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1 Einleitung

1.1 Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)

1.1.1 Definition

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (englisch: Chronic Obstructive Pulmonary
Disease, COPD) ist eine Erkrankung, die durch eine progressive Limitation des
Atemstroms charakterisiert ist. Sie ist assoziiert mit einer abnormalen
Entziindungsreaktion gegeniiber Zigarettenrauch, anderen toxischen Gasen oder
Partikeln [2]. Die pulmonale Schidigung geschieht dabei einerseits durch Entziindungen
der Bronchiolen mit begleitender Fibrosierung (obstruktive Bronchiolitis, small airway
disease) und andererseits durch irreversibler Emphysembildung mit Destruktion des
Parenchymgewebe und Vergroflerung des Totraumvolumens [1, 3]. Die Auspriagung der
Erkrankung zeigt sich klinisch in verschiedenen Phanotypen. Wéhrend manche COPD-
Patienten iiberwiegend eine obstruktive Bronchiolitis erleiden, ist die Emphysembildung
bei anderen stdrker ausgepriagt. Weiterhin gibt es Unterschiede im Erkrankungsalter,
Exazerbationshiufigkeiten und assoziierte Komorbidititen [4].
Atemstromverdanderungen im Rahmen der Erkrankung werden klinisch spirometrisch
erfasst, wobei bei jedem Patienten mit chronischem Husten, Dyspnoe und Auswurf in
Kombination mit Risikofaktoren, allen voraus das Zigarettenrauchen, an eine COPD zu
denken ist. Eine relative Einsekundenkapazitit (FEVi/FVC) von unter 0,70 nach
Bronchodilatatorgabe bestitigt eine irreversible Atemwegsobstruktion, ergo eine COPD
[5]. Die Lungenfunktionsverdnderungen werden hierbei durch Entziindungen und
Verengungen der Bronchiolen im Rahmen des small airway diseases verursacht [6].
Parenchymale = Schiadigung durch  Emphysembildung  trdgt ebenfalls zu
Lungenfunktionsverdnderungen und vermindertem Gasaustausch bei. Weiterhin werden
Verluste von kleinen Atemwege fiir die Verdnderungen des Atemstroms verantwortlich

gemacht [7].

Begleitend treten bei COPD Patienten chronischer Husten durch vermehrte
Schleimproduktion gemeinsam mit verminderter mukozilidre Clearance und
endothelialer Barrierestorung auf [8]. Zwar ist die Schleimbildung nicht zwangsléufig mit

der Atemobstruktionsverschlechterung vergesellschaftet, jedoch steigt bei der erhéhten
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Schleimproduktion das Risiko einer Verschlechterung der Lungenfunktion und Anzahl
der Exazerbationen erheblich [5, 9]. Die Patienten entwickeln im spéteren
Krankheitsverlauf ein irreversibles Lungenemphysem, welches eine Zerstérung des
Parenchyms darstellt. Vermittelt wird dies durch diverse Entziindungsmediatoren,
ausgeschiittet von Alveolarmakrophagen, neutrophile Granulozyten und T-Lymphozyten
[10, 11]. Zwar wird die Emphysembildung und die chronische Bronchitis von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) und der Global Initiative For Chronic Obstructive
Lung Disease (GOLD) nicht mehr als Teil der Definition der COPD gerechnet, doch
tragen diese Komorbiditdten erheblich zur Verschlechterung der Erkrankung bei [2, 5,
12]. Eine weitere Komplikation im spédten Verlauf der Erkrankung ist die pulmonale
Hypertonie. Diese entsteht hauptsédchlich durch hypoxische Vasokonstriktion der kleinen
Pulmonalarterien, welche eine Intimahyperplasie und Entziindungsreaktionen der
GefiBe, sowie endotheliale Dysfunktion verursachen [13]. Sie wird definiert als ein
mittlerer pulmonalarterieller Druck von {iber 20 mmHg [14]. Fortschreitende pulmonale
Hypertonie kann zu einer Rechtsherzhypertrophie und final zu Rechtsherzversagen
fiihren [15]. Neueste Untersuchungen zeigen, dass ein PH dem Lungenemphysem
vorausgehen und  pulmonalvaskuldre = Verdnderungen moglicherweise  das

Lungenemphysem ausldsen kann [16, 17]. Weiterhin korreliert der Grad des pulmonalen

Normal COPD

Zerstorte alveoldre

Verbindungen fiihren

Schleimhypersekretion 2u Emphysembildung

flihren zu Obstruktion

Offenhaltung

des Lumens =¥

durch alveoldre Entziindung und Fibrosierung der

Verbindungen Mukosa und peribronchial fiihren
zu konstriktive Bronchiolitis

Abbildung 1-1: Mechanismen der pulmonalen Beeinflussung von COPD. Modifiziert nach Barnes, 2000
[1]

Hochdruckes, gemessen anhand der Pulmonalarteriendurchmesser, mit dem Risiko einer
Exazerbation [18]. Dies suggeriert eine wichtige Rolle des Lungenhochdruckes bei der
Progression des COPDs.



Die Global Initiative For Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) teilt anhand von
FEV-Werten die Einschrinkung der Lungenfunktion in vier Stadien ein (GOLD 1-4).
Die Spirometrie stellt ein einfaches und ubiquitir vorhandenes Diagnostikum dar und ist
gemil GOLD geeignet zur Diagnosestellung. Im 2018 Report empfehlt GOLD erstmalig
die Therapieentscheidung anhand von Symptomen (anhand des Modified British Medical
Research Council (mMRC) Questionaire oder des COPD Assessment Test (CAT) [19,
20]) und der Anzahl der Exazerbationen zu treffen, wobei Patienten in einer
Vierfeldertatel in GOLD Gruppe A-D nochmals eingeteilt werden [5, 21]. Diese
Einteilung ermdglicht eine differenzierte Therapieentscheidung, vor allem zwischen
Patienten mit dhnlicher  Erkrankungsschwere, aber  unterschiedlicher

Symptomauspriagung.

GOLD 1 >80% des Sollwertes
GOLD 2 50-79% des Sollwertes
GOLD 3  30-49% des Sollwertes
GOLD 4 <30% des Sollwertes

Tabelle 1-1: Schweregrad der COPD anhand von FEV-Werten der Patienten in der Spirometrie, GOLD
Report, 2018 [5]

Wenige Symptome  Vermehrte Symptome
0-1 Exazerbationen/Jahr A B
>2 Exazerbationen/Jahr C D

Tabelle 1-2: Einteilung der Patienten nach Anzahl der Exazerbationen und Symptomschwere (wenig:
CAT<10, mMRC 0-1; vermehrt: CAT>10, mMRC>2), GOLD Report, 2018 [5]

1.1.2 Epidemiologie

COPD geht weltweit mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitit einher und wird mit
zunehmender Inzidenz durch die steigende Lebenserwartung und dem steigenden
Zigarettenkonsum voraussichtlich 2030 die vierthdufigste Todesursache weltweit sein.
Das Burden of Obstructive Lung Diseases (BOLD) Programm schétzt, dass vor allem in
Landern mit mittleren Einkommen die COPD mit einem Todesursachenanteil von 12%
eine erhebliche Rolle spielen wird [22, 23]. Die Priavalenz der Erkrankung in Deutschland
lag 2008 bei 13,2%, wobei milde Stadien der Erkrankung iiberwogen. Sie korrelierte mit
steigendem Alter und Zigarettenkonsum, sodass auch in Deutschland eine steigende

Inzidenz zu erwarten ist [24]. In Lindern mit hohem Einkommen ist COPD die



chronische Erkrankung mit der gro3ten Mortalitdtssteigerung, zum Beispiel verdoppelte

sich die Sterberate an COPD in der USA von 1970 bis 2002 [25].

Des Weiteren stellt COPD eine erhebliche wirtschaftliche Belastung dar. Es wird
geschétzt, dass circa 6% des Budgets des Gesundheitswesens in der Europdischen Union
direkt fiir Krankheiten des respiratorischen Systems ausgegeben wird, wobei COPD 56%
ausmacht [5]. Mit steigender Erkrankungsschwere steigen ebenfalls direkte Kosten,
wobei akute Exazerbationen den groffiten Anteil der Kosten ausmachen [26]. Indirekte
Kosten der Erkrankung lassen sich nur schwer quantifizieren, doch ist davon auszugehen,
dass sie eine erhebliche wirtschaftliche Belastung darstellt. Die Disability-Adjusted Life
Year (DALY) ist ein MaB3, welches verlorene Lebensjahre anhand von Behinderungen
adjustiert um soziologisch Krankheiten besser zu bewerten [27]. COPD steht an fiinfter
Stelle in Landern mit hohem Einkommen bezogen auf DALY Verluste, mit steigender
Tendenz [28]. In der USA war 2010 COPD der zweithidufigste Grund fiir Verluste von
DALY, nur iibertroffen von ischdmischen Herzerkrankungen [29].

1.1.3 Risikofaktoren

1.1.3.1 Tabakrauch

Es ist bekannt, dass Tabakrauch der wichtigste Risikofaktor fiir die Entstehung der COPD
ist [5]. Das komplexe Gas-/Partikelgemisch des Tabakrauches besteht aus mehr als 6000
Substanzen [30]. Enthaltene Radikale und Oxidantien spielen eine wichtige Rolle bei der
Krankheitsentstehung, allen voran Kohlenstoffmonoxid (CO) als wichtigste Oxidantien
[30, 31]. Es wird geschitzt, dass 4,9 Millionen Menschen jédhrlich an den Folgen des
Tabakkonsums versterben. Hauptursache sind hier kardiovaskuldre und pulmonale
Erkrankungen [2]. Die Entstehung der COPD steht im linearen Zusammenhang zur
Rauchdauer der Patienten, wobei eine Einstellung des Rauchens von zehn Jahren oder
langer mit einer erniedrigten Priavalenz der Erkrankung einhergeht [32]. Da lediglich 10-
20% aller Raucher eine COPD entwickeln, wird postuliert, dass COPD ein
amplifizierender Prozess der Entziindungsreaktion auf Rauch darstellt und weitere
Risikofaktoren eine Rolle in der Genese spielen [33]. Vermehrte Hinweise deuten
ebenfalls auf ein erhohtes Krankheitsrisiko beim passiven Tabakrauch bei Patienten mit

leerer Raucheranamnese [34-36].
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Abbildung 1-2: Vier Stadien der Tabakrauch-Epidemie, zu erkennen ist die Latenzzeit zwischen dem
Anstieg der Raucheranzahl und der Rauch-bedingten Todesfdlle. Modifiziert nach Bousquet (Hg.), 2007

(2]

1.1.3.2 Luftverschmutzung und berufliche Belastung

Luftverschmutzung durch Benutzung von Festbrennstoffen im Innenraum,
Verschmutzung der Auenluft und berufliche Exposition toxischer Gase und Partikel sind
stark mit der Entstehung von COPD assoziiert [37-39]. Innenluftverschmutzungen
entstehen hauptsdchlich durch inkomplettes Verbrennen von Festbrennstoffen und
betreffen hauptsdchlich Frauen und Kinder in Lénder mit niedrigen oder mittleren
Einkommen [40, 41]. Es wird geschdtzt, dass bis zum Jahre 2030
Raumluftverschmutzung im Haushalt fiir 9,8 Millionen vorzeitige Todesfille
verantwortlich sein wird [42]. Verschmutzungen der AuB3enluft fithren zwar nicht zu einer
starken Erkrankungsausprdgung, doch ist sie mit deutlicher FEVi-Verschlechterung
assoziiert und tragt ebenfalls unmittelbar zur Genese bei [43—46]. Sie verursacht vermehrt
akute Symptome und erhoht ebenso die Mortalitit bei bestehendem COPD [47].
Berufliche Belastungen machen schitzungsweise 13% aller COPD aus und verursachten
im Jahre 2000 rund 3,7 Millionen DALY-Verluste [2, 48]. Da die Erkrankung erst mit

einer langen Latenz entsteht, werden berufliche Faktoren erheblich unterschétzt.
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1.1.3.3 Genetische Faktoren
Mogliche genetische Faktoren sind Teil eines grolen Forschungsgebietes der COPD.
Eine familidre Haufung ist bei der early-onset COPD zu beobachten und deuten auf eine

mogliche genetische Pradisposition der Erkrankung hin [49, 50].

a1-Antitrypsin gilt als protektiver Faktor, dessen Mangel, im Rahmen einer genetischen

Erkrankung, eine COPD prédisponiert. Die autosomal kodominant vererbte Erkrankung
geht mit einem /loss-of-function Defekt des Serinproteaseinhibitors einher, welches ein
Lungenemphysem begiinstigt. Durch fehlende Protektion gegen elastolytische Prozesse,
erkranken Patienten friihzeitig und hédufig ohne vorherigen Tabakkonsum [51].
Polymorphismen verschiedener Gene wurden mit einer Risikoerhohung der COPD
assoziiert. Mitunter spielen Gene der Matrixmetalloproteasen MMP12 und des
Hedgehog-Signalwegs HHIP eine Rolle [52, 53]. Weiterhin wurde gezeigt, dass
Hamoxygenase (HO1) protektiv gegen oxidativen Stress in der Lunge wirkt [54].
Dinukleotidpolymorphismen von HO1 wurden in zwei Studien als Faktor postuliert und
untersucht. Allerdings ergaben beide Studien unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich
ihrer Relevanz [55, 56]. Eine exogene Erhohung von HO1 wirkte bei Ratten jedoch
Lungen protektiv bei Hyperoxie [57].

1.1.4 Pathophysiologie

Auf mikroskopischer Ebene fiihrt die Erkrankung durch epitheliale Zellaktivierung der
Fibroblasten zur Fibrosierung der kleinen Luftwege, wéihrend Entziindungsreaktionen,
mediiert durch Makrophagen, die Destruierung der septalen Strukturen und
Emphysembildung fordern. Beide Mechanismen sind nach heutiger Lehrmeinung
irreversibel und tragen erheblich zu FEVi-Verlust und allgemeiner Dyspnoe bei [5].
Hinzu kommen Rarifizierungen der Zillienstrukturen, welche physiologisch flir den
Schleimabtransport dienen. Ebenfalls durch Entziindungsmediatoren, wie MMP9, wird
die Schleimproduktion der Epithelzellen angeregt, welches fiir das Kardinalsymptom des
Auswurfes verantwortlich ist (vgl. Abb. 1-3) [5, 58, 59]. Mediiert werden die oben
genannten Prozesse durch eine Reihe von Chemokinen-Liganden (wie CXCL Subtypen,
CCL2 etc.), die nach Ausschiittung an Rezeptoren der Zielzelle (wie CXCR Subtypen,
CCR2) binden.
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Zigarettenrauch
(und andere Noxen)
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Atemwege (Emphysem) sekretion

Abbildung 1-3: Uberblick der beteiligten Zellen und Zytokine bei der COPD. Zigarettenrauch und andere
Noxen aktivieren die Freisetzung verschiedener Zytokine aus Epithelzellen und Makrophagen. Diese fiihrt
zur chemotaktischen Aktivierung von Monozyten, welche in der Lunge zu Makrophagen differenzieren.
Aktivierte neutrophile Granulozyten und Makrophagen setzen Proteasen frei, die zur Zerstorung der
Alveolen / Emphysembildung und vermehrter Schleimproduktion beitragen. Aktivierte TH1-Zellen und
zytotoxische TC1-Zellen unterstiitzen die Destruierung der Alveolen. Die stimulierte Proliferation von
Fibroblasten fiihrt zu Fibrose der kleinen Atemwege. (TGF = transforming growth factor-ff, CCL = CC-
chemokine ligand, CCR = CC-chemokine receptor, CXCL = CXC-chemokine ligand, CXCR = CXC-
chemokine receptor, MMP9 = Matrixmetalloprotease 9). Modifiziert nach Barnes, 2008 [58]

Zu oben genannten Verdnderungen der Lungengewebsstrukturen finden bei der
Erkrankung Umstrukturierungsmafinahmen in pulmonale Gefif3e statt. Das Remodelling
findet hierbei vor allem in Arteriolen mit Durchmesser unter 500 pm statt. Die Intima der
Gefidlle hyperplasiert, wihrend die Tunica media vermehrt muskularisiert. Beide
Mechanismen fithren zur Bildung eines pulmonal Hochdruckes (PH), welches durch
Riickstau des Blutes zur rechtsventrikuldren Hypertrophie und Dilatation (Cor
pulmonale) fiihrt. Im Verlauf der Erkrankung treten Rechtsherzdekompensationen und

Herzrhythmusstorungen auf. In vorherigen Studien ergaben sich Hinweise, dass
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Gefidflverdnderungen bereits vor der septalen Destruktion entstehen, welches durch das
Vorkommen von pulmonalen Gefa3verdnderungen bei Rauchern ohne respiratorische
Symptome und Lungenemphysem bestirkt wird. Die pulmonalvaskuldre Verdnderung
konnte die treibende Kraft der Emphysembildung sein [16, 17]. Die hierdurch
entstehende COPD-assoziierte pulmonale Hypertonie (formal der Gruppe 3.1 nach der
Nizza-Klassifikation zugehorig) wird in Menschen definiert als ein mittlerer pulmonal-
arterieller Druck von grofer als 20mmHg [ 14]. Die weiterhin wichtigste Therapie der PH
besteht in der Behandlung der Grunderkrankung, ndmlich die COPD [13, 16, 60].

1.1.4.1 Entziindungsreaktion

COPD Patienten entwickeln durch ihre Erkrankung typische Entziindungsreaktionen.
Wihrend mit steigender Schwere der Erkrankung die Entziindungsintensitidt zunimmt,
stellt die akute Exazerbation mit bakterieller Beteiligung die schwerste Form der
Entziindung dar. Typischerweise sind hierbei neutrophile Granulozyten, Makrophagen
(mit dem Zelltypmarker CD68) und T- und B-Lymphozyten in ihrer Anzahl im
Atemwegsystem erhoht [58, 61]. Zigarettenrauch aktiviert Alveolarmakrophagen und
intrazelluldre Prozesse in Epithelzellen, die durch Ausschiittung von Chemokine, wie
CSF2, CCL2, CCL25, zirkulierende neutrophile Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten in die Lunge anziechen (vgl. Abb. 1-3). Ebenfalls werden elastolytische
Enzyme wie MMP9 aus Makrophagen freigesetzt. MMP9 und MMP12 kénnen durch
Abbau des Elastins zur Emphysembildung in der Lunge beitragen, wihrend TIMP3,
welches MMPs inhibieren kann, supprimiert wird [3, 62].

Toll-like receptor 4 (TLR4) spielt sowohl bei der Abwehr von Erregern als auch in der
immanenten Entziindungsreaktion in der Lunge eine groBle Rolle. So zeigten
MacRedmond et al. eine Verminderung der TLR4 Expression bei COPD Patienten, wobei
sie mit der Schwere der Erkrankung korreliert [63].

Ebenfalls bei COPD herunterreguliert ist die Endopeptidase Neprilysin, welches als
membrangebundenes Protein zahlreiche Hormone, vor allem in der Lunge und der Niere
spaltet. Wick et al. postulieren einen mdglichen Ansatz der COPD Therapie durch
Neprilysinsubstitution. Interessanterweise werden Neprilysin-Inhibitoren bereits zur

Therapie der Herzinsuffizienz durch ihre Wirkung an der Niere eingesetzt [64, 65].
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Ein weiterer moglicher Therapieansatz der COPD, vor allem zur Reduktion der
Exazerbationshéufigkeit, besteht moglicherweise in der Inhibition von Osteopontin (Gen:
SPP1). Dieses Protein, welches in Entziindungsprozessen und Knochenerhaltung
involviert ist, ist in den Atemwegen von COPD Patienten massiv hochreguliert und kann

zur Abwehrverlust gegen bakterielle Fremdproteine (akute Exazerbation) fithren [66].

1.1.4.2 Proteasen-Antiproteasen-Dysbalance

Wie bereits oben erwéhnt, schiitten Makrophagen und neutrophile Granulozyten bei
Rauchstimulus elastolytische MMPs aus. Diese konnen enzymatisch extrazelluldres
Elastin spalten, welches zur Emphysembildung beitrdgt. Da der MMP Inhibitor TIMP in
diesem Falle herunterreguliert wird, wird davon ausgegangen, dass eine Dysbalance
zwischen der Protease MMP und der Antiprotease TIMP herrscht. Weitere Proteasen
spielen in der Elastolyse der extrazelluldren Matrix ebenfalls eine Rolle. So verursachen
neutrophile Elastasen, Proteinase 3 und Cathepsine emphysematische Lésionen in
Tierversuchen [67]. Bei Mangel des neutrophilen Elastase Inhibitors ol-Antitrypsin,
infolge einer genetischen Stoffwechselerkrankung, entwickeln Betroffene ein
progredientes Lungenemphysem, welches durch Rauchen verstirkt wird (sieche Kap.
1.1.3.3). Demzufolge wird postuliert, dass infolge der COPD es zur allgemeinen
Dysbalance der Proteasen und Antiproteasen kommt, wobei die elastolytischen Proteasen

iiberwiegen [1, 68].

1.1.4.3 Oxidativer Stress

Die Destruktion der Lungenstrukturen wird durch reaktive Sauerstoffspezies
mitverursacht (ROS). Hierbei werden DNA und Proteine durch die hohe Reaktivitit
geschédigt. Es liegt im Falle des oxidativen Stresses ebenfalls eine Dysbalance vor, wobei
ROS-bildende Prozesse den ROS-abbauenden MaBnahmen iiberwiegen. In
physiologischer Menge sind ROS wichtige Signaltransduktoren und regulieren mitunter
die GefaBBkontraktion. Generell entstehen ROS sowohl exogen im Tabakrauch als auch
endogen durch NADPH-Oxidasen und durch NO-Synthasen in neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und Epithelzellen.

NAPDH-Oxidasen produzieren Superoxid-Anionen (O27) durch die Reduzierung von
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH), welches mit Protonen durch
Superoxiddismutasen (Sod1, Sod2) zu Wasserstoffperoxid (H>O») reagiert (Gleichung 1).
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Wasserstoffperoxid wird im Korper durch Katalasen katalysiert zu Wasser abgebaut und
unschédlich gemacht (Gleichung 2). Wenn jedoch groflere Mengen H>O; oder O>” sich
ansammeln, reagieren sie durch Eisensalze katalysiert zu hochreaktiven
Hydroxylradikale (OH) (Fenton-Reaktion) und schidigen somit organische Substrate [3].
Ebenfalls konnen Superoxide mit Stickstoffmonooxiden (NO) zu Peroxynitrit (ONOQO")
reagieren (Gleichung 3), welches im Atem von COPD-Patienten vermehrt zu finden ist
[69]. Tyrosinbestandteile von Proteinen werden anschlieBend unter Bildung von
Nitrotyrosin nitriert und kdnnen zusétzlich zur Gewebsschidigung beitragen [3, 70, 71].
Zusitzlich zur Katalase konnen Glutathionperoxidasen H>O» Glutathion-abhingig zu
Wasser reduzieren. Ein Mangel dieses Enzyms spielt zum Beispiel eine Rolle bei

neurodegenerativen Erkrankungen [72].

1. 20,” + 2H* > H,0, + 0,
2. 2H,0, - 0, + 2H,0
3. NO + 05 —» ONOO~

NO wird im Korper von NO-Synthasen gebildet, wobei konstitutiv aktive Formen
(endothelial NOS und neuronal NOS) und eine induzierbare Form (inducible NOS)
existieren. Studien aus der Arbeitsgruppe in der die vorliegende Arbeit angefertigt wurde,
haben gezeigt, dass eine Inhibition der induzierbaren NOS oder dessen Signalweg im
Mausmodell nicht nur eine Emphysembildung vorbeugen, sondern auch revertieren kann
[16, 17]. Ebenfalls wirkt eine kongenitale Nox-Organizer 1 (NoxO1) Deletion priaventiv
[73]. NoxOl ist ein wesentlicher Bestandteil vieler NADPH Oxidasen (sieche Kap. 1.2).
Das daraus abgeleitete pathophysiologische Konzept besagt, dass Peroxynitrit iiber eine

Nitrierung von Proteinen sowohl die PH als auch das Lungenemphysem auslost [73].

Ebenso als antioxidativ gelten Stoffwechselprodukte der Himoxygenase (induzierbare
Form: HOIl). Sie katalysieren die Oxidation von Hé&m zu Biliverdin, wobei
Kohlenstoffmonooxid entsteht. Balestrasse et al. zeigten, dass eine Inhibition von HO1
in Sojabohnen erhdhte Parameter des oxidativen Stresses (Thiobarbituric acid reactive
substances, TBARS) bewirkt [74]. Himabbauprodukte und die Induktion von HO1 gelten

in der Literatur als zytoprotektiv und antioxidativ [75].

Oxidativer Stress fiihrt zu Oxidation von Arachidonsdure und zur nicht-enzymatischen

Bildung von Prostaglandin-dhnlichen Isoprostanen, die Bronchokonstriktion und
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Plasmaexsudation bei COPD f6rdern [76]. Antioxidantien wie die Superoxiddismutase,
die Katalase, die Himoxidase und vor allem die Glutathionperoxidase werden unter
anderem vom Transkriptionsfaktor nuclear erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) reguliert
[77]. Diese wird im Rahmen der COPD nicht addquat hochreguliert, welches mit
vermehrter Acetylierung von Histonen durch Verminderung von Histon-Deacetylase 2

(HDAC?2) assoziiert sein kann [78, 79].

Amplifizierend auf Entziindungsprozesse wirkt die NF-xB Induktion durch oxidativen
Stress, welches multiple proinflammatorische Gene vermehrt transkribiert [80]. So
werden Cyclooxygenasen (COX) vermehrt gebildet wund fordern durch
Prostaglandinbildung  inflammatorische = Prozesse  [81].  Weiterhin ~ werden
Histonacetyltransferasen  aktiviert und HDAC2 inhibiert, sodass vermehrt
inflammatorische Gene durch freiliegende Chromatinstrukturen transkribiert werden
konnen [82]. Zu den Histonacetyltransferasen gehoren, die unter anderem durch das Gen

KANSLI kodiert werden [83, 84].

1.1.4.4 Apoptose

Die Pathogenese der COPD ldsst sich nicht auf einzelne unabhidngige Mechanismen
herunterbrechen, vielmehr interagieren die oben genannten Prozesse miteinander. So
konnen proteolytische Aktivitditen durch Entziindungsreaktionen (Enzyme aus
Makrophagen oder neutrophile Granulozyten, z.B.: Perforine oder Granzym B) oder
durch genetische Faktoren (hereditdrer ai-Antitrypsinmangel) initiiert werden.
Oxidativer Stress tragt durch Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies ebenfalls zur
Proteolyse bei und aktiviert Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, welche die Transkription
von proinflammatorischen Genen induzieren. Ein weiterer Schnittpunkt der Prozesse und

wichtiger Faktor der Pathogenese ist die Regulierung der Apoptose.

