulation von SERCA2 nachgewiesen werden (Abbildung 10B).
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Abbildung 10: Gen- und Protein-Expression von PMCA und SERCA in humanen Lungenhomoge-
naten.

Relative Expression von A) SERCA und PMCA auf mRNA-Ebene in homogenisierten in homogenisierten
Donor-, Raucher- und COPD-Lungen (n=8) und B) SERCAZ2 auf Proteinebene in homogenisierten Donor-
, Raucher- und COPD-Lungen (n=12). PMCA: Plasmamembran Ca?*-ATPase, SERCA: Ca?*-ATPase des
sarkoplasmatischen und endoplasmatischen Retikulums, kDa: Kilodalton Die Signifikanzen sind wie folgt
dargestellt: * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001); **** (p<0,0001).

In dieser Abbildung ist ein exemplarischer Western Blot dargestellt, Ubersichtsbilder der tbrigen fur die
Analyse durchgefiihrten Western Blots befinden sich im Anhang (Abbildung 25).
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3.4 Analyse der Expression von STIM und ORAI

In humanen Lungenhomogenaten wurde die mMRNA-Expression von STIM1 und STIM2
sowie ORAI1 bis 3 nachgewiesen (Abbildung 11A). Dabei wurde fur STIM1 und STIM2
eine verminderte Expression in COPD-Lungen festgestellt, STIM2 war zusatzlich bei
Rauchern vermindert exprimiert. Fir ORAIL1 und ORAI3 wurde in COPD-Lungen eine
verstarkte Expression gezeigt, zusatzlich war ORAI3 auch bei Rauchern verstarkt expri-
miert. Fir ORAI2 konnte keine Regulation nachgewiesen werden. Auf Proteinebene wur-
den STIM1 nachgewiesen, jedoch zeigte sich keine Regulation (Abbildung 11B). STIM2

hingegen konnte auf Proteinebene nicht nachgewiesen werden (Abbildung 26).
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Abbildung 11: Gen- und Protein-Expression von STIM und ORAI in humanen Lungenhomogenaten.
Relative Expression von A) STIM und ORAI auf mRNA-Ebene in homogenisierten Donor-, Raucher- und

COPD-Lungen (n=4-8) und B) von STIM1 auf Proteinebene in homogenisierten Donor-, Raucher- und
COPD-Lungen (n=15-16). STIM: stromales Interaktionsmolekiil, ORAI: Ca?*-aktivierbares Ca?*-Kanal-
protein, kDa: Kilodalton Die Signifikanzen sind wie folgt dargestellt: * (p<0,05); ** (p<0,01); ***
(p<0,001); **** (p<0,0001).

In dieser Abbildung ist ein exemplarischer Western Blot dargestellt, Ubersichtsbilder der iibrigen fiir die
Analyse durchgefiihrten Western Blots befinden sich im Anhang (Abbildung 26).
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3.5 Analyse Ca?*-assoziierter Proteine im Lungenhomogenat

3.5.1 Proteinkinasen (PDK1, PKC und PKA)

Die durch den Ca?*-Einstrom induzierten Signalkaskaden werden iiber diverse Protein-
kinasen vermittelt. In der vorliegenden Arbeit wurden die Phosphoinositol-abhéngige
Proteinkinase 1 (PDK1), die Substrate der Proteinkinase C (PKC) sowie die Proteinkinase
A (PKA) im Western Blot analysiert. Es zeigte sich eine Erhdhung der phosphorylierten
PDK1 im Verhiltnis zu B-Aktin (Abbildung 12A). AuBerdem konnte eine verstérkte
Phosphorylierung von PKC-Substraten in COPD-Lungen im Vergleich zu Donoren beo-
bachtet werden (Abbildung 12B). Des Weiteren konnte eine verstarkte Expression von
phosphorylierter PKA im Verhéltnis zu nicht-phosphorylierter PKA und phosphorylierter
PKA zu B-Aktin in COPD-Lungen festgestellt werden. Die nicht-phosphorylierte PKA
war nicht reguliert (Abbildung 12C).
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Abbildung 12: Protein-Expression von Proteinkinasen in humanen Lungenhomogenaten.
Analyse der relative Protein-Expression von A) phosphorylierter PDK1 in homogenisierten Donor-, Rau-

cher- und COPD-Lungen (n=11-12), B) phosphorylierten PKC-Substraten in homogenisierten Donor-,
Raucher- und COPD-Lungen (n=12) und C) phosphorylierter PKA in homogenisierten Donor-, Raucher-
und COPD-Lungen (n=20) mittels Western Blot. PDK1: Phosphoinositol-abhéngige Kinase-1, PKC: Pro-
teinkinase C, PKA: Proteinkinase A, kDa: Kilodalton. Die Signifikanzen sind wie folgt dargestellt: *
(p<0,05); ** (p<0,01).

In dieser Abbildung ist jeweils ein exemplarischer Western Blot dargestellt, Ubersichtsbilder der tibrigen
fur die Analyse durchgeflihrten Western Blots befinden sich im Anhang (Abbildung 27, 28 und 29).

Die Spezifitat des Antikorpers gegen phosphorylierte PKC-Substrate wurde mit Hilfe von
1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG), sowie lonomycin untersucht. Bei OAG handelt es
sich um ein DAG-Analogon, welches ROCE vermittelt. Hierdurch steigt die intrazellu-
lare Ca2?*-Konzentration und PKC wird aktiviert. lonomycin erhéhte die Plasmamemb-
ranpermeabiliat, wodurch es zu einem Ca?*-Einstrom aus dem Extrazellularraum kommit.
PASMCs in der Kontrollgruppe weisen moderate Banden im Western Blot auf. Die mit
OAG behandelten Zellen, bei denen es zu einem ROCE kommt, zeigen eine erhéhte Phos-
phorylierung der PKC-Substrate, wéhrend die mit lonomycin inkubierten Zellen eine
schwachere Phosphorylierung im Vergleich zur Kontrollgruppe aufweisen (Abbildung
13).
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Abbildung 13: Antikdrpertest phospho-PKC-Substrat

Phosphorylierte PKC-Substrat-Expression quantifiziert mittels Western Blot. Detektion von phosphorylier-
ten PKC-Substraten in PASMCs nach Inkubation mit OAG (fur 30 Min.) bzw. lonomycin (fur finf Min.)
(n=3). lono: lonomycin, OAG: 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol, kDa: Kilodalton.

3.5.2 CaMKIlI

Ein Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration fiihrt zur Autophosphorylierung und
Aktivierung von CaMK uber Calmodulin [330]. Es wurde eine verstérkte Protein-Expres-
sion von CaMKII in COPD-Lungen beobachtet. Zudem wurde eine erhdhte Phosphory-
lierung von CaMKII in COPD-Lungen festgestellt (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Protein-Expression von CaMKII in humanen Lungenhomogenaten.

Analyse der relativen Phosphorylierung von CaMKII in in homogenisierten Donor-, Raucher- und COPD-
Lungen (n=19-20) mittels Western Blot. CaMK: Ca?*/Calmodulin-abhangige Proteinkinasen, kDa: Kilo-
dalton. Die Signifikanzen sind wie folgt dargestellt: * (p<0,05); ** (p<0,01).

In dieser Abbildung ist ein exemplarischer Western Blot dargestellt, Ubersichtsbilder der tibrigen fiir die
Analyse durchgefiihrten Western Blots befinden sich im Anhang (Abbildung 31).

Die Spezifitdt des Antikdrpers gegen phosphoryliertes CaMKII wurde mit Hilfe von
OAG und lonomycin untersucht. Die Phosphorylierung von CaMKII wurde durch OAG
vermindert, sodass keine Banden mehr detektiert werden konnten. Die Inkubation mit
lonomycin fuhrte zu einer verstarkten Phosphorylierung von CaMKII im Vergleich zu
Kontrollgruppe (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Antikorpertest phospho-CaMKI|I

Phosphorylierte CaMKII-Expression quantifiziert mittels Western Blot. Detektion von phosphoryliertem
CaMKII in PASMCs nach Inkubation mit OAG (fur 30 Min.) und lonomycin (fur funf Min.) (n=3). lono:
lonomycin, OAG: 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol, kDa: Kilodalton.
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3.5.3 ERK1/2
Bei der Analyse von ERK1/2 wurde beobachtet, dass sich die Expression in Raucher- und
COPD-Lungen nicht von den Donoren unterscheidet. Es zeigte sich ein erhdhter Anteil
an phosphoryliertem ERK1/2 in Raucher- und COPD-Lungen im Vergleich zu Donoren
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Protein-Expression von ERK1/2 in humanen Lungenhomogenaten.

Analyse der relativen Phosphorylierung von ERK1/2 in homogenisierten Donor-, Raucher- und COPD-
Lungen (n=11-12) mittels Western Blot. ERK1/2: Extrazellulére signalregulierte Kinasen 1 und 2, kDa:
Kilodalton. Die Signifikanzen sind wie folgt dargestellt: * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001); ****
(p<0,0001).

In dieser Abbildung ist ein exemplarischer Western Blot dargestellt, Ubersichtsbilder der iibrigen fiir die
Analyse durchgefihrten Western Blots befinden sich im Anhang (Abbildung 32).

3.5.4 Cyclin D1, Cyclin E und CDC25A

Des Weiteren wurde die Expression von Cyclin D1, Cyclin E und dem cell cycle division
Protein 25A (CDC25A) untersucht, die in der Regulation des Zellzyklus eine wichtige
Rolle spielen [236, 312, 321]. In COPD-Lungen wurde eine stérkere Expression von Cyc-
lin D1 im Vergleich zu Rauchern und Donoren detektiert (Abbildung 17A). Im Gegen-
satz dazu wurde fir Cyclin E in Raucher- und COPD-Lungen eine verminderte Expres-
sion beobachtet (Abbildung 17B). Fiir CDC25A konnte eine verstarkte Expression in
Raucher- sowie COPD-Lungen im Vergleich zur Donoren Gruppe festgestellt werden
(Abbildung 17C).
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Abbildung 17: Protein-Expression von Cyclin D1, Cyclin E und CDC25A in humanen Lungenhomo-
enaten.

,%\nalyse der relative Protein-Expression von A) Cyclin D1, B) Cyclin E und C) CDC25A in homogenisier-
ten Donor-, Raucher- und COPD-Lungen (n=8-12) mittels Western Blot. CDC25A.: cell cycle division Pro-
tein 25A, kDa: Kilodalton. Die Signifikanzen sind wie folgt dargestellt: * (p<0,05); ** (p<0,01); ***
(p<0,001); **** (p<0,0001).

In dieser Abbildung ist jeweils ein exemplarischer Western Blot dargestellt, Ubersichtshilder der tibrigen
fur die Analyse durchgefiihrten Western Blots befinden sich im Anhang (Abbildung 33 und 34).
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3.6 Ca**-Konzentrationsmessung und Proliferationsassay

3.6.1 Ca?*-Konzentrationsmessung im Lungenhomogenat

Um der Frage nachzugehen, ob die Ca?*-Konzentration in COPD-Lungen erhoht ist,
wurde fiir die vorliegende Arbeit mit einem Ca?*-Assay Kit die Ca?*-Konzentration im
homogenisierten Lungengewebe gemessen. Dabei wurde eine erhohte Ca?*-Konzentra-
tion in COPD-Lungen im Vergleich zu Donoren und Rauchern festgestellt (Abbildung
18).
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Abbildung 18: Ca?*-Konzentrationsmessung in humanen homogenisierten Lungenhomogenaten

Ca?*-Konzentrationsmessung in homogenisierten Donor-, Raucher- und COPD-Lungen (n=6). Die Signi-
fikanzen sind wie folgt dargestellt: * (p<0,05); ** (p<0,01).
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3.6.2 Proliferationsassay PASMCs

Ca2* spielt u.a. eine wichtige Rolle in der Proliferation von Zellen und bei der COPD
kommt es zu pulmonal vaskuldrem Remodeling [292]. In dieser Arbeit wurde abschlie-
Rend der Einfluss von CS-Extrakt auf die Proliferation von PASMCs untersucht. PAS-
MCs wurden hierfir mit 0%, 0,5% und 1% CS-Extrakt fiir 120 Stunden inkubiert und die
Proliferation mittels eines BrdU-basierten Proliferationsassay ermittelt. Dabei wurde
nach der Behandlung mit 0,5% und 1% CS-Extrakt eine reduzierte Proliferation der PAS-
MCs im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet (Abbildung 19A). PASMCs welche
120 Stunden mit 0,5% CS inkubiert und zusétzlich fir 24 Stunden mit Hypoxie oder
Epithelzellmedium behandelt wurden, zeigten eine verstarkte der Proliferation im Ver-
gleich zu 0% CS-Extrakt (Abbildung 19B und C).
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Abbildung 19: Proliferation PASMCs nach Exposition mit CS-Extrakt

Proliferation von PASMCs nach 120 Stunden Exposition mit 0,5% und 1% CS-Extrakt. A) Messung nach
120 Stunden Exposition mit CS-Extrakt. B) Messung nach 120 Stunden Exposition mit CS-Extrakt plus
zusétzlicher Inkubation fir 24 Stunden in Hypoxie. C) Messung nach 120 Stunden Exposition mit CS-
Extrakt plus zusétzliche Inkubation fir 24 Stunden in Epithelzellmedium. Quantifiziert mittels BrdU-ba-
siertem Proliferationsassay (n=9). CS: Cigarette smoke, nm: Nanometer. Die Signifikanzen sind wie folgt
dargestellt: * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001); **** (p<0,0001).
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4 Diskussion

Die Pathogenese der COPD ist komplex und das Zusammenspiel diverser Signalkaskaden
und verschiedener Zelltypen in der Lunge ist hierbei von Bedeutung. Es kommt zur Ak-
tivierung des Immunsystems und zu bronchialen sowie pulmonal vaskuldren Remodeling
Prozessen, welche mit einer Aktivierung von Immunzellen, Sekretion von Zytokinen so-
wie einer gesteigerten Proliferation einzelner Zelltypen einhergehen [25, 131, 133, 292].
Ca?* spielt fur diese Prozesse, als ubiquitir vorkommender Botenstoff, eine essentielle
Rolle [32, 110, 260, 355]. So ist die Exposition mit CS-Extrakt von bronchialen SCMs
oder PASMCs mit einer verstarkte Expression von Ca?*-Kandlen, einer erhéhten intra-
zelluldren Ca2*-Konzentration, der Sekretion von Zytokinen und Proliferation assoziiert
[364, 381]. Das genaue Verstandnis tber die Zusammenhénge und Interaktionen zwi-
schen einer Exposition mit CS, einem intrazelluliaren Ca?*-Anstieg, den darin involvierten
Ca?*-Kanalen und assoziierten Proteinen und den induzierten, simultan ablaufenden Sig-
nalkaskaden fehlt bis dato. In dieser Arbeit wurde daher die Expression verschiedener
Ca?*-Kandle und Ca®*-assoziierter Proteine sowie die Ca**-Konzentration in homogeni-

sierten Donor-, Raucher- und COPD-Lungen untersucht und verglichen.

