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1 Zusammenfassung

Die bronchopulmonale Dysplasie (BPD) ist die haufigste chronische Lungenerkrankung beim
Frihgeborenen. Pathophysiologisch kommt es zu einer Unterbrechung von Alveolo- und
Angiogenese und einem fibrotischen Umbau der extrazellularen Matrix (EZM). Eine
wesentliche Rolle in der Pathogenese der BPD spielt die Inflammation mit einer gesteigerten
Migration und Aktivierung von Makrophagen sowie einer Ausschittung proinflammatorischer
Mediatoren. Sowohl im murinen Modell als auch in humanen Studien wurden pulmonal erhdhte
Konzentrationen des Chemokins CXCL10 nachgewiesen. Da die genaue funktionelle Rolle
von CXCL10 in der Pathogenese der BPD noch ungeklart ist, haben wir die Hypothese
erforscht, dass eine CXCL10-Defizienz neugeborene Mause vor der Hyperoxie-induzierten

Lungenerkrankung (als Modell der BPD) schiitzt.

Um diese Hypothese zu adressieren, wurden homozygote CXCL10-Knockout- (Cxcl10™)
sowie Wildtyp-Mause (WT) vom postnatalen Tag 1 bis 14 (P1 bis 14) normobarer Hyperoxie
(85% 0O2) ausgesetzt. Ein Teil der Tiere wurde am P14 getétet (akute Schadigung); die
restlichen wurden nach zwei Wochen Regeneration in Normoxie am P28 untersucht. Die
Kontrollgruppen verblieben stets in Normoxie. Die Lungen wurden fiir histomorphometrische
Analysen mit Paraformaldehyd druckfixiet und in Paraffin eingebettet bzw. fir

molekularbiologische Untersuchungen schockgefroren.

Wahrend der akuten Lungenschédigung durch die Hyperoxie waren die CXCL10-defizienten
Mause teilweise vor Apoptose und einem fibrotischem Umbau der EZM geschutzt. Zudem war
die Alveolarisierung gegenuber den Wildtypen verbessert. Dieser strukturelle Schutz durch
CXCL10-Defizienz war mit einer reduzierten pulmonalen Makrophageninvasion im Sinne einer
gehemmten Inflammation assoziiert. In der Regenerationsphase zeigten die Cxc/10" im
Vergleich zu den WT nicht nur eine Stérung der Surfactant-Expression und der Homdostase

der Alveolarepithelzellen, sondern auch einen Verlust der verbesserten Alveolenbildung.

Unsere Studie unterstreicht die bedeutsame Rolle von CXCL10 in der akuten Pathogenese
der experimentellen BPD und bietet somit einen vielversprechenden antiinflammatorischen
Therapieansatz. Wahrend der Verlust von CXCL10 wahrend der Schadigungsphase den
pulmonalen Phanotyp vorwiegend positiv beeinflusst, ist das Fehlen der physiologischen
CXCL10-Expression in der Regeneration interessanterweise nachteilig fir das
Alveolenwachstum. Wir nehmen daher einen dualen Mechanismus fur die funktionelle Rolle

von CXCL10 an, der eine ausbalancierte Regulation der Expression erforderlich macht.
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2 Einleitung

21 Friuhgeburt

2.1.1 Definition und Epidemiologie von Friihgeburt

Fruhgeburt ist mit ihren unmittelbaren Komplikationen trotz der stetigen Weiterentwicklung der
neonatologischen Intensivmedizin die global filhrende Todesursache bei Kindern unter funf
Jahren und einer der wichtigsten Griinde kindlicher Morbiditat '-*. Weltweit waren im Jahr 2015
ca. eine Millionen Todesfélle auf die Folgen von Frithgeburt zuriickzufiihren 2. Definiert wird
sie als Geburt vor Vollendung der 37. Schwangerschaftswoche (SSW), wobei anhand des
genauen Gestationsalters (GA; berechnet ab dem 1. Tag der letzten Menstruation der Mutter)
weiter zwischen moderate to late preterm, very preterm und extremely preterm birth
unterschieden wird (vgl. Tabelle 1) 2. Neben dem GA kann auch das Geburtsgewicht

herangezogen werden, um den Grad der Friihgeburtlichkeit einzuschatzen (vgl. Tabelle 1) *.

Tabelle 1: Gradierung von Friihgeburtlichkeit anhand des Gestationsalters und des
Geburtsgewichts. Abkilirzungen: GA = Gestationsalter, SSW = Schwangerschaftswochen.

GA in vollendeten SSW

moderate to late preterm birth 32 bis <37
very preterm birth 28 bis <32
extremely preterm birth <28

Geburtsgewicht in g

low birth weight (LBW) <2500
very low birth weight (VLBW) <1500
extremely low birth weight (ELBW) <1000

Im Jahr 2014 schatzte die World Health Organization (WHO) den weltweiten Anteil an
Friihgeburten auf 10,6% aller Lebendgeburten '°. In absoluten Zahlen entspricht dies etwa 15
Millionen Friihgeburten innerhalb eines Jahres °. Deutschlands Frithgeburtenrate lag im Jahr
2011 bei 9% 3. Wahrend dieser Wert relativ stabil ist, stieg der Anteil der besonders
risikobehafteten Geburten vor Ende der 28. SSW (entsprechend extremely preterm birth)

zuletzt deutlich an 3.
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2.1.2 Komplikationen und Mortalitat bei Friihgeburt

Je unreifer ein Neugeborenes ist, desto hoher ist das Risiko flr mitunter schwerwiegende
Komplikationen und Folgeerkrankungen . So ist bei Friihchen im Vergleich zu Reifgeborenen
sehr viel haufiger ein Atemnotsyndrom des Neugeborenen (engl. infant respiratory distress
syndrome/IRDS) zu beobachten . Auch das Risiko fiir intraventrikulare Hamorrhagien,
Retinopathien, nekrotisierende Enterokolitiden und schwere Neugeboreneninfektionen ist
signifikant erhoht 8. Ein bedeutendes kardiovaskuldres Problem Frilhgeborener stellt der
gegeniiber Reifgeborenen gehauft auftretende persistierende Ductus arteriosus (PDA) dar 8.
Zudem besteht eine Pradisposition fur gravierende Stérungen der Homobostase in Form von
Temperaturinstabilitditen, Hypoglykdmien und Dehydratation sowie flr schwere

Hyperbilirubindmien ’.

Angesichts der erheblichen Morbiditat ist die Mortalitdt Fruhgeborener sehr hoch.
Insbesondere Friihgeborene <28 SSW haben mit 33,43% eine sehr hohe Sterblichkeit, was
aufgrund des steigenden Anteils dieser Subgruppe umso stérker ins Gewicht fallt *°. Aber
auch die Mortalitat von very und moderate to late preterm infants liegt mit 8,01% bzw. 1,62%
deutlich Uber der Reifgeborener (0,13%) °.

2.1.3 Fruhgeburt — Die Lunge bestimmt die Langzeitprognose

Die nach wie vor hohe Mortalitat darf nicht dariber hinwegtauschen, dass zuletzt enorme
Fortschritte im Bereich der Pravention und der neonatologischen Intensivmedizin gemacht
wurden, durch die das Ein-Jahres-Uberleben Frilhgeborener in den vergangenen Jahrzehnten
deutlich gesteigert werden konnte '°. Insbesondere fiir extrem frilhgeborene Kinder ist eine
beachtliche Prognoseverbesserung erreicht worden '°. Das limit of viability — der kindliche
Reifheitsgrad, ab dem ein extrauterines Uberleben ermdglicht werden kann — ist in Landern
mit hohem mittlerem Einkommen teilweise auf ein Gestationsalter <25 SSW und ein
Geburtsgewicht <600 g gesunken '3, Eine MaRnahme, die zum verbesserten Uberleben
beigetragen hat, ist die Etablierung der pranatalen Lungenreifeinduktion mittels
Glukokortikoiden (GK) zur Pravention des IRDS '*'°. Aber auch postnatale Therapien befinden
sich in standiger Weiterentwicklung. Beispielhaft seien hierfir die Indometacin-Therapie bei

PDA und die Verbreitung der less invasive surfactant administration (LISA) genannt '*¢.

Durch die Steigerung der Uberlebensrate Friilhgeborener gewinnen unweigerlich die
Langzeitfolgen der Frihgeburtlichkeit an Bedeutung und stellen somit das Gesundheitswesen
vor eine wachsende Herausforderung '". Eine Erkrankung, die Morbiditdt und Mortalitat

Frihgeborener mafigeblich bestimmt und darliber hinaus die Langzeitprognose entscheidend
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pragt, ist die bronchopulmonale Dysplasie (BPD), auch bekannt als neonatal chronic lung
disease '®. Sie betrifft typischerweise Frilhgeborene, die einer prolongierten
Sauerstofftherapie bedurfen und ist insbesondere durch eine Unterbrechung der alveolo-
kapillaren Entwicklung und eine konsekutive alveoldre Hypoplasie charakterisiert "%,
Chronisch-respiratorische  Beeintrachtigungen aufgrund einer BPD gelten neben
neurologischen Stérungen als prognostisch wichtigste Langzeitkomplikation bei

2122 Die Inzidenz der Erkrankung bleibt hierbei unverdndert hoch 2.

Frihgeborenen
Betroffene leiden unter erheblichen strukturellen Alterationen und funktionellen
Einschrankungen der Lunge, die haufig bis ins Erwachsenenalter persistieren '242°_ Weiterhin
besteht ein hohes Risiko fur schwere Sekundarerkrankungen wie z.B. die pulmonale
21,24,25

Hypertonie

2.2 Lungenentwicklung — Meilensteine und zeitliche Dimensionen

An diesem Punkt ist die Sonderstellung der Lunge in der embryofetalen Entwicklung zu
betonen. Im Gegensatz zu den meisten anderen Organen ist die Lunge erst sehr spat
vollstdndig ausgereift. Die Lungenentwicklung nimmt die gesamte Embryonal- und
Fetalperiode ein, wobei die vollstdndige Organdifferenzierung sogar erst lange nach der
Geburt mit dem Abschluss der alveolaren Phase erreicht wird (vgl. Abbildung 1) 22" Bis dahin
ist die Lunge als unreif zu betrachten, sowohl im anatomisch-strukturellen als auch im

biochemisch-funktionellen Sinne %8.

Besonders ausgepragt ist die pulmonale Unreife bei Frihgeborenen. So befinden sich
extremely preterm infants erst in der spaten kanalikularen (17. bis 26. SSW, vgl. Abbildung 1)
oder frlhen sakkuldren Phase (24. bis 38. SSW, vgl. Abbildung 1). Fir das extrauterine
Uberleben wichtige Entwicklungsschritte und Anpassungen missen also erst noch erfolgen.
Hierzu zahlen eine Reduktion des Bindegewebsanteils zugunsten eines Zuwachses an
Lungenparenchym, Wachstum und Ausreifung der BlutgefalRe und die Ausdifferenzierung der
Alveolarepithelzellen (engl. alveolar epithelial cells/AEC) 6%, Spater kénnen zwei Typen von
AEC unterschieden werden: Alveolarepithel-Typ-I-Zellen (ATI-Zellen) kleiden die alveolare
Oberflache aus und sind somit postnatal Bestandteil der Blut-Luft-Schranke und des alveolo-

kapillaren Gasaustauschs 2°%°

. Alveolarepithel-Typ-lI-Zellen (ATIll-Zellen) fungieren als
Stammzellen der Lunge und Progenitorzellen der ATI-Zellen 2°%°. Durch Proliferation und
Differenzierung tragen sie zu Wachstum und Selbsterneuerung der Lunge bei %°. Darlber

hinaus sezernieren sie ungefahr ab der 30. SSW den essenziellen Surfactant in die Alveolen
26,27,29,30
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Die letzte Entwicklungsphase, die alveolare Phase, beginnt selbst bei Reifgeborenen erst kurz
vor der Geburt und kann sich bis jenseits des dritten Lebensjahres erstrecken (vgl. Abbildung
1) 2627 Noch postpartal entstehen durch die Ausbildung sekundéarer Septen neue Alveolen aus
den zuvor angelegten glattwandigen Sacculi, was zu einer immensen Vergro3erung der

Gasaustauschflache fiihrt 263",

Da die Organentwicklung erst in einem hohen PMA abgeschlossen ist, bleibt die Lunge lange
vulnerabel fur Entwicklungsstérungen, die durch Schadigungen verschiedener Art sowie die
Beeintrachtigung der steuernden Signalwege hervorgerufen werden 3%, Dieses Wissen ist

notwendig, um das Krankheitsbild der BPD sowie insbesondere die Atiopathogenese

verstehen zu kbnnen.

Embryonalzeit Fetalzeit
Alveolire Phase >
~ Sakkulédre Phase
8 Q
3 &
'9,_ Kanalikulérc> B
g Phase
Pseudoglandulire
Phase
Embryonale
Phase =
Y
0 5 10 15 20 25 30 35 d 10 15
Wochen | Monate

Abbildung 1: Phasen der Lungenentwicklung. Uberblick Uber die zeitlichen Dimensionen und
Phasen der menschlichen Lungenentwicklung. Embryonale Phase (erste 5 bis 7 Wochen post
conceptionem): Ausknospung der Lungenanlage aus dem endodermalen Vorderdarm im Bereich des
zukiinftigen Osophagus; beginnendes Wachstum in das umgebende Mesenchym und erste Teilungen
bis auf Subsegmentebene. Pseudoglandulare Phase (Woche 5 bis 17): Ausbildung der luftleitenden
Atemwege und beginnende azinare Abgrenzung. Kanalikuldre Phase (Woche 17 bis 26): Erweiterung
der distalen Atemwege, Differenzierung des kuboiden Epithels in Alveolarepithelzellen (AEC) Typ | und
Il, Beginn der Surfactant-Produktion. Sakkulare Phase (24. Woche bis Geburt): Zunahme des
Lungenparenchyms, Reduktion des interstitiellen Gewebes, Ausreifung des Surfactant-Systems und
beginnende Surfactant-Sekretion. Alveolare Phase (36. Woche bis 3. Lebensjahr): Entstehung der
Alveolen durch Umbau der primitiven Septen und Ausbildung der Sekundarsepten; enorme
VergréfRerung der Gasaustauschflache. [Nach: Burri PH. Fetal and postnatal development of the lung.