Der programmierte Zelltod wird hauptsdchlich durch drei bekannte Signalwege
eingeleitet. So konnen TNF-a oder andere Fas-Liganden an sogenannte Fas associated
death domain Proteine (FADD) binden und die Caspase-Signalkaskade auslosen.
Ebenfalls sind Granzyme, die iiber Perforine ins Zellinnere gelangen, fahig dieselbe
Kaskade anzustofen. Weiterhin wird durch das Fehlen von Uberlebensfaktoren
Cytochrom C aus Mitochondrien ausgeschiittet, welches ebenfalls die Apoptose einleiten
[85-87]. Mediiert wird die Ausschiittung durch das proapoptotische Protein Bax und

durch die Herunterregulation des antiapoptotische Protein Bcl-2. [88, 89] Imai et al.
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konnten eine Vermehrung von apoptotischen Zellen in emphysematdse Lungengewebe
und Erh6hung der Capsase-3 und Bax Konzentration bei Emphysem-Patienten zeigen.
[90] Weiterhin ist es moglich eine Apoptose durch Senkung des VEGF-Spiegels durch
oxidativen Stress einzuleiten, sodass VEGF ein weiteres mogliches Ziel der Therapie

darstellt [85, 91].

Entziindungs
-reaktion

Oxidativer Zellschaden und |, VEGF

Apoptose
Stress > pop

Protease-
Antiprotease
Dysbalance

Abbildung 1-4: Interaktion der Apoptose mit anderen pathogenetischen Mechanismen in der COPD. Durch
die Entziindungsreaktion aktivierte CD8+ T-Zellen setzen Perforine und Granzym B frei, welche die
Apoptose initiieren. Oxidativer Stress verursacht Zellschdden und niedrigere VEGF-Spiegel, die so zur
Apoptose fiihren. Proteasen wie MMPs konnen durch Basalmembranzerstorung, die zu Verlust von
Uberlebenssignalen in Zellen oder direkt durch Fas-Liganden-Aktivierung zu Apoptose fithren. Modifiziert
nach Demedts, 2006 [85].

1.1.5 Lungenentwicklung und -regeneration

Neben symptomorientierter Therapie und als Ultima Ratio die Lungentransplantation
existieren heutzutage keine kurativen Therapieoptionen der chronischen Degeneration
bei COPD. Lange wurde von einer limitierten reparativen Kapazitit mit Neigung zur
Narbenbildung der Lunge ausgegangen [92, 93]. Neuere Studien, angetrieben durch das
Fehlen einer addquaten Therapie, zeigten jedoch erhebliche fakultative regenerative
Moglichkeiten der Lunge, die vermutlich durch die Fahigkeit differenzierter Zellen

wieder in den Zellzyklus einzutreten bedingt ist. Dies dhnelt der regenerativen Féhigkeit
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von Leber und Pankreas, wobei klassische multipotente Stammzellen eine untergeordnete

Rolle spielen [94].

1.1.5.1 Lungenentwicklung

Um Regenerationsprozesse der Lunge zu verstehen, ist es unentbehrlich Vorgénge der
embryologischen Entstehung, wobei die Lunge in physiologischer Weise proliferiert und
sich differenziert, zu begreifen. Das respiratorische System besteht einerseits aus dem mit
Atemluft gefiillten Respirationstrakt, endodermalen Ursprungs und andererseits aus den

pulmonalen Gefillen, mesodermalen Ursprungs [95].

Die Sprossung des endodermalen Vorderdarms zu zwei Lungenknospen und Trachea
wird unter anderem durch fibroblast growth factor 10 (FGF10) mediiert [96]. FGF10
defiziente Maéuse entwickeln in der Embryogenese keine Verzweigung der
Lungenknospen und sind somit lebensunfahig. Interessanterweise wiesen El Algha et al.
auf FGF10 positive Zellen als mogliche Progenitorzellen im Rahmen der postnatalen
Lungenreparatur bei deren Schiadigung hin [97]. Im spéteren Verlauf differenzieren sich
an der Spitze der ehemaligen Knospen Typ 1 und Typ 2 Pneumozyten (alveolar epithelial
cell 1und 2, AEC1/2). Typ 1 Zellen bilden mitunter die Diffusionsbarriere zu pulmonalen
GefédBen (Teil der sogenannten Blut-Luft-Schranke) und es ist deren Zerstérung, die zu
typischen Befunden des Emphysems fithren. Typ 2 Zellen sind fiir die Bildung des
Surfactants verantwortlich, die durch Senkung der Oberflichenspannung die Struktur der
Alveolen wihrend der Exspiration erhdlt. Man geht davon aus, dass Typ 2 Zellen als
Progenitorzellen der Typ 1 Zellen dienen und somit in ihrer Regeneration beteiligt sind

[98-100].

1.1.5.2 Mechanismen der Lungenregeneration

Der Hedgehog Signalweg gilt als ein Regulator der embryologischen Entstehung der
mesenchymalen Teile der Lunge [101-103]. Van der Plaat er al. demonstrierten
Zusammenhédnge von  Hedgehog interacting protein (HHIP) und der
Verzweigungsprozess der Lunge, so fiihrten niedrige Mengen HHIP zur
Lungenhypoplasie [104]. Umgekehrt konnten hohere HHIP Expressionen mit mdglichen

regenerativen Potenzialen assoziiert sein.

Proliferationsprozesse nach partieller Pneumektomie konnten durch exogene Gabe und

Aktivierung der Signalwege des keratocyte growth factors (KGF, den FGF
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untergeordnet) angestolen werden [105]. Ebenfalls sind Assoziationen der KGF Gabe
mit Regeneration von alveolaren Epithelzellen (AEC) im emphysematdsen Gewebe

beschrieben [106].

Der fiir die normale Embryonalentwicklung essenziele WNT Signalweg kann bei der
alveoldren Regeneration eine Rolle spielen. So werden Fibrosierungsprozesse durch
Blockade des WNT Signalweges gehemmt, gar revertiert und durch vermehrte
Aktivierung verstarkt [107, 108]. Allerdings bleibt es unklar ob der Signalweg bei COPD

ebenfalls zur Genese beitragt.

Wie bereits erwéhnt, fiihrt der exogene Zigarettenrauch zu verminderter HDAC2
Aktivitit [109]. Clubzellen konnen nach HDAC1 und HDAC2 Inhibition in Mausen nicht
regenerieren, dies sei durch eine direkte Wirkung von HDAC2 auf Tumorsuppressorgene
bedingt [110]. Insgesamt lassen diese Ergebnisse einen vorteilhaften und eventuell
regenerativen Effekt einer HDAC2 Erhohung vermuten. Tet methylcytosine dioxygenase
2 (TET2), kodierend fiir ein Enzym, welches Methylcytosin in der DNA hydroxylieren
kann, kann, durch HDAC2 mediiert, repressive Effekte auf Interleukin 6 erzielen [111,
112], welches mit einer verminderten Entziindungsreaktion einhergeht. HDAC2 als
mogliches Zielprotein einer Reparaturinduktion besitzt somit ebenfalls vorteilhafte

antiinflammatorische Potenziale.

1.1.5.3 Zellzyklus, Zellproliferation

Wie bereits beschrieben, kann in der Lunge der Zellzyklus von differenzierten Zellen
reaktiviert werden. So konnen regulatorische Proteine des Zellzyklus, zum Beispiel
Cyklin A1 (CCNA1) und cyclin dependent kinase 2 (CDK2), die als Cyclin-CDK-
Komplexe den Zellzyklus regulieren und vorantreiben, auf aktivierte Zellzyklusprozesse

in der Lunge hinweisen.

1.2 NADPH-Oxidasen

1.2.1 Die NADPH-Oxidasen-Familie

Die Nicotinamidadenindinukleotidphosphat-Oxidasen (NADPH-Oxidase, Nox) sind eine
Gruppe aus sieben bekannten homologen Enzymkomplexen, die Sauerstoff mithilfe eines

Elektrons aus NADPH zu Superoxid-Anionen (O;7) reduzieren. Ungleich anderer
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Prozesse produzieren Nox ROS nicht als Nebenprodukt, sondern stellen diese gezielt her
[113]. Das zunichst angenommene solitire Vorkommen in Phagozyten als Teil des
respiratory burst konnte durch den Aktivititsnachweis in Fibroblasten [114] und glatte
Muskelzellen [115] widerlegt werden [116]. Wenn aktiv, gelangt O~ in den
Extrazellulirraum, wo es durch seine hohe Reaktivitit in bakterielle
Abwehrmechanismen und zelluldre Signaltransduktion beteiligt ist. Ebenfalls fiihren
Nox-Mangel oder -Uberschuss zu verschiedenen Pathologien. So kann ein Mangel mit
Storung der Otolithenmembran und ein Uberschuss mit kardiovaskuldren und

pulmonalen Erkrankungen vergesellschaftet sein [113].

Zur Familie der Nox gehdren: Nox1-5 und dual oxidase 1&2 (Duox1&2), wobei vor
allem Nox1, 2 und 4 nach heutigem Kenntnisstand bezogen auf COPD relevant sein
konnten. In Endothelzellen kommen Nox1, Nox2, Nox4 und Nox5; in vaskuldren glatten
Muskelzellen Nox1, Nox4 und Nox5; und in Fibroblasten Nox2 und Nox4 vor [117].
Zusitzlich ist zu erwdhnen, dass Nox5 in Maiusen nicht exprimiert wird [118].
Nox1, Nox2 und Nox4 gehoren alle zu den Kalzium unabhéngigen NADPH-Oxidasen

und werden durch verschiedene Untereinheiten reguliert und aktiviert [119].

Die Nox2 Isoform, frither gp91P"°* genannt, ist die erste bekannte Form der Oxidase.
Besonders in Phagozyten wird sie durch p22Ph°* stabilisiert, welches zusitzlich als
Bindungsstelle fiir p47°"* und p67°"°* dient. p47°h°* stellt das Homolog der NoxO1 und
p67°"°* das der NoxA1l dar. Beide sind eher spezifisch fiir die Nox2, wihrend Nox]1
selektiver fiir NoxOl und NoxAl ist. Durch eine Proteinkinase C abhingige
Phosphorylierung von p47Pt°* und p67°"* binden diese an die membrangebundene Nox2
und, stabilisiert durch p40P"*, aktivieren diese, sodass es zum Ausbruch von O»~ kommt

[118, 120-122].

Die Noxl befindet sich vor allem in Kolon-, Epithel-, Magen-, Uterus- und
Prostatagewebe. Wie Nox2 bildet Nox1 mit p22P"* ein Heterodimer, welches durch
NoxAl und NoxO1 aktiviert wird [123]. Zwar kann Nox1 durch p47Ph°* und p67°hox
ebenfalls aktiviert werden, allerdings deutet das deckungsgleiche Verteilungsmuster von
Noxl zu NoxO1l und NoxAl auf ihre physiologische Interaktion hin [124]. Zur
Unterstiitzung der Nox-Aktivitdt wird eine membrangebundene GTPase RAC benétigt,
diese ist ebenfalls bei Nox2 der Fall [125].
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Nox4 wurde zunidchst in der Niere und spiter ebenfalls in glatten Muskelzellen und
Epithelzellen entdeckt [126]. Wie Nox1 und Nox2 bildet sie ein Heterodimer mit p22Phox,
welches das Komplex stabilisiert [127]. Ungleich dieser, bendtigt sie keine bekannten
Untereinheiten, die ihre Aktivitdt reguliert. Dies fiihrt zur Schlussfolgerung, dass die
Nox4 konstitutiv aktiv sein kann [128].

Die Aktivatoren NoxA1 und p67P"°* migrieren nach einer Bindung des RAC-GTPs vom
Zytosol an die Zellmembran, wo es, unterstiitzt durch NoxO1 oder p47°"**, direkt mit
Nox1 bzw. Nox2 interagiert [ 123, 129]. Hierdurch wird die O~ Produktion initiiert. Beide
Aktivatoren sind strukturell dhnlich mit der Ausnahme, dass p67°'°* in der Lage ist

p40Ph°x zy binden [130].

NADP+ /@ ®

NADPH

Abbildung 1-5: Unterformen der NADPH-Oxidasen Nox1-5. Nox1-4 gehen mit p22phox Heterodimere
ein. Nox!1 als enzymatisch aktiver Komplex beinhaltet den Nox Organiser (NoxO1), den Nox Activator 1
(NoxA1) und die GTPase Rac in ihrer aktiven, GTP gebundener Form. Die Aktivitdt von Nox2 héngt von
p47phox, p67phox und Rac ab. Supportiv wirkt hierbei p40phox. Nox3 benétigt fiir ihre Aktivitdt NoxO1.
Die Funktion von Rac in vivo ist nicht gekldrt. Nox4 erfahrt keine Regulation durch Untereinheiten.
Ebenfalls ist der Einfluss von Rac hier nicht geklart. Interessanterweise entstehen hierbei hauptsiachlich
Wasserstoffperoxide. Nox5 wird durch Bindung von Kalzium aktiviert. Hierbei bewirkt eine
Konformationsédnderung das Losen eines intramolekularen Inhibitors. Aus Brandes et al., 2014 [131].

1.2.2 NoxO1 als Regulator der NADPH-Oxidasen

phox welches mit Nox |1

Erstmals 2002 erkannt, ist NoxO1 ein homologes Protein von p47
vergesellschaftet ist [123]. NoxO1 und das Homolog p47P"** sind fiir die Vermittlung der
Bindung von NoxA1/p67°"* mit Nox1/2 zustindig. Ferner ist es moglich, dass sie durch
verschiedene Spliceformen die Kompartimentenlokalisation in einer Zelle bestimmt

[132]. Die Unterformen unterscheiden sich in ihrer Nox-Priferenz, so interagiert NoxO1
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gehduft mit Nox1 und p47°"* mit Nox2. Im Gegensatz zu NoxOl, besitzt p47°"* eine
autoinhibitorische Region, sodass sie erst bei Phosphorylierung durch Proteinkinase C
mit p22P"°* interagiert. Dies fiihrt zur Annahme, dass NoxO1 konstitutiv p22P"* bindet
[129].

Eine NoxOl-Deletion in Madusen fiihrt zu einer inkompletten Otolithogenese im
Innenohr, sodass schwere Gleichgewichtsstorungen entstehen [133]. In Bezug auf
weiteres Gewebe gibt es allerdings Hinweise einer protektiven Wirkung durch NoxO1-
Deletion. So zeigten Moll et al. eine erhohte Mitoserate des Kolonepithels in
Abwesenheit von NoxO1, welches auf vermehrte Proliferation deutet. Weiterhin féllt eine
durch Dextran Natriumsulfat induzierte Kolitis in Abwesenheit von NoxO1 milder aus
[134]. Des Weiteren fiihrt eine NoxOl-Depletion im Gefdllsystem zur vermehrten
Angiogenese. Im Umkehrschluss hindert die ROS Bildung durch das Nox1 System die
Angiogenesepotenz [135].

1.3 Vorarbeiten

Die hier beschriebenen Vorarbeiten beruhen, wenn nicht explizit anders genannt, auf
Daten und Versuche aus der Arbeitsgruppe von Prof. WeiBmann, insbesondere von
Mariola Bednorz, die ebenfalls die in dieser Arbeit untersuchten Proben generierte und

bereitstellte.

1.3.1 NoxO1-Depletionsfahigkeit mithilfe des Cre/loxP-
Systems und Rauch-induziertes Emphysem

Die in dieser Arbeit untersuchten Lungenproben stammen allesamt von der Hausmaus
(Mus musculus), dabei wurden linke und rechte Lungenfliigel von méannlichen Tieren
randomisiert ausgewahlt. Wahrend fiir Wildtypkontrollen C57BL/6 Méuse verwendet
wurden, wurden flir die NoxO1 Untersuchung Miuse generiert, die eine loxP-Flankierung
des NoxO1 Gens auf Chromosom 17 besalen. Ebenfalls besalen die Méuse eine am
Ostrogenrezeptor gekoppelte Cre-Rekombinase, die nur durch Tamoxifen und nicht
durch kérpereigene Ostrogene aktiviert wird. Dies wurde durch die Verpaarung von
NoxOl1 flankierten C57BL/6 Maéusen (generiert durch Taconic Artemis, Kdln) mit
Tamoxifen induzierbaren CreERT2 Méusen realisiert. Alle Tiere wurden im Labor unter

Standardbedingungen gehalten (20-30 °C, Luftfeuchtigkeit 40-70%, Tag/Nachtrhythmus
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13/11, Fiitterung ad lib.), Durch den Zigarettenrauch wird ein Emphysem induziert,
welches einer COPD Erkrankung der Stufe 1 bis 2 gleicht. Méduse entwickeln ferner

hierbei keine Atemwegsobstruktionen durch Zigarettenrauch [136].

Das verwendete Cre/loxP System erlaubt eine Exzision des NoxO1-Gens zu einem
beliebigen Zeitpunkt durch Gabe von Tamoxifen, wodurch NoxO1 als Protein nicht mehr
gebildet wird. Durch die Tamoxifengabe werden die gekoppelten Estrogenrezeptoren
aktiviert und wandern physiologischer Weise in den Zellkern, wo die gekoppelte Cre-
Rekombinase loxP Flankierungen auf der DNA erkennen und diese durch Bildung von
ringformiger DNA mit dem enthaltenden Zielgen exzidieren. Hierdurch wird in der Maus
das Zielgen eliminiert, sodass keine vollstaindige Transkription mehr stattfinden kann
[137, 138] (vgl.: Abb. 1-6). Im Falle des NoxO1 befinden sich die loxP-Stellen im zweiten
und im neunten Exon des Gens, sodass lediglich das erste Exon verbleibt, welches keine

funktionellen Proteine bilden kann.
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Abbildung 1-6: Durch Tamoxifen induzierbares Cre-loxP System. Die Cre Rekombinase wird mit einem
modifizierten Estrogenrezeptor (ER) gebunden und durch einen Gewebe-spezifischen Promotor
kontrolliert. Im inaktiven Zustand bindet seat shock protein 90 (Hsp90) am ER und verhindert ein
Wandern in den Zellkern. Bei Tamoxifengabe bindet diese am ER, Hsp90 wird freigesetzt und das Cre-
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ER Fusionsprotein kann in den Zellkern wandern. Dort rekombiniert Cre die LoxP Sequenzen, woraus ein
Knockout resultiert. Modifiziert nach Giinschmann, 2014 [139]

Um ein Emphysem, welches die Pathophysiologie des menschlichen Emphysems im
fortgeschrittenen Stadion nachempfindet, durch Rauch zu induzieren, wurden die
entsprechenden Mausen sechs Stunden pro Tag an fiinf Tagen die Woche bis zu acht
Monate in einer eigens hierflir bereitgestellte Rauchkammer mit einem Rauchstrom von
3R4F Forschungszigaretten (Kentucky Tobacco Research and Development Centre,
Lexington, USA) ausgesetzt. Hierbei wurde die Partikelkonzentration bei 140 mg/m?
konstant gehalten. Anschlieend erfolgte eine rauchfreie Phase von drei Monaten, wobei
bei bestimmten Gruppen eine NoxO1- Knockout durch orale Tamoxifengabe fiir zwei
Wochen am Anfang der Phase initiiert wurde. Das zeitliche Rauchschema ist der
Abbildung 1-7 zu entnehmen. Als Kontrolle wurden Miuse bei Raumluft, ergo 21 Vol.-%
Sauerstoff, gehalten. Die Méuselungen wurden nach durchgefiihrter hdmodynamischer
Untersuchung bis zur weiteren Untersuchung in Stickstoff eingefroren, bzw. in Tissue-

Tek® O.C.T™ compound eingebettet und eingefroren.

WTkem Rauch 11 Monate Raumluft l
WTraueh 8 Monate Rauchexposition 3 Monate Raumluft l
NOXO1 kein Rauch, kein Tam 11 Monate Raumluft ]
NOXO1 rauch, kein Tam 8 Monate Rauchexposition | 3 Monate Raumluft I
NOXO1 Kein Rauch, Tam 11 Monate Raumluft I
» 2 Wochen Tamoxifen
NOXO1..uch 1am 8 Monate Rauchexposition 3 Monate Raumluft l

Wildtyp  NoxO1 LoxP- flankiert Rauch  Tamoxifen

WTkein Rauch X
WTRauch X X
NoxOlkein Rauch, kein Tam X
NoxO lRauch, kein Tam X X
NoxOlein Rauch, Tam X X
NoxO lRauch, Tam X X X

Abbildung 1-7: Verwendetes Gruppenschema fiir die Rauchexposition und Tamoxifenzugabe (Tam) der
verschiedenen Mausgruppen. Alle Méuse befanden sich 11 Monate im Experiment. Zu jeder
Kontrollgruppe ohne jegliche Rauchexposition gab es eine Rauch-exponierte Gruppe, die fiir § Monate 6
Stunden pro Tag an 5 Tagen die Woche mit einer Partikelkonzentration von 140 mg/m? beraucht wurde.
Anschliefend wurde bei 2 von 4 NoxO1 LoxP-flankierten Gruppen durch zweiwdchige Tamoxifengabe
eine NoxO1-KO initiiert. Alle Rauchexponierte Gruppen wurden fiir weitere 3 Monate bei Raumluft
gehalten.
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1.3.2 Reversibilitat der COPD bei iNOS-Hemmung, Riociguat
als Pravention

In Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Wildtyp C57BL/6
Maiuse nach 8-monatiger Zigarettenrauchexposition sowohl ein Emphysem als auch eine
pulmonale Hypertonie entwickeln. Ferner erfolgte hierbei keine spontane
Lungenregeneration nach anschlieBender 3-monatiger Raumluftexposition. Detaillierte
Untersuchungen der Maéuse =zeigten, dass die Tiere bereits nach 3 Monaten
Zigarettenrauchexposition eine pulmonale Hypertonie entwickeln, wiahrend das
Emphysem erst nach 6-8 Monaten auftrat [16, 17, 140]. Seimetz ef al. zeigten 2011, dass
eine Inhibition der induzierbaren NO-Synthase nach einer Rauchexposition von 8§
Monaten und einer dreimonatigen rauchfreien Phase im Mausmodell sichtbar zur
Riickbildung des Emphysems im Rahmen der COPD fiihrt [16]. 2014 zeigten Weilmann
et al. praventive und partiell reversible Wirkungen einer Riociguatgabe bezogen auf
COPD im Mausmodell. Riociguat ist eine Stimulanz der 16slichen Guanylatzyklase,
welches physiologisch durch NO aktiviert wird [17]. Dies verdeutlicht ebenfalls die
wichtige Rolle von Stickstoffmonooxid in der Pathophysiologie der COPD. Es wurde
demnach postuliert, dass die Unterbindung der Peroxynitritbildung durch NO-Synthasen
und NADPH-Oxidasen mallgeblich fiir die Reversibilitit verantwortlich sei, weshalb eine
Inhibierung der NADPH-Oxidasen (oder ihre Bestandteile) zu dhnlichen Prozessen

fithren sollte.

1.3.3 Resistenz gegen COPD bei Fehlen von NoxO1

Seimetz et al. zeigten praventive Wirkungen einer NoxO1 Deletion. So zeigen Méuse,
die bereits zum Zeitpunkt der ersten Rauchexposition kein NoxO1 mehr transkribieren,
keine Hinweise einer Emphysembildung nach acht Monaten Rauchexposition, ersichtlich
anhand der dynamischen Lungencompliance, der histologischen Auswertung des
Lungenluftraumes, des mean linear intercepts (MLI) und der Anzahl an Alveolen.
Ebenfalls kommt es nicht zur vermehrten Muskularisierung und Verdickung der
bronchialen Gefdlle. Physiologische Daten zeigten ebenfalls keine Verdnderung der

Rechtsherzfunktion bei rauchexponierten, NoxO1 defizienten Méusen [73].
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1.3.4 Daten aus physiologischen Versuchen

Alle in dieser Arbeit untersuchten Miuse wurden zuvor in vivo in Bezug auf
Lungenfunktion und Herzfunktion untersucht (Daten von Mariola Bednorz zur
Verfiigung gestellt). Lungenfunktionsmessungen ergaben bei NoxO1l post-Rauch
deletierten Maiusen eine Reversibilitdit der durch Rauch verursachten Compliance
Erhohung, wihrend Méuse ohne NoxO1-KO-Induktion &hnliche Compliancewerte wie
berauchte Wildtypmiduse aufwiesen (Abb. 1-8). Ebenfalls ergaben Untersuchungen
keinen erhohten rechtsventrikuldren Druck nach NoxO1-KO-Induktion, wihrend ohne
Tamoxifengabe der rechtsventrikuldre Druck erhoht war. Die Versuche wurden durch

Bednorz et al. durchgefiihrt.
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Abbildung 1-8: In vivo und ex vivo Daten der Lungencompliance, des rechtsventrikularen systolischen
Blutdruckes, der Ventrikelverhéltnisse und des systemischen arteriellen Mitteldruckes von
Wildtypméusen (WT), NoxO1-Knockout nicht induzierten und NoxO1 Knockout induzierten Mausen,
jeweils nach Raumluft- und 8-monatiger Rauchexposition. n=10. A) Dynamische Lungencompliance. B)
Rechtsventrikulérer systolischer Blutdruck, gemessen via Rechtsherzkatheter. C) Gewichtsverhéltnis des
rechten Ventrikels zum linken Ventrikel plus Septum. D) Systemischer arterieller Mitteldruck. Zur
Verfligung gestellt von M. Bednorz.
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die Reversibilitdt des Rauch-induzierten Lungenemphysems im
Mausmodell nach NoxOl-Deletion zu evaluieren. Dazu wurden zunichst durch 8-
monatige Rauchexposition ein Lungenemphysem induziert. In den Tieren wurde dann
durch Tamoxifengabe die Deletion der NoxO1 NADPH-Oxidase Untereinheit ausgelost.
und die Tiere wurden fiir weitere drei Monate unter Raumluft gehalten. Vorausgehende
Untersuchungen aus der Arbeitsgruppe, in der die vorliegende Arbeit durchgefiihrt
wurde, hatten gezeigt, dass eine 8-monatige Rauchexposition zu einem
Lungenemphysem und einer pulmonalen Hypertonie fithren und eine nachfolgende 3-
monatige Raumluft-Reexposition nicht zu einer spontanen Lungenregeneration fiihrt.
[16] Bereits durchgefiihrte in vivo Untersuchungen der Versuchstiere sollen auf ihr
histologisches und molekulares Korrelat hin untersucht werden. Dazu sollten
Lungenproben in Bezug auf Emphysembildung und Gefiverdnderungen histologisch
quantifiziert werden, wihrend ausgewéhlte molekulare Verdnderungen explorativ

untersucht und potenzielle Schliisselproteine und -gene quantifiziert werden sollten.
Folgende Untersuchungen wurden dazu vorgenommen:

- Kontrolle der Vergleichbarkeit von Wildtyp Miusen und Knockout-tfihigen
Maiusen in Bezug auf Erkrankungsschwere nach Rauchexposition.

- Validierung und Quantifizierung der Reversibilitdt des durch Rauch induzierten
Emphysems drei Monaten nach induzierten NoxO1-Knockout.

- Validierung und Quantifizierung der Reversibilitdt der durch Rauch induzierte
Intimahyperplasie und Muskularisierung der parabronchialen Gefdfle mit einem
Durchmesser von 20-70 und 70-150 um drei Monaten nach induzierten NoxO1-
Knockout.

- Quantitative  Untersuchung von potenziellen Schliisselproteinen im
Lungenhomogenat in Bezug auf Pathogenese und potenzielle Regeneration.

- Quantitative Untersuchung potenzieller Schliisselgene im Lungenhomogenat in
Bezug auf Pathogenese und potenzielle Regeneration eingeteilt in ,,Extrazellulire
Matrix*, ,mmunologie*, ,,DNA-Aktivitit®, ,,Oxidativen Stress®,
“Apoptose‘ und ,,Proliferation®.

- Explorative Mikroarray Analyse von GefdBlen. und Septumdissektaten zur

Destinktion der zwei Kompartimente, sowie zur Hypothesenfindung moglicher
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biochemischer Prozesse in der Lungenregeneration nach Emphysembildung und

GefiBverdnderungen post-Rauchexposition.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Gerate

Reagiergefal3 1,5 ml Sarstedt, Niimbrecht

Mikro-Schraubrohre 2 ml Sarstedt, Nimbrecht

Falcon® 50ml Corning inc., Corning, NY, USA

Cellstar® Tubes 15 ml Greiner Bio One, Kremsmiinster, Osterreich
Pipetten Research Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Mikro200R & Universal 320R  Hettich, Tuttlingen

Waage PL303, classic light Mettler Toledo, Columbus, Ohio, USA

2.1.2 Benutzte Antikorper fiir Western Blot Analyse

Alle Antikorper wurden in 5%ige Milch/TBST (Tris gepufferte Kochsalzlosung mit

Tween) Losungen verdiinnt.

Primdire Antikorper
Antikorper Firma Bestellnr. WB
Anti-NoxOl1, ,,26%, | generiert, zur Verfiigung gestellt von 1:1000
Prof. Dr. R.P. Brandes

Anti- B-Aktin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA A5316 1:50000
Anti-FGF10 abcam, Cambridge, UK ab71794 | 1:1000
Anti-TIMP3 abcam, Cambridge, UK ab39184 | 1:1000
Anti-MMP9 abcam, Cambridge, UK ab38898 | 1:1000
Anti-MMP12 abcam, Cambridge, UK ab52897 | 1:2000
Anti-GADD450 (C- | Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA sc-6850 1:1000
Anti-Nitrotyrosin abcam, Cambridge, UK ab7048 1:1000

Tabelle 2-1: Benutzte primére Antikorper bei Western Blot
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Sekundiire Antikorper (Meerrettich-Peroxidase gekoppelt)

Antikorper Firma Bestellnr. | WB
Anti-Rabbit Promega, Mannheim, Deutschland W401B 1:5000
Anti-Mouse Promega, Mannheim, Deutschland W402B 1:5000

Tabelle 2-2: Benutzte sekundire Antikdrper bei Western Blot

2.1.3 Gerate und Software fur Histologie

Mikrotom RM2165

Kiihlplatte EG1150C

Paraffinstreckbad HI1210
Objekttragerstrecktisch HI1220
Gewebeinfiltrationsautomat ASP300 S
Reinstwasseranlage Milli-Q®

Mikroskop DM6000B

Digitalkamera DFC310 FX
Trockenschrank

Leica QWin Standard Analyzing Software

Makros zur histologischen Auswertung

Leica Microsystems, Nussloch

Leica Microsystems, Nussloch

Leica Microsystems, Nussloch

Leica Microsystems, Nussloch

Leica Biosystems, Nussloch

Merck Millipore, Darmstadt

Leica Microsystems, Nussloch

Leica Microsystems, Nussloch
Memmert GmbH+Co.KG, Schwabach
Leica Microsystems, Nussloch
entwickelt von Hr. Christoph Frank, Leica

Microsystems, Nussloch

2.1.4 Verbrauchsmaterialien fur Histologie

Mikrotomklingen S35 Feather
Objekttriiger Superfrost Plus®
Eindeckmedium Pertex®

Deckglédser AutomatStar 24x50mm

Einbettungskassette Tissue-Tek® 111
Faltenfilter

Produkte fiir die Medizin AG, Kéln

R. Langenbrink, Emmendingen

Medite GmbH Burgdorf

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
GmbH, Edermiinde

Sakura Finetek, Staufen

Schleicher + Schiill GmbH, Dassel

2.1.5 Kits / Chemikalien fur Histologie

Xylol

Carl Roth GmbH Karlsruhe
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Ethanol 70%ig, 96%, 99,6%

Hémalaun nach Mayer, sauer
Eosin-y-alkoholisch

Isopropanol 99,8%ig

Weigertes Resorcin Fuchsin
Fe-Hématoxylin nach Weigert Losung A
Fe-Hamatoxylin nach Weigert Losung B
25%ige HCl

Gesittigte Pikrinsdure

Séurefuchsin

100%ige Essigsdure

Methylgriin

Natriumchlorid

Kaliumchlorid
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Kaliumdihydrogenphosphat

BSA

Natriumazid

Hydrogenperoxid 30%

Digest all 2 Trypsin, Konzentrat und Lsg.
MM HRP Polymer Kit

AK Diluent

VECTOR VIP Peroxidase Substrate Kit
ImmPRESS™ HRP Anti-Rabbit IgG
Polymer Detection Kit

DAB Peroxidase Substrate Kit

Pertex® Eindeckmedium

Fischer, Saarbriicken

Waldeck GmbH, Miinster

Thermo Shandon Limited, Cheshire, UK
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Waldeck GmbH, Miinster

Waldeck GmbH, Miinster

Waldeck GmbH, Miinster

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe
Zytomed Systems GmbH, Berlin
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck Millipore, Darmstadt

Merck Millipore, Darmstadt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Riedel-de Haén AG, Seelze

Merck Millipore, Darmstadt

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Biocare medical, Concord, CA, USA
Zytomed Systems, Berlin

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Medite GmbH, Burgdorf

2.1.6 Antikorper fur Immunfarbung

Antikorper Firma Bestellnr. | WB
Anti-o-Aktin, Mouse | Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland | A2547 1:700
Anti-vWF, Rabbit Dako, Carpinteria, CA, USA A0082 1:1000

Tabelle 2-3: Benutzte Antikorper zur Immunfarbung
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2.1.7 Gerate und Software fiur Proteinextraktion,
Proteinkonzentrationsbestimmung, SDS-PAGE und
Western Blot

Homogenisator, Precellys 24 Peqlab, Erlangen

Spacer Plates 1,5 mm Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Short Plates Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Mini-Protean® Casting Stand Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Mini-Protean® Combs, 15-well, 1.5 mm  Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Digital Heatblock VWR, Radnor, PA, USA
Electrophoresis Power Supply E835 Consort, Turnhout, Belgien
Transfer-Blot SD Semidry Transfer Cell ~ Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Mini-Protean® Tetra Cell Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Mini Trans-Blot® Gel holder cassette Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Electrophoresis power supply E835 Consort, Gent, Belgien

2.1.8 Verbrauchsmaterialien fiir Proteinextraktion,
Proteinkonzentrationsbestimmung, SDS-PAGE und
Western Blot

Keramik-Kiigelchen 1.4 mm Peqlab, Erlangen

Cellstar® 96-Well-Platte Kulturplatte Greiner Bio One, Kremsmiinster, Osterreich
PVDF Transfer Membrane, Immobilon®-P Merck Millipore, Darmstadt

Blot Paper Bio-Rad, Hercules, CA, USA

2.1.9 Kits/ Chemikalien fur Proteinextraktion,
Proteinkonzentrationsbestimmung, SDS-PAGE und
Western Blot

Cell lysis buffer (10X) Cell Signaling Technology, Boston, USA
Phenylmethansulfonylfluorid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Destilliertes Wasser Life Technologies, Carlsbad, USA

DC ™-Protein-Assay Bio-Rad, Hercules, California, USA
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Bovine Serum Albumin
TGX-Stainfree Fastcast Kit 12%
4x Laemmli Sample Buffer
2-Mercaptoethanol

Precision Plus Protein™ Dual Color
TEMED

Ammoniumpersulfat

TRIS

Glycin

SDS

Methanol

Clarity Western ECL
Milchpulver, blotting grade
Tween® 20

Natriumchlorid

Salzsdure

EDTA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Bio-Rad, Hercules, California, USA
Bio-Rad, Hercules, California, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Bio-Rad, Hercules, California, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Bio-Rad, Hercules, California, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Promega, Madison, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

2.1.10 Gerate und Software fur RNA-Isolierung, cDNA
Transkription und Real-Time PCR

Homogenisator, Precellys 24

Imager ChemiDoc XRS+

Image Lab Software

Nanodrop, ND1000, Photometer
Thermocycler T personal

Mini Plate Spinner MPS 1000™

CFX Connect™ Real-Time System
CFX Manager Software
Electrophoresis Power Supply EPS600

Peqlab, Erlangen

Bio-Rad, Hercules, California, USA
Bio-Rad, Hercules, California, USA
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
BioMetra, Gottingen

Labnet, Edison, NJ, USA

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

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
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2.1.11 Verbrauchsmaterialien fiur RNA-Isolierung, cDNA

Transkription und Real-Time PCR

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

Thermo-Strip Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Clear flat 8 Cap strips Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Hard-Shell® PCR Plates 96-well Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Clear Heat Seal Bio-Rad, Hercules, CA, USA

2.1.12 Kits/ Chemikalien fur RNA-Isolierung, cDONA
Transkription und Real-Time PCR

RLT-Lyse-Puffer Qiagen, Hilden

2-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
RNA-Lyse Kit, RNeasy Kit Qiagen, Hilden

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

iScript cDNA synthesis kit Bio-Rad, Hercules, CA, USA

SYBR® Safe DNA gel stain Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Agarose for DNA electrophoresis Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
6x DNA Loading Dye Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder Fermentas, Waltham, MA, USA

2.1.13 Primer fir Real-Time PCR

Alle Primer wurden mit Hilfe von Primer-BLAST auf der Seite von NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) designt und von Metabion GmbH

(Steinkirchen, Deutschland) synthetisiert. Folgende Maus spezifischen Primern wurden

verwendet:
Primer Basenfolge Produktgrofie
Rpl32 mice F TGGAGGTGCTGCTGATGTG 142 bp
Rpl32 mice R GCGTTGGGATTGGTGACTCT
Tlr4 mice F CCTGACACCAGGAAGCTTGA 140 bp
Tlr4 mice R TCAAGGGGTTGAAGCTCAGA
NoxOl mice F TTCCTGATGCTCCATTGCTG 226 bp
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NoxOl mice R

GGTTGGGATAAGGGCTCCTC

Fgf10 mice F GTCAAAGCCATCAACAGCAACT 200 bp
Fgf10 mice R CCTCTCCTGGGAGCTCCTTT

Timp3 mice F ACAACAGCTACCATGACTCCCT 196 bp
Timp3 mice R AGACCAGAGTGCCAAAGGGC

Mmp9 mice F GTCTCGGGAAGGCTCTGCT 188 bp
Mmp9 mice R CACACGCCAGAAGAATTTGC

Mmpl2 mice F TATTCCCTGGGCTTCTCTGC 139 bp
Mmpl2 mice R GGTAAGCAGGGTCCATGAGC

Hhip mice F AAACGGCTACTACACCCCCA 214 bp
Hhip mice R CTGATCAAGGATACCTGCCCTG

Kansll mice F ACAAGTTGCAGCCAGCACAT 152 bp
Kansll mice R CTCGCCAGCTTGGAGTAAGGA

Tet2 mice F CTCAGAATGAAACTAGAAACTGTTGTTGT 241 bp
Tet2 mice R GCATCGGGTGCAAGCTTCT

Tet2 mice F CGCCGAGCCTAGAGAACAGA 250 bp
Tet2 mice R CCTGCTTCCAAGCACCGTAG

Csf2_mice F GAAGAGGTAGAAGTCGTCTCTAACGAG 200 bp
Csf2_mice R GCATAGGTGGTAACTTGTGTTTCAC

Cd68 mice F ACCTGGACTACATGGCGGTG 245 bp
Cd68 mice R CTGGTCACGGTTGCAAGAGA

Ccl25 mice F TGTGAAGAGGGCGATGAGAA 190 bp
Ccl25 mice R GTTGGTCTTTCTGGGCATCA

Hdac2 mice F AGAAAGTGTGCTACTACTATGATGGTGA 170 bp
Hdac2 mice R AGTCATTTCTTCAGCAGTGGCTTT

Nox1 mice F 2 CACTGGCTGGGATAGCAACA 184 bp
Nox1 mice R 2 AGTCCGAGGGCCACATAAGA

GADD45A mice F GCTGAGCTGCTGCTACTGGA 157 bp
GADD45A mice R GACTTTCCCGGCAAAAACAA

Cdk2 mice F TGGAGTCCCTGTCCGAACTT 182 bp
Cdk2 mice R TTCTGTGTTCCCCACAGCAC

Bcl2 mice F CATGTGTGTGGAGAGCGTCA 152 bp
Bcl2 mice R GCATGCTGGGGCCATATAGT

Bax_mice F TCTGGATCCAAGACCAGGGTG 137 bp
Bax mice R GAGGCCTCAGCCCATCTTCT

Gp91 mice F TCGCTGGAAACCCTCCTATG 215 bp
Gp91 mice R GGATACCTTGGGGCACTTGA

Ccnal mice F TAAGGCGTCAAGGAGTGTGC 186 bp
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Ccnal _mice R AGCCCGTAAATGCAGCAAGT

Ccl2_mice F CTGGAGCATCCACGTGTTGG 166 bp
Ccl2_mice R CTTGAGCTTGGTGACAAAAACTACAG

NEP mice F TCAGCCAAAGCAAGCAGCTA 186 bp
NEP mice R CGATGCCCCCATAGTTCAAT

SOD1_mice F GTGCAGGGAACCATCCACTT 143 bp
SOD1_mice R CCTGCACTGGTACAGCCTTG

SOD2_mice F ACCTGAGCCCTAAGGGTGGT 131 bp
SOD2_mice R CCAGCCTGAACCTTGGACTC

KGF_mice F CGAGCGACACACCAGAAGTT 163 bp
KGF_mice R CACGGTCCTGATTTCCATGA

SPP1_mice F GAGGAAACCAGCCAAGGACT 150bp
SPP1 mice R TATAGGATCTGGGTGCAGGC

Tabelle 2-4: Benutzte Primer mit den jeweiligen Sequenzen der Vorwirts- und Riickwértsprimer und der
Produktgrofie

2.1.14 Gerate und Verbrauchsmaterialien fur
Lasermikrodissektion

O.C.T™ Compound TissueTek® Sakura Finetek, Staufen
PEN-Membrane Leica Microsystems, Nussloch
Kryostat CM1850 UV Leica Biosystems, Nussloch
Laser FTSS 355-50 CryLaS, Berlin

Mikroskop DM6000p Leica Microsystems, Nussloch
Kamera HVD20 Hitachi, Tokio, Japan

2.1.15 Gerate, Software und Chemikalien fir Mikroarray

Analyse

RNeasy micro Kit Qiagen, Hilden

Ovation® PicoSL WTA System V2 NuGEN, San Carlos, CA, USA
SureTAG DNA Labeling Kit Agilent, Santa Clara, CA, USA
SurePrint G3 Mouse Gene Expression

8x60K Microarray Agilent, Santa Clara, CA, USA
Microarray scanner InnoScan 900 Innopsys, Carbonne, Frankreich
Microarray software Mapix Innopsys, Carbonne, Frankreich
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2.2 Methoden

Alle Methoden wurden von laboreigenen Protokollen {ibernommen und geméif

durchgefiihrt.

2.2.1 Histologie

Nachdem die Lungen in Paraffin eingebettet worden sind, wurden sie am Mikrotom in
3 um dicke Schichten geschnitten und auf Objekttrager gezogen, welche im

Warmeschrank bei 37 °C trockneten.

2.2.1.1 Analyse der alveolaren Morphometrie anhand von HE-gefarbten

Lungenschnitten

Die Hématoxylin-Eosin-Farbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Schritt Dauer (min) Reagenz
1 60 Wirmeschrank 60 °C
2 10 Xylol
3 10 Xylol
4 10 Xylol
5 5 Ethanol 99,6 %
6 5 Ethanol 99,6 %
7 5 Ethanol 96 %
8 5 Ethanol 70 %
9 2 Aqua dest.
10 20 Hémalaun nach Mayer, sauer
11 5 Wasser, flielend
12 1 Ethanol 96 %
13 3 Eosin-y-alkoholisch
14 abspiilen Aqua dest.
15 2 Ethanol 96 %
16 2 Ethanol 96 %
17 5 Ethanol 99,6 %
18 5 Isopropylalkohol 99,8 %
19 5 Xylol
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20 5 Xylol
21 5 Xylol
22 Eindecken mit Pertex/ Corbit

Tabelle 2-5: Protokoll fiir Himatoxylin-Eosin-Féarbung (iibernommen von der laboreigenen Arbeitsgruppe)
Am Lichtmikroskop wurden alle HE-geférbte Lungenschnitte verblindet und mit Hilfe
des Programms Leica QWin und der fiir die Analyse entwickelten Makros ausgewertet.
Alle Schnitte wurden bei fiinffacher VergroBBerung komplett eingescannt, dabei wurden
Lungenanteile, die manuell auszuwerten sind, markiert. AnschlieBend erfolgte die
Auswertung bei zehnfacher VergroBBerung an den markierten Lungenabschnitten, wobei
der Hintergrund blau markiert wurde. Damit nur Alveolen ausgewertet werden, wurden
GefdBe, Bronchien und andere nicht-alveoldre Bereiche manuell abgedeckt. Das
Programm errechnet aus dem Bild den Luftanteil in den Alveolen (air space), die
mittlere Septenwanddicke (septal wall thickness) und den durchschnittlichen Abstand
zwischen den Septen (mean linear intercept). Alle Daten wurden zunichst nach ihrer

jeweiligen Messflache gewichtet und als Excel-Datei gespeichert.

2.2.1.2 Analyse der Wandstarke der GefaBe nach Elastika-van-Gieson-

Farbung

Die Elastika-van-Gieson-Farbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Schritt Dauer (min) Reagenz
0 60 Wirmeschrank 60 °C
1 10 Xylol
2 10 Xylol
3 10 Xylol
4 5 Ethanol 99,6 %
5 5 Ethanol 99,6 %
6 5 Ethanol 96 %
7 5 Ethanol 70 %
8 10-24 h Resorcin-Fuchsin
9 15 Leitungswasser
10 abspiilen Aqua dest.
11 5 Fe-Hématoxylin nach Weigert A und B 1:1
12 abspiilen Aqua dest.
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13 15 Leitungswasser

14 abspiilen Aqua dest.

15 10 van Gieson-Ldsung
16 abspiilen Aqua dest.

17 2 Ethanol 96 %

18 2 Ethanol 96 %

19 5 Ethanol 99,6 %

20 5 Isopropylalkohol 99,8 %
21 5 Xylol

22 5 Xylol

23 5 Xylol

24 Eindecken mit Pertex/Corbit

Tabelle 2-6: Protokoll fiir Elastika-van-Gieson-Farbung (iibernommen von der laboreigenen
Arbeitsgruppe)

Zusammensetzung der Resorcin-Fuchsin-Losung:

- 10 ml Weigert’s Resorcin-Fuchsin
- 200 ml einprozentige HCI-Alkohol

Zusammensetzung der van-Gieson-Losung:

- 240 ml geséttigte Pikrinsdure, filtriert
- 8 ml zweiprozentiges Sdurefuchsin
- 4 ml einprozentige Essigsdure

Folgendes Farbeergebnis wurde erzielt:

elastische Fasern blaubraunschwarz
Zellkerne braunschwarz
Muskulatur, Epithel, Nerven, Erythrozyten gelb
Bindegewebe rot

Tabelle 2-7: Farbeergebnis der Elastika-van-Gieson-Farbung

Die Wandstirkenmessung wurde bei van-Gieson gefarbten Préparaten in zufilliger
Reihenfolge verblindet am Lichtmikroskop mithilfe des Programms Leica QWin und des
Makros fiir die Wandstarkenmessung ausgewertet. Bei 63-facher Vergroflerung wurden
Gefidlle ausgewdhlt, dessen Lumen, falls sie gefiillt waren, manuell leer retuschiert
wurden. Mit einem griinen Punkt wurde das Gefal selektiert. AnschlieBend wurde der
Hintergrund grau gefiillt und angepasst, sodass das Gefaf3 sich vom Hintergrund abhebt.

Um die Dicke der Tunica media vasorum zu bestimmen, wurden Linien vom dulleren
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Rand der Schicht ins Lumen des Gefdlles gezogen. Insgesamt wurden pro Schnitt

mindestens 95 Gefdlle gemessen, wobei 85 kleine (20-70 pm) und 10 mittlere (70-150

um) Geféalle detektiert wurden. Alle Daten wurden in Excel iiberfiihrt und gespeichert.

2.2.1.3 Analyse des Muskularisierungsgrades der GefaBe nach doppelter

Immunfarbung von a-Aktin und vWF

Die doppelte Immunfirbung von a-Aktin und von Willebrand-Faktor erfolgte nach

folgendem Protokoll (Schritte mit ungeféhrer Zeitangabe wurden unter 10x Mikroskop

bei visueller Kontrolle geférbt):

Schritt Dauer (min) Reagenz
0 60 Wirmeschrank 60 °C
1 10 Xylol
2 10 Xylol
3 10 Xylol
4 5 Ethanol 99,6 %
5 5 Ethanol 99,6 %
6 5 Ethanol 96 %
7 5 Ethanol 70 %
8 20 H>0; -Methanol 3 %
9 2x5 Aqua dest.
10 2x5 PBS
11 15 Trypsin bei 38 °C
12 3x5 PBS
13 20 10 % BSA
14 3x5 PBS
15 30 Rodent Block M
16 3x5 PBS
17 30 a-Aktin Antikorper
18 4x5 PBS
19 20 MM HRP Polymer
20 3x5 PBS
21 1-4 Vector Vip. Substrat Kit
22 5 Leitungswasser
23 2x5 PBS
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24 20 10 % BSA

25 3x5 PBS

26 20 2.5 % normal Horse Serum
27 30 vWF Antikorper bei 38 °C
28 4x5 PBS

29 30 Anti-Rabbit Immunglobuline
30 4x5 PBS

31 1-40 s DAB Substrat Kit

32 5 Leitungswasser

33 2 Methylgriin

34 1 Aqua dest.

35 30s Ethanol 96 %

36 30s Ethanol 96 %

37 30s Isopropylalkohol 99,8 %
38 30s Isopropylalkohol 99,8 %
39 2 Xylol

40 2 Xylol

41 2 Xylol

42 Eindecken mit Pertex/Corbit

Tabelle 2-8: Protokoll der doppelten Immunfarbung von a-Aktin und vWF (iibernommen von der
laboreigenen Arbeitsgruppe)

Zusammensetzung der phosphatgepufferten Salzlosung (PBS):

- 8 gNaCl

- 200 mg KCL

- 1150 mg Na;HPO4 x 2 H,O
- 200 mg KH4PO4

- 11Aqua dest.

- pH auf 7,4 einstellen

Die Muskularisierung wurde bei doppelt immungefdrbten Préparaten in zufilliger
Reihenfolge und verblindet am Lichtmikroskop mithilfe des Programms Leica QWin und
des Makros fiir die Muskularisierung ausgewertet. Unterm 40x Objektiv wurden Geféalle
ausgewdhlt und das Lumen, falls notig, mit Weil iberdeckt. Nachdem die Software das
Gefal3 erkannt hatte, wurde der muskularisierte Anteil, die durch die a-Aktin-Farbung lila

gefarbt wurde, markiert. Hierbei wurden 80 kleine (20-70 um) Gefédlle und 15 (70-150
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um) mittlere GefdBe gemessen. Der Muskularisierungsgrad wurde als Verhéltnis

prozentual angegeben. Alle Daten wurden in Excel tiberfiihrt und gespeichert.

2.2.2 Proteinanalyse

2.2.2.1 Proteinextraktion aus Lungengewebe und Konzentrationsmessung

Um die Proteine aus den Geweben zu isolieren, wurden ca. 30 mg Lungenproben
(gefroren bei -80 °C) zu 150 ul Cell Lysis Puffer in 2 ml Mikro-Schraubréhren gegeben.
Der Lysepuffer wurde =zuvor flinffach verdinnt und mit 100 mM
Phenylmethansulfonylfluorid im Verhiltnis 1:1000 versetzt. Anschlieend wurden ca. 10
Keramikkiigelchen zu jedem Rohrchen hinzugefiigt. Um moglichst vollstindig die
Gewebestruktur zu zerstdren, wurden die Proben fiir 30 Sekunden bei 6800 Umdrehungen
pro Minute im Homogenisator geschiittelt. Nach fiinf mintitigem Ruhen auf Eis, wurden
die Proben fiinf Minuten lang bei 15000 rpm (21382 RCF) und 4 °C zentrifugiert, sodass
ein Pellet entstand. Der Uberstand mit den Proteinen wurde in ein 1,5 ml Reagiergefif
tiberfiihrt und die Reste verworfen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe des
DC™ Protein Assay Kit von Bio-Rad, welches dhnlich wie die Methode nach Lowry
funktioniert [141]. Auf einer 96-Well Platte wurden die Proben in zehnfacher
Verdiinnung pipettiert und gemél dem Protokoll des Herstellers mit den Reagenzien

versetzt. Als Referenz wurden folgende Proteinstandards (BSA) verwendet:

So=Lysepuffer S1=0,128 ng/ul
S>=0,258 pg/ul S3=0,515 pg/ul
S4=1,028 pg/ul S5=2,056 pg/ul

Falls die Blaufarbung der Probe intensiver wirkte als Ss, so wurde die Vorbereitung mit
einer 20fach verdiinnten Probe wiederholt. Die Blaufarbung/Extinktion wurde bei 630
nm im Elisa Reader gemessen und anhand der Standardproteine in Konzentration

umgerechnet.

2.2.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um die Proteine nach ihrer Gréf3e in kDa auftrennen zu konnen, wurden die Proteine mit
Lithiumdodecylsulfat versetzt, sodass alle Proteine negativ geladen waren. Alle Proben

wurden zunichst mit Limmli-Puffer auf eine einheitliche Konzentration gebracht und mit
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vierfacher LDS-Losung (4x Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad) und Mercaptoethanol
vermischt. Nach zehnminiitigem Erhitzen auf 99 °C wurde das Kondenswasser
herunterzentrifugiert und 20 pl der Probe in ein 12%iges Acrylamid-Gel, welches
mithilfe des TGX-Stainfree Fastcast Kits von Bio-Rad gegossen wurde, pipettiert. Als
Marker wurde 2,5 pl des Precision Plus Protein™ Dual Color Standards von Bio-Rad
verwendet. Die Elektrophorese erfolgte anschlieSend bei 100 V, 400 mA und 150 W fiir

90 min im Lammli-Puffer.
Zusammensetzung des Lammli-Puffers (zehnfach konzentriert):

- Tris, 250 mM, 30,28 g pro Liter
- Glycin, 1,9 M, 144 g pro Liter

- SDS, 1 %, 10 g pro Liter

- Mit Wasser auf 1 Liter auffiillen

2.2.2.3 Western Blot

Um die Proteine vom Acrylamid-Gel auf eine PVDF Filtermembran (5,5 cm x 8,5 cm)
zu lbertragen, wurde die Semi-Dry Transfer Methode angewendet. Nachdem die
Filtermembran in Methanol fiir eine Sekunde aktiviert wurde, wurde sie unter das
Acrylamid-Gel gelegt und jeweils zwischen drei Schichten in Transfer-Puffer getrénktes
Blot-Papier platziert, welches auf einer Semi-dry Transferzelle gelegt wurde. Der
Transfervorgang geschah bei 20 V, 300 mA und 150 W fiir eine Stunde. Die
Filtermembran wurde anschlieBend in 5%ige Milch fiir eine Stunde inkubiert, um

unspezifische Bindungsstellen zu blocken.
Zusammensetzung des Semi-Dry-Transfer-Puffers:

- Tris, 11,6 g

- Glycin, 5,8 g

- SDS, 20 %, 3,7 ml

- Methanol, 400 ml

- Mit Wasser auf 2 Liter auffiillen

Zusammensetzung des Waschpuffers (zehnfache Konzentration):

- Tris, 2423 g
- NaCl, 1,5M, 87,66 g
- 11Aqua dest.
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- pHauf 7,5 einstellen
- Einfache Konzentration mit 1 ml/l Tween versetzen

Zusammensetzung der 5%igen Milch:

- 5 g Milchpulver in 100 ml Waschpuffer

2.2.2.4 Inkubation mit Antikorper und Bildgebung

Geblottete Membranen wurden iiber Nacht in der primiren Antikorper-Losung bei 4 °C
und nach mehrmaligem Waschen in Waschpuffer, fiir eine Stunde im Sekundarantikorper
inkubiert. Der sekundire Antikorper ist an eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Nach
weiterem Waschen wurden die Membranen mit einer Enhanced chemiluminescence
(ECL) — Substrat, welches Luminol-haltig ist und Substrat der Peroxidase ist, versetzt.
Nach fiinf Minuten Inkubationszeit wurde bei 428 nm ein Bild der Membran mit dem

ChemiDoc XRS+ Imager und der Software Image Lab geschossen.

2.2.2.5 Strippen der Membranen

Um die PVDF-Membran vom benutzten Antikorper zu befreien, wird sie in einer
Stripping-Losung fiir eine Stunde gelegt. Nach mehreren Waschschritten kann die

Membran erneut mit Antikdrpern inkubiert werden.
Zusammensetzung der Stripping-Losung:

- 90 ml Aqua dest.
- 10 ml Glycin
- 2ml37 % HCL

2.2.3 DNA-Microarray Analyse

2.2.3.1 Anfertigen von Kryoschnitten der Lungen, Lasermikrodissektion,
RNA-Isolation und Single Primer Isothermal Amplification (SPIA)

In Tissue-Tek® O.C.T™ compound eingebettete Lungenstiicke wurden mit derselben
Substanz an einem Kryostat-Stempel befestigt und bei -20 °C in 8 um dicke Schichten
geschnitten und auf eine Glasplatte mit einer PEN-Membran gezogen. Anschlieend

wurden die Platten nach folgendem Protokoll mit Himalaun geférbt:
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- 40 s in Hamalaun (Hdmalaun-Wasser 4:6)
- 10 s in Leitungswasser

- 2x10 s in 70%ige Ethanol

- 2x10 s in 96%ige Ethanol

- 2x10s1in 99,6%ige Ethanol

Héamalaun gefdrbte Lungen wurden im Mikroskop fiir die Mikrodissektion eingespannt
und luftgetrocknet. Mit Hilfe eines Lasers (FTSS 355-50 CryLaS, Berlin) wurden jeweils
40 intrapulmonale Arterien und 15 Septenareale herausgeschnitten, die in 0,5 ml
Reagiergefdle mit 300 ul RLT-Puffer isoliert gesammelt wurden. Nach dem Vortexen
und Zentrifugieren wurden die Proben in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
Aufreinigung bei -80 °C autbewahrt. Die Aufreinigung der RNAs wurde mit dem RNeasy
Micro Kit von Qiagen nach Hersteller-Protokoll durchgefiihrt, sodass 15 pl geldste und
aufgereinigte RNA Losung produziert wurde. Da die Menge der RNA aus den
Dissektaten fiir eine Mikroarray Analyse nicht ausreichte, wurde eine Amplifikation und
cDNA Umschrift nach der SPIA-Methode durchgefiihrt. Dabei wurden chimére
DNA/RNA-Primer und eine Reverse Transkriptase verwendet, die in zwei Schritten eine
doppelstringige cDNA synthetisierten. Mit Hilfe einer RNase H wird der RNA-haltige
Kopf abgespalten, sodass eine neue Primer-Sequenz binden konnte. Hierdurch war eine

lineare Amplifikation ohne Sittigung mdoglich.

2.2.3.2 DNA-Mikroarray

Um die Gen-Analyse durchzufiihren, wurden die amplifizierten und umgeschriebenen
Proben mit Cy3 oder Cy5 markiert. Gemél Herstellerangaben wurden die Mikroarrays
pipettiert und inkubiert. Mit Hilfe eines Scanners wurden die Platten in hoher Auflésung
fotografiert und die Intensitét der Signalpunkte mit der Software Mapix von Innopsys
ausgewertet. Ein starkes Signal entspricht einer grolen Menge des Farbstoffes, was einer

groen Menge cDNA entspricht.

Die Auswertung und die grafische Darstellung der Daten wurden freundlicherweise von
Dr. Jochen Wilhelm von der Justus-Liebig-Universitidt GieBen durchgefiihrt. Pathway-
Analysen bzw. Gen-Set Tests griffen auf die ,,Kyofo Encyclopedia of Genes and
Genomes* Datenbank zuriick, wéhrend die Datenbank mirTargets und tfTargets als

Referenz fiir die miRNA bzw. Transkriptionsfaktoren benutzt wurden. Um die Gruppen
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»» W Tkein Rauch®, 5, WTRauch™, 5, NOXO 1Rauch, kein Tam' Und ,,NOXO1Rauch, Tam™ zu vergleichen,
wurden drei Vergleiche gemacht. Erster Vergleich (SE) wurde zwischen ,,WTrauch* und
»WTkein Rauch®™ gezogen, um den Effekt der Rauchexposition (smoke exposure) zu
untersuchen. Zweiter Vergleich (KO) wurde zwischen ,,NoxOlRrauch, kein Tam™ und
»WTRaueh™ gezogen, um Effekte der LoxP-Cre Methode zu untersuchen. Dritter Vergleich
(Tx) wurde zwischen ,,NoxO1Rauch, Tam™ und ,,NOXO 1 Rauch, kein Tam'* gezogen, um Effekte
des Knockouts durch Gabe von Tamoxifen zu untersuchen. Weitere Gruppenvergleiche

siche Ergebnisteil.

2.2.4 RNA-Analyse

2.2.4.1 RNA-Lyse aus Lungengewebe und RNA-Aufreinigung

Um RNA zu gewinnen, wurden ca. 30 mg Lungengewebe (gefroren bei -80 °C) zu 350
ul RLT-Puffer (Qiagen, Hilden, Deutschland) in 2 ml Mikro-Schraubréhren gegeben.
Jeder Milliliter RLT-Puffer wurde zunédchst mit 10 ul Mercaptoethanol versetzt.
AnschlieBend erfolgte das Homogenisieren und Zentrifugieren der Proben dhnlich wie
die Proteinextraktion (siche Kap. 2.2.2.1). Die RNA wurden mit Hilfe des RNeasy Mini
Kits aufgereinigt. Dabei wurden 300 pl 70%igen Ethanol und 300 pl des
Homogenisatiiberstands, in eine Mini-Spinsdule gegeben und bei 10000 rpm und
Raumtemperatur fiir 15 s zentrifugiert. Nachdem Austauschen des Auffanggefifles
wurden die Proben mit 700 ul RWI1-Puffer versetzt und wie im vorherigen Schritt
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde mit 500 ul RPE-Puffer zweimal wiederholt. Nach
einem zweiminiitigen Zentrifugieren wurden die Sdulen bei 12000 rpm fiir eine Minute
nochmals zentrifugiert. Um die aufgereinigte RNA in Losung zu bringen, wurden 35 pl
destilliertem & RNase-freiem Wasser in die Sdulen gegeben und eine Minute lang

zentrifugiert.

2.2.4.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Um die RNA-Konzentration der Proben zu bestimmen, wurde die Extinktion mittels
Photometer bei einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm gemessen. 260 nm entspricht
dem Absorptionsmaximum von DNA & RNA und 280 nm von Proteinen, sodass ein

Quotient von Azeso/A280 > 2 fiir eine RNA-Isolation nahezu frei von Protein-
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Kontaminationen deutet. Ein Extinktionsquotient von 1 entspricht bei einer unverdiinnten

Probe 40 ng/ul RNA, sodass die Konzentration daraus berechnet werden konnte.

2.2.4.3 cDNA-Umschrift

Alle Proben wurden auf eine RNA-Konzentration von 50 ng/ul verdiinnt. Zu 15 pl
verdiinnter Probe wurden 4 pl 5x iScript reaction mix und 1 pl Reversetranskriptase
hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die RNA im Thermocycler umgeschrieben. Die
Umschrift erfolgte nach folgendem Temperaturzyklus:

- 5min25°C-30min42 °C -5 min 85 °C -4 °C

2.2.4.4 Quantitative Echtzeit-PCR und ihre Auswertung

Auf einer 96-Well Platte wurde jede Probe doppelt aufgetragen. Zu 1 ul cDNA wurden 5
ul SYBR-Losung, 3,5 ul DNase freies Wasser und 0,5 pl Primergemisch, welches sich
aus einem Zehntel Vorwértsprimer, einem Zehntel Riickwirtsprimer und acht Zehntel
Wasser zusammensetzt, hinzugefiigt. Jede Platte enthielt Primer fiir ein Referenzgen,
womit eine relative Quantifizierung moglich war. Nachdem die Platte versiegelt und
zentrifugiert wurde, wurde sie in einem Real Time PCR Cycler gegeben. Das Protokoll
enthilt 39 Zyklen mit einer anschlieBenden Schmelzkurvenmessung, die die Spezifitit

des DNA-Produkts bestimmt.

Start 95 °C
ls 95 °C
ls 59°C
5s 72 °C

39 Zyklen der oberen drei Schritte

AnschlieBend Schmelzkurvenanalyse

Tabelle 2-9: Protokoll der Real Time PCR Zyklen. Die Zeiten gelten ab Erreichen der jeweiligen
Temperatur.

Die Differenz ACt zwischen Referenz und Zielgen errechnete sich wie folgt:

ACt = Ct(Referenz) — Ct(Zielgen)
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2.2.4.5 Verifizierung der PCR Ergebnisse mit Hilfe der DNA-

Gelelektrophorese

Bei jeder Real Time PCR Platte wurden stichprobenartig DNA-Produktgrof8en mit einer
Gelelektrophorese iiberpriift. Dabei wurden zundchst 1,5%ige Agarose Gele im TAE-
Puffer angefertigt. Jedes Gel enthielt 2 pl SYBR safe DNA gel stain. 10 pl Probe wurden
gemeinsam mit 2 pl Loading Dye auf das Gel aufgetragen und als Marker dienten 3 ul
DNA 100 plus ladder. Die Elektrophorese passierte bei Einstellungen von 120 V, 100 W
und 120 mA fiir 40 min. Um die Anzahl der Basenpaare zu bestimmen wurden mit dem
Imager ChemiDoc XRS+ Bilder der Gele geschossen und mit Hilfe der Software Image

Lab von Bio-Rad ausgewertet.
Zusammensetzung des TAE-Puffers (50fache Konzentration, pH=8):

- 242 g Tris
- 57 ml Essigséure

- 100 ml EDTA (14,6 g)

2.2.5 Statistische Analyse

Alle statistischen Analysen wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 6
durchgefiihrt. Bei Vergleich von mehreren Gruppen wurde eine Two-Way-ANOVA
durchgefiihrt. Bei Vergleichen von Wildtypen, die lediglich der Referenz dienen, wurde
der T-Test angewendet. Ergebnisse wurden als Mittelwert mit ihrem Standardfehler
abgebildet. In allen Analysen wurde das Signifikanzniveau auf 5 % festgesetzt. Statistisch
signifikante Ergebnisse wurden mit ,,** markiert, wobei * = p<0,05; ** = p<0,001 und
*#% = p<0,0001. Da im folgenden Versuchsgruppen verglichen werden, die sich stets in
zwei Parametern unterscheiden (Rauchexposition durchgefiihrt/ nicht durchgefiihrt und
Knockout induziert und nicht induziert) wird zur statistischen Analyse die Interaktion der
zwel Parameter berechnet. Der Effekt der Reversibilitdt bedarf im Vorfeld eine
durchgefiihrte Rauchexposition und anschlieBender Knockoutinduktion, sodass solitér
die Interaktion der Parameter den Effekt zeigen. Effekte, die lediglich nur auf die
Rauchexposition oder auf die KO-Induktion zuriickzufiihren sind, werden gesondert

erwahnt.
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3 Ergebnisse

3.1 Histologische Validierung der Lungen-
Regeneration durch post-Rauch-induzierte
NoxO1-Defizienz

Wie bereits in Kapitel 1.3.4 beschrieben, zeigten vorrausgegangene in vivo
Lungenfunktionstests Anzeichen einer vaskuldren und alveoldren Regeneration nach
Tamoxifen-induzierter NoxO1-KO-Induktion und vorheriger Rauchexposition. Die
Regeneration galt es durch histologische Quantifizierung zu verifizieren und zu
visualisieren. Sowohl das Ausmall des Lungenemphysems als auch die

GefiaBlveranderungen wurden histologisch untersucht.

3.1.1 Emphysemrickbildung in NoxO1-defizienten Mausen

Um das rauchinduzierte Lungenemphysem zu quantifizieren, wurden der prozentuale
Luftanteil (A4irspace), der durchschnittliche intraalveoldre Abstand (Mean linear
intercept, MLI) und die Septumdicke anhand von HE-gefirbten Lungenschnitten
gemessen. Hohe Werte in Airspace und MLI und niedrige Werte in der Septumdicke
sprechen fiir ein Emphysem. Wie in der Abbildung 3-1 zu sehen, weisen Mause ohne
Tamoxifen-induzierte NoxO1-KO-Induktion, genauso wie die Wildtypen, nach
Rauchexposition emphysematische Verdnderungen auf. Diese sind sichtbar anhand des
Luftanteils, des MLIs und der Septumdicke. NoxO1-KO-Induktion nach 8-monatige
Zigarettenrauch Exposition und anschlieBender Regenerationsphase bewirken eine
Riickbildung der emphysematischen Verdnderungen (Abb. 3-1 A). Ebenfalls ergab die
Luftanteilmessung eine signifikante Interaktion (p = 0,02) zwischen Rauchexposition und
NoxO1-KO-Induktion (Abb. 3-1 A). Ahnliche Ergebnisse waren ebenfalls in der
Septumdickenmessung und in der Messung der alveoldren Septenabstand ersichtlich.

Jedoch hierbei ohne eine signifikante Interaktion (Abb. 3-1 B,C).
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Abbildung 3-1: Messdaten der Alveolarmorphometrie von Wildtyp- und NoxOl Knockout-fahigen
Mausen, jeweils mit und ohne Zigarettenrauchexposition. Bei der Hélfte der NoxO1 Cre Miuse wurde ein
Knockout post-Rauchexposition durch Tamoxifengabe induziert. Es wurden hierfiir Lungenschnitte in
Héamatoxylin-Eosin-Farbung untersucht. ,,0“ stellen Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar,
stattdessen erfolgten hierbei eine 11-monatige Raumluftexposition, wobei nach 8 Monaten ggf. eine
NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifengabe erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt waren alle Méuse 11
Monate alt. Die Interaktion stellt hierbei die Effekte der Regeneration dar, welches sich aus den Parametern
,Rauchexposition* und anschliefender ,,KO-Induktion* zusammensetzt. n=7-9. A) Alveoldrer Luftanteil
(dirspace). B) Durchschnittliche Septumdicke. C) Mittlerer Alveolenseptenabstand (mean linear intercept).

3.1.2 Regeneration in Wandstarke und Muskularisierungsgrad
der LungengefaRe bei NoxO1-defizienten Mausen nach
vorher bestehender pulmonaler Hypertonie

Um rauchinduzierte vaskuldre Verdnderungen zu quantifizieren, wurden bei kleinen

Gefiflen (20-70 pm im Durchmesser) und mittelgroBen Gefden (70-150 pm im

Durchmesser) die durchschnittliche Dicke und der prozentuale Muskularisierungsgrad

der GefdBwand gemessen. Eine erhohte Dicke und ein hoherer Muskularisierungsanteil

spiegelten eine pathologische Verdnderung auf Grund des Rauches wider

(Intimahyperplasie, vermehrte Tunica media Muskularisierung). Mausgruppen ohne

NoxO1-KO-Induktion entwickelten nach der Rauchexposition, wie WT Kontrollgruppen,

dickere GefaBBwénde (Abb. 3-2), die ihrerseits vermehrt muskularisiert waren (Abb. 3-3).

Diese Verdnderung war besonders in kleinen Gefédfen sichtbar, wohingegen mittelgrof3e

Gefdfle lediglich Tendenzen einer solchen Verdnderung zeigten. NoxOl-depletierte
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Gruppen zeigten eine Riickbildung der Wanddicke und Muskularisierung, welche
signifikant in Gefden der GroBe 20-70 um war (p=0,006). In mittelgroBen Gefdllen war
ebenfalls die Riickbildung zu erkennen, allerdings wurde diese durch die grofere
physiologische Streuung der Messergebnisse liberlagert (Abb. 3-3 B). Abbildung 3-2 C
und Abbildung 3-2 C zeigen vier reprisentative histologische Ausschnitte mit jeweils
einer GefdBdarstellung, wobei die rauchexponierte Wildtypgruppe und die
rauchexponierte NoxO1-Gruppe ohne Tamoxifen induziertem Knockout sichtbar dickere

GefalBwinde mit einer dickeren und kréftigeren Muskelschicht aufweisen.

>

-o- - Tamoxifen

/ -= + Tamoxifen
1
-

Interaction p=0,22

-]
1

-o- - Tamoxifen
-# + Tamoxifen

w
1

70-150 pm GefdRe
T i

21 " Interaction p=0,006
1 r 1 2- r 1 r 1
8+3 0 8+3 Smoke 0 8+3 0 8+3

WT NOXO1 cre WT NOXO1 cre

Mittlere Wandstérke (pm) o

Mittlere Wandstérke (pm)
20-70 um GefdRe

S

3
<)
=
o
o

N 0X01Rauch, Tam

=
.
»
N
3

Abbildung 3-2: Untersuchung der mittleren Wandstirke der pulmonalen Gefifle nach Rauchexposition in
WT, NoxO1-Knockout nicht-induzierten und induzierten Mausgruppen. Hierfiir wurden Lungenschnitte in
Elastika-van-Gieson-Farbung untersucht. ,,0 stellen Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar,
stattdessen erfolgten hierbei eine 11-monatige Raumluftexposition, wobei nach 8 Monaten ggf. eine
NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifengabe erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt waren alle Méuse 11
Monate alt. n=5. A) Gefae zwischen 20-70 um im Innendurchmesser. B) Geféfle zwischen 70-150 um im
Innendurchmesser. C) Exemplarische Bilder zur Visualisierung.
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Abbildung 3-3: Untersuchung des Muskularisierungsgrades der pulmonalen Gefia3e nach Rauchexposition
in WT, NoxO 1-Knockout nicht-induzierten und induzierten Mausgruppen. Hierfiir wurden Lungenschnitte
mit Antikérpern gegen o-Aktin und von-Willebrand-Faktor gefiarbt und untersucht. ,,0° stellen
Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten hierbei eine 11-monatige
Raumluftexposition, wobei nach 8§ Monaten ggf. eine NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifengabe
erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt waren alle Mause 11 Monate alt. n=5. A) Gefdle zwischen 20-70
pm im Innendurchmesser. B) Gefdfle zwischen 70-150 um im Innendurchmesser. C) Exemplarische Bilder
zur Visualisierung.

3.2 Untersuchung der NoxO1 Protein- und mRNA-
Menge nach KO-Induktion

Abbildung 3-4 zeigt, dass die NoxOl Proteinmenge durch Rauchexposition in
Mausgruppen mit LoxP-flankierten NoxO1-Gen stark zunimmt, wihrend in
Mausgruppen, welche nach achtmonatiger Rauchexposition und anschlieBender
Tamoxifen-induziertem NoxO1-Knockout im Westerblot keine NoxOl Proteine

nachweisbar waren.).
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Abbildung 3-4: Quantitative Proteinanalyse von Lungenhomogenat von NoxO1 mittels Western Blot,
als Referenzstandard wurde B-Aktin verwendet. Es wurden Mausgruppen mit LoxP-flankiertem
NoxO1-Gen verwendet (,,NoxO1%). ,nosmoke* Mausgruppen stellen Gruppen ohne
Zigarettenrauchexposition  dar. Zudem  wurden  Mausgruppen  nach 8-monatiger
Zigarettenrauchexposition mit und ohne anschlieBender Tamoxifengabe untersucht (NoxO1 smoke &
NoxO1l smoke +T). Als Kontrollgruppe ,K“ wurde ecine konstitutionell NoxOl-defiziente
Mausgruppe verwendet. Bilder des kompletten Westerblots im Anhang. Analyse durchgefiihrt durch
S.Hadzic. n=4.

3.3 Untersuchung der molekularen Regenerations-
Vorgange

3.3.1 Veranderung der Proteinexpression von Nitrotyrosin,
MMP9, TIMP3 und FGF10 nach Tamoxifen-induzierter
NoxO1-Defizienz

Um Effekte des Zigarettenrauchs und der NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifen auf die

Proteinexpression zu untersuchen, wurden mittels Western Blot Technik ausgewéhlte

Proteine analysiert. Nitrotyrosin, als Produkt des oxidativen Stresses, kann Hinweise auf

eine vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) geben, die mit einer

Schéadigung der Lunge einhergehen. Es entsteht aus der Reaktion von Peroxynitrit und

Tyrosinresten von Proteinen [142]. Aus Abbildung 3-5 A ist ersichtlich, dass keine

signifikante Verdnderung der Nitrotyrosinmenge im WT nach Rauchexposition und

anschlieBender Erholungsphase erkennbar ist. Nach post-Rauch NoxO1-KO-Induktion

lieBen sich hohere Nitrotyrosinwerte messen.

MMP9 und TIMP3, die entziindungsassoziiert reguliert werden und mit
Gewebszerstorung bzw. der Gegenregulation der Gewebsdestruktion einhergehen,
gestatten einen Einblick in die stattgefundene Lungendestruktion. Sowohl im WT, als
auch in NoxO1-KO Maiusen sind post-Rauch keine signifikante Verdnderung zu
detektieren, jedoch bewirkte die Tamoxifen induzierte NoxO1-KO in Raumluft und
Rauch exponierte Mausgruppen deutlich niedrigere MMP9 Mengen als in WT Méusen
(Abb. 3-5. B,E). Abbildung 3-5 C und F zeigen die TIMP3 Expression in WT und NoxO1-
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KO Gruppen. Bei dhnlichem Ausgangswert der Raumluft exponierten Kontrollgruppen
zeigen sowohl WT als auch NoxOI1-KO Gruppen eine rauchbedingte Senkung der

Proteinmenge, jedoch ist diese in NoxO1-KO Gruppen milder ausgepragt.

FGF10 ist ein wichtiges Protein fiir die embryonale Lungenentwicklung und -reifung
[143] und stellt, aus Vorarbeiten des Labors ersichtlich, ein potentielles Zielprotein der
Lungenregeneration nach NoxOl-Defizienz dar. Rauchexposition bewirkte in WT
tendenziell eine Steigerung der Menge von FGF10 (Abb. 3-5 D, G). In Gruppen ohne
NoxO1 sank die Menge des Proteins nach Zigarettenrauch signifikant ab, bei in Vergleich

zum WT hohem Ausgangswert.

Insgesamt wurden bei allen Western Blots Proteinanalysen die Interaktion zwischen
Wildtypgruppen und NoxO1-KO induzierte Mausgruppen mit und ohne 8-monatige
Zigarettenrauchexposition untersucht. Eine Analyse der Mausgruppen mit LoxP-
Flankierung und vorhandener Cre-Rekombinase ohne KO-Induktion fand hierbei nicht

statt. Originalbilder der benutzen Western Blots sind in Kapitel 11 angehingt.
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Abbildung 3-5: Quantitative Proteinanalyse von Lungenhomogenat mittels Western Blot, als
Referenzstandard wurde B-Aktin verwendet. Es wurden WT und post-Rauch NoxO1 defiziente Gruppen
untersucht, jeweils nach Rauchluft- und 8-monatiger Zigarettenrauchexposition. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurden alle Gruppen in Relation zur WT-Gruppe ohne Rauchexposition gesetzt. ,,0
stellen Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten hierbei eine 11-monatige
Raumluftexposition, wobei nach 8 Monaten ggf. eine NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifengabe
erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt waren alle Méuse 11 Monate alt. n=6. A) relative
Nitrotyrosinmenge. B,E) Relative MMP9-Menge und exemplarischer Blot. C,F) Relative TIMP3-Menge
und exemplarischer Blot. D,G) Relative FGF10-Menge und exemplarischer Blot.

3.3.2 Genexpressionistischer Effekt der Lungenregeneration
durch NoxO1-Defizienz

3.3.2.1 Effekte der NoxO1-KO-Induktion auf spezifische RNA-Sequenzen im
Homogenat

Da in vivo auf mRNA Ebene eine Vielzahl an Regulationsmechanismen greifen, ist es flir
die Fragestellung interessant, in welcher Menge spezifische RNAs exprimiert werden. Es
ist zu beachten, dass die alleinige Menge einer RNA lediglich Hinweise auf die
Proteinregulation liefern kann und posttranslationale Veranderungen ebenso die Funktion
beeinflussen konnen. Héaufig korrelieren aber mRNA und Proteinregulation, sodass die
Regulation bestimmter mRNA Gruppen Hinweise iiber Entziindungsstatus (Cd68, Csf2,
Tir4), Zellproliferation (Cdk2, Ccnal, Fgfl0, Kgf, Hhip), Apoptose (Bax),
Transkriptionsaktivitit (Hdac2, Kansll), extrazelluldre Verdnderungen (Mmp9, Mmp12,
Timp3, Spp1) und Ausmall des oxidativen Stresses (Nox1, Gp91, Sodl, Sod2, Hol) in den
Lungen gibt. Da die Lox-Flankierung des NoxO1-Gens eine Manipulation des Genoms
darstellt, konnten Verdnderungen der Genexpression bereits hierdurch erfolgen. Durch
Untersuchung der Kontrollgruppen ,,NoxO1 ctrl* und ,,NoxO1 smoke®, die beide keine
Cre induzierten NoxO1-KO aufweisen, ist es moglich, die Effekte der solitiren Knockout-
Féahigkeit von denen des eigentlichen Knockouts zu unterscheiden. Die Knockout-

Féhigkeit bezieht sich hierbei auf das Vorhandensein der LoxP-Flankierung von NoxO1
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und der inaktiven Estrogenrezeptor-gekoppelten Cre-Rekombinase in C57BL/6 Mausen.
Wenn die Genexpression von Gruppen ohne Tamoxifen-Induktion sich dhnlich verhalten,
wie Gruppen mit Induktion und beide sich stark von WT Gruppen unterscheiden, spricht
es flir Effekte der Knockout-Féahigkeit der Lox-Cre-Méuse. In der Tat ist dies bei einer
Vielzahl von Targets zu beobachten (Abb. 3-6 C, 3-7 C, 3-9 D).

Gemil der Funktion der korrespondierenden Proteine, wurden die Targets in Gruppen
eingeteilt. Die Gruppe ,,Extrazelluldre Matrix“ enthielt Mmp9, Mmpi12, den MMP-
Inhibitor Timp3 und Sppl. Entgegen der im Kapitel 3.3.1 beschriebenen post-Rauch
steigenden Proteinmenge von MMP9 in WT, wurde Mmp9 auf mRNA-Ebene im WT
signifikant herunterreguliert. Trotz der gleichbleibenden Proteinexpression von MMP9 in
NoxO1-KO Gruppen nach Rauchexposition, erfolgte fir Mmp9 eine signifikante
Hochregulation durch Knockout-Induktion und Rauchexposition (p=0,001). Mmpi2
zeigte keine signifikante Verdnderung im WT durch Rauchexposition. Ebenfalls sind
Veridnderungen der mRNA-Menge in NoxO1-KO Gruppen marginal (Abb. 3-6 B ).
Timp3 zeigte, wie auf Proteinebene (Abb. 3-6 C), eine Herunterregulation post-Rauch im
WT. Jedoch spiegeln die dhnlichen Verldufe der NoxO1-KO induzierten und nicht-
induzierten Gruppen Effekte der Genmanipulation der Mause vor Tamoxifengabe und
Rauchexposition wider. Post-Rauch fand sich in beiden Gruppen eine Hochregulation der
mRNA (Abb. 3-6 C). Die klinisch in COPD-Patienten festgestellte massive Erh6hung der
Osteopontin-Proteinmenge im Sputum, als Schliisselprotein der Pathogenese, trat auf
mRNA Ebene im Lungengewebe von Méusen nicht auf. Fiir Spp/ (Osteopontin mRNA)
zeigte sich keine Regulation nach Rauchexposition oder Knockout-Induktion (Abb. 3-6
D)
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Abbildung 3-6: Relative Genexpressionsmenge anhand des cycle threshold Wertes (Ct) der Gene der
Gruppe ,Extrazellulire Matrix®. Interaktionsanalyse zwischen NoxO1-KO induzierten und nicht-
induzierten Gruppen. ,,0° stellen Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten
hierbei eine 11-monatige Raumluftexposition, wobei nach 8 Monaten ggf. eine NoxO1-KO-Induktion
durch Tamoxifengabe erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt waren alle Mause 11 Monate alt. n=3.

Fiir die Gruppe ,,Immunologie* wurden Cd68, Csf2 und Tir4 ausgewéhlt. Cd68 ist
spezifisch exprimiert in Monozyten und ihre mRNA-Regulation kann auf eine vermehrte
Entziindungsreaktion hinweisen. Im WT stieg die mRNA-Menge post-Rauch an, jedoch
zeigte sich keine Cd68-Reduktion durch KO-Induktion nach dem Rauchen. Vielmehr
stieg die mRNA-Menge tendenziell eher an, wihrend ohne KO-Induktion die mRNA-
Menge tendenziell sank (Abb. 3-7 A). Der Granulozyten-Monozyten-Kolonie-
stimulierende Faktor (kurz GM-CSF), als Produkt des Gens Csf2, fordert die
Granulozyten- und Monozytendifferenzierung. Im Rahmen einer inflammatorischen
Reaktion werden vermehrt Granulozyten und Monozyten gebildet, sodass es interessant
ist die GM-CSF Regulation zu untersuchen. In WT Gruppen konnten im Versuch keine
Regulationsunterschiede festgestellt werden. Durch NoxO1 Knockout stieg die mRNA-
Menge post-Rauch weniger stark an als im Vergleich zu Gruppen ohne Knockout-
Induktion (p=0,09) (Abb.3-7 B). Toll-like-receptor 4 (TLR4) als transmembrandses
Protein  aktiviert nach  Ligandenbindung  intrazellulire = inflammatorische

Zytokinproduktion. Als Ligand dienen Lipopolysaccharide (Bestandteil vieler
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gramnegativer Bakterien) und virale Proteinstrukturen, aber auch endogene Proteine, wie
das heat-shock-protein [144, 145]. So wird das T/r4-Gen im WT nach dem Rauchen
signifikant herunterreguliert, wéhrend durch die Knockout-Fahigkeit sowohl KO-
induzierte als auch KO-nicht-induzierte Gruppen nach der Rauchexposition einen
Anstieg der Tlr4-mRNA-Menge erfuhren (p=0,02, nicht in Abb.) (Abb.3-7 C). Ebenfalls
stieg hierbei durch die KO-Induktion die mRNA-Menge signifikant an (p=0,002).
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Abbildung 3-7: Relative Genexpressionsmenge anhand des cycle threshold Wertes (Ct) der Gene der
Gruppe ,Jmmunologie®. Interaktionsanalyse zwischen NoxO1-KO induzierten und nicht-induzierten
Gruppen. ,,0“ stellen Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten hierbei eine
11-monatige Raumluftexposition, wobei nach 8 Monaten ggf. eine NoxOI1-KO-Induktion durch
Tamoxifengabe erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt waren alle Mause 11 Monate alt. n=3.

mRNAs der Gruppe “DNA-Aktivitit® beinhalten Gene fiir Hdac2 und Kansll. Die
Histondeacetylase 2 (HDAC2) entfernt Acetylgruppen von acetylierten Lysinen in
Histonen, wodurch die Bindung des Histons an die DNA verstéirkt und die Transkription
herunterreguliert wird [78]. Quantitative PCR konnte keine post-Rauch Verdanderung der
Hdac2 mRNA-Menge feststellen, ebenso wenig bei KO-nicht-induzierten Gruppen.
Durch NoxO1-KO-Induktion und Rauchexposition konnte eine verminderte Hdac2

mRNA-Menge festgestellt werden (p=0,15) (Abb. 3-8 A). KATS regulatory NSL complex
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subunit 1 Gen (Kansll Gen) kodiert ein nukleares Protein, welches als Teil des non
specific lethal Komplexes (NSL Komplex) zur Histonacetylierung beitrédgt und somit die
DNA-Transkription fordert. Im WT konnte hierbei keine signifikante Regulation der
mRNA-Menge post-Rauch festgestellt werden. Wéhrend vor allem durch NoxO1-KO-
Induktion Kansl1 hochreguliert wurde (Abb. 3-8 B).

A HDAC2 n=5 B KANSL1
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% 6 -7 .\A )
45 ¥ -8-
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WT NOXO1 cre WT NOXO1 cre

Abbildung 3-8: Relative Genexpressionsmenge anhand des cycle threshold Wertes (Ct) der Gene der
Gruppe ,,DNA-Aktivitdt™. Interaktionsanalyse zwischen NoxO1-KO induzierten und nicht-induzierten
Gruppen. ,,0“ stellen Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten hierbei eine
11-monatige Raumluftexposition, wobei nach 8 Monaten ggf. eine NoxOI1-KO-Induktion durch
Tamoxifengabe erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt waren alle Mause 11 Monate alt. n=3, falls nicht
anders bezeichnet.

Die Gruppe “Oxidativer Stress* enthdlt Gene von ROS-bildenden (NoxI, Gp91) und
ROS-abbauenden Proteinen (Sodl, Sod2, Hol). Sowohl eine Rauchexposition als auch
eine NoxO1-KO-Induktion beeinflusst die Expression der NADPH-Oxidase Gene. Im
WT konnte im Versuch keine Expressionsverdnderung von Nox/ und Nox2 (Gp91) durch
Zigarettenrauch festgestellt werden (Abb.3-9 A, B). Nox!/ erfuhr sowohl bei KO-
induzierten als auch bei nicht-induzierten Gruppen nach Rauchexposition eine
Expressionssteigerung (p=0,007) (Abb. 3-9 A). Nox2 hingegen zeigte auch in diesen
Gruppen keine durch Zigarettenrauch verursachten Effekte. Durch KO-Induktion stieg
hierbei sowohl bei Rauch-exponierten als auch bei Raumluft-exponierten Gruppen die
mRNA-Menge signifikant an (p= 0,004). Das Gen der Superoxiddismutase 1 (Sodl),
welches fiir den ROS-Abbau zustindig ist, erfuhr lediglich durch den Tamoxifen
induzierten KO eine Expressionssteigerung (p=0,10). Zigarettenrauch verursachte
Veridnderung waren hier nicht festzustellen (Abb. 3-9 C). Ebenso wenig verdnderte sich
die Expression von Sod2 durch Rauchexposition oder NoxO1-KO-Induktion (Abb. 3-9
D). Die induzierbare Isoform der Him-Oxygenasen HO1 dient der Protektion gegen

Oxidativen Stress, ebenso ist es in der Angiogenese in der Embryonalentwicklung
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beteiligt [77]. Durch NoxO1-KO konnte eine erhohte Expression unabhdngig der
Rauchexposition festgestellt werden (p= 0,03). In allen Gruppen fiihrte eine
Rauchexposition zu erhohten Hol Expression (p=0,052) (Abb. 3-9 E).
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Abbildung 3-9: Relative Genexpressionsmenge anhand des cycle threshold Wertes (Ct) der Gene der
Gruppe ,,Oxidativer Stress“. Interaktionsanalyse zwischen NoxO1-KO induzierten und nicht-induzierten
Gruppen. ,,0 stellen Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten hierbei eine
11-monatige Raumluftexposition, wobei nach 8 Monaten ggf. eine NoxOI1-KO-Induktion durch
Tamoxifengabe erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt waren alle Mause 11 Monate alt. n=3, falls nicht
anders bezeichnet.

Durch den Tumorsuppressor p53 induziert, beschleunigt Bcl-2-associated X protein

(BAX) die Apoptose in Zellen. Es fiihrt zur Ausschiittung von Zytochrom c aus
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Mitochondrien und die Bildung von Mitochondrial apoptosis-induced channel (MAC).
In den durchgefiihrten Versuchen konnte keine Rauch-bedingte Verdnderung der Bax
Regulation festgestellt werden. Durch NoxO1 KO jedoch erhohte sich die mRNA Menge
von Bax unabhdngig der Rauchexposition (p=0,02) (Abb. 3-10).

BAX

-o- - Tamoxifen
5 -& + Tamoxifen
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Interaction p = 0,26
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Smoke 0 g+3 0 8+3
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Abbildung 3-10: Relative Genexpressionsmenge anhand des cycle threshold Wertes (Ct) des BAX-Gens.
Interaktionsanalyse zwischen NoxOI1-KO induzierten und nicht-induzierten Gruppen. ,,0“ stellen
Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten hierbei eine 11-monatige
Raumluftexposition, wobei nach 8§ Monaten ggf. eine NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifengabe
erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt waren alle Méause 11 Monate alt. n=3.

Gene von Proliferation fordernden Proteinen konnen als Regulatoren des Zellzyklus
(Cdk2, Ccnal) oder Schliisselproteine der Lungenreifung (Fgf10, Kgf, Hhip) zum
Remodelling oder zur Regeneration der Lungen nach Rauchexposition beitragen. Cyclin-
dependant-Kinase 2 (CDK2) reguliert die Transition in die S-Phase (Synthese-Phase), wo
Zellen sich durch DNA-Teilung auf eine bevorstechende Mitose vorbereiten [146].
Rauchinduziert steigt die mRNA-Menge des Cdk2-Gens signifikant (p=0,002). Ebenso
fiihrt ein NoxO1-KO rauchunabhéngig zu erhohter Cdk2 Expression (p=0,04) (Abb.3-11
A). Cyclin Al, kodiert durch Ccnal, bindet sowohl CDK1, als auch CDK2 und ist somit
beteiligt in den Ubergang in die S-Phase und in die G2 Phase (folgt der S-Phase; Phase
des vermehrten Zellwachstums und der Proteinsynthese) im Zellzyklus [146]. In allen
Gruppen ist eine verminderte Expression von Ccnal nach Rauchexposition festzustellen
(p=0,002). Ebenso fiihrt die Kombination von Zigarettenrauch und anschlieBender
NoxO1-KO-Induktion zur signifikant niedrigere Expression von Ccnal (p=0,02), die
bereits solitdr durch NoxO1-KO-Induktion signifikant angehoben wurde (ersichtlich
anhand der NoxO1 KO induzierten, Raumluft exponierten Gruppe, p=0,003) (Abb. 3-11
B). Fgfi0 und Kgf als Gene von Wachstumsfaktoren fordern die Bildung der

extrazelluliren Matrix. So ist ersichtlich, dass eine Rauchexposition eine
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Expressionssteigerung von Fgf10 verursacht (p=0,002), wihrend eine KO-Induktion
Ffgl10 ebenfalls hochreguliert (p=0,06) (Abb. 3-11 C). Kgf hingegen wird weder durch
Rauch noch durch NoxO1-KO-Induktion beeinflusst (Abb. 3-11 D). Hhip ist als Teil der
Hedgehog Familie in embryonale Entwicklungsprozesse beteiligt [104]. In der qPCR-
Analyse konnte jedoch keine relevante Interaktion zwischen Raucheinwirkung und

anschlieBender NoxO1-KO-Induktion festgestellt werden (Abb.3-11 E).
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Abbildung 3-11: Relative Genexpressionsmenge anhand des cycle threshold Wertes (Ct) fiir Gene der
Gruppe ,,Proliferation und Lungenreifung®. Interaktionsanalyse zwischen NoxO1-KO induzierten und
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nicht-induzierten Gruppen. ,,0“ stellen Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen
erfolgten hierbei eine 11-monatige Raumluftexposition, wobei nach 8§ Monaten ggf. eine NoxO1-KO-
Induktion durch Tamoxifengabe erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt waren alle Mause 11 Monate alt.
n=3, falls nicht anders bezeichnet.

3.3.2.2 Micro-Array Ergebnisse im GefaBkompartiment und alveoldren
Septen

Da bei den Micro-Array Daten gepriift werden sollte, ob die solitdre KO-Féhigkeit einen
Einfluss auf das mRNA-Regulationsprofil hat, wurden um dies zu beriicksichtigen,
folgende Gruppenkontraste gewéhlt, die entweder die Effekte der KO-Féhigkeit (7), die
der KO-Induktion (2) oder beides kombiniert (3) darstellen. Da eine Kompartiment-
Aufteilung erfolgte, stehen jeweils die Buchstaben ,,v* fiir Gefdlle (vessels) und ,,s* fiir
Septen (septa). Die Gengruppen in Abbildung 3-12 stellen die Gengruppen mit den
deutlichsten Unterschieden dar, wéhrend Abbildung 3-13 und 3-14 ausgewdhlte
Gengruppen bzw. cDNA-Gene darstellen, die in der Pathogenese und
Lungenregeneration relevant sein konnten. Die Auswahl orientiert sich hierbei an
Voruntersuchungen mit NoxO1 defizienten Méausen der Arbeitsgruppe [73]. Die
Rohdaten der Mikro-Array Analyse im Kapitel 11 dargestellt.

WT = WTRauch - WTkeinRauch

KO = Nox01Rauch,keinTam. - NOXOlkeinRauch,keinTam.
KO.K = NoxalRauch,Tam. - NoxalkeinRauch,Tam.

KOpsnigkeir = KO —WT = KO vs WT (1)
KOmauktion = KO.K — KO = KO.K vs KO (2)
Kombiniert = KO.K —WT = KO.K vs WT (3)

3.3.2.2.1 cDNA-Genregulation in intrapulmonalen Gefaf3en
In Abbildung 3-12 ist zu erkennen, dass die KO-Induktion nach der Rauchexposition in

den Gefédlen erhebliche Wirkung auf Genebene zeigte. Im Vergleich zu Gruppen ohne
Induktion sind viele Gengruppen erhoht exprimiert, die mit neurodegenerativen
Erkrankungen zusammenhingen, wie z.B. Alzheimer-, Parkinson- und Huntington
Erkrankung (Abb. 3-12). Bei ndherer Beobachtung fillt auf, dass hierbei hauptsichlich
Gene, die mit der Atmungskette assoziiert sind, erhoht exprimiert wurden (Oxidative
Phosphorylation). Ferner sind spezifische Gene in ihrer Auspriagung deutlich verdndert.
Mki67 (Proliferation marker protein Ki-67) ist in seiner Menge nach KO-Induktion
deutlich erhoht, wihrend Ccl/6, ein Gen von einem proinflammatorisches Chemokin,
herunterreguliert war. (Abb. 3-14) Interessanterweise wurden Mmp9 und Mmp 12 bereits
durch die NoxO1-KO-Fihigkeit herunterreguliert. Genaue Analyse von auserwéhlten

Signalwegen ergaben verdnderte Expressionsmuster flir metabolische Signalwege
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(metabolic  pathways) durch Tamoxifen-induzierte NoxO1-KO-Induktion nach
Rauchexposition. (Abb.3-13).

3.3.2.2.2 cDNA-Genregulation in alveolaren Septen
Abbildung 3-14 zeigt deutliche Verdnderungen vieler RNAs nach KO-Induktion, die

solitdr septal vorkommen. Mmp9 ist deutlich herunterreguliert, wihrend Mmp12 und
Timp3 erhoht sind. Weiterhin sind Targets wie Hmox1 und Noxal verstiarkt zu finden,
wihrend die Nos2, ein Gen, welches ebenfalls in Prozessen des oxidativen Stresses
beteiligt ist, herunterreguliert war. Insgesamt fanden septal Regulationen von
metabolischen Signalwegen statt, die durch post-Rauch NoxO1-KO-Induktion bedingt
sind. (Abb.3-13).
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Abbildung 3-12: Kompartiment spezifische Mikroarray-Analyse der Genexpression in Bezug auf
iibergeordnete Gengruppen nach Rauchexposition und NoxO1 Krockout-Induktion post-Rauch (KO.K vs.
KO), nach Rauchexposition und alleinige NoxO1-Knockout-Fahigkeit (KO vs. WT) und beide Vergleiche
kombiniert (KO.K vs. WT). s =Effekte in Lungensepten, v = Effekte in Lungengefdfie. KO.K vs KO zeigt
die Genexpressionsverdnderung durch NoxO1-Knockout in Vergleich zu Knockout-fahigen Tieren in
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Bezug auf Rauchexposition. KO.K vs WT zeigt die Genexpressionsverdnderung zwischen NoxOl
Knockout Tiere und Wildtypgruppen in Bezug auf Rauchexposition. KO.K vs WT zeigt die
Genexpressionsverdnderung zwischen Knockout-fahige Gruppen ohne Knockout-Induktion und
Wildtypgruppen in Bezug auf Rauchexposition. n=4.
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Abbildung 3-13: Kompartiment spezifische Mikroarray-Analyse der Genexpression in Bezug auf
iibergeordnete Gengruppen mit moglicher Relevanz in der Pathogenese nach Rauchexposition und NoxOl1
Knockout-Induktion post-Rauch (KO.K vs. KO), nach Rauchexposition und alleinige NoxO1-Knockout-
Fahigkeit (KO vs. WT) und beide Vergleiche kombiniert (KO.K vs. WT). s =Effekte in Lungensepten, v =
Effekte in Lungengefiafle. KO.K vs KO zeigt die Genexpressionsverdnderung durch NoxO1-Knockout in
Vergleich zu Knockout-fahigen Tieren in Bezug auf Rauchexposition. KO.K vs WT zeigt die
Genexpressionsverdanderung zwischen NoxO1l Knockout Tiere und Wildtypgruppen in Bezug auf
Rauchexposition. KO.K vs WT zeigt die Genexpressionsverdnderung zwischen Knockout-fahige Gruppen
ohne Knockout-Induktion und Wildtypgruppen in Bezug auf Rauchexposition. n=4.
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Abbildung 3-14: Kompartiment spezifische Mikroarray-Analyse der Genexpression in Bezug auf moglich
relevante Gene nach Rauchexposition und NoxO1 Knockout-Induktion post-Rauch (KO.K vs. KO), nach
Rauchexposition und alleinige NoxO1-Knockout-Féahigkeit (KO vs. WT) und beide Vergleiche
kombiniert (KO.K vs. WT). s =Effekte in Lungensepten, v = Effekte in Lungengefide. KO.K vs KO zeigt
die Genexpressionsveranderung durch NoxO1-Knockout in Vergleich zu Knockout-fahigen Tieren in
Bezug auf Rauchexposition. KO.K vs WT zeigt die Genexpressionsverdnderung zwischen NoxO1
Knockout Tiere und Wildtypgruppen in Bezug auf Rauchexposition. KO.K vs WT zeigt die
Genexpressionsverdanderung zwischen Knockout-fahige Gruppen ohne Knockout-Induktion und
Wildtypgruppen in Bezug auf Rauchexposition. n=4.

3.3.2.2.3 RNA-Expressionsveranderungen im Kompartimentenvergleich
Septen und Gefile zeigten im Versuch viele Ahnlichkeiten. In beiden Kompartimenten

sind metabolische Signalwege in ihrer Gesamtheit signifikant in KO-induzierten Gruppen
nach Rauchexposition im Vergleich zu KO-fiahigen Gruppen erhoht. Auftillig ist, dass
bereits die KO-Féhigkeit nach Rauchexposition im Vergleich zu WT eine signifikante
Erhohung von metabolischen Signalwegen induziert (Abb. 3-12). In allen
Vergleichsgruppen sind ,,olfactory transduction®, also G-Protein gekoppelte, mit der
olfaktorischen Wahrnehmung assoziierte Gene signifikant veridndert, wobei die KO-
Induktion in beiden Kompartimenten eine Herunterregulation und die KO-Féhigkeit eine

Hochregulation in beiden Kompartimenten bewirkte (Abb.3-12). Bei niherer
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Betrachtung der Signalwege war auffillig, dass septal Gene wie Olfr49, Adrbk2, Pdelc
stark reguliert wurden, wihrend Olfr47, Prkg2 in Gefdlen stark reguliert wurden.
Allerdings war die Regulation lediglich bei Prkg2 in Gefdallen mit p = 0,015 signifikant.
Weiterhin ist in beiden Kompartimenten eine signifikante Erhéhung von Ribosomen
assoziierten Genen sichtbar, was fiir eine signifikante Verdnderung der Translation in den
jeweiligen Gruppen sprechen kann (Abb.3-12). Im direkten Vergleich von Gefdlen und
Septen zeigt Abbildung 3-15 eine hohe Uberlappung der Daten, die allesamt um Null
streuen oder in ihrer Auspragung dhnlich sind (d.h. sich entlang der 45° Linie befinden).
Eine Ausnahme stellen wenige nicht benannte Gensegmente (rot markiert in Abb. 3-15)
dar, die lediglich in GefdBlen eine erhdhte Expression zeigten. Weiterhin tendieren
Genpunkte 1im negativen septalen Bereich dazu, weniger stark in GefdBlen
herunterreguliert zu sein. Durch die Art der Probenentnahme, wobei sich im Gefal3proben
stets septales Material befindet, kann man davon ausgehen, dass diese Gene vor allem

septal herunterreguliert werden.
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Abbildung 3-15: Kompartimentenvergleich zwischen Lungensepten (s) und Lungengefiflen (v) nach
Rauchexposition und NoxO1-KO-Induktion post-Rauch (KO.K vs KO) in Bezug auf die logarithmierte
Intensititsdnderung zur Basis 2 (log, fold-change). KO.K vs KO zeigt die Genexpressionsverdnderung
durch NoxOl-Knockout in Vergleich zu Knockout-fahigen Tieren in Bezug auf Rauchexposition.
Genpunkte im negativen Bereich erfuhren eine Herunterregulation und im positiven Bereich eine
Hochregulation. Liegen Genpunkte auf der gestrichelten Linie, so ist ihr Expressionsverhalten in Gefaf3en
und Septen gleich. Rot hervorgehoben wurden Punkte, die lediglich in LungengefdBen hochreguliert
wurden (septal: log, fold-change = 1, vaskular: log, fold-change > 2,5). n=4.
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4 Diskussion

4.1 Wahl des Modells ,,Zigarettenrauch-exponierte
Maus“ und seine Vergleichbarkeit zur COPD des
Menschen

Weltweit gilt die COPD als dritthdufigste Todesursache, besonders Zigarettenrauch wird
dabei als Hauptverursacher angesehen [147]. Trotz des deutlichen Riickgang des
inhalativen Tabakrauchens ist zu prognostizieren, dass die Bedeutung der COPD nicht
geringer wird. Dies ist bedingt durch die zunehmende Luftverschmutzung und die
vorhandene berufliche Exposition von toxischen Gasen und Partikeln. Lediglich
kardiovaskuldre Erkrankungen sind héaufiger, deren Risiko ebenfalls durch
Zigarettenkonsum  gesteigert wird.  Zigarettenkonsum  filhrt zu  verdnderter
Endothelfunktion und begiinstigt die atherosklerotische Plaquebildung in Gefden [148].
Um bessere Therapien und Behandlungsmdglichkeiten der COPD zu entwickeln, sind
Erforschungen der Pathogenese auf molekularer Ebene von besonderem Interesse. Die
Pathophysiologie der COPD in Menschen imitierend, arbeitet die Arbeitsgruppe, aus der
diese Arbeit stammt, mit Zigarettenrauch-exponierten Mausmodellen. Die
Zigarettenrauchexposition und Knockoutinduktion ist fiir C57BL/6 Maiuse in der
Arbeitsgruppe etabliert und wurde in mehreren Vorarbeiten verwendet [16, 17, 149, 150].
Die Verwendung dieser Mauslinie und die Verwendung von 3R4F Referenzzigaretten
(University of Kentucky) gewihrleistet eine standardisierte Vergleichbarkeit der
Ergebnisse. Das Modell erlaubt den Vergleich zwischen Zigarettenrauchexposition und
Raumluftexposition, sowie einen moglichen Knockoutinduktion des zu untersuchenden
Gens nach der Rauchexposition. Versuchsmiuse werden mit einer Partikelkonzentration
von 140 mg/m? fiir sechs Stunden pro Tag und fiinf Tage die Woche beraucht. Diese
Standardisierung wurde bereits in Vorversuchen der Arbeitsgruppe erfolgreich verwendet
[17, 149, 150]. In vorausgehenden Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Méuse bereits
nach drei Monaten Rauchexposition eine pulmonale Hypertonie aufweisen. [16, 73]
Diese geht einher mit einer GefaBwandverdickung, die sich im Wesentlichen auf die
Gefdlmedia bezieht. Die pulmonale Hypertonie geht in diesem Modell der
Emphysembildung voraus und bleibt auch bei einer Rauchexposition von bis zu acht
Monaten bestehen. Sie geht mit einer Rechtsherzhypertrophie einher [16]. Nach sechs bis

acht Monaten Rauchexposition fanden Umbauprozesse des Parenchyms statt. So
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entwickelten die Méuse zu diesem Zeitpunkt bereits ein Lungenemphysem, ersichtlich an
einem vergroferten prozentualen Luftanteil, einer verminderten Septumdicke und einem
grofBeren mittleren Septumabstand (mean linear intercept), sowie eine Verringerung der
Alveolenanzahl. Ebenso verdnderte sich zu diesem Zeitpunkt die Lungencompliance,
welche spirometrisch ermittelt wird. Die Compliance spiegelt die Elastizitdt der Lunge
wider und ist im Falle eines Emphysems durch Verlust der Dehnbarkeit erhoht [151]. Aus
diesem Grunde wurde im Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit ein achtmonatiges
Rauch-Expositionsintervall der Miuse eingesetzt. Die Rauch bedingten pathologischen
Verdnderungen der Mauslunge im Wildtyp sind nach anschlieBender 3-monatiger
Raumluftexposition nicht reversibel, sodass Regenerationsprozesse auf den Tamoxifen
induzierten KO zuriickzufiihren sind. Diese konnte jedoch bei Méusen mit der NoxO1
LoxP-Flankierung und vorhandener Cre-Rekombinase abweichen. Ein Voranschreiten
des Emphysems und der pulmonalen Hypertonie nach Ende der Berauchung ist hierbei
moglich. Da in den untersuchten Mausgruppen mit LoxP-Flankierung der durch
Rauchexposition verénderte rechtsventrikuldre systolische Druck (Abb. 1-8B) oder die
histologisch  ersichtlichen Gefdlverdanderungen, die der Wildgruppen nach
Rauchexposition nicht iibersteigen, ist ein Voranschreiten des Emphysem und der
pulmonalen Hypertonie hierbei jedoch unwahrscheinlich. Generell eignen sich Méuse zur
Untersuchung von Rauchexpositionseffekten, da ihr voll sequenziertes Genom eine gute
Grundlage zum molekularbiologischen Verstindnis der Pathogenese bildet. Ebenfalls
gleicht der Zeitverlauf der Emphysem-Entstehung der Méduse der Emphysem-Entstehung
beim Menschen mit einer COPD-Schwere von ca. GOLD II [152]. In der Literatur werden
Zigarettenrauchexpositionen ebenfalls an Meerschweinchen oder Ratten beschrieben
[153, 154]. Wiéhrend Meerschweinchen eine ausgepriagte Emphysembildung im
Vergleich zu Méusen nach gleicher Rauchexpositionsdauer aufweisen, entwickeln Ratten
nach 13-monatiger Rauchexposition kaum morphologische Verdnderungen in der Lunge.
Ferner ist zu erwédhnen, dass das Mausmodell ebenfalls Limitationen in der Replikation
der menschlichen COPD aufweist. So entwickeln Mause nach Rauchexposition keine
pulmonale Obstruktion, sodass es nicht als Modell fiir eine Atemwegsobstruktion,
sondern nur als Modell einer Emphysembildung und einer rauchinduzierten pulmonalen

Hypertonie dienen kann [152].
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4.2 Das Tamoxifen-induzierbare NoxO1-KO
Mausmodell und seine Limitationen

Um den Effekt eines NoxO1 Knockout nach Rauchexposition zu untersuchen, wurde in
dieser Arbeit das Cre/loxP-System im Mausmodell verwendet. Hierbei wurden Exon 2
und 9 des NoxO1 Gens mit loxP-Sequenzen flankiert und mithilfe der Cre-Rekombinase,
welches an einem Estrogenrezeptor gebunden ist, geschnitten. Dieser Prozess wurde
durch die Gabe von Tamoxifen initiiert. Hierbei dockt Tamoxifen an den
Estrogenrezeptor und bewirkt eine intranukledre Migration des Cre-ER- Komplexes. Da
diese erst zum Zeitpunkt der abgeschlossenen Rauchexposition stattfand, entwickelten
diese Mduse, gemidf3 der Wildtypméause, zundchst ein Rauch-induziertes Emphysem und
vaskuldre Verdnderungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde keine Validierung der
Veranderungen direkt zum Zeitpunkt der vollendeten Rauchexposition nach acht
Monaten  durchgefiihrt.  Allerdings konnten Rauch-bedingte morphologische
Verdnderungen mithilfe von Kontrollgruppen, die keine KO-Induktion erfahren haben,
klar gezeigt werden. AuBerdem gibt es umfassende Evidenz, dass nach 8 Monaten
Rauchexposition ein Emphysem und nach bereits 3 Monate eine PH in C57BL/6 Mause
entsteht, die nach nachfolgender Raumluftexposition nicht reversibel ist [17, 73, 149]. Es
ist nicht auszuschlieBen, dass bereits die loxP-Flankierung und das Besitzen der Cre-
Rekombinase zu morphologischen oder molekularen Verdnderungen fiihren. Um diese
zu untersuchen, wurden ebenfalls NoxO1-KO fahige Mausgruppen, die zur Kontrolle bei
Raumluft gehalten wurden, analysiert. Der Vergleich zwischen Rauch-bedingten
Verdnderungen in Wildtyp Méausen und NoxOl KO-fihigen M4iusen ohne eine
Tamoxifengabe konnten Aufschluss liber Effekte, die bereits durch das Vorhandensein
der LoxP Flankierung und der Cre-Rekombinase verursacht werden, geben. Auf
molekularer Ebene sind erhebliche Verdnderung der Genexpression durch das solitére
Vorhandensein der LoxP-Flankierung von NoxO1 und der inaktiven Cre-Rekombinase
(wird im Folgenden als KO-Féhigkeit bezeichnet) zu detektieren, sodass die Aussagekraft
iiber alleinige post-Rauch NoxO1-KO Effekte limitiert ist (siche Kap. 4.5). Um die KO-
Féhigkeit als Storvariable auszuklammern, wurde in der Auswertung dieser Arbeit stets
die Interaktion von Rauchexposition und anschlieBender KO analysiert. Des Weiteren ist
es moglich, dass Tamoxifen, als selektiver Estrogenrezeptormodulator die beobachteten
Regenerationsprozesse verursacht. Chen et al. zeigten, dass eine pulmonal arterielle

Hypertonie (PAH) im Mausmodell durch Ostrogen-Inhibition reversibel ist [155]. Jedoch
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wurde bislang der Effekt nicht bei Zigarettenrauch-induziertem Emphysem und
pulmonaler Hypertonie beobachtet. Wie in der Literatur bereits beschrieben, kann das
loxP/Cre System einen unvollstindigen KO des Gens in vivo bewirken. Durch die
unvollstindige Exprimierung von Cre-Rekombinase in Zellen kommt es zur
unvollstindigen Deletion des Zielgens. Als Ursache wird unter anderem der
Positionseffekt-Variegation vermutet [156, 157]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte bei
Knockout-induzierten Mausgruppen nach dreimonatiger Erholungsphase ein NoxO1-KO
per Western Blot nachgewiesen werden. Diese Daten werden sowohl durch

morphologische als auch durchphysiologisch Daten untermauert (siche Kap. 4.4, 4.5).

4.3 Validierung des durchgefuhrten NoxO1-
Knockouts durch Tamoxifengabe

Wie die Abbildung 3-4 zeigt, konnte in Mausgruppen nach Rauchexposition und
Tamoxifengabe eine NoxO1l Depletion nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse
bestdtigen ein erfolgreiches NoxO1-Knockout durch Tamoxifengabe auf Proteinebene.
Wie Vorarbeiten bereits zeigten, fiihrt eine Rauchexposition zur vermehrten
Proteinexpression von NoxO1, welche ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit ersichtlich

waren (sieche Abb. 3-4) [158].

4.4 NoxO1-KO nach Zigarettenrauch fuhrt zu
Verminderung der Rechtsherzbelastung und
Lungencompliance

Vorausgehende Untersuchungen und physiologische Messungen (siche Kap. 1.3.4)
zeigten, dass acht-monatige Zigarettenrauchexposition eine Rechtsherzhypertrophie in
Maiusen bewirkt. Diese entsteht im Zuge einer pulmonalen Hypertonie [159]. In
vorausgegangenen Versuchen (siche Kap. 1.3.4) konnten derartige Effekte bereits in
Wildtyp Miusen bestétigt werden. Hierbei konnte eine pulmonale Hypertonie nach drei
Monaten Rauchexposition, also deutlich frither als die Emphysembildung, beobachtet
werden [16]. Weiterhin konnten dhnliche Verdnderungen in NoxO1-KO-fédhigen Mausen,
die keinen KO erfuhren, beobachtet werden. Sowohl die GroBe als auch der systolische
Blutdruck des rechten Ventrikels sind in Mausgruppen nach stattgefundener NoxO1-KO-

Induktion signifikant geringer als ihre Vergleichsgruppen, sodass von einer Regression
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der Parameter ausgegangen werden kann. Im Vergleich zu Raumluft-Kontrollgruppen
persistiert ~ weiterhin  eine  hohere  Rechtsherzbelastung, weshalb  mdgliche
Regenerationsprozesse, im Sinne einer Verdnderung der pulmonalen Gefidfle, im Laufe

der dreimonatigen Erholungsphase progredient und potenziell nicht abgeschlossen waren.

Es ist bekannt, dass im Rahmen einer COPD die Lungencompliance steigen kann. Dies
ist ein Zeichen eines Elastizitdtsverlustes des Lungengewebes durch Emphysembildung
und Verlust von elastischen Fasern [151]. Messungen im Rahmen dieser Arbeit konnten
sowohl im WT als auch in KO-fihigen Mausgruppen nach Rauchexposition eine
Compliance-Erhohung nachweisen. Durch NoxO1-KO-Induktion post-Rauch konnte
bereits nach drei Monaten Erholungsphase keine Unterschiede der Compliance im
Vergleich zu Raumluft-Kontrollgruppen mehr festgestellt werden, was fiir eine

Emphysem-Riickbildung spricht.

Insgesamt ergaben Lungenfunktionsmessungen und echokardiographische Messungen in
post-Rauch NoxO1-KO Maéusen Hinweise auf eine Emphysem-Riickbildung und
Nachlassen einer Rechtsherzbelastung im Rahmen potenzieller pulmovaskulirer
Regeneration. Diese Befunde galt es histomorphologisch zu bestdtigen, welches im

folgenden Abschnitt diskutiert wird.

4.5 Histologische Bestatigung der Veranderung der
Lungenmorphologie im Sinne einer potenziellen
Regeneration nach NoxO1 Knockout post-Rauch

Im vorigen Kapitel wurden physiologische Effekte des NoxO1-KOs nach
Rauchexposition diskutiert. Um diese weiter zu differenzieren, wurden im Rahmen der
Arbeit histologische Lungenschnitte der Méuse angefertigt und untersucht. Bei Wildtyp
Mausgruppen konnte diese Emphysembildung nach Rauchexposition bestitigt werden.
Hierbei erhohte sich der prozentuale Luftanteil und der mittlere Abstand zwischen Septen
signifikant, wihrend die Septumdicke abnahm. Eine stereologische Untersuchung der
Lunge zur Emphysem-Quantifizierung, welche in Vorversuchen und in der Literatur
gebrduchlich ist [16, 73, 149], wurde hierbei nicht durchgefiihrt. Nach stattgefundener
Rauchexposition und Tamoxifengabe konnte eine signifikante Interaktion der zwei
Variablen im Rahmen der Luftanteilmessung nachgewiesen werden. Durch KO-
Induktion konnte lediglich eine geringfiigige Zunahme der Septumdicke initiiert werden.
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In Anbetracht des geringeren Luftanteils und der wenig progredienten Septumdicke, kann
eine potenzielle Regeneration durch vermehrte Septumbildung vermutet werden.
Ahnliche Prozesse spielen in der Alveologenese in der Lunge eine wichtige Rolle [160].
Zu besseren Beurteilung der Lungenmorphologie ist eine zukiinftige stereologische
Untersuchung, welches eine genauere Quantifizierung der Lungenverdanderungen erlaubt

[161], sinnvoll.

Auf vaskuldrer Ebene konnte in Wildtypgruppen eine in der Literatur beschriebene
erhohte Muskularisierung und allgemeine GefaBBverdickung in der Lunge nach
Zigarettenrauch bestdtigt werden [16, 162, 163]. Diese Effekte waren besonders in
kleinen Gefdflen mit einem Durchmesser von 20-70 um ersichtlich. Da die grof3te
kumulative GefaB3schnittfliche durch kleine Pulmonalarterien gebildet wird, sind diese
vor allem fiir Blutdruckverdnderungen in der Lunge verantwortlich [164]. So fiihren die
vermehrte Muskularisierung und die groere Wandstérke zu erhohtem Blutdruck in der
Lunge [163]. Ebenfalls konnte die morphologische Untersuchung &hnliche
Veranderungen in KO-fadhigen Mausgruppen feststellen. So sind diese auch von einer
verstarkten ~ Muskularisierung und von einer GefiBwandverdickung nach
Rauchexposition betroffen. Durch NoxO1-KO-Induktion nach Rauchexposition konnte
eine Regression der Wandverdickung und Muskularisierung auf Normalniveau
beobachtet werden. Es ist davon auszugehen, dass diese Verdnderungen zu der
beobachtenen Normalisierung des RVSPs auf Niveau gesunder Lungen fiihrt. Diese geht,
wie die Daten zeigen, mit einer verminderten Rechtsherzbelastung einher (siche Kap.

1.3.4).

Insgesamt konnte histomorphologisch eine durch Compliance-Messung vermutetes
geringeres Emphysem nach NoxOI1-KO-Induktion bestitigt werden: So ist nach
dreimonatiger Reexposition in Raumluft bereits kein Emphysem anhand der erhobenen
Parameter mehr nachweisbar. Endgiiltigen Aufschluss konnen hier in zukiinftigen
Untersuchungen durchgefiihrte Messungen der absoluten Alveolenzahlen geben, da
Messungen des ,, air space* , der Septendicke und der MLI Artefakte unterliegen konnen
[165]. Zudem konnte eine Regression von rauchbedingten vaskuldren Verdnderungen
nachgewiesen werden, welche durch Rechtsherzmessungen bereits vermutet wurde. Im
weiteren Verlauf werden die regenerativen Potentiale einer NoxO1-KO-Induktion auf

molekularer Ebene diskutiert.

74



4.6 Exploration der molekularbiologischen Effekte
einer NoxO1-KO-Induktion nach Rauchexposition

Um die Protein- und Genexpression zwischen den Mausgruppen zu vergleichen, wurde
im Rahmen dieser Arbeit Lungenhomogenat der jeweiligen Maéuse analysiert.
Limitierend gilt die Zusammensetzung des Homogenats aus verschiedenen Zelltypen,
welches sich aus Pneumozyten, Fibrozyten, Zellen des Immunsystems und der Geféafle
und weitere zusammensetzt [166]. Es ist davon auszugehen, dass verschiedene
Kompartimente der Lunge verschieden auf Rauch und NoxO1-KO-Induktion reagieren.
Da der GroBteil des Homogenats aus Pneumozyten besteht, sind Analysen dieser

hinweisend auf Verdnderungen vor allem im Parenchym.

4.6.1 Regulation von NADPH-Oxidasen Untereinheiten und
Nitrotyrosinbildung

Da NoxOl1 ein funktionellen Komplex mit der Nox1 und Nox3 NADPH Oxidase bildet
und ein NoxO1-KO die Superoxidbildung reduzieren sollte, was kompensatorische
Regulationsmechanismen aktivieren konnte, wurde die Genregulation der beteiligten
Proteine untersucht. Hier standen im Fokus Nox/ und Nox2( Gp91). In der Literatur wird
eine verminderte Nox1 Aktivitit durch NoxO1 Deletion beschrieben, wodurch die
Radikalbildung vermindert wird [167, 168]. NoxO1 scheint hierbei die Aktivitit der
Nox1 NADPH-Oxidase mafigeblich zu regulieren. Diese Wirkung dient ebenfalls als
Basis der NoxO1-KO-Induktion im Rahmen der durchgefiihrten Versuche (siehe Kap.
1.2.2). Interessanterweise konnte eine generelle Genexpressionserhohung von Nox!
sowohl in Mausgruppen mit NoxO1-KO-Induktion und Rauchexposition als auch in
Mausgruppen mit NoxO1-KO-Induktion ohne Rauchexposition festgestellt werden. Dies
zeigt eine mogliche reaktive Steigerung der Nox/ mRNA Produktion durch fehlende
Noxol Gene und kann auf einen autoregulatorischen Mechanismus der Zellen, um der
fehlenden NoxO1 Produktion entgegenzuwirken, deuten. In Vorarbeiten mit NoxO1™"
Maiusen durch M. Bednorz konnten dhnliche Effekte festgestellt werden. Ebenfalls ist
eine vergleichbare Steigerung der Nox2 Produktion durch NoxO1-KO-Induktion zu

beobachten.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine Interaktion von Rauchexposition und

anschliefender NoxO1-KO-Induktion in Bezug auf Protein-Nitrierung, gemessen anhand
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der Nitrotyrosinbildung festgestellt werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine
vermehrte Bildung von Nitrotyrosin durch Zigarettenrauch-Exposition ausgeldst wird
[169], welches ebenfalls bei NoxOl-deletierten Mausgruppen mit Rauchexposition
ersichtlich war. Allerdings beeintrachtigt die Bildung von Nitrotyrosin in den

durchgefiihrten Versuchen nicht die regenerative Fahigkeit einer NoxO1-KO-Induktion.

4.6.2 qPCR Ergebnisse bestatigen Effekte der KO-Fahigkeit
und Effekte eines NoxO1-KOs ohne Interaktion mit
Zigarettenrauchwirkung

Daten der PCR-Analyse, die im Rahmen dieser Arbeit erhoben wurden, deuten auf

Auswirkungen der solitiren KO-Féhigkeit ohne KO-Induktion hin. Diese ergibt sich aus

Unterschieden zwischen WT und NoxOl KO-fihigen Mausgruppen in den

randomisierten Gruppen. In der qPCR Untersuchung konnte dies vor allem anhand der

mRNA-Regulation von Spp 1, Kansl1, Sod2 und Cdk?2 festgestellt werden. Betrachtet man
zusidtzlich den Vergleich zwischen berauchte Gruppen von nicht induzierten NoxO1-KO
und WT Miusen in den cDNA-Microarray-Untersuchungen, erkennt man erhebliche

Auswirkungen der KO-Fidhigkeit, die insgesamt stirker sind KO-bedingte Effekte. Die

KO-Féhigkeit als unvermeidlicher Storfaktor iiberlagert zu einem gewissen Teil

Wirkungen des NoxO1-Knockouts per se. Dies fiihrt dazu, dass Auswirkungen des

NoxO1-Knockouts erst bei groBeren Unterschieden zu Kontrollgruppen festgestellt

werden konnen, was die Qualitdt der Aussagen, falls Unterschiede festzustellen sind, gar

erhoht.

Fiir viele untersuchte Genexpressionen konnte ebenso ein Effekt des NoxOI1-KOs
unabhéngig von Zigarettenrauchexposition detektiert werden. So bewirkt ein NoxO1-
Knockout rauchunabhingige Sodl Expressionssteigerung. Diese konnten zu einen
vermehrten Abbau von Superoxiden und Reduktion des oxidativen Stresses fithren [170].
In allen Gruppen sinkt die Expression von Sod! rauchbedingt, sodass im Falle einer
hoheren Sodl Expression durch NoxO1 KO, die Expression post-Rauch weniger stark
abfillt. Dies konnte durch einen vermehrten Superoxid-Abbau regenerativ in Bezug auf

die Emphysembildung und die PH wirken.

TLR4-mRNA, welche fiir das transmembrandses TLR4-Protein in der Immunantwort

gegeniiber Fremdmolekiilen beteiligt ist, ist im Falle eines NoxO1-KOs rauchunabhingig
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vermehrt exprimiert. Ebenfalls zeigt die Diskrepanz der WT Gruppen und NoxO1 KO-
fahigen Gruppen KO-Fihigkeit bedingte Verdnderungen der Expression von 7/r4. Eine
moderate Expressionserhohung des 7/r4 konnte im Falle des NoxO1-KOs mit einem
benignen Zellwachstum assoziiert sein. Jedoch zeigten Haw et al., dass TIr4”~ Miuse eine
verminderte Fibrosierung und Emphysembildung nach Zigarettenrauchexposition
aufwiesen [171], sodass die Rolle des TLR4 im Rahmen eine NoxO1 Knockouts
weiterhin unklar bleibt . Des Weiteren wird rauchunabhéngig Bax, ein pro-apoptotischer
Co-Faktor des p53 vermehrt durch NoxO1-KO exprimiert, weshalb eine gehemmte
Apoptose durch NoxO1-KO als unwahrscheinlich erscheint.

Einige der untersuchten Gen-Expressionen wurden weder durch Rauch noch durch
NoxO1-KO oder KO-Fahigkeit beeinflusst, sodass sie fiir die beobachteten funktionellen
und strukturellen Effekte in Bezug auf Emphysem und PH einer post-Rauch NoxO1-KO-
Induktion nicht relevant erscheinen. So konnten fiir Cd68 und Csf2, die fiir Proteine mit
Assoziation zur Entziindungsreaktionen kodieren, keinerlei Verdnderungen der
Expression festgestellt werden. Im Riickschluss bestehen wenig Zusammenhang
zwischen  Alterationen der  Entziindungsreaktion und der beobachteten

Lungenregeneration.

4.6.3 Matrix-Metalloproteasen, ein potenzieller Angriffspunkt
der NoxO1-KO-Induktion nach Rauchexposition

Es ist bekannt, dass Matrix-Metalloproteasen in der Emphysembildung eine grof3e Rolle
spielen [3, 52]. So wurde ein rauchbedingtes Ungleichgewicht der MMPs und ihrer
Gegenspieler TIMPs im Rahmen einer Proteasen-Antiproteasen-Dysbalance im Sinne
einer vermehrten MMP-Aktivitdt als wichtiger Pathomechanismus der COPD
nachgewiesen [172]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte diese rauchbedingte Dysbalance
ebenfalls festgestellt werden. So ist die Proteinexpression von MMP9 in WT in der
Rauchexpositionsgruppe tendenziell erhoht, wihrend die Expression von TIMP3, ein
Inhibitor von MMPs, vermindert ist. Durch NoxO1-KO-Induktion konnte keine
Erhohung der MMP9 Menge festgestellt werden, wihrend TIMP3 wie im WT vermindert
exprimiert wird. Ein mogliches Aufheben der Dysbalance hierbei konnte zur
Regeneration des Emphysems und der GefdBproliferation beigetragen haben. Auf
Genomebene ist eine verminderte 7imp3 Expression nach Rauchexposition korrelierend

mit der Proteinexpression im WT. Der Tamoxifen induzierte NoxO1-Knockout bedingt
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allerdings eine erhohte 7imp3 Genexpression, welche sich jedoch nicht in der
Proteinexpression widerspiegelt. Eine mogliche Ursache ist die potenzielle
posttranslationale Modifikation des Proteins, welches zu vermehrtem Abbau fiihrt.
Andererseits ist es moglich, dass eine Proteinerhohung dann wegen einer Latenzzeit
zwischen erhohter Genexpression und Proteinproduktion zum Zeitpunkt der Analyse
nicht ersichtlich gewesen ist. In der Kompartiment-spezifische Microarray Analyse trat
die Genexpressionsverdnderungen von Timp3 und Mmp9 vor allem septal auf, sodass
insgesamt die Ergebnisse auf eine mogliche Wiederherstellung der Proteasen-
Antiprotease-Balance im Lungenseptum hinweisen, die durch NoxO1-KO-Induktion

post-Rauch verursacht wird.

4.6.4 FGF10 als mogliches Schllisselprotein der Lungen-
Regeneration

FGF10 als Wachstumsfaktor spielt in der Lungengenese und -reifung eine grof3e Rolle
[96, 173]. Wéhrend der Lungenreifung kommt es ebenfalls zur Bildung neuer Septen, die
dhnlich wie die in dieser Arbeit beschriebene morphologische Verdnderung nach NoxO1-
KO-Induktion verlduft [95]. Da eine regenerative Lungenverdnderung Prozesse der
embryologischen Lungengenese aktivieren konnte, wurde FGF10 auf molekularer Ebene
im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Auf mRNA Ebene konnte eine vermehrte
Expression durch das Vorhandensein des LoxP/Cre Systems und der Tamoxifen
induzierte Knockout nachgewiesen werden. Die Proteinmenge von FGF10 nach NoxO1-
KO-Induktion post-Rauchexposition ist hierbei erniedrigt. Ein Abbau des Proteins
wihrend der Lungenregeneration konnte diese Ergebnisse erkldren. Die gravierende
Verdnderung der Fgfl0 Genexpression durch NoxO1 Knockout-Féhigkeit und KO-
Induktion weisen auf einen Zusammenhang dieser zur potenziellen Lungenregeneration
hin. Um die Rolle von Fgf10 im Rahmen des Zigarettenrauch-induzierten Emphysems zu

untersuchen, wiren weitere Versuche diesbeziiglich mit FGF10-Knockouts interessant.

4.6.5 Lungenkompartimente im Vergleich

Mithilfe der cDNA Mikroarray Untersuchung vom mikrodissektierten Lungenmaterial
konnte Kompartiment-spezifisch die Genexpression analysiert werden. Im Rahmen der
Experimente wurden Alveolarsepten und pulmonalarterielle Gefdlle untersucht.

Insgesamt konnten bezogen auf alle Gene nur geringfligige Unterschiede im
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Kompartimentenvergleich zwischen Gefdllen und Septen festgestellt werden. Dies weist
auf dhnliche Genexpressionsverdnderungen, die durch Rauch und anschlieBender
NoxO1-KO-Induktion verursacht werden. Allerdings sind wenige Gene stirker septal
herunterreguliert als in Gefdllen, wihrend einige Gene lediglich in Gefdllen hochreguliert
wurden. So konnte im Versuch gezeigt werden, dass die Kompartimente sich hier in ihrer

Genexpression unterscheiden. Diese werden im Folgenden diskutiert.

Die ersichtlichsten Unterschiede in der Mikroarray sind zwischen WT und KO-fahigen
Mause festzustellen, welche als Genexpressionsidnderung durch LoxP-Flankierung und
das Vorhandensein von Estrogenrezeptor-gekoppelte Rekombinasen zu deuten sind.
Potenzielle Toxizitdt der Cre-Rekombinase kdnnte zu den beobachteten Verdnderungen
beitragen [174]. Nichtdestotrotz konnten Verdnderungen der Genexpression nach
NoxO1-KO-Induktion auch rauchbedingt festgestellt werden. So werden Gene von G-
Protein-gekoppelten Prozessen stark durch NoxO1-KO-Induktion und Rauchexposition
sowohl in Gefiflen als auch in Septen beeinflusst. Des Weiteren sind Gene der
metabolischen Signalwege signifikant verdandert, was auf metabolische Verdnderungen

durch NoxO1-KO-Induktion und Raucheinwirkung hinweist.

Wie bereits in den Vorarbeiten des Labors gezeigt werden konnte, fiihrt eine kongenitale
NoxO1-Defizienz zu Verdnderungen von Genen der oxidativen Phosphorylierung, die
mitochondrial stattfinden [73]. Es wurde ein Zusammenhang zwischen Rauchprozessen
und mitochondrialen Verdnderungen postuliert. Ebenfalls wurde auf eine protektive
Wirkung einer NoxO1-KO-Induktion durch Beeinflussung der Mitochondrien-Funktion
hingewiesen [73]. In Studien konnte bereits gezeigt werden, dass vermehrte ROS-Bildung
zur Destruktion mitochondrialer Proteine fiihrt, welche mit verdndertem
Zellmetabolismus vergesellschaftet ist [175]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte in
Lungengefdllen ebenfalls eine signifikant verdnderte Expression von Genen der
oxidativen Phosphorylierung nach Raucheinwirkung und NoxO1-Knockout festgestellt
werden. Eine NoxO1-KO-Induktion koénnte demnach durch Verdnderungen der
Mitochondrien-Funktion zu lungenregenerativen Prozessen beitragen und rauchbedingte

Schadigungen der Mitochondrien verringern.

Insgesamt weisen die Mikroarray Ergebnisse in dieser Arbeit auf eine Beteiligung von G-

gekoppelten Prozessen und Beteiligung der Mitochondrien hin. Deren genaue Funktion
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im Rahmen einer NoxO1-Defizienz bedingten Lungenregeneration weiter exploriert

werden sollte.
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5 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Versuchsdaten konnten eine
Lungenregeneration durch NoxOl1-Knockout Induktion nach Rauchexposition im
Mausmodell bestdtigen. Diese Regeneration ist, durch den Versuchsansatz bedingt, in
Bezug auf die Emphysembildung limitiert und fiir die pulmonale Hypertonie klar, da
diese, wie Vorversuche verdeutlichen, bereits nach 3 Monaten Rauchexposition entsteht
und somit die Versuchsdaten eindeutig auf eine Regeneration zurlickzuzufiihren sind,
wiéhrend die rauchbedingte Emphysembildung zum Zeitpunkt der KO-Induktion
moglicherweise noch nicht abschlossen ist. So konnten insgesamt auf Basis der
erhobenen Parameter Riickbildungstendenzen des entstandenen Emphysems, sowie
starke Effekte auf die GefaBBverdnderungen und die pulmonale Hypertonie beobachtet
werden. In Vorarbeiten des Labors wurden bereits protektive Effekte einer NoxOl
Deletion gezeigt [73]. NoxO1 scheint nicht nur die Entstehung der COPD zu begiinstigen,
sondern vielmehr bewirkt das Vorhandensein von NoxO1, als wichtige Untereinheit von
Nox1 und Nox3, die Aufrechterhaltung der Erkrankung. Weitere Studien zur NoxOl
Wirkung im Mausmodel zu verschiedenen Zeitpunkten der Regenerationsphase und
unmittelbar vor und nach KO-Induktion konnten eine genauere Dynamik der
Regeneration geben. Des Weiteren sind stereologische Untersuchungen der
Lungenregeneration sinnvoll, um diese weiter zu validieren. Versuchsaufbaubedingt ist
eine Untersuchung des solitdren Tamoxifen-Effekts zukiinftig sinnvoll, um mogliche
Lungen-regenerative Potentiale von Tamoxifen auszuschlieBen. Die potenzielle
Ubertragbarkeit der NoxO1 KO-Ergebnisse auf den Menschen bediirfen weitere Studien
und die Untersuchung der Wirkung in weiteren Organen wére ebenfalls interessant.
Ebenso wiren Versuchen mit gewebespezifischen NoxO1 Knockout aufschlussreich um

die Effekte auf Zelltyp-spezifische Prozesse herunterzubrechen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine Verlagerung des Protease-Antiproteasen-
Gleichgewichts (MMP9 und TIMP3) in Richtung der Antiproteasen, die durch die
NoxO1-KO-Induktion verursacht wird, was sich giinstig auf das Emphysem und die PH
auswirkt. Ebenfalls scheinen sowohl G-Protein gekoppelte Mechanismen als auch eine
mitochondriale Beteiligung von Bedeutung zu sein. Um intrazelluldre Prozesse bei einer
NoxO1 KO-bedingten Lungenregeneration besser zu verstehen, bedarf es weitere Studien

diesbeziiglich. Diese Arbeit konnte erste Anhaltspunkte auf die potenzielle Wichtigkeit
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des Wachstumsfaktors FGFI0 im Rahmen einer Lungenregeneration bei
Rauchinduzierten Emphysem und PH erarbeiten. Studien mit FGF10 KO oder
Uberexpression im Mausmodell kénnten die Rolle des Faktors FGF10 im Rahmen des

Zigarettenrauch-Induziertem Emphysems weiter aufschliisseln.

Des Weiteren ist von Interesse, inwiefern potenzielle Noxl, Nox3 oder Noxol-
Inhibitoren eine Lungenregeneration nach Zigarettenrauch-induziertem Emphysem und
pulmonale Hypertonie bedingen wiirden. Entwicklungen und Testung eines spezifischen
NoxO1- oder Nox1 Inhibitors konnte ein Schritt zur medikamentdsen Therapie der COPD

in Menschen darstellen.
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6 Zusammenfassung

Die COPD ist eine Erkrankung mit steigender Morbiditit und Mortalitét weltweit. Nach
den heutigen Kenntnissen ist sie eine Erkrankung ohne kausale Therapie, dessen
Progredienz lediglich mit symptomlindernder Therapie und Therapie der begleitenden
Infektionen verlangsamt wird. Fiir die Entwicklung kurativer Therapieansitze ist das
molekulare Verstindnis der Regulationsmechanismen, die der Erkrankung und der
Lungenregeneration zu Grunde liegen essenziell. NADPH-Oxidasen spielen in der
Krankheitsgenese und  Aufrechterhaltung durch Produktion von reaktiven

Sauerstoffspezies hierbei potenziell eine wichtige Rolle.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein im Mausmodell durch Zigarettenrauch
induziertes Emphysem und eine durch Zigarettenrauch induzierte pulmonale Hypertonie
nach NoxO1 Knockout-Induktion, nach dem Ende der Rauchexposition regenerierfahig
ist. Ein Knockout von NoxO1 (NADPH-Oxidase Organizer 1), eine Untereinheit der
NADPH-Oxidase 1, wurde mithilfe des Cre-Lox-Systems nach rauchbedingter
Emphysembildung und Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie induziert.
Morphologische Untersuchungen von Lungenschnitten zeigten im Vergleich von
Gruppen mit induziertem NoxO1 Knockout nach Rauchexposition zu WT und NoxO1-
nicht induzierten Mausgruppen ein signifikant geringeres Emphysem. Hierbei wurde die
Septumdicke, der Luftanteil und der mittlerer Alveolenabstand gemessen. Weitergehende
Untersuchungen mittels Quantifizierung der Alveolenzahl sollten hier zur weiteren
Validierung vorgenommen werden. Des Weiteren bildeten sich rauchinduzierte GefaB3-
Remodelling Prozesse durch einen NoxOl Knockout zuriick. So wiesen diese
Mausgruppen keine erhohte vaskuldare Muskularisierung und geringere GefaBwandstérke

auf.

Die im Rahmen dieser Arbeit entstandenen Ergebnisse deuten auf eine Involvierung von
Matrix-Metalloproteasen und ihre Inhibitoren in der Lungenregeneration nach NoxO1-
KO-Induktion hin. Eine Wiederherstellung des Proteasen-Antiproteasen-Gleichgewichts
konnte regenerative Prozesse in der Lunge positiv beeinflussen. Durch erhohte
Superoxiddismutase 1 Expression kann eine NoxO1-KOInduktion den Abbau von
reaktiven Sauerstoffspezies beschleunigen und das Gleichgewicht zwischen Oxidantien

und Anti-Oxidantien beeinflussen. Die vor allem in Septen festgestellte Involvierung von
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G-Protein-gekoppelten Prozessen und mitochondriale Stoffwechselwege in Gefalen
konnten in der Lungenregeneration eine gro3e Rolle spielen. FGF10, welches bereits in
anderen Untersuchungen als wichtiges Protein der Lungenreifung postuliert wurde,

konnte ebenfalls in NoxO1 bedingter Lungenregeneration eine Rolle spielen.

Es miissen weitere Experimente und Untersuchungen durchgefiihrt werden, um die
Wirkung eines NoxO1 Knockouts und mogliche Tamoxifen Effekte besser zu verstehen.
Im Rahmen der Lungenregeneration scheinen Proteine wie FGF10 eine grof3e Rolle zu
spielen, dessen Expression auf die Lungenregeneration weiter evaluiert werden sollten.
Die Wirkung eines NoxO1 Knockouts auf weitere Organe und die Suche nach geeigneten
NoxO1l Inhibitoren und deren Effekte in Bezug auf eine potenzielle
Emphysemriickbildung und Riickbildung der pulmonalen Hypertonie stellen einen
wichtigen Schritt zum potenziellen therapeutischen Ansatz eines NoxO1 Inhibitors bei

COPD in Menschen dar.
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7  Summary

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a disease with increasing morbidity
and mortality worldwide. According to current knowledge, it is a disease without causal
treatment, the progression of which is only slowed down with symptom-relieving therapy
and therapy of accompanying infections. For the development of curative therapeutic
approaches, a molecular understanding of the regulatory mechanisms underlying both the
disease and lung regeneration is essential. NADPH oxidases play a potentially important

role in pathogenesis and progression by production of reactive oxygen species.

This dissertation demonstrates that cigarette smoke-induced pulmonary hypertension in
mice can be reversed via NoxO1 knockout induction. The data of the current thesis also

suggest that established lung emphysema can be improved by NoxO1 knockout.

After inducing emphysema and pulmonary hypertension in mice by tobacco-smoke
exposure, NoxO1 (NADPH oxidase organizer 1), a subunit of NADPH oxidase 1, was
knocked out using the Cre-Lox system. Morphological examinations of the lungs show a
significantly lower emphysema rate in NoxO1-knockout groups compared to Wildtype
and non-knockout mouse groups. For assessment of emphysema, the septal wall
thickness, the airspace, and the mean linear intercept were measured. Quantification of
the number of alveoli needs to be carried out in future to further validate these findings.
Furthermore, smoke-induced lung vascular remodeling, a process underlying pulmonary
hypertension, returned to normal in the NoxO1 knockout. NoxO1 knockout mice showed

no increased lung vascular muscularization and comparatively thinner vessel walls.

The results originating from this dissertation indicate an involvement of matrix
metalloproteinases and their inhibitors in the above-described process of lung
regeneration  after  NoxO1-KO-induction.  The  reestablishment of the
protease/antiprotease balance could positively influence regenerative processes in the
lung. By increasing superoxide dismutase 1 expression, NoxO1-KO induction can
enhance the breakdown of reactive oxygen species and influence the oxidant-antioxidant
system. Involvement of G-protein-coupled processes, especially in septa, and metabolic
pathways in vascular mitochondria could also play a major role in lung regeneration.
FGF10, an important protein in lung maturation as postulated by other studies, could have

major functions in NoxO1 related lung regeneration as well.

Further experimentation and research need to be done to better understand the effects of
a NoxO1 knockout and possible tamoxifen effects. In the context of lung regeneration,

proteins such as FGF10 could play a major role; its expression in lung regeneration should
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therefore be further evaluated. Research on the effect of a NoxO1 knockout on other
organs, as well as of suitable NoxOl inhibitors and their potential for reversing
emphysema and pulmonary hypertension, would represent an important step towards a
potentially therapeutic application of NoxO1 Inhibition in COPD in humans.
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Abbildung 1-1: Mechanismen der pulmonalen Beeinflussung von COPD. Modifiziert
nach Barnes, 2000 [1].....coomiiiiieeeeee e e e 8
Abbildung 1-2: Vier Stadien der Tabakrauch-Epidemie, zu erkennen ist die Latenzzeit
zwischen dem Anstieg der Raucheranzahl und der Rauch-bedingten
Todesfille. Modifiziert nach Bousquet (Hg.), 2007 [2] ....cccvevviieviienieeienne. 11
Abbildung 1-3: Uberblick der beteiligten Zellen und Zytokine bei der COPD.
Zigarettenrauch und andere Noxen aktivieren die Freisetzung verschiedener
Zytokine aus Epithelzellen und Makrophagen. Diese fiihrt zur
chemotaktischen Aktivierung von Monozyten, welche in der Lunge zu
Makrophagen differenzieren. Aktivierte neutrophile Granulozyten und
Makrophagen setzen Proteasen frei, die zur Zerstorung der Alveolen /
Emphysembildung und vermehrter Schleimproduktion beitragen. Aktivierte
TH1-Zellen und zytotoxische TC1-Zellen unterstiitzen die Destruierung der
Alveolen. Die stimulierte Proliferation von Fibroblasten fiihrt zu Fibrose der
kleinen Atemwege. (TGFp = transforming growth factor-p, CCL = CC-
chemokine ligand, CCR = CC-chemokine receptor, CXCL = CXC-
chemokine ligand, CXCR = CXC-chemokine receptor, MMP9 =
Matrixmetalloprotease 9). Modifiziert nach Barnes, 2008 [58]................... 13
Abbildung 1-4: Interaktion der Apoptose mit anderen pathogenetischen Mechanismen
in der COPD. Durch die Entziindungsreaktion aktivierte CD8+ T-Zellen
setzen Perforine und Granzym B frei, welche die Apoptose initiieren.
Oxidativer Stress verursacht Zellschdden und niedrigere VEGF-Spiegel, die
so zur Apoptose flihren. Proteasen wie MMPs konnen durch
Basalmembranzerstorung, die zu Verlust von Uberlebenssignalen in Zellen
oder direkt durch Fas-Liganden-Aktivierung zu Apoptose fiithren.
Modifiziert nach Demedts, 2006 [85]. ..ccvveeiiiieeiiieeieeeeeeee e 18
Abbildung 1-5: Unterformen der NADPH-Oxidasen Nox1-5. Nox1-4 gehen mit
p22phox Heterodimere ein. Nox1 als enzymatisch aktiver Komplex
beinhaltet den Nox Organiser (NoxO1), den Nox Activator 1 (NoxA1) und
die GTPase Rac in ihrer aktiven, GTP gebundener Form. Die Aktivitét von
Nox2 hédngt von p47phox, p67phox und Rac ab. Supportiv wirkt hierbei
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p40phox. Nox3 benoétigt fiir ihre Aktivitdt NoxO1. Die Funktion von Rac in
vivo ist nicht geklart. Nox4 erfdhrt keine Regulation durch Untereinheiten.
Ebenfalls ist der Einfluss von Rac hier nicht geklart. Interessanterweise
entstehen hierbei hauptsédchlich Wasserstoffperoxide. Nox5 wird durch
Bindung von Kalzium aktiviert. Hierbei bewirkt eine
Konformationsdnderung das Ldsen eines intramolekularen Inhibitors. Aus
Brandes et al., 2014 [131]. oo 22
Abbildung 1-6: Durch Tamoxifen induzierbares Cre-loxP System. Die Cre
Rekombinase wird mit einem modifizierten Estrogenrezeptor (ER)
gebunden und durch einen Gewebe-spezifischen Promotor kontrolliert. Im
inaktiven Zustand bindet heat shock protein 90 (Hsp90) am ER und
verhindert ein Wandern in den Zellkern. Bei Tamoxifengabe bindet diese
am ER, Hsp90 wird freigesetzt und das Cre-ER Fusionsprotein kann in den
Zellkern wandern. Dort rekombiniert Cre die LoxP Sequenzen, woraus ein
Knockout resultiert. Modifiziert nach Giinschmann, 2014 [139] ............... 24
Abbildung 1-7: Verwendetes Gruppenschema fiir die Rauchexposition und
Tamoxifenzugabe (Tam) der verschiedenen Mausgruppen. Alle Méuse
befanden sich 11 Monate im Experiment. Zu jeder Kontrollgruppe ohne
jegliche Rauchexposition gab es eine Rauch-exponierte Gruppe, die fiir 8
Monate 6 Stunden pro Tag an 5 Tagen die Woche mit einer
Partikelkonzentration von 140 mg/m?® beraucht wurde. AnschlieBend wurde
bei 2 von 4 NoxO1 LoxP-flankierten Gruppen durch zweiwdchige
Tamoxifengabe eine NoxO1-KO initiiert. Alle Rauchexponierte Gruppen
wurden fiir weitere 3 Monate bei Raumluft gehalten...............c.cccoeeeeeennnn. 25
Abbildung 1-8: In vivo und ex vivo Daten der Lungencompliance, des
rechtsventrikuldren systolischen Blutdruckes, der Ventrikelverhiltnisse und
des systemischen arteriellen Mitteldruckes von Wildtypméusen (WT),
NoxO1-Knockout nicht induzierten und NoxO1 Knockout induzierten
Maiusen, jeweils nach Raumluft- und 8-monatiger Rauchexposition. n=10.
A) Dynamische Lungencompliance. B) Rechtsventrikulérer systolischer
Blutdruck, gemessen via Rechtsherzkatheter. C) Gewichtsverhiltnis des
rechten Ventrikels zum linken Ventrikel plus Septum. D) Systemischer

arterieller Mitteldruck. Zur Verfligung gestellt von M. Bednorz................. 27
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Abbildung 3-1: Messdaten der Alveolarmorphometrie von Wildtyp- und NoxO1
Knockout-fahigen Miusen, jeweils mit und ohne Zigarettenrauchexposition.
Bei der Hilfte der NoxO1 Cre Miuse wurde ein Knockout post-
Rauchexposition durch Tamoxifengabe induziert. Es wurden hierfiir
Lungenschnitte in Himatoxylin-Eosin-Féarbung untersucht. ,,0* stellen
Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten
hierbei eine 11-monatige Raumluftexposition, wobei nach 8 Monaten ggf.
eine NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifengabe erfolgte. Zum
Untersuchungszeitpunkt waren alle Mause 11 Monate alt. Die Interaktion
stellt hierbei die Effekte der Regeneration dar, welches sich aus den
Parametern ,,Rauchexposition* und anschlieender ,,KO-Induktion*
zusammensetzt. n=7-9. A) Alveolérer Luftanteil (Airspace). B)
Durchschnittliche Septumdicke. C) Mittlerer Alveolenseptenabstand (mean
JINEAT TNEETCEPE)...eevieurieiiieiieeiie ettt ettt ettt ere e e e e e e e enbeesee e 51

Abbildung 3-2: Untersuchung der mittleren Wandstirke der pulmonalen Gefaf3e nach
Rauchexposition in WT, NoxO1-Knockout nicht-induzierten und
induzierten Mausgruppen. Hierfiir wurden Lungenschnitte in Elastika-van-
Gieson-Féarbung untersucht. ,,0° stellen Mausgruppen ohne
Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten hierbei eine 11-
monatige Raumluftexposition, wobei nach 8§ Monaten ggf. eine NoxO1-KO-
Induktion durch Tamoxifengabe erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt
waren alle Mduse 11 Monate alt. n=5. A) Gefid3e zwischen 20-70 pm im
Innendurchmesser. B) Gefa3e zwischen 70-150 pm im Innendurchmesser.
C) Exemplarische Bilder zur VisualiSierung. ..........ccceeeeveeerveeerveeeiieeeneeenns 52

Abbildung 3-3: Untersuchung des Muskularisierungsgrades der pulmonalen Gefif3e
nach Rauchexposition in WT, NoxO1-Knockout nicht-induzierten und
induzierten Mausgruppen. Hierfiir wurden Lungenschnitte mit Antikdrpern
gegen a-Aktin und von-Willebrand-Faktor gefarbt und untersucht. ,,0%
stellen Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen
erfolgten hierbei eine 11-monatige Raumluftexposition, wobei nach 8
Monaten ggf. eine NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifengabe erfolgte.
Zum Untersuchungszeitpunkt waren alle Mause 11 Monate alt. n=5. A)

Gefdlle zwischen 20-70 um im Innendurchmesser. B) Geféalle zwischen 70-
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150 pm im Innendurchmesser. C) Exemplarische Bilder zur Visualisierung.

Abbildung 3-4: Quantitative Proteinanalyse von Lungenhomogenat von NoxO1 mittels
Western Blot, als Referenzstandard wurde 3-Aktin verwendet. Es wurden
Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen verwendet (,,NoxO1).
,»hosmoke* Mausgruppen stellen Gruppen ohne Zigarettenrauchexposition
dar. Zudem wurden Mausgruppen nach 8-monatiger
Zigarettenrauchexposition mit und ohne anschlieBender Tamoxifengabe
untersucht (NoxO1 smoke & NoxO1 smoke +T). Als Kontrollgruppe ,,K*
wurde eine konstitutionell NoxO1-defiziente Mausgruppe verwendet.
Bilder des kompletten Westerblots im Anhang. Analyse durchgefiihrt durch
STHAAZIC. N4 et 54

Abbildung 3-5: Quantitative Proteinanalyse von Lungenhomogenat mittels Western
Blot, als Referenzstandard wurde B-Aktin verwendet. Es wurden WT und
post-Rauch NoxO1 defiziente Gruppen untersucht, jeweils nach Rauchluft-
und 8-monatiger Zigarettenrauchexposition. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurden alle Gruppen in Relation zur WT-Gruppe ohne Rauchexposition
gesetzt. ,,0° stellen Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar,
stattdessen erfolgten hierbei eine 11-monatige Raumluftexposition, wobei
nach 8 Monaten ggf. eine NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifengabe
erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt waren alle Méuse 11 Monate alt.
n=6. A) relative Nitrotyrosinmenge. B,E) Relative MMP9-Menge und
exemplarischer Blot. C,F) Relative TIMP3-Menge und exemplarischer Blot.
D,G) Relative FGF10-Menge und exemplarischer Blot. ............cccceeuneenn. 56

Abbildung 3-6: Relative Genexpressionsmenge anhand des cycle threshold Wertes (Ct)
der Gene der Gruppe ,,Extrazellulire Matrix“. Interaktionsanalyse zwischen
NoxO1-KO induzierten und nicht-induzierten Gruppen. ,,0° stellen
Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten
hierbei eine 11-monatige Raumluftexposition, wobei nach 8 Monaten ggf.
eine NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifengabe erfolgte. Zum
Untersuchungszeitpunkt waren alle Méuse 11 Monate alt. n=3. ................. 58

Abbildung 3-7: Relative Genexpressionsmenge anhand des cycle threshold Wertes (Ct)
der Gene der Gruppe ,,Jmmunologie®. Interaktionsanalyse zwischen

NoxO1-KO induzierten und nicht-induzierten Gruppen. ,,0° stellen
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Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten
hierbei eine 11-monatige Raumluftexposition, wobei nach 8 Monaten ggf.
eine NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifengabe erfolgte. Zum
Untersuchungszeitpunkt waren alle Mause 11 Monate alt. n=3. ................. 59
Abbildung 3-8: Relative Genexpressionsmenge anhand des cycle threshold Wertes (Ct)
der Gene der Gruppe ,,DNA-Aktivitit“. Interaktionsanalyse zwischen
NoxO1-KO induzierten und nicht-induzierten Gruppen. ,,0 stellen
Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten
hierbei eine 11-monatige Raumluftexposition, wobei nach 8 Monaten ggf.
eine NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifengabe erfolgte. Zum
Untersuchungszeitpunkt waren alle Mause 11 Monate alt. n=3, falls nicht
anders bezeiChNet. ...........oooiiiiiiiiii e 60
Abbildung 3-9: Relative Genexpressionsmenge anhand des cycle threshold Wertes (Ct)
der Gene der Gruppe ,,Oxidativer Stress*. Interaktionsanalyse zwischen
NoxO1-KO induzierten und nicht-induzierten Gruppen. ,,0 stellen
Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten
hierbei eine 11-monatige Raumluftexposition, wobei nach 8 Monaten ggf.
eine NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifengabe erfolgte. Zum
Untersuchungszeitpunkt waren alle Mause 11 Monate alt. n=3, falls nicht
anders bezeiChNet. ...........cooiiiiiiiii e 61
Abbildung 3-10: Relative Genexpressionsmenge anhand des cycle threshold Wertes
(Ct) des BAX-Gens. Interaktionsanalyse zwischen NoxO1-KO induzierten
und nicht-induzierten Gruppen. ,,0“ stellen Mausgruppen ohne
Zigarettenrauchexposition dar, stattdessen erfolgten hierbei eine 11-
monatige Raumluftexposition, wobei nach 8§ Monaten ggf. eine NoxO1-KO-
Induktion durch Tamoxifengabe erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt
waren alle Mduse 11 Monate alt. n=3. ......occooiiiiiiiniiieeeee 62
Abbildung 3-11: Relative Genexpressionsmenge anhand des cycle threshold Wertes
(Ct) fiir Gene der Gruppe ,,Proliferation und Lungenreifung*.
Interaktionsanalyse zwischen NoxO1-KO induzierten und nicht-induzierten
Gruppen. ,,0° stellen Mausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition dar,
stattdessen erfolgten hierbei eine 11-monatige Raumluftexposition, wobei

nach 8 Monaten ggf. eine NoxO1-KO-Induktion durch Tamoxifengabe
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erfolgte. Zum Untersuchungszeitpunkt waren alle Méuse 11 Monate alt.
n=3, falls nicht anders DeZeiChNet. ..........ccoovuvviiiiiiiiiiiiiiieeeee e 63
Abbildung 3-12: Kompartiment spezifische Mikroarray-Analyse der Genexpression in
Bezug auf libergeordnete Gengruppen nach Rauchexposition und NoxO1
Knockout-Induktion post-Rauch (KO.K vs. KO), nach Rauchexposition und
alleinige NoxO1-Knockout-Fahigkeit (KO vs. WT) und beide Vergleiche
kombiniert (KO.K vs. WT). s =Effekte in Lungensepten, v = Effekte in
Lungengefifle. KO.K vs KO zeigt die Genexpressionsverdnderung durch
NoxO1-Knockout in Vergleich zu Knockout-fahigen Tieren in Bezug auf
Rauchexposition. KO.K vs WT zeigt die Genexpressionsverdnderung
zwischen NoxO1 Knockout Tiere und Wildtypgruppen in Bezug auf
Rauchexposition. KO.K vs WT zeigt die Genexpressionsveranderung
zwischen Knockout-fahige Gruppen ohne Knockout-Induktion und
Wildtypgruppen in Bezug auf Rauchexposition. n=4. ..........cccceecvevvevennene 65
Abbildung 3-13: Kompartiment spezifische Mikroarray-Analyse der Genexpression in
Bezug auf libergeordnete Gengruppen mit moglicher Relevanz in der
Pathogenese nach Rauchexposition und NoxO1 Knockout-Induktion post-
Rauch (KO.K vs. KO), nach Rauchexposition und alleinige NoxO1-
Knockout-Fahigkeit (KO vs. WT) und beide Vergleiche kombiniert (KO.K
vs. WT). s =Effekte in Lungensepten, v = Effekte in Lungengefifie. KO.K
vs KO zeigt die Genexpressionsverdnderung durch NoxO1-Knockout in
Vergleich zu Knockout-fahigen Tieren in Bezug auf Rauchexposition.
KO.K vs WT zeigt die Genexpressionsveranderung zwischen NoxO1
Knockout Tiere und Wildtypgruppen in Bezug auf Rauchexposition. KO.K
vs WT zeigt die Genexpressionsveranderung zwischen Knockout-fahige
Gruppen ohne Knockout-Induktion und Wildtypgruppen in Bezug auf
RaucheXposition. N=4. ......ccoeiiiiiiiieiieiie ettt ettt ees 66
Abbildung 3-14: Kompartiment spezifische Mikroarray-Analyse der Genexpression in
Bezug auf moglich relevante Gene nach Rauchexposition und NoxO1
Knockout-Induktion post-Rauch (KO.K vs. KO), nach Rauchexposition und
alleinige NoxO1-Knockout-Fahigkeit (KO vs. WT) und beide Vergleiche
kombiniert (KO.K vs. WT). s =Effekte in Lungensepten, v = Effekte in
Lungengefifle. KO.K vs KO zeigt die Genexpressionsverdnderung durch

NoxO1-Knockout in Vergleich zu Knockout-fahigen Tieren in Bezug auf
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Rauchexposition. KO.K vs WT zeigt die Genexpressionsverdnderung
zwischen NoxO1 Knockout Tiere und Wildtypgruppen in Bezug auf
Rauchexposition. KO.K vs WT zeigt die Genexpressionsveranderung
zwischen Knockout-fahige Gruppen ohne Knockout-Induktion und
Wildtypgruppen in Bezug auf Rauchexposition. n=4. ..........ccccoecvevvevennene 67
Abbildung 3-15: Kompartimentenvergleich zwischen Lungensepten (s) und
Lungengefidflen (v) nach Rauchexposition und NoxO1-KO-Induktion post-
Rauch (KO.K vs KO) in Bezug auf die logarithmierte Intensitdtsénderung
zur Basis 2 (log: fold-change). KO.K vs KO zeigt die
Genexpressionsverdnderung durch NoxO1-Knockout in Vergleich zu
Knockout-fahigen Tieren in Bezug auf Rauchexposition. Genpunkte im
negativen Bereich erfuhren eine Herunterregulation und im positiven
Bereich eine Hochregulation. Liegen Genpunkte auf der gestrichelten Linie,
so ist ihr Expressionsverhalten in Gefa3en und Septen gleich. Rot
hervorgehoben wurden Punkte, die lediglich in Lungengefd3en
hochreguliert wurden (septal: log> fold-change = +1, vaskular: log> fold-
Change == 2,5). 54 ..o 68
Abbildung 11-1: Western-Blot Bild der Proteinanalyse von NoxO1 und vom
Referenzprotein B-Aktin. ,,K* steht fiir die NoxO1-defiziente
Kontrollmausgruppe. ,,M* steht fiir den verwendeten Marker. ,,NoxO1
nosmoke* steht fiir Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen ohne
Zigarettenrauchexposition. ,,NoxO1 smoke* steht fiir Mausgruppen mit
LoxP-flankiertem NoxO1-Gen mit 8-monatiger Zigarettenrauchexposition
und anschlieender 3-monatiger Raumluftexposition. Gruppen mit ,,+T*
sind Mausgruppen, die nach 8 Monaten eine Tamoxifen-induzierten
Knockout des NoxO1-Gens erfuhren. Der rote Pfeil verweist auf die
korrekte Proteinbande. Analyse durchgefiihrt durch S.Hadzic. ................. 114
Abbildung 11-2: Western-Blot Bilder der Proteinanalyse von Nitrotyrosin und vom
Referenzprotein B-Aktin. ,,WT nosmoke* steht fiir Wildtyp-
Kontrollmausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition. ,,WT smoke* stellen
die Wildtypgruppe mit 8-monatiger Rauchexposition und anschlieenden 3
Monaten Raumluft-Exposition dar. ,,NoxO1 nosmoke* steht fiir
Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen ohne
Zigarettenrauchexposition, wahrend ,,NoxO1 smoke* fiir Mausgruppen mit
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LoxP-flankiertem NoxO1-Gen mit 8-monatiger Zigarettenrauchexposition
und anschliefender 3-monatiger Raumluftexposition stehen. Gruppen mit
1T sind Mausgruppen, die nach 8 Monaten eine Tamoxifen-induzierten
Knockout des NoxO1-Gens erfuhren. Der rote Pfeil verweist auf die
korrekte Proteinbande, bei Nitrotyrosin werden alle Banden zur Analyse
CINDETECRNET. .. ..evieiiiiiiiiete et 115
Abbildung 11-3: Western-Blot Bilder der Proteinanalyse von MMP9 und vom
Referenzprotein B-Aktin. ,,WT nosmoke* steht fiir Wildtyp-
Kontrollmausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition. ,,WT smoke* stellen
die Wildtypgruppe mit 8-monatiger Rauchexposition und anschlieenden 3
Monaten Raumluft-Exposition dar. ,,NoxO1 nosmoke* steht fiir
Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen ohne
Zigarettenrauchexposition, wahrend ,,NoxO1 smoke* fiir Mausgruppen mit
LoxP-flankiertem NoxO1-Gen mit 8-monatiger Zigarettenrauchexposition
und anschlieender 3-monatiger Raumluftexposition stehen. Gruppen mit
1T T sind Mausgruppen, die nach 8 Monaten eine Tamoxifen-induzierten
Knockout des NoxO1-Gens erfuhren. Der rote Pfeil verweist auf die
korrekte Proteinbande..........cccovvevuieniiiiiniiiiiieeceeee e 116
Abbildung 11-4: Western-Blot Bilder der Proteinanalyse von TIMP3 und vom
Referenzprotein B-Aktin. ,,M* steht fiir den verwendeten Marker. ,,WT
nosmoke* steht fiir Wildtyp-Kontrollmausgruppen ohne
Zigarettenrauchexposition. ,,WT smoke* stellen die Wildtypgruppe mit 8-
monatiger Rauchexposition und anschlieBenden 3 Monaten Raumluft-
Exposition dar. ,,NoxO1 nosmoke* steht fiir Mausgruppen mit LoxP-
flankiertem NoxO1-Gen ohne Zigarettenrauchexposition, wihrend ,,NoxO1
smoke* fiir Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen mit 8-
monatiger Zigarettenrauchexposition und anschlieender 3-monatiger
Raumluftexposition stehen. Gruppen mit ,,+T* sind Mausgruppen, die nach
8 Monaten eine Tamoxifen-induzierten Knockout des NoxO1-Gens
erfuhren. Der rote Pfeil verweist auf die korrekte Proteinbande................ 117
Abbildung 11-5: Western-Blot Bilder der Proteinanalyse von FGF10 und vom
Referenzprotein B-Aktin. ,,WT nosmoke* steht fiir Wildtyp-
Kontrollmausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition. ,,WT smoke* stellen

die Wildtypgruppe mit 8-monatiger Rauchexposition und anschlieenden 3
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Monaten Raumluft-Exposition dar. ,,NoxO1 nosmoke* steht fiir
Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen ohne
Zigarettenrauchexposition, wiahrend ,,NoxO1 smoke* fliir Mausgruppen mit
LoxP-flankiertem NoxO1-Gen mit 8-monatiger Zigarettenrauchexposition
und anschliefender 3-monatiger Raumluftexposition stehen. Gruppen mit
,»TT¢ sind Mausgruppen, die nach 8 Monaten eine Tamoxifen-induzierten
Knockout des NoxO1-Gens erfuhren. Der rote Pfeil verweist auf die

KOTITeKte ProteINDaANdE. ....o.eneeeeeeeeeeeeeeee e 118
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11  Anhang

Im Folgenden werden die Originalbilder, welche fiir die Western-Blot Analyse verwendet
wurden, abgebildet. Der rote Pfeil zeigt stets auf die korrekte Bande. ,,K* steht fiir die
verwendete Kontrollgruppe, welche Lungenhomogenat von NoxO1 defizienten Mausen
beinhaltet. ,,M* steht fiir den verwendeten Marker. , WT* und ,,WT nosmoke* stehen fiir
Wildtyp-Kontrollmausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition. ,,WT smoke* stellen die
Wildtypgruppe mit 8-monatiger Rauchexposition und anschlieBenden 3 Monaten
Raumluft-Exposition dar. ,,NoxOl nosmoke* steht fiir Mausgruppen mit LoxP-
flankiertem NoxO1-Gen ohne Zigarettenrauchexposition, wihrend ,,NoxO1 smoke* fiir
Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen mit 8-monatiger
Zigarettenrauchexposition und anschlieender 3-monatiger Raumluftexposition stehen.
Gruppen mit ,,+T* sind Mausgruppen, die nach 8 Monaten eine Tamoxifen-induzierten

Knockout des NoxO1-Gens erfuhren.
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Abbildung 11-1: Western-Blot Bild der Proteinanalyse von NoxO1 und vom Referenzprotein f-Aktin. ,,K*
steht fiir die NoxO1-defiziente Kontrollmausgruppe. ,,M* steht fiir den verwendeten Marker. ,,NoxOl
nosmoke* steht fir Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen ohne Zigarettenrauchexposition.
»NoxO1 smoke* steht fiir Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen mit 8-monatiger
Zigarettenrauchexposition und anschlieBender 3-monatiger Raumluftexposition. Gruppen mit ,,+T* sind
Mausgruppen, die nach 8 Monaten eine Tamoxifen-induzierten Knockout des NoxO1-Gens erfuhren. Der
rote Pfeil verweist auf die korrekte Proteinbande. Analyse durchgefiihrt durch S.Hadzic.
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Abbildung 11-2: Western-Blot Bilder der Proteinanalyse von Nitrotyrosin und vom Referenzprotein B-
Aktin. ,,WT nosmoke® steht fiir Wildtyp-Kontrollmausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition. ,,WT
smoke stellen die Wildtypgruppe mit 8-monatiger Rauchexposition und anschlieBenden 3 Monaten
Raumluft-Exposition dar. ,,NoxO1 nosmoke* steht fiir Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen
ohne Zigarettenrauchexposition, wahrend ,,NoxO1l smoke* fiir Mausgruppen mit LoxP-flankiertem
NoxO1-Gen mit 8-monatiger Zigarettenrauchexposition und anschlieBender 3-monatiger
Raumluftexposition stehen. Gruppen mit ,,+T* sind Mausgruppen, die nach 8 Monaten eine Tamoxifen-
induzierten Knockout des NoxO1-Gens erfuhren. Der rote Pfeil verweist auf die korrekte Proteinbande, bei
Nitrotyrosin werden alle Banden zur Analyse einberechnet.
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Abbildung 11-3: Western-Blot Bilder der Proteinanalyse von MMP9 und vom Referenzprotein f-Aktin.
»WT nosmoke* steht fiir Wildtyp-Kontrollmausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition. ,,WT smoke*
stellen die Wildtypgruppe mit 8-monatiger Rauchexposition und anschlieBenden 3 Monaten Raumluft-
Exposition dar. ,,NoxOl nosmoke* steht fiir Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen ohne
Zigarettenrauchexposition, wihrend ,,NoxO1 smoke* fiir Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen
mit 8-monatiger Zigarettenrauchexposition und anschlieBender 3-monatiger Raumluftexposition stehen.
Gruppen mit ,,+T* sind Mausgruppen, die nach 8 Monaten eine Tamoxifen-induzierten Knockout des
NoxO1-Gens erfuhren. Der rote Pfeil verweist auf die korrekte Proteinbande.
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Abbildung 11-4: Western-Blot Bilder der Proteinanalyse von TIMP3 und vom Referenzprotein B-Aktin.
»M steht fiir den verwendeten Marker. ,,WT nosmoke* steht fiir Wildtyp-Kontrollmausgruppen ohne
Zigarettenrauchexposition. ,,WT smoke* stellen die Wildtypgruppe mit 8-monatiger Rauchexposition und
anschlieBenden 3 Monaten Raumluft-Exposition dar. ,,NoxO1 nosmoke* steht fiir Mausgruppen mit LoxP-
flankiertem NoxO1-Gen ohne Zigarettenrauchexposition, wahrend ,,NoxO1 smoke* fiir Mausgruppen mit
LoxP-flankiertem NoxO1-Gen mit 8-monatiger Zigarettenrauchexposition und anschlieBender 3-monatiger
Raumluftexposition stehen. Gruppen mit ,,+T* sind Mausgruppen, die nach 8 Monaten eine Tamoxifen-
induzierten Knockout des NoxO1-Gens erfuhren. Der rote Pfeil verweist auf die korrekte Proteinbande.
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Abbildung 11-5: Western-Blot Bilder der Proteinanalyse von FGF10 und vom Referenzprotein -Aktin.
»WT nosmoke* steht fiir Wildtyp-Kontrollmausgruppen ohne Zigarettenrauchexposition. ,,WT smoke*
stellen die Wildtypgruppe mit 8-monatiger Rauchexposition und anschlieBenden 3 Monaten Raumluft-
Exposition dar. ,,NoxO1 nosmoke™ steht fiir Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen ohne
Zigarettenrauchexposition, wihrend ,,NoxO1 smoke* fiir Mausgruppen mit LoxP-flankiertem NoxO1-Gen
mit 8-monatiger Zigarettenrauchexposition und anschlieBender 3-monatiger Raumluftexposition stehen.
Gruppen mit ,,+T* sind Mausgruppen, die nach 8 Monaten eine Tamoxifen-induzierten Knockout des
NoxO1-Gens erfuhren. Der rote Pfeil verweist auf die korrekte Proteinbande.

Anbei sind die Rohdaten der Mikroarray cDNA Analyse aufgelistet, die im Rahmen

dieser Arbeit verwendet wurden:

Significance (-log P)

Gene sets Vessel

ID Name KO vs WT | KO.K vs KO | KO.K vs WT
05010 | Alzheimer's disease 16,46 15,04 0,61
04612 | Antigen processing and presentation 0,08 1,30 1,14
04210 | Apoptosis 3,08 1,62 1,34
05310 | Asthma 0,64 2,47 4,14
01200 | Carbon metabolism 8,77 5,40 1,84
04514 | Cell adhesion molecules (CAMs) 0,19 0,06 0,27
00020 | Citrate cycle (TCA cycle) 4,81 4,56 0,66
04060 | Cytokine-cytokine receptor interaction 0,18 2,20 0,88
04512 | ECM-receptor interaction 4,53 0,56 3,85
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05169 | Epstein-Barr virus infection

00061 | Fatty acid biosynthesis

00071 | Fatty acid degradation

01212 | Fatty acid metabolism

04510 | Focal adhesion

00010 | Glycolysis / Gluconeogenesis

03440 | Homologous recombination

05016 | Huntington's disease

04670 | Leukocyte transendothelial migration
01100 | Metabolic pathways

03430 | Mismatch repair

04932 | Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)
04740 | Olfactory transduction

00190 | Oxidative phosphorylation

05012 | Parkinson's disease

05200 | Pathways in cancer

05200 | Pathways in cancer

00030 | Pentose phosphate pathway

04146 | Peroxisome

04611 | Platelet activation

04141 | Protein processing in endoplasmic reticulum
05205 | Proteoglycans in cancer

00230 | Purine metabolism

03010 | Ribosome

03013 | RNA transport

04919 | Thyroid hormone signaling pathway
04530 | Tight junction

Tabelle 11-1: Rohdaten der Mikro-Array cDNA Analyse der Gefd3dissektate. Dargestellt sind Gengruppen
gemil der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Die Signifikanzen der Spalten werden
entweder mit Rot, Gelb oder Griin unterlegt. Griin bedeutet eine generelle Hochregulation der der Gruppe
zugehorige Gene, Rot eine generelle Herunterregulation der der Gruppe zugehédrige Gene. Gelb unterlegte
Zahlen zeigen ein durchmischtes Regulationsmuster der der Gruppe zugehdrige Gene an.

Significance (-log P)

Gene sets Septa

ID Name KO vs WT | KO.K vs KO | KO.Kvs WT
05010 | Alzheimer's disease

04612 | Antigen processing and presentation
04210 | Apoptosis

05310 | Asthma

01200 | Carbon metabolism

04514 | Cell adhesion molecules (CAMs)
00020 | Citrate cycle (TCA cycle)

04060 | Cytokine-cytokine receptor interaction
04512 | ECM-receptor interaction

05169 | Epstein-Barr virus infection

00061 | Fatty acid biosynthesis
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00071

Fatty acid degradation

01212

Fatty acid metabolism

04510

Focal adhesion

00010

Glycolysis / Gluconeogenesis

03440

Homologous recombination

05016

Huntington's disease

04670

Leukocyte transendothelial migration

01100

Metabolic pathways

03430

Mismatch repair

04932

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)

04740

Olfactory transduction

00190

Oxidative phosphorylation

05012

Parkinson's disease

05200

Pathways in cancer

05200

Pathways in cancer

00030

Pentose phosphate pathway

04146

Peroxisome

04611

Platelet activation

04141

Protein processing in endoplasmic reticulum

05205

Proteoglycans in cancer

00230

Purine metabolism

03010

Ribosome

03013

RNA transport

04919

Thyroid hormone signaling pathway

04530

Tight junction

Tabelle 11-2: Rohdaten der Mikro-Array cDNA Analyse der Lungensepten. Dargestellt sind Gengruppen
gemil der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Die Signifikanzen der Spalten werden
entweder mit Rot, Gelb oder Griin unterlegt. Griin bedeutet eine generelle Hochregulation der der Gruppe
zugehorige Gene, Rot eine generelle Herunterregulation der der Gruppe zugehdrige Gene. Gelb unterlegte
Zahlen zeigen ein durchmischtes Regulationsmuster der der Gruppe zugehorige Gene an.

Coefficients (LFC) Confidence interval (half width) Significance (-log P)
Vessel Vessel Vessel
KO vs KO.K vs KO.K vs KO vs KO.K vs KO.K vs KO vs KO.K vs KO.K vs
WT KO WT WT KO WT WT KO WT
Mmp9 -0,32 -1,05 -1,37 1,61 1,61 1,61 0,16 0,71 1,03
Mmp12 -0,53 0,30 -0,22 2,05 2,05 1,97 0,22 0,11 0,09
Timp3 -1,16 0,29 -0,88 1,21 1,21 1,21 1,23 0,20 0,83
Ccl9 -0,29 0,30 0,02 1,09 1,09 1,09 0,22 0,24 0,01
Cclé 0,48 -1,24 -0,76 1,44 1,44 1,44 0,29 1,05 0,54
Csf2 -0,60 0,38 -0,21 0,97 0,97 0,97 0,66 0,37 0,18
Tird -0,31 0,34 0,02 1,37 1,37 1,37 0,19 0,21 0,01
Bcl2 0,65 -0,29 0,37 1,00 1,00 1,00 0,71 0,25 0,34
Bax 0,62 0,04 0,67 0,86 0,86 0,86 0,81 0,04 0,89
Trafl -0,52 0,74 0,22 1,15 1,15 1,15 0,43 0,69 0,15
Pcna -0,21 0,50 0,29 0,98 0,98 0,98 0,17 0,50 0,26
Mki67 -0,18 1,04 0,86 1,50 1,50 1,50 0,09 0,77 0,59
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Mme 0,04 -0,06 -0,02 1,69 1,69 1,69 0,02 0,03 0,01
Fgf10 -0,53 -0,20 -0,73 141 1,41 141 0,34 0,11 0,52
Gpx1 -0,52 -0,02 -0,55 1,71 1,71 1,71 0,27 0,01 0,28
Hmox1 -0,56 -0,19 -0,76 1,23 1,23 1,23 0,44 0,12 0,66
Nox1 -0,15 0,63 0,48 1,27 1,27 1,27 0,09 0,49 0,35
Noxal -0,17 -0,01 -0,18 1,32 1,32 1,32 0,10 0,01 0,11
Nos2 -0,76 0,30 -0,45 1,72 1,72 1,72 0,42 0,14 0,22
Noxol 1,22 -1,30 -0,08 1,72 1,72 1,72 0,80 0,87 0,04

Tabelle 11-3: Rohdaten der Mikro-Array cDNA Analyse der GefdB3dissektate. Dargestellt sind ausgewahlte
Gene, die eine mdgliche Relevanz bei einer Lungenregeneration durch NoxOl1-Knockout nach
Zigarettenrauch induziertem Emphysem und PH haben. Die Effektstirke wird hierbei als Log2-Foldchange
(LFC) angegeben. Ebenfalls angegeben ist das halbe Konfidenzintervall, sowie die negative logarithmierte

Signifikanz.
Coefficients (LFC) Confidence interval (half width) Significance (-log P)
Septa Septa Septa
KO vs KO.K vs KO.K vs KO vs KO.K vs KO.K vs KO vs KO.K vs KO.K vs
WT KO WT WT KO WT WT KO WT
Mmp9 0,66 -0,99 -0,34 1,73 1,67 1,79 0,35 0,62 0,15
Mmp12 -0,30 1,10 0,80 2,13 2,05 2,20 0,11 0,54 0,33
Timp3 -0,82 1,14 0,31 1,30 1,25 1,35 0,68 1,13 0,19
Ccl9 -0,83 0,32 -0,52 1,18 1,14 1,22 0,79 0,24 0,40
Cclé -0,40 -0,14 -0,54 1,56 1,50 1,61 0,22 0,07 0,30
Csf2 -0,42 0,20 -0,22 1,04 1,01 1,08 0,37 0,16 0,16
Tird -0,65 -0,23 -0,89 1,48 1,43 1,54 0,42 0,13 0,60
Bcl2 0,56 -0,13 0,43 1,08 1,04 1,11 0,53 0,10 0,36
Bax -0,54 -0,12 -0,66 0,93 0,90 0,97 0,60 0,11 0,76
Trafl -1,05 0,73 -0,32 1,24 1,20 1,29 1,02 0,65 0,21
Pcna -0,55 0,13 -0,42 1,06 1,02 1,10 0,52 0,10 0,35
Mki67 -0,94 0,21 -0,73 1,61 1,56 1,67 0,61 0,11 0,42
Mme 0,38 0,09 0,48 1,82 1,75 1,88 0,17 0,04 0,21
Fgf10 -0,18 -0,11 -0,29 1,52 1,47 1,58 0,09 0,06 0,15
Gpx1 -0,19 0,81 0,62 1,85 1,78 1,91 0,08 0,44 0,29
Hmox1 1,20 -1,23 -0,03 1,33 1,28 1,38 1,12 1,23 0,02
Nox1 -0,17 -0,46 -0,63 1,37 1,32 1,42 0,10 0,31 0,43
Noxal 0,92 -1,14 -0,21 1,43 1,38 1,48 0,70 0,98 0,11
Nos2 -1,16 1,40 0,24 1,86 1,79 1,92 0,67 0,92 0,10
Noxol -1,22 1,82 0,59 1,85 1,79 1,92 0,72 1,33 0,27

Tabelle 11-4: Rohdaten der Mikro-Array cDNA Analyse der Lungensepten. Dargestellt sind ausgewihlte
Gene, die eine mogliche Relevanz bei einer Lungenregeneration durch NoxOl-Knockout nach
Zigarettenrauch induziertem Emphysem und PH haben. Die Effektstarke wird hierbei als Log2-Foldchange
(LFC) angegeben. Ebenfalls angegeben ist das halbe Konfidenzintervall, sowie die negative logarithmierte
Signifikanz.
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13 Tabellarischer Lebenslauf
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