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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Lungenentwicklung

1.1.1 Phasen der Lungenentwicklung

Die Lunge des Menschen, deren Luftraume vor der Geburt noch mit Flussigkeit gefillt sind,
nimmt ihre Funktion im Gegensatz zu anderen Organsystemen erst mit der Geburt auf.
Wenn die Flussigkeit durch Atemluft ersetzt wird, tritt die innere Lungenoberflache zum
ersten Mal mit den Atemgasen in Kontakt. Dabei wird die embryonale Durchblutung auf
postnatale Durchblutungsverhaltnisse umgestellt. Bis die Lunge jedoch ihre Aufgabe als
Gasaustauscher erflillen kann, braucht es den Aufbau eines weit verzweigten Bronchial-
systems mit einem mukozilidren Reinigungsmechanismus, die Ausbildung einer komplexen
Gasaustauschregion mit kurzer Diffusionsstrecke (Luft-Blut-Schranke) und groRRer Flachen-
ausdehnung. AuRerdem bendétigt es den Aufbau eines dichten Kapillarnetzes mit optimalem
Kontakt zur Luft der Alveolen und die Ausbildung eines Oberflachenfilms (Surfactant),
welcher die durch die Oberflachenspannung bedingte Kollapsneigung des Lungen-
parenchyms verhindert. Die Entwicklung der Lunge wird in mehrere Stadien eingeteilt und ist

erst im Kleinkindalter abgeschlossen (Abb. 1.1). Diese werden im Folgenden kurz erlautert.

Embryonale Phase

Das erste Entwicklungsstadium im Menschen dauert bis zur 8. Gestationswoche, stellt aber
keine spezifische Entwicklungsphase der Lunge dar. Nachdem aus dem endodermalen
Keimblatt eine epitheliale Lungenknospe entstanden ist, findet ein invasives Wachstum
epithelialer Tubuli ins umgebende Mesenchym statt. Diese teilen sich anschlief3end vielfach
dichotom. Entlang des sich gebildeten Bronchialbaumes erfolgt daraufhin die Entstehung der
Pulmonalarterien. Das Vorwachsen der Lungenvenen geschieht hingegen innerhalb der

mesenchymalen und spater bindegewebigen Septen.

Pseudoglandulares Stadium

Die eigentlichen Lungenentwicklungsstadien beginnen in der Ubergangszeit zwischen
Embryonal- und Fetalperiode mit dem pseudoglanduldren Stadium von der 5. bis zur
17. Gestationswoche. Das mikroskopische Aussehen der Lunge gleicht in dieser Zeit einer
verzweigten Drise. Die zentralen, leitenden Atemwege differenzieren sich und zukinftige
Atemwege wachsen bis etwa zur 20. Generation (1). Am Ende dieser Phase besteht bereits
der vollstandige Baum der praazinaren Luftraume. Die Zellen und Gewebe der zentralen
Luftwege sind bereits teilweise differenziert und zeigen typische Merkmale der adulten

Strukturen.
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Kanalikulares Stadium

Das sich anschlieRende kanalikulare Stadium (16. — 26. Woche) ist von der Kontaktauf-
nahme zwischen den sich ausdehnenden epithelialen Tubuli und den wachsenden Kapillar-
netzen zu Kanalikuli gepragt. Diese sind gegenliber dem pseudoglandularen Stadium deut-
lich dilatiert. Zwischen den zukunftigen gasaustauschenden Luftraumen gibt es reichlich Bin-
degewebe, in dem die Kapillaren proliferieren. Zudem beginnt sich das Epithel zu Typ-I-Zel-

len (dinne Blut-Luft-Schranke) und Typ-lI-Zellen (Surfactantproduktion) zu differenzieren.

Sakkulares Stadium

In diesem Stadium, welches sich von der 24. Woche bis zur Geburt erstreckt, steht die
massive Erweiterung des Lungenparenchyms im Vordergrund. An den terminalen
Endigungen des Lungenbaumes bilden sich glattwandige Sakkuli, ausgekleidet mit Typ-I-
und Typ-ll-Pneumozyten, welche bereits Surfactant abgeben. Die primaren Septen zwischen
den Sakkuli sind noch dick und enthalten zwei Netzwerke von den benachbarten Sakkuli
stammenden Kapillaren. Ihre weitere Differenzierung erfolgt in der Alveolarisierungs- und
vaskularen Reifungsphase. Zur Zeit der Geburt, d.h. am Ende der sakkularen Phase sind
alle Generationen des leitenden und parenchymatdésen Bronchialbaumes entstanden. Die

Sakkuli sind dunne, glattwandige Sacke und entsprechen den spateren Sakkuli alveolares.

mikrovaskulire Reifung

Alveolarisierung
sakkuldre Phase
kanalikulare
Phase
pseudoglandulire
Phase
embryonalke
Phase
Lungenentwicklung Lungenwacﬁir
[ | | | ' T 1T 1T 1T T T T T
f 10 20 30 3 6 9 1 2 3 4 5 6 7
Befruchtung Wochen Geburt Moenate Jahre Alter

Abbildung 1.1 Zeitrdume der fetalen und postnatalen Lungenentwicklung und des Lungenwachstums beim
Menschen (modifiziert nach Zeltner und Burri 1987 (2))
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Alveolarisierung

Dieses Stadium (36. Gestationswoche bis 18 Monate postnatal) beginnt bereits intrauterin.
Die Hauptmasse der Alveolen entsteht aber erst nach der Geburt, so dass dieses Stadium
der postnatalen Periode zugerechnet wird. Durch die Unterteilung der peripheren Luftraume
und das Wachstum sog. Sekundarsepten wird die Komplexitat des Parenchyms gesteigert
und die innere Oberflache rasch und massiv vergréfRert. Im Laufe der alveoldren Phase
nimmt der Bindegewebsanteil zwischen den Kapillarnetzen kontinuierlich ab, so das letztere

immer naher beieinander zu liegen kommen.

Mikrovaskulare Reifung

Das Stadium der mikrovaskularen Reifung (Geburt bis 3. Lebensjahr) stellt das letzte Ent-
wicklungsstadium vor dem blofen Organwachstum dar und steht in engstem Zusammen-
hang mit der Alveolenbildung. Die primitiven dicken Septen mit doppelten Kapillarnetzen
werden durch einen auf’ergewdhnlich eingreifenden Umbau in diinne Septen mit einer einfa-
chen Kapillarschicht umgewandelt. Ein wichtiger Schritt dazu ist die stetige Abnahme des
septalen Bindegewebes, die zu einer Anndherung der beiden Kapillarschichten fuhrt. Am
Ende dieses Stadiums besitzt die Lunge eine adulte Morphologie. Die Septen sind schlank,
besitzen eine sehr feine Bindegewebsachse und viele Kapillarschlingen, die maanderférmig

von der einen zur anderen Septumseite verlaufen.

Nach dem 3.Lebensjahr finden in der reifen Lunge keine bedeutenden strukturellen Verande-
rungen mehr statt. Die Lunge wachst von nun an aber noch erheblich bis ins jugendadulte

Alter, mindestens so lange, wie der kndcherne Thorax sich ausdehnt (3).

1.1.2 Transkriptionsfaktoren wéahrend der Lungenentwicklung

Die Lunge besteht aus mehreren Zelltypen, die urspriinglich von endodermalen und meso-
dermalen Kompartimenten des frihen Embryos abstammen. Der Prozess der pulmonalen
Organogenese umfasst komplexe Signalmechanismen, welche die Anzahl, Differenzierung
und das Verhalten von Zellen wahrend der einzelnen Lungenentwicklungsstadien steuern.
Eine Gruppe von Transkriptionsfaktoren, welche in endodermal abstammenden Zellen der
sich entwickelnden Lunge aktiv sind, heilken TTF-1, p-Catenin, FOX, GATA-6, SOX und
Mitglieder der ETS-Familie und werden fiir die normale Lungenentwicklung und —funktion
bendtigt (4). Transkriptionsfaktoren, die im Lungenmesenchym aktiv sind, aus dem sich spa-
ter pulmonale GefaRe und bronchiale glatte Muskelzellen entwickeln, sind FOXF1, POD1,
GLI und Mitglieder der HOX-Familie (4). Die Entwicklung der Lunge ist von der wechselseiti-
gen SignalUbermittlung zwischen den Zellen der endodermalen und mesenchymalen Kom-

partimente abhangig. Diese leiten die transkriptionellen Prozesse, welche die Lungen-
3
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entwicklung und die Anpassung an die Atmung nach der Geburt steuern. In der folgenden
Tabelle werden wichtige Faktoren flir die Steuerung der einzelnen Stadien der Lungen-

entwicklung in der Maus wieder gegeben.

Stadium Faktoren

TTF-1, Foxa2, Shh, Ptch, Smo, Hip, FGFs, Foxj1a, Foxf1, Hoxa/b,

Embryonisch Gli2/3, Pitx-2, BMP-4, mSpry2, Tbx4/5, RA, RAR, Nodal, Lefty1/2

Pseudoglandular TGF-B, Smad, FGFs, GATA-6, N-myc, Shh, BMP-4, mSpry2,

VEGF, HIFs
Kanalikular VEGF, eNOS, HIFs, Mash1, Hes1, Pod-1, TTF-1, Foxa2, GATA-6
Sakkular TGF-B, IGF-1, GC, GR, MK, HIFs, VEGF

Foxa2, GATA-6, PDGFs, IGFs, EGFs, TGFs, FGFs, TTF-1, RAR,

Alveolar/Mikrovaskular VEGF, MK, Foxf1, HIFs

Tabelle 1.1 Wichtige Faktoren wahrend der Lungenentwicklung (nach Groenman et al. 2005 (5))

1.2 Bronchopulmonale Dysplasie (BPD)

1.2.1 Was ist BPD?

Die Bronchopulmonale Dysplasie (BPD) ist eine chronische potentiell reversible Lungen-
erkrankung Friihgeborener, die wegen eines akuten Atemnotsyndroms (Acute Respiratory
Distress Syndrome, ARDS) mechanisch beatmet und mit erhdhten inspiratorischen
Sauerstoffkonzentrationen behandelt werden mussten (6-8). Obwohl die Stérung haupt-
sachlich mit der verfriihten Geburt der Kinder in Zusammenhang gebracht wird, kann sie
auch bei normal geborenen Kindern auftreten, die aufgrund einer akuten Lungenerkrankung

eine massive Beatmungstherapie bendtigen (9).

Die BPD wurde zuerst durch Northway und seine Mitarbeiter im Jahr 1967 charakterisiert (8)
und ist die haufigste chronische Lungenerkrankung im Kindesalter. Sie wird bei allen
Frihgeborenen diagnostiziert, die nach einer Phase maschineller Beatmung fir mehr als 28
Tage persistierende Zeichen der Atemnot aufweisen, zur Behandlung von Hypoxamie
sauerstoffabhangig bleiben und charakteristische radiologische Veranderungen der Lunge in
der 36. Woche PMA (postmenstruelles Alter) aufweisen (6). Frihgeborene mit RDS
(Respiratory Distress Syndrome), maschineller Beatmung und einem Geburtsgewicht
<1500g erkranken zu 50% an einer chronischen Lungenkrankheit (CLD, chronic Lung
Disease) (10). Am haufigsten, zu 75%, wird eine CLD bei Fruhgeborenen mit einem
Geburtsgewicht < 1000g diagnostiziert. Wie durch Rojas et al. berichtet wurde, steigt das

Risiko an BPD zu erkranken mit abnehmendem Geburtsgewicht (11). So liegt die Inzidenz
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an BPD zu erkranken bei Frihgeborenen zwischen 500g und 699g bei 85%, bei mehr als
15009 jedoch nur bei 5% (11).

1.2.2 Formen der BPD

Das Krankheitsbild der chronischen Lungenkrankheit hat sich seit Einfuhrung der Surfactant-
Therapie in seiner Pathologie verandert (11-13); (14); (15). Die klassische BPD (,alte BPD")
oder schwere Form der CLD entwickelte sich vor Einfihrung der Surfactant-Substitutions-
therapie haufig bei Frihgeborenen mit schwerem Atemnotsyndrom. Die Kinder, welche Uber
mehrere Tage mit hohen Beatmungsdriicken und hohen inspiratorischen Sauerstoff-
konzentrationen behandelt wurden, entwickelten interstitielle Emphyseme und wiesen eine
prominente Fibrosierung des Lungengewebes auf. Mit Einfliihrung der Surfactant-Therapie
und Verbesserungen der Beatmungstherapie ist diese schwere Form der CLD selten
geworden. Die ,neue BPD* wird hauptsachlich durch eine Stérung des distalen Lungen-
wachstums definiert (9). Sie entwickelt sich bei Friihgeborenen, die wahrend der ersten Tage
nach der Geburt keiner oder nur kurzzeitiger maschineller Beatmung und geringen
inspiratorischen O.-Konzentrationen ausgesetzt waren (11; 12). Die Autopsie der Lungen
von Kindern mit ,neuer BPD* zeigte eine Lungenhistologie, die von Regionen mit gleich-
mafigerer und geringerer Entziindung, vor allem aber von herabgesetztem alveolarem und
In Tabelle

vaskuldrem Wachstum gepragt war. 1.2 werden die pathologischen

Veranderungen der ,alten® und ,neuen” BPD zusammengefasst.

Pra-Surfactant (,Alte BPD")

Abwechselnd Atelektasen (durch
ungenigende Bellftung kollabierte
Lungenabschnitte) und Hyperinflation

Post-Surfactant (, Neue BPD")

Geringere regionale Heterogenitat der
Lungenerkrankung

Schwere epitheliale Lasionen der Atem-
wege

Weniger epitheliale Lasionen in den Luft-
wegen

Deutliche Hyperplasie der glatten Musku-
latur der Luftwege

Schwachere Verdickung der glatten Atem-
wegsmuskulatur

Extensive und diffuse Fibroproliferation

Weniger fibroproliferative Veranderungen

Hypertensives Remodelling der Pulmonal-
arterien

Weniger, aber fehlentwickelte Arterien

nerte Oberflache

Herabgesetzte Alveolarisierung und verklei-

Weniger, vergrofRerte und vereinfachte
Alveoli

Tabelle 1.2 Pathologische Unterschiede zwischen der ,neuen® und ,alten“ BPD (nach Kinsella et al., 2006 (16))




Einleitung

1.2.3 Pathogenese

Eine Grundvoraussetzung fur die Entstehung einer BPD ist die Unreife der Lunge, die
sowohl die anatomischen Strukturen als auch funktionelle Systeme wie das Surfactant-
system, Enzyme zur O,-Detoxifikation (Katalase, Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase)
sowie notwendige Faktoren zur Epithelregeneration (Vitamin A) betrifft. AuRerdem flhren
u.a. das mechanische Beatmungstrauma (17; 18), eine erhdhte Sauerstoffzufuhr (19; 20),
préanatale Infektionen mit dem Erreger der Chorioamnionitis (21; 22), postnatale pulmonale
und systemische Infektionen, ein hohes Flissigkeitsvorkommen und eine pulmonale
Hyperperfusion bei offenem Duktus arteriosus (23) zu einer akuten Lungenlasion.

Des Weiteren kann die Schwere der neonatalen Lungenerkrankung durch genetische
Faktoren wie rassen- oder geschlechtsspezifische Unterschiede beeinflusst werden. Die
Surfactantproteine SP-B und SP-C spielen bei der Regulation der Surfactantaktivitat und
auch bei der koérpereigenen Abwehr eine wichtige Rolle. Polymorphismen im 4.Intron des
SP-B Gens (24) und dominante Mutationen von SP-C (25) konnten ebenfalls mit BPD
assoziiert werden.

Die Toxizitat des Sauerstoffs und das Baro-/Volutrauma filhren zu einer persistierenden
Entzindungsreaktion, welche eine gesteigerte pulmonale mikrovaskuldre Permeabilitat
hervorruft. Diese wird u.a. durch diverse Lipidmediatoren und Peptidleukotriene ausgeltst
und fuhrt zum Einstrom von Plasmaproteinen (u.a. Albumin und Fibrinogen) in die
Atemwege, welche das Surfactantsystem inaktivieren und so den bronchoalveolaren
Entzindungsprozess fdrdern. Proinflammatorische Zytokine wie IL-13, IL-6 (26) und
I6sliches ICAM-1 (27) konnten schon am 1.Tag in der Lavage-Flussigkeit von Fruh-
geborenen mit RDS gemessen werden und erreichten ihren Peak in der zweiten Woche.
IL-1B induziert die Freisetzung von Entziindungsmediatoren, aktiviert Entziindungszellen und
erhoht die Expression von Adhasionsmolekiilen auf den Endothelzellen. Die in die Atem-
wege eingewanderten Entziindungszellen tragen durch Freisetzung proteolytischer Enzyme
(u.a. Elastase (28), Kollagenase), Zytokine und toxischer Sauerstoffradikale zu einer direkten
proteolytischen und oxidativen Schadigung des Lungenparenchyms bei. Dies hat u.a. die
Oxidation und somit die Inaktivierung der Alpha-1-Antiprotease, einer protektiven Anti-
protease, zur Folge. Des Weiteren geht die Infiltration von Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten mit einem Verlust der endothelialen Basalmembran und von interstitiellen
Glycosaminoglycanen (GAGs) einher (29), welche sonst eine antifibrotische Wirkung haben.
Im Folgenden werden die Faktoren zusammengefasst, welche zur Pathogenese der BPD

beitragen.
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Pradisponierende Faktoren zur BPD sind (nach Kinsella et al. 2006 (16)):

o Fetale Infektionen oder Entziindungen

e Pranatale Steroide

e Oxidativer Stress

e Schadigung der Lunge durch maschinelle Beatmung
¢ Postnatale Entziindungen/Infektionen

e Ernahrung

e Genetische Faktoren

e Veranderte Signalwege der Wachstumsfaktoren

1.2.4 Pathophysiologie

Die Lungenmechanik von Frihgeborenen mit BPD ist durch ein niedriges Lungenvolumen
und durch eine erniedrigte Compliance gekennzeichnet (30). Sowohl eine Erhéhung des
Atemwegswiderstandes (31), als auch Atelektasen und Emphyseme flihren zu einer
Hypoxamie, d.h. zu einem Sauerstoffmangel im Blut, der eine Zuflihrung von Sauerstoff
notwendig macht. Bei Friihgeborenen wird durch die akute Schadigung der Lunge zudem
auch das Wachstum, die Struktur und die Funktion der sich entwickelnden pulmonalen
Zirkulation geschadigt (32). Neben einer verringerten Angiogenese durchlduft die Media
kleiner Pulmonalarterien mit der Proliferation glatter Muskelzellen, der Umwandlung von
Perizyten in glatte Muskelzellen und dem Einbau von Fibroblasten in die Gefallwand
deutliche Veranderungen, welche durch die Verengung des GefalRdurchmessers und die
herabgesetzte vaskulare Compliance zum hohen pulmonalen GefaRwiderstand beitragen
(33).

1.2.5 Préavention und Therapie

Pranatale Kortikosteroide:

Studien zur pranatalen Lungenreifungsbehandlung belegen, dass eine mindestens 24h vor
der Geburt durchgefiihrte Kortikosteroidbehandlung der Mutter die Inzidenz des
Atemnotsyndroms und die frihe neonatale Sterblichkeit von Frihgeborenen zu 50%

reduzieren kann (34).
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Surfactantsubstitution:
Diese flihrt zu einer deutlichen Verminderung der akuten pulmonalen Schadigung und einer

Senkung der neonatalen Sterblichkeit (35).

Vitamin A:

Zur Herstellung normaler Retinol-Konzentrationen im Serum wurden in einer Studie
systemische Vitamin A-Supplementierungen durchgefihrt. Diese resultierten in einer
verminderten Sterblichkeit und reduzierten die Sauerstoffabhangigkeit nach einem
Lebensmonat. Des Weiteren wurde auch die Sauerstoffabhangigkeit von Kindern mit 36
Wochen PMA gesenkt (36; 37).

Beatmungsstrategie:

Weil das Baro-/Volutrauma ein Hauptfaktor fiir die Entstehung einer BPD darstellt, werden
Beatmungsstrategien wie die permissive Hyperkapnie verwendet, welche eine Reduktion der
Tidalvolumina sowie des Spitzendruckes ermdglicht (38). Dadurch ist eine besonders
protektive Beatmung mdglich. Eine weitere Art der Beatmung ist die Hochfrequenzoszillation.
Diese wird, neben der Behandlung mit Surfactant, in Friihgeborenen mit schwerer Atemnot
angewendet und flihrt zu einer geringfligigen Verringerung der BPD-Rate (39). Eine
Alternative zur Intubation und zur mechanischen Beatmung ist eine kontinuierliche nasale
Beatmung bei deren Anwendung sich die niedrigste Inzidenz der BPD zeigte (40). Dies muss

jedoch noch in randomisierten Studien belegt werden.

Persistierender Duktus arteriosus (PDA):
Da ein PDA als eindeutiger Risikofaktor fiir eine BPD identifiziert wurde, sollte eine

frihzeitige Behandlung durch eine Flussigkeitsrestriktion, Therapie mit Indometacin oder

auch eine Duktusligatur erfolgen.

Sauerstoff:

Um bei etablierter BPD der Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie vorzubeugen, missen
die Kinder eine entsprechende Sauerstoffzufuhr erhalten, d.h. der arterielle
Sauerstoffpartialdruck sollte zwischen 50 und 70mmHg liegen (O.-Sattigung > 90%). Fur
eine befriedigende Gewichtszunahme ist eine ausreichende Sauerstoffzufuhr ebenfalls

erforderlich.

Kortikosteroide:
Die Behandlung mit Kortikosteroiden fuhrt zur rascheren Entwéhnung von der maschinellen

Beatmung und zu einer Abnahme des O,-Bedarfs. Zudem verbessert sich der Gasaustausch
8
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und die Entziindung wird merklich reduziert (41; 42) Diesen positiven Auswirkungen stehen
jedoch auch erhebliche Nebenwirkungen gegeniber (43), die u.a. zu einer beeintrachtigten
neurologischen und kognitiven Entwicklung flihren kénnen (44; 45). Deshalb sollte die
Behandlung mit Kortikosteroiden nur in niedrigen Dosen Uber kurze Zeitrdume durchgefuhrt

werden.

1.2.6 Prognose

In den meisten Fallen kommt es zu einer progressiven Verbesserung der Lungenfunktion.
Dies geht mit einem Rickgang der Atemnotsymptomatik und einer Entwdhnung von der
Sauerstofftherapie einher. Nur wenige BPD-Patienten bleiben bis zum Alter von 2 Jahren
oder darlber hinaus noch sauerstoffabhangig (46). Mit einem Alter von 2-3 Jahren befindet
sich die Lungenfunktion gewdhnlich im niedrigen bis normalen Bereich. Jedoch zeigen

Kinder die an BPD erkrankt sind haufig eine verzogerte neuronale Entwicklung (47; 48).

1.2.7 Das experimentelle Mausmodell zur Untersuchung der hyperoxischen

Lungenschadigung

Um die Entstehung und Ursachen der BPD besser erforschen zu kdénnen, wird mit
verschiedenen Tiermodellen gearbeitet. Dazu zahlen neonatale Mause (19; 49; 50), Ratten
(51; 52), Lammer (53), Meerschweinchen (54) und auch Paviane (55; 56). In dieser Arbeit
dienten neugeborene Mause fir die Untersuchung der hyperoxischen neonatalen
Lungenschadigung. Diese eignen sich besonders gut, da sich die Lungenentwicklung der
Maus zum Zeitpunkt der Geburt in der sakkularen Phase befindet, die erst 3-5 Tage spater in
die Phase der Alveolarisierung ibergeht und nach etwa 14 Tagen abgeschlossen ist (57).
Dies stimmt mit dem Entwicklungsstand friihgeborener Babies Uberein, deren Lunge sich
zum Zeitpunkt ihrer Geburt ebenfalls in der spaten kanalikularen bzw. sakkularen Phase
befindet (16). Neonatale Mause, die fir langere Zeit einer Hyperoxie von 85%0, ausgesetzt
sind, entwickeln wie der Mensch eine chronische Lungenerkrankung, die durch eine gestorte
Alveolarisierung und Vaskularisierung charakterisiert werden kann (50). Um die Vorgange
wahrend dieser Entwicklungsstérung naher untersuchen zu kénnen, wurde das Mausmodell

herangezogen.
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1.3 Phosphodiesterasen

1.3.1 Der second messenger cAMP und sein Signalweg

Die second messenger cAMP (zyklisches Adenosin-3°,5-monophosphat) und cGMP
(zyklisches Guanosin-3°,5-monophosphat) kénnen in verschiedenen Geweben und in einer
Vielzahl von Signaltransduktionswegen eine wichtige regulatorische Rolle spielen. Sie sind
z.B. an der Steuerung von Prozessen wie dem Sehen, dem Geruchsvermogen, der
Thrombozytenaggregation, der Aldosteron-Synthese, der Insulin-Sekretion, der T-Zell-
Aktivierung und der Relaxation glatter Muskelzellen beteiligt (58-60).

Der intrazelluldre cAMP-Spiegel wird durch die Balance zweier Enzyme reguliert: Von der
Adenylatzyklase und von zyklischen Nukleotid-Phosphodiesterasen (PDEs). Beide Enzyme
werden durch eine groBe Anzahl von Genen kodiert, welche sich in ihren
Expressionsmustern und Regulationsmechanismen unterscheiden. Die Aktivitatsregulation
beider Enzyme kann durch andere Signalwege positiv oder negativ beeinflusst werden. Dazu
gehdren der Kalzium-Signalweg (mit Calmodulin, der Kalzium-abhangigen Proteinkinase Il
und IV und Calcineurin), Untereinheiten anderer G-Proteine (z.B. G;, G, und G,4-Proteine),
Inositol-Lipide (durch die PKC) und Rezeptor-Tyrosinkinasen (durch ERK und PKB). Neben
der Proteinkinase A (PKA) wurden auflerdem das GTP-Austauschprotein EPAC (exchange
protein directly activated by cAMP) und zyklisch-Nukleotid gesteuerte lonenkanale als
Proteine identifiziert, die durch cAMP gesteuert werden (61-64). Die PKA phosphoryliert und
moduliert nach der Bindung von cAMP auch andere Komponenten des cAMP-Signalweges.
Dies sind zum Beispiel Rezeptoren, verschiedene Varianten der Adenylatzyklase und auch
PDEs. Eine Phosphorylierung dieser Proteine kann eine Verstarkung des cAMP-Signals, z.B.
bei der Hemmung der PDEs, oder eine schnelle Abschwachung, z.B. bei der Repression der
Adenylatzyklase-Aktivitat (V und VI) oder der Hemmung des B-adrenergen Rezeptors, zur
Folge haben (65-70).

Die transkriptionelle Regulation durch die PKA erfolgt hauptsachlich durch die direkte
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren, zu welchen CREB (cAMP-responsive-element-
binding protein), CREM (cAMP-responsive-element-binding modulator) und ATF1 (activating
transcription factor) gehoéren. Nach der Phosphorylierung durch die PKA an Ser133 in CREB,
Ser117 in CREM und Ser63 in ATF1 kénnen die aktivierten Transkriptionsfaktoren mit den
Co-Aktivatoren CBP (CREB binding protein) und p300 interagieren (71-73). Das besondere
am CREM-Gen ist, dass es viele verschiedene Isoformen kodiert, von denen einige eine
repressive Funktion haben. Eines davon ist der Repressor ICER (inducible cAMP early
repressor), welcher durch die Transkription von einem alternativen cAMP-induzierbaren

Promotor innerhalb des CREM-Gens gebildet wird und der cAMP-induzierten Transkription
10
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entgegen wirkt, indem er mit den Aktivatoren CREB und CREM um die DNA-Bindestelle
konkurriert (71; 73). Ahnlich wie CREB wird auch NF-kB durch die PKA-Phosphorylierung
aktiviert und interagiert dann mit CBP/p300 (74).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass entweder cAMP allein den MAPK (mitogen-
activated protein kinase) - Signalweg durch die Bindung an EPAC, welches als spezifisches
GTP-Austauschprotein fir die kleine GTPase Rap1 fungiert, modulieren kann (75; 76) oder
Rap1 in PKA-abhangiger Weise aktiviert wird und dann mit B-Raf interagiert (77) (Abb.1.2).
Ferner konnte in Fibroblasten und glatten Muskelzellen festgestellt werden, dass eine
Behandlung mit cAMP eine Phosphorylierung von Raf1 durch die PKA zur Folge hat und
letztendlich zu einer Hemmung der ERK-Aktivierung fuhrt (78-80) (Abb.1.2).

Die intrazelluldare Kompartimentierung der PKA wird durch ihre Assoziation mit AKAPs (A-
kinase anchoring proteins) bestimmt. Dies ist eine Familie strukturell verwandter Proteine,
die aus mehr als 50 Mitgliedern besteht (81). Durch AKAPs wird die PKA an spezifische
Substrate und subzellulare Kompartimente gebunden (81-83). Durch ihre Gerlst-Funktion
kdnnen AKAPs neben der PKA auch andere regulatorische Proteine wie Phosphatasen oder
cAMP-spezifische PDEs an einem Ort in der Zelle versammeln. Auf diese Weise erfolgt eine
komplexe raumliche und zeitliche Integration der Komponenten des PKA-Signalweges in ein
bestimmtes Zellkompartiment, was flr die prazise Regulation der PKA-Signalweiterleitung
notwendig ist (81-83).

Ras

Rap1 —— B-Raf —— MEK «——— Raf-1 —— PKA «=— | cAMP

/ N\ |

EPAC PKA PKA <—
| cAMP ERK P-ERK —=——1 Lange PDE4 ,  PDEsemmung

U ., fuhrt zur
\\‘N\\\ ", CAMP-Erhdhung

Sehr kurze PDE4 ...~

cAMP PKA I‘ i
' Kurze PDE4 ----~--- cAMP |
Aktivierung
PTP filhrt zur
cAMP-Emiedrigung

Abbildung 1.2 ,Cross-talk® zwischen den cAMP- und ERK-Signalwegen (modifiziert nach Houslay und Baillie,
2003 (84))
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1.3.2 Uberblick Uiber die PDEs

Die Phosphodiesterasen (PDEs) bilden eine grole Enzymfamilie von Metallophospho-
hydrolasen, welche die second messenger zyklisches Adenosin-3",5"-monophosphat (CAMP)
und zyklisches Guanosin-3°,5-monophosphat (cGMP) in ihre entsprechenden inaktiven 5°-
Monophosphate hydrolysieren (85) (Abb.1.3). Ein Mechanismus, durch den der Spiegel an
CAMP/cGMP in der Zelle erhdht werden kann, ist die Hemmung der PDEs, welche als
einzige Enzyme cAMP und cGMP abbauen (86). Bis heute konnten 11 PDE-Familien mit
variierenden Selektivitaten fur cAMP oder cGMP identifiziert werden (87; 88). Jede Familie
unterscheidet sich funktionell durch ihre einzigartige Kombination aus enzymatischen
Eigenschaften und ihrem pharmakologischen Inhibitor-Profil. Innerhalb dieser Familien
existieren mehrere Isoformen, die entweder aus unterschiedlichen Genen oder durch
alternatives Spleilen bzw. durch unterschiedliche Transkriptions-Startstellen vom gleichen
Gen gebildet werden konnen. Bis heute konnten 44 verschiedene menschliche PDE-Proteine
identifiziert werden und die Anzahl neuer PDEs nimmt stetig zu (89; 90). Diese Vielzahl von
PDE-Proteinen erlaubt eine spezifische intrazellulare Lokalisation und die Nahe zu
verschiedenen Effektorproteinen, was einer besseren Feinabstimmung der cAMP- und
cGMP-Regulation dient. Im Gewebe des Herzens konnte festgestellt werden, dass die PDEs
neben ihrem Vorkommen im Zytoplasma auch an andere Zellkompartimente gekoppelt sind.
So sind z.B. die PDEs 2, 3 und 4 mit dem Sarkolemma der Muskelzellen assoziiert (91; 92).
Die PDE3 war zudem hauptsachlich mit dem Sarkoplasmatischen Retikulum verbunden (93)
und in der Leber wurden die PDEs 2 und 3 in der Golgi-Endosom-Fraktion gefunden (94) Bei
der Untersuchung von nukledren Extrakten aus Schafherzen konnte durch Lugnier et al. eine
Bindung von PDE4 an die Kernhlille festgestellt werden (95). Ein Uberblick Uber die PDEs
mit ihren Substraten, selektiven Inhibitoren und ihrer Regulation ist in Tabelle 1.3 zusammen

gefasst.
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Abbildung 1.3 Hydrolyse zyklischer Nukleotide durch Phosphodiesterasen (aus Lugnier, 2007 (96))
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PDE- Gen- Sub- Selektive Requlation Experimentelle und
Familie | produkte | strate Inhibitoren 9 klinische Anwendung
PDE1 1A, 1B, cAMP/ Vinpocetin Ca”*/Calmodulin Demenz,
1C cGMP Nicardipin Gedachtnisverlust
8-MeOM-IBMX PKA/PKG
1C224
SCH51866
PDE2 2A cAMP/ EHNA Durch cGMP stimuliert Sepsis,
cGMP 1C933 ARDS,
Bay 60-7550 Gedéachtnisverlust
PDP
PDE3 3A, 3B cAMP/ Lixazinon Durch cGMP gehemmt Nierenentziindung,
cGMP Cilostamid Hydropische
Milrinon Durch PKB phosphoryliert Herzinsuffizienz,
Cilostazol Thrombose,
OPC-33540 Pulmonale Hypertonie
Dihydropyridazinon
PDE4 4A, 4B, cAMP Rolipram Durch PKA phosphoryliert Nierenentziindung,
4C, 4D Ro 20-1724 Asthma,
Piclamilast Durch ERK phosphoryliert COPD,
Cilomilast Depression,
Roflumilast Gehirnentziindung,
SCH 351591 Organ-Transplantation
V11294A
AWD 12-281
L-826,141
PDES5S 5A cGMP Sildenafil (Viagra) Bindet cGMP Chronisches Nierenver-
Zaprinast sagen,
Dipyridamol Durch PKA phosphoryliert Pulmonale Hypertonie,
Vardenafil Erektile Dysfunktion,
Tadalafil Durch PKG phosphoryliert | Organ-Transplantation
E4021
DMPPO
DA-8159
PDEG6 6A, 6B, cGMP Zaprinast Aktiviert durch Transducin
6C Dipyridamol
E4021
PDE7 7A, 7B cAMP 1C242 Insensitiv gegenuber Roli-
BRL 50481 pram
BMS-586353
Thiadiazole
Dipyridamol
PDE8 8A, 8B cAMP Dipyridamol Insensitiv gegenuber Roli-
pram
Insensitiv gegenuber IBMX
PDE9 9A cGMP Zaprinast Insensitiv gegentiber IBMX
SCH 51866
BAY 73-6691
PDE10 | 10A cAMP/ | Dipyridamol unbekannt
cGMP Papaverin
PDE11 | 11A cAMP/ | Dipyridamol unbekannt
cGMP Zaprinast
Tadalafil

Tabelle 1.3: Ubersicht Uber die Substratspezifitat, Regulation und Inhibition der PDEs (modifiziert nach Cheng

und Grande, 2007 (97))
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1.3.3 Strukturelle und funktionelle Doméanen

Die PDEs bestehen aus drei funktionellen Domanen. Wie in Abb. 1.4 gezeigt, setzen sich
diese aus einem etwa 270 Aminosauren umfassenden konservierten katalytischen Zentrum,
einem regulatorischen N-Terminus und aus dem C-Terminus zusammen (98-100). Beim
Vergleich der Aminosdurezusammensetzung zwischen den katalytischen Regionen von
PDEs unterschiedlicher Familien besteht eine Identitdt von 20-45%. Die katalytische
Domane jeder PDE enthilt (ibereinstimmende Metallbindedomanen: 2 Zn*-Bindemotive
HxsHx,E/D und ein Mg”-Bindemotiv, welches mit dem von Metallionen-Phosphohydrolasen
verwandt ist (101).

Die N- und C-Termini hingegen, sind stark heterolog. Der N-Terminus nimmt in mehreren
PDE-Familien eine regulatorische Rolle ein. Zum Beispiel befindet sich in dieser Region der
PDE1 eine Calmodulin-Bindedomane, GAF-Domanen in den PDEs 2, 5, 6, 10 und 11 (102;
103), eine PAS-Domane in PDES, in PDE2 eine cGMP-Bindestelle, autoinhibitorische
Sequenzen in den PDEs 1 und 4, in den PDEs 1, 3, 4 und 5 Phosphorylierungsstellen fiir
verschiedene Proteinkinasen, Membranbindungsdomanen in den PDEs 2 bis 4 und in PDE6
eine Transducin-Bindedomane.

Obwohl berichtet wurde, dass die C-terminale Region der PDE4D1 der Dimerisierung dient
(104), ist weniger klar welche funktionelle Rolle der C-terminalen Region zugeordnet werden
soll. Die Verbindung der drei Domanen erfolgt durch eine Art flexibles Scharnier, welches der
N- oder C-terminalen Domane erlaubt, sich durch Falten auf die katalytische Region zu legen
und so den Zugang des Substrats zum aktiven Zentrum zu beeinflussen (99). Die
Veranderung der Tertiarstruktur ermdglicht durch das Einfuhren oder Aufheben einer
sterischen Hemmung einen Mechanismus, bei dem allosterische Regulatoren die

Enzymaktivitat erhdhen oder verringern kénnen.

Variabel Konserviert Variabel
NH, = Regulatorische Doméane - Katalytische Domdne [ ——— COOH
= Allosterische Regulati » Substrat-Bindestelle - Dimerisierungsdomane (7)
1. Phosphorylierung = Inhibitor-Bindestelle
2. Ca?/Calmodulin » unterschiedliche Substrat-und
3. cGMP Inhibitoraffinitaten

M b hind 37

= Stabilisi

Abbildung 1.4 Funktionelle Doméanen der PDEs (modifiziert, nach Torphy, 1998 (105))
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1.3.4 Die PDE4-Familie

Die PDE4 ist eine cAMP-spezifische PDE und wurde friher auch als cAMP-PDE, ROI-PDE
(Rolipram-inhibierte PDE) und PDE IV bezeichnet. Sie wird hauptsachlich im Gehirn (106), in
Entzindungszellen (107), in kardiovaskularem Gewebe (108) und in glatten Muskelzellen
exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass die PDE4 spezifisch durch Rolipram (K; = 0,8uM)
und Ro-201724 inhibiert werden kann und gegeniber cGMP nicht sensitiv ist (109; 110),
wodurch sich die PDE4-Familie von der Familie der PDE3 pharmakologisch unterscheidet
(111; 112).

Struktur

Die PDE4 wird durch vier sehr ahnliche Gene mit den Bezeichnungen PDE4A bis 4D kodiert.
Ilhre Spleilkvarianten werden, basierend auf dem Vorhandensein oder Fehlen der N-
terminalen UCR (upstream conserved region) - Domane, in drei Varianten eingeteilt: die
lange Form, die kurze Form und die sehr kurze Form (113; 114) (Abb.1.5). Die lange
Variante enthalt UCR1, die erste Linker-Region (LR1), UCR2, eine zweite Linker-Region und
die katalytische Domane. Die kurze und sehr kurze Form haben LR1-UCR2-LR2 bzw. UCR2
(verkirzt)-LR2 in der N-terminalen Region. UCR1, welche eine PKA-Phosphorylierungsstelle
enthalt, ist mit UCR2 durch die erste Linker-Region verbunden. UCR2 besitzt eine hydrophile
N-terminale Region, welche intramolekular mit dem hydrophoben C-terminalen Teil von
UCRH1 interagiert (115). Durch die Interaktion von UCR2 mit der katalytischen Domane sind
UCR1 und 2 in die enzymatische Regulation der PDE4 involviert (68; 116; 117). Des
weiteren sind sie an der Dimerisierung der PDE4 beteiligt (118). Obwohl das katalytische
Zentrum der PDE4 den kompetitiven Inhibitor Rolipram bindet, kann sich die Affinitat des
Zentrums, abhangig von der Konformation des Enzyms, sehr verandern. Dabei kann das
Enzym zwischen dem so genannten ,LARBS* (low-affinity rolipram - binding state) und dem
»,HARBS* (high-affinity rolipram - binding state) — Zustand wechseln (119; 120).

Isoform-spezifischer C-terminale
N-Terminus UCR1 UCR2 Katalytische Domine Domine
Lange Form }:‘ 1 ’:[':]
pra] LR1 LR2 iikic
Kurze Form | H }:{ l }:ED
=

sehriurzeform [ H = W =T |
ERK 1

Abbildung 1.5 Darstellung der unterschiedlichen PDE4-SpleiRvarianten (modifiziert, nach Omori und Kotera,
2007 (121)
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Expression

Die Expression der PDE4A ist in menschlichen Geweben grundsatzlich ubiquitar (122; 123).
Dabei kodiert die PDE4A1 eine kurze Variante der PDE4A und die Proteine der PDE4A4B,
4A8, 4A10 und 4A11 sind lange Formen. In T-Zellen wird hauptsachlich die PDE4A4B
exprimiert (122), wohingegen die PDE4A10 im Herz und im Dunndarm eine hohe Expression
zeigt (124). Transkripte der PDE4A11 konnten in verschiedenen Geweben gefunden werden
(125), wobei eine hohe Expression im fetalen Gehirn, nicht aber im adulten Gehirn
festgestellt werden konnte. In Ratten wird die PDE4A hauptsachlich in Neuronen und im
olfaktorischen System exprimiert (126).

Die Spleilvarianten der PDE4B sind ebenfalls in vielen Geweben exprimiert. In Immunzellen
werden z.B. hauptsachlich die PDE4B und 4D Isoformen gebildet. Dabei konnte eine kurze
Variante, die PDE4B2, in Leukozyten, genauer in neutrophilen Granulozyten und in normalen
B-Zellen, lokalisiert werden (127; 128)

Auch die Expression der PDE4C-Varianten 4C1 bis 4C3 zeigt eine ubiquitare Verteilung.
Jedoch sind sie in der Lunge nur sehr gering und im Blut gar nicht exprimiert (123).

Generell kann auch die PDE4D in verschiedenen Geweben nachgewiesen werden. Die sehr
kurzen Varianten der PDE4D sind die PDE4D2 und 4D6, PDE4D1 kodiert flr eine kurze
Form und die PDEs 4D3 bis 4D5 und 4D7 bis 4D9 kodieren fiir lange Varianten. Die
Transkripte der PDE4D7 werden hauptsachlich in der Lunge und in der Niere gefunden,
wohingegen die PDE4D4 und 4D6 Gehirn-spezifisch exprimiert werden. Die PDE4DS8 ist
vorwiegend im Herz- und Skelettmuskelgewebe (123; 129-131) und die PDE4D5

hauptsachlich in humanem Bronchialepithelium exprimiert (123; 132).

Regulation

Die Aktivitat der PDE4 wird durch Phosphorylierung, Assoziation mit anderen Proteinen oder
endogene Mediatoren reguliert. Die Phosphorylierung durch die PKA, welche in der UCR1-
Domaéne der langen PDE4-Varianten erfolgt, hat eine aktivitatssteigernde Wirkung (68; 133;
134) (Abb. 1.6; Tab.1.4). Diese findet bei der PDE4D3 am Serin 54 statt, welches sich in der
PKA-Konsensus-Sequenz Arg-Arg-Glu-Ser-Phe befindet (68). Die PKA-Phosphorylierung
der PDE4, die durch einen erhdhten cAMP-Spiegel in der Zelle ausgeldst wird, stellt einen
Ruckkopplungsmechanismus dar, der zum Rickgang des cAMP-Spiegels auf basale
Konzentrationen fuhrt (135). Des Weiteren wird beschrieben, dass die Aktivitatssteigerung
durch eine Stérung der UCR1-UCR2-Interaktion zustande kommt, wobei die UCR2-Domane
nicht mehr mit der katalytischen Region interagieren kann und diese somit nicht mehr
konstitutiv hemmt (115; 136). Durch Richter und Conti konnte zudem gezeigt werden, dass

eine Dimerisierung der langen PDE4-Formen fir die volle Aktivierung durch die PKA und
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auch durch Phosphatidsaure (PA), einem Phospholipid welches ebenfalls lange PDE4-
Formen aktiviert, notwendig ist. Die Dimerisierung wird dabei ebenfalls durch die UCR-
Domaénen vermittelt (118; 137).

Ein weiterer Regulator, der Spleilvarianten-abhangig entweder hemmend oder aktivierend
auf die Enzymaktivitat der PDE4 wirkt, ist ERK2 (p42"A7¥) (68; 117; 138) (Abb.1.2; Abb.1.5;
Tab.1.4). Das ERK-Konsensus-Motiv (Pro-X-Ser-Pro) ist in der dritten Unterdomane der
katalytischen Doméane der PDE4 lokalisiert und ist ausgenommen von der PDE4A in allen
anderen Isoformen vorhanden. Zusatzlich sorgen in unmittelbarer Nahe zum
phosphorylierten Serinrest ein KIM-Motiv als Kinase-Andockstelle und ein FQF-Motiv fiir die
spezifische Bindung von ERK (139). Die Phosphorylierung der langen PDE4-Formen durch
ERK2 flhrt zur Hemmung der PDE4-Aktivitat, wohingegen die kurzen Formen aktiviert
werden (117; 139). Jedoch kann die Hemmung der PDE4 zu einem lokalen Anstieg der
cAMP-Konzentration fihren, was wiederum eine Aktivierung der PKA und auch der PDE4
zur Folge hat. Daher ist die hemmende Phosphorylierung durch ERK2 nur transient und

kann durch die PKA-Phosphorylierung inaktiviert werden (117).

Lange PDE4

-

Phosphorylierung

Kurze PDE4

e > L mllp)

Abbildung 1.6 Regulation der PDE4-Aktivitdt durch PKA- bzw. ERK-Phosphorylierung (modifiziert nach Omori
und Kotera, 2007 (121))

Des Weiteren wird die PDE4 durch die Interaktion mit assoziativen Proteinen wie
Immunophillin, Proteinen mit SH3-Domane, B-Arrestin, RACK1 und AKAPs reguliert, die im

Folgenden in Tabelle 1.4 zusammengefasst werden.
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PDE Assoziative Proteine Kinase | Veranderung/Auswirkung

PDE4 (lange Formen) PKA Aktivierung der PDE-Aktivitat

PDE4A AKAP95, AKAP149, AKAP450, Verankerung an Organellen

MTG
PDE4A5 Immunophillin XAP2 Hemmung der PDE-Aktivitat
PDE4A5 SH3-Doménen von c-Abl, Crk, Hemmung der PDE-Aktivitat
Csk, Lck, Lyn, Fyn und v-Src

PDE4B DISC1 Hemmung der PDE-Aktivitat

PDE4B, D (C) (kurze ERK Aktivierung der PDE-Aktivitat

Formen)

PDE4D Myomegalin Verankerung am Golgi-
Apparat/Zentrosom

PDE4D (B, C) (lange ERK Hemmung der PDE-Aktivitat

Formen)

PDE4D3 mAKAP Perinukledre Lokalisation

PDE4D3 Epac1 Adapter-Protein zur lokalen cAMP-
Regulation

PDE4D3 Ryr2 Regulation von Fehlfunktionen des
Herzens und Herzrhythmusstérungen

PDE4D5 RACK1 GerUst-Protein fiir Komplex-Bildung
zur lokalen cAMP-Regulation

PDE4D3/4D5 B-Arrestin Regulation des p2-Adrenozeptor-
Signalweges

Tabelle 1.4: Regulation der PDE4 durch assoziative Proteine und Kinasen (modifiziert nach Omori und Kotera,
2007 (121))

Neben der kurzzeitigen Regulation durch Phosphorylierung kann die PDE4 auch durch

Veranderungen in der Genexpression reguliert werden. Eine langer andauernde
Akkumulation von cAMP, welche durch die Stimulation mit cAMP-erhohenden Substanzen
wie B,-Agonisten oder PDE4-Inhibitoren erreicht werden kann, induzierte die Expression
bestimmter PDE4-Isoformen wie der PDE4A und 4B in humanen promonozytaren U937-
Zellen (140). Durch Vicini et al. konnte gezeigt werden, dass die Transkription der PDE4D1/2
in der Ratte durch einen cAMP-gesteuerten Promotor geregelt wird (141). Ahnliches wurde
auch fur die PDE4D5 in humanen glatten Muskelzellen der Atemwege beschrieben. lhre
Transkription wird auch durch einen cAMP-abhangigen Promotor gesteuert, welcher mehrere

C/EBP-Bindestellen und zwei CRE-Bindestellen enthalt (142).