Annu Rev Physiol 1984; 46: 617-28].
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2.3 Bronchopulmonale Dysplasie

2.3.1 Erstbeschreibung der bronchopulmonalen Dysplasie und der Wandel des

Krankheitsbegriffs

Eingefuhrt wurde der Begriff der BPD im Jahr 1967 zur Bezeichnung der chronischen
Lungenschadigung, die bei frihgeborenen Kindern <34 SSW beobachtet werden konnte,
welche aufgrund eines Surfactant-Mangels bzw. IRDS in Ermangelung schonenderer
therapeutischer Optionen aggressiv mechanisch beatmet und mit hochkonzentriertem
Sauerstoff behandelt werden mussten 2°3*. Sauerstofftoxizitat sowie Baro- und Volutrauma im
Zuge der mechanischen Ventilation wurden hier als entscheidende atiologische Faktoren
identifiziert 3°. Diese sog. ,klassische® BPD war gekennzeichnet durch ein heterogenes
Schadigungsmuster der Lunge mit teils Uberblahten, teils atelektatischen Arealen, epithelialen

Lasionen, ausgepragter Fibrose und einer Hyperplasie der glatten Atemwegsmuskulatur 234,

Im Laufe der Zeit kam es zu einem Wandel von Atiologie, Pathologie und Epidemiologie des
Krankheitsbilds, weshalb der Begriff der ,neuen® BPD (auch ,Post-Surfactant-BPD*) gepragt
wurde ?°. Durch die pranatale Lungenreifeinduktion mittels mitterlicher Steroidgabe und die
intratracheale Surfactant-Administration haben sich Pravention und Therapie des IRDS sowie
das Uberleben Friihgeborener mafRgeblich verbessert. Mechanische Ventilation und
Sauerstoffgabe = werden  heutzutage nach  Mdglichkeit  vermieden. Ist eine
atmungsunterstitzende Therapie unumganglich, kann auf zunehmend schonendere
Verfahren zurlckgegriffen werden. Folglich ist die ,klassische® BPD bei reiferen
Frihgeborenen heute deutlich seltener zu beobachten, was sich auch in einer geringeren
respiratorischen Morbiditat und Mortalitat innerhalb dieser Altersgruppe niederschlagt '°20-%,
Stattdessen sind in den letzten Jahrzehnten verstarkt die extremely preterm infants bzw.
Frihgeborene mit einem extremely low birth weight (ELBW) in den Fokus geraten, bei denen
sich auch dann haufig eine BPD ausbildet, wenn nach der Geburt kein oder nur ein sehr mildes
IRDS vorliegt *>*”. Bei Unreife des Atemzentrums, wet lung disease, Atelektasen, pulmonalen
Infektionen oder anderen kompromittierenden Zustanden liegt postnatal i.d.R. weiterhin eine
respiratorische Instabilitdt mit Bedarf einer Atmungsunterstitzung vor, die obligate Knupfung
an ein IRDS wie bei der ,klassischen“ BPD entfallt jedoch 2%, Fiir die Atiologie der ,neuen*
BPD sind neben Sauerstofftoxizitdt und Beatmungstrauma weitere Faktoren von grol3er
Bedeutung, namlich vor allem die bei den extremely preterm infants nochmals aggravierte
pulmonale Unreife (vgl. 2.2) *. Der wesentliche pathophysiologische Mechanismus der
.,neuen“ BPD liegt weniger in der direkt lungenschadigenden Potenz aggressiver
atmungsunterstutzender Ma3nahmen als vielmehr in einem multifaktoriell bedingten Arrest der

physiologischen Lungenentwicklung 3°. Morphologisch manifestiert sich die unterbrochene

17



Alveolo- und Angiogenese in einer extremen alveolaren und vaskularen Hypoplasie und einem
konsekutiv verminderten Gasaustausch, wahrend die fibroproliferativen Veranderungen im

Vergleich zur ,klassischen® BPD deutlich milder ausgepragt sind 394°.

2.3.2 Definition der bronchopulmonalen Dysplasie

Klinische Definition und Diagnosekriterien der BPD unterliegen einem standigen Wandel
18284142 Die bis 2014 giiltige Leitlinie der Gesellschaft fir Neonatologie und Padiatrische
Intensivmedizin (GNPI) mit dem Titel ,Pravention und Therapie der bronchopulmonalen
Dysplasie Frihgeborener* orientiert sich an der Definition einer Konsensuskonferenz des US-
amerikanischen National Institute of Child Health and Human Development (NICHD) aus dem
Jahr 2001 #4142,

Hiernach wird die BPD als Bedarf einer Sauerstoffsupplementation, also einer erhohten
inspiratorischen Sauerstofffraktion (FiO2), Uber mindestens 28 Lebenstage definiert 224142,
Anhand einer Reevaluation des Therapiebedarfs zu einem festgelegten Zeitpunkt erfolgt eine

Schweregradeinteilung 24142,

Der Referenzzeitpunkt dafir ist das Erreichen eines
postmenstruellen Alters (PMA; Summe aus GA und postnatalem Alter) von 36 Wochen bzw.
die Entlassung aus der stationaren Behandlung, wobei der friher erreichte Zeitpunkt
ausschlaggebend ist #2341 |st nach vorheriger, mindestens 28-tagiger Beatmung an diesem
Zeitpunkt keine Sauerstofftherapie mehr erforderlich, spricht man von milder BPD 24!, Betragt

28,41

die bendétigte FiO, 22-29%, ist die Diagnose einer moderaten BPD zu stellen . Das

Vorliegen einer FiO2 230% und/oder einer CPAP- bzw. Beatmungstherapie definiert die

schwere BPD 241,

Bei Frihgeborenen >32 SSW ist der Referenzzeitpunkt fir die
Schweregradeinteilung auf den 56. Lebenstag bzw. die Krankenhausentlassung verschoben

(vgl. Abbildung 2) *®.

Die Definition der NICHD-Konsensuskonferenz ist unter anderem im Hinblick auf Objektivitat,
klinische Tauglichkeit und Pradiktion der Morbiditat umstritten 42444, Da nicht festgelegt wird,
wie der Sauerstoffbedarf zu ermitteln ist bzw. welcher Zielwert fir die Sauerstoffsattigung
gelten soll, sind bei Diagnosestellung und Schweregradeinteilung erhebliche Abweichungen
zwischen verschiedenen Neonatalzentren méglich . Ein standardisierter Raumlufttest mit
einem definierten Sattigungszielwert von 290%, wie ihn auch die Leitlinie der GNPI vorschlagt,

28,46

soll diese Variabilitat reduzieren Dariber hinaus erschweren neue

atmungsunterstitzende Verfahren, wie z.B. nasale high-flow-Kanllen, die eindeutige

47 Neuere Klassifikationen

Diagnosefindung und Klassifizierung gemals NICHD-Konsens
legen den Fokus verstarkt auf den Modus der Atmungsunterstitzung ’. Auch in Deutschland

werden in Zukunft sicherlich weitere Anpassungen der BPD-Definition erfolgen.
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Sauerstoffgabe >21% fiir > 28 Tage

.

BPD

Schweregradeinteilung am frither erreichten Zeitpunkt:

Zeitpunkt 1: PMA von 36 Wochen*
Zeitpunkt 2: Entlassung aus der stationdren Behandlung

*Gilt nicht fiir Kinder, die mit >32 SSW geboren werden. Hier erfolgt die
Schweregradeinteilung abweichend spétestens am 56. Lebenstag.

——

FiO, >230%
FiO, 21% FiO, 22-29% und/oder
CPAP/Beatmung
Milde Moderate
BPD BPD

Abbildung 2: Definition und Schweregrade der bronchopulmonalen Dysplasie. Unterscheidung
milder, moderater und schwerer bronchopulmonaler Dysplasie (BPD) entsprechend der in Deutschland
zuletzt gultigen Leitlinie. [Modifiziert nach: Gesellschaft fir Neonatologie und P&adiatrische
Intensivmedizin, Deutsche Gesellschaft fiir Kinder und Jugendmedizin. Pravention und Therapie der
bronchopulmonalen Dysplasie Friihgeborener. 2009. https://gnpi.de/leitlinien/ (zuletzt abgerufen am
20.01.2022). Abbildungsgenehmigung erteilt durch: GNPI.]

2.3.3 Atiologie der bronchopulmonalen Dysplasie
2.3.3.1 Krankheitsmodell

Die Atiopathogenese der BPD ist multifaktoriell und noch nicht liickenlos verstanden. Dem
aktuellen Krankheitsverstandnis zufolge ist die pulmonale Unreife Voraussetzung und
Ausgangspunkt der Erkrankung (vgl. 2.2) *2. Durch eine entziindliche Lungenschadigung und
andere schadigende Einflisse, die sowohl pra- als auch postnatal auf die unreife Lunge
einwirken (vgl. 0), kommt es zu einer Uberforderung ihrer Reparatur- und
Kompensationsmechanismen *. Eine Unterbrechung der physiologischen Lungenentwicklung

ist die Folge 2. Es resultieren die unten aufgefiihrten phanotypischen Merkmale.
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Risikofaktoren der bronchopulmonalen Dysplasie

Der wichtigste gesicherte Risikofaktor fur die Entwicklung einer BPD ist dem oben skizzierten
Krankheitsmodell entsprechend die Unreife des Frihgeborenen. Die entscheidenden
Parameter zur Einschatzung und Objektivierung dieser Unreife sind GA und Geburtsgewicht
(vgl. Tabelle 1) *. Sie gelten als die starksten Pradiktoren fiir eine BPD, was sich auch in der
Epidemiologie der Erkrankung widerspiegelt *2. So besteht eine inverse Korrelation zwischen
der Inzidenz und dem GA 8. Eine groRe prospektive Kohortenstudie im europdischen Raum
aus dem Jahr 2003 ermittelte bei Frihgeborenen <32 SSW eine BPD-Inzidenz von 10,5 bis
21,5% “®. Bei Geburt nach der 32. SSW hingegen wird die BPD kaum noch beobachtet 22, Die
inverse Beziehung ist auch innerhalb der Subgruppe der Frihgeborenen <28 SSW zu
erkennen. Wahrend bei einem GA von 28 SSW die Inzidenz der BPD ca. 23% betragt, liegt
sie bei einem GA von <23 SSW bei Uber 78% %32. Auch steigt der Anteil der schweren
Krankheitsverlaufe mit abnehmendem GA deutlich an (vgl. Abbildung 3) 2. Invers korreliert
ist die Inzidenz der BPD zudem mit dem Geburtsgewicht; je geringer dieses ist, desto héher
ist das Erkrankungsrisiko 8. Folglich gilt insbesondere ELBW als wichtiger Pradiktor fir die

Entwicklung einer BPD 2,

I =BPD

B = schwere BPD

Inzidenz in %
NN
o
| |

23 W.GA 28W.GA

Abbildung 3: Zusammenhang zwischen Gestationsalter und Inzidenz der bronchopulmonalen
Dysplasie. Inzidenz der bronchopulmonalen Dysplasie (BPD) bzw. der schweren BPD in % bei einem
Gestationsalter (GA) von 23 und 28 Wochen (W.). [Modifiziert nach: Kalikkot Thekkeveedu R, Guaman
MC, Shivanna B. Bronchopulmonary dysplasia: A review of pathogenesis and pathophysiology. Respir
Med. 2017;132:170-7. Abbildungsgenehmigung erteilt durch: Elsevier].

Neben dem Faktor der Frihgeburtlichkeit bzw. der kindlichen Unreife pradisponieren auch
genetische Faktoren fiir die Erkrankung an einer BPD “*°°. Die genetische Veranlagung ist
multifaktoriell und polygen definiert *°°°. Die weiteren relevanten Risikofaktoren kénnen in pra-

und postnatale unterteilt werden.
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Pranatale Risikofaktoren:

Ein pranataler Risikofaktor fir die BPD ist die intrauterine Wachstumsverzégerung (engl.
intrauterine growth restriction/lUGR) *#°"52 |UGR ist ein pathologischer Zustand, der definiert
wird als verminderte Wachstumsrate in Bezug auf das ethnien- und geschlechtsabhangige
Wachstumspotential des Fétus *3. Die Ursachen sind vielfaltig und umfassen u. a. Zustande
wie Praeklampsie, Plazentainsuffizienz und maternale Mangelernahrung *3. IUGR geht mit

einem beeintrachtigten Lungenwachstum einher und erhéht so die Suszeptibilitat fur eine BPD
32

Verschiedenen Studien zufolge erhéhen auch pranatale Infektionen im Sinne einer
Chorioamnionitis das Risiko fur eine BPD, wobei andere Untersuchungen die Bedeutung

dieses Risikofaktors in Frage stellen 32°4%¢,

Ein unumstrittener Risikofaktor hingegen ist der mutterliche Nikotinabusus. Kinder, deren
Miitter in der Schwangerschaft rauchen, erkranken signifikant haufiger an BPD °°°
Mechanistisch werden hier unter anderem eine Verminderung des vascular endothelial growth
factor (VEGF) und damit eine supprimierte Angiogenese (vgl. 2.3.4) sowie eine
Plazentadysfunktion diskutiert ®*¢'. Zudem erhéht mdtterliches Rauchen das Risiko fir

Frihgeburt, LBW und IUGR, jeweils starke eigenstandige Pradiktoren fiir die BPD (s.o.) 322,

Postnatale Risikofaktoren:

Als bedeutender postnataler Risikofaktor tragt eine intensive und/oder prolongierte
Sauerstofftherapie zur Entstehung der BPD bei ***!. Vor allem die kumulative Sauerstoffdosis
in den ersten Lebenswochen ist dabei ausschlaggebend 3. Der Zusammenhang zwischen
Sauerstofftoxizitat und BPD ist bereits seit der Erstbeschreibung der Krankheit bekannt 347,
Zwar ist eine Sauerstoffsupplementation meist eine unabdingbare therapeutische Malinahme,
um Frihchen mit respiratorischer Insuffizienz zu therapieren, jedoch resultiert die Exposition
gegeniiber Hyperoxie auch in verstarktem oxidativem Stress 3%, Uber die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species/ROS) werden Zellen und extrazellulare
Matrix (EZM) direkt geschadigt und daruber hinaus verschiedene Signalwege gestort, die unter
anderem die alveolo-kapillare Lungenentwicklung steuern 3223%¢ Erschwerend kommt hinzu,
dass bei Frihgeborenen die Aktivitdt antioxidativer Enzyme wie zum Beispiel der Katalase
oder Glutathionoxidase reduziert ist °>®°. Neben ihrer direkt schadigenden Auswirkung geht
die Hyperoxie auch mit der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und dem Influx von

56,67

Entziindungszellen einher Entzindung ist von essenzieller Bedeutung fur die
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Krankheitsentstehung und stellt die Endstrecke verschiedener Pathomechanismen dar . Auf

die Inflammation als Schlisselmechanismus wird noch gesondert eingegangen (vgl. 2.4).