4.1 Die Rolle von Ca?**-Kanalen in der Pathogenese der
COPD

4.1.1 TRPC-Kanéle

Einzelne Mitglieder der TRPC-Familie werden in der Pathogenese der COPD diskutiert,
insbesondere TRPC1 scheint ein vielversprechender Kandidat zu sein. Der Kanal wird in
Makrophagen [49] sowie in verschiedenen Zellen des Lungengewebes exprimiert u. a. in
BECs [403], bronchialen SMCs [184] und PASMCs [358, 364]. Die mechanische Akti-
vierbarkeit von TRPC1 [215] kdnnte bei der COPD relevant sein, da die Obstruktion der
Atemwege und der chronische Husten mit mechanischem Stress einhergehen [119, 298].
In der Literatur wird beschrieben, dass der TRPC1-Kanal eine Rolle in der Differenzie-
rung der Makrophagen spielt und der TRPC1-vermittelte Ca?*-Einstrom essentiell fiir die
Polarisierung der Makrophagen hin zum inflammatorischen Phanotyp (M1 Makropha-
gen) ist [49, 70]. In TRPC1-Knockout M&usen wurde eine verminderte Expression von

M1 Makrophagen-assoziierten inflammatorischen Signalmolekilen nachgewiesen. Au-
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Rerdem korrelierte die TRPC- Expression in Makrophagen aus Patienten mit einem sys-
temischen inflammatorischen Response Syndrom mit der Schwere der Erkrankung und
dem Transkriptionsniveau an M1 Makrophagen- assoziierten inflammatorischen Signal-
molekilen [70]. Eine Akkumulation von M1 Makrophagen in der Wand der kleinen
Atemwege von COPD-Patienten wurde ebenfalls beschrieben, wéhrend im Alveolarraum
eine Polarisierung in Richtung M2 Makrophagen beobachtet wurde [82, 311]. Obwohl
im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine erhohte Expression von TRPC1lin COPD-Lun-
gen nachgewiesen wurde, wurde nicht untersucht, ob diese mit einer erhdhten Anzahl
aktivierter M1 Makrophagen in Zusammenhang steht. Eine durch M1 Makrophagen ver-
mittelte Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen kdnnte zur chronischen Inflam-
mation bei der COPD beitragen.

Auch beim bronchialen Remodeling der Lunge, welches sich in einer Obstruktion der
kleinen Atemwege dufert, spielt mechanosensitiv aktivierter TRPC1 mdglicherweise
eine Rolle. Fir BECs konnte gezeigt werden, dass die Stimulation durch mechanischen
Stress zu einer Erhdhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration und einer Hochregula-
tion von TRPCL1, IL-13 und MMP-9 fihrt [403]. IL-13 und MMP-9 werden mit Inflam-
mation, bronchialem Remodeling sowie Emphysembildung in Asthma und COPD asso-
ziiert [114, 241, 403]. AulRerdem wurde ein Zusammenhang zwischen der mechanischen
Aktivierung von TRPC1 in BECs und dem Prozess der sogenannten epithelialen-mesen-
chymalen Transition beschrieben [365]. Dabei verlieren die BECs ihre Polaritéat und ge-
hen in mesenchymale Zellen uber, welche Bestandteile der EZM sezernieren und so zum
bronchialen Remodeling mit peribronchialer Fibrosierung beitragen kdnnen [163]. Bei
Rauchern und COPD-Patienten findet diese Umwandlung von BECs in mesenchymale
Zellen vermehrt statt [229, 256], hier kdnnte TRPC1 eine wichtige Rolle spielen. Neben
BECs sind auch bronchiale SMCs fiir das bronchiale Remodeling von Bedeutung. Bron-
chiale SMCs tragen durch Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen, verstéarkte
Proliferation und Veranderungen in der Regulation von Kontraktion und Relaxation zur
Entstehung und Aufrechterhaltung der Erkrankung bei [389]. Eine Hochregulation von
TRPCL1 wird mit der Proliferation von bronchialen SMCs assoziiert [328]. Li et al. konn-
ten in einem Asthmatiermodel zeigen, dass ein TRPC1-Knockdown mit vermindertem
bronchialen Remodeling, verminderter Wanddicke der Bronchien, reduzierter bronchialer
SMC-Hypertrophie und Hyperplasie, reduzierter EZM-Deposition und geringerer In-
flammation einhergeht [184]. Die in dieser Arbeit festgestellte verstarkte Expression von
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TRPC1 in COPD-Lungen konnte demnach Veranderungen in der Ca**-Homdostase von
BECs und bronchialen SMCs zur Folge haben, welche Inflammation und bronchiales Re-
modeling in der Lunge induzieren.

Neben dem bronchialen Remodeling findet bei der COPD auch pulmonal vaskulares Re-
modeling statt, welches mit der Exposition von CS assoziiert ist und sich im klinischen
Bild einer PH &ufRert [18, 292]. In isolierten PASMCs aus Rattengewebe konnte gezeigt
werden, dass eine drei- bzw. sechsmonatige Exposition mit CS zu einer Hochregulation
von TRPC1, einem Anstieg der basalen Ca?*-Konzentration und einem SOCE induzierten
Ca2*-Einstrom fiihrt [358]. AuBerdem wurde fiir humane PASMCs gezeigt, dass eine
Exposition mit CS-Extrakt eine erhohte Expression von TRPC1, sowie eine Hochregula-
tion von Cyclin D1 und eine vermehrte Proliferation zur Folge hat [364]. Flr die durch
chronische Hypoxie-induzierte PH in der Maus konnte gezeigt werden, dass TRPC1-
Knockout Mduse partiellen Schutz gegentiber GeféRverédnderungen aufweisen und chro-
nische Hypoxie in PASMCs eine Hochregulation von TRPC1 zur Folge hat [208]. Wé&h-
rend im Rahmen der vorliegenden Arbeit in COPD-Lungen eine erhohte TRPC1-Expres-
sion gezeigt wurde, konnten in den pulmonalen Gefédlien keine veranderte Expression
nachgewiesen werden. Allerdings zeigte sich eine groRRe Streuung der Messwerte in der
RTPCR, dies konnte in der unterschiedlichen GréRe (100 um bis 20 um) der untersuch-

ten Gefalle begriindet sein.

Als weiteres Mitglied der TRPC-Familie wurde in dieser Arbeit die Expression von
TRPC3 untersucht. Der TRPC3-Kanal wird besonders stark im Gehirn exprimiert, kann
aber auch in anderen Organen wie Herz, Niere, Ovarien und Hoden nachgewiesen werden
[99]. In der Lunge ist TRPC3 u. a. in bronchialen SMCs [373] und in PASMCs [187]
exprimiert. In wieweit TRPC3 einen Ca?*-Einstrom vermittelt, der zu Veranderungen von
Proliferation und Kontraktion in bronchialen SMCs und PASMCs fihrt, ist nicht ab-
schlieBend gekléart. Erste Hinweise auf eine Rolle von TRPC3 in der Pathogenese der
durch chronische Hypoxie-induzierten PH konnte Mayser in TRPC3-Knockout M&usen
zeigen. Der Verlust von TRPC3 wurde mit einem teilweisen Schutz vor GefélRverande-
rungen assoziiert [219]. Wéhrend in der vorliegenden Arbeit in der Analyse von Gefalien
und Bronchien keine Regulation von TRPC3 beobachtet wurde, konnte in homogenisier-

ten COPD-Lungen eine erhdhte Expression von TRPC3 nachgewiesen werden. Fir bron-
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chiale SMCs konnten White et al. nach Stimulation mit dem proinflammatorischen Me-
diator TNF-a eine Hochregulation von TRPC3 sowie eine Erhéhung des SOCE und der
basalen Ca?*-Konzentration beobachten [373]. TNF-o ist bei COPD-Patienten erhoht
[395] und kénnte TRPC3 in bronchialen SMCs aktivieren und somit durch eine Erhéhung
der intrazellularen Ca%*-Konzentration zu pathologischer Proliferation und Kontraktion
von bronchialen SMCs beitragen. Des Weiteren fuhrt Nikotinexposition in humanen
bronchialen SMCs zu einer TRPC3-vermittelten Proliferation [157]. Allerdings wurde in
dieser Arbeit lediglich eine Hochregulation von TRPC3 in COPD-Lungen beobachtet und
keine Regulation bei Rauchern, dies spricht gegen eine CS-induzierte Aktivierung von
TRPC3. Durch ein individuell stark unterschiedliches Rauchverhalten der Patienten wa-

ren auch falsch negative Ergebnisse in den vorliegenden Daten mdglich.

Von der Familie der TRPC-Kandle wurde auRerdem die Expression von TRPC6 unter-
sucht. Der TRPC6-Kanal spielt eine wichtige Rolle flr die Funktion des Immunsystems
und wird in neutrophilen Granulozyten [190] und Makrophagen [91], auRRerdem in bron-
chialen SMCs [67] und PASMCs [358] exprimiert. Fur Lungenmakrophagen von COPD-
Patienten konnten Finney-Hayward et al. eine verstarkte TRPC6 Expression zeigen [91].
In dieser Arbeit wurde ebenfalls eine Hochregulation von TRPC6 in COPD-Lungen de-
tektiert. TRPC6 wurde in GeféaRRen, Bronchien und Alveolarsepten nachgewiesen, beson-
ders hoch war hierbei die Expression in den Alveolarsepten von Rauchern- und COPD-
Lungen.

TRPCS6 ist zusatzlich fur die Funktion der neutrophilen Granulozyten wichtig [190], die
eine essentielle Rolle in der Pathogenese der COPD spielen [126]. TRPC6 ist im mole-
kularen Mechanismus der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten aus dem Blut so-
wie deren Migration ins Gewebe von Bedeutung [190]. Neutrophile Granulozyten sind
vermehrt im Sputum von Rauchern und COPD-Patienten zu finden, wobei ihre Akkumu-
lation mit einem fortschreitenden Verlust der Lungenfunktion korreliert [253, 323]. Die
in dieser Arbeit festgestellte verstarkte Expression von TRPC6 in COPD-Lungen kénnte
mit einer verstarkten Rekrutierung und Migration von neutrophilen Granulozyten ins
Lungengewebe zusammenhéngen.

Im Zusammenhang mit CS-assoziiertem bronchialem Remodeling wird TRPC6 ebenfalls
diskutiert. Fir bronchiale SMCs wurde gezeigt, dass Nikotin zu einer Hochregulation von
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TRPC6 fuhrt und diese mit einem verstarkten SOCE und ROCE sowie einer vermehrten
Proliferation der Zellen einhergeht [135].

Auch im pulmonal vaskuldren Remodeling spielt TRPC6 mdglicherweise eine wichtige
Rolle [78, 210]. An PASMC:s isoliert aus der Ratte wurde gezeigt, dass eine drei bzw.
sechsmonatige Exposition mit CS zu einer Hochregulation von TRPC6 und einem An-
stieg der basalen Ca®*-Konzentration fiihrt [358]. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass
der Ubergang der PASMCs von einem kontraktilen zu einem proliferativen Phanotypen
mit einer Hochregulation von TRPC6 einhergeht [89]. Auch fur die Hypoxie-induzierte
und idiopathische PH konnte eine erhdhte Expression von TRPC6 in PASMCs beobachtet
werden, weshalb TRPC6 hier als mdgliches therapeutisches Ziel diskutiert wird [145,
187, 400]. Auch wenn in dieser Arbeit keine Regulation von TRPC6 in Bronchien und
Gefallen beobachtet wurde, bedeutet dies nicht, dass TRPC6 keine Rolle im bronchialen

und pulmonal vaskularen Remodeling spielt.

4.1.2 TRPV-Kanéle

Aus der Familie der TRPV-Kanale wurden in dieser Arbeit TRPV1 und TRPV4 analy-
siert. TRPV1 ist besonders stark in sensorischen Nervenfasern des Respirationstrakts ex-
primiert [44, 81, 384], kommt aber auch in nicht-neuralem Gewebe wie z. B. in Immun-
zellen, bronchialen SMCs, PASMCs sowie in Lungenfibroblasten und Endothelzellen vor
[81, 384]. Chemische und mechanische Reize in der Lunge aktivieren sensorische Ner-
venfasern, welche den Respirationstrakt innervieren. Die Aktivierung fuhrt zu Broncho-
konstriktion, Mukussekretion, Auslésung eines Hustenreflexes sowie Aktivierung des
Immunsystems [220]. Der TRPV1-Kanal spielt in der Auslosung des Hustenreflexes eine
wichtige Rolle [108]. Fur Patienten mit chronischem Husten konnte eine Hochregulation
von TRPV1 gezeigt werden [113, 232]. TRPV1-Antagonisten werden als Antitussiva un-
tersucht, konnten in klinischen Studien jedoch bis dato keine Erfolge aufweisen [168]. In
der vorliegenden Arbeit wurde fiir TRPV1 sowohl in Raucher- als auch in COPD-Lungen
eine Hochregulation festgestellt. Die erhohte Expression von TRPV1 bei Rauchern
konnte darauf hinweisen, dass TRPV1 initial bei Kontakt mit Noxen in den sensorischen
Nervenfasern hochreguliert wird, um die Lunge durch Abwehrmechanismen wie den
Hustenreflex, Bronchokonstriktion, Mukussekretion und Inflammation zu schiitzen, ohne

dabei zu der Entwicklung einer COPD zu fuhren.
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Die Rolle von TRPV1 bei der Inflammation ist komplex und es werden sowohl proin-
flammatorische, als auch antiinflammatorische Signalkaskaden diskutiert [40, 171, 342,
384]. In der Lunge flhrt die Aktivierung von TRPV1 in sensorischen Nervenfasern zur
Ausschittung von Neuropeptiden wie Somastatin, Tachykinin, Calcitonin Gene-Related
Peptide und Substanz-P [81]. Die TRPV1-vermittelte Sekretion von Somastatin aus sen-
sorischen Nervenfasern in der Lunge konnte sich antiinflammatorisch auswirken [123,
266]. Auch Tsuji et al. konnten eine potentiell antiinflammatorische Rolle von TRPV1 in
der Lunge zeigen. Sie beobachteten, dass in einer LPS-induzierten Lungenschéadigung
bzw. bei allergischen Reaktionen TRPV1-Agonisten die Infiltration von neutrophilen
Granulozyten und Leukozyten sowie die Ausschittung von TNF-a und IL-4 vermindern
[343]. Eine TRPV1-vermittelte Sekretion von Tachykininen induziert dabei im Lungen-
gewebe Bronchokonstriktion, Mukussekretion sowie Inflammation [329]. Es konnte au-
Rerdem gezeigt werden, dass eine Herunterregulation von TRPV1 zu einer reduzierten
Inflammation im Mausmodel fur chronisches Asthma fihrt [57]. AuBerdem gibt es eine
Rickkopplungsschleife in der die TRPV1-vermittelte Ausschuttung von Entziindungs-
mediatoren wiederum eine Hochregulation von TRPV1 zur Folge hat. So wurde gezeigt,
dass Fibroblasten nach Stimulation mit TNF-a, LPS und IL-1a eine erhohte Expression
von TRPV1 aufweisen [290]. Eine Hochregulation von TRPV1 wurde sowohl in dieser
Arbeit als auch in vorherigen Untersuchungen in COPD-Lungen festgestellt [29]. Unklar
bleibt, ob die Hochregulation mit der Inflammation im Lungengewebe assoziiert ist, oder
ob die verstarkte Expression von TRPV1 einen protektiven und antiinflammatorischen
Effekt hat.

Im Prozess des bronchialen Remodelings fuihrte die Stimulation von TRPV1-Kanélen mit
dem Agonisten Capsaicin zu einem Anstieg der Ca?*-Konzentration und einer Prolifera-
tion von bronchialen SMCs [410]. Eine Herunterregulation von TRPV1 wurde im Maus-
modell mit einem vermindertem bronchialem Remodeling assoziiert [57].

Im Pathomechanismus der PH wird fur TRPV1 sowohl eine krankheitsfordernde, als auch
eine protektive Rolle diskutiert [409]. Die TRPV1-vermittelte Erh6hung der intrazellulé-
ren Ca?*-Konzentration in PASMCs fiihrt zu Proliferation und Kontraktion der Zellen.
Gleichzeitig werden TRPV1-vermittelt aber auch antiinflammatorische Mediatoren se-
zerniert, welche sich protektiv auf den Krankheitsverlauf auswirken [409].
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TRPV4 wird im Lungengewebe u. a. in Endothel- und Epithelzellen sowie in bronchialen
SMCs exprimiert [10, 16, 216] und konnte in dieser Arbeit im Lungenhomogenat sowie
in Gefalen, Bronchien und Septen nachgewiesen werden. Dabei wurde eine verstérkte
Expression von TRPV4 auf mMRNA und Proteinebene in COPD-Lungen beobachtet, was
auf eine Rolle von TRPV4 in der Pathogenese der COPD hinweist. Zusatzlich wurde eine
verstarkte Expression von TRPV4 auf Proteinebene auch bei Rauchern nachgewiesen.
Diese Beobachtungen decken sich mit Ergebnissen von Baxter et al., die ebenfalls eine
erhdhte Expression von TRPV4 im Lungengewebe von COPD-Patienten festgestellt ha-
ben [29].

Vergleichbar mit TRPV1 spielt auch TRPV4 eine komplexe Rolle in der Regulierung des
Immunsystems [248, 303]. Der TRPV4-vermittelte Ca?*-Einstrom ist essentiell fir die
ziliare Schlagfrequenz und spielt eine wichtige Rolle in der mukozilidren Clearance und
damit auch fir die Protektion der Lunge vor pathogenen Erregern [6, 199]. Eine schiit-
zende Rolle von TRPV4 in der Mauslunge konnte in TRPV4-Knockout M&usen gezeigt
werden, welche nach Stimulation mit LPS verstarkt Atemwegsveranderungen und eine
verstarkte Rekrutierung von Leukozyten aufwiesen [9]. Auch in Makrophagen ist der
TRPV4-Kanal von Bedeutung, hier werden sowohl pro- als auch antiinflammatorische
Effekte diskutiert [248, 304].

TRPV4 konnte aulerdem eine wichtige Rolle in den Alveolen und der Entstehung des
Emphysems bei der COPD spielen. Weber et al. konnten zeigen, dass TRPV4-Knockout
Méuse vermehrt Emphysem-&hnliche Veranderungen in der Lunge aufweisen [368]. Die-
ses Ergebnis und die in dieser Arbeit festgestellt erhdhte Expression von TRPV4 in den
Septen von COPD-Lungen deuten darauf hin, dass TRPV4 kompensatorisch hochregu-
liert sein konnte und einen protektiven Effekt haben konnte.

TRPV4 konnte auBerdem eine Rolle im pulmonal vaskuldren Remodeling spielen. In zwei
Tiermodellen der PH (chronische Hypoxie und Monocrotalin) konnte eine Hochregula-
tion von TRPV4 in der Adventitia gezeigt werden [69]. In dieser Arbeit wurde in den
Geféallen von COPD-Lungen keine Regulation von TRPV4 beobachtet. Weitere Untersu-
chungen sind nétig, um die Relevanz von TRPV4 in der Pathogenese der COPD assozi-

ierten PH beurteilen zu kénnen.
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4.1.3 Der TRPAl-Kanal

TRPAL ist durch seine Eigenschaften direkt durch verschiedene Komponenten des CS
wie Acrolein, Crotonaldehyd, Formaldehyd und auch Nikotin aktivierbar [230, 333] Da
CS den Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung einer COPD darstellt [27, 211], ist der
TRPA1-Kanal von besonderem Interesse.

Der TRPA1-Kanal wird insbesondere in den sensorischen Nerven des Respirationstraktes
exprimiert [242, 384] und ist an der Auslosung des Hustenreflex beteiligt [102, 108].
Daher gelten TRPAL1-Antagonisten als vielversprechend zur Entwicklung neuer Antitus-
siva [109, 337]. In dieser Arbeit konnte eine verstarkte Expression von TRPA1 sowohl
in COPD-Lungen als auch in Raucher-Lungen beobachtet werden. Die beobachtete Re-
gulation von TRPAL in Raucher-Lungen konnte darauf hindeuten, dass die inhalativen
Noxen TRPA1-Kanéle in sensorischen Nerven aktivieren und protektive Abwehrmecha-
nismen wie den Hustenreflex ausldsen.

Auch in nicht neuronalen Zellen wird TRPAL in der Lunge exprimiert u. a. in Lungen-
fibroblasten, bronchialen SMCs und A/BECs [117, 148, 243]. A/BECs sind in direkter
Né&he zum Lumen lokalisiert und haben Kontakt mit den inhalativen Noxen. Als Reaktion
auf diese sezernieren A/BECs proinflammatorische Zytokine [98] und insbesondere bei
der Sekretion von IL-8 kénnte dem TRPA1-Kanal eine wichtige Bedeutung zukommen.
Nassini et al. konnten fiir AECs zeigen, dass mittels eines TRPA1-Antagonisten die CS-
assoziierte Sekretion von IL-8 vermindert wurde [243]. Auch Wang et al. beobachteten
einen proinflammatorischen Effekt von TRPAL. Sie konnte zeigen, dass die Exposition
von A/BECs mit CS-Extrakt zu einem verstarkten Ca?*-Einstrom, vermehrtem oxidativen
Stress und einer Induktion von proinflammatorischen Genen fuhrt und diese Effekte
durch die Hinzugabe von TRPA1-siRNA reduziert werden konnten [362]. Die in dieser
Arbeit beobachtete Hochregulation von TRPAL in Raucher- und COPD-Lungen kdnnte
mit einer verstarkten Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-8 einhergehen.
Die Rolle von TRPAL in der Regulation der Inflammation scheint komplex und viel-
schichtig zu sein. Hajna et al. konnten zeigen, dass TRPAL auch eine protektive Rolle
bei der Inflammation der Lunge zukommen kodnnte. Sie beobachteten, dass TRPAL-
Knockout Mause eine starkere LPS-induzierte Lungenschadigungen aufweisen [117].
Gleichzeitig konnten sie zeigen, dass TRPA1-Knockout M&use nach Exposition mit CS

partiell vor der Entstehung eines Emphysems geschutzt sind [117]. Hajna et al. diskutie-
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ren im Zusammenhang mit den Ergebnissen ihrer Arbeit mogliche unterschiedliche Ak-
tivierungsmechanismen von TRPAL durch CS und LPS. AuRerdem wird eine eventuell
unterschiedliche Rolle von TRPA1 bei der akuten und der chronischen Inflammation der
Lunge diskutiert [117]. In der Pathogenese der COPD konnte dies bedeuten, dass nach
einer kurzen Exposition mit CS eine TRPAL-Aktivierung in den sensorischen Nervenfa-
sern protektiv wirkt, wéhrend eine chronische Aktivierung von TRPAL auch in nicht-
neuralen Zellen der Lunge zu Inflammation und Emphysembildung fiihrt und so zu den
Pathomechanismen der COPD beitrégt.

Im Hinblick auf die Funktion von TRPAL in bronchialen SMCs konnte gezeigt werden,
dass der Kanal fur den CS-assoziierten Ca?*-Einstrom in bronchialen SMCs von Bedeu-
tung ist und hier vermutliche eine Rolle bei der pathologischen Kontraktion der bronchi-
alen SMCs spielt [188]. Uber die Funktion von TRPAL in pulmonalen GefaRen ist bis
dato wenig bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass TRPAL in PASMCs, isoliert aus der
Maus, exprimiert ist und dort funktionelle Kandle bildet, welche mit Proliferation und

Apoptose dieser Zellen assoziiert sind (noch nicht publiziert: Brosien et al.2024).

4.1.4 TRPM-Kanéle

TRPM-Kanéle spielen eine wichtige Rolle fir die Funktion des Immunsystems [415] und
werden in der Lunge u. a. in BECs und PASMCs exprimiert [287, 390]. Bei der Expres-
sionsanalyse der Familie der TRPM-Kanéle wurden in der vorliegenden Arbeit TRPM4,
TRPM6 und TRPMS8 untersucht. TRPM4 wird in dendritischen Zellen exprimiert [20],
die bei COPD-Patienten vermehrt in der Wand der kleinen Atemwege vorkommen [348].
Die in dieser Arbeit beobachtete erhohte Expression von TRPM4 in COPD-Lungen
konnte mit einer verstarkten Aktivierung des Immunsystems und einem vermehrten VVor-
kommen von dendritischen Zellen in Zusammenhang stehen.

TRPMS8 hingegen ist ein moglicher Kandidat, welcher in der Entstehung von Exazerbati-
onen bei COPD-Patienten eine Rolle spielen kénnte. Exazerbationen sind akute Ver-
schlechterungen der Symptomatik, welche gehduft bei kaltem Wetter auftreten [214,
340]. TRPMS ist kéltesensitiv und durch niedrige Temperaturen aktivierbar [221, 397]
und wird im Zusammenhang mit der Kélte-getriggerten Inflammation der Atemwege bei
Asthma diskutiert. Die Aktivierung von TRPM8 durch Menthol oder Kalte flhrt in BEC

zu einer verstarkten Expression von proinflammatorischen Zytokinen wie z. B. IL-1, IL-
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4, 1L-8, 1L-13 oder TNF-a. Diese Hochregulation der Zytokine lasst sich durch die Ap-
plikation von siRNA oder einem TRPM8-Antagonisten abschwachen [288]. Ahnliche
Mechanismen konnten auch bei der COPD von Bedeutung sein. Neben Kalte induziert
auch CS in BECs eine Hochregulation von TRPMS8 und eine erhéhte Expression von IL-
6, IL-8 und TNF-a [363].

Des Weiteren wird in der Literatur im Zusammenhang mit einer Hypoxie-induzierten PH
im Tiermodell eine Herunterregulation von TRPM8 in PASMCs beschrieben [196, 237].
In dieser Arbeit konnte weder fir TRPM6 noch TRPM8 eine veranderte Expression in
Raucher- oder COPD-Lungen festgestellt werden. Es bleibt unklar, welche Rolle TRPM-
Kanéle in der Pathogenese der COPD spielen.

4.1.5 VDCCs

Als zweite groRe Gruppe von Ca?*-Kanilen wurden in dieser Arbeit die VDCCs unter-
sucht. VDCCs werden u.a. in bronchialen SMCs, Endothel- und Epithelzellen sowie in
PASMCs exprimiert [268, 281]. In der Literatur finden sich bei verschiedenen pulmona-
len Erkrankungen Hinweise auf eine veranderte Regulation von VDCCs im Lungenge-
webe. So konnte in PASMCs von Mausen, mit einer Hypoxie-induzierten PH, eine Hoch-
regulation von L-Typ 1.3 und T-Typ 3.2 nachgewiesen werden [356]. Ein Anstieg der
intrazellularen Ca2*-Konzentration iiber eine Hochregulation von VDCCs induziert
Proliferation und Kontraktion in humanen PASMCs [281, 295]. Die Kandle L-Typ 1.3
und T-Typ 3.2 waren in der vorliegenden Arbeit in Raucher- und COPD-Lungen hochre-
guliert und konnten eine Rolle in der Pathogenese der COPD-assoziierten PH spielen.
Fur das kleinzellige Bronchialkarzinom finden sich in der Literatur Hinweise darauf, dass
Komponenten von CS eine chronische Aktivierung von VDCCs induzieren kdénnen und
damit Ca?*-assoziierte Signalkaskaden aktivieren, welche sich krankheitsfordernd aus-
wirken [313]. Es ist nicht bekannt, ob ein ahnlicher Mechanismus auch fiir die Pathoge-
nese der COPD relevant sein konnte.

Die Aktivierung von VDCCs steht im engen Zusammenhang mit der Aktivitat von TRP-
Kanalen. Die Aktivierung von TRP-Kandlen, z. B. TRPC®6, fuhrt Uber einen Na*-Ein-
strom zu Veranderungen des Membranpotentials und induziert eine Aktivierung von
VDCCs [78, 86] (Abbildung 20). Eine Hochregulation von TRP-Kandlen bei COPD-
Patienten konnte somit auch mit einer vermehrten Aktivierung von VDCCs im Lungen-

gewebe einhergehen.
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4.1.6 PMCA und SERCA

Neben den Ca?*-Kanélen, die einen Ca?*-Einstrom in die Zelle vermitteln, sind fur die
Ca?*-Homoostase einer Zelle auch Kanile wichtig, welche die intrazellulare Ca®*-Kon-
zentration wieder senken [31]. Dazu gehoren die PMCA und die SERCA, welche Ca?*
unter ATP-Verbrauch in den Extrazellularraum bzw. ins SR/ER transportieren [32].
PMCAs werden in der Lunge u. a. in bronchialen SMCs und PASMCs exprimiert [51,
77] und konnten in der Pathogenese der COPD in bronchiales und pulmonal vaskuléres
Remodeling involviert sein. Sowohl in bronchialen SMCs als auch in PASMCs spielen
PMCAL bzw. PMCAA4 eine wichtige Rolle in der Proliferation [51, 77]. Fir PMCAL bis
4 wurde in der vorliegenden Arbeit eine verminderte Expression auf mRNA-Ebene in
COPD-Lungen gezeigt. Eine Herunterregulation von PMCAs kdnnte zu einem vermin-
derten Ca?*-Transport in den Extrazellularraum fiihren und dies konnte eine Erhohung
der intrazellularen Ca?*-Konzentration zur Folge haben. Diese Hypothese wird durch
eine, in der vorliegenden Arbeit gemessene, erhéhte Ca?*-Konzentration in COPD-Lun-
gen unterstiitzt. Eine erhohte intrazellulare Ca®*-Konzentration konnte eine verstirkte
Proliferation, Kontraktion, Migration und Sekretion von proinflammatorischen Zytoki-
nen zur Folge haben [32, 260, 314, 355].

SERCA wird in der Lunge u. a. in bronchialen SMCs [205, 299] und PASMCs [116]
exprimiert und spielt eine essentielle Rolle fiir die Ca?*-Homdostase und damit verbun-
dene Proliferation und Kontraktion [32]. Im Zusammenhang mit Asthma wird eine Rolle
der SERCA im bronchialen Remodeling diskutiert. In bronchialen SMCs von Asthmapa-
tienten wurde eine verminderte Expression von SERCA2 beobachtet [205]. Auch konnte
gezeigt werden, dass eine Exposition mit TNF-a und IL-13 zu einer Herunterregulation
der SERCAZ in diesen Zellen fihrt [299]. Des Weiteren wird auch ftr die PH eine ver-
minderte Expression der SERCAZ2 in PASMCs beschrieben [116]. In der Literatur finden
sich keine Daten beziiglich der Expression von SERCA bei COPD-Patienten. Interessan-
terweise wurde in dieser Arbeit fiir SERCA2 und SERCA3 auf mRNA-Ebene eine er-
hohte Expression in COPD-Lungen festgestellt, auf Proteinebene war SERCA2 dagegen
nicht reguliert. Es konnte als Reaktion auf eine erhdhte intrazellulare Ca?*-Konzentration
zu einer kompensatorischen Hochregulation der SERCA kommen, damit Ca?* vermehrt
von Zytosol ins ER transportieren werden kann. Es bleibt offen, welche Rolle SERCA in

der Pathogenese der COPD zukommen konnte.
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4.1.7 CRACs

Uber die beschriebenen Mechanismen des SOCE hat ein Abfall der Ca®*-Konzentration
im ER einen Ca?*-Einstrom von extrazellular zur Folge [11, 197]. STIM fungiert hierbei
als Ca?*-Sensor im ER und ORA\ bildet die in der Plasmamembran die zentrale Pore der
CRACs [11]. STIM und ORAI werden in der Lunge in bronchialen SMCs und PASMCs
sowie in BECs exprimiert [264, 360, 381] und werden in der Literatur im Zusammenhang
mit PH, Asthma und COPD beschrieben [158].

STIM und ORALI kdnnten eine Bedeutung im bronchialen Remodeling bei der COPD ha-
ben. Flr humane bronchiale SMCs konnte eine Hochregulation von STIM1 und ORAI1
nach Exposition mit CS gezeigt werden, diese Hochregulation geht mit einer Erhdhung
der intrazelluldren Ca®*-Konzentration, einer verstirkten Proliferation sowie einer ver-
mehrten Sekretion von Zytokinen einher [381]. Im Mausmodell fir Asthma konnte flr
STIM1 und ORAIL in bronchialen SMCs ebenfalls eine Hochregulation gezeigt werden,
welche mit bronchialem Remodeling assoziiert wurde. Der Knockdown von STIM1 oder
ORAI1 reduzierte sowohl Proliferation als auch Migration der bronchialen SMCs [160,
318]. In dieser Arbeit wurde eine verminderte Expression von STIM1 und STIMZ2 in
COPD-Lungen und fir STIM2 zusatzlich in Raucher-Lungen beobachtet.

Neben ORAI1 wurde auch die Expression von ORAI3 im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit untersucht. ORAI3 ist essentiell fur die Funktion der Kinozilien [264] und somit
durch den Mechanismus der mukozilidren Clearance flr die Schutzfunktion der Lunge
von Relevanz. Weiterhin weisen Raucher eine verminderte Expression von ORAI3 in
BECs auf, unabhdngig von dem VVorkommen einer COPD [264]. In dieser Arbeit wurde
in Raucher- und COPD-Lungen eine erhohte Expression von ORAI3 beobachtet. Damit
bleibt unklar welche Rolle ORAI3 in der Pathogenese der COPD zukommt. Da ORAI3
wichtig fiir die Funktion der Kinozilien ist, ist es denkbar, dass es als Reaktion auf die
Exposition mit CS zu einer protektiven Hochregulation von ORAI3 kommt.

Im Zusammenhang mit pulmonal vaskuldarem Remodeling konnten STIM- und ORAI-
Proteine eine Rolle in der Pathogenese der COPD-assoziierten PH spielen. ORAI-Prote-
ine werden als potentielle Zielstrukturen in der Therapie der PH diskutiert und kdnnten
u. a. in pulmonal-arteriellen Endothelzellen, Fibroblasten und PASMCs in verdnderte
Signalkaskaden involviert sein [280]. So haben Fernandez et al. gezeigt, dass die Transi-
tion von PASMCs von einem kontraktilen zu einem proliferativen Phanotyp mit einem
verstarkten SOCE und einer Hochregulation von STIM2 und ORAI2 assoziiert ist [89].
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4.2 Die Rolle der Dysregulation der Ca?*-Homagostase in der
Pathogenese der COPD

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl Proteine aus der TRP-Familie als auch VDCCs
und die Proteine PMCA, SERCA, STIM und ORAI untersucht. Dabei wurden fur TRPC1,
TRPC3, TRPC6, TRPV1, TRPV4 und TRPAL eine verstéarkte Expression in COPD-Lun-
gen festgestellt. TRPV1, TRPAL sowie TRPM4 waren zusétzlich auch im Lungengewebe
von Rauchern erhoht exprimiert. AuRBerdem wurde in COPD-Lungen eine verstarkte Ex-
pression des L-Typ-Kanals 1.3 und T-Typ-Kanals 3.2 beobachtet (Abbildung 20). Diese
Daten weisen darauf hin, dass es bei der COPD zu einem verstirkten Ca?*-Einstrom aus
dem Extrazellularraum kommen konnte. Auf der anderen Seite wurde in COPD-Lungen
eine verminderte Expression von PMCAL1 bis 4 beobachtet. Da PMCAs dafiir zustéandig
sind Ca?* vom Intrazelluldr- in den Extrazellularraum zu transportieren, deuten die Er-
gebnisse darauf hin, dass bei COPD-Patienten sowohl ein erhéhter Ca?*-Einstrom, als
auch ein verminderter Ca?*-Ausstrom fiir eine erhohte intrazellulare Ca?*-Konzentration
sorgen konnten (Abbildung 20). In der Tat wurde in dieser Arbeit in COPD-Lungen eine
erhohte Ca?*-Konzentration gemessen. Da TRPC-Kanéle neben Ca?* auch fir Na* per-
meabel sind, kénnte durch eine vermehrte Depolarisation und der damit einhergehenden
vermehrten Aktivierung von VDCCs, der Ca?*-Einstrom nochmals zusitzlich verstérkt
werden [78, 86] (Abbildung 20). Gleichzeitig wurde eine erhthte Expression von
SERCA festgestellt, wodurch die Ca?*-Konzentration im ER zusétzlich steigen konnte.
AuRerdem waren STIM1 und STIM2 auf mRNA-Ebene in COPD-Lungen herunterregu-
liert (Abbildung 20). Die beobachtete Hochregulation von ORAI1 und ORAI3 kdnnte

den Ca%*-Einstrom aus dem Extrazellularraum zusétzlich verstarken.
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Abbildung 20: Zusammenfassung der Regulation der Expression von Ca?*-Kanalen und Ca?*-asso-
ziierten Proteinen in humanen Lungenhomogenaten

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Hochregulation von TRPC1, TRPC3, TRPC6, TRPV1, TRPV4,
TRPAL, TRPM4, einzelner VDCCs (L-Typ 1.3, T-Typ 3.2) sowie von SERCA2 und 3 in Raucher- bzw.
COPD-Lungen beobachtet werden. Aulterdem wurde eine verminderte Expression von PMCAL bis 4 sowie
eine veranderte Regulation von ORAI- und STIM-Proteinen festgestellt. Durch die veranderte Expression
der Ca?*-Kanale und Ca?*-assoziierter Proteine konnte es zu einem vermehrten Ca?*-Einstrom und vermin-
derten Ca?*-Ausstrom in einzelnen Zelltypen kommen. In Folge dessen kénnte es zu einem intrazellularen
Ca?*-Uberschuss und der Initiierung Ca®*-assoziierter Signalkaskaden kommen, welche in der Pathogenese
der COPD eine Rolle spielen kdnnten. ER: endoplasmatisches Retikulum, ORAI: Ca?*-aktivierbares Ca®*-
Kanalprotein, PMCA: Plasmamembran Ca?*-ATPase, SERCA: Ca?*-ATPase des sarkoplasmatischen und
endoplasmatischen Retikulums, STIM: stromales Interaktionsmolekil, TRP: transient receptor potential,
VDCC: voltage-dependent Ca?*-channels, Pfeil nach oben: erhohte Expression, Pfeil nach unten: ernied-
rigte Expression, Kreis: kein signifikanter Unterschied in der Expression, griin: Ergebnisse der Versuche
im Western Blot, orange: Ergebnisse der Versuche in der RTgPCR.

Eine Dysregulation der Ca?*-Homoostase und eine erhéhte intrazelluldre Ca2*-Konzent-
ration konnte mit der Initiierung diverser Ca?*-assoziierter Signalkaskaden und der Akti-
vierung Ca?*-abhangiger Transkriptionsfaktoren in unterschiedlichen Zelltypen einher-
gehen. Dies konnte eine Aktivierung und Migration von Immunzellen, Sekretion von Zy-
tokinen, Proliferation und Apoptose sowie Kontraktion von PASMCs zur Folge haben.
Diese zellularen Prozesse konnten zu einer Inflammation, Destruktion von Alveolarsep-
ten, bronchialem sowie pulmonal vaskuldarem Remodeling fihren und zur Entstehung ei-
ner COPD beitragen, welche sich klinisch mit einer Obstruktion der Atemwege, einem
Emphysem und einer begleitenden PH &ulert.
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Neben mdglichen krankheitsférdernden Effekten von Ca?* und Ca?*-Kanélen in der Pa-
thogenese der COPD st es allerdings auch denkbar, dass die Regulation einzelner Ca?*-
Kandle einen kompensatorischen Mechanismus darstellt, der die Lunge vor der toxischen
Wirkung von CS schitzen soll. In verschiedenen Publikationen werden TRP-Kanéle im
Zusammenhang mit protektiven Funktionen in der Lunge diskutiert [117, 384]. TRPA1
und TRPV1, welche in den sensorischen Nerven der Lunge exprimiert werden, sind an
Abwehrmechanismen wie dem Hustenreflex, Bronchokonstriktion und Mukussekretion
beteiligt [384]. Das in dieser Arbeit eine Hochregulation von TRPA1 und TRPV sowohl
in COPD-Lungen als auch bei gesunden Rauchern beobachtet wurde, kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass diese Kandle als erste Reaktion auf die Exposition mit CS hochreguliert
werden, um die Lunge zu schitzten. Dies konnte unter Umstéanden auch eine Ursache
dafiir sein, dass nicht jeder Raucher an einer COPD erkrankt. In Bezug auf die Inflamma-
tion werden fiir TRPA1 und TRPV1 sowohl pro- als auch antiinflammatorische Wirkun-
gen diskutiert [117, 343, 409]. Auch der TRPV4-Kanal, welcher wichtig fur die Aktivitat
der Kinozilien und damit die mukoziliare Clearance ist, konnte eine wichtige Rolle in der
Protektion der Atemwege spielen [6, 199]. Erste Hinweise auf eine protektive Rolle von
TRPV4 zeigen Versuche in M&usen, welche nach Deletion von TRPV4 bereits nach 3
Monaten ein Emphysem entwickeln, wahrend Kontrollm&use erst nach 8 Monaten er-
kranken (unpublizierte Daten, personliche Mitteilung von Jo Meister, JLU, ECCPS). Eine
therapeutische Inhibition von TRP-Kanélen kénnte mit einer verminderten Abwehrfunk-
tion der Lunge sowie mit moglicherweise gehauften Infektionen und Exazerbationen ein-
hergehen.

Hinzu kommt, dass die in dieser Arbeit analysierten COPD-Proben von Patienten stam-
men, die fur die Transplantation seit mindestens einem Jahr nicht mehr rauchen. Das Auf-
horen des Rauchens gilt als beste Methode, um die Progression der Erkrankung zu ver-
langsamen [339]. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass COPD-Patienten, die mit dem
Rauchen aufgehort haben, im Vergleich mit COPD-Patienten, die noch rauchen, ein ver-
ringertes bronchiales Remodeling aufweisen [181]. Vor diesem Hintergrund ist es denk-
bar, dass die Hochregulation der Ca?*-Kanile bei COPD-Patienten, die nicht mehr rau-
chen, dazu beitragt die Progression der Erkrankung zu verlangsamen.

Des Weiteren finden sich Assoziationen zwischen einzelnen TRP-Polymorphismen und
der COPD. Fur TRPV4 wurden Einzelnukleotid-Polymorphismen nachgewiesen, welche
mit einem héheren Erkrankungsrisiko flir COPD assoziiert werden [412]. AulRerdem
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konnten Naumov et al. zeigen, dass TRPA1-Polymorphismen bei COPD-Patienten mit
einer gesteigerten Bronchokonstriktion assoziiert sind [245]. Auch fur TRPV1 wurde in
der chinesischen Han Population ein Polymorphismus entdeckt, der mit der
COPD/COPD-PH assoziiert ist [386]. Des Weiteren wurde in der idiopathischen PH ein
TRPC6-Polymorphismus beschrieben, welcher mit einem erhéhten Erkrankungsrisiko
einhergeht [401]. Wie sich der Polymorphismus auf die Funktion des Kanals auswirkt
und ob dieser zu einer gesteigerten oder verringerten Aktivitat und/oder Aktivierbarkeit
flhrt, ist zum aktuellen Stand der Forschung nicht bekannt. Es bleibt unklar, inwiefern

TRP-Kandle eine krankheitsfordernde oder protektive Rolle bei der COPD spielen.

4.3 Die Rolle von Ca?*-assoziierten Proteinen und Signal-
kaskaden in der Pathogenese der COPD

In der vorliegenden Arbeit konnte eine erhdhte Expression der untersuchten TRP-Kanéle
in COPD-Lungen und teilweise auch in Raucher-Lungen beobachtet werden. AuRerdem
konnte eine verdnderte Regulation von VDCCs, SERCA und PMCA sowie STIM und
ORAL in Raucher- und COPD-Lungen gezeigt werden und es wurde eine erhdhte absolute
Ca?*-Konzentration in COPD-Lungen detektiert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass eine Dysregulation in der Ca?*-Homoostase eine entscheidende Rolle in der Patho-
genese der COPD spielt und Rauchen einen Einfluss auf diese hat. Daher wurden in einem
nachsten Schritt Ca?*-assoziierte Proteine, darunter Proteinkinasen wie die PKC oder die
Ca?*-/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase 11 (CaMKII) und Proliferationsmarker wie
ERK1/2 und Cyclin D1 im Western Blot analysiert.

Proteinkinasen konnen sowohl uber eine Erhéhung der intrazellularen Ca®*-Konzentra-
tion als auch uber andere sekundére Botenstoffe wie z. B. DAG und zyklisches Adeno-
sinmonophosphat aktiviert werden [140, 226] (Abbildung 21). Proteinkinasen werden
ubiquitdr exprimiert und sind Schlisselproteine diverser Signalkaskaden. So aktivieren
die PDK1 und die PKC u. a. die MEK/ERK Signalkaskade [300, 346] (Abbildung 21),
wéhrend die PKA durch die Regulation von c-Raf sowohl stimulierende als auch inhibie-
rende Wirkung auf den Zellzyklus haben kann [55]. Die Proteinkinasen PDK1, PKC und
PKA sind fir Aktivierung und Migration von Immunzellen sowie Proliferation und
Apoptose von immenser Bedeutung [138, 186, 399] und wurden schon im Zusammen-

hang mit Lungenerkrankungen, wie dem kleinzelligen Bronchialkarzinom, Asthma und
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COPD beschrieben [76]. In der vorliegenden Arbeit wurde eine verstarkte Phosphorylie-
rung von PDK1 und PKA, sowie ein verstarktes Signal fiir die Substrate der PKC in
COPD-Lungen beobachtet. Da verschiedene Isoformen der PKC existieren [246], wurden
die phosphorylierten Substrate der PKC untersucht. Die verstarkte Phosphorylierung der
Substrate in COPD-Lungen konnte auf eine erhdhte Aktivitat der PKC hindeuten und mit
einer Induktion nachfolgender Signalkaskaden einhergehen. Fur BECs wird beschrieben,
dass eine Aktivierung der PKC mit der Sekretion von Zytokinen und Inflammation ein-
hergeht [169]. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Exposition von humanen PASMCs
mit CS-Extrakt, mit einer PKCa und Cyclin D1-abhdngigen Proliferation einhergeht
[385]. AulRerdem kann eine erhohte PKC- und Cyclin D1-Expression bei Rauchern mit
und ohne COPD beobachtet werden [382]. Diese Ergebnisse deuten drauf hin, dass CS
uber die Aktivierung von PKC einen Einfluss auf die Proliferation einzelner Zelltypen
haben konnte. In dieser Arbeit wurde allerdings nicht untersucht, welche Rolle die PDK1,
PKA und PKC im Bezug auf die akute und chronische Inflammation und die bronchialen
und pulmonal vaskulédren Remodeling Prozesse spielen.

Die in dieser Arbeit beobachtet verstarkte Phosphorylierung von PDK1 und PKA und
PKC-Substraten in COPD-Lungen hat wiederum einen Einfluss auf die Aktivitat der
Ca?*-Kanile. So kann z. B. eine aktivierte PKC die Aktivitat von TRPC-Kanalen regu-
lieren [353] und die PKA die Aktivitat von TRPV1 und TRPA1 beeinflussen [152, 225].
Somit hat die verstarkte Phosphorylierung von Proteinkinasen in COPD-Lungen sowohl
einen Einfluss auf Downstream-Signalkaskaden, als auch auf Upstream-Signalkaskaden
(Abbildung 21).

Ein weiteres wichtiges Protein in den Ca?*-assoziierten Signalkaskaden ist Calmodulin
[64]. Calmodulin hat zum einen Einfluss auf die Aktivitat von Ca%*-Kandlen, wie z. B.
VDCCs und TRP-Kandle [118, 414], zum anderen auch auf Downstream Signalkaskaden
(Abbildung 21). Bindet freies Ca?* an Calmodulin, kann der Ca?*-/Calmodulin-Komplex
sogenannte Ca2*-/Calmodulin-abhangige Proteinkinasen (CaMK) durch Autophosphory-
lierung aktivieren [330]. Da fiir die Phosphorylierung von CaMK die Bindung des Ca?*-
/Calmodulin-Komplexes und damit freies Ca?* im Intrazellularraum notwendig ist,
konnte die verstarkte Phosphorylierung von CaMK ein Hinweis auf eine erhdhte intrazel-
lulare Ca?*-Konzentration sein. Daher wurde in dieser Arbeit die Expression von CaMKI|

im Lungenhomogenat untersucht. In COPD-Lungenwurde eine verstarkte Phosphorylie-
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rung von CaMKII beobachtet. Aktiviertes CaMKII phosphoryliert Proteine, welche In-
flammation [125, 189], Proliferation [141] und Apoptose [375] induzieren. In AECs fiuhrt
eine Inhibition von CaMKII zu weniger Apoptose und reduziert eine Bleomycin-indu-
zierte Fibrosierung [375]. Fir PASMCs konnte gezeigt werden, dass CaMKII bei Prolife-
ration und Migration eine wichtige Rolle spielt [141]. CaMKII kénnte demnach in bron-
chiales sowie pulmonal vaskuldres Remodeling involviert sein und ein interessantes Ziel-
protein fiir weitere Untersuchungen und magliche therapeutische Ansatze darstellen. Ein
zweiter Aktivierungsweg der CaMKI| ist die Aktivierung durch oxidativen Stress [272].
Da es im Lungengewebe von COPD-Patienten vermehrt zu oxidativem Stress kommt
[26], ist dieser ebenfalls als Ursache fir die in dieser Arbeit beobachtete verstarkte Phos-
phorylierung von CaMKII denkbar.

CAMKII aktiviert wiederum mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK), die in drei
Kinasen unterschieden werden koénnen [143]. Die P38-mitogen aktivierten Proteinkina-
sen, die c-Jun-N-terminalen Kinasen und die extrazellular signalregulierten Kinasen 1
und 2 (ERK1/2) [65, 159, 308]. Die MAPK sind in inflammatorische Prozesse involviert
[164, 178] und regulieren auflerdem zentrale Prozesse wie Proliferation, Zelldifferenzie-
rung und Apoptose [50, 167]. So kdnnen TNF-a, Interleukine und Wachstumsfaktoren
Signalkaskaden der MAPK und des nukledren Faktors xB aktivieren, welche in einer
Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen und bronchialem Remodeling resultieren
[122, 407]. In der Literatur werden MAPK im Zusammenhang mit Lungenerkrankungen,
wie dem Bronchialkarzinom, der Lungenfibrose, Asthma und COPD beschrieben [139,
262, 278, 354], weswegen MAPK-Inhibitoren mogliche therapeutische Zielproteine in
der Behandlung der COPD darstellen [227].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression und Phosphorylierung von ERK1/2 un-
tersucht. Neben CaMKII kann die ERK1/2-Signalkaskade auch durch extrazelluléare Sti-
muli wie z. B. Inflammation, Wachstumsfaktoren oder Hypoxie uber die Ras-Raf-MEK-
Signalkaskade aktiviert werden [173, 374] (Abbildung 21). ERK1/2 spielt eine wichtige
Rolle in der Regulierung des Zellzyklus. So fuhrt die Aktivierung von ERK1/2 zur In-
duktion von Cyclin D1 und Cyclin D1 reguliert den Ubergang von der G1-Phase in die
S-Phase [47]. Hierdurch wird die Proliferation von Zellen reguliert, weshalb die ERK1/2-
Signalkaskade mit pulmonal vaskuldarem Remodeling assoziiert wird [402, 404]. Im
COPD-Ratten-Modell mit dreimonatiger Berauchung hatte eine intranasale Applikation
von ERK1/2-siRNA eine Reduktion des pulmonal vaskuldren Remodelings zur Folge,
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dabei wurden eine geringere Wanddicke der GefaRe und weniger voll-muskularisierte
Gefalie festgestellt [404]. AuRerdem wird im CS-assoziierten Emphysem eine Hochregu-
lation von ERK1/2 beschrieben [228]. Die in dieser Arbeit festgestellte verstarkte Phos-
phorylierung von ERK1/2 in Raucher- und COPD-Lungen deutet darauf hin, dass es bei
COPD-Patienten und Rauchern vermehrt zu Proliferation von PASMCs und pulmonal
vaskuldarem Remodeling kommt. Da jedoch nicht alle Raucher an einer COPD oder PH
erkranken, muss es protektive Mechanismen geben.

Die zyklisch exprimierten Cycline spielen eine essentielle Rolle in der Regulation des
Zellzyklus und somit bei der Proliferation von Zellen [393]. Der Zellzyklus ist in vier
Phasen unterteilt, die Gap Phase 1 (G1-Phase), die Synthesephase (S-Phase) die Gap
Phase 2 (G2-Phase) und die Mitosephase. In der G1-Phase kommt es zur Proteinbiosyn-
these, in der S-Phase kommt es zu DNA-Verdopplung und in der G2-Phase steht die Vor-
bereitung der Mitose und die Synthese mitosespezifischer Proteine im Vordergrund.
Beim Ubergang von der G1- in die S-Phase, beim Ubergang von der G2- in die Mitose-
phase und wahrend der Mitosephase gibt es Restriktionspunkte, die dem Schutz der In-
tegritat des Erbguts und dem Schutz vor maligner Entartung dienen. Fir das Passieren
dieser Restriktionspunkte ist die Bildung von Komplexen zwischen den zyklisch expri-
mierten Cyclinen A, B, D1-3 und E mit jeweils spezifischen Cyclin-abhéngigen Kinasen
notwendig [393]. In dieser Arbeit wurden Cyclin D1 und Cyclin E im homogenisierten
Lungengewebe untersucht. Die Expression von Cyclin D1 wird mit Proliferation assozi-
iert [321] und kann u. a. durch die ERK1/2-Signalkaskade [47, 277] und PKC [271] in-
duziert werden (Abbildung 21). Wahrend des Zellzyklus™ unterliegen die Expressionsle-
vel von Cyclin D1 Schwankungen, eine erhéhte Cyclin D1-Expression ist in der G1-
Phase und fur den Beginn der S-Phase essentiell. In der S-Phase ist fur die DNA Synthese
dann eine niedrigere Cyklin D1-Konzentration notwendig, bevor sie in der G2-Phase wie-
der ansteigt [321, 391]. In dieser Arbeit wurde eine erhdhte Expression von Cyclin D1 in
COPD-Lungen beobachtet. Diese Ergebnisse decken sich mit in der Literatur beschriebe-
nen Daten, in denen eine Hochregulation von Cyclin D1 bei einer CS-assoziierten Prolife-
ration von PASMCs beobachtet wird [364, 385]. Eine Hochregulation von Cyclin D1
kann auRerdem mit bronchialem und pulmonal vaskuldrem Remodeling assoziiert werden
[101, 382, 411].

AuRerdem wurde in dieser Arbeit auch die Expression von Cyclin E analysiert. Cyclin E
ist fur den Ubergang der Zelle von der G1- in die S-Phase von Bedeutung, daher ist Cyclin
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E nur vom Ende der G1-Phase bis zum Ende der S-Phase exprimiert [236]. Die Expres-
sion von Cyclin E kann durch aktiviertes ERK1/2 induziert werden. Die ERK1/2- und
Cyclin E-Signalkaskade wird in der Literatur mit pulmonal vaskuldarem Remodeling as-
soziiert und es konnte eine Hochregulation von ERK1/2 und Cyclin E in PASMCs von
Ratten, welche CS ausgesetzt waren, festgestellt werden [402]. Im Gegensatz dazu wurde
in dieser Arbeit, in Raucher- und COPD-Lungen eine niedrigere Expression von Cyclin
E im Vergleich zu Donoren beobachtet. Die verminderte Expression von Cyclin E deutet
darauf hin, dass sich die Mehrzahl der Zellen in nicht in der Transition von der G1- in die
S-Phase befinden. Die Cycline A und B wurden in der vorliegenden Arbeit nicht unter-
sucht.

In der Regulation der Cycline D1 und E spielt CDC25A eine wichtige Rolle, indem es
sowohl den Komplex aus Cyclin D1 und zugehériger Kinase, als auch den Cyclin
E/Kinase-Komplex aktivieren kann [312]. CDC25A wiederum kann u. a. durch ERK1/2
aktiviert werden [357] (Abbildung 21). Eine erhéht Expression von CDC25A wird in der
Literatur im Zusammenhang mit verschiedenen Tumorarten wie dem hepatozelluléaren
Karzinom [387] oder dem kleinzelligen Bronchialkarzinom beschrieben [185]. Die in
dieser Arbeit beobachte verstarkte Expression von CDC25A deutet darauf hin, dass so-
wohl in Raucher-als auch in COPD-Lungen Zellen vermehrt proliferieren.

Da in dieser Arbeit eine verstarkte Expression der Proliferationsmarker ERK1/2 und
Cyklin D1 sowie CDC25A in Raucher- und COPD-Lungen beobachtet wurde, wurde ab-
schlieBend im Hinblick auf das pulmonal vaskuldre Remodeling der Effekt von CS auf
die Proliferation von PASMCs untersucht. In der Literatur konnte mehrfach gezeigt wer-
den, dass die Exposition mit CS-Extrakt zu einer Proliferation von PASMCS fiihrt [364,
366]. Da COPD-Patienten meist iber Jahre hinweg geraucht haben und somit chronisch
dem CS ausgesetzt waren, wurde in dieser Arbeit PASMCs fur 120 Stunden mit CS-Ex-
trakt inkubiert. Interessanterweise wurde beobachtet, dass es zu einer verminderten
Proliferation der PASMCs nach 120 Stunden Inkubation mit CS in Monokultur kommt.
Eine &hnliche Beobachtung machten auch Roxlau et al., die eine verminderte Prolifera-
tion von humanen PASMCs und murine PASMCs nach Exposition mit E-Zigarettenrauch
beobachteten [283]. Da PASMCs nicht isoliert in der Lunge vorkommen, sondern in stan-
diger Interaktion mit ihrer Umgebung sind, wurden PASMCs nach der Exposition mit

CS-Extrakt zusatzlich mit einem zweiten Faktor (Hypoxie oder Epithelzellmedium) be-
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handelt, wobei eine verstérkte Proliferation der Zellen beobachtet wurde. Dies deutet da-
rauf hin, dass CS auf PASMCs eine toxische Wirkung hat und es nur in der Interaktion
mit anderen Zellen zur Proliferation kommt. Dieses Ergebnis verdeutlicht die Komplexi-
tat der COPD sowie die Schwierigkeiten von Zellversuchen, in denen die Zellen isoliert

betrachtet werden.
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Abbildung 21: Zusammenfassung der Regulation der analysierten Ca?*-assoziierten Proteine und
madgliche Signalkaskaden in humanen Lungenhomogenaten.
Es wurde eine verstarkte Phosphorylierung von Proteinkinasen (PKC, PKA, PDK1 und CaMKII) sowie

eine Hochregulation der flr den Zellzyklus essentiellen Proteine ERK1/2, CDC25A und Cyclin D1 in Rau-
cher- bzw. COPD-Lungen beobachtet. Diese Ergebnisse und die mdglichen Signalkaskaden sind in dieser
Abbildung zusammengefasst. CaM: Calmodulin, CaMKII: Ca?*/Calmodulin-abhangige Proteinkinasen,
cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat, DAG: Diacylglycerol, ERK1/2: extrazelluldre signalregulierte
Kinasen 1 und 2, GPCR: G-Protein gekoppelter Rezeptor (G-protein coupled receptor), P (griner Kreis)
phosphoryliertes Protein, PDK1: Phosphoinositid-abhangige Kinase-1, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase,
PKA: Proteinkinase A, PKC: Proteinkinase C, PLC: Phospholipase C, PMCA: Plasmamembran Ca?*-AT-
Pase, TRP: transient receptor-potential, VDCC: voltage-dependend Ca?*-channels, Pfeil nach oben: er-
héhte Expression, Pfeil nach unten: erniedrigte Expression, Kreis: kein signifikanter Unterschied in der
Expression, grin: Ergebnisse der Versuche im Western Blot, orange: Ergebnisse der Versuche in der
RTQPCR.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit neben einer Dysregulation von Ca?*-

Kandalen auch eine veranderte Expression der untersuchten Ca?*-assoziierten Proteine be-
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obachtet. Dabei konnte in Raucher- und COPD-Lungen fur die PKA, PDK1, PKC-Sub-
strate sowie fir CaMKII eine verstarkte Phosphorylierung gezeigt werden. Auch die
Proliferationsmarker ERK1/2 sowie Cyclin D1 waren in Raucher- und COPD-Lungen
hochreguliert, Cyclin E war hingegen in Raucher- und COPD-Lungen vermindert expri-
miert (Abbildung 21).

Die in dieser Arbeit festgestellte verstarkte Expression von Ca?*-Kanalen, knnte zu einer
Erhohung der intrazellulare Ca?*-Konzentration fiihren, welche wiederum eine Aktivie-
rung von Proteinkinasen zur Folge hat [140, 226, 330]. Uber die Aktivierung der PKC
kénnte es zu einer vermehrten Sekretion proinflammatorischer Zytokine kommen. Uber
die Signalkaskade PKC/Ras/MEK/ERK/CDC25A/Cyclin D1 konnte es in bronchialen
SMCs und PASMCs zu einer verstéarkten Proliferation und so zu bronchialen und pulmo-
nal vaskuldaren Remodeling kommen. Diese zelluldren Prozesse kénnten zu einer Inflam-
mation, Destruktion der Alveolarsepten, bronchialem sowie pulmonal vaskuldrem Remo-
deling fihren und zur Entstehung einer COPD beitragen, welche sich klinisch mit einer
Obstruktion der Atemwege, einem Emphysem und einer Erhéhung des pulmonal-arteri-

ellen Drucks aufiert.

4.4 Kritische Auseinandersetzung mit dem verwendeten Mo-
dell

In der vorliegenden Arbeit wurde humanes Lungengewebe von nicht an COPD erkrank-
ten Spendern (Donoren) und Rauchern sowie von an COPD erkrankten Patientenproben
molekularbiologisch analysiert. Untersuchungen an humanen Lungenproben haben Vor-
teile gegendiber den haufig angewandten Tiermodellen wie z. B. der Maus. Die Komple-
xitat der COPD ist im Tiermodel schwer zu erfassen und Ergebnisse kénnen nicht ohne
Einschrankungen auf an COPD erkrankte Patienten tibertragen werden. Insbesondere die
unterschiedlichen Manifestationen der COPD wie chronische Bronchitis, Emphysem und
PH konnen in einem einzelnen Tiermodell schwer erfasst werden [335, 379]. Wéhrend
Versuchstiere unter kontrollierten Bedingungen heranwachsen, haben diverse Umwelt-
einflisse langfristige Effekte auf die Lunge, so hat z. B. der Kontakt zu Haustieren Ein-
fluss auf die Entstehung von Asthma [13]. Diese Faktoren unterscheiden sich von Patient
zu Patient, sodass die Kohorte an COPD-Patienten im Vergleich zu Versuchstieren sehr
heterogen ist. AulRerdem sind die Tiere Uber einen begrenzten Zeitraum (Monate) dem

CS kontinuierlich ausgesetzt, wahrend Raucher Gber Jahre hinweg kurze intermittierende
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Phasen der CS-Exposition erfahren. Des Weiteren mussen bei der Forschung am Maus-
model anatomische Unterschiede sowie Differenzen in der Funktion den Immunsystems
zwischen Mensch und Tier beachtet werden [286, 335].

Die Arbeit mit humanen Lungenhomogenaten ist ebenfalls mit Einschrankungen verbun-
den. Bei der chirurgischen Entnahme der Lungen kommt es zur kurzzeitigen Ischamie
und die Zeitspanne zwischen Organentnahme und Aufbewahrung der Proben ist essenti-
ell. Nicht nur Hypoxie-assoziierte Gene, sondern auch Gene des Zytoskeletts, Zellzyklus,
Apoptose und Inflammation kénnen von Verénderungen betroffen sein [247, 320]. Ins-
besondere posttranslational phosphorylierte Proteine sind instabil [15]. Der Einfluss der
Ischamie auf die Stabilitat diverser Gene und auf die Protein-Expression wird in der Li-
teratur kontrovers diskutiert und konnte auch Einfluss auf die in dieser Arbeit untersuch-
ten Proteine haben [71, 111, 153].

Eine weitere Schwierigkeit bei der Verwendung von humanen Lungenproben sind haufig
fehlende Angaben zum GOLD-Stadium der COPD-Patienten, deren Spirometrie-Parame-
tern sowie zum Rauchverhalten der Raucher (Packyears) oder zu Begleiterkrankungen.
Insbesondere das Rauchverhalten ist schwer zu beurteilen und unterscheidet sich wahr-
scheinlich deutlich zwischen den einzelnen Patienten-Proben. Es ist durchaus maglich,
dass auch Donoren vor Jahren einmal geraucht haben oder Cannabiskonsum nicht als
Rauchen angegeben wird. Dies erschwert den Vergleich innerhalb und zwischen den
Gruppen zusatzlich und hat eine hohe Streuung der Daten zur Folge. In den durchgefihr-
ten Versuchen in der RTgPCR und im Western Blot wurden von den Proben wiederum
nur jeweils 15-30 pg analysiert. Es ist demnach anzunehmen, dass sich die Verteilung
von Alveolen, Bronchien und Geféal3en und damit auch das Vorkommen der verschiede-
nen Zellpopulationen in den jeweiligen Proben deutlich unterscheidet.

Unabhéngig von der Verwendung von humanen Proben oder Proben vom Tiermodel ist
die Analyse von Lungenhomogenaten mit Einschrdnkungen verbunden. Lungenhomoge-
nate bestehen aus einer Vielzahl verschiedener Zellen, wozu A/BECs, bronchiale SMCs,
PASMCs und Fibroblasten sowie Immunzellen wie z. B. Makrophagen gehdren [335].
Infolgedessen ist es nicht méglich aus den Ergebnissen der molekulargenetischen Unter-
suchungen Rickschliisse auf verédnderte Signalkaskaden in definierten Zelltypen zu zie-
hen. Es kann zu Fehlinterpretationen kommen, da eine scheinbare Regulation oder Nicht-
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Regulation auch durch das vermehrte oder verminderte Vorkommen eines Zelltyps zu-
stande kommen kann. Somit kdnnen falsch positive oder falsch negative Ergebnisse ent-
stehen.

Ein klareres Bild erhalt man durch die Laser-Mikrodissektion, bei der Gefélie, Bronchien
und Septen mit Hilfe eines Laser aus dem Lungengewebe ausgeschnitten werden und
hierdurch die Strukturen einzeln analysiert werden kdnnen. Doch auch hierbei sind Ein-
schréankungen zu beachten. Durch die Dissektion mit dem Laser bei hohen Temperaturen
kann es zur Zerstdrung von Lungengewebe und RNA sowie zur Denaturierung von Pro-
teinen kommen. Des Weiteren sind die Lungenbldcke nicht mit einem Protease-/RNase-
Inhibitor versetzt, weshalb bei langer Aufbewahrung und wiederholtem Auftauen und
Einfrieren von einer teilweisen Degradierung von RNA und Proteinen auszugehen ist.
Nicht zuletzt ist die Frage nach der Spezifitat der verwendeten Primer und Antikorper in
der vorliegenden Arbeit zu diskutieren. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden
teilweise zuvor in unserem Labor von Kollegen auf Spezifitat getestet und etabliert. Die
im Zusammenhang mit dieser Arbeit designten Primer wurden mittels Schmelzkurve ana-
lysiert und mittels Gelelektrophorese wurde die GroRe der amplifizierten Fragmente Gber-
pruft. Die Spezifitat der Antikdrper wurde mit Hilfe von siRNA (z. B. TRP-Antikdrper)
und Pathway-Inhibitoren (z. B. Anti-phospho-PKC) untersucht. Bei Antikdrpern welche
aus der Literatur bekannt waren und bei denen eine klar identifizierbare Bande in der
gesuchten GroRe wie z. B. bei ERK1/2 detektiert wurden, wurde von einer spezifischen
Bindung ausgegangen. Nichtdestotrotz kann bei einzelnen Primern und Antikopern eine
mogliche unspezifische Bindung nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
Zusammenfassend ist es von essentieller Bedeutung die Ergebnisse der Untersuchungen
dieser Arbeit vor dem Hintergrund, der hier erlauterten limitierenden Faktoren, zu be-

trachten.
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4.5 Ausblick auf weiterfuhrende Experimente
Fur die COPD gibt bis heute keine Therapieoptionen, welche die fortschreitende Ab-
nahme der Lungenfunktion langfristig verhindern oder pathologische Veranderungen der
Lungenstrukturen riickgdngig machen konnten [105]. Die Identifizierung neuer Signal-
kaskaden und ein tieferes Verstandnis der Pathomechanismen, die bei der Entstehung der
COPD eine Rolle spielen, sind daher essentiell fur die Entwicklung neuer Therapiean-
sétze. Seit einigen Jahren werden TRP-Kanale als mogliche Zielstrukturen bei Atemweg-
serkrankungen wie Asthma und COPD diskutiert [16], vielversprechend sind z. B. An-
sétze mit TRPA1- oder TRPV1-Antagonisten gegen den chronischen Husten [35]. Struk-
turelle Ahnlichkeiten der TRP-Kanale untereinander erschweren jedoch eine spezifische
Inhibition oder Aktivierung der Kanale. Daher ist es auch notwendig andere mit Ca®*-
assoziierte Signalkaskaden zu untersuchen. In diesem Zusammenhang werden beispiels-
weise Proteinkinaseinhibitoren diskutiert [73].
In der hier verfassten Arbeit wurde homogenisiertes Lungengewebe analysiert sowie
mikrodissektierte GefaRRe, Bronchien und Septen. Es konnte gezeigt werden, dass die Ex-
pression von Ca?*-Kanalen und weiterer Ca?*-assoziierter Proteine in COPD-Lungen ver-
andert ist. Bei molekulargenetischen Untersuchungen im Lungenhomogenat ist es nicht
mdglich Rickschlusse auf verdanderte Signalkaskaden in definierten Zelltypen zu ziehen.
Um genauere Kenntnis tber die Regulation der hier identifizierten Zielproteine zu erlan-
gen, sind daher Untersuchungen in einzelnen Zelltypen notwendig. Hierbei ist es notig
molekulargenetische Expressionsanalysen der TRP-Kanale und anderer Ca?*-assoziierter
Proteine in spezifischen isolierten Zellen, z. B. Makrophagen, A/BECS, bronchiale SMCs
oder PASMCs, durchzufuihren. Neben der Analyse einzelner Zelltypen ist es weiterhin
notwendig Experimente in Co-Kulturen unter CS-Exposition durchzufiihren, um die In-
teraktion der einzelnen Zelltypen im Zellverband der Lunge besser zu verstehen.
Neben der Regulation der Expression von Ca?*-Kanélen ist auch die Funktion der Kanale
entscheidend. Es ist nicht bekannt, ob Ca?*-Kanéle wie z. B. TRP-Kanéle unter patholo-
gischen Bedingungen vermehrt oder vermindert aktiviert sind. Um Einblicke in die Funk-
tion von TRP-Kandlen zu gewinnen, ist es moglich durch siRNA eine Inhibition zu errei-
chen. In dieser Arbeit konnte die Spezifitat von siRNA flir TRPV4 gezeigt werden. Hier-
durch werden weitere Zellversuche ermdglicht, in denen die Funktion dieser Ca?*-Kanéle
in der CS-assoziierten COPD untersucht werden kann. Durch die Inhibition einzelner
TRP-Kanale mittels siRNA in Makrophagen oder neutrophile Granulozyten konnte die
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Funktion von TRP-Kanalen im Zusammenhang mit der pulmonalen Inflammation unter-
sucht werden und es kdnnte beispielsweise die Konzentration von proinflammatorischen
Zytokinen (IL-6, IL-8) nach CS-Exposition analysiert werden. Im Zusammenhang mit
bronchialem und pulmonal vaskuldren Remodeling wéren Zellversuche mit bronchialen
SMCs und PASMCs wichtig, um den Einfluss einer Inhibition von TRP-Kanalen auf das
Proliferationsverhalten der Zellen zu untersuchen. Sowohl in Makrophagen und neutro-
philen Granulozyten, als auch in bronchialen SMCs und PASMCs sollte im Zusammen-
hang mit der Sekretion proinflammatorischer Zytokine und der Proliferation auerdem
die intrazellulare Ca?*-Konzentration untersucht werden.

Die vorliegende Arbeit verdeutlicht die Komplexitat der COPD und zeigt, wie viele ver-
schiedene Ca?*-Kandle und Ca?*-assoziierte Proteine in COPD-Lungen verdndert sein
kénnen. Dies deckt sich mit der Diversitat an klinischen Erscheinungsbildern, die bei
COPD-Patienten beobachtet werden. So unterscheiden sich die Patienten in der Auspra-
gung von Inflammation, Obstruktion und Emphysem sowie den Komorbiditaten. Ein
mdoglicher Ansatz in der Zukunft kdnnte sein, Uber Patientenregister die grol3e heterogene
Gruppe an COPD-Patienten einzelnen Gruppen zuzuordnen. In diesen Gruppen kdnnte
dann die Erforschung der vorherrschenden zugrundeliegenden Pathomechanismen erfol-
gen und den Patienten kdnnten je nach vorliegenden klinischen und molekulargenetischen

Pathomechanismen spezifischere Therapien angeboten werden.
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5 Zusammenfassung

Fur die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (chronic obstructiv pulmonary disease,
COPD) gibt es bis dato keine Therapieoptionen, welche die Progression aufhalten bzw.
die Erkrankung heilen kénnten. Bei der COPD kommt es zu einer chronischen Inflam-
mation der Atemwege, welche mit einer Destruktion der Alveolarsepten sowie mit bron-
chialem und pulmonal vaskuldarem Remodeling einhergeht. Es kénnen Akkumulation von
Immunzellen, peribronchialer Fibrose, Hypertrophie submukdser Drisen und Prolifera-
tion von bronchialen glatte Muskelzellen sowie eine Verdickung von Intima und Media
der pulmonalen GefaRle und Proliferation von pulmonal-arterielle glatte Muskelzellen
(PASMCs) beobachtet werden. In die Verédnderungen sind sowohl Immunzellen, als auch
alveolare und bronchiale Epithelzellen, bronchiale glatte Muskelzellen und PASMCs in-
volviert. Die zelluldren Veranderungen resultieren im klinischen Bild einer COPD mit
Emphysem, Obstruktion der kleinen Atemwege und pulmonaler Hypertonie. Die kom-
plexen Pathomechanismen der COPD sind bis dato noch nicht vollstandig aufgeklart. Die
Exposition mit Zigarettenrauch, welcher als Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung einer
COPD gilt, hat Einfluss auf die Aktivierung von Immunzellen, Sekretion von Zytokinen,
Proliferation und Kontraktion einzelner Zelltypen. In diesen Prozessen spielt Ca* als
ubiquitér vorkommender Botenstoff eine wichtige Rolle, weshalb in der vorliegenden Ar-
beit die Expression von Ca?*-Kanéalen, mit besonderem Fokus auf die Familie der Tran-
sient- Rezeptor-Potential (TRP)-Kanale sowie Ca?*-assoziierten Proteinen, untersucht
wurde.

Dabei konnte in dieser Arbeit in COPD-Lungen eine verstarkte Expression von TRPC1,
TRPC3, TRPC6, TRPV1, TRPV4 und TRPAL beobachtet werden. TRPV1 und TRPA1
waren dabei auch im Lungengewebe von Rauchern verstarkt exprimiert. AuRerdem zeigte
sich eine erhohte Expression der spannungsabhéngigen Ca?*-Kanale (L-Typ 1.3 und T-
Typ 3.2), der Ca?*-ATPase des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen Retikulums
(SERCA) und des Ca?*-aktivierbaren Ca?*-Kanalprotein (ORAI1 und ORAI3). Das stro-
male Interaktionsmolekil (STIM1 und STIMZ2) war in COPD-Lungen vermindert expri-
miert, ebenso die Plasmamembran Ca?*-ATPasen (PMCAL bis 4). Bei der weiteren Ana-

lyse Ca?*-assoziierter Proteine konnte eine verstarkte Phosphorylierung der untersuchten
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Proteinkinasen und der mit Proliferation assoziierten Proteine, der extrazellulér signalre-
gulierten Kinase 1/2 (ERK1/2) und Cyclin D1 in Raucher- und COPD-Lungen beobachtet
werden.

In der Analyse der Ca?*-Messungen konnte eine erhohte absolute Ca?*-Konzentration in
COPD-Lungen detektiert werden. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass eine 120-stiin-
dige Exposition von PASMCs mit Zigarettenrauch-Extrakt in Kombination mit einem
sekundaren Faktor (Hypoxie oder Epithelzellmedium) zu einer verstarkten Proliferation
der Zellen fihrt.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die COPD mit einer Dys-
regulation verschiedener Ca?*-Kanéle sowie weiterer Ca?*-assoziierter Proteine im Lun-
gengewebe assoziiert ist. Des Weiteren ist bei einigen Proteinen auch eine verénderte
Regulation bei Rauchern zu beobachten, was auf einen Effekt des Zigarettenrauchs hin-
deutet. Um aus diesen Erkenntnissen neue therapeutische Ansétze zu entwickeln, bedarf

es jedoch noch weiterer Forschung.
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6 Summary

There are currently no therapeutic options available to cure chronic obstructive pulmo-
nary disease (COPD). COPD is characterized by chronic airway inflammation with de-
struction of the airway alveoli and bronchial and pulmonary vascular remodeling. Accu-
mulation of immune cells, airway thickening with peribronchial fibrosis, hypertrophy of
submucosal glands, proliferation of bronchial smooth muscle cells may be observed. Re-
modeling also occurs in the pulmonary vasculature and thickening of the intima and me-
dia can be observed. These modulations involve immune cells, alveolar and bronchial
epithelial cells, bronchial smooth muscle cells and pulmonary arterial smooth muscle
cells (PASMCs). The alterations in cellular function result in emphysema, small airway
obstruction and pulmonary hypertension. The complex pathomechanisms of COPD have
not yet been fully elucidated. It is known that exposure to cigarette smoke, which is con-
sidered as a major risk factor for COPD, influences the activation of immune cells, secre-
tion of cytokines, proliferation, and contraction of individual cell types. Many of the un-
derlying mechanisms are Ca?*-dependent, therefore the present work investigated the ex-
pression of Ca2*-channels with a special focus on the family of transient receptor potential
proteins (TRP) and Ca?*-associated proteins in COPD.

In this work, increased expression of TRPC1, TRPC3, TRPC6, TRPV1, TRPV4 and
TRPA1 was observed in COPD-lungs. Furthermore, TRPA1 expression and TRPV1 ex-
pression were also increased in the lung tissue of smokers. Additionally, an increased
expression of voltage-gated Ca?*-channels (L-type 1.3 and T-type 3.2), sarcoplasmic and
endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase (SERCA) and Ca?* release-activated Ca?* channel
protein (ORAIL and ORAI3) was observed. At the same time, the expression of stromal
interaction molecule (STIM1 and STIM2) and plasma membrane Ca?*-ATPases (PMCA1
to 4) was reduced in COPD-lungs. The analysis of Ca®*-associated proteins revealed an
increased phosphorylation of the investigated protein kinases and proteins associated with
proliferation, the extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2) and cyclin D1 in
smoker- as well as in COPD-lungs.

The Ca?*-measurements showed a significant increase of Ca?*-concentration in COPD-
lungs. Through experiments with human PASMCs it was also shown that 120 hours ex-
posure to cigarette smoke extract and incubation with a secondary factor (hypoxia or

smoked epithelial cell medium) leads to an increased proliferation of cells.
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In conclusion, COPD can be associated with dysregulation of several Ca?*-channels and
other Ca?*-associated proteins in lung tissue. For some proteins, an altered regulation can
already be observed in smokers, which emphasizes the importance of cigarette smoke in

the pathogenesis of COPD. However, to develop new therapeutic approaches further in-

depth research is needed.
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Abbildung 22: Western Blots PASMCs mit TRPC6- (100 kDa), TRPA1- (100-130
kDa) und TRPV4- (100 kDa) Antikdrper
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Abbildung 22 zeigt die Untersuchung der Spezifitdt von TRPC6, TRPAL und TRPV4 mit Hilfe von siRNA.
Fur die TRPC6- und TRPA1-Antikorper konnte keine Spezifitat gezeigt werden. Fir TRPV4 konnte eine
Herunterregulation nach Inkubation mit siTRPV4 und damit die Spezifitat des TRPV4-Antikorpers gezeigt
werden.

Abbildung 23: Western Blots mit TRPV4-Antikorper (100 kDa)
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Abbildung 23 zeigt die Untersuchung der TRPV4-Expression in Donor- (Nichtraucher), Raucher- und
COPD-Lungen. Es wurde eine verstarkte Expression von TRPV4 in COPD-Lungen beobachtet.

Abbildung 24: Western Blots mit PMCA1- und PMCAA4-Antikdrper (130 kDa)
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Abbildung 24 zeigt die Untersuchung vom PMCA1 und PMCA4 in Donor- (Nichtraucher), Raucher- und
COPD-Lungen. Hierbei zeigten sich die Antikdrper als nicht spezifisch und es wurden keine Banden de-
tektiert, so dass diese Western Blots nicht ausgewertet wurden.

Abbildung 25: Western Blots mit SERCA2-Antikorper (114, 140 kDa)
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Abbildung 25 zeigt die Untersuchung von SERCAZ2 in Donor- (Nichtraucher), Raucher- und COPD-Lun-
gen. Es wurden keine Unterschiede in der Expression zwischen den Gruppen beobachtet.
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Abbildung 26: Western Blots mit STIM1-Antikorper (85 kDa)
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Abbildung 26 zeigt die Untersuchung von STIM1 in Donor- (Nichtraucher), Raucher- und COPD-Lungen.
Es wurden keine Unterschiede in der Expression zwischen den Gruppen beobachtet.
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Abbildung 27: Western Blots mit p-PDK1-Antikorper (58-68 kDa)
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Abbildung 27 zeigt die Untersuchung von phosphorylierter PDK1 in Donor- (Nichtraucher), Raucher- und
COPD-Lungen. In COPD-Lungen wurde eine verstarkte Expression von phosphorylierter PDK1 beobach-

tet.

101



Anhang

Abbildung 28: Western Blots mit p-PKC-Substrat-Antikorper
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Abbildung 28 zeigt die Untersuchung von phosphorylierten PKC-Substraten in Donor- (Nichtraucher),
Raucher- und COPD-Lungen. Die Spezifitt wurde mittels Pathway-Inhibitoren untersucht. Es zeigte sich
eine verstarkte Phosphorylierung von PKC-Substraten in COPD-Lungen.
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Abbildung 29: Western Blots mit p-PKA- und PKA-Antikorper (42 kDa)
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Abbildung 29 zeigt die Untersuchung der PKA und phosphorylierten PKA in Donor- (Nichtraucher), Rau-
cher- und COPD-Lungen. Hierbei zeigte sich eine verstarkte Expression der PKA und phosphorylierter

PKA in COPD-Lungen.
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Abbildung 30: Western Blot mit Calmodulin- (17 kDa) und p-c-Raf- (74 kDa) An-
tikdrper
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Abbildung 30 zeigt die Untersuchung von Calmodulin und phosphoryliertem c-Raf in Donor- (Nichtrau-
cher), Raucher- und COPD-Lungen. Hierbei konnten weder bei mit dem Calmodulin-Antikérper noch mit
dem p-c-Raf-Antikérper Banden in der zu erwartenden GroRe detektiert werden, so dass diese Western
Blots nicht ausgewertet wurden.
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Abbildung 31: Western Blots mit p-CaMKII- (50 kDa) und CaMKII- (50, 60 kDa)
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Abbildung 31 zeigt die Untersuchung von phosphorylierter CaMKII in Donor- (Nichtraucher), Raucher-
und COPD-Lungen. Die Spezifitdt des Antikorpers wurde mittels Pathway-Inhibitoren untersucht. Es
zeigte sich eine verstarkte Expression von CaMKII und phosphoryliertem CaMKII in COPD-Lungen.
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Abbildung 32: Western Blot mit p-ERK1/2- und ERK1/2-Antikorper (42, 44 kDa)
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Abbildung 32 zeigt die Untersuchung von ERKZ1/2 und phosphoryliertem ERK1/2 in Donor- (Nichtrau-
cher), Raucher- und COPD-Lungen. Es konnte eine verstérkte Phosphorylierung von ERK1/2 in Raucher
und COPD-Lungen beobachtet werden.
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Abbildung 33: Western Blot mit Cyclin D1- (34 kDa) und Cyclin E- (45 kDa) Anti-
kdrper
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Abbildung 33 zeigt die Untersuchung von Cyclin D1 und Cyclin E in Donor- (Nichtraucher), Raucher- und
COPD-Lungen. Es wurde eine verstarkte Expression von Cyclin D1 sowie eine verminderte Expression
von Cyclin E in COPD-Lungen beobachtet.
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Abbildung 34: Western Blot mit CDC25A-Antikorper (70 kDa)
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Abbildung 34 zeigt die Untersuchung von CDC25A in Donor- (Nichtraucher), Raucher- und COPD-Lun-
gen. Es wurde eine verstérkte Expression von CDC25A in Raucher- und COPD-Lungen beobachtet.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

A Amper

AEC alveolare Epithelzelle (alveolar epithelial cell)
APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BEC bronchiale Epithelzelle (bronchial epithelial cell)
BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
ca. circa

Ca? Calcium-Ion

CaMK Ca?*-/Calmodulin-abhéngige Proteinkinasen
CD Cluster of differentiation

CDC25A  cell cycle division Protein 25A
cDNA komplementére DNA (complementary DNA)
cm Zentimeter

cm?

Quadratzentimeter
COOH Carboxylgruppe

COPD Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmo-

nary disease)
CRAC Ca?*release-activated Ca?*-channel
CS Zigarettenrauch (cigarette smoke)
Ci.Wert Schwellenzyklus (cycle treshold)
d. h. das heift

DAG Diacylglycerol
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ddH20
dH,0O
DNA

DPBS

EDTA
eNOS
ER
ERK1/2
etal.
EtOH
EZM
FBS
FCS
FEV1
FVC

gr

g
GAPDH

GOLD

H.0
HCI

PASMC

doppelt destilliertes Wasser
deionisiertes Wasser
Desoxyribonukleinséure (desoxyribonucleoic acid)

Dulbeccos’s Phosphat-gepufferte Salzlosung (dulbecco’s phosphat buf-
fered saline)

Ethylendiamintetraacetat

endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
endoplasmatisches Retikulum

Extrazellulér signalregulierte Kinasen 1 und 2
und andere (et alteri)

Ethanol

extrazellulare Matrix

fetales Rinderserum (fetal bovine serum)
fetales Kélberserum (fetal calf serum)
Einsekundenkapazitat (forced expiratory volume in one second)
forcierte Vitalkapazitat (forced vital capacity)
Erdbeschleunigung (gravity of earth)

Gramm
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Globale Initiative flr chronisch obstruktive Lungenerkrankungen (Glo-

bal Initiative for Chronic Lung Disease)
Wasser
Salzsédure

glatte Muskelzellen der Pulmonalarterie (pulmonary artery smooth mus-

cle cell)

Interleukin
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IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat

K* Kalium-lon

KCI Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

Kg Kilogramm

L Liter

M Molar

mA Milliampere

MAPK mitogen-aktivierte Proteinkinase

MeEtOH -Mercaptoethanol

mg Milligramm

Mg?* Magnesium lon

Min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mmHg Millimeter Quecksilbersaule

MMP Matrix-Metalloprotease

mPAP mittlerer pulmonalarterieller Druck (mean pulmonary arterial pressure)

MRNA messenger RNA

n Anzahl der Einzelexperimente
Na* Natrium lon

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

n. b. Nicht bekannt

ng Nanogramm
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NH2 Aminogruppe

nm Nanometer

nM Nanomol

NO Stickstoffmonoxid (nitric oxide)

NOS NO-Synthase

OAG 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol

ORAI Ca?*-aktivierbares Ca®*-Kanalprotein 1 (Ca?*-release-activated Ca®*-

channel protein)

P Pore

PBGD Porphobilinogen Desaminase

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

PDK1 Phosphoinositid-abhéngige Kinase-1 (phosphoinositide-dependent pro-

tein kinase 1)

pH negative dekadischer Logarithmus der HzO"-Konzentration
PH Pulmonale Hypertonie

PIP; Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PMCA Plasmamembran Ca%*-ATPase

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinylidenfluorid

PVR pulmonalvaskularer Widerstand (pulmonary vascular resistance)

RNA Ribonukleinsaure (ribonucleine acid)

ROCE Rezeptor-vermittelter Calciumeinstrom (receptor-operated Ca?*-entry)
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RTQPCR

S1-S6
SDS
Sek.

SERCA

SiRNA
SMC
SOCE
SR
STIM
TBST
Temed
TGF-B
TNF-a
TRIS
TRP
TRPA
TRPC
TRPM
TRPML

TRPN

TRPP

TRPV

quantitative Echt-Zeit Polymerase Kettenreaktion (real time quantitative
polymerase chain reaction)

Transmembrandomanen 1 bis 6
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfate)
Sekunde

Calcium-ATPase des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen Reti-

kulums (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase)
kleine interferierende RNA (small-interfering RNA)

glatte Muskelzelle (smooth muscle cell)

Speicher-vermittelter Calciumeinstrom (store-operated Ca?*-entry)
sarkoplasmatisches Retikulum

stromales Interaktionsmolekdl (stromal interaction molecule)
Trispufferldsung (tris buffer saline) mit 0,1% Tween

N, N, N’, N’-tetramethylendiamin

Transformierender Wachstumsfaktor (transforming growth factor)
Tumornekrosefaktor-a

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Transient Rezeptor-Potential

Ankyrin-TRP

Klassischer-(classical) TRP

Melastatin-TRP

Mucolipin TRP

kein Mechanorezeptor potential C (no mechanoreceptor potential C)
TRP

Polycystein-TRP

Vanilloid-TRP
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u. a.

VDCC

VEGF

WHO

unter anderem

Volt

Spannungsabhangige Ca®*-Kanéle (voltage-dependend Ca?*-channels)

Endothelwachstumsfaktor (vascular endothelial growth factor)
Watt

Weltgesundheitsorganisation (world health organisation)

zum Beispiel

Mikrogramm

Mikroliter
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