Hemmung der PDE4

Selektive PDE4-Inhibitoren, welche direkt an das aktive Zentrum in der katalytischen
Domane binden, hemmen die Funktion einer Vielzahl inflammatorischer und immun-
modulatorischer Zellen, weswegen sie fiur die Behandlung entziindlicher Atemwegs-
erkrankungen wie Asthma und COPD getestet werden (143; 144). Der Prototyp unter den
PDE4-Inhibitoren st (Abb.1.7),

entwickelt wurde. Aufgrund der starken Nebenwirkungen wie Ubelkeit und Erbrechen bei der

Rolipram welches urspringlich als Antidepressivum
Anwendung in klinischen Tests, die mit der Bindung von Rolipram an die HPDE4 (High

affinity Rolipram-binding PDE4; HARBS) im ZNS zusammen hangen, wurde Rolipram jedoch
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nicht fur die Therapie von Krankheiten eingesetzt (120; 145). Seit dem werden neuere
Generationen von PDE4-Hemmern entwickelt, die durch die bevorzugte Bindung der LPDE4
(Low affinity Rolipram-binding PDE4; LARBS) weniger Nebenwirkungen aufweisen. Zu
diesen zahlt neben Roflumilast auch Cilomilast (Ariflo, SB-207499) (Abb.1.7) (146), welches
sich schon in mehreren klinischen Phase 3-Studien an COPD-Patienten bewahrt hat (147).
In diesen konnte gezeigt werden, dass Cilomilast bei einer Dosis von zweimal taglich 15mg
neben seiner bronchodilatatorischen Wirkung auch die Allergen-induzierte Produktion von
IFN-y und IL-5, die Degranulation von Neutrophilen und die Histamin-Freisetzung humaner
Basophiler Granulozyten hemmt (147). In einer weiteren Studie an bronchialen Epithel- und
Sputumzellen von COPD-Patienten konnte gezeigt werden, dass Cilomilast neben der
chemotaktischen Aktivitdt von Neutrophilen ebenfalls die Freisetzung von TNF-a und GM-
CSF hemmt, die Freisetzung von IL-8 wurde jedoch nicht gehemmt (148). Somit wird
deutlich, dass Cilomilast mit seinen zahlreichen anti-inflammatorischen Effekten und seiner
bronchodilatatorischen Wirkung gut fir die Behandlung von entziindlichen Atemwegs-

erkrankungen geeignet ist.

Rolipram Cilomilast

'-“-:.‘ o~ HO

Abbildung 1.7 Chemische Struktur der PDE4-spezifischen Inhibitoren Rolipram und Cilomilast (aus Houslay et
al., 2005 (149))
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1.4 Fragestellung

Die Bronchopulmonale Dysplasie (BPD) ist eine chronische potentiell reversible Lungen-
erkrankung Frihgeborener, die u.a. durch maschinelle Beatmung und hohe inspiratorische
Sauerstoffkonzentrationen verursacht wird. Sie stellt eine Lungenreifungsstérung dar, welche
durch eine deutlich herabgesetzte Septierung der Alveolarstrukturen, eine verminderte
Vaskularisierung und durch eine persistierende Entzindungsreaktion in der Lunge
charakterisiert werden kann.

Wahrend der normalen Lungenentwicklung nehmen second messenger durch die Regulation
des pulmonalen Gefallwiderstandes und der Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen
eine bedeutsame Stellung ein. Sowohl ihre Erzeugung durch second messenger-
generierende Enzyme, als auch ihr Abbau durch Phosphodiesterasen (PDEs) sind wichtige
Steuerfaktoren bei der intrazellularen Signaltransduktion. In dieser Arbeit sollte untersucht
werden, ob die PDEs eine Rolle in der Hyperoxie-induzierten Lungenreifungsstérung der
Maus spielen und ob eine Therapie mit einem PDE-Inhibitor zur Verbesserung der Lungen-

entwicklung beitragt.
Ziele dieser Arbeit waren daher:

1. Untersuchung der Phosphodiesterase-Expression auf Gen- und Proteinebene in den

Lungen 7 bis 28 Tage alter Hyperoxie-exponierter Mause

2. Analyse der Auswirkungen einer PDE-Inhibitor - Therapie auf die Hyperoxie-

induzierte Lungenreifungsstérung der Maus

3. Untersuchung der unter Hyperoxie im Lungengewebe veranderten Phospho-

diesterasen in Hyperoxie-exponierten pulmonalen Epithelzellen in vitro

4. Aufklarung moglicher Mechanismen, die fiir die Veranderung der PDE-Expression

und — Aktivitat unter Hyperoxie verantwortlich sind

5. Untersuchung der Auswirkungen der PDE-Inhibition unter Hyperoxie in vitro
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2. Material

2.1 Gerate

BioDocAnalyzer
Dispergiergerat
Elektrophoresekammern
Entwicklermaschine

Heizblock Thermostat TM130-6

Homogenisator ,Precellys24*

Kiihlzentrifuge ,Biofuge® fresco*
Leica DMLA Mikroskop
Licht-Mikroskop
Mikroplattenlesegerat , Infinite® 200*
Mini-Trans-Blot

Mx3000P® QPCR System

pH-Meter ,inolab“

Photometer ,BioPhotometer*
Pipetten ,reference®™(variabel)
Reinstwasseranlage ,Direct-Q®3"
Sicherheitswerkbank ,Herasafe*
Spannungsgerat fir die Elektrophorese
Spektrophotometer ,ND-1000¢

Taumelschattler
Thermocycler ,T3000¢
Thermocycler , TGradient*
Tischzentrifuge

Vortexer

Warmeschrank
Wasserbad

Zellinkubator ,HERAcell*
Zentrifuge ,Rotanta 460
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Biometra, Gottingen

Heidolph Instruments, Schwabach

Biometra und Bio-Rad
AGFA, Mechelen, Belgien
HLC-Biotech, Bovenden

Bertin Technologies, Montigny-le-

Bretonneux, Frankreich

Heraeus/Kendro, Hanau

Leica Microsystems, Wetzlar

Hund, Wetzlar

Tecan, Crailsheim
Bio-Rad, Miinchen
Stratagene

WTW, Weilheim
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Millipore, Schwalbach
Heraeus/Kendro, Hanau
Biometra und Bio-Rad
NanoDrop Technologies,
Wilmington, USA
Biometra, Goéttingen
Biometra, Goéttingen
Biometra, Goéttingen
Hettich, Tuttlingen
VWR

Binder, Tuttlingen
Medingen
Heraeus/Kendro, Hanau

Hettich, Tuttlingen
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2.2 Chemikalien

Die meisten verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Minchen)

und Roth (Karlsruhe) bezogen und werden nicht im Einzelnen aufgeflihrt.

2.3 Verbrauchsmaterialien

96-well Mikroplatten

AGFA Cronex 5 Medical X-Ray Film
Amersham Hyperfilm ECL
Blottingpapier

Gelladespitzen

Nitrozellulose-Membran “BioTrace™ NT”
PCR-Reaktionsgefalie

Pipettenspitzen mit Filter
Pipettenspitzen

Reaktionsgefale

Real-time PCR-Reaktionsgefalle

PDE-Aktivitatsassay:
[methyl-*H]Thymidine (9.25 MBq, 250 uCi)
Chromatographie-Saulen ,Poly-Prep”
QAE Sephadex A-25

Rotiszint® eco plus

Szintillationsgefalie “Pico prias vials”

Zellkultur:

Accutase

DMEM F12 — Medium

DMSO (Dimethylsulfoxid)

DPBS (1x ohne Ca?*, ohne Mg?*)
Einfrierréhrchen

FCS
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Corning B.V. Life Sciences,
AGFA, Mortsel, Belgien

GE Healthcare, Miinchen
Whatman Schleicher & Schuell,
Dassel

Kisker-Biotech, Steinfurt
Niederlande

PALL Life Sciences, Dreieich
Greiner bio-one, Frickenhausen
Nerbe plus, Winsen/Luhe
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, NUmbrecht

Abgene, Hamburg

GE Healthcare, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen
Roth, Karlsruhe

PerkinElmer LAS (Germany),

Rodgau-Jiigesheim

PAA Laboratories, Colbe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Mlinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Corning B.V. Life Sciences,

Biowest S.A.S, Nuaillé, Frankreich
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FCS-Gold

HEPES (1M)
Hydrokortison-Losung (50uM)
ITS-Lésung (100x)

L-Glutamin (200mM, 100x)

MEM Non essential Aminoacids (100x)
MEM Vitamine Solution (100x)
Multipette

NaCl (0,9%)
Neubauer-Zahlkammer
Pasteurpipetten
Penicillin/Streptomycin (10000u/ml)
PP-Réhrchen (15ml und 50ml)
Serologische Pipetten (5 - 50ml)

Steriles Wasser

Sterilfilter

Trypsin/EDTA (10x)
Zellkulturflaschen, -schalen, -platten
Zellschaber

B-Estradiol

2.4 Enzyme und GréRenstandards

DNA:

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
GoTaq®Flexi DNA Polymerase

Protein:

Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker

2.5 Kits und Assays

cAMP Biotrak Enzymeimmunoassay (EIA)

DC Protein Assay
FastLane Cell cDNA Kit
Histostain-SP Kit (AEC, Rabbit)
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PAA Laboratories, Colbe
Lonza, Wuppertal
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe
PAN-Biotech, Aidenbach
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg

B. Braun, Melsungen
Optik-Labor, Niederlande

PAN-Biotech, Aidenbach

Greiner bio-one, Frickenhausen

Greiner bio-one, Frickenhausen

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Millipore, Schwalbach
PAN-Biotech, Aidenbach

Greiner bio-one, Frickenhausen

Greiner bio-one, Frickenhausen

Sigma-Aldrich, Minchen

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

Promega, Mannheim

GE Healthcare, Minchen

GE Healthcare, Miinchen
Bio-Rad, Minchen
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe
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Human IL-6 ELISA Kit RayBiotech, Norcross, USA
ImProm-II"™ Reverse Transcription System Promega, Mannheim
MTT Cell Proliferation Assay LGC Promochem, Wesel

Platinum®SYBR®Green qPCR SuperMix-UDG Invitrogen, Karlsruhe

2.6 Verwendete Primer

Die Primer wurden mit dem kostenlosen Internet-Programm ,Primer 3“ entwickelt und dann
als 100uM L6sung von der Metabion GmbH (Martinsried) bezogen.

Die in Tabelle 2.1 aufgefuhrten Maus-spezifischen Primer wurden fur die Semiquantitative
PCR (Abschnitt 3.4.3.1) verwendet:

Gen Primersequenz bp Tanneal
Forw. 5-GCTTCCATTTTCTCCACTTTGTG-3’

PDE1A | Rev. 5-AGCCAACTCTTTCCACCTCTCT-3" 361 60,5°C
Forw. 5-TGGAGACAGGCTATGGGAAA-3’

PDE1B | Rev. 5-AGTCAGCACAGAGAAGGTTGG-3’ 680 56,5°C
Forw. 5-TTTAGACAGGGTGACAGAGAAGC-3’

PDE1C | Rev. 5-AGGTAATGCGACTTGTGGAACT-3’ 751 56°C
Forw. 5-CATTCTCTGCTTCCCTATCAAGA-3’

PDE2A | Rev. 5-TCATAACCCACTTCAGCCATCT-3’ 864 60°C
Forw. 5-GAAGAAACACTTTGACTTTGTAGCC-3’

PDE3A | Rev. 5 -GGTGCTGAGTTATTTGGCAGTAG-3’ 506 60,5°C
Forw. 5-GAAACCCAAGAAGAAGAGACCAT-3’

PDE3B | Rev. 5-GCGAGAAAGATACAGATTCCAAG-3’ 732 59°C
Forw. 5'-AGGAGCGGGACTTACTGAAGA-3’

PDE4A | Rev. 5-CCTTTGACCTTTGACTGTTCCAT-3" 1057 59°C
Forw. 5-ATCACCTTGCTGTGGGATTC-3’

PDE4B | Rev. 5-AATGTCTATGTCAGTCTCTTCCAGA-3’ 746 58,5°C
Forw. 5-ATGGAGATGACTTGATTGTGACC-3’

PDE4D | Rev. 5-CAACTTCTTGACCCCACTGAT-3’ 461 59°C
Forw. 5-CCTGACTCTTTCTCTCGTGTGTT-3"

PDESA | Rev. 5-CTGCTCATCATTTTGGTTGA-3’ 342 57°C
Forw. 5-AACAGAAAGAAGAGGTTCCCATC-3’

PDE7A | Rev. 5-CCATCGTCAAGGTGTAAGTCAC-3’ 807 61°C
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Forw. 5-TCAAAACTAACCACCATCTTGC-3’

PDE7B | Rev. 5-ATTCCTCACAGACCCTTTCACTC-3’ 357 59°C
Forw. 5-GAAACTCAGGGCTTGTAACTCAG-3’

PDEBA | Rev. 5 -CTTTTGGGTATGGTAAACTCCTTG-3’ 256 61,5°C
Forw. 5-GGAAGCCGTTACACATAAAAGG-3’

PDE8B | Rev. 5-GAGGATTTGGTTCTCAGGAAAGT-3’ 622 60°C
Forw. 5-CACCTTTGATGTCTGGCTTTG-3"

PDE9A | Rev. 5 -CTGTTGCTTTGGTCACTTTGTCT-3" 758 60°C
Forw. 5'-CGGGTTCCTTACCACAACTG-3’

PDE10A | Rev. 5-CCTGAAATCCACATTGCTGTCT-3’ 770 60°C
Forw. 5-GCAGTGGCAAAGTGGAGATT-3"

GAPDH | Rev. 5-ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT-3’ 493 58,5°C

Tabelle 2.1 Maus-spezifische Primer fiir die semiquantitative PCR

Die im Folgenden aufgefiihrten Primer fiir die Real-time PCR (Abschnitt 3.4.3.2) sind Intron-

Uberspannend und ebenfalls Maus-spezifisch:

Gen Primersequenz bp Tanneal

Forw. 5-GGTACAAGGCTTTCAGCATCGC-3’
PBGD 138 57°C
Rev. 5-ATGTCCGGTAACGGCGGC-3°

Forw. 5-GCTGAGCGCTACACAGTTCTC-3’
SP-B 159 60°C
Rev. 5-AGTGTCCTGTAGTGGCCATTCT-3"

Forw. 5'-CCTCCACATGAGTCAAAAACAT-3’
SP-C 150 57°C
Rev. 5-TGGTAGTCATACACAACGATGC-3’

Tabelle 2.2 Primer fiir die Real-time PCR
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2.7 Verwendete Antikorper

In Tabelle 2.3 sind alle fur Western Blot-Analysen (Abschnitt 3.5.5) verwendeten Antikorper
(AK) aufgefuhrt. Sie wurden alle in 5% (w/v) Milch/TBST verdunnt.

Priméare Antikorper

a-ERK 1/2 Santa Cruz sc-93 1:1000 1:50000 (R)
a-Phospho-ERK 1/2 | Santa Cruz sc-16982-R 1:1000 1:40000 (M)
a-GAPDH Novus NB 600-502 1:5000 1:50000 (M)
a-p21 BD Pharmingen | 956431 1:1000 1:30000 (M)
a-PDE1A abcam ab14599 1:500 1:25000 (R)
a-PDE4A FabGennix PD4-112AP 1:1000 1:45000 (R)
a-Phospho-PDE4A FabGennix PPD4-140AP 1:1000 1:40000 (R)
a-PDE4D FabGennix PD4-401AP 1:1000 1:45000 (R)
a-Phospho-PDE4D FabGennix PPD4-440AP 1:1000 1:35000 (R)
a-PDE5A Cell Signaling | 2395 1:1000 1:45000 (R)
a-PDE7A Santa Cruz sC-25566 1:2000 1:25000 (R)
a-Stat3 Cell Signaling 9132 1:1000 1:50000 (R)
a-Phospho-Stat3ry70s | Cell Signaling | 9131 1:1000 1:50000 (R)
a-Phospho-Stat3se727 | Cell Signaling | 9134 1:1000 1:50000 (R)
Sekundare Antikorper (Peroxidase gekoppelt)

Goat a-Rabbit (R) gzl;(;zll(_l;’\ler-rz?fe%;ance Deutschland GmbH, Bonn)

Rabbit a-Mouse (M) [SEQEQZ[GL?% 0'\:2{"’“9”

Tabelle 2.3 Im Western Blot verwendete Antikdrper und ihre Verdiinnungen
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3. Methoden

3.1 Modell fir Hyperoxie der Lunge in der Maus

Die Durchfihrung samtlicher tierexperimenteller Versuche, welche in Abschnitt 3.1
beschrieben sind, erfolgte durch die Tierarztin Silke Kébrich (AZ GI 20/10 Nr. 04/2006).

3.1.1 Tiere

Fur die Versuche wurden C57BI6N Mause verwendet. Die trachtigen weiblichen Mause
(embryonaler Tag 15: E15) wurden von Charles River (Charles River GmbH, Sulzfeld,
Deutschland) bezogen. Bis zum Entbindungstag (E19) wurden die Tiere mit Futter und
Wasser in einer Umgebungsluft mit 21% Sauerstoff (normaler Sauerstoffpartialdruck)

gehalten.

3.1.2 Hyperoxie-Exposition

Innerhalb von 12h nach der Geburt wurden die neugeborenen Mause in Studiengruppen
randomisiert und unter kontrollieten Bedingungen einer Hyperoxie von 85% O, bzw.
Raumluft von 21% ausgesetzt. Da sich 85% O, toxisch auf die Muttertiere auswirkt, wurden
diese alle 24h zwischen den hyperoxischen und den Kontrolljungtieren ausgetauscht. Die
Haltung der Tiere erfolgte fir 28 Tage in Plexiglas-Kammern (Merck), welche mit einer
Flussrate von 3,5 I/min mit Sauerstoff begast wurden. Der kontinuierliche Fluss von entweder
85% O, oder 21% O, wurde mit Pro:Ox 110 Sauerstoff-Sensoren (Biosherix; Redfield, NY)

Uberwacht und so konstant gehalten.

3.1.3 Gewebepraparation

Nach 7, 14, 21 und 28 Tagen wurden die Tiere durch intraperitoneale Injektion von
Natriumpentobarbital betdubt. Danach wurde der Thorax gedffnet und die Lunge wurde
entweder mit NaCl-Losung gespllt und danach in flissigem Stickstoff eingefroren oder sie
wurde Uber einen Katheter durch die Luftréhre mit 4,5% Formaldehyd fixiert. Nach der
Fixierung der Lungen Uber Nacht, wurden sie mit Hilfe eines automatischen Vakuum-
Gewebeprozessors (Leica TP1050, Bensheim) in PBS gewaschen und danach durch

steigende Alkoholkonzentrationen dehydriert. Letztendlich wurden sie in Paraffin eingebettet.
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3.1.4 Quantitative Analyse der Lungenmorphometrie

Dafiir wurden zunachst 3um dicke Gewebeschnitte der in Paraffin eingebetteten Lungen
angefertigt. Diese wurden im Anschluss mit Hamatoxylin und Eosin (HE) gefarbt und dann
unter dem Lichtmikroskop (Leica DMLA) betrachtet. Die morphometrischen Messungen
wurden am Computer mit Hilfe einer speziellen Leica QWin Analyse-Software durchgefiihrt.
Zunachst wurde der gesamte Schnitt bei 5facher Vergrofierung eingescannt und dann in ein
Raster eingeteilt, welches aus 870 x 690um groRen Analysefeldern bestand. Bei Gewebe-
schnitten 28 Tage alter Mause wurden 40 bis 45 Felder mehrerer Schnitte bei einer 10fachen
Vergrolierung vermessen. Das Lungengewebe wurde durch eine starkere Farbintensitat von
den Luftrdumen unterschieden. Dann wurden der Luftanteil blau und der Gewebeanteil grau
eingefarbt. Im Anschluss wurden nicht-parenchymatése Bereiche wie Bronchien und Gefalle
in jedem Analysefeld umrandet und so von der Analyse ausgeschlossen. Bei der
Vermessung der Respiratorischen Flache wurden Parameter wie der Mean Linear Intersept
(MLI), das heifdt der mittlere Abstand zwischen zwei Alveolarsepten, die mittlere Septendicke
und der Gesamtluftanteil im Lungengewebe untersucht. Die Auswertung der Daten erfolgte

in Excel.

3.1.5 Messung der dynamischen Compliance

Bei der Messung der Compliance wird die Elastizitat des Lungengewebes gemessen. Wenn
die Lunge besonders dehnbar ist, besitzt sie eine hohe Compliance, ist sie eher steif ist die
Compliance niedriger.

Die Untersuchung der Lungenfunktion erfolgte an 28 Tage alten normoxischen Kontrolltieren,
DMSO behandelten hyperoxischen Tieren und Cilomilast behandelten hyperoxischen Tieren.
Die Tiere wurden bei ausreichender Analgosedierung unter Ketamin und Xylazin (50ug
Ketamin/g / 10ug Xylazin/g) Uber die Luftréhre intubiert und dann in einer temperierten
Atembox (Bodyplethysmograph) mit einem Tidalvolumen von 6ml/kg mechanisch beatmet.
Die dynamische Compliance (Cgn) wurde durch eine Volumen-kontrollierte und Druck-
limitierte Compliance-Methode (150) bestimmt. Am Versuchsende wurden die Tiere

medikamentds in tiefer Analgosedierung getotet.

3.1.6 Verabreichung des PDE4-Inhibitors

Fir die Untersuchungen mit dem PDE-Inhibitor Cilomilast (Altana Pharma) wurde eine

Gruppe hyperoxischer Tiere mit dem Inhibitor behandelt. Das Cilomilast wurde in DMSO

(Dimethylsulfoxid) geldst und einmal taglich von Tag 14 bis Tag 28 in einer Konzentration

von 5mg/kg Korpergewicht durch eine subkutane Injektion in den Nacken der Tiere
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verabreicht. Um Effekte durch das Lésungsmittel DMSO ausschliefen zu kénnen, wurde
einer weiteren Gruppe hyperoxischer Tiere in gleicher Weise durch eine Injektion mit DMSO
behandelt.

3.2 Kultivierung von Zelllinien

3.2.1 A549

Die A549 Zellen (ATCC CCL-185) wurden in DMEM/F-12-Medium (Dulbecco's Modified
Eagle Medium: F-12 Nutrient Mixture 1:1) mit Vitaminen (1%), Penicillin/Streptomycin (1%),
MEM nicht-essentiellen Aminosauren (1%), Glutamin (1%) und 10% Hitze-inaktiviertem
fétalem Kéalberserum (FCS) bei 37°C mit 5% CO, in Zellkulturflaschen (75cm? Kulturfliche)
kultiviert. Zum Passagieren wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 8ml DPBS
gewaschen. Nach entfernen des PBS wurden die Zellen mit 2ml Trypsin/EDTA fir 1min bei
37°C inkubiert bis sie sich von der Oberflache abgeldst haben. Dann wurde die
Trypsinierung durch Zugabe von 8ml Kulturmedium gestoppt und die Zellen zur Zellerhaltung
im Verhaltnis 1:10 in neue Zellkulturflaschen verteilt und 48-72h inkubiert.

3.2.2 MLE12

Die MLE12 Zellen (ATCC CRL-2110) wurden in DMEM/F-12-Medium mit Hydrokortison
(10nM), Hydrobeta-Ostrogen (10nM), Penicillin/Streptomycin (1%), ITS-Lésung (1%; enthalt
5ug/ml Insulin, 10pug/ml Transferrin und 30nM Na-Selenit), Glutamin (1%), HEPES (10mM)
und 2% fétalem Kalberserum (FBS ,Gold“) bei 37°C mit 5% CO, in 10cm Zellkulturschalen
kultiviert. Zum Passagieren wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 8ml DPBS
gewaschen. Nach entfernen des PBS wurden die Zellen mit 2ml Accutase fur 2-5min bei
37°C inkubiert bis sie sich von der Oberflache abgelést haben. Dann wurden 8ml
Kulturmedium zu den Zellen gegeben und diese zur Zellerhaltung im Verhaltnis 1:10 in neue
Zellkulturschalen verteilt und 48h inkubiert.
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3.3 Zellinkubation

3.3.1 Hyperoxie-Exposition

Vor der Aussaat der Zellen wurde zunachst die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Im Anschluss wurden 2 x 10° bis 1 x 10° Zellen in 6 Well Platten
bzw. 10cm Schalen ausgebracht und ca. 24h inkubiert. Vor Beginn des Experiments wurde
das Medium der Zellen durch frisches ersetzt und die Zellen in die Hyperoxie-Kammer
(Modular Incubator Chamber, Billups-Rothenberg inc., Del Mar, Kalifornien) gestellt. Zur
Aufrechterhaltung der Luftfeuchtigkeit in der Kammer wurde eine Schale mit sterilem
Wasser hinzugefiigt. Anschliefiend wurde die Kammer mit 95% O, + 5% CO, (Carbogen)
geflllt, verschlossen und flr bis zu 48h in den Zellinkubator gestellt. Das Gas wurde (ber

den gesamten Versuchszeitraum alle 8h erneuert.

3.3.2 Inkubation mit chemischen Substanzen

Vor der Behandlung der Zellen mit IL-6 (Interleukin-6, Sigma) oder mit Cilomilast (Altana-
Pharma), wurden die Substanzen zunachst in Zellkulturmedium verdinnt und danach steril
filtriert.

Cilomilast ist nur in DMSO I|6slich und musste daher stark verdinnt werden, um auf die
Zellen nicht toxisch zu wirken. Nach dem Aussahen der Zellen am Vortag, wurden sie dann
fur 24h bis 48h unter Normoxie bzw. Hyperoxie mit verschiedenen Cilomilastkonzentration

inkubiert.

Die Inkubationszeit mit IL-6 betrug 30min bis 48h.

3.4 Untersuchung der Genexpression

3.4.1 Isolation der Gesamt-RNA

Fir die Isolation von RNA aus Gewebe wurden ca. 100-200mg Gewebe zusammen mit 1ml
TRIzol (Invitrogen) in ein 2ml Reaktionsgefal® gegeben und mit einem Dispergiergerat auf

Eis zerkleinert.

Bei der Isolation aus Zellen wurde zunachst das Medium abgenommen und danach mit 8mi
PBS gewaschen. Fiir Zellen in einer 10cm Schale wurde 1ml TRIzol auf die Zellen gegeben
und diese dann mit einem Zellschaber von der Oberflache abgelést und in ein 1,5ml
Reaktionsgefal® tiberfuhrt.
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Daraufhin wurden die Proben fur 10min bei Raumtemperatur (RT) stehen gelassen und im
Anschluss mit 200l Chloroform versetzt. Nachdem die Proben durch invertieren gemischt
wurden, erfolgte eine weitere 10min Inkubation bei RT. Nach der anschlielenden 15min
Zentrifugation bei 12000g, 4°C wurde die obere wassrige Phase in ein neues Tube Uberflhrt
und mit 500ul Isopropanol versetzt. Die Tubes wurden wiederum durch invertieren gemischt
und weitere 10min bei RT inkubiert. Die ausgefallene RNA wurde im nachsten Schritt durch
eine 10min Zentrifugation bei 12000g, 4°C pelletiert und danach mit 1ml 75% Ethanol
gewaschen. Nachdem die RNA-Pellets an der Luft getrocknet waren, wurden sie in 20-50ul
DEPC-Wasser resuspendiert und fur 10min im Wasserbad bei 55°C vollstandig gelést. Die
Messung der RNA-Konzentration und —Reinheit erfolgte mit dem NanoDrop-

Spektrophotometer. Die anschlieRende Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C.

3.4.2 Reverse Transkriptase — Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Bei der Synthese von komplementarer DNA (cDNA) wird die mRNA in zwei Schritten in
cDNA umgeschrieben. Dafur wird die RNA im ersten Schritt mit einem oligo(dT)s-Primer
inkubiert, welcher an den 3" poly(A)-Schwanz der mRNA bindet. Im zweiten Schritt erfolgt
dann die cDNA-Synthese durch die Reverse Transkriptase (RT), welche an den Primer
bindet und ihn zu einem komplementaren DNA-Strang verlangert.

Die cDNA wurde mit Hilfe des ImProm-II"™ Reverse Transcription Systems aus der isolierten
Gesamt-RNA hergestellt. Daflr wurden zunachst alle RNA-Proben, durch die Verdinnung
mit DEPC-H,0, auf eine einheitliche Konzentration von 1ug Gesamt-RNA angeglichen und
dann in einem Volumen von 5ul mit dem Oligo(dT)-Primer bei 70°C fur 6min im Thermo-
cycler inkubiert. Daraufhin wurde der Mastermix mit der Reversen Transkriptase hergestellt
und im Anschluss zum RNA-Primer-Gemisch gegeben. Dann erfolgte eine weitere
Inkubation im Thermocycler fir zunachst 5min bei 25°C, dann 1h bei 42°C und letztendlich
15min bei 70°C fir die Inaktivierung des RT-Enzyms. Anschlieliend wurde die cDNA bei -
20°C gelagert und spater fir PCR-Experimente verwendet.

Im Folgenden werden der Reaktionsansatz sowie das Programm der RT-PCR wieder

gegeben:
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Schritt 1:
Komponenten: Volumen: Endkonz.: Programm:
RNA [1ug/ul] 1l 1ug 6min 70°C
oligo(dT)4s-Primer [500ug/mi] Tl 25ng
DEPC-H,O 3ul

Sul
Schritt 2:
Reaktionspuffer [5x] 4ul 5min 25°C
MgCl; [25mM] 2ul 2,5mM 1h 42°C
dNTP-Mix [10mM] 1l 0,5mM 15min 70°C
Ribonuklease-Inhibitor [40U/pl] 1ul 2U/ul
Reverse Transkriptase Tul
DEPC-H,O 6ul

15ul
Gesamt: 20ul
3.4.3 PCR

3.4.3.1 Semiquantitative PCR

Die PCR (Polymerase-Kettenreaktion) ist eine Methode, bei welcher kurze DNA-Abschnitte
wie z.B. einzelne Gene durch wiederholte Verdopplung in mehreren Zyklen mit Hilfe des
Enzyms DNA-Polymerase vervielfaltigt werden konnen.

Die Untersuchung der PDE-Gentranskription erfolgte mit der semiquantitativen PCR, bei der
das Endprodukt der PCR im Agarosegel aufgetrennt und mit Hilfe von interkalierenden DNA-
Farbstoffen sichtbar gemacht wird.

Als Template diente die cDNA, die aus der RNA der Gewebe bzw. Zellen synthetisiert wurde.
Der PCR-Reaktionsansatz, der sich aus dem einfach-konzentrierten Reaktionspuffer; 1,5mM
MgCly; 0,2mM dNTP-Mix (bestehend aus allen 4 Desoxy-Nukleotiden dATP, dGTP, dCTP
und dTTP), jeweils 0,2uM eines forward- und reverse-Primers; 1,25U einer thermostabilen
Taq DNA-Polymerase und 1,5ul der hergestellten cDNA zusammensetzte, wurde im
Anschluss im Thermocycler flr 30 Vervielfaltigungszyklen inkubiert. Danach wurden die
PCR-Produkte einer Agarose-Gel-Elektrophorese unterzogen. Die Zusammensetzung des

PCR-Reaktionsansatzes und das verwendete Programm sind im Folgenden aufgefihrt:
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Ansatz:

Komponenten: Volumen: Endkonz.:
Reaktionspuffer [5x] 5ul 1x
MgCl; [25mM] 1,5ul [1,5mM]
dNTP-Mix [10mM] 0,5ul [0,2mM]
forward Primer [10uM] 0,5ul [0,2uM]
reverse Primer [10uM] 0,5ul [0,2uM]
Taq Polymerase [5U/pl] 0,25ul [1,25U]
cDNA [1ug/pl] 1,5ul

H20 15,254l

Gesamt: 25ul

Programm:

Abschnitt Temperatur Dauer Wiederholungen
Denaturieren 94°C 5min

Denaturieren 94°C 1min

Annealing 57-61°C 1min 30 x
Elongation 72°C 1min

Elongation 72°C 10min

Kuhlen 4°C o0

34311 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse der PCR-Produkte wurden diese im Anschluss an die PCR in einem Agarose-
Gel der GroRRe nach aufgetrennt. Das meist 1%ige Gel wurde aus Agarose (Sigma) und 1 x
TAE-Puffer (Tris-acetat 40mM; EDTA 1mM; pH 7,6) hergestellt. Nach Kochen der Agarose in
der Mikrowelle wurde diese auf etwa 60°C abgekuhlt und dann mit 0,5ug/ml Ethidiumbromid
(Sigma) versetzt. Als das Gel erstarrt war, wurden 5pl eines DNA-Standards und 5-10ul des
PCR-Produkts auf das Gel geladen. Nachdem sich die PCR-Produkte bei einer Spannung
von 100V aufgetrennt hatten, wurde das Gel unter UV-Licht bei 320nm im BioDocAnalyzer
fotografiert. AnschlieBend erfolgte die Quantifizierung der Banden mit der BioDocAnalyze-

Software.
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3.4.3.2 Quantitative PCR (Real-time PCR)

Die quantitative real-time PCR beruht auf denselben Grundlagen wie die PCR und bietet
zudem die Mdglichkeit der Quantifizierung. Diese erfolgt durch Messungen der Fluoreszenz,
die wahrend des PCR-Laufes proportional mit dem PCR-Produkt zunimmt.

In dieser Arbeit wurde SYBR®Green | als Fluoreszenzfarbstoff verwendet. Dieser ist, wie
auch Ethidiumbromid, ein relativ unspezifischer DNA-Farbstoff, der an doppelstrangige DNA
bindet und dadurch starker fluoresziert als im ungebundenen Zustand. Wahrend der
proportionalen Zunahme doppelstrangiger DNA-Molekile lagert sich immer mehr
SYBR®Green | an die DNA an und steigert so die Fluoreszenz.

Um die Spezifitat der Reaktion und die Gegenwart von Primer-Dimeren oder Verunreini-
gungen zu Uberprifen, wird am Ende des PCR-Laufes eine Schmelzkurvenanalyse durch-
gefiihrt. Bei dieser wird die Temperatur von 55°C bis 95°C in kleinen Schritten kontinuierlich
erhéht, so dass doppelstrangige DNA zum Einzelstrang aufschmilzt und der SYBR®Green |-
Farbstoff wieder freigesetzt wird. Da spezifische PCR-Produkte eine groRere Fragmentlange
aufweisen als unspezifische Primer-Dimere oder andere unspezifische Produkte, kdnnen
diese anhand der Schmelztemperatur voneinander unterschieden werden.

Fir die Herstellung des Reaktionsansatzes wurde der Platinum®SYBR®Green qPCR
SuperMix-UDG der Firma Invitrogen verwendet. Die Durchfihrung der Real-time PCR
erfolgte mit dem Mx3000P® QPCR System der Firma Stratagene.

Im Folgenden werden der Reaktionsansatz sowie das Programm der Real-time PCR

wiedergegeben:

Ansatz:

Komponenten: Volumen: Endkonz.:
Platinum®SYBR®Green qPCR SuperMix-UDG 12,54l 1x
MgCl, [50mM] 1l 5mM*
forward Primer [10uM] 0,5ul 0,2uM
reverse Primer [10uM] 0,5ul 0,2uM
ROX Reference Dye [25uM] 0,1ul 0,1uM
cDNA [0,25ug/ul] 2ul 0,5ug
DEPC-H,O 8.4yl

Gesamt: 25ul

*Da der SuperMix bereits 3mM MgCl, enthalt, wurde fiir eine Endkonzentration von 5mM MgCl, nur 1ul MgCl, [50mM] pipettiert.

34



Material und Methoden

Programm:

Abschnitt: Temperatur: Dauer: Wiederholungen:
Denaturieren 95°C 10min

Denaturieren 95°C 30sec

Annealing 57/60°C 30sec 40 x
Elongation 72°C 30sec

Denaturierung 95°C 1min

Schmelzkurve 55°C-95°C

Abkihlen 25°C o0

Die Berechnung der Real-time PCR-Ergebnisse erfolgte nach der Delta-Delta Ct-Methode.

3.5 Untersuchung der Proteinexpression

3.5.1 Proteinextraktion aus Gewebe

Fir die Extraktion von Proteinen aus Lungengewebe wurden ca. 150mg Gewebe in 1ml
kaltem Lysispuffer (50mM Tris, 10mM CaCl,, 150mM NaCl, 60mM NaN3, 1% Triton X-100,
15% Protease-Inhibitor, 1mM PMSF, 1mM Na-Orthovanadat) mit dem Dispergiergerat oder
dem Homogenisator homogenisiert. Um zu verhindern, dass sich die Proben zu sehr
erwarmen wurden sie wahrend der Homogenisierung immer wieder auf Eis gestellt. Im
Anschluss wurden die Gewebereste fir 30min bei 13000rpm, 4°C pelletiert und der
Uberstand in ein neues Tube Uberfihrt. Das Pellet wurde verworfen. Danach wurde die
Proteinkonzentration des Uberstandes bestimmt, die Proteinlésung aliquotiert und im

Anschluss bei -80°C gelagert.

3.5.2 Proteinextraktion aus Zellen

Vor Beginn der Isolation wurden die Zellen zundchst einmal mit 8ml PBS gewaschen.
Danach wurden die 10cm-Zellkulturschalen auf Eis gestellt und mit 200-250pl RIPA
Lysispuffer (Santa Cruz) (50mM Tris; 150mM NaCl; 1% NP-40; 0,5% Na-Deoxycholat; 0,1%
SDS; 0,004% Na-Azid; 2% Protease-Inhibitor; 2mM PMSF; 1mM Na-Orthovanadat) lysiert.
Nach einer ca. 10-20min Inkubation auf Eis, wurden die Zellen mit einem Zellschaber von
der Schale entfernt und in ein neues Eppendorftube pipettiert. Nach mehrmaligem vortexen
erfolgte eine 30min Zentrifugation bei 13000rpm, 4°C. Im Anschluss wurde der Protein-
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Uberstand in ein neues Reaktionsgefal} Gberflhrt, dessen Proteinkonzentration bestimmt und
in Aliquots bei -20°C bzw. -80°C gelagert.

3.5.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der DC Protein Assay von Bio-Rad
verwendet, der auf dem Prinzip des Lowry-Assays (151) basiert.

Vor der Messung der Konzentration wurden die Proteinproben aus Gewebe im Verhaltnis
1:20 bis 1:40 und die Proteine aus Zellen im Verhaltnis 1:2 bis 1:10 in H,O vorverdinnt. Als
Standard wurde eine BSA-Ldsung (2mg/ml) von Bio-Rad verwendet. Aus dieser wurde eine
Standardreihe von 0,2mg/ml bis 1,6mg/ml hergestellt. Fur den Leerwert wurde der Lysis-
puffer im gleichen Verhaltnis wie die Proteinproben in Wasser verdinnt. Dann wurde der
Assay in eine 96-well Mikroplatte pipettiert. Zunachst wurden jeweils 5ul des Leerwerts, der
Standardreihe und der verdiinnten Proteinproben im Duplikat in die Wells pipettiert.
AnschlielRend wurden 25ul von Reagenz A (vorher wurde 1ml Reagenz A mit 20ul Reagenz
S gemischt) und danach 200ul von Reagenz B in jedes Well gegeben. Dann wurde die 96-
well Platte in das ELISA-Messgerat gestellt und zunachst flr 15min unter Schitteln inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Absorptionsmessung bei 750nm im ELISA-Messgerat. Die
Berechnung der Standardkurve und der Proteinkonzentrationen erfolgte mit der Magellan™

Standard-Software von Tecan.

3.5.4 SDS-PAGE

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) nach Laemmli (152) werden vorher
denaturierte Proteine in einem denaturierenden Gel der Grol3e nach aufgetrennt.

Das Sammel- und Trenngel setzen sich wie folgt zusammen:

Sammelgel: Trenngel:

Komponente: Endkonz.: Komponente: Endkonz:
Tris/Cl pH 6,8 125mM Tris/Cl pH 8,9 375mM
Acrylamid 6% Acrylamid 7-15%
SDS 0,1% SDS 0,1%
APS 0,05% APS 0,05%
TEMED 0,1% TEMED 0,1%
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Die Proteine wurden zunachst an eine einheitliche Proteinkonzentration angeglichen und im
Anschluss mit einem 5fach konzentrieten SDS-Probenpuffer (375mM Tris; 10% SDS;
12,5% B-Mercaptoethanol; 50% Glycerin; 0,02% Bromphenolblau) versetzt. In diesem
denaturierenden und reduzierenden Puffer wurden die Proteine anschlieRend fur 10min bei
100°C im Thermoblock gekocht. Nach einer kurzen Zentrifugation, bei der mdgliche
Prazipitate pelletiert wurden, waren die Proben fertig fiir die Elektrophorese. Je nachdem,
welches Protein detektiert werden sollte, wurden zwischen 30 und 60ug Gesamtprotein im
Gel bei 130V aufgetrennt. Der Laufpuffer setzte sich aus 25mM Tris, 192mM Glycin und

0,1% SDS zusammen.

3.5.5 Western Blot

Der Western Blot oder Immunoblot ist eine Methode zur spezifischen Detektion von

Proteinen, die vorher auf eine Membran Ubertragen wurden.

Dafiir wurde das Mini Trans-Blot Cell-System von Bio-Rad verwendet. Dabei handelt es sich
um ein Nass- oder Tankblot-System, bei dem der Proteintransfer vertikal in einem Tank
gefullt mit Blot-Puffer stattfindet. Vor dem Zusammenbau des Blots, wurden eine Nitro-
zellulose-Membran, 2 diinne Filterpapiere, 2 Kunststofffaserpads und das Gel in Blot-Puffer
(25mM Tris; 80mM Glycin; 20% Methanol) equilibriert. Dann wurde der Blot in der Blot-
Kassette in der Reihenfolge Kunststofffaserpad — Filterpapier — Membran — Gel — Filterpapier
— Kunststofffaserpad zusammen gebaut und in das Elektrodenmodul gesteckt. Nachdem der
Puffertank mit Puffer geflillt und ein Kihlakku hinzugefiigt war, wurde der Transfer fir 1h bei
100V durchgefihrt.

Im Anschluss an den Transfer wurde die Membran in 5% Milch (in TBST) geblockt, wobei
unspezifische Bindungen abgesattigt wurden. Die Inkubation im Primarantikdrper, der in
5% Milch verdinnt wurde, erfolgte bei 4°C Uber Nacht. Am nachsten Tag wurde die
Membran zunachst 3 x 8 bis 10min in TBST (20mM Tris; 137mM NacCl; 0,1% Tween 20)
gewaschen und dann fur 1h in Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper (in 5% Milch)
inkubiert. Danach wurde die Membran wiederum fir 3 x 8 bis 10min in TBST gewaschen und
dann kurz mit Aqua dest abgespilt. Zur Entwicklung des Western Blots wurde das
Peroxidase-Substrat ECL Plus von GE Healthcare verwendet, in welchem die Membran
5min inkubiert wurde. Danach wurden mehrere Chemilumineszenz-Filme fir 1-10min auf der
Membran exponiert und danach mit der Entwicklermaschine entwickelt. Zur Auswertung
wurde der Film mit dem BioDocAnalyzer fotografiert und die Banden mit der BioDocAnalyze-

Software quantifiziert.
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Wenn die Membran ein zweites Mal mit einem anderen Antikérper inkubiert werden sollte,
wurde diese gestrippt. Das heil3t, die gebundenen Antikdrper wurden durch 30min Inkubation
bei 60°C im Stripping-Puffer (62,5mM Tris; 2% SDS; 0,8% B-Mercaptoethanol) entfernt
(,gestrippt’). Danach wurde die Membran 3 x 10min in TBST gewaschen und danach wieder
fur 1h in 5% Milch geblockt. Danach wurde sie, wie schon beschrieben, mit Primar- und

Sekundarantikorper inkubiert und entwickelt.

3.6 Immunhistochemie

Um heraus zu finden in welchen Zellen eines Gewebes ein bestimmtes Protein exprimiert
und somit lokalisiert ist, wird eine immunhistochemische Farbung durchgefuhrt.

Dafir wurden am Mikrotom zundchst 3um dicke Gewebeschnitte angefertigt, die dann auf
einen Objekttrager Uberfuhrt und getrocknet wurden. Die Schnitte wurden aus Lungen
angefertigt, die vorher in Paraffin eingebettet worden sind. Am néachsten Tag wurden die
Schnitte dann zunachst bei 60°C fir 30 — 40min entparaffiniert. Die anschlieliende 3 x 10min
Inkubation in Xylol diente ebenfalls der Entfernung des Paraffins. Dann wurden die Schnitte
einer absteigenden Ethanolreihe (2 x 5min 100%; 2 x5min 95%; 2 x 5min 70%;
2 x 5min 30% EtOH) unterzogen und so rehydriert. Nach zwei 5min Waschschritten in PBS
(150mM NaCl; 1,7mM KH,POQOy; 5,2mM Na,HPO,, pH 7,4), wurden die Schnitte flir 20min in
einer Zitratpufferlésung, pH 6,0 gekocht und so das Antigen demaskiert. Nachdem die
Schnitte aus dem kochenden Wasserbehalter genommen wurden, kihlten sie flir 5min ab
und wurden dann fir 5min in PBS gespult. AnschlieRend erfolgte das Blockieren der
endogenen Peroxidase durch 20min Inkubation in 3% H,0,. An diesen Schritt schlossen sich
zwei 5min PBS-Waschschritte an. Dann wurde die Flissigkeit rund um die Schnitte
vorsichtig entfernt und das Gewebe vorsichtig mit einem PAP-Stift umrandet.

Ab dem néchsten Schritt, dem Blocken, wurde das Histostain-SP Kit der Firma
Zymed/Invitrogen verwendet. So wurden auf jeden Schnitt 2-3 Tropfen bzw. 100ul der
Serum-Blocklésung gegeben und fir 10-15min inkubiert. Nach Ablauf der Zeit, wurde die
Blocklosung mit einem Tuch aufgesaugt und ca. 100ul des primaren Antikorpers in der
gewlnschten Verdlinnung auf die Schnitte pipettiert. Die Inkubation erfolgte dann bei 4°C

uber Nacht in einer Feuchtekammer.

Verwendeter Antikorper Verdinnung
a-PDE4A (FabGennix) 1:75
a-PDE4D (abcam) 1:75
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Am néchsten Tag wurden die Schnitte zunachst fur 30min auf RT erwdrmt und anschliellend
dreimal fur 5min in PBS gewaschen. Daran schloss sich eine 10min Inkubation mit 100ul des
sekundaren biotinylierten Antikdrpers an. Nach weiteren zwei 5min PBS-Waschschritten
erfolgte die Inkubation mit 100ul des Streptavidin-Peroxidase Konjugats fur 10min. Vor der
Zugabe des Substrats wurden die Schnitte erneut 2 x 5min in PBS gewaschen. Nach der
Herstellung des Substrat-Chromogen AEC-Mixes aus 3 Losungen des Kits, wurden ca. 100pl
dieses Mixes auf die Schnitte gegeben und unter Beobachtung vor einem weil3en Blatt
Papier fur 2-10min inkubiert. Zum Stoppen der Farbung wurden die Schnitte in PBS
Uberfihrt und fir 5min gewaschen. Fur die Gegenfarbung wurden anschlieRend 100l
Hamatoxylin-Lésung auf die Schnitte gegeben und fir 1-2min inkubiert. Danach wurde
zweimal 5min in Aqua dest gewaschen. Zum Schluss wurden die Schnitte mit 2 Tropfen
GVA-Eindeckmedium und einem Deckglaschen bedeckt. Bis zur mikroskopischen
Auswertung der Farbung am nachsten Tag, wurden die Schnitte dunkel bei RT in einer

Mappe fiir Objekttrager gelagert.

3.7 cAMP-Enzymimmunassay (EIA)

Fur die Bestimmung der intrazellularen cAMP-Konzentration wurde das cAMP Biotrak

Enzymeimmunoassay (EIA) System von GE Healthcare verwendet.

Der Assay ist kompetitiv und basiert darauf, dass unmarkiertes cAMP mit einer definierten
Menge von Peroxidase-gekoppeltem cAMP um eine begrenzte Anzahl von Bindestellen an
einem cAMP-spezifischen Antikérper konkurriert. Das heif’t, je mehr unmarkiertes cAMP in

der Probe vorhanden ist, desto weniger Peroxidase-gekoppeltes cAMP kann an den

Antikérper binden.
Feste Phase Assay Reagenz Standard oder unbekannt Substrat
Esel ‘ Hase ‘ i
anti- | anti- B .
(s cAMP A — v cAMP-Peroxidase :
IgG
Ry, A
Y Sl e TMB
’ s cAMP +
Stoppen der Reaktion
Wall OD-Messung
Inkubation 60min Inkubation

Abbildung 3.1 Prinzip des Enzymimmunassays
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Fir den Assay wurden zunéchst ca. 24h vor Versuchsbeginn 7 x 10° Zellen in 96-well Platten
ausgesaht. Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt und die Zellen fir 24h bzw.

48h der Hyperoxie bzw. 21% O, ausgesetzt.

Am Ende der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt und es wurden 200ul des
Lysispuffers mit 0,5mM IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthine), einem unspezifischen PDE-
Inhibitor, auf die Zellen gegeben. Dann wurde die 96-well Platte flir 15min auf einen

Mikroplatten-Schiittler gestellt, um die Zelllyse zu erleichtern.

Inzwischen wurde die Standardreihe im Bereich von 12,5fmol — 3200fmol hergestellt. Dann
wurden jeweils 100ul des Standards und der Zelllysate und 100ul des Anti-cAMP-Serums im
Duplikat in die Wells der mit anti-Hasen IgG beschichteten 96-well Platte pipettiert. Nach
kurzem Mischen auf dem Schuttler, wurde der Assay flr 2h auf Eis inkubiert. Daraufhin
folgte die Zugabe von 50ul cAMP-Peroxidase-Konjugat und die Platte wurde erneut gemischt
und dann fir weitere 60min auf Eis gestellt. Im Anschluss wurden die Wells viermal mit
jeweils 400ul Waschpuffer gewaschen und am Ende auf einem Tuch abgetrocknet. Nach
sofortiger Zugabe von 150ul des TMB-Enzymsubstrats wurde die Platte fir genau 60min auf
dem Mikroplattenschittler bei RT inkubiert. Dabei entwickelte sich eine Blaufarbung, die am
Ende der Inkubation bei 630nm im ELISA-Messgerat gemessen werden konnte. Um die
Reaktion jedoch zu stoppen wurden 100ul 1M Schwefelsaure in jedes Well pipettiert, was zu
einem Gelbumschlag flihrte. Danach wurde die optische Dichte bei 450nm im ELISA-
Messgerat bestimmt. Die Berechnung der Standardkurve und der cAMP-Konzentrationen

erfolgte mit dem Programm SigmaPlot 8.0.

3.8 MTT Proliferationsassay

Um die Vitalitat bzw. die Anzahl lebender Zellen nach Behandlung mit einer chemischen
Substanz zu bestimmen, kann ein MTT-Proliferationstest durchgefiihrt werden. Bei diesem
Assay wird das gelbe Tetrazolium MTT (3- (4, 5-Dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetra-
zoliumbromid) durch metabolisch aktive Zellen zum violetten wasserunldslichen Formazan

reduziert, welches gelost und spektrophotometrisch quantifiziert werden kann.

Dazu wurde der MTT Proliferation Assay der Firma ATCC/LGC Promochem verwendet. Zu
Beginn wurden 7 x 10° bis 1,5 x 10* Zellen im Dreifachansatz in einem Volumen von 100yl in
96-well Platten ausgesaht. Am nachsten Tag, ca. 24h spater, wurden die Zellen fir 24h bis
48h serumfrei gesetzt. Danach erfolgte die Inkubation mit verschiedenen Cilomilast-
Konzentrationen unter Kontroll- bzw. hyperoxischen Bedingungen fir 24h bzw. 48h. Am
Ende der Inkubationszeit wurden jeweils 10ul des MTT-Reagenzes in jedes Well pipettiert
und die Zellen fiir weitere 2-4h unter Normoxie bzw. Hyperoxie inkubiert. Nach maximal 4h
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wurden die Zellen durch Zugabe von 100ul Detergenz-Losung lysiert und die violetten
Formazan-Prazipitate geldst. Zur vollstdndigen Auflésung des Formazans wurden die Platten
in Aluminiumfolie eingepackt und Uber Nacht bei RT stehen gelassen. Am nachsten Tag
wurde die Absorption bei 570nm im ELISA-Messgerat bestimmt. Bei der Auswertung wurde

die Absorption des Leerwertes von der Absorption der Ubrigen Messwerte abgezogen.

3.9 Phosphodiesterase-Aktivitdtsassay

Der Phosphodiesterase-Aktivitdtsassay (PDE-Assay) wurde mit leichten Modifikationen nach
dem Protokoll von Thompson et al. (153) durchgeflhrt.

Das Prinzip des Assays besteht aus zwei enzymatischen Reaktionen. In Reaktion 1
hydrolysiert die PDE4 [*H]-markiertes cAMP zu [°H]-AMP. In der zweiten Reaktion wird der
Phosphatrest des entstandenen 5’-Nukleotids durch eine 5°-Nukleotidase des
Schlangengiftes von Crotalus atrox abgespalten, wobei das ungeladene Nukleosid [*H]-

Adenosin entsteht. Im Folgenden werden beide Reaktionen noch einmal wieder gegeben:

Reaktion 1:

PDE4

[3H]-cAMP + H;0 [3H]-AMF’
Reaktion 2:

5'-Nukleotidase
[*HFAMP + H,0O > [*H}Adenosin + P,

Dann wird das [*H]-Adenosin durch eine QAE Sephadex A25 Anionenaustauscherséule von
nicht umgesetzten [°H]-cAMP bzw. [°*H]-AMP abgetrennt. Dabei bindet negativ geladenes
[PH-cAMP und [*H]-AMP an die Saule und [°*H]-Adenosin wird im Anschluss mit

Ammoniumformiat (NH,;COOH) in Szintillationsgefalle eluiert.

Versuchsdurchflihrung:
Zunachst wurde das Protein mit 250ul Lysispuffer (20mM Tris-HCI pH 8,2; 140mM NacCil;
3,8mM KCI; 1mM MgCl,; 1mM EGTA; 1mM B-Mercaptoethanol; 15% Protease-Inhibitor; 5uM
Trypsininhibitor; 10uM Leupeptin; 10uM Pepstatin A; 2mM Benzamidin; 50uM PMSF) aus
den Zellen isoliert. Dann wurde die Proteinkonzentration in jeder Probe auf 20ug
Gesamtprotein in einem Volumen von 10ul angeglichen.
Danach wurde der Testmix, bestehend aus 40mM Hepes pH 7,6; 5mM MgCl, und 0,1%
BSA, hergestellt.
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Im Anschluss wurden 65pl des Testmixes in einer 96-well Mikroplatte vorgelegt. Nachdem im
Anschluss jeweils 10ul Proteinldsung in jedes Well pipettiert wurden, erfolgte die Zugabe des
Inhibitors. Als unspezifischer PDE-Hemmer, welcher fast alle PDEs inhibiert, wurden 200uM
IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin) verwendet. Als spezifischer PDE4-Hemmer wurden 10uM
Rolipram eingesetzt. Dann erfolgte die Zugabe des radioaktiven Substrates. Daflir wurde ein
Gemisch aus 1uM cAMP und 18,2nCi (40000cpm) [*H]-cAMP in die Wells pipettiert. Dann
wurde die Mikroplatte fir 15min unter Schitteln bei 37°C inkubiert. Nachdem die Platte zum
Stoppen der Reaktion fur 3min in ein 100°C heilles Wasserbad gestellt wurde, erfolgte eine
kurze Abkuhlung auf Eis. Dann wurden 25ul der 5°-Nukleotidase (2mg/ml) hinzugegeben und
die zweite Reaktion fur 30min unter Schitteln bei 37°C inkubiert.

In der Zwischenzeit wurden die QAE-Sephadex A25-Saulen zunachst mit 5ml HCI gespult
und danach mit 30mM Ammoniumformiat pH 6,0 equilibriert. Nach Ende der Inkubationszeit
wurde das gesamte Reaktionsvolumen auf die Saulen gegeben und danach mit 1ml 30mM
Ammoniumformiat in mit 2ml Szintillationsflussigkeit geflllte Szintillationsgefalie eluiert. Als
Leerwert wurde der Testmix inkl. dem [3H]-CAMP-Gemisch verwendet. Im Anschluss wurden
die GefaRe gut gemischt und die Menge an [*H]-Adenosin im Betacounter ausgezahlt. Die
Saulen wurden zur Regeneration mit 5ml 0,2M HCI gespilt und danach in 10mM NaOH bei
4°C gelagert.

3.10 IL-6 - ELISA

Zur Bestimmung der IL-6-Freisetzung von Zellen ins Medium wurde ein ELISA (Enzyme-
linked Immunosorbent Assay) durchgefuhrt. Dabei handelte es sich um einen ,Sandwich®-
ELISA, bei dem zwei gegen IL-6 gerichtete Antikorper verwendet werden. Der erste ist an
eine feste Phase d.h. das Well der Mikroplatte gebunden und bindet das Antigen (IL-6) an
einer Stelle. Der zweite Antikdrper ist mit einem Enzym zur Detektion gekoppelt und bindet
das Antigen an einer anderen Stelle. Durch Zugabe des Enzymsubstrates kann die Menge
an gebundenem Antigen quantifiziert werden.
Das in dieser Arbeit verwendete IL-6 ELISA Kit wurde von der Firma RayBiotech bezogen.
Far den ELISA wurde das Zellkulturmedium verwendet, in dem die Zellen verschieden lang
unter normoxischen bzw. hyperoxischen Bedingungen gewachsen sind. Davon wurde 1ml
abgenommen und bei -20°C bis zum Assay gelagert.
Vor Beginn des Assays wurden alle Reagenzien auf RT erwarmt. Dann wurde durch eine
Verdinnungsreihe der Standard hergestellt. AnschlieRend wurden jeweils 100ul des
Standards, der Proben und des Leerwertes in zweifacher Ausfihrung in die 96-well
Assayplatte pipettiert und zugedeckt bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden
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die Wells zunachst viermal mit 200ul Waschpuffer gewaschen und dann fur 1h bei RT mit
100ul biotinyliertem Antikdrper inkubiert. Danach wurde wiederum viermal gewaschen und
dann mit 100pl Streptavidin-Lésung flr 45min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde dann
funfmal gewaschen bevor 100ul der TMB-Substratldsung hinzugegeben wurden. Die
Reaktion fand nun fur 30min (in Aluminiumfolie eingepackt) im Dunkeln statt. Dann wurden
50ul der Stopp-Losung hinzugegeben und der Assay bei 450nm gemessen. Die

Standardkurve und die IL-6-Konzentrationen wurden vom Programm ,Magellan® berechnet.

3.11 Statistik

Die angegebenen Daten sind Mittelwerte + SEM. Die statistische Auswertung erfolgte mit
dem ungepaarten t-Test mit der Software SPSS. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch

signifikant eingestuft.
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4. Ergebnisse

4.1 PDE-Expression in der Lunge neugeborener Mause unter

Hyperoxie

Der second messenger cGMP spielt wahrend der Lungenentwicklung eine wichtige Rolle bei
der Regulation des pulmonalen GefalRwiderstandes. Durch ansteigende NO-Konzentrationen
steigt auch der intrazellulare cGMP-Spiegel, was zu einer Entspannung der vaskularen
glatten Muskelzellen fihrt. Kurz vor und auch nach der Geburt erfolgt eine komplexe
Regulation cGMP-spezifischer PDEs wie der PDE5A (154). In diesem Teil der Arbeit sollte
herausgefunden werden, ob auch andere PDEs wahrend der postnatalen Lungen-
entwicklung reguliert werden und wie sich die Expression der PDEs unter Hyperoxie

verandert.

4.1.1 Einfluss der Hyperoxie auf die Genexpression der PDEs

Da bisher nichts zur Regulation der PDE-Genexpression in der Lunge hyperoxischer Mause
bekannt ist, wurde diese mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR untersucht. Dafir wurde
zunachst die Gesamt-RNA aus den Lungen 7, 14, 21 und 28 Tage alter Mause isoliert und
die mRNA in cDNA umgeschrieben. Mit semiquantitativer PCR wurde dann bestimmt, wie
stark die einzelnen PDEs unter Hyperoxie im Vergleich zur normoxischen Kontrolle
transkribiert werden. Unter Normoxie erfolgte bei fast allen PDEs eine ahnliche Regulation.
Zunachst war die Expression der PDEs an Tag 7 sehr hoch und fiel an Tag 14 auf ein
niedrigeres Niveau ab. Ab dem 21.Tag zeigte sich bei fast allen Genen wieder ein Anstieg in
der Genexpression, der bis zum 28. Tag entweder weiter anstieg oder auf gleichem Niveau
blieb. Unter Hyperoxie wurden die PDEs unterschiedlich reguliert. Eine erhdhte Expression
konnte bei den PDEs 1A, 1B, 1C, 2A und in der PDE4-Familie bei 4A und 4D festgestellt
werden (Abb. 4.1). Bei den PDEs 7A und B und bei den PDEs 9A und 10A (Abb. 4.2) zeigte
sich ebenfalls eine gesteigerte Expression nach der Hyperoxie. Bei den PDEs 3A, 3B, 4B
und 8A, 8B zeigte sich keine Veranderung oder nur eine leicht erhdhte Expression im
Vergleich zur Kontrolle. Die einzige PDE, bei der eine herabgesetzte Expression im Lungen-
homogenat festgestellt werden konnte, ist die PDESA (Abb. 4.2).
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Abbildung 4.1 Semiquantitative PCR zur Bestimmung der PDE1-4-Expression im Lungenhomogenat 7 bis 28
Tage alter normoxischer und hyperoxischer Mause.
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Abbildung 4.2 Semiquantitative PCR zur Bestimmung der PDE5-10-Expression im Lungenhomogenat 7 bis 28
Tage alter normoxischer und hyperoxischer Mause.
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Um zu Uberprifen, ob die Expressionsveranderungen nur auf das Lungengewebe
beschrankt sind, wurde die Expression der PDEs 1A, 4A, 7A und 10A auch an
Nierengewebe untersucht (Abb. 4.3). Jedoch konnten in der Niere keine Hyperoxie-
bedingten Veranderungen in der PDE-Expression festgestellt werden, was darauf hindeutet,

dass die Veranderungen lungenspezifisch sind.

NIERE

NOX HYX
7 14 21 28 7 14 21 28 Goge (bp)

nron [ — (g p—— .

Abbildung 4.3 Semiquantitative PCR zur Bestimmung der PDE-Expression im Nierengewebe 7 bis 28 Tage alter
normoxischer und hyperoxischer Mause

4.1.2 PDE-Proteinexpression unter Hyperoxie

Im Anschluss an die Transkriptionsanalyse der PDEs wurden die in der mRNA herauf
regulierten Gene auf ihre Proteinexpression im Lungenhomogenat untersucht. Nach der
Isolation der Proteine aus den Lungen von 7 bis 28 Tage alten normoxischen und
hyperoxischen Tieren, wurden die Proben an eine einheitliche Konzentration angeglichen
und die Proteine einer SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot unterzogen. Danach
erfolgte die spezifische Detektion der PDEs mit polyklonalen Antikérpern.

Die Expression des PDE1A-Proteins stimmte mit der mRNA-Expression an Tag 7 und 14
Uberein. An beiden Tagen bildete sich unter Hyperoxie mehr PDE1A als unter
Kontrollbedingungen (Abb. 4.4). An den weiteren Untersuchungstagen zeigte sich jedoch
eine abfallende Tendenz der PDE1A-Expression, was mit der Transkription nicht Gberein
stimmte. Dieses Ergebnis wurde mit mindestens n=3 Western Blots bestatigt. Nach diesem
Resultat wurde die PDE1-Familie nicht weiter untersucht.

Des Weiteren wurde auch die Expression der PDE2A auf Proteinebene untersucht (Daten
nicht gezeigt). Es konnte ebenfalls eine herunter regulierte Proteinexpression unter

Hyperoxie festgestellt werden.
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Die nachste PDE deren Proteinexpression analysiert wurde, ist die in vielen Geweben und
Zellen exprimierte PDE4A. Sie zeigte in der PCR eine leicht erhdohte Genexpression. Im
Western Blot konnte jedoch von Tag 7 bis Tag 28 eine ansteigende Proteinexpression unter
Hyperoxie festgestellt werden. Bei der Proteinanalyse wurden mehrere PDE4A-
Splicevarianten vom Antikérper detektiert. Da das Vorkommen von PDE4A-Splicevarianten
in der Lunge nicht genau beschrieben ist, orientiert sich die Bezeichnung der Varianten am
Datenblatt des verwendeten Antikdrpers. Bei der kleinsten Variante handelt es sich um die
66kDa grolRe PDE4A1. Das nachstgroRere 76kDa-Protein wird eigentlich als Hoden-
spezifische Variante bezeichnet, wird jedoch auch in der Lunge exprimiert. Bei etwa 102kDa
konnte eine PDE4A-Variante detektiert werden, die als PDE4Ax beschrieben wird und die
grofite in der Mauslunge exprimierte PDE4A ist die 106kDa grofsie PDE4A8 (Abb. 4.5). Alle
Spleilvarianten zeigten eine hoéhere Expression unter Hyperoxie, welche an Tag 28 am
starksten war. Da die Hyperoxie-Exposition der Mause auch einen Einstrom von
Entziindungszellen in die Lunge zur Folge hat, welche ebenfalls PDE4A exprimieren, wird
die Expression der PDE4A dadurch verstarkt.
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Die zweite auf Transkriptionsebene erhéht exprimierte PDE4-Isoform ist die PDE4D. Diese
war an Tag 21 und 28 besonders stark erhdht. Auf Proteinebene konnte man nach der
Aufldsung im SDS-Gel ebenfalls mehrere PDE4D-Splicevarianten detektieren. In der
grafischen Darstellung der Densitometrie in Abbildung 4.6 wird wiedergegeben, wie sich
diese in der Expression unter Hyperoxie voneinander unterscheiden. Es wird deutlich, dass
die groRte PDE4D-Variante (4D4; 119kDa) bis zum Tag 21 unter Normoxie und Hyperoxie in
etwa gleichen Mengen gebildet wird. An Tag 28 ist Menge an PDE4D4 geringer. Anders
verhalt es sich hingegen mit der nachstkleineren PDE4D5 (105kDa). Diese wird nur bis zu
Tag 7 in beiden Gruppen auf gleichem Niveau exprimiert. Von Tag 14 bis 28 ist die PDE4D5-
Expression unter Hyperoxie herab gesetzt. Bis auf Tag 14, an dem unter Hyperoxie eine
schwachere Expression erfolgt, ist die Bildung des 95kDa gro3en PDE4D3-Proteins relativ
ausgeglichen. Dies trifft auch auf die mit 68kDa kleinste PDE4D-Variante zu, welche an Tag
21 und 28 eine gesteigerte Expression aufweist.

Zusammenfassend kann anhand dieser und der vorhergehenden Ergebnisse von PDE4A
eine gesteigerte bzw. teilweise erhdhte Expression der PDE4 unter hyperoxischen

Bedingungen festgestellt werden.
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Dabei entsprechen die Balken:
schwarz/hellgrau PDE4D1 (68kDa);
dunkelblau/hellblau PDE4D3 (95kDa);
dunkelgrau/weils PDE4D5 (105kDa)
und orange/gelb PDE4D4 (119kDa).

Im nachsten Experiment sollte die Expression der cGMP-spezifischen PDES untersucht

werden. Da die Hemmung der PDES5 in einem hyperoxischen Ratenmodell von Ladha et al.

(155) sowohl zu einer verbesserten Lungenstruktur und Angiogenese, als auch zu einem

verringerten pulmonalen GefaRwiderstand fiuhrten, kdnnte der cGMP-Signalweg bzw. die

PDES5 auch eine Rolle im hyperoxischen Mausmodell spielen. Da man von der Transkription

von Genen nicht immer auf deren tatsachliche Proteinexpression schlieen kann, wurde die

PDESA, die eine geringere Genexpression unter Hyperoxie aufwies, auch auf Proteinebene

untersucht (Abb. 4.7). Die Bildung des PDE5A-Proteins unter Hyperoxie war jedoch, der

vorherigen Analyse entsprechend, herabgesetzt. Auch nach mehrmaliger Wiederholung des

Experiments bestatigte sich die schwachere Expression der PDESA unter Hyperoxie.
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Bei der Untersuchung der cAMP-spezifischen PDE7A konnte auch eine gesteigerte
Expression an allen Untersuchungstagen festgestellt werden (Abb. 4.8). Die Expression war
an Tag 28 am starksten und wird, wie auch die PDE4-Expression, durch Entziindungszellen

im Lungenhomogenat beeinflusst.
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In der Expressionsanalyse hyperoxischer und normoxischer Mauslungen konnte festgestellt
werden, dass vorwiegend die cAMP-abbauenden PDEs und speziell die PDE4 durch die
Hyperoxie beeinflusst wurden. Um heraus zu finden, welche Rolle die PDE4 in der
hyperoxischen Lungenreifungsstérung spielt, wurde im nachsten Experiment zunachst die

Lokalisation der PDE4 im Lungengewebe normoxischer und hyperoxischer Tiere untersucht.

4.1.3 PDE4-Lokalisation im Lungengewebe

Zur Lokalisierung der PDE4A wurde eine immunhistochemische Farbung (Abschnitt 3.6) von
3um dicken Lungen-Gewebeschnitten 28 Tage alter normoxischer und hyperoxischer Mause
durchgefiihrt. Die Schnitte wurden unter dem Mikroskop bei 200facher und 400facher

Vergrolierung ausgewertet.

Die Farbung ist hauptsachlich im Zytoplasma alveolarer Epithelzellen, vermehrt aber in Typ |l
Epithelzellen zu finden, welche vorwiegend die Ecken der Alveolen auskleiden. Aul3erdem
wurden auch Makrophagen und in den BlutgefaRen befindliche Immunzellen, die auch
PDE4A exprimieren, gefarbt. Aufgrund der weniger ausdifferenzierten Struktur des
hyperoxischen Lungengewebes wurden insgesamt etwas weniger Epithelzellen gefarbt, als

im Kontrollgewebe.

Normoxie Hyperoxie

200 x

400 x

Abbildung 4.9 Immunhistochemische Farbung der PDE4A in Lungengewebeschnitten von 28 Tage alten
Kontrolltieren (links) und hyperoxischen Tieren (rechts) bei 200facher bzw. 400facher VergroRerung. Der Umsatz
des AEC-Substrates durch die am Antigen (durch Biotin-Streptavidin-) gebundene Peroxidase ruft eine rot-braune
Farbung es PDE4A-Proteins hervor.
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Die Farbung der PDE4D wurde ebenfalls an Gewebeschnitten 28 Tage alter Kontroll- und
Hyperoxie-exponierter Mause durchgefuhrt. Auch hier wurde die Auswertung bei 200facher
und 400facher Vergréflerung vorgenommen.

Im Gegensatz zur Farbung der PDE4A, welche hauptsachlich zytoplasmatisch lokalisiert
war, ist die detektierte PDE4D eher nuklear lokalisiert. Das Zytoplasma ist nur sehr schwach
gefarbt. Bei der Farbung der PDE4D wurden ebenfalls vereinzelt Makrophagen detektiert,
welche ebenso PDE4D exprimieren. Auch bei der PDE4D wurden durch eine geringer
ausdifferenzierte Alveolarstruktur weniger Epithelzellen gefarbt als im Gewebe der

Kontrollm&ause.

Normoxie Hyperoxie
% ) " ‘. .él;. P —
. ‘.*. . ‘._ A . . t
200 x
400 x

Abbildung 4.10 Immunhistochemische Farbung der PDE4D in Lungengewebeschnitten von 28 Tage alten
Kontrolltieren (links) und hyperoxischen Tieren (rechts) bei 200facher bzw. 400facher VergroRerung. Der Umsatz
des AEC-Substrates durch die am Antigen (durch Biotin-Streptavidin-) gebundene Peroxidase ruft eine rot-braune
Farbung des PDE4D-Proteins hervor.
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4.2 PDE4-Hemmung im hyperoxischen Mausmodell

Durch Untersuchungen der Gentranskription und der Proteinexpression im Lungen-
homogenat Hyperoxie-exponierter Mause konnte eine erhéhte PDE4-Expression festgestellt
werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass die PDE4 in Lungenepithelzellen lokalisiert ist,
welche unter Hyperoxie durch Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive oxygen species, ROS)
geschadigt werden, was Entzindungsreaktionen auslésen kann und die Lungenentwicklung
stort (156).

Aufgrund dessen sollte der Einfluss einer Therapie mit dem PDE4-spezifischen Inhibitor
Cilomilast auf die Lungenentwicklung hyperoxischer Mause untersucht werden. Dafur wurde
eine Gruppe hyperoxischer Tiere von Tag 14 bis Tag 28 mit einer taglichen Injektion von
5mg/kg Korpergewicht Cilomilast behandelt. Zur Kontrolle wurde eine weitere Gruppe

Hyperoxie-exponierter Tiere mit DMSO behandelt.

4.2.1 Korpergewicht

Nach 28 Tagen =zeigten sich deutliche Unterschiede im Korpergewicht zwischen
normoxischen Kontrolltieren (Nox P28, n=5), DMSO-behandelten hyperoxischen Tieren (Hyx
P28, n=7) und Cilomilast-behandelten hyperoxischen Tieren (Hyx P28/Cilo, n=6). Die
hyperoxischen Tiere wogen im Durchschnitt mit 7,9g £ 0,2 etwa 50% weniger als die
gleichalten Kontrolltiere mit 16,4g + 0,4 bei 21% O, (Abb. 4.11). Zudem wirkte sich die
Hyperoxie negativ auf die korperliche Aktivitdt der Tiere aus. Das Korpergewicht der
Cilomilast-behandelten Tiere war mit 8,8g + 0,6 zwar nicht signifikant erhéht, deutete aber
zusammen mit einer Aktivitatssteigerung der Tiere auf ein verbessertes Allgemeinbefinden

der Tiere hin.

20 1

-
(4]

Abbildung 4.11 Darstellung des
Korpergewichts nach 14 tagiger
Behandlung hyperoxischer Tiere
(n=6) mit Cilomilast (5mg/kg Koérper-
gewicht)

Kérpergewicht [g]
s

o

Nox P28 Hyx P28 Hyx P28/Cilo *P<0,05 vs. Kontrolle (Nox P28)

53



Ergebnisse

4.2.2 Lungenstruktur

Da die Lungenreifung in der Maus postnatal stattfindet, erfolgt der Vorgang der
Alveolarisierung in den ersten zwei Wochen nach der Geburt (157). Die 4 Wochen
andauernde Exposition der Tiere in 85% O, flihrte daher sowohl zu gravierenden
Veranderungen im Lungenwachstum als auch in der alveolaren Entwicklung. Mit einer
geringeren Anzahl von Alveolen veranderte sich auch die Struktur der Azini, die dadurch
vereinfacht wurden und so deutlich vergréRerte Luftrdume bildeten (Abb. 4.12). Die
Lungenstruktur der normoxischen Kontrolltiere wies eine dem Alter entsprechende
Entwicklung auf, die durch eine normale Alveolarisierung und kleinere Luftraume
charakterisiert werden kann. Die Lungenstruktur der mit Cilomilast behandelten Tiere wies
eine leichte Verbesserung auf. Diese bezieht sich auf eine etwas kompaktere
Alveolarstruktur die zu einer Abnahme des Luftraumes fiihrte. Diese Beobachtungen

bestatigen sich im Folgenden bei der Analyse der Parameter der Lungenhistomorphometrie.

Normoxie Hyperoxie

200x |18 T R P ¥

OSWd

jsejlwojig

Abbildung 4.12 Vergleich der Lungenstruktur 28 Tage alter Kontrolltiere mit Hyperoxie-exponierten Tieren und
Cilomilast-behandelten Tieren. Die Gewebeschnitte wurden mit Hdmatoxylin und Eosin gefarbt und bei 200facher
VergréRerung fotografiert.
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4.2.3 Lungenmorphometrie

Bei der quantitativen Bestimmung der respiratorischen Flache wurden drei Parameter
untersucht. Der erste war der Mean Linear Intersept (MLI), welcher den mittleren
interalveolaren Abstand im Lungengewebe beschreibt. Unter Hyperoxie war der MLI
signifikant erhdht. Der gemessene MLI von hyperoxischen Mausen war mit einem Wert von
39,7um % 0,6 (n=10) fast doppelt so hoch wie der MLI der Kontrolimause (22,0um + 0,2; n=4)
(Abb. 4.13 A). Der MLI der Cilomilast-behandelten Tiere wurde mit einem Wert von
37,5um % 0,7 (n=8) geringfiigig aber signifikant verbessert.

Der zweite untersuchte histomorphometrische Parameter war die Septendicke. Diese war
nach 28 Tagen Hyperoxie mit 6,3um = 0,1 (n=10) zu den Kontrolltieren (5,7um £ 0,5 n=4)
signifikant erhoht. Die Behandlung mit Cilomilast reduzierte die Septendicke signifikant auf
5,8um + 0,2 (n=8) (Abb. 4.13 B).

Zuletzt wurde der prozentuale Luftanteil in den Gewebeschnitten bestimmt. Dieser betrug bei
den unbehandelten hyperoxischen Tieren einen Wert von 76% = 0,3 (n=10) und in den
Kontrolltieren 63% + 1,3 (n=4). Die Behandlung mit dem PDE4-Hemmer konnte den
Luftanteil auf 73% £ 0,4 (n=8) absenken (Abb. 4.13 C).
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Abbildung 4.13 Vergleich der lungenhistomorphometrischen Parameter nach der Behandlung mit Cilomilast (A)
Mean Linear Intersept, (B) Septendicke und (C) Gesamtluftanteil in 28 Tage alten Kontrolltieren (Nox P28),
hyperoxischen Tieren (Hyx P28) und Cilomilast-behandelten Tieren (Hyx P28/Cilo). *P<0,05 vs. Kontrolle (Nox
P28) 1+P<0,05 vs. Hyperoxie (Hyx P28)
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4.2.4 Dynamische Compliance

Die Lungenfunktion wurde durch eine Bodyplethysmography in einer Volumen-angepassten
und druckregulierten Messung an 4 Wochen alten Tieren bestimmt. Die Ergebnisse zeigen,
dass die 4-wochige Hyperoxie-Exposition zu einer verminderten Lungenfunktion flihrte.
Diese Veranderungen in der Lungenfunktion Hyperoxie-exponierter Mause werden auch an
frihgeborenen Babys beobachtet, die an BPD erkrankt sind. In unserem Experiment zeigten
die hyperoxischen Tiere (C4n=5,2 £ 0,6 n=6) im Vergleich zur Kontrolle (C4,=6,4 + 0,5 n=5)
eine verminderte Lungencompliance. Die Compliance der Cilomilast-behandelten Tiere war
hingegen mit C4,,=6,9 + 0,9 (n=5) auf ein Wert angestiegen, der dem der Kontrolle entspricht
(Abb. 4.14).

3° i

= 4
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§
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Abbildung 4.14 Dynamische Compliance
(Cayn ml/kPa/kg) von 28 Tage alten

LS Kontrolltieren, hyperoxischen Tieren und
Nox P28 Hyx P28 Hyx P28/Cilo Cilomilast-behandelten Tieren.

Somit konnte gezeigt werden, dass sich die Therapie mit einem PDE4-spezifischen Inhibitor
im hyperoxischen Mausmodell positiv auf die Lungenstruktur und — funktion auswirkt. Da
durch die Inhibition mit dem PDE4-Inhibitor nicht zwischen den PDE4-Enzymen in
Entziindungszellen wie z.B. Makrophagen und den PDE4-Enzymen in den Epithelzellen des
Lungenparenchyms unterschieden werden konnte, sollte die PDE4 in den folgenden

Zellkulturexperimenten weiter untersucht werden.
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4.3 Auswirkungen der Hyperoxie auf die PDE4 in alveolaren

Epithelzellen

Im Folgenden sollte untersucht werden, wie sich die Expression und Aktivitdt der PDE4 in
pulmonalen Epithelzellen unter Hyperoxie verandert. Daflr wurden A549 Zellen und MLE12
Zellen verwendet. A549 Zellen sind humane Typ Il Epithelzellen, die ihren Ursprung in einem
Lungenkarzinom haben. MLE 12 Zellen sind ebenfalls Epithelzellen mit Typ Il Eigenschaften.
Sie stammen aus Lungentumoren die in SV40 Transgenen Mausen generiert wurden. Alle
Expressionsstudien wurden mit beiden Zelllinien durchgefiihrt. Da sich beide Zelllinien im
Hinblick auf die Reaktion gegeniber 95% O, identisch verhielten, werden im Folgenden nur

die Ergebnisse der A549 Zellen wieder gegeben.

4.3.1 PDE4 - Proteinexpression unter Hyperoxie

Nach der Inkubation der Zellen fir 24h und 48h in 21% O, bzw. in 95% O, wurden die
Proteine isoliert. Diese wurden dann in einem SDS-Gel aufgetrennt und die PDE4 danach in
einem Western Blot detektiert. Als Positivkontrolle wurde das p21-Protein verwendet, da es
nach 24h und 48h unter Hyperoxie verstarkt exprimiert wird (158).

Nach 24h und 48h Inkubation konnte auch in den Epithelzellen eine erhéhte Expression der
PDE4A-Splicevarianten festgestellt werden. Jedoch war der Anstieg in der PDE4A-
Expression nach 24h eher moderat. Nach 48h hingegen stieg insbesondere die Expression
der kleinsten PDE4A-Variante, der PDE4A1 deutlich an (Abb.4.15 A+B). Die anderen beiden
detektierten Varianten zeigten ebenfalls eine erhdhte Expression. Um die Aktivierung der
PDE4A durch Phosphorylierung durch die cAMP-abhangige Proteinkinase A (PKA) zu
untersuchen, wurde die Protein-gebundene Membran mit einem Anti-Phospho-PDE4A-
Antikorper inkubiert. Es wurden zwei phosphorylierte PDE4A-Varianten detektiert. Zum einen
die 76kDa groRe Hoden-spezifische PDE4A und zum anderen die 109kDa grole PDE4A5.
Da durch die PKA hauptsachlich die langen PDE4A-Splicevarianten phosphoryliert und damit
aktiviert werden (67), (68), ist die Bande der PDE4A5 besonders deutlich. Die 76kDa grofRe
Hoden-spezifische PDE4A wurde hingegen nicht so stark phosphoryliert. Kleine PDE4A-
Varianten werden aufgrund ihrer fehlenden UCR1-Domaéane (Upstream conserved region), an
der die Phosphorylierung durch die PKA stattfindet, nicht phosphoryliert. Die Betrachtung der
PDE4A-Phosphorylierung im Vergleich zur Expression der PDE4A zeigte, dass nach 24h
unter 95% O, eine etwa 40%ige Reduktion der Phosphorylierung beider detektierten
Varianten stattfand. Diese abnehmende Phosphorylierung zeigte sich auch nach 48h
Hyperoxie, wobei bei der einen Variante (76kDa) eine 57%ige und bei der anderen (109kDa)
eine etwa 35%ige Abnahme festzustellen war (Abb. 4.15 A+C).
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Abbildung 4.15 Untersuchung der PDE4A und P-PDE4A-Expression in A549 Zellen nach 24h und 48h
Hyperoxie (95% O2) A) Western Blot der PDE4A, P-PDE4A, GAPDH und p21 (Positivkontrolle fir die Hyperoxie)
B) Densitometrie der PDE4A-Splicevarianten Expression relativ zu GAPDH: schwarz/hellgrau = PDE4A1
(66kDa); dunkelblau/hellblau = PDE4A (Hoden spez.; 76kDa); dunkelgrau/weils = PDE4A5 (109kDa) C)
Densitometrie der P-PDE4A relativ zur PDE4A: dunkelblau/hellblau = PDE4A (Hoden spez.; 76kDa);
dunkelgrau/weil® = PDE4A5 (109kDa) *P<0,05 vs. Kontrolle

Bei der Untersuchung des PDE4D-Proteins konnten wie auch im Lungenhomogenat mehrere
Spleillvarianten detektiert werden. Auler der groBen Variante, der PDE4D4 (119kDa),
konnten in den A549 Zellen die PDE4D1 (68kDa), die PDE4D3 (95kDa) und die PDE4D5
(105kDa) nachgewiesen werden (Abb. 4.16). Jedoch zeigten sich kaum oder nur sehr
schwache Anderungen in der PDE4D-Proteinexpression unter hyperoxischen Bedingungen.
Wie auch bei der PDE4A werden die langen Varianten der PDE4D durch die PKA
phosphoryliert, was zu einer Aktivitatssteigerung des Enzyms fihrt. Bei der Untersuchung
der phosphorylierten PDE4D konnten jedoch keine groften PDE4D-Varianten detektiert
werden. Die einzigen nachgewiesenen Banden haben die Grofie der kleinsten Variante, der
PDE4D1 (68kDa) und einer etwas groferen Spleilvariante, die nach 24h Hyperoxie-
Inkubation detektiert werden konnte. Diese zeigten jedoch verglichen zur Kontrolle ebenfalls

keine Anderungen unter Hyperoxie.
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4.3.2 PDEA4-Aktivitat unter Hyperoxie

Um heraus zu finden, wie stark sich die Aktivitdt der PDE4 unter Hyperoxie verandert, wurde
ein PDE4-Aktivitatsassay durchgefuhrt. Dafur wurde zundchst das Protein aus den A549-
Zellen isoliert die zuvor 48h in Hyperoxie inkubiert wurden. Dann wurden 20ug des Proteins
in den Assay eingesetzt. Zur Bestimmung der Gesamt-PDE-Aktivitat wurde die Reaktion in
Gegenwart von 200uM IBMX durchgefiihrt. Um die PDE4-Aktivitat zu bestimmen, wurde dem
Reaktionsmix 10uM Rolipram hinzu gegeben, welches spezifisch alle PDE4-Enzyme hemmit.
Die Ergebnisse des Assay (n=3) zeigten, dass die PDE4-Aktivitat nach 48h Hyperoxie um
rund 55% verringert war (Abb.4.17).

PDE4-Aktivitat nach 48h Hyperoxie
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AS549 Zellen nach 48h Hyperoxie.
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4.3.3 Intrazellulare cAMP — Konzentration unter Hyperoxie

Da die Konzentration von cAMP in der Zelle in grolem Malde durch die PDE4 bestimmt wird,
sollte im nachsten Experiment festgestellt werden, wie sich der Spiegel von intrazellularem
cAMP nach 24h und 48h Hyperoxie verandert.

Dafiir wurde in 3 unabhangigen Experimenten ein cAMP-Enzymimmunassay (EIA) durch-

gefuhrt. Nachdem A549-Zellen fir 24h und 48h in 96 well-Platten unter Hyperoxie und
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Normoxie gewachsen waren, wurden die Zellen lysiert und der Uberstand in die 96 well-
Assayplatte Ubertragen. Anhand eines Standards wurde dann bestimmt, wie viel cAMP in
den Zellen gebildet worden war.

Nach dem Erstellen der Standardkurve, wurde dann die Differenz zwischen den Proben aus
21% O, und 95% O, berechnet. Dazu wurde zunachst die Zellzahl von Zellen des gleichen
Experiments bestimmt. Nach 24h hyperoxischer Inkubation nahm die Zellzahl im Vergleich
zur normoxischen Kontrolle um etwa 21% ab. Nach 48h waren es 56% weniger Zellen.
Daraus ergab sich, dass die cAMP-Konzentration in den Zellen nach 24h Hyperoxie-
Exposition im Vergleich zur Kontrolle um rund 42% gesteigert war (Abb. 4.18). Nach 48h
konnte in den hyperoxischen Zellen eine um 73% gesteigerte cAMP-Konzentration bestimmt
werden (Abb. 4.18).

cAMP-Konzentration
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. . Abbildung 4.18 cAMP-Konzentration in
. L A549-Zellen nach 24h und 48h Hyperoxie

Nox 24 Hyx 24 Nox 48 Hyx 48 (n=3). *P<0,05 vs. Kontrolle

4.3.4 Sekretion von IL-6 unter Hyperoxie

Hyperoxie fuhrt zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), welche eine entzundliche
Schadigung der Lunge hervorrufen kdnnen. Eine der Auswirkungen der Hyperoxie ist die
Schadigung und das Absterben pulmonaler Epithelzellen, was durch eine erhéhte
Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine begleitet wird (159). IL-6 ist ein Zytokin,
welches von einer Vielzahl von Zellen einschlieRlich pulmonalen Epithelzellen gebildet
werden kann (160).

Zur Bestimmung der IL-6-Freisetzung unter Hyperoxie wurden A549-Zellen fur 1h bis 48h in
95% O, inkubiert. Danach wurde die IL-6-Konzentration im Zellkulturiiberstand mit einem
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt. Wie in Abbildung 4.19 gezeigt,
setzen die Zellen bis zu 7h nach Beginn der Inkubation in 95% O, keine messbaren
Konzentrationen an IL-6 frei. Nach 9h und 12h konnten IL-6-Konzentrationen unter 1pg/mi
nachgewiesen werden, welche nach 24h Inkubation auf 2pg/ml anstieg. Die hdchste
Freisetzung von IL-6 fand nach 48h Hyperoxie statt. Es konnte eine Konzentration von
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39,7pg/ml + 4,2 (n=3) gemessen werden. In den Kontrollzellen wurden nach 24h rund 1pg/ml
und nach 48h 3pg/ml + 0,6 (n=3) gemessen.

IL-6-Sekretion unter Hyperoxie
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Abbildung 4.19 IL-6-Freisetzung von A549-
i Zellen in den Zellkulturiberstand nach 1h bis
=L 48h Hyperoxie *P<0,05 vs. Kontrolle
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4.4 Wirkung von IL-6 auf PDE4

4.4.1 Wirkung von IL-6 auf die PDE4A-Phosphorylierung

Um zu untersuchen, ob die Stimulation mit rekombinanten IL-6 einen Effekt auf die PDE4
hat, wurden zunachst in Vorversuchen mehrere Konzentrationen IL-6 mit verschiedenen
Stimulationszeiten in serumhaltigem und serumfreien Zellkulturmedium getestet (Daten nicht
gezeigt). Dabei zeigte sich, dass die 76kDa groRe Hoden-spezifische PDE4A-Variante mit
5ng/ml IL-6 nach einer 30min Stimulation im Vergleich zur Kontrolle deutlich phosphoryliert
wird (Abb.4.20). Diese Phosphorylierung nahm nach weiteren 30min bereits wieder etwas ab
und stieg nach etwa 36h wieder an (Daten nicht gezeigt). Diese spate Aktivierung der
PDE4A nach 36h IL-6-Stimulation war jedoch auch mit einem Anstieg der PDE4A-
Expression verbunden. Die Phosphorylierung der grofieren PDE4A5 zeigte ebenfalls eine
leichte Anderung, jedoch nicht so deutlich wie die kleinere 76kDa-Variante. Ein Effekt des
Serums im Zellkulturmedium auf die PDE4A-Phosphorylierung konnte nicht festgestellt

werden.
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A) B)  P-PDE4A nach Stimulation mit 5ng IL-6
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Abbildung 4.20 A549-Zellen wurden fir 30, 60 und 120min mit 5ng/ml IL-6 stimuliert. A) Der Western Blot der
Phospho-PDE4A und der PDE4A und detektiert eine 76kDa und eine 109kDa grolRe PDE4A-Variante, die einer
Hoden-spezifischen PDE4A und der PDE4AS5 entsprechen. B) Die densitometrische Auswertung verdeutlicht den
Anstieg der Phosphorylierung nach 30min Stimulation. *P<0,05 vs. Kontrolle

Neben der Phosphorylierung der PDE4A wurden auch die von IL-6 aktivierten Signalwege,
der MAPK-Weg und der JAK/STAT-Weg, im Western Blot untersucht. Es wurde deutlich,
dass bei allen drei IL-6-Konzentrationen nach 30min Stimulation eine erhdhte
Phosphorylierung von ERK1 und auch von ERK2 stattfindet (Abb. 4.21). Diese ging jedoch
nach 60min wieder auf den Kontrollwert zuriick. Ahnlich verhielt es sich mit Stat3, welches
nach 30min ebenfalls die starkste Phosphorylierung zeigte. Dabei wurde Stat3 am Tyr705
deutlich starker phosphoryliert als am Ser727. Zudem war die Phosphorylierung von Stat3

am Tyr705 im Vergleich zur Kontrolle nach 60min noch immer erhoht.

2,5ng 5ng 7.5ng IL-6

con 30° 60° 30" 60" 30" 60 GroBe:

o o c——— o] 109kDa

P-PDE4A 76KDa
o 109kDa
PDE 4A . | 76KDa
J 44kDa
PERK = 8 e s e s —— | 500
44KD
ERK | TR s gy smms s mw WS 0000 Abbildung 4.21 Western Blot-
Analyse der P-PDE4A/PDEA4A,
P-Stat3 e | w— — | 86kDa P-ERK/ERK und P-Stat3/Stat3-
Expression nach 30 bzw. 60min
P-Stat3 g..797 |"'-- ‘ 86kDa Stimulation von A549 Zellen mit
2,5; 5 und 7,5ng IL-6 zeigt die
Stat3 I- — E— e e —‘ 86kDa Aktivierung der PDE4A, des
MAPK-Signalweges und des
GAPDH | ‘ 33kDa JAK-STAT-Signalweges.
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4.4.2 Wirkung von IL-6 auf die PDE4 — Aktivitat

Aufgrund der erhdéhten PKA-Phosphorylierung der PDE4A nach der Stimulation mit IL-6
sollte zudem untersucht werden, ob die aktivierende Phosphorylierung auch mit einer
Aktivitatssteigerung der PDE4 einhergeht. Dazu wurden A549-Zellen zunachst fur 1h mit
5ng/ml IL-6 stimuliert. Danach wurde wie in Abschnitt 3.9 beschrieben das Protein isoliert
und der PDE-Aktivitatsassay mit 20ug Protein in Gegenwart von 10uM Rolipram fir die
Bestimmung der PDE4-Aktivitdt durchgefihrt. Bei der Auswertung des Assays konnte
festgestellt werden, dass die PDE4 nach Stimulation mit 5ng/ml IL-6 verglichen zur nicht

stimulierten Kontrolle eine Aktivitatssteigerung von 50% aufwies (Abb. 4.22).

PDE4-Aktivitit nach IL-6-Stimulation
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Abbildung 4.22 Aktivitdt der PDE4 in A549-
. Zellen nach 1h Stimulation mit 5ng/ml IL-6
con L6 *P<0,05 vs. Kontrolle
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4.5 PDE4-Hemmung in hyperoxischer Zellkultur

4.5.1 Proliferation alveolarer Epithelzellen mit Cilomilast

Um zu untersuchen, wie sich Cilomilast auf die Proliferation pulmonaler Epithelzellen unter
Hyperoxie auswirkt, wurden sowohl A549-Zellen als auch MLE12-Zellen nach einem
Serumentzug, der die Zellen zunachst auf die GO/G1-Phase des Zellzyklus synchronisierte,
fur 24h und 48h in Hyperoxie bzw. 21% O, mit verschiedenen Cilomilast-Konzentrationen
inkubiert (n=3). Im Anschluss erfolgte dann, wie in Abschnitt 3.8 beschrieben, die Zugabe
des gelben MTT-Reagenzes, welches wahrend der Inkubationszeit zu violettem Formazan
reduziert wurde und in den Zellen prazipitierte. Bei der Absorptionsmessung des geldsten
Formazans wurde sowohl in A549-Zellen als auch in MLE12-Zellen deutlich, dass Cilomilast
die Proliferation der Zellen unter normoxischen und hyperoxischen Bedingungen nicht
steigern konnte (Abb. 4.23). Der Kontrolle ahnliche oder etwas darlber liegende Messwerte
wurden nur unter normoxischen Kontrollbedingungen mit 0,5uM bzw. mit 1uM Cilomilast
erreicht. Bei diesen beiden Cilomilast-Konzentrationen lag die DMSO-Konzentration im

Medium unter 0,1%. Mit 10uM und 20uM Cilomilast konnte in den normoxischen Zellen eine
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Abbildung 4.23 Proliferation von A549-Zellen (A+B) und MLE12-Zellen (C+D) nach 24h und 48h Hyperoxie mit
verschiedenen Cilomilast-Konzentrationen (n=3). 1% DMSO = Kontrolle fir 10uM Cilo; 2% DMSO = Kontrolle
fir 20uM Cilo
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deutliche Verringerung der Zellproliferation gemessen werden. Unter Hyperoxie proliferierten
die A549- und MLE12-Zellen mit 0,5uM bzw. 1uM Cilomilast genauso stark wie die
unbehandelten Kontrollzellen. Cilomilast in Konzentrationen von 10uM und 20uM hatte nach
24h einen starker inhibierenden Effekt als nach 48h. Dies wurde sowohl bei A549 als auch
bei MLE12-Zellen beobachtet.

4.5.2 Stat3-Phosphorylierung unter Hyperoxie

Stat3 liegt in nicht-stimulierten Zellen als inaktives Monomer im Zytoplasma vor. Nach einer
Stimulation, z.B. durch IFN-y, wird Stat3 durch JAKs an einem Tyrosinrest an Position 705
phosphoryliert und bildet Homodimere mit sich selbst oder geht Heterodimere mit Stat1 ein
(161). Nur als aktiviertes Dimer kann Stat3 in den Kern translozieren und durch die Bindung
an die DNA die Genexpression steuern. Durch Wen et al. wurde beschrieben, dass die volle
transkriptionelle Aktivierung jedoch nur durch eine Phosphorylierung von Stat3 an Tyr705
und Ser727 erreicht werden kann (162). In diesem Experiment sollte untersucht werden, ob
der unter Hyperoxie schutzend wirkende Transkriptionsfaktor Stat3 in Hyperoxie verandert

exprimiert und aktiviert wird.

24h 48h
Nox Hyx Nox Hyx
P-Stal3 Tyr705 |______ - | l__—-———-‘ 86kDa
P-Stat3 go707 ‘ - H — -.___.._..‘ s6kDa

Stat3 ‘-—————.—-—l ‘—___—_‘ 86kDa

GAPDH |——-——— | |—-_——-—- ] 33kDa

Abbildung 4.24 Western Blot von P-Stat3ry705, P-Stat3ser727 und Stat3 aus A549-Zellen, die fir 24h und 48h in
Hyperoxie bzw. 21%0; inkubiert wurden. Fir die Detektion von Stat3 wurde die Membran von P-Stat3ser727
gestrippt und mit a-Stat3-Antikérper inkubiert.

4.5.3 Stat3-Phosphorylierung unter Hyperoxie mit Cilomilast

Bei der hyperoxischen Inkubation der pulmonalen Epithelzellen wurde eine deutlich
abgeschwachte Tyr705-Phosphorylierung an Stat3 festgestellt. Diese schwachere
Phosphorylierung deutet darauf hin, dass unter Hyperoxie eine verringerte
Signalweiterleitung durch Stat3 stattfindet.

Im folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob die Behandlung mit Cilomilast, und
damit die Hemmung der PDE4, eine Anderung der Phosphorylierung am Tyrosin 705
bewirken kann. Daflir wurden A549-Zellen in Gegenwart von 2,5uM und 5uM Cilomilast flr

48h unter Hyperoxie inkubiert. Bei der Verdinnung von Cilomilast in DMSO wurde darauf
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geachtet, dass die DMSO-Konzentration im Zellkulturmedium bei 0,05% lag. Als Kontrolle
wurden Zellen bei 21% O, ebenfalls mit den gleichen Konzentrationen Cilomilast behandelt.
Im Anschluss wurde das Protein isoliert und einem Western Blot mit Antikdrpern gegen P-
Stat3yr705, P-Stat3ser727 und Stat3 unterzogen.

Wie der Abbildung 4.25 A und B zu entnehmen ist, konnte sowohl mit 2,5uM als auch mit
5uM Cilomilast eine leichte Erhéhung der Stat3+y70s-Phosphorylierung erreicht werden. Unter
Kontrollbedingungen hatte Cilomilast fast keinen Effekt auf die Stat3ry70s-Phosphorylierung.
In Bezug auf die Serin 727-Phosphorylierung von Stat3 konnte eine geringfiigige
Abschwachung festgestellt werden. Diese konnte in den Kontrollzellen mit 5uM Cilomilast

ebenfalls festgestellt werden.
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P-Stat3so70r |-__.____.._..___._-||________..._._._........| 26kDa
Stat3 |—--—-—————--||"--——————-—-|SBKDG
GAPDH ‘ -~ e — | |----—-------| 33kDa
P-Stat3, ;s unter Hyperoxie mit 2,5uM Cilomilast P-Stat3; .. unter Hyperoxie mit SuM Cilomilast
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Abbildung 4.25 Cilomilast hat einen Effekt auf die Stat3-Phosphorylierung unter Hyperoxie A) Western Blot von
P-Stat3ry705, P-Stat3ser727 und Stat3 von A549-Zellen, die fir 48h in Hyperoxie mit 2,5uM und 5uM Cilomilast
behandelt wurden. B) Densitometrische Auswertung des Western Blots *P<0,05 vs. Kontrolle
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4.5.4 SP-B — Expression in Typ Il Epithelzellen nach Cilomilast-Behandlung

Die Lungenfunktion ist von der Differenzierung und Proliferation respiratorischer
Epithelzellen und deren Synthese und Sekretion von Surfactant-Lipiden und —Proteinen
abhangig. Wahrend der respiratorischen Entzindungsreaktion haben Zytokine, welche durch
Makrophagen und Epithelzellen ausgeschuttet werden, einen signifikanten Einfluss auf die
Surfactant-Protein-Homoostase. Durch Yan und Mitarbeiter konnte gezeigt werden, dass
JAK1 und Stat3 die Promotor-Aktivitdit von SP-B in Epithelzellen als Antwort auf die
Stimulation durch IL-6, IL-11 und Retinsaure aktiviert (163).

In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob Cilomilast durch die vorher gezeigte
Anderung der Stat3r,705-Phosphorylierung eine Anderung der SP-B-Expression in Typ Il

Epithelzellen unter Hyperoxie bewirken kann.

A) SP-B Genexpression B] SP-C Genexpression

g 1.2 4 § 14 .

W w I

@ | 2 12

E 1.0 -

2 2 10

3 0.8 6

5 5 0.8

g 0o 5 :

§ ; E 06

g 04 £ # 2 oa]

=3 - E=4

2 02 202,

E % « # H

® g0 L = 00 =
Nox Nox/Cilo Hyx Hyx/Cilo Mox Nox/Cilo Hyx Hyx/Cilo

Abbildung 4.26 Real-time PCR zur Untersuchung der SP-B (A) und SP-C (B) Genexpression an MLE12-Zellen
nach 48h Inkubation in Hyperoxie und Behandlung mit 10uM Cilomilast *P<0,05 vs. Kontrolle (Nox); #P<0,05 vs.
Kontrolle + Cilomilast (Nox/Cilo); $P<0,05 vs. Hyperoxie (Hyx)

In diesem Versuch wurden MLE12-Zellen verwendet, da diese SP-B und SP-C exprimieren
und A549-Zellen nicht. Die Zellen wurden fur 48h unter Hyperoxie und Normoxie angezogen.
Sie wurden in diesem Experiment mit 10uM Cilomilast behandelt, um den Effekt der mit
2,5uM bzw. 5uM Cilomilast erreichten Stat3ry70s-Phosphorylierung noch zu verstarken. Die
Gesamt-RNA wurde mit dem FastLane Cell cDNA Kit der Firma Qiagen isoliert und von
genomischer DNA-Kontamination befreit. Im Anschluss wurde sie in cDNA umgeschrieben.
Dann wurde die cDNA in die Realtime PCR zur Bestimmung der SP-B und SP-C
Genexpression eingesetzt. Als Housekeeping-Gen wurde PBGD verwendet. Die PCR wurde
wie in Abschnitt 3.4.3.2 beschrieben durchgeflhrt.

Die Auswertung der Real-time PCR erfolgte mit der 2*2“.Methode und zeigte, das die SP-B
Expression unter Hyperoxie um 71% schwacher ist als unter Kontrollbedingungen. Die
Behandlung mit 10uM Cilomilast flhrte jedoch zu einer rund 17%igen Erhéhung der SP-B
Expression, was zu den Ergebnissen der Stat3-Phosphorylierung passt. In den Kontrollzellen
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zeigte sich ebenfalls ein Effekt, hier wurde die SP-B Expression um etwa 23%
abgeschwacht. Etwas anders verhielt sich die SP-C Expression. Hier zeigte sich eine mit fast
99% sehr starke Reduktion der Expression, welche auch durch Cilomilast nicht signifikant

angehoben werden konnte. In der Kontrolle jedoch stieg die Expression von SP-C um rund
23% an.
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5. Diskussion

5.1 Hyperoxie fuhrt zu einer Erhdhung der PDE4-Expression in der

Mauslunge

Oxidativer Stress spielt bei der Entwicklung von BPD, welche vor allem durch eine
verringerte Alveolarisierung und Vaskularisierung der sich entwickelnden Lunge
charakterisiert wird (7; 9), eine wichtige Rolle. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) fihren zu
einer Schadigung des Lungengewebes und zu einer persistierenden Entzindungs-reaktion,
die auch eine Veranderung der cAMP-Konzentration in den Zellen zur Folge hat. Durch
Parker et al. wurde berichtet, dass cAMP u.a. die Freisetzung lysosomaler Enzyme aus
Entzindungszellen, die Antigen-induzierte Lymphozytenaktivierung, die Aggregation von
Blutplattchen und Lymphozyten und die Empfindlichkeit von Neutrophilen und Makrophagen
gegeniber chemotaktischer und phagozytotischer Stimuli inhibiert (164). Die ubiquitaren
second messenger cAMP und cGMP entstehen durch die Aktivierung der Adenylat- bzw.
Guanylatzyklase und Ubermitteln Signale vieler Hormone, Neurotransmitter und anderer
zellularer Effektoren durch die Bindung an spezifische intrazellulare Regulatorproteine (165).
Dies sind z.B. die Proteinkinase A (PKA), zyklische Nukleotid-aktivierte lonenkanale und
cAMP/cGMP stimulierte GTPase-Austauschfaktoren (60). Zur Terminierung des Signals
werden cAMP und cGMP durch PDEs abgebaut. Bis heute sind 11 Familien von PDEs
bekannt, welche jeweils eine variierende Spezifitdt gegeniiber cAMP und cGMP aufweisen.
Zur Erhoéhung des intrazellularen cAMP/cGMP-Spiegels konnen die PDEs durch spezifische
Inhibitoren gehemmt werden, was zur Aktivierung spezifischer Signalwege durch Protein-
phosphorylierung fuihrt und verschiedene Prozesse wie z.B. die Funktion des Zentralnerven-
systems (ZNS), des kardiovaskularen Systems (166), von Entzindungszellen und dem
Immunsystem (167), der Zelladhasion und von metabolischen Prozessen (168) beeinflussen
kann.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob und in welchem Male sich die
Expression der PDEs in der Lunge von Mausen verandert, die fir 7 bis 28 Tage einer
Hyperoxie von 85%0, ausgesetzt waren. Dafiir wurde die mRNA- und Proteinexpression der
PDEs im Lungenhomogenat mit semiquantitativer PCR bzw. Western Blot-Analyse
untersucht. Das Ergebnis der transkriptionellen Analyse der PDEs zeigte sowohl eine
erhohte bzw. gleichbleibende Expression der cAMP-spezifischen PDEs (PDE4, 7, 8) als
auch der dualspezifischen PDEs (cAMP/cGMP; PDE1, 2, 3, 10). Bei den untersuchten
cGMP-spezifischen PDEs (PDE5, 9) fiel vor allem bei der PDE5 eine schwachere

Expression unter Kontroll- und hyperoxischen Bedingungen auf.
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Bei der Analyse der Proteinexpression konnte im Fall der PDE1A eine herabgesetzte
Expression festgestellt werden, was bei der erhdhten Genexpression nicht erwartet wurde.
Da die PDE1A jedoch genau wie die PDE5SA eine hdhere Affinitat fur cGMP als fur cAMP
aufweist (169), kdnnte ihre abnehmende Expression mit der ebenfalls geringeren Aktivitat
der Komponenten des NO/cGMP-Signalweges unter Hyperoxie (nicht verdffentlichte Daten
von Silke Kébrich) in der Mauslunge einhergehen. Von Ca®, welches im Komplex mit
Calmodulin die Aktivitat der PDE1A erhoht, wird berichtet, dass seine intrazellulare
Konzentration unter oxidativem Stress in Ratten-Endothelzellen (170), menschlichen
pulmonalen Epithelzellen (171) und auch in humanen Makrophagen (171) ansteigt. Liegt das
Substrat der PDE1A jedoch nur in geringen Konzentrationen vor, flihrt auch ein
aktivitatssteigernder Co-Faktor zu keinem hdéheren Substratumsatz.

Auch die cGMP-spezifische PDE5 zeigte auf Proteinebene eine herabgesetzte Expression,
was mit dem Ergebnis der Genexpression aber Uberein stimmt. Es erfolgte auch hier
wahrscheinlich eine schwachere Expression, da der gesamte cGMP-Signalweg in diesem
Mausmodell eine geringere Prioritdt zu haben scheint. Ahnlich wie in dem von uns
verwendeten Mausmodell konnte durch die Gruppe von Wagenaar et al. mittels Mikroarray-
Analyse in den Lungen neonataler hyperoxischer Ratten, welche fir 10 Tage in 100%0,
gehalten wurden, ebenfalls eine schwachere PDES-Expression unter Hyperoxie gemessen
werden (172). In einer anderen Gruppe um Ladha et al. fihrte jedoch die Behandlung von
hyperoxischen Ratten (95%0,) mit Sildenafil, einem PDES-Hemmer, zu einer verbesserten
Alveolarisierung, einer gesteigerten Angiogenese und zur Abschwachung der Symptome
einer pulmonalen Hypertonie (155), was auf eine gesteigerte Expression und Aktivitat der
PDES5 in den glatten Muskelzellen der GefalRe schlieRen lasst. Da beide Gruppen bezlglich
auf Ratten unterschiedliche Ergebnisse zur PDES5S publizieren, kann nicht geschlussfolgert
werden, ob sich die Expression der PDES5 in der Mauslunge ahnlich verhalt wie in der Ratte.
Die Ergebnisse von Ladha et al. werden jedoch durch die erst kirzlich publizierten
Ergebnisse von Farrow et al. bekraftigt. Die 24h Hyperoxie-Exposition fetaler pulmonal
arterieller glatter Muskelzellen (FPASMC) vom Schaf flhrte zu einer geringeren Sensitivitat
gegeniiber NO, was mit einer erhéhten mRNA- und Proteinexpression und auch mit einer
gesteigerten Aktivitat der PDES5 einherging. Die herabgesetzte NO-Sensitivitat konnte durch
die Behandlung mit Sildenafil teilweise wieder hergestellt werden (173). Da die Therapie mit
inhalativem NO (Stickstoffmonoxid) auch bei Friihgeborenen mit pulmonaler Hypertonie eine
vasorelaxierende Wirkung zeigt, kdnnte die Aktivitdt der PDES in den glatten Muskelzellen
ebenfalls erhoht sein. Trotzdem machen diese Ergebnisse deutlich, dass es sehr grolle
Unterschiede zwischen den verschiedenen Tiermodellen gibt, was eine Schlussfolgerung fir

eine Therapie im Menschen sehr erschwert.
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Bei der Analyse des PDE4-Proteins im Lungenhomogenat wurden die Isoformen PDE4A und
4D genauer untersucht. Bei beiden Isoformen konnten mehrere Spleilvarianten detektiert
werden, die im Fall der PDE4A unter Hyperoxie eine gleichmallige und deutliche
Hochregulation aufwiesen. Bei der PDE4D zeigte sich hingegen eine heterogene Expression
der Spleillvarianten, was in einer schwacheren oder gleichbleibenden Expression der langen
und einer starkeren Expression der kurzen Varianten zum Ausdruck kam. Die PDE4-
Isoformen 4A bis 4D werden ubiquitar exprimiert, hauptsachlich jedoch im Gehirn, in
vaskularen Endothelzellen und in Entzindungszellen (Leukozyten, Mastzellen und
dendritischen Zellen) (174; 175). Daher ist die deutliche Zunahme der PDE4-Expression im
Lungenhomogenat wahrscheinlich vorrangig auf die in der Lunge vorherrschende
Entziindungsreaktion zurickzufihren. Jedoch konnte durch die immunhistochemische
Farbung gezeigt werden, dass die PDE4A und 4D ebenfalls in alveolaren Epithelzellen
exprimiert werden und dort eine Rolle in der Wachstumsstorung des Alveolarepithels spielen
kénnten. Wie auch durch Wright et al. beschrieben, wird die PDE4 auch in menschlichen
primaren alveolaren Epithelzellen exprimiert und macht dort den Hauptanteil der cAMP-
hydrolysierenden PDE-Aktivitat in der Zelle aus (176). Daher sollte die Rolle der PDE4 in

alveolaren Epithelzellen unter Hyperoxie weiter untersucht werden.

Wie die PDE4 zeigte auch die PDE7 als cAMP-spezifische PDE nach der Hyperoxie-
Exposition auf Transkript- und Proteinebene eine erhéhte Expression. Auch durch Perkowski
et al. konnte im Mikroarray eine erhohte Transkription des PDE7A-Gens im
Lungenhomogenat adulter Mause festgestellt werden, die bis zu 48h in 95%0, gehalten
wurden (177). Diese erhohte Expression kann ebenfalls durch die im Lungengewebe
vorherrschende Entziindung erklart werden, da die drei SpleiRvarianten der PDE7A, 7A1 bis
7A3 hauptsachlich in T-Zellen aber auch im Gehirn und in Muskelzellen exprimiert (178; 179)

werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die PDE4 und die PDE7 die am meisten
durch Hyperoxie regulierten PDEs sind. Da die PDE7-Expression jedoch hauptsachlich auf
Entziindungszellen beschrankt war, wurde sich im weiteren Verlauf der Arbeit auf die PDE4
konzentriert, die neben ihrem Vorhandensein in Entziindungszellen ebenfalls in alveolaren
Epithelzellen exprimiert wurde und daher als potenzielles Ziel firr die Behandlung der

Hyperoxie-induzierten Lungenreifungsstérung in Frage kam.
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5.2 Der PDE4-Inhibitor Cilomilast verbessert die Lungenstruktur und

- funktion unter Hyperoxie

Wie im ersten Teil dieser Arbeit festgestellt werden konnte, zeigte die PDE4, welche sowohl
in Entziindungszellen als auch in alveolaren Epithelzellen exprimiert wurde, eine erhéhte
Expression unter hyperoxischen Bedingungen. Aus diesem Grund sollte im Folgenden
untersucht werden, ob die Hemmung der PDE4 im hyperoxischen Mausmodell zu einer

Verbesserung der flir BPD charakteristischen Lungenreifungsstérung fihrt.

Wie auch in anderen Tiermodellen mit neonatalen Mausen (19; 50), Ratten (51; 52),
Pavianen (55; 56), Lammern (53) oder Meerschweinchen (54) flihrte die 28 tagige
Hyperoxie-Exposition der Mause zu einer gestdrten Lungenentwicklung wie sie auch bei
Frihgeborenen mit der neuen Form der BPD beobachtet werden kann. Diese zeichnete sich
durch eine veranderte Lungenmorphologie mit stark vereinfachten Alveolen und einem
vergrofRerten Luftanteil, durch eine verringerte dynamische Compliance und eine
verschlechterte Vaskularisierung aus. Zudem wirkte sich die gestorte Entwicklung der Lunge
auch auf das Korpergewicht aus, welches in den hyperoxischen Tieren verglichen zu den
Kontrolltieren fast 50% weniger betrug. Die Behandlung mit dem PDE4-Inhibitor Cilomilast
von Tag 14 bis 28 flihrte zu einer geringfligigen Steigerung des Kérpergewichts und zu einer
Verbesserung des Allgemeinbefindens, was wahrscheinlich mit der Absenkung der Entziin-
dungsreaktion in der Lunge durch Cilomilast zusammen hing. Zu diesem Ergebnis kam auch
de Visser et al., der hyperoxische neonatale Ratten mit Rolipram oder Piclamilast, einem
PDE4-Inhibitor der zweiten Generation, behandelte (180). Jedoch sind seine Ergebnisse
etwas kontrovers, da beide PDE4-Inhibitoren zu einer bis zu 7 Tage langeren Lebensdauer
fuhrten, das Kodrpergewicht der behandelten hyperoxischen Tiere jedoch wahrend der
gesamten Behandlungsdauer von 10 Tagen unter dem der unbehandelten hyperoxischen
Kontrolltiere lag (180). In einer friheren Publikation der gleichen Gruppe fuhrte die
Behandlung der hyperoxischen Ratten mit Pentoxifyllin, einem unspezifischen PDE-Hemmer,
ebenfalls zu einer bis zu 3 Tage verlangerten Lebensdauer (181). Anhand dessen wird
deutlich, dass spezifische PDE4-Inhibitoren deutlich effektiver wirken als unspezifische PDE-
Inhibitoren die nur zu einem Anstieg von cAMP und cGMP fiihren. Das zeigt sich daran, dass
der spezifische PDE4-Inhibitor Ciclamilast in einem Mausmodell fir allergisches Asthma
sowohl die Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen wie IL-4, TNF-a und Eotaxin aus
Entziindungszellen, als auch deren Expression unterdriickte (182). Des Weiteren konnte
durch Deng et al. in diesem Mausmodell gezeigt werden, dass Ciclamilast abhangig von der
Dosis auflerdem die Gesamtanzahl an Entziindungszellen, besonders aber von neutrophilen
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und eosinophilen Granulozyten, in der Lavageflissigkeit reduzierte (182) was zu einer

deutlichen Verbesserung der Krankheitssymptome fiihrte.

In der gleichen Studie konnten zudem der elastische Lungenwiderstand und die dynamische
Compliance, die zuvor durch Methacholin verschlechtert wurden, durch Behandlung mit
Ciclamilast deutlich verbessert werden. Eine Verbesserung der Lungenfunktion konnte auch
bei der Messung der dynamischen Compliance in unserem Mausmodell festgestellt werden.
Die ermittelten Messwerte der mit Cilomilast behandelten Tiere entsprachen denen der
normoxischen Kontrolltiere. Da sich die Lungenstruktur unter Cilomilast-Behandlung jedoch
nur leicht verbesserte, konnte die gesteigerte Lungenfunktion mit Veranderungen bei den
Strukturproteinen der extrazellularen Matrix Elastin und Kollagen zusammen hangen. Wie
durch Bruce et al. beschrieben, erfolgt durch Hyperoxie eine geringere mRNA-Expression
des |8slichen Elastin-Vorlaufers Tropoelastin in Fibroblasten aus fetalen oder postnatalen
Rattenlungen (183). Weiterhin ist bekannt, dass die Genexpression von Tropoelastin in Haut-
Fibroblasten (184) und in neonatalen Fibroblasten (185) der Rattenlunge durch erhdhte
Konzentrationen von TNF-a und IL-13 herunter reguliert wird. Da die spezifische Hemmung
der PDE4 die Freisetzung bzw. Expression dieser inflammatorischen Zytokine hemmt,
kénnte die Behandlung mit Cilomilast durchaus eine Steigerung der Lungenelastizitat Gber

die erhdéhte Expression von Tropoelastin bewirkt haben.

Uberdies kann die Struktur der respiratorischen Flache anhand weiterer Parameter wie dem
Mean Linear Intersept (MLI), der Septendicke und dem Gesamtluftanteil charakterisiert
werden. Der MLI, der den mittleren interalveolaren Abstand im Lungengewebe beschreibt,
wies im Vergleich zur Kontrolle eine fast 50%ige Steigerung auf, welche durch die
Behandlung mit Cilomilast geringfuigig aber signifikant reduziert werden konnte. In dem im
Vorfeld genannten hyperoxischen Rattenmodell von de Visser et al. zeigte der MLI nach der
Behandlung mit Rolipram oder Piclamilast jedoch keine signifikante Veranderung (180; 180).
Dennoch konnte durch de Visser et al. eine signifikante Erhéhung der Genexpression des
VEGFR2 und des FGFR4 nach der Behandlung mit Rolipram und Piclamilast beobachtet
werden (180), was eigentlich auf eine verbesserte Lungenstruktur schlieen lassen wurde.
Aul3erdem flUhrte die PDE4-Inhibition im hyperoxischen Rattenmodell zu einer Reduktion der
Septendicke, welche auf einen geringeren Anteil von Leukozyten und Makrophagen in den
Septen und im alveolaren Lumen zurlickzufiihren war (180). Nach der Behandlung mit
Cilomilast konnte auch in unserem Mausmodell eine signifikante Reduktion der Septendicke
festgestellt werden, welche ebenfalls durch eine geringere Einwanderung von
Entziindungszellen ins Gewebe zu erklaren ist. Da sich die Abnahme der Septendicke und
die durch eine offenbar etwas verbesserte Differenzierung des Lungengewebes herbei
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gefuhrte Verkleinerung des MLI mehr oder weniger die Waage hielten, fiel die Abnahme des
Gesamtluftraumes ziemlich gering aus.

Dennoch kann zusammenfassend festgestellt werden, das Cilomilast durch die Hemmung
der PDE4, hauptsachlich mit der Abschwachung der Entzindungsreaktion, zu einer
verbesserten Lungenstruktur, einer Besserung der Lungenfunktion und des weiteren zu einer
gesteigerten Vitalitat der Tiere geflhrt hat was auch im klinischen Alltag bei der Behandlung

von BPD seine Anwendung finden kénnte.

5.3 Rolle der PDE4 in alveolaren Epithelzellen

Wie schon im Vorfeld erlautert wurde, erstreckt sich die Expression der PDE4 neben den
Entziindungszellen auch auf pulmonale Epithelzellen. Wahrend der Exposition in Hyperoxie
kommt es zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), welche eine entzindliche
Schadigung der Lunge und somit eine Schadigung und das Absterben pulmonaler
Epithelzellen hervorrufen kénnen (159). Der Zelltod der Epithelzellen durch Hyperoxie ist
einer der Grinde fur die herabgesetzte Lungenentwicklung bei BPD und weist sowohl
nekrotische als auch apoptotische Charakteristika auf (186). Da eine erhdhte intrazellulare
cAMP-Konzentration, abhangig vom Zelltyp, durch die Aktivierung der PKA sowohl bei der
Zelldifferenzierung und Proliferation als auch bei der Apoptose von Zellen eine Rolle spielt
(187-190), sollte untersucht werden, wie die sich Expression und Aktivitdt der cAMP-
spezifischen PDE4 in pulmonalen Epithelzellen unter Hyperoxie verandert.

Bei der Untersuchung der PDE4-Expression in A549 bzw. MLE12-Zellen, welche flir 24h und
48h unter Hyperoxie inkubiert wurden, konnte festgestellt werden, dass die Expression der
PDEA4A, nicht aber der PDE4D, nach 48h Hyperoxie deutlich erhéht war. Die 66kDa grolie
vollstandig Membran-assoziierte PDE4A1 (191) zeigte dabei die signifikanteste Erhoéhung.
Die aktivitatssteigernde Phosphorylierung durch die PKA, welche am N-terminalen Ende von
UCR1 erfolgt, war jedoch unter Hyperoxie schwacher, als unter Kontrollbedingungen, was
auf eine herabgesetzte PDE4-Aktivitat unter Hyperoxie hindeutet. Und tatsachlich stellte sich
im PDE-Aktivitatsassay eine geringere PDE4-Aktivitdt nach Hyperoxie-Exposition heraus.
Diese ging mit einer gesteigerten intrazellularen cAMP-Konzentration nach 24h und 48h
Hyperoxie einher. Ob die erhdhte Expression der kurzen PDE4A1 in Lungenepithelzellen
auch auf die CRE (cAMP Response Element) -mediierte Transkription des PDE4A-Gens
durch die Aktivierung der PKA und durch den PKC-MAPK-Signalweg (192) zurtck gefuhrt
werden kann, ist nicht genau bekannt. Dieser Mechanismus fuhrt jedoch in vaskularen
glatten Muskelzellen zur Steigerung der Expression der kurzen PDE4D1 und 4D2-Varianten
(192). Bei vergleichenden Untersuchungen der Proteinkinase- und Phosphatase-Aktivitaten

in normoxischen und hyperoxischen Rattenlungen und in alveolaren Typ lI-Zellen stellte sich
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heraus, dass sich die PKA-Aktivitat unter Hyperoxie im Vergleich zur Kontrolle kaum
veranderte (193; 194). Das lasst darauf schliel3en, dass die cAMP-Konzentration auch unter
Hyperoxie nicht so stark anstieg wie in unseren Experimenten. Bei der Hyperoxie-Exposition
von MDCK (Madin-Darby canine kidney) Epithelzellen konnte jedoch wie in unserem
Experiment ebenfalls ein erhdhter cAMP-Spiegel in den Zellen festgestellt werden (195). Da
hohe intrazellulare cAMP-Konzentrationen gewdhnlich zu einer Aktivierung der PKA fuhren,
welche anschlielend durch Phosphorylierung die PDE4 aktiviert, ist das gleichzeitige
Vorhandensein von einem hohen cAMP-Spiegel und einer herabgesetzten PDE4-Aktivitat in
der Zelle recht ungewohnlich. Es sei denn die PDE wird durch ein anderes Protein gehemmt,
was die hohen Konzentrationen an cAMP erklaren und das erhohte Absterben der
Epithelzellen unter Hyperoxie verstarken kénnte. Dies konnte durch Yan et al. in
Kardiomyozyten beobachtet werden, in denen die PDE3A mit dem cAMP Response
Element-Modulator ICER (Inducible cAMP early Repressor) in einer positiven Rickkopp-
lungsschleife zu einer erhéhten Apoptose der Kardiomyozyten fihrte (196). Die gesteigerte
Expression von ICER, welche sich aus der Aktivierung des B-adrenergen Rezeptors und
durch Angiotensin Il ergab, hatte eine Repression der PDE3A-Expression zu Folge, die
wiederum durch die gesteigerte cAMP-Konzentration in der Zelle zur PKA-Aktivierung und
damit zur Phosphorylierung von CREB (CRE-Bindeprotein) flhrte, welches die Transkription
des ICER-Gens aktivierte (196).

Obwohl in unserem Experiment keine reprimierte PDE4-Expression festgestellt wurde,
konnte eine Interaktion mit einem Repressor-Protein wie ICER trotzdem der Grund flr die
Aktivitatsanderung der PDE sein, was die erhdhte intrazellulare second messenger-

Konzentrationen zur Folge hat (Abb. 5.1).

Des Weiteren konnte in den A549-Zellen nach langerer Hyperoxie-Exposition eine verstarkte
IL-6-Freisetzung ins Zellkulturmedium festgestellt werden. Diese stieg bis zum 24h Zeitpunkt
nur leicht an, zeigte aber nach 48h einen deutlichen Anstieg. Diese verstarkte |L-6-
Freisetzung korrelierte mit der erhéhten intrazellularen cAMP-Konzentration unter Hyperoxie,
die wahrscheinlich neben anderen Faktoren Uber die Aktivierung der PKA und CREB zur
gesteigerten IL-6 Expression beitrug. Wie durch die Studie von Hershko et al. bekannt ist,
potenziert cAMP die durch IL-18 induzierte IL-6-Produktion in humanen intestinalen
Epithelzellen (197). Des Weiteren wurde gezeigt, dass cAMP zwar in der Lage war die DNA-
Bindeaktivitat der Transkriptionsfaktoren CREB, AP-1 (Aktivator Protein-1) und C/EBP
(CCAAT/ Enhancer Binding Protein) zu erhéhen, jedoch allein nicht ausreichte um die IL-6-
Expression und Produktion zu aktivieren (197). Daher ist cAMP ein wichtiger Modulator der
IL-6-Bildung. In einer anderen Studie von Yoshida et al. wurde ebenfalls bestatigt, dass
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reaktive Sauerstoffintermediate (ROIs) an der Bildung von IL-6 bronchialen und alveolaren

Epithelzellen beteiligt sind (198), was mit unseren Resultaten Ubereinstimmt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die PDE4A in den pulmonalen Epithel-
zelllinien A549 und MLE12 unter Hyperoxie erhéht und die PDE4D gleichbleibend stark
exprimiert wird, jedoch die gesamte PDE4-Familie eine geringere enzymatische Aktivitat zu
haben scheint. Dies kénnte durch ein inhibitorisches Protein hervorgerufen werden, welches
den cAMP-Spiegel in der Zelle und die IL-6-Freisetzung ansteigen lasst und somit die

Apoptose der Epithelzellen unter Hyperoxie férdert.

5.4 IL-6 erhdht die PDE4-Aktivitat in alveolaren Epithelzellen

Um zu untersuchen, ob erhdhte IL-6-Konzentrationen auf3erhalb der Zelle einen Einfluss auf
die PDE4 haben, wurden pulmonale Epithelzellen mit rekombinantem IL-6 stimuliert. Es
konnte gezeigt werden, dass die Stimulation eine erhéhte Phosphorylierung der PDE4A
durch die PKA zur Folge hat, was des Weiteren zu einer Steigerung der enzymatischen
Aktivitat der PDE4 flihrte. Eine Aktivierung von PDEs durch Zytokine ist bisher nur von IL-3
und IL-4 bekannt, die in myeloiden FDCP2-Zellen die PDE3 und die PDE4 (ber
unterschiedliche Signalwege aktivieren (199). Dabei flihrte die Stimulation der myeloiden
Zellen mit IL-4 zu einer PI3-K — abhangigen und bezlglich auf die PDE4 auch zu einer
MAPK-abhangigen Aktivierung der PDE3 und PDE4, die durch TNF-a geblockt werden
konnte. Die Stimulation mit IL-3 und auch mit GM-CSF, die nicht sensitiv gegenliiber TNF-a
war, hatte ebenfalls eine MAPK-abhangige Aktivierung der PDE4 zur Folge, die durch einen
MEK-1-Inhibitor gghemmt werden konnte (199). Da die PDE4-Aktivierung durch IL-3 und IL-4
in Abhangigkeit von MAPK erfolgt, ist es sehr wahrscheinlich, dass auch die IL-6 mediierte
Aktivierung der PDE4 Uber MAPK geschieht. Da durch die Stimulation mit IL-6 eine
Aktivierung von ERK1/2 erfolgt, ware daraufhin auch eine PDE4-Aktivierung mdglich. Diese
konnte bei allen PDE4-Familienmitgliedern aul3er der PDE4A erfolgen, da diese kein ERK-
Konsensus-Motiv in der dritten Unterdoméane ihrer katalytischen Untereinheit besitzt, an der
die Phosphorylierung durch ERK an einem Serin-Rest (Ser579) erfolgt (200). Diese
Phosphorylierung wirkt auf die langen und sehr kurzen PDE4-Isoformen inhibierend, jedoch
auf die kurzen Isoformen aktivierend (117) (Abb. 1.2). Die hemmende ERK-Phosphorylierung
hat jedoch letztendlich einen aktivierenden Effekt, da es durch die PDE-Hemmung zu einer
cAMP-Akkumulation kommt, welches wiederum die PKA und somit auch die PDE4 aktiviert,
was dann den inhibierenden Effekt der ERK-Phosphorylierung aufhebt (117). Da die
Phosphorylierung der PDE4A durch ERK wie schon erwahnt nicht méglich ist, muss die
Aktivierung der PKA auf einem anderen Signalweg erfolgen. AuRerdem ist es moglich, dass
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die anderen hier nicht untersuchten PDE4-Familienmitglieder ebenfalls durch IL-6 aktiviert
werden und so zur erhohten Enzymaktivitat beitragen.

Offensichtlich scheint es sich bei der Aktivierung der PDE4 durch IL-6 auch um einen
Ruckkopplungsmechanismus zu handeln, bei dem héhere cAMP-Konzentrationen, wie eben
beschrieben, zu einer erhdhten IL-6 Produktion fuhren, welches dann durch die Aktivierung
der PDE4 und somit durch die Senkung des cAMP-Spiegels zu einer herabgesetzten IL-6-
Konzentration fuhrt. Dieser Mechanismus scheint jedoch unter Hyperoxie nicht ganz zu
funktionieren, da die PDE4 nicht aktiviert wird. Dies kdnnte wie schon erwahnt durch eine

Interaktion der PDE4 mit einem Repressor-Protein erklart werden.

5.5 Proliferation alveolarer Epithelzellen mit Cilomilast

Der Einsatz von PDE4-Inhibitoren hat hauptsachlich einen entziindungshemmenden
Hintergrund. Die Akkumulation von cAMP, fihrt zur Abschwéachung der Zytokin-Produktion,
der Zellproliferation, der Chemotaxis und der Freisetzung inflammatorischer Mediatoren,
sowie zu einer geringeren NADPH-Oxidase-Aktivitat (201). Die antiproliferative Wirkung
eines PDE4-Inhibitors gilt jedoch nicht nur fir Immunzellen, sondern auch flr andere
Zelltypen. So wurde z.B. an humanen glatten Aorta-GefalBmuskelzellen festgestellt, dass die
Inhibition der PDE3, der zweitwichtigsten cAMP-spezifischen PDE, mit einhergehender
Erhéhung des cAMP-Spiegels zu einer Hemmung des durch PDGF (platelet-derived growth
factor) -stimulierten Zellwachstums fiihrte (202). AuRerdem wurden durch Hayashi et al. eine
damit verbundene erhdhte Expression von p53 und p21 und ebenso eine gesteigerte
Apoptose festgestellt. Untersuchungen einer anderen Gruppe zeigten, dass die Inhibition der
PDE4 auch in humanen pulmonalen glatten GefalRmuskelzellen einen anti-proliferativen
Effekt hat, der bei weiterer Stimulation mit cAMP-erhéhenden Substanzen wie lloprost oder
Forskolin ebenfalls zur Induktion von Apoptose fuhrte (203). In dieser Arbeit sollte untersucht
werden, wie sich die Hemmung der PDE4 durch Cilomilast auf die Zellproliferation von
pulmonalen Epithelzellen unter Hyperoxie auswirkt. Die Ergebnisse machten deutlich, dass
die Zellen, die mit Cilomilast in Konzentrationen von 0,5uM und 1uM behandelt wurden,
gleiche Wachstumsraten aufwiesen, wie die unbehandelten Kontrollzellen. Das war sowohl
unter normoxischen als auch unter hyperoxischen Bedingungen der Fall. Eine
Verschlechterung der Zellproliferation war nur mit héheren Cilomilast-Konzentrationen zu
beobachten, wobei aufRerdem hdhere DMSO-Konzentrationen im Medium eine Rolle
spielten. Das kdnnte man dadurch erklaren, dass die geringeren Cilomilast-Konzentrationen
keine vollstandige Hemmung der PDE4 bewirkten und damit zu keinem proliferations-
hemmenden Anstieg des cAMP-Spiegels unter Normoxie flhrten. Dies konnte jedoch mit

10uM und 20uM Cilomilast unter Normoxie beobachtet werden, da die Hemmung und somit
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der cAMP-Anstieg ausgepragter waren. Unter Hyperoxie konnte mit 10uM und 20puM
Cilomilast nach 24h eine starker ausgepragte Proliferationsinhibition beobachtet werden, als
nach 48h, da der cAMP-Spiegel bereits durch die langere Hyperoxie-Exposition in der Zelle
deutlich erhoht war. AbschlieRend kann man sagen, dass Cilomilast ab Konzentrationen von
10uM auch in pulmonalen Epithelzellen einen anti-proliferativen Effekt hat, der sich

wahrscheinlich auch pro-apoptotisch auswirkt, was jedoch noch nicht untersucht wurde.

5.6 Cilomilast beeinflusst die veranderte STAT3-Phosphorylierung
unter Hyperoxie und erhoht die SP-B-Expression in alveolaren

Epithelzellen

Der Transkriptionsfaktor Stat3 ist an einer Vielzahl biologischer Aktivitdten wie der
Proliferation, dem Uberleben und der Apoptose von Zellen beteiligt und wird hauptsachlich
durch autokrine und parakrine Wachstumsfaktoren und Zytokine der IL-6-Familie aktiviert
(204). Seine Aktivierung erfolgt durch JAKs (Januskinasen), die Stat3 am Tyr705
phosphorylieren, wonach Stat3 entweder mit sich selbst oder mit Stat1 dimerisiert, in den
Zellkern transloziert und dort die Transkription von Zielgenen anschaltet. In mehreren
Studien konnte festgestellt werden, dass Stat3 durch die Stimulation von Zellproliferation und
durch die Hemmung von Apoptose eine wichtige Rolle in der normalen embryonalen
Entwicklung spielt. Wie an Mausen gezeigt werden konnte, fiihrt die Deletion des Stat3-Gens
zu einer frlhen embryonalen Sterblichkeit (205). Des Weiteren wird Stat3 in alveolaren
Epithelzellen exprimiert und dient dort der strukturellen und funktionellen Aufrechterhaltung.
Dies konnte bei der Uberexpression von dominant-negativem Stat3 in Mausen gezeigt
werden, die nach Hyperoxie-Exposition eine deutlich starker geschadigte Alveolarstruktur
aufwiesen als die Stat3-exprimierenden wt-Tiere (206). Diese Stat3-abhangige Schadigung
kommt u.a. auch dadurch zu Stande, weil Stat3 teilweise die SP-B (Surfactantprotein B) —
Homdostase in der Lunge, oder genauer, in respiratorischen Epithelzellen reguliert. Dies
erfolgt in synergistischer Weise mit dem Retinsaure-Rezeptor (163; 206). Bei Hokuto et al.
fuhrte die Hyperoxie-Exposition Stat3-transgener Mause, denen des Stat3-Gen selektiv in
respiratorischen Epithelzellen deletiert wurde, zu geringeren Mengen oder voélliger
Abwesenheit von Surfactantproteinen und — lipiden in der BAL-Flussigkeit (207), was

deutlich macht, wie stark die SP-Synthese von Stat3 gesteuert wird.
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Da sich aus der Behandlung hyperoxischer Mause mit Cilomilast eine verbesserte
Lungenstruktur und -funktion ergab, sollte an alveolaren Epithelzellen untersucht werden, ob
Stat3 und damit verbunden das SP-B durch die Behandlung mit dem PDE4-Inhibitor positiv
beeinflusst werden. Daher konnte zunachst fur Stat3 festgestellt werden, dass es unter
Hyperoxie eine andere Phosphorylierung aufweist als unter Normoxie. D.h., dass die Tyr705-
Phosphorylierung (Tyr-P) unter Hyperoxie geringer und die Ser727-Phosphorylierung (Ser-P)
erhoht war. Obwohl zum einen publiziert wurde, dass Stat3 durch oxidativen Stress in
humanen Lymphozyten (208) und durch ROS in murinen Fibroblasten und A-431
Karzinomzellen aktiviert wird (209), wurde durch Kurdi und Booz beschrieben, dass der IL-6-
Signalweg in neonatalen Ratten-Kardiomyozyten ebenfalls durch ROS inhibiert wird, welche
durch die Behandlung mit Parthenolid, einem anti-inflammatorischen Stoff, gebildet wurden
(210). Das zeigte sich darin, dass die Tyr-P als Folge der geblockten JAK1-Aktivitat mit
steigenden Dosen Parthenolid immer mehr abnahm. Dies konnte auch in unserem

Experiment beobachtet werden. Als die Cilomilast-Behandlung durchgefiihrt wurde, konnte
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Abbildung 5.1 PDE4-Regulation unter Hyperoxie und Effekt von Cilomilast Unter Hyperoxie erfolgt in
alveolaren Epithelzellen eine erhohte Expression der PDE4, die jedoch offenbar durch einen unbekannten
Repressor in ihrer Aktivitdt gehemmt wird, was mit einem Anstieg der intrazelluldren cAMP-Konzentration
verbunden ist. Die Phosphorylierung von Stat3, die unter Hyperoxie verandert wurde, kann durch Cilomilast
teilweise wieder hergestellt werden und fiihrt dadurch zu einer erhéhten SP-B-Expression.
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jedoch beobachtet werden, dass sich die unter Hyperoxie geringer gewordene Tyr-P wieder
etwas erhdhte. Damit einhergehend wurde die Ser-P etwas abgeschwacht. Wenn man die
abfallende Tyr-P unter Hyperoxie ebenfalls mit einer geringeren JAK1-Aktivitat in Verbindung
bringt, so fihrt die Behandlung mit Cilomilast bzw. die daraus resultierende cAMP-Erhéhung
zu einer Aktivierung von JAK1. Wie bereits beschrieben, ist Stat3 neben dem
Haupttranskriptionsfaktor fir SP-B TTF-1, ein weiterer Aktivator der SP-B-Expression. Die
Cilomilast-Behandlung fuhrte zu einer signifikanten Erhéhung der SP-B-Expression, welche
unter Hyperoxie zu ca. 2/3 abgefallen war. Das kdnnte genauso in den Lungen der
behandelten hyperoxischen Mause geschehen sein, was eine Erklarung fir die verbesserten

Lungenparameter ware (Abb. 5.1).

5.7 Ausblick

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, spielen Phosphodiesterasen, oder genauer
gesagt, die PDE4 eine bedeutende Rolle bei der Modulation inflammatorischer Prozesse
wahrend der Hyperoxie-induzierten chronischen Lungenreifungsstérung der Maus. Aufgrund
ihrer anti-inflammatorischen Eigenschaften, waren spezifische PDE4-Inhibitoren klinisch
gesehen eine gute Alternative zu Steroidbehandlungen, da diese langerfristig gesehen keine

neurologischen Schaden hervorrufen.

Bezogen auf die pulmonalen Epithelzellen wurde jedoch deutlich, dass sich unter Hyperoxie
vermehrt PDE4 bildet, diese jedoch eine stark eingeschrankte Aktivitat besitzt, was zu einem
drastischen cAMP-Anstieg in der Zelle flhrt. Dieser moglicherweise pro-apoptotische Anstieg
des cAMP-Spiegels wurde durch den Einsatz des PDE4-spezifischen Inhibitors Cilomilast
noch verstarkt. Es ware daher vorstellbar, dass sich eine Aktivierung der PDE4 positiv auf
das Uberleben und die Proliferation pulmonaler Epithelzellen unter Hyperoxie auswirken
kénnte. Andererseits konnte jedoch auch gezeigt werden, dass Cilomilast durch Erhéhung
der Stat3-Phosphorylierung zu einer gesteigerten Surfactantprotein B — Transkription fuhrt,
was in vivo eine wichtige Bedeutung flr die Lungenfunktion aber auch fur die Immunabwehr
hat. Jedoch ist der Mechanismus, mit dem Cilomilast zu einer gesteigerten Stat3-

Phosphorylierung fiihrt, bisher unbekannt und bedarf der weiteren Aufklarung.
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6. Zusammenfassung

Bronchopulmonale Dysplasie (BPD) ist eine chronische potentiell reversible Lungen-
erkrankung Frihgeborener, die hauptsachlich durch mechanische Ventilation und die hohe
Sauerstoffkonzentration wahrend der Behandlung des Atemnotsyndroms (ARDS) verursacht
wird. Die Anzeichen der ,neuen“ Form der BPD, welche durch ein gestortes alveolares
Wachstum sowie durch eine verminderte Vaskularisierung der Lunge charakterisiert wird,
kénnen auch an Lungen neonataler Hyperoxie-exponierter Mause beobachtet werden.
Wahrend der normalen Lungenentwicklung spielt die Regulation der second messenger
CcAMP und cGMP eine wichtige Rolle. Daher nehmen Phosphodiesterasen (PDEs), die fur
die Hydrolyse von cAMP und cGMP verantwortlich sind, eine bedeutsame Stellung ein.

Da es mdglich ist, dass die Entwicklung einer BPD durch eine veranderte Expression und
Regulation von PDEs geférdert oder beeinflusst wird, sollte diese in der vorliegenden Arbeit
anhand eines neonatalen hyperoxischen Mausmodells und anhand von Hyperoxie-
exponierten pulmonalen Epithelzellen untersucht werden.

PDE-Expressionsanalysen hyperoxischer Mauslungen ergaben eine erhéhte Gen- und
Proteinexpression der cAMP-spezifischen PDEs und speziell der PDE4. Durch
immunhistochemische Farbungen konnte die PDE4 sowohl in pulmonalen Epithelzellen, als
auch in Entzindungszellen detektiert werden. Die Behandlung Hyperoxie-exponierter Mause
mit dem PDE4-spezifischen Inhibitor Cilomilast fihrte neben einem verbesserten
Allgemeinbefinden der Tiere auch zu leichten Verbesserungen im Koérpergewicht, teilweise
zu einer signifikant verbesserten Lungenstruktur und zu einer gesteigerten Lungenfunktion.
Bei der Untersuchung Hyperoxie-exponierter pulmonaler Epithelzellen konnte ebenfalls eine
erhohte PDE4A-Proteinexpression festgestellt werden, die jedoch mit einer geringeren
PDE4-Phosphorylierung, einer geringeren PDE4-Aktivitdt und einer gesteigerten
intrazelluldaren cAMP-Konzentration und IL-6-Freisetzung unter Hyperoxie einher ging. Bei
der Stimulation pulmonaler Epithelzellen mit rekombinanten IL-6 zeigte sich neben der
Aktivierung des MAPK und JAK/STAT-Signalwegs auch eine erhdohte PDE4A-
Phosphorylierung, die mit einer gesteigerten PDE4-Aktivitdt einher ging. Um den
Mechanismen der durch Cilomilast bewirkten Verbesserungen der Lungenstruktur und —
funktion naher auf den Grund zu gehen, wurde die Proliferation pulmonaler Epithelzellen
unter Hyperoxie mit verschiedenen Cilomilast-Konzentrationen untersucht. Es wurde jedoch
deutlich, dass Cilomilast in Konzentrationen ab 10uM hemmend auf das Zellwachstum
pulmonaler Epithelzellen wirkt. Bei Untersuchungen des pro-proliferativen Transkriptions-
faktors Stat3, der unter Hyperoxie eine herabgesetzte Tyr705-Phosphorylierung aufwies,
konnte durch Cilomilast eine leichte Wiederherstellung der Tyr705-Phosphorylierung und
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wahrscheinlich damit verbunden, eine erhéhte Expression von SP-B, nicht aber von SP-C,
bewirkt werden.

Zusammenfassend machen diese Ergebnisse deutlich, dass die PDEs unter hyperoxischen
Bedingungen eine veranderte Expression und Aktivitdt aufweisen, und dass die Hemmung
der cAMP-spezifischen PDE4 im hyperoxischen Mausmodell, hauptsachlich durch eine
Abschwachung der Entzindungsreaktion in der Lunge, zu einer Verbesserung der
Lungenstruktur und — funktion fGhrt. In den pulmonalen Epithelzellen scheint die Aktivitat der
PDE4 jedoch durch einen unbekannten Faktor beeintrachtigt zu werden, der den
intrazellularen cAMP-Spiegel ansteigen lasst und somit vermutlich die Apoptose der Zellen
unter Hyperoxie férdert. Daher wirkt sich Cilomilast eher hemmend auf das Zellwachstum
pulmonaler Epithelzellen aus. Die durch Cilomilast gesteigerte SP-B-Expression in den

Zellen kénnte jedoch eine Ursache fur die Verbesserung der Lungenparameter sein.
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7. Abstract

Bronchopulmonary dysplasia (BPD) is a chronic lung disease seen in premature infants
exposed to high oxygen levels and mechanical ventilation and is characterized by an arrest
in alveolar development. The disease can be mimicked by prolonged exposure of newborn
mice to hyperoxia which results in a disruption of distal lung growth with large, simplified
alveolar structures and an increased septal wall thickness. During normal lung development
the second messengers cAMP and cGMP play important roles in cellular signalling.
Therefore Phosphodiesterases (PDEs), the cyclic nucleotide degrading enzymes, are of
particular importance as they can show an altered expression and regulation during the
development of BPD.
In this work the role of phosphodiesterases in hyperoxia induced lung injury in newborn mice
was investigated. Further the expression and activity of PDEs in alveolar epithelial cells
(AECs) exposed to hyperoxia has been analysed.
PDE expression analysis of hyperoxic mice lungs showed increased gene and protein
expression of the cAMP specific PDEs, especially of PDE4. By immunohistochemical
staining of mouse lung tissue PDE4 has been localized in the pulmonary epithelium as well
as in inflammatory cells. Treatment of hyperoxia exposed mice with the PDE4 specific
inhibitor Cilomilast resulted beside a better well-being of the animals in an improved body
weight and an enhanced lung function. Investigation of hyperoxia exposed AECs also
revealed increased PDE4A protein expression but accompanied by a lowered PKA-
phosphorylation of PDE4, less PDE4 activity and elevated intracellular cAMP concentrations
and IL-6 release. In order to clarify the mechanisms of the beneficial effects of Cilomilast on
structure and function of the lung, the proliferation of AECs with different Cilomilast
concentrations during hyperoxic exposure was investigated. Cilomilast was not able to
improve growth of AEC under hyperoxic conditions and inhibited cell growth of AECs in
concentrations higher than 10uM. In contrast Cilomilast increased phosphorylation of the
proproliferative transcription factor Stat3 on tyrosine residue 705 which was decreased in
hyperoxia. This led most probably to the increased expression of SP-B but not SP-C.
All together these results demonstrate that PDEs show a different expression and activity in
mice lungs after hyperoxic exposure. Inhibition of PDE4 leads to a lowered inflammation and
therefore to an improvement in alveolarisation and lung function. In AECs activity of PDE4
seems to be affected by an unknown factor which leads to increased cAMP concentrations
and therefore probably to higher apoptosis of cells during hyperoxic exposure. As
hydrophobic SP-B is indispensable for postnatal lung function and survival the treatment with
Cilomilast could offer a new therapeutic modality in the clinical management of BPD.
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