Auch eine mechanische Beatmung, wie sie zum Beispiel im Falle eines IRDS oder einer
Pneumonie notwendig werden kann, erhéht das Erkrankungsrisiko *24'%8%° |nsbesondere ein
Volutrauma durch hohe forcierte Tidalvolumina begunstigt eine beatmungsinduzierte
Lungenschadigung (engl. ventilation induced Iung injury/VILIl), aber auch hohe
Beatmungsdriicke im Sinne eines Barotraumas kénnen hierzu beitragen 2. Surfactant-
Mangel und andere patientenindividuelle Faktoren pradisponieren zusatzlich fir
beatmungsinduzierte Schaden 2%, Neben dem mechanisch bedingten Schaden kommt es
auch bei der VILI zu einer Entzindungsreaktion mit Ausschittung proinflammatorischer
Mediatoren ">"". Durch die Etablierung lungenprotektiver Beatmungsverfahren hat die VILI als
Pathomechanismus heutzutage etwas an Bedeutung verloren, wohingegen sie bei der
,Klassischen® BPD neben der Sauerstofftoxizitdt noch den entscheidenden Risikofaktor
darstellte (vgl. 2.3.1) 18,

Wahrend der Stellenwert préanataler Infektionen fiir die Atiologie der BPD kontrovers diskutiert
wird (s.0.), zeigen klinische Studien eine eindeutige Assoziation zwischen postnataler Sepsis
und BPD %7273 Bei Neugeborenen wird zwischen early onset sepsis (EOS; <72 h postpartal)
und /ate onset sepsis (LOS; >72 h postpartal) unterschieden *. Zum Erregerspektrum der EOS
zahlen Streptokokken der Gruppe B und Escherichia coli, bei der LOS dominieren neben
Escherichia coli und anderen Enterobakterien Koagulase-negative Staphylokokken,
Staphylococcus aureus und Listeria monocytogenes . Mechanistisch kommt es auch bei der
Sepsis, die per definitionem eine systemische Entziindungsreaktion mit sich bringt, zu einer
inflammatorisch vermittelten Lungenschadigung und einer Stérung der physiologischen
postnatalen Organentwicklung *2. Oxidativer Stress sowie eine endotheliale und alveolare

Schéadigung spielen hier eine Rolle %232,

Neben den aufgeflhrten, besonders relevanten Risikofaktoren werden noch zahlreiche
weitere diskutiert. Es konnte beispielsweise eine Assoziation der BPD mit Flussigkeits-
Uberladung, aber auch mit starkem postpartalem Gewichtsverlust nachgewiesen werden ">7°.
Auch ein hamodynamisch-relevanter PDA wird teilweise als Risikofaktor genannt, wobei seine

Rolle in der Pathogenese der BPD noch nicht sicher geklart ist 327°.
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2.3.4 Pathophysiologie und Histopathologie der bronchopulmonalen Dysplasie

Das Krankheitsbild der BPD hat seit der Erstbeschreibung im Jahr 1967 einen deutlichen
Wandel durchlaufen, von dem auch Pathophysiologie und histomorphologisches Bild betroffen
sind. Auf die Unterschiede zwischen ,klassischer” und ,neuer‘ BPD wurde bereits an anderer
Stelle eingegangen (vgl. 2.3.1). Hier sollen grundlegende pathophysiologische Aspekte und
die resultierenden histopathologischen Veranderungen bei der ,neuen“ BPD dargestellt
werden. Auf die ,klassische“ BPD wird nicht gesondert eingegangen, da diese im Zuge des

medizinischen Fortschritts in der industrialisierten Welt stark an Bedeutung verloren hat.

Weil die Grenzen zwischen Atiologie und Pathophysiologie flieRend sind, wurden einige
Pathomechanismen schon im Kontext der zugehdrigen Risikofaktoren besprochen (vgl. 0). In
Bezug auf die Histopathologie ist zu beachten, dass diese nicht einheitlich ist, sondern
interindividuell verschieden 32. Zwar lassen sich gemeinsame Hauptmerkmale identifizieren,

diese kénnen aber jeweils mehr oder weniger stark ausgepragt vorliegen 2.

Unterbrechung der Alveologenese:

Besonders gekennzeichnet ist die ,neue” BPD durch eine homogene, stark ausgepragte
alveolare Rarefizierung infolge einer partiellen bis totalen Unterbrechung der azinaren
Entwicklung “**"7". Die Septierung bleibt unvollstandig, weshalb die Alveolenanzahl stark
reduziert ist und wenige groRe, emphysemartige Alveolen das Bild bestimmen “**'"7 Die
folglich verminderte gesamtalveolare Oberflache (alveolar surface area) manifestiert sich in

einem beeintrachtigten alveolo-kapillaren Gasaustausch 87°.

Gestorte Vaskularisation:

Die Alveologenese ist eng mit der mikrovaskularen Entwicklung gekoppelt ', Als wichtiger
Prozess der sekundaren Septierung Ubernimmt die Angiogenese gewissermafien eine
Treiberfunktion fir Lungenwachstum und Alveolenbildung 8%, Bei der BPD ist die vaskulare
Entwicklung hochgradig gestort *'8'%% Es finden sich Beeintrachtigungen in Signalwegen
wichtiger Angiogenesefaktoren, insbesondere des essenziellen VEGF 2%, VEGF wirkt als
Mitogen und Uberlebensfaktor fiir Endothelzellen und damit proangiogenetisch ®. Neben der

Neubildung steuert VEGF zudem den Umbau von BlutgefaRen 2.

Histologisches Korrelat der gestorten vaskularen Entwicklung bei der BPD ist eine Reduktion
der pulmonalen Kapillaren und interazinaren Arterien 8. Zusatzlich zu diesem quantitativen

Aspekt liegen strukturelle Veranderungen der Gefale vor. Neben einer insgesamt abnormen
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GefalBmorphologie ist hier insbesondere eine Proliferation glatter Muskelzellen sowie die
Zunahme von Fibroblasten bzw. Myofibroblasten in der Media kleiner pulmonaler Arterien und

8 Funktionell hat dies einen erhdhten GefaRwiderstand und eine

Arteriolen auffallig
herabgesetzte vaskulare Compliance zur Folge, was die Entstehung einer pulmonalen

Hypertonie im Laufe des Lebens begiinstigen kann %2,

Umbau der extrazellularen Matrix (EZM):

Obwohl bei der ,neuen“ im Vergleich zur ,klassischen® BPD alveolare und vaskulare
Simplifizierung gegenuber der Fibroproliferation in den Vordergrund ricken (vgl. 2.3.1),
bleiben Veranderungen der EZM ein Kernaspekt der Erkrankung *". In der Lunge setzt sich
das dreidimensionale Faserwerk der EZM hauptsachlich aus verschiedenen Kollagenen und
Elastin zusammen 2%, Die EZM ist aber nicht allein als mechanisches Gerlst zu verstehen,
sondern als dynamisches Element mit vielfaltigen biologischen Funktionen. So sind Zell-
Matrix-Interaktionen unerlasslich fiir die Steuerung des normalen Lungenwachstums 8688 Wie
schon bei der Vaskularisation ist daher auch bei Pathologien der EZM der negative Effekt auf

die fortlaufende Alveolarisierung zu bericksichtigen.

Die ,neue” BPD ist gepragt durch dysregulierte Kollagenablagerungen mit der Folge einer
diffusen interstitiellen Fibrose und einer Verdickung der alveolaren Septen *>""#_ Hinzu kommt
eine abnorme Organisation der elastischen Fasern mit einer Vermehrung des subepithelialen

77,86,87

elastischen Gewebes . Die gestoérte Architektur wirkt sich in Kombination mit dem

insgesamt erhdhten Kollagen/Elastin-Quotienten negativ auf die Compliance der Lunge aus
86,89

Far die Alterationen der EZM ist unter anderem ein Ungleichgewicht von Proteasen (z.B. der
Matrix-Metalloproteinasen/MMPs) und Protease-Inhibitoren verantwortlich . Zudem sind
verschiedene profibrotische Signalwege aktiviert %!, Weiterhin finden sich bei der BPD
Veranderungen der pulmonalen Fibroblastenpopulation 2. Fibroblasten sind eine heterogene
Gruppe interstitiell bzw. perivaskular lokalisierter mesenchymaler Zellen, die je nach
Differenzierung unterschiedlichste Funktionen Gbernehmen kénnen . Lipofibroblasten z.B.
erhalten die Homdostase der ATII-Zellen und tragen zur Surfactant-Synthese bei %°.
Myofibroblasten hingegen synthetisieren Kollagen und werden mit Fibrose in Verbindung
gebracht *%, Bei der BPD ist eine Akkumulation ebendieser profibrotischen Myofibroblasten

zu beobachten %%,
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Dysregulierte Wachstumsfaktorsignalwege:

Wachstumsfaktoren  steuern als endogene  Signalmolekile  Organentwicklung,
Gewebeneubildung, Regeneration und Wundheilung %', Bei der BPD, die durch eine
Unterbrechung des physiologischen Lungenwachstums charakterisiert ist, sind Signalwege

wichtiger Wachstumsfaktoren verandert 327519,

Neben VEGF (s.o0.) betrifft das gestorte Wachstumsfaktor-signaling insbesondere den
19,90,91,101

transforming growth factor B (TGF-B) . Die verschiedenen TGF-B-Subtypen sind
essenziell fur die physiologische Lungenentwicklung und kdnnen konzentrationsabhangig
profibrotisch, proinflammatorisch und proapoptotisch wirken 2192193 Sowohl im Tiermodell der
Hyperoxie-induzierten Lungenschadigung als auch im Trachealaspirat von BPD-Patienten ist

die TGF-B-Expression erhoht 199091,

Weiterhin ist bei der BPD der Signalweg des platelet derived growth factor (PDGF)
runterreguliert '°*'%, PDGF steuert die Migration von Myofibroblasten und die gezielte
Ablagerung von Elastin im Bereich der designierten Sekundarsepten "% Somit ist ein
ungestorter PDGF-Signalweg Voraussetzung fir eine regelrechte Alveologenese und

Lungenentwicklung "%41%,

Nicht weniger bedeutsam fir die pulmonale Entwicklung ist der fibroblast growth factor (FGF),
der Proliferation, Differenzierung und Migration von Fibroblasten reguliert und zudem die

Angiogenese in der Lunge fordert 7. Auch der FGF-Signalweg ist bei der BPD dysreguliert
107

Gesteigerte Apoptose:

Das gestorte Lungenwachstum bei der BPD geht auch auf eine verstarkte Apoptose zurtick
32108 Diese ist multifaktoriell bedingt. Sauerstofftoxizitat, mechanische Beatmung,
Entziindung, Strukturstdrungen der EZM und dysregulierte Wachstumsfaktorsignalwege (u.a.
TGF-B) wurden als proapoptotische Reize bei der BPD identifiziert 1*'%""" |nsbesondere ATII-

Zellen sind von der gesteigerten Apoptose betroffen und in ihrer HomoOostase gestort
56,109,110,112,113

Pulmonale Inflammation:

Neben den genannten Aspekten nimmt eine pulmonale Entzindungsreaktion eine
Schliisselrolle in der Pathophysiologie der BPD ein **%""'2_|In den Lungen erkrankter Kinder

manifestiert sie sich durch die Einwanderung und Aktivierung von Entziindungszellen sowie
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die resultierende Ausschiittung proinflammatorischer Mediatoren 2. Es folgen schadigende
Effekte, die die physiologische Lungenentwicklung beeintrachtigen. Bisher ist die pulmonale
Inflammation bei der BPD in ihren genauen biologischen Mechanismen noch unzureichend
verstanden. Sie soll im Fokus dieser Arbeit stehen und wird daher in einem eigenen Abschnitt

ausfuhrlich charakterisiert und im Hinblick auf die Forschungsfrage eingeordnet (vgl. 2.4).

Wichtige Aspekte der Pathophysiologie sowie der Atiologie der BPD werden in Abbildung 4

zusammengefasst.
Prinatale Risikofaktoren: Pridisposition: Postnatale Risikofaktoren:
IUGR Friihgeburt Mechanische Beatmung
Miitterliches Rauchen LBW Unreife Sauerstoff
Chorioamnionitis Genetik Sepsis

Umbau der EZM: \

Unterbrechung der abnorme Architektur der elastischen Fasern,
Alveologenese: dlffuse Fibrose
alveoldre Rarefizierung

Gestelgerte Apoptose

Gestorte Vaskularisation:
Gefallsimplifizierung,
abnorme GefaBmorphologie

Dysregullerte
Wachstumsfaktorsignalwege
(VEGF, TGF-, PDGF, FGF)

Pulmonale Inflammation:

Proinflammatorische Mediatoren, Makrophagenaktivierung

Gestortes Lungenwachstum
Beeintrachtigter Gasaustausch
Erhohter GefaBwiderstand/pulmonale Hypertonie
Reduzierte pulmonale Compliance
Gestorte Immunfunktion der Lunge

Abbildung 4: Zusammenfassung von Atiologie und Pathophysiologie der bronchopulmonalen
Dysplasie. Abklrzungen: IUGR = intrauterine growth restriction, LBW = low birth weight, EZM =
extrazellulare Matrix, VEGF = vascular endothelial growth factor, TGF-f3 = transforming growth factor B,
PDGF = platelet derived growth factor, FGF = fibroblast growth factor. [Modifiziert nach: Hilgendorff A,
O'Reilly MA. Bronchopulmonary dysplasia early changes leading to long-term consequences. Front Med
(Lausanne) 2015; 2: 2.]
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2.3.5 Kilinisches Bild der bronchopulmonalen Dysplasie

Die BPD manifestiert sich klinisch durch Einschrankungen der pulmonalen und
kardiovaskularen Funktion, die haufig bis ins Erwachsenenalter nachweisbar sind 2"''*15 Da
der Fokus der Arbeit auf der Pathophysiologie liegt, wird die klinische Prasentation der BPD

nur kurz dargestellt.

Bei der BPD kommt es zu einem beeintrachtigten Gasaustausch 8. Ursachen hierfiir sind die
oben beschriebene alveolo-kapillare Hypoplasie, die Verdickung der interalveolaren Septen

und ein unginstiges Ventilations-Perfusions-Verhaltnis (vgl. 2.3.4) '°.

Der gestorte
Gasaustausch hat eine Hypoxamie und Hyperkapnie zur Folge und aufert sich bei betroffenen
Neugeborenen in Form klinischer Dyspnoezeichen ">''6. Atemfrequenz und -minutenvolumen
sind erhoht, sodass in Kombination mit der reduzierten Compliance der Lunge eine erheblich
gesteigerte Atemarbeit geleistet werden muss ">'"®. Schwer betroffene Kinder sind haufig
lange auf eine Sauerstofftherapie angewiesen, teilweise sogar Uber das zweite Lebensjahr

hinaus "7

. Weiterhin pragt eine variabel ausgepragte Atemwegsobstruktion das klinische Bild
der BPD . Griinde fiir die Obstruktion kénnen ein interstitielles Lungenédem aufgrund einer
erhéhten vaskuldren Permeabilitat und eine bronchiale Hyperreagibilitat sein ''8. Teilweise
werden bei BPD-Patienten anfallsartige obstruktive Episoden mit Zyanose beobachtet .
Klinisch relevant ist auch der erhéhte pulmonale GefalRwiderstand bei der BPD (vgl. 2.3.4). Es
kann zu pulmonaler Hypertonie und in schweren Fallen zur Ausbildung eines Cor pulmonale

kommen, was mit einer erheblichen Mortalitdt verbunden ist 7>''°.

Glucklicherweise kommt es nach der Neonatalperiode in den meisten Fallen zu einer
langsamen Besserung der Lungenfunktion #'°  Nur sehr selten ist eine
Sauerstoffsupplementation nach dem zweiten Lebensjahr notwendig ''". Die Patienten, die die
kritische Fruhphase der Erkrankung Uberleben, sind im Schul- und Erwachsenenalter meist
leistungsfahig und in ihren Aktivitaten nur wenig eingeschrankt 2''°. Nachweisbar bleiben die
Auswirkungen der BPD id.R. aber noch lange '°'  ZB. kénnen in der
Lungenfunktionsuntersuchung haufig bis zur Adoleszenz und darlber hinaus air trapping und
eine Limitation des Atemflusses nachgewiesen werden ''°. Auch klinisch apparente, Asthma-
ahnliche Phanotypen und eine anhaltend reduzierte Leistungsfahigkeit kommen vor '*°.
Zudem ist vor allem in den ersten Lebensjahren die (Re-)Hospitalisierungsrate bei BPD-

t 121

Patienten erhoh . Die pulmonale Reserve ist gering, sodass Atemwegsinfektionen,

21 Neben den genannten respiratorischen

insbesondere mit RSV, oft schwer verlaufen
Aspekten ist die BPD auch mit einer beeintrachtigten neurokognitiven Entwicklung assoziiert,
die sich in Einschrankungen des Spracherwerbs, der Motorik oder des Intelligenzquotienten

auBern kann 22123,
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Es gilt zu berlcksichtigen, dass die Erkenntnisse Uber die Langzeitfolgen der BPD sich zu
groRen Teilen auf die ,alte* BPD beziehen, wahrend fiur die ,neue“ Form verlassliche

Langzeitdaten bisher fehlen ''°.

2.3.6 Praventive und therapeutische Optionen bei bronchopulmonaler Dysplasie

Da die Therapieoptionen bei der BPD sehr limitiert sind, liegt ein besonderes Augenmerk auf
der Pravention der Erkrankung. Viele der hierfir relevanten Ma3nahmen ergeben sich aus

den Risikofaktoren und wurden zum Teil bereits angesprochen (vgl. 0).

Da eine Beatmungstherapie das Risiko fiir eine BPD erhoht (vgl. 0), kommt der Vorbeugung
eines IRDS und der Vermeidung einer mechanischen Ventilation ein groRRer Stellenwert in der
Pravention der Erkrankung zu. Bei drohender Frihgeburt kann eine frihzeitige GK-Gabe an
die Schwangere (Betamethason oder Dexamethason min. 24 h vor der Geburt) das Risiko fur
ein IRDS und eine Beatmungstherapie senken und auch die neonatale Gesamtmortalitat
reduzieren '°. Ob durch die Lungenreifeinduktion mit GK auch die BPD-Rate gesenkt wird, ist

allerdings noch nicht eindeutig geklart '>22,

Teilweise lasst sich ein IRDS nicht verhindern. Eine friihestmdgliche Surfactant-Gabe ist dann
entscheidend, um das BPD-Risiko zu minimieren '?*. Standard war hierbei lange Zeit die
Surfactant-Applikation via Endotrachealtubus bei gleichzeitiger mechanischer Beatmung '%°.
Mit der LISA wurde in KoIn in den 2000er-Jahren ein schonenderes Verfahren entwickelt, bei
dem Surfactant Uber eine dinne Kanulle dem spontan atmenden, lediglich mittels nasalem
CPAP unterstiitzten Kind verabreicht wird '?°. Die Methode erfordert weder maschinelle

Beatmung noch Analgesie oder Sedation und kann die kindliche Mortalitat senken '?°.

In Bezug auf die mechanische Ventilation empfiehlt die BPD-Leitlinie eine insgesamt restriktive
Indikationsstellung und die Bevorzugung einer friinzeitigen nasalen CPAP-Therapie ?. Ist eine
invasive Beatmung nicht zu vermeiden, kénnen lungenprotektive Einstellungen das Risiko fur

eine BPD senken %

. Eine volumenkontrollierte Beatmung unter Verwendung niedriger
Hubvolumina und eines PEEP (positive end-expiratory pressure) hat sich als besonders

schonend erwiesen '%’.

GK kommen in der Prophylaxe der BPD nicht nur pranatal zur Lungenreifeinduktion, sondern
auch postnatal zum Einsatz. Es wird angenommen, dass postnatale GK die Lungenfunktion
durch eine Hemmung der pulmonalen Inflammation und eine Reduktion der
Gefalpermeabilitat glinstig beeinflussen 2%, Durch die systemische Gabe von Dexamethason
innerhalb der ersten beiden Lebenswochen kann die BPD-Rate gesenkt und die Rate

128,129

erfolgreicher Extubationen erhoéht werden . Schwerwiegende Nebenwirkungen wie
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Hyperglykédmie, Hypertonie oder gastrointestinale Perforationen limitieren den systemischen
Einsatz von GK 2¢'2129 Der Nutzen inhalativer GK als nebenwirkungsarme Alternative ist

noch umstritten 28130131,

Bei ELBW-Kindern kann die BPD-Inzidenz darUber hinaus durch eine Verabreichung von
Koffein innerhalb der ersten Lebenstage sowie durch intramuskulare Vitamin-A-Injektionen

gesenkt werden 132133,

Eine generelle Empfehlung zum medikamentésen oder interventionellen PDA-Verschluss
spricht die Leitlinie nicht aus, da der positive Einfluss auf die Inzidenz der BPD als nicht

hinreichend gesichert gilt 221%*,

Hat sich die BPD einmal manifestiert, sind die Behandlungsoptionen auf symptomatische
Therapien und MalRnahmen zur Vermeidung von Komplikationen beschrankt. Eine wichtige
Therapiesaule ist die Sauerstofftherapie 28. Zwar ist Sauerstoff selbst ein wichtiger Faktor in
der Krankheitsentstehung (vgl. 0), jedoch macht eine Hypoxamie aufgrund des
beeintrachtigten Gasaustauschs die Sauerstoffgabe haufig erforderlich 28. Teilweise muss
auch eine langerfristige Heim-Sauerstofftherapie erfolgen '*. Die Sauerstoffsupplementation
hat die Vermeidung einer pulmonalen Hypertension aufgrund einer hypoxischen
Vasokonstriktion und die Sicherstellung eines normalen somatischen Wachstums zum Ziel %2,
Zur Gewahrleistung einer adaquaten postnatalen Gewichtszunahme ist auch eine
hochkalorische Diat empfohlen, durch die der erhdhte Kalorienbedarf der BPD-Patienten

angesichts der gesteigerten Atemarbeit kompensiert werden soll 2.

Als symptomatische MaRnahmen kdnnen leitliniengerecht weiterhin Diuretika bei Vorliegen
eines Lungenédems sowie Bronchodilatatoren bei obstruktiver Symptomatik eingesetzt
werden 2. Nebenwirkungen der medikamentésen Therapie missen natiirlich beriicksichtigt
werden 2813 Tritt eine pulmonale Hypertonie als Komplikation der BPD auf, muss diese

fachgerecht behandelt werden .

Eine Heilung der BPD ist mit den aufgezahlten Therapieoptionen nicht mdglich. Zwar gibt es
vielversprechende neue therapeutische Ansatze wie z.B. die Anwendung von Elastase-
Inhibitoren zur Verbesserung der Alveolenbildung oder eine Therapie mit mesenchymalen
Stammzellen, diese befinden sich allerdings noch im experimentellen Stadium %°'%'37 Neue
zielgerichtete Behandlungen missen entwickelt werden, um in Zukunft der hohen Morbiditat,
die durch die BPD verursacht wird, zu begegnen. Um gezielt auf die pathophysiologischen
Prozesse Einfluss nehmen zu koénnen, ist ein besseres Verstandnis der Pathogenese

vonnaoten.
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24 Entzindung - Ein Schliisselmechanismus in der Pathogenese der
bronchopulmonalen Dysplasie

Entzindung kann vereinfacht als Reaktion des Organismus auf eine Infektion oder

138

Gewebeschadigung definiert werden °. Malgeblich beteiligt an dieser Reaktion sind

Entzindungszellen, bei denen es sich hauptsachlich um rekrutierte Blutzellen und

gewebsstandige Immunzellen handelt '3,

Daruber hinaus sind bei Entzindungen
verschiedene |6sliche Faktoren wie das Komplementsystem, Zytokine oder Immunglobuline

involviert 38,

Inflammation ist ein immens wichtiger Faktor in der Entstehung diverser Krankheiten . Was
haufig vernachlassigt wird, ist die Bedeutung von Entztiindungsprozessen fir physiologische
Vorgange wie Wundheilung und Organentwicklung '*4'%° Untersuchungen der murinen Lunge
zeigen, dass in den unterschiedlichen Phasen der Lungenentwicklung jeweils andere
Immunzellpopulationen dominieren '*°. Dies deutet darauf hin, dass Entziindungszellen und
ihr genau abgestimmtes Zusammenspiel Grundlage flr eine normale pulmonale Entwicklung

139

sind Wahrend die spate embryonale Phase durch spezialisierte Makrophagen

gekennzeichnet ist, sind postnatal dendritische Zellen, Granulozyten, Lymphozyten und neue,

139 Letztere steuern

heterogene Makrophagensubtypen in der Lunge vorzufinden
Gewebeumbau und Angiogenese und gelten daher als besonders wichtig fur die regulare

Lungenentwicklung "°.

Die potenziell schadigenden Auswirkungen von Inflammation werden am Beispiel der BPD
ersichtlich. Es ist unumstritten, dass Entziindungsprozesse von ibergeordneter Bedeutung fur
die Pathogenese der BPD sind 2375100112140 Der schiitzende Effekt inflammationshemmender
Interventionen im Tiermodell unterstreicht die pathophysiologische Schliisselrolle '3, Die
bei der BPD beobachtete pulmonale Inflammation wird durch verschiedene infektidse und

144

nichtinfektiose Noxen bzw. Risikofaktoren hervorgerufen Teilweise wird die

lungenschadigende Wirkung dieser Noxen auch erst durch die induzierte Entziindung
vermittelt. Wichtige nichtinfektidse Treiber der Inflammation sind Hyperoxie und mechanische

56,67,70,71

Beatmung . Infektidés verursachte Zustande, die mit einer pulmonalen Entziindung

einhergehen, sind Pneumonie und Neugeborenensepsis (vgl. 0) 325674145

Die Einwirkung der Noxen hat eine pulmonale Freisetzung entziindungsférdernder Zytokine
und anderer Signalmoleklle aus Alveolarmakrophagen (AM), AEC, Fibroblasten und

"2 Hierzu passt, dass erhdhte Konzentrationen verschiedener

Endothelzellen zur Folge
proinflammatorischer Mediatoren im respiratorischen Sekret Neugeborener mit der
Erkrankung an BPD assoziiert sind '*¢'%°, Gezeigt wurde dieser Zusammenhang unter

anderem fur Interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8 sowie fir C-X-C motif chemokine ligand (CXCL) 10
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(vgl. 2.4.2) &9 Entziindunghemmende Zytokine zeigen sich bei der BPD hingegen
vermindert *'. Das entstehende Ungleichgewicht pro- und antiinflammatorischer Stimuli
mundet in einer dysregulierten und anhaltenden Entzindungsreaktion, welche die Lunge
schadigt und ihr Wachstum hemmt #'.

Teilweise kdnnen die proinflammatorischen Zytokine die Lunge durch Apoptoseinduktion

112

direkt schadigen, so z.B. der Tumor-Nekrosefaktor a (TNF-a) ''“. Einen Grofteil ihrer

entzindungsférdernden Wirkung entfalten sie jedoch Uber Chemotaxis, d.h. indem sie die

112,145

Einwanderung von Entziindungszellen férdern . Far die BPD wurden bereits zahlreiche

relevante chemotaktische Faktoren identifiziert, z.B. IL-8 47150

Aufgrund seiner
chemotaktischen Potenz und hohen Expression in der BPD gerat neuerdings CXCL10

vermehrt in den Fokus (vgl. 2.4.2) ',

Die pradominanten Entzindungszellen bei der BPD-assoziierten Inflammation sind
neutrophile Granulozyten (NGZ) und Makrophagen 2", Der Influx von NGZ in die Atemwege
kennzeichnet vor allem die Frihphase des Entziindungsgeschehens und beginnt beinahe
unmittelbar nach dem Einsetzen der Noxe (z.B. der mechanischen Beatmung) '**'°2. Durch
die Bildung von ROS und die Freisetzung von Proteasen, z.B. Elastase und Kollagenase,

greifen NGZ das Gewebe an und tragen so zur inflammatorischen Lungenschadigung bei
144,153

Fir die Pathophysiologie der BPD noch bedeutender als die NGZ scheinen die Makrophagen
zu sein "1 |nre stark gesteigerte Aktivierung und Migration in die Lunge folgt mit kurzer
Verzogerung auf die Einwanderung der NGZ . Wahrend die NGZ-Zahl wieder abnimmit,
bleibt eine massive Vermehrung intrapulmonaler Makrophagen wahrend der gesamten BPD-
assoziierten Inflammation nachweisbar '*°. Dies deutet darauf hin, dass die Makrophagen die

pulmonale Entziindung bei der BPD maRgeblich aufrechterhalten und antreiben 45",

241 Die Rolle der Makrophagen in der pulmonalen Inflammation bei der

bronchopulmonalen Dysplasie

Makrophagen gehéren dem mononukleédren-phagozytaren System an %1% Sie sind ein
wichtiger Bestandteil des Immunsystems und vielseitige Akteure in den verschiedensten
Entziindungsprozessen. |hre Aufgaben umfassen die Abwehr und Phagozytose von
pathogenen Mikroorganismen sowie die Degradation von Zelltrimmern und Tumorzellen
19415 Darliber hinaus Uben sie eine essenzielle koordinierende Funktion aus, indem sie
154,156

sowohl mit Zellen des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems interagieren

Auch bei wichtigen Entwicklungsprozessen spielen Makrophagen eine Rolle; z.B. sind sie an
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der BlutgefaR-, Knochen und Lungenentwicklung beteiligt (s.0.) "**'°%%1%7_In der Lunge kdnnen
aus dem Dottersack abstammende, ortsstdndige Makrophagen von solchen aus der
myeloischen Zelllinie abgegrenzt werden, die im Rahmen von pathologischen Prozessen

verstarkt aus der Blutbahn rekrutiert werden %7,

Angeregt durch verschiedene Zytokine und das sie umgebende Milieu durchlaufen
Makrophagen eine Polarisierung und koénnen dann spezifische Effektorfunktionen
Ubernehmen 541158 | ange wurde hierbei in Analogie zum T-Helfer-Zell-System ein streng
dichotomes Modell vertreten, das in Abhangigkeit vom Aktivierungsweg M1- und M2-
Makrophagen unterschied "' Diesem Konzept zufolge sind M1-Makrophagen auf
Pathogen- und Tumorabwehr spezialisiert und setzen proinflammatorische Zytokine frei,
wahrend M2-Zellen unter anderem zur Regeneration und zum Umbau des Gewebes beitragen
und modulierend auf die Entziindung einwirken . Die strikte Dichotomie dieser Theorie gilt
inzwischen als Uberholt; d.h. Phanotypen und Aktivierungswege der Makrophagen sind in der
Realitat deutlich heterogener '°. Aus Griinden der Einfachheit und Verstandlichkeit sollen die
Bezeichnungen M1 und M2 fir die folgenden Ausfihrungen nicht komplett verworfen werden.
Stattdessen soll von M1- und M2-ahnlichen Makrophagen gesprochen werden, wohlwissend,

dass hierunter jeweils verschiedene vielfaltige Subtypen subsummiert werden.

Wie oben dargestellt ist die BPD-assoziierte Entzindung durch eine starke Akkumulation von
Makrophagen gekennzeichnet '*''. Teilweise sind die Mechanismen, durch die die
Makrophagen das Entziindungsgeschehen bei der BPD beeinflussen, schon bekannt. Durch
die Sekretion von Zytokinen wie IL-1, IL-6 und TNF-a erzeugen sie ein proinflammatorisches
Milieu . Ihr Sekretom lockt weitere Entziindungszellen an und stort die Homoostase der AEC
43 Zudem sind sie wie NGZ in der Lage, das Gewebe durch Proteasen und ROS anzugreifen
145, Die genaue pathophysiologische Rolle der Makrophagen in der BPD ist mutmaRlich aber

deutlich komplexer und noch zu grofRen Teilen unklar.

Eine Vorarbeit unserer Arbeitsgruppe (Hirani et al.) hat daher die Bedeutung der Entziindung
und die Rolle der Makrophagen in der BPD untersucht . Hierbei konnte in der
experimentellen BPD durch Transkriptomanalyse mithilfe eines in-silico-Verfahrens eine M1-
ahnliche Makrophagensignatur nachgewiesen werden, die auch in vivo bestéatigt wurde 3.
Durch eine auf der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) basierende
Signalweganalyse wurden zudem die zehn meistregulierten Signalwege in der BPD
identifiziert 3. Das Interaktom der differentiell regulierten Gene, die in diesen Signalwegen
reprasentiert sind, zeigt, dass bei der BPD vor allem inflammatorische Signalwege reguliert
sind und unterstreicht somit erneut den Stellenwert der Entziindung fur die Pathogenese der

Erkrankung '*. Mithilfe funktioneller Netzwerke wurden weiterhin die wichtigsten
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Knotenpunkte in diesen Signalwegen ermittelt 3. Fast alle der zentralen differentiell
regulierten Gene sind Chemokine, die mit der Makrophagenfunktion in Verbindung stehen'.

Eines dieser Gene ist Cxcl10 '*3.

2.4.2 C-X-C motif chemokine ligand 10

CXCL10, auch bekannt als interferon-y inducible protein 10 (IP-10), zahlt zu den Chemokinen
10 Die Chemokine sind eine Gruppe strukturell verwandter Signalmolekiile mit niedrigem
Molekulargewicht (ca. 8-14 kDa), die ihre Effekte Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
vermitteln '®*. Chemokine wirken auf viele verschiedene Kérperzellen ein und sind an diversen
biologischen Prozessen beteiligt '*'-'®*. Die Hauptwirkung der Chemokine liegt in der Induktion
der Immunzellmigration '®'. Damit haben sie eine wichtige Funktion in der Steuerung von

16

Immunsystem und Entziindungsprozessen inne '®'. Wie oben dargestellt sind Chemokin-

Signalkaskaden die am stérksten regulierten Signalwege in der experimentellen BPD '3,

CXCL10 wird durch das gleichnamige Gen kodiert '®°. Seine Expression ist stark induzierbar
15, Der wichtigste Induktor von CXCL10 ist Interferon-y (IFN-y) 185 Zusatzlich zu dieser
induzierbaren Expression wird CXCL10 in verschiedenen Geweben auch konstitutiv exprimiert
165, Gebildet und sezerniert wird CXCL10 durch Makrophagen und viele andere Zelltypen '°°.
Als Ligand des membranstandigen CXCR3-Rezeptors vermittelt es eine Vielzahl
unterschiedlicher Effekte, von denen viele noch unbekannt sind %1% Zwei erforschte Effekte
sind besonders hervorzuheben:

- Proinflammatorisch: CXCL10 wirkt chemotaktisch auf  verschiedene

15, Neben T-Lymphozyten und natirlichen Killerzellen werden

Entzindungszellen
insbesondere Makrophagen bzw. Monozyten via CXCL10 rekrutiert . Hierbei wird
speziell die Chemotaxis der proinflammatorischen, M1-ahnlichen Makrophagen
gefoérdert, die sich auch vermehrt bei der BPD-assoziierten Entzindung finden
143,165,167.

- Angiostatisch: Sowohl in vivo als auch in vitro konnte gezeigt werden, dass CXCL10
die Angiogenese hemmt '%'%°  Mechanistisch wird eine gestérte Chemotaxis von

Endothelzellen als Ursache fiir die gehemmte Neovaskularisation vermutet 7.

Fir CXCL10 wird entsprechend seines bekannten biologischen Wirkprofils eine Schlisselrolle
in  verschiedenen Erkrankungen ~ angenommen, die  durch eine  starke
Entzindungszellmigration und/oder eine gehemmte Angiogenese charakterisiert sind. COPD
und Praeklampsie sowie Autoimmunkrankheiten wie Diabetes mellitus Typ 1 oder die

Hashimoto-Thyreoiditis sind nur einige von vielen Beispielen '©'%*"! Auch fiir die BPD, bei
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der Inflammation und gestdrte Angiogenese zu den wichtigsten Pathomechanismen zahlen

(vgl. 2.3.4), kann eine Mitwirkung von CXCL10 an der Krankheitsentstehung vermutet werden.

Stark untermauert wird diese Annahme durch Messungen der CXCL10-Level im
Trachealaspirat und Serum Frihgeborener. Bei Kindern mit BPD ist die Expression von
CXCL10 deutlich erhoht %172 Die erhéhte Expression ist auch im Tiermodell der Hyperoxie-
induzierten Lungenschadigung nachweisbar '”®. Die oben aufgefiihrte Signalweganalyse von
Hirani et al. hebt die Schliisselrolle von CXCL10 weiter hervor 3. Wahrend CXCL10 schon
jetzt als Biomarker fur die BPD genutzt werden kann, ist das Verstandnis seiner genauen
funktionellen Rolle in der Erkrankung aber noch unzureichend %172, Auch die physiologischen
Wirkungen von CXCL10 mussen noch weiter erforscht werden, um seine biologische
Bedeutung ganzheitlich und auch abseits von Krankheitsprozessen zu verstehen. Ein
besseres, umfassenderes Verstandnis der funktionellen Rolle von CXCL10 soll helfen,

zielgerichtete Therapien fur die BPD zu entwickeln.
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2.5 Fragestellung der Arbeit

Eine gestorte alveolo-kapillare Entwicklung, ein Remodeling der EZM und eine gesteigerte
Apoptose kennzeichnen die BPD (vgl. 2.3.4) 327>, Malgeblicher Pathomechanismus der
Erkrankung ist eine pulmonale Entzindungsreaktion, die vor allem durch die Einwanderung
und Aktivierung von Makrophagen gekennzeichnet ist (vgl. 2.4) ''2'%5151 |n Trachealaspiraten
von BPD-Patienten sowie im Tiermodell der Hyperoxie-induzierten Lungenerkrankung zeigt
sich eine verstarkte Expression des proinflammatorischen CXCL10 172173 Djeses hat einen
ausgepragten chemotaktischen Effekt auf Makrophagen und wirkt au3erdem angiostatisch
(vgl. 2.4.2) 165,168,169

Hieraus ergibt sich fir die vorliegende Arbeit folgende Hypothese:

CXCL10 tragt durch eine Forderung der Inflammation und eine Hemmung der
Angiogenese zur Hyperoxie-induzierten Lungenerkrankung der
neugeborenen Maus als Modell der BPD bei. Eine Defizienz von CXCL10 wirkt

sich positiv auf den Phanotyp aus.

rcxcmo ]"1 : exeL1 j
Makrophagenmﬂux T ophagemnﬂux l
Angiogenese | Angiogenese T
Inﬂammatlon i Inﬂammatlon l

Storung des Lungenwachstums Lungenwachstum 1
BPD Verbesserter Phinotyp

Abbildung 5: Hypothese zur funktionellen Rolle von CXCL10. Links: vermutete Effekte von CXCL10
in der Pathogenese der bronchopulmonalen Dysplasie (BPD) bzw. der Hyperoxie-induzierten
Lungenerkrankung der neugeborenen Maus. Rechts: hypothetischer protektiver Effekt einer CXCL10-
Defienz.

Zur Uberpriifung der Hypothese wird das murine BPD-Modell der Hyperoxie-induzierten
Lungenerkrankung herangezogen '"*. Um gezielt die Auswirkungen einer CXCL10-Defizienz
zu untersuchen, werden im Tiermodell Wildtyp-Mause und Cxcl/10-Knockout-Mause

gegenulbergestellt (vgl. 3.2.2).
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Zuerst soll die Phase der akuten Lungenschadigung durch die Hyperoxie betrachtet werden
(entspricht P14, vgl. Abbildung 6), um in Hinblick auf die Hypothese folgende

Forschungsfragen zu beantworten:

1) Schitzt die CXCL10-Defizienz wahrend der Schadigung durch die Hyperoxie vor einer
Stérung des alveolaren Wachstums, des Zelliberlebens und der Angiogenese?

2) Wirkt sich das Fehlen von CXCL10 positiv auf die EZM bzw. deren Umbau unter
Hyperoxie aus?

3) Werden Makrophageninflux und -polarisierung bei Hyperoxie-Exposition durch den
Verlust von CXCL10 modifiziert?

Obwohl der Schwerpunkt der Arbeit auf der funktionellen Rolle von CXCL10 wahrend der
Phase der akuten Lungenschadigung durch die Hyperoxie liegt, sollen sich auch
Untersuchungen anschlieRen, die die Regenerationsphase nach beendeter Hyperoxie-
Exposition betrachten (entspricht P28, vgl. Abbildung 6). Diese zweite Phase des Experiments
hat zum Ziel, die Funktionen von CXCL10 ganzheitlicher zu erfassen, als es bei einer reinen
Beschrankung auf die Rolle in der Pathogenese mdglich ware. Dabei soll die folgende

Forschungsfrage adressiert werden:

4) Welchen Einfluss hat das Fehlen von CXCL10 auf das alveolare Wachstum wahrend

der Regenerationsphase?

P1 P14 P28
WT (e

Regenerationsphase
Cxcll0'< (ewr
NOX =21% O, Forschungsfragen Forschungsfrage
- HYX = 85 % O, 1), 2) und 3) 4)

Abbildung 6: Schematische Darstellung des interventionellen Tiermodells zur Uberpriifung der
Forschungsfragen. P1 bis P14: Phase der akuten Lungenschadigung durch die Hyperoxie; P14 bis
P28: Regenerationsphase in Normoxie nach beendeter Hyperoxie-Exposition; Kontrollgruppen nicht
abgebildet, vgl. 3.2.2 fir detaillierte Darstellung der Tierstudie. Abklirzungen: P1/14/28 = postnataler
Tag 1/14/28; WT = Wildtyp; Cxcl10”- = Cxcl10-Knockout; NOX = Normoxie; HYX = Hyperoxie.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Substanz Hersteller
30% Acrylamid/Bisacrylamid-Mix (#3029.1) Roth

4% Paraformaldehyd (PFA) (#P0873) Roth
Agarose (#A9539-500G) Sigma

APS (#A1142) Applichem
BRIJ® 35 Detergenz, 30% wassrige Losung (#203724) Calbiochem
Bromphenolblau (#A512.1) Roth

BSA (#8076.3) Roth

CaClz (#HN04.2) Roth
CHAPS (#220201) Calbiochem
Chloroform >99% (#3313.2) Roth
Coomassie Brilliant Blue G (#B0770) Sigma-Aldrich
Dako Antikdrper-Verdinnungspuffer Dako

Dako Target Retrieval Solution Citrate pH 6 (10X) (#S2369) Dako

DAPI (#10236276001) Roche

dNTP-Mix (10 mM each) (#R0193)

EDTA Stop-L6sung 25 mM (#A263A)

Entellan® Neu (#1.07961)

Eosin G-Losung 0,5% wassrig (#X883.2)
Essigsaure 100% (#3738)

EtOH) 70% (#2202.5000)

EtOH vergallt >99.8% (#K928.4)

Fluoromount™ wassriges Mountin-Medium (#F4860)
Gelatine aus Schweinehaut (#G2500)

Glycerol (#G5516)

Glycin (#3908.3)

GoTaq gPCR Master Mix 2X (#A6002)

Halt™ Protease-Inhibitor Cocktail (100X) (#78430)

Hamalaunlésung sauer nach Mayer (#17865.2)

Harnstoff-Wasserstoffperoxid in Tablettenform (#7641.1)

Isopropanol >99,8% (#6752.4)

Methanol (#CP43.3)

Milchpulver, Blockierungsreagenz (#T145.3)
MMLV Reverse Transkriptase (#M170A)
MMLV-Puffer 5X (#M531A)
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Thermo Fisher Scientific

Promega
Merck

Roth

Roth
Chemsolute
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Promega

Thermo Fisher Scientific

Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Promega

Promega



NaCl (#0962.1)

Neo-Clear® (#1.09843)

Neo-Mount® (#1.09016)

Oligo(dT)-Primer (16 T)

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 bis 180 kDa (#26616)
PBS (#L182-50)

Phosphormolybdansaurelésung 0,2% (#PQA250)
Picro Sirius-Red-Lésung (#SRS500)

Platinum gPCR Supermix—UDG w/Rox (#11743500)
Ponceau S (#5938.2)

Proteinase K >600 U/ml (#EO0491)
Random-Primer (#11034731001)

Recombinant RNasin® RNase-Inhibitor (#¥N2511)
Resorcin-Fuchsin nach Weigert (#2E-030)

RQ1 DNase 10X Reaktionspuffer (#M198A)

RQ1 RNase-freie DNase (#M610A)

Salzsaure (HCI) (#T134.1)

SDS (#0183.3)

Sea Block Blockierungspuffer (#37527)
Tartrazine-Losung (#TZQ125)

TEMED (#2367.3)

TRI Reagenz (#T79424)

Trichloressigsaure (#7437.1)

TRIS (#4855.3)

Triton® X 100 (#3051.2)

Tween 20 (#P1379)

Wasser fiir Hochleistungschromatographie (LC-MS Grade)
LiChrosolv® (#1.15333)

B-Mercaptoethanol (3-ME) (#4227.3)

3.1.2 Puffer und Stammlésungen

Losung Zusammensetzung

Roth

Merck

Merck

Eurofins/MWG

Thermo Fisher Scientific
Biochrom

ScyTek Laboratories, Inc.
ScyTek Laboratories, Inc.
Invitrogen

Roth

Thermo Fisher Scientific
Roche

Promega

Waldeck

Promega

Promega

Roth

Roth

Thermo Fisher Scientific
ScyTek Laboratories, Inc.
Roth

Sigma-Aldrich

Roth

Roth

Roth

Sigma-Aldrich

Merck

Roth

Antikérper-Verdiinnungs-Puffer 1

(Immunoblot)

5% Milchpulver in TBST

Antikdrper-Verdinnungs-Puffer 2 5% BSA in TBST

(Immunoblot)

Blockierungslésung (Immunoblot) 5% Milchpulver

2% BSA in TBST
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CHAPS-Puffer zur Proteinisolation 50 mM Tris
20 mM CHAPS
pH 7,5
1% Halt Protease-Inhibitor Cocktail (vor Nutzung)

Coomassie-Farbeldsung (Zymographie) 40% Methanol
10% Essigsaure

0,5% Coomassie-Blau

DAPI-Stammldsung 0,1% DAPI in doppelt destilliertem Wasser
Entwicklungspuffer (10X) (Zymographie) 0,5 M Tris

2 M NaCl

50 mM CaClz

0,2% Brij 35
Ponceau-Farbelésung (Immunoblot) 0.2% Ponceau S

3% Trichloressigsaure

Renaturierungspuffer (10X) (Zymographie) 25% Triton X 100

SDS-PAGE Ladungspuffer (3,5X) 7% SDS

(Zymographie) 0,005% Bromphenol-Blau
35% Glycerol
218 mM Tris

SDS-PAGE Ladungspuffer (5X) (Immunoblot) 10% SDS
0,005% Bromphenol-Blau
50% Glycerol
25% B-ME
625 mM Tris

SDS-PAGE Laemmli-Puffer (10X) 1,92 M Glycin
(Immunoblot und Zymographie) 0,25 M Tris
10% SDS

SDS-PAGE Sammelgel (Immunoblot und 4% Acrylamid
Zymographie) 0,1% APS
0,1% SDS
0,004% TEMED
160 mM Tris

SDS-PAGE Sammelgelpuffer (Immunoblot 0,5 M Tris
und Zymographie) pH 6,8

SDS-PAGE Trenngel (Immunoblot) 10-12% Acrylamide
0,1% APS
0,1% SDS
260 mM Tris
0,004% TEMED
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SDS-PAGE Trenngel (Zymographie) 8% Acrylamid
0,1% Gelatine
0,1% APS
0,1% SDS
0,06% TEMED
375 mM Tris

SDS-PAGE Trenngelpuffer (Immunoblot und 1,5 M Tris
Zymographie) pH 8,8

Stripping-Puffer 62,5 mM Tris
2% SDS
pH 6,7
0,7% B-ME (hinzugefugt unmittelbar vor Nutzung)

TBST 100 mM NaCl
10 mM Tris
0,1% Tween-20
pH 7,5

Towbin-Puffer (10X) (Semi-Dry-Blot) 1,92 M Glycin
0,25 M Tris

Transfer-Puffer (Semi-Dry-Blot) 1X Towbin-Puffer
10% Methanol

3.1.3 Versuchskits

Versuchskit Hersteller

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent GE Healthcare
(#RPN2232)

In Situ Cell Death Detection Kit (#11684795910) Roche
MaxBlock™ Autofluorescence Reducing Kit (#MB-L) MaxVision Biosciences Inc.
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (#23225) Thermo Fisher Scientific

3.1.4 Antikorper

Primdrer Antikorper Immunoblot Hersteller

Aquaporin 5 (#A4979-50L) Sigma-Aldrich

Caspase 3 (#9662) Cell Signaling

CD31 (#DIA-310) Dianova

CTGF (#PA5-32193) Thermo Fisher Scientific
MMP-12 (#ab66157) Abcam

PAI-1 (#11907) Cell Signaling
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PCNA (#M0879)
proSFTPC (#AB3789)
pSmad1/Smad5/Smad9 (#13820)
pSmad2 (#¥3108)

pStat3 (#9145)

SMA (#sc-53142)

Smad1 (#9743)
Smad2/3 (#3102)

Stat3 (#9139)

TGF-B (#3709)
VE-Cadherin (#ab33168)
B-Actin (#3700)

Sekundarer Antikérper Inmunoblot

Dako

Merck Millipore
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Abcam

Cell Signaling

Hersteller

Anti-goat 1I9G, HRP-linked (#sc-2020)
Anti-mouse 1gG, HRP-linked (#7076)
Anti-rabbit IgG, HRP-linked (#7074)
Anti-rat 1I9G, HRP-linked (#7077)

Primarer Antikérper Inmunfluoreszenz

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling

Hersteller

proSFTPC (#AB3786)
Ki67 (#PA5-19462)

Sekundarer Antikorper Inmunfluoreszenz

Merck Millipore

Thermo Fisher Scientific

Hersteller

Alexa Fluor® 488-AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)
(#111-545-003)
Cy™3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)
(#111-165-003)

3.1.5 Verbrauchsmaterial

Jackson ImmunoResearch Laboratories

Jackson ImmunoResearch Laboratories

Objekt Hersteller
Biosphere® Filterspitzen 10 pl farblos (#70.1130.210) Sarstedt
Deckglaser, rechteckig (#631-1573) VWR International
Einschweilfolie Clear Seal (#41i-0541) 4titude

Einwegskalpell Figuration 11 (#200210011)
FrameStar® 96-Well Semi-Skirted PCR Plate, farblos
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(#4ti-0770/C)

Glasobjekttrager ThermoScientific SuperFrost® Plus, 76 x 26 mm
Micro tube 0,5 ml, PP (#72.699)

MidiTips Premium 200 pl Kapillarspitze, Rundkopf (#729011)
Mikrotom-Klingen C35 (#207500003)

Multiply®-Pro cup 0,2 ml, PP (#72.737.002)
Nitrozellulosemembran Amersham™ Protran® 0.45 ym
(#10600003)

Nunc™ MicroWell™ 96-Well Mikrotiterplatten (#269620)
Parafilm® M (#H666.1)

Pasteur-Pipette (#LW4694)

Pipettenspitze 1000 pl (#70.762)

Pipettenspitze 20 pl, farblos (#70.1114)

Pipettenspitze 200 pl, gelb (#70.760.012)

SafeSeal Micro tube 2 ml, PP (#72.695.500)

SafeSeal tube 1,5 ml (#72.706)

Serologische Pipette 10 ml (#86.1254.001)

Serologische Pipette 25 ml (#86.1685.001)

Serologische Pipette 5 ml (#86.1253.001)

tube 15 ml, 120 x 17 mm? (#62.554.502)

tube 50 ml, 114 x 28 mm?, PP (#62.547.254)

Whatman® Gel-Blotting-Papier GB 005, 1,5mm (#10426994)

3.1.6 Gerate und Ausristung

Menzel Glaser

Sarstedt

Biozym

FEATHER® Safety Razor Co.
Sarstedt

GE Healthcare

Thermo Fisher Scientific
Bemis Company, Inc
alphalaboratories
Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

GE Healthcare

Gerat Hersteller

7500 Real time PCR System Applied Biosystems
Balance ES320A Precisa

Bandelin Sonopuls HD 2070 Ultraschall-Homogenisator Bandelin

ChemiDoc XRS+ Imaging System Bio-Rad Laboratories GmbH
Eppendorf Research® plus Pipetten (2,5, 10, 20, 100 und Eppendorf

1000 pl)

Heizblock TK-23 Hettich Benelux B.V.
HTA Folieneinschweil3gerat (Modell HT121TS) 4titude

Infinite M 200 Pro Nanoquant Tecan

Leica ASP300 S Gewebeinfiltrationsautomat Leica Biosystems
Leica EG1150 C Kuhlplatte Leica Biosystems
Leica EG1150 H ParaffinausgieRstation Leica Biosystems
Leica SCN400 Slide Scanner Leica Biosystems
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Magnetrihrer Ikamag Reo

Mikroskop BX43

Mikrotom RM 2035 BioCut

Miniox Il Monitor

Netzgerat EV231

PerfectBlue™ Doppel-Gelsystem Twin L
PerfectBlue™ Doppel-Gelsystem Twin S
PerfectBlue™ Semi-Dry-Blotter, Sedec™
Schwingmiihle MM 400

SPROUT Mikro-Zentrifuge
Universalschrank UN30
Vortex-Schittler VTX-3000 L
Wasserbad TFB 55

Wasserbad WNB 14

Wippe-Schiittler MR-12

Zentrifuge 5424 R

Zentrifuge 5804 R

Zentrifuge Rotina 420 R

Zentrifuge 2216 MK

3.1.7 Software

Software

lka

Olympus

Leica Biosystems

Catalyst Research, Owing Mills, M
VWR International

VWR International

VWR International

VWR International

Retsch

LabScientific

Memmert GmbH + Co. KG

LMS Laboratory and Medical supplies
Medite GmbH

Memmert GmbH + Co. KG

Biosan

Eppendorf

Eppendorf

Hettich Benelux B.V.

Hermle

Hersteller

Aperio ImageScope (Version 12.0.1.5030)
Applied Biosystems 7500 Real time PCR Software (Version 2.0.6)

CelD 3.4

cellSens Dimension
GraphPad Prism 7
Image Lab™
ImageJ2

Primer Express Software V.3.0.1

43

Aperio Technologies
Thermo Fisher Scientific
Olympus

Olympus

GraphPad Software
Bio-Rad Laboratories
ImageJ

Thermo Fisher Scientific



3.2 Tierstudie

3.21 Versuchstiere und Rahmenbedingungen

Alle Tierversuche wurden durch das Landesamt fur Natur-, Umwelt- und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen genehmigt (AZ.2015.A120; AZ.2020.A095) und in Ubereinstimmung mit
den geltenden rechtlichen Bestimmungen durchgefihrt. Als Versuchstiere wurden
homozygote Cxcl10-Knockout-Mause (Cxcl10™; B6.129S4-Cxcl10™Ad/J; The Jackson
Laboratory) sowie Wildtyp-Mause (WT) vom Stamm C57BL/6J eingesetzt. Die Wildtyp-
Kontrolle wurde entsprechend der Empfehlung von The Jackson Laboratory ausgewahlt. Die
Tiere wurden im Tierstall des Instituts fur Pharmakologie der Uniklinik KoIn (Gleueler Str. 24,
50931 KalIn) in feuchtigkeits- und temperaturkontrollierten (22 + 2 °C) Raumen gehalten und
einem 12/12-Stunden Hell/Dunkel-Rhythmus zur Simulation von Tag und Nacht ausgesetzt.
Ihnen wurden Futter und Wasser ad libitum gewahrt. Die Aufzucht der Tiere sowie die
durchgeflhrten Interventionen wurden durch Tierpfleger*innen, Tiermediziner*innen und

Biolog*innen begleitet und beaufsichtigt.

3.2.2 Modell der Hyperoxie-induzierten Lungenschadigung bei der Maus

Die neugeborenen Jungen aus mindestens zwei Wurfen wurden gepoolt und randomisiert
neuen Muttertieren zugeordnet. AnschlieRend wurden sie auf eine Kontroll- und eine
Interventionsgruppe aufgeteilt. Wahrend die Kontrollgruppe fir ihre gesamte Lebensdauer
unter Raumluftbedingungen [21% (Vol./Vol.) O2; Normoxie (NOX)] gehalten wurde, wurden die
Tiere der Interventionsgruppe bis zum postnatalen Tag 14 einer 85%igen Sauerstofffraktion
[85% (Vol./Vol.) Oz; Hyperoxie (HYX)] ausgesetzt. Der Versuchsaufbau ist durch Alejandre

Alcazar et al. vorbeschrieben und in der Arbeitsgruppe etabliert '°.

Die Jungtiere der Hyperoxie-Gruppe wurden spatestens 12 h post partum gemeinsam mit den
Muttertieren in eine Hyperoxie-Kammer Uberfihrt, in der eine mit 85% O, angereicherte,
normobare Atmosphare generiert wurde. Als Hyperoxie-Kammer wurde eine Plexiglaskammer
vom Ausmal 90 cm x 42 cm x 38 cm mit ausreichendem Lichteinfluss genutzt, die mit einer
Rate von 3,5 I/min kontinuierlich ventiliert wurde. Die O»-Konzentration wurde mithilfe eines
Miniox Il Monitors (Catalyst Research, Owing Mills, MD) Uberwacht. Um die Hyperoxie-
bedingte Belastung der Muttertiere zu minimieren, erfolgte alle 24 h eine Rotation der Mutter
zwischen einem Hyperoxie-Wurf und einem gleichaltrigen Normoxie-Wurf. Die Hyperoxie-
Exposition der Versuchstiere in der Interventionsgruppe wurde fiir 14 Tage aufrechterhalten.
Am 14. postnatalen Tag wurde ein Teil der Tiere getdtet und der Organentnahme zugefihrt.

Die restlichen Tiere wurden in Normoxie-Verhaltnisse Uberfiihrt und verblieben dort bis zur
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Tétung am 28. postnatalen Tag. Die Mause der Normoxie-Gruppe wurden Uber ihre gesamte
Lebensdauer hinweg bei Raumluftbedingungen gehalten. Analog zur Interventionsgruppe
erfolgte die Totung der Versuchstiere teils am 14., teils am 28. postnatalen Tag (P14 bzw.
P28).

Wie in Abbildung 7 veranschaulicht ergeben sich durch das Versuchsdesign mit zwei
unterschiedlichen Zeitpunkten (P14 und P28), dem Vergleich von Wildtypen und Cxcl10-
Knockout-Mausen sowie der Gegenuberstellung von Intervention (Hyperoxie) und Kontrolle

(Normoxie) insgesamt acht Versuchsgruppen.

P1 P14 P28
[(ew > P14 WT NOX
(e » P28 WT NOX

P14 WT HYX
P28 WT HYX

WT
A
'

P14 Cxcl10- NOX
» P28 Cxcll0-NOX

\ 4

P14 Cxcll0’- HYX
P28 Cxcll10’- HYX

Cxcll0

R

v

Nox=21%0, [[i wnyx=ss%o,

Abbildung 7: Detaillierte Ubersicht iiber das experimentelle Setup der Tierstudie. Es wurden mit
P14 und P28 zwei Zeitpunkte untersucht. Pro Zeitpunkt wurden vier Gruppen festgelegt: WT NOX, WT
HYX, Cxcl10" NOX und Cxcl10" HYX. Die P28-HYX-Tiere waren der Hyperoxie bis zum 14.
postnatalen Tag ausgesetzt und wurden anschlieBend in die Normoxie Uberfihrt. Abklrzungen:
P1/14/28 = postnataler Tag 1/14/28; WT = Wildtyp; Cxc/107- = Cxcl10-Knockout; NOX = Normoxie; HYX
= Hyperoxie.

3.2.3 Praparation und Organentnahmen

Die Tétung der Mause erfolgte am 14. und 28. postnatalen Tag durch Punktion der Aorta
abdominalis bzw. durch eine rechtsventrikulare Punktion und konsekutives Ausbluten. Um
eine moglichst stressfreie Totung zu gewahrleisten, wurden die Tiere vorher durch die
intraperitoneale Injektion eines Narkosegemischs aus Xylazin (10 mg/kg Kérpergewicht) und
Ketamin (100 mg/kg Kérpergewicht) in Kochsalzldésung tief anasthesiert. Zur Organentnahme
wurden die Tiere in Rickenlage auf einem Praparationstisch fixiert. Es folgten eine mediane
Er6ffnung von Bauchhdhle und Thorax mittels chirurgischer Schere sowie die Darstellung der

Organe durch Entfernen des umgebenden Fett- und Bindegewebes.

Das angewandte Verfahren zur Entnahme und Praparation der Lungen ist von Alejandre

Alcazar et al. vorbeschrieben '°. Nach einer Ligatur des rechten Hauptbronchus mithilfe eines
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chirurgischen Fadens wurde die rechte Lunge distal der Ligatur abgesetzt und einer
Kaltekonservierung zugefuhrt. Hierzu wurde sie mittels Flissigstickstoff schockgefroren und
bis zur weiteren Verwendung fur die RNA- und Proteinanalysen bei -80 °C gelagert. Die linke
Lunge wurde mittels Druckfixation fur die histologischen Untersuchungen aufbereitet. Zu
diesem Zweck wurde eine Tracheotomie durchgefiihrt. Uber eine durch den Luftréhrenschnitt
eingebrachte Kanule (26 G) erfolgte nun eine Insufflation der Lunge mit 4%igem (Masse/Vol.)
Paraformaldehyd (PFA) bei einem Druck von 20 cmH20O. Die Trachea wurde mit einem
chirurgischen Knoten verschlossen, um ein Entweichen des PFA und ein Kollabieren der
Lunge zu vermeiden. Daraufhin wurde die Lunge abgesetzt und fiir 24 h in einer 4%igen PFA-

Losung fixiert.

Die Tierversuche sowie die Tétung der Tiere und die nachfolgenden Organentnahmen wurden
von Universitatsprofessor Dr. med. Dr. nat. med. M. A. A. Alcazar, Frau Dr. nat. med. J. Mohr
und Frau Dr. med. vet. V. Jentgen aus meiner Arbeitsgruppe (Universitat zu Kéln und Uniklinik
Koéln, Klinik und Poliklinik fir Kinder- und Jugendmedizin, Experimentelle Padiatrie,

Experimentelle Pneumologie) ausgeflhrt.

3.3 Histologische Analysen

3.3.1 Aufbereitung der Lungen fiir die Histologie

Die in 4% PFA fixierten Lungen wurden schrittweise dehydriert und paraffiniert. Dazu wurden
sie initial fir 72 h in einer 70%igen Isopropanollésung inkubiert. Die weitere Dehydratation
sowie die Paraffinierung wurden mithilfe eines Leica ASP300 S Gewebeinfiltrationsautomaten
(Leica Biosystems) durchgeflihrt. Tabelle 2 zeigt die einzelnen Inkubationsschritte, die im

Automaten erfolgten.

Tabelle 2: Inkubationsprogramm des Gewebeinfiltrationsautomaten zur Dehydrierung und
Paraffinierung der in PFA fixierten Lungen.

Reagenz Inkubationszeit
70% EtOH 30 min

99,5% Isopropanol 3 x 30 min
99,5% Isopropanol 45 min

99,5% Isopropanol 3 X 75 min

Xylol 15 min

Paraffin (55-65 °C) 3 x 120 min
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Mit einer Paraffinausgief3station (Leica EG1150 H; Leica Biosystems) wurden die derart
behandelten Lungen anschlieBend in Blocke eingegossen. Zum Ausharten wurden die
Paraffinblocke auf eine Kuhlplatte (Leica EG1150 C; Leica Biosystems) Uberfihrt.

Um Gewebeschnitte fir die histologischen Untersuchungen anzufertigen, wurden die
Paraffinblécke mit den darin eingebetteten Lungen mithilfe eines manuellen Mikrotoms (Leica
RM 2035 BioCut; Leica Biosystems) geschnitten. Dabei wurde die Schnittdicke auf 3 ym
festgelegt. Die Paraffinschnitte wurden zum Glatten fur einige Minuten in ein Warmwasserbad
(37-40 °C) uberfuhrt und anschlieRend auf die beschichteten Objekttrager (ThermoScientific
SuperFrost® Plus, 76 x 26 mm; Menzel Glaser) aufgebracht. Daraufhin wurden die Praparate

uber Nacht in einem Warmeschrank bei 40 °C getrocknet.

Die Ausrichtung des Organs bzw. Gewebesticks im Paraffinblock sowie die Wahl der
Schnittebene kénnen quantitative, histomorphometrisch erhobene Parameter und somit die

177,178

Ergebnisse der Analysen beeinflussen . Um einen Bias zu vermeiden, wurde das

Gewebe nach dem Protokoll fiir isotropic uniform random (IUR) sections geschnitten 7.
Hierbei wurde die in der Histomorphometrie etablierte Orientator-Methode angewandt, bei der
die Orientierung der Schnittebene in Relation zum Praparat nach einem standardisierten
Verfahren randomisiert wird '"’. Eine weitere Anforderung an Gewebeschnitte fiir die
quantitative Mikroskopie ist, dass sie in statistischem Sinne reprasentativ flr die Gesamtheit
des untersuchten Gewebes sein missen '"°. Zur Erflillung dieses Qualitatskriteriums wurden
die Schnitte aus unterschiedlich tiefen Schichten der Lunge gewonnen. So wurden pro Probe
drei Serien zu je 30 Schnitten angefertigt, wobei zwischen den einzelnen Serien jeweils 30 bis
40 Schnitte verworfen wurden. Die Schnitte fir die verschiedenen Farbungen und

Untersuchungen wurden anschlieRend zufallig aus allen Serien ausgewahit.

3.3.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Als Grundlage fir verschiedene histomorphometrische Analysen wurde eine HE-Farbung
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Praparate initial in Neo-Clear entparaffiniert und in einer
absteigenden Alkoholreihe [100%, 96%, 80%, 70% (Vol./Vol.) Ethanol (EtOH)] rehydriert.
AnschlieRend wurden sie in einer sauren Hamalaunldsung nach Mayer inkubiert und mit
Leitungswasser geblaut. Darauf folgte die Farbung mit einer 0,5%igen Eosin G-Losung. Der
Eosin G-Lésung wurde vor der Nutzung ein Tropfen 100%ige Essigsaure pro 100 ml Lésung
beigesetzt. Die gefarbten Schnitte wurden mit einer aufsteigenden Alkoholreihe [70%, 80%,
96%, 100% (Vol./Vol.) EtOH] erneut dehydriert und mit Neo-Clear geklart. Zuletzt wurden die

Praparate mit Deckglasern (VWR International) eingedeckt, wobei Neo-Mount (Merck) als

47



Mounting-Medium verwendet wurde. Das vollstandige Farbeprotokoll ist im Anhang

tabellarisch dargestellt (vgl. Appendix 1).

3.3.3 Picro Sirius-Red-Farbung

Durch eine Farbung mit Picro Sirius-Red wurden Kollagenablagerungen und fibrotische
Prozesse sichtbar gemacht. Fur die Farbung wurden je zwei Schnitte pro Tier verwendet.
Zuerst wurden die Schnitte entparaffiniert, rehydriert (vgl. 3.3.2) und in destilliertem Wasser
(dH20) gewaschen. Nun wurden sie fir 4 min in einer 0,2%igen
Phosphormolybdansaurelésung inkubiert und daraufhin Gber 75 min mit einer Picro Sirius-
Red-Lésung gefarbt. Nach zweimaligem Waschen in 0,5%iger Essigsdure wurden die
Praparate mit EtOH [2 x 100% (Vol./Vol.) EtOH] dehydriert und in Neo-Clear geklart, um
anschlieltend eingedeckt zu werden. Das ausfuihrliche Farbeprotokoll befindet sich im Anhang

(vgl. Appendix 2). Die Anwendung der Farbung an Lungengewebe ist vorbeschrieben 18081,

3.3.4 Elastika-Farbung nach Hart

An vier Paraffinschnitten pro Tier wurde eine Farbung der elastischen Fasern nach Hart
durchgefiihrt. Die Farbung ist vorbeschrieben und in der Arbeitsgruppe etabliert '*. Die
Praparate wurden hierbei zuerst in Neo-Clear und einer absteigenden Alkoholreihe
entparaffiniert und rehydriert (vgl. 3.3.2) und daraufhin Gber Nacht in einer Resorcin-Fuchsin-
haltigen Farbelésung [1 Volumenanteil Resorcin-Fuchsin nach Weigert; 9 Volumenanteile 1%
(Vol./Vol.) HCI in 70% (Vol./Vol.) EtOH] inkubiert. Nach mehreren Waschschritten erfolgte
anschlielend eine Gegenfarbung mit Tartrazine. Nun wurden die Praparate mit EtOH [96%,
100% (Vol./Vol.) EtOH] dehydriert, mit Neo-Clear geklart und eingedeckt. Das vollstandige
Farbeprotokoll ist im Anhang aufgefuhrt (vgl. Appendix 3).

3.3.5 Quantitative Histomorphometrie

Zur Untersuchung der murinen Lungen wurden verschiedene histomorphometrische
Parameter erhoben. Anhand der HE-gefarbten Schnitte wurden lichtmikroskopisch mean
linear intersept (MLI), radial alveolar count (RAC), alveolare Septumdicke und die
durchschnittliche Oberflache der einzelnen Alveole bestimmt. Pro Tier wurden dazu je vier
Schnitte zufallig ausgewahlt und mithilfe eines Leica SCN400 Slide Scanners (Leica

Biosystems) bis zu einer VergréRerung von 20X vollstéandig digitalisiert. Zur Auswertung der
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generierten Bilddateien wurden die Programme Cell"D 3.4 (Olympus), ImageJ2 (ImageJ) und

Aperio ImageScope (Aperio Technologies) verwendet.

Der MLI als Maf fir die alveolare Septierung sowie als indirektes Mal} fur die gesamtalveolare
Oberflache (alveolar surface area) wurde nach vorbeschriebenem Prinzip bestimmt 019 Pro
Schnitt wurden zehn Gesichtsfelder in 20-facher VergréRerung aufgenommen, wobei grofl3e
Bronchiolen und Gefalle bewusst ausgelassen wurden. Ebenso wurden atelektatische
Lungenabschnitte ausgeschlossen. AnschlieRend wurde mit der Software Cell*D 3.4
(Olympus) ein Gitternetz aus horizontal und vertikal verlaufenden Linien mit definierten
Abstanden auf das Gesichtsfeld projiziert. Die Schnittpunkte von Gitternetz und alveolaren

Septen wurden gezahlt. Zur Berechnung des MLI wurde nun die Gesamtlange aller

Gitternetzlinien durch die Gesamtanzahl an Schnittpunkten dividiert (vgl. Abbildung 8) '°.
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Abbildung 8: Beispielhafte Bestimmung von MLI und RAC. A: Bestimmung des mean linear
intercept (MLI). B: Bestimmung des radial alveolar count (RAC).

61

Zur Analyse der Komplexitat der terminalen respiratorischen Einheit bzw. der Alveolarisierung
des Lungenazinus wurde der RAC verwendet '®%'®_ Hierbei wurde verfahren, wie erstmals
von Emery und Mithal beschrieben . Es wurden alle Bronchioli respiratorii innerhalb eines
Schnittes aufgesucht. Als Bronchioli respiratorii wurden diejenigen Bronchiolen identifiziert, die
innerhalb einer Schnittebene eindeutig sowohl mit respiratorischem Flimmerepithel besetzte
Wandabschnitte als auch Anschluss an die Alveolen erkennen lieRen. Vom Zentrum eines
jeden Bronchiolus respiratorius aus wurde eine Linie senkrecht zum nachstgelegenen
Bindegewebsseptum bzw. zur viszeralen Pleura eingezeichnet. Anschliefend wurden alle

Alveolen gezahlt, die von dieser Senkrechten geschnitten wurden (vgl. Abbildung 8).

Neben MLI und RAC wurde die alveolare Septumdicke gemessen, die Rickschlisse auf den
Grad der Fibrosierung des alveolaren Interstitiums erlaubt '®. Hierzu wurden pro Schnitt zehn

Gesichtsfelder bei 20-facher VergréRerung fotografiert. In jedem Gesichtsfeld wurden zehn
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Septen mithilfe der Software ImageJ2 (Imaged) untersucht, wobei jeweils zwei pro
Bildquadrant sowie zwei zusatzliche aus dem zentralen Bildbereich ausgewahlt wurden. Die
Septumdicke wurde wie vorbeschrieben einheitlich am schmalsten Punkt des Septums

gemessen "%

Zur Analyse der AlveolengroRe als Surrogat-Parameter fur den Grad der alveolaren
Rarefizierung wurde mithilfe des Durchmessers die Oberflache der einzelnen Alveole
naherungsweise bestimmt. Pro Gesichtsfeld wurden mittels Imaged2 (Imaged) zehn
geschlossene Alveolen aus allen Bildbereichen untersucht, wobei der Durchmesser konstant
an der breitesten Stelle der Alveole von Wand zu Wand gemessen wurde. Die Oberflache

wurde anschlieRend idealisiert mit der Formel fur die Oberflache einer Kugel berechnet:

Durchmesser>2

Oberflache =4 X m X ( >

Formel 1: Oberflache einer Kugel.

Mithilfe der Picro Sirius-Red Farbung wurde die Menge an Kollagen im Lungengewebe
quantifiziert. Hierzu wurden mit dem Lichtmikroskop (Mikroskop BX43; Olympus) nach
vorherigem WeilRabgleich pro Schnitt bis zu zehn Gesichtsfelder in 20-facher Vergréierung
bei konstanter Belichtungszeit (1 ms) fotografiert. GroRe Bronchiolen und Gefal3e wurden bei
der Aufnahme der Gesichtsfelder vermieden. Nun wurde die Flache des rot gefarbten
Kollagens mithilfe der color threshold Funktion der Software ImageJ2 (Imaged) bei
einheitlichen Einstellungen (Hue: 185-255; Saturation: 31-255; Brightness: 70-255) ermittelt.
Daruber hinaus wurde die Bildflache des Gesamtgewebes quantifiziert. AnschlieRend wurde
ein Quotient aus der vom Kollagen eingenommenen Flache und der des Gesamtgewebes

gebildet.

Anhand der Elastika-Farbung nach Hart wurde nach vorbeschriebenem Verfahren die Dichte
an elastischen Fasern im Lungenparenchym untersucht '"*. Dafiir wurden bei einheitlicher
Belichtungszeit bis zu zehn Gesichtsfelder pro Schnitt bei 20-facher Vergrof3erung
aufgenommen. Erneut wurden Bereiche mit grofen Bronchiolen und GefalRen sowie
atelektatische Lungenabschnitte vermieden. Positiv-gefarbte Areale wurden manuell als
elastisches Fasergewebe definiert. lhr Flachenanteil wurde nun mit der Software cellSens
Dimension (Olympus) quantifiziert. Analog zum Kollagengehalt wurde die Menge an
elastischen Fasern als Flachenanteil am Gesamtgewebe des jeweiligen Gesichtsfelds

ausgedrickt.
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AuRerdem wurden die nach Hart gefarbten Schnitte fir eine Zahlung der sekundaren Septen
herangezogen. Die sekundaren Septen entstehen im Zuge der alveoldaren Phase der
Lungenentwicklung aus den Primarsepten und unterteilen die vorbestehenden pulmonalen
Sacculi in zahlreiche Alveolen, welche die finale Funktionseinheit der Lunge darstellen ',
Sind nur wenige sekundare Septen vorhanden, impliziert dies eine geringe Anzahl an Alveolen
und eine reduzierte Gasaustauschflache '®"'®8 |nnerhalb eines Gesichtsfelds wurden alle
sekundaren Septen anhand ihrer anatomischen Struktur und Lokalisation identifiziert und
manuell ausgezahlt. Die histomorphometrisch bestimmten Werte wurden mithilfe der Software

GraphPad Prism 7 statistisch analysiert und graphisch gegenubergestellt.

3.3.6 Immunhistochemie

Neben der Erhebung der genannten histomorphometrischen Parameter erfolgte eine
histologische Untersuchung von Makrophagen und Blutgefalen. Diese wurden zwecks
besserer Identifikation im Gewebeschnitt immunhistochemisch markiert. Es wurde
Hamatoxylin zur Gegen- bzw. Hintergrundfarbung verwendet. Die immunhistochemischen
Farbungen wurden in Absprache mit Frau Prof. Dr. M. Odenthal im Institut fir Allgemeine
Pathologie und Pathologische Anatomie der Uniklinik KéIn (Kerpener Str. 62, 50937 Kdln)
durch Frau M. Miller durchgeflhrt.

Zur Hervorhebung der Makrophagen wurde eine Macrosialin-lmmunhistochemie (IHC)
eingesetzt. Macrosialin, welches das murine Pendant zum humanen CD68 (cluster of
differentiation 68) darstellt, ist ein transmembranares Glykoprotein, das in hohem Male auf
Zellen des mononukledren Phagozyten-Systems exprimiert wird und sich daher als
Makrophagenmarker eignet '®. Die Blutgefae wurden mittels von-Willebrand-Faktor (VWF)-
IHC zur Darstellung gebracht. Bei vVWF handelt es sich um ein Glykoprotein, das ausschlief3lich
auf der Oberflache von Endothelzellen sowie im Zytoplasma von Megakaryozyten exprimiert
wird ', Es wurden jeweils zwei bis drei Schnitte pro Antigen und pro Tier immunhistochemisch
gefarbt und anschlieend bei 20-facher Vergrélkerung mit einem Leica SCN400 Slide Scanner
(Leica Biosystems) eingelesen. Zur Auswertung der Bilddateien wurden die Programme
ImageJ2 (ImageJ) und Aperio ImageScope (Aperio Technologies) verwendet. Pro Schnitt
wurden bis zu zehn Gesichtsfelder bei einer VergroRerung von 20X fotografiert und
anschlielend manuell ausgezahlt. Es wurde die Gesamtanzahl an Makrophagen sowie die
der BlutgefaRe pro Gesichtsfeld bestimmt, wobei bei Letzteren zwischen Gefallen mit einem

Durchmesser von <20 pm und =20-100 pm unterschieden wurde.
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3.3.7 Ki67-Immunfluoreszenz

Zur Untersuchung der Zellproliferation wurde eine Ki67-Immunfluoreszenzfarbung
durchgefuhrt. Mit dieser kdnnen proliferierende Zellen durch Fluoreszenzmarkierung des als
Proliferationsmarkers dienenden nukledren Proteins Ki67 (Kiel-Antigen Nr. 67) im
Gewebeschnitt detektiert und so quantifiziert werden '°'. Um das Paraffin zum Schmelzen zu
bringen, wurden die Schnitte initial fiir 2 h bei 60 °C in einem Warmeschrank erhitzt und dann
zum vollstandigen Entparaffinieren fir 3 x 10 min in Neo-Clear inkubiert. Daraufhin wurde das
Gewebe in einer absteigenden Alkoholreihe [je 1 min in 100%, 96%, 80%, 70% (Vol./Vol.)
EtOH] rehydriert und fir 1 min in dH2O gespdilt. Die rehydrierten Schnitte wurden fur 5 min bei
RT mit Lésung A des MaxBlock™ Autofluorescence Reducing Kits (MaxVision Biosciences
Inc.) inkubiert und dann fir 1 min in 60% EtOH, fir 5 min in dH20 sowie fiir 2 x 3 min in PBS
(phosphate buffered saline) gewaschen. Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte in
einen Citrat-Puffer (1X Dako Target Retrieval Solution Citrate; Dako) Uberflhrt und fir 25 min
mittels Dampfgarer erhitzt. Die abgekuhlten Schnitte wurden 1 h lang bei RT mit Sea Block
(Thermo Fisher Scientific) blockiert und anschliefend fir 24 h bei 4 °C mit dem
Primarantikorper (Ki67 polyklonaler Antikorper; Thermo Fisher Scientific) inkubiert. Der Ki67-
Antikérper wurde zuvor in Dako Antikdrper-Verdunnungspuffer (Dako) verdinnt (1:1000).
Nach Bindung des primaren Antikérpers wurden die Schnitte fir 3 x 5 min in PBS gewaschen.
Es folgte die Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper (Alexa Fluor®488-
AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG; Jackson ImmunoResearch Laboratories; Verdinnung 1:500
in PBS) fir 1 h bei RT. Im Anschluss wurde das Gewebe erneut fur 3 x 5 min in PBS sowie flr
5 min in dH,O gewaschen und 5 min lang bei RT mit Lésung B des MaxBlock™
Autofluorescence Reducing Kits (MaxVision Biosciences Inc.) inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen in dH2O (je 2 min) erfolgte eine Inkubation der Schnitte fir 10 min mit einer DAPI-
Arbeitslésung (DAPI-Stammlésung 1:1000 verdinnt in PBS). Durch die Farbung mit DAPI
(4',6-Diamidin-2-phenylindol) werden alle Nuklei, also auch solche nicht proliferierender
Zellen, markiert und kénnen so quantifiziert werden. AbschlieRend wurden die Schnitte mit
dH20 gespult und unter Verwendung von Fluoromount (Sigma-Aldrich) als Mounting-Medium

mit Deckglasern eingedeckt.

Zur Auswertung wurden bei 40-facher VergroRerung bis zu funf Gesichtsfelder pro Schnitt mit
dem Fluoreszenzmikroskop (Olympus BX43; Olympus) sowie der Software cellSens
Dimension (Olympus) aufgenommen und mithilfe des Programms ImageJ2 (ImageJ)
ausgewertet. Die Ki67-positiven Zellkerne wurden manuell gezahlt, dann wurde ihr Anteil an

der Gesamtanzahl an Zellkernen im Gesichtsfeld berechnet.
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3.3.8 TUNEL-Assay

Um apoptotische Zellen im Gewebe zu visualisieren, wurde ein terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)-Assay durchgefiihrt. Hierbei werden
im Rahmen der Apoptose entstehende DNA-Doppelstrangbriiche durch eine
Fluoreszenzmarkierung der Bruchenden sichtbar gemacht 9219 Das TUNEL-Assay wurde
mit einer proSFTPC-Immunfluoreszenzfarbung kombiniert. Die Gewebeschnitte wurden initial
in Neo-Clear (3 x 10 min) entparaffiniert, in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert [je 3
min in 100%, 96%, 80%, 70% (Vol./\VVol.) Ethanol] und fur 3 min in dH2O gewaschen. Nun
wurden sie fir 10 min in Wasserstoffperoxid [eine Tablette Harnstoff-Wasserstoffperoxid
(Roth) in 5 ml dH20] inkubiert und dann 1 min in dH>O und 2 x 1 min in PBS gesplilt.
Anschlieend erfolgte eine Inkubation mit Lésung A des MaxBlock™ Autofluorescence
Reducing Kits (MaxVision Biosciences Inc.) fur 5 min bei RT. Im Anschluss an vier weitere
Waschschritte (1 min in 60% EtOH, 5 min in dH20, 2 x 3 min in PBS) wurden die Schnitte fur
18 min bei 37 °C mit Proteinase K inkubiert, in dH>0 abgespllt und 1 h lang bei RT mit Sea
Block (Thermo Fisher Scientific) blockiert. Nun wurde das Gewebe mit der TUNEL-L6sung des
In Situ Cell Death Detection Kits (Roche) fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur Herstellung der
TUNEL-L6sung wurden label- und enzyme-L6sung entsprechend der Herstelleranweisung im
Verhaltnis 9:1 gemischt. AnschlieRend wurden die Schnitte fir 3 x 2 min in PBST (0,1% Tween
20 in PBS) gewaschen und fur 24 h bei 4 °C mit dem Anti-proSFTPC-Antikdrper (Merck
Millipore) inkubiert. Der Antikdrper wurde in Dako Antikérper-Verdinnungspuffer (Dako)
verdunnt (1:500). Nach erneutem Waschen fir 3 x 2 min in PBST erfolgte die Inkubation mit
dem Sekundéarantikérper [Cy™3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit 1gG, Jackson
ImmunoResearch Laboratories; Verdinnung 1:500 in Dako Antikérper-Verdinnungspuffer
(Dako)] fur 1 h bei RT. Als nachstes wurden die Schnitte fir 3 min in PBST gewaschen, fur 10
min mit DAPI-Arbeitslésung (DAPI-Stammldésung 1:1000 verdiinnt in PBS) inkubiert und
nochmals in PBST abgesplilt. Zuletzt wurden sie mithilfe von Fluoromount (Sigma-Aldrich)

eingedeckt.

Die Schnitte wurden unmittelbar nach dem Eindecken mikroskopiert. Analog zur Ki67-
Immunfluoreszenzfarbung wurden bis zu finf Gesichtsfelder bei 40-facher Vergrofierung
fotografiert (vgl. Abschnitt 3.3.7). In den Gesichtsfeldern wurden TUNEL-positive, proSFTPC-

positive und DAPI-positive Zellen manuell ausgezahlt.
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3.4 Methoden zur Untersuchung der Expressionsmuster auf mRNA-Ebene

3.4.1 RNA-Isolation und Bestimmung der RNA-Konzentration

Zur Homogenisierung des Lungengewebes und zur Isolation der RNA wurden der
Gewebeprobe initial 500 pl TRI Reagenz beigefigt. Eine zusatzliche Homogenisierung wurde
durch eine Schwingmuhle (20 s, 30 Hz) erreicht. Die homogenisierten Proben wurden
gevortext und fur 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden sie mit 100 pl Chloroform
versetzt und nochmals fir 15 s gevortext. Nach dreiminutiger Inkubation bei RT wurden sie
zwecks Phasentrennung zentrifugiert [15 min, 12000 Umdrehungen pro Minute (UpM), 4 °C}.
Die obere, wassrige und RNA-haltige Phase wurde in ein frisches ftube (=
Mikroreaktionsgefaly) tberfuhrt, wahrend der Rest verworfen wurde. Um eine Prazipitation der
RNA herbeizuflihren, wurden die Proben nun fir 20 min auf Eis mit 250 ul Isopropanol inkubiert
und dann erneut zentrifugiert (15 min, 15000 UpM, 4 °C). Der entstandene Uberstand wurde
verworfen und das zurtickgebliebene RNA-Pellet zur Steigerung der Reinheit zweimalig
gewaschen. Dies geschah durch die Zugabe von je 500 ul 75% (Vol./Vol.) Ethanol, gefolgt von
erneutem Zentrifugieren (5min, 15000 UpM, 4 °C), AbgieRen des Ethanols und Lufttrocknen
(30 min) des Pellets. Zuletzt wurde die kristallisierte RNA in Abhangigkeit der PelletgroRRe in
20 bis 40 pyl DEPC-behandeltem H.O gelést. RNA-Konzentration und -Reinheit wurden
photometrisch durch Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm (OD2so)
bzw. des Quotienten aus OD2s und OD2go (entsprechend der optischen Dichte bei einer
Wellenlange von 280 nm) bestimmt (maximale Konzentration: 1 pg/ul, ansonsten weitere
Verdiinnung; OD2s0/OD2gs0 zwischen 1,8 und 2). Fir die Messung wurde ein Infinite® M200
PRO NanoQuant (Tecan) verwendet. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

gelagert.

3.4.2 Synthese von cDNA

Um durch reverse Transkription zur isolierten messenger RNA (mMRNA) komplementare DNA
(engl. complementary DNA/cDNA) herzustellen, wurde verfahren wie in Tabelle 3 dargestellt.
Zuerst wurde das RNA-Isolat bei RT mit DNase inkubiert, um maogliche Kontaminationen mit
genomischer DNA zu beseitigen. Es wurden hierbei identische Mengen RNA, namlich je 1 ug
pro Probe, verwendet. Um den DNase-Verdau zu beenden, wurden die Proben anschlieliend
bei 65°C mit EDTA inkubiert. Nun wurden Oligo(dt)-Primer, welche sich spezifisch an mRNA
anlagern, sowie Random-Primer beigefuigt. Zur Primerhybridisierung wurden die Proben fir 5
min bei 70 °C inkubiert. Indem die Proben fur 1 min auf Eis heruntergekuhlt wurden, wurde

der Vorgang gestoppt. Abschlielend wurden die Proben bei 37 °C mit MMLV Reverse
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Transkriptase, einem dNTP-Mix und einem RNase-Inhibitor inkubiert. Die entstandene cDNA

wurde bei -20 °C gelagert.

Tabelle 3: Protokoll zur Synthese von cDNA.

Schritt Komponenten Volumen [ul] Temperatur [°C]  Inkubation [min]
0 1 ug RNA-Isolat in DEPC- 8 - -
behandeltem H20
1 DNase 10X Reaktionspuffer 1 RT 15
RNase-freie DNase 1
2
2 EDTA Stop-L6sung (25 mM) 1 65 15
3 Random-Primer (0,5 ng/ul) 0,6 70
Oligo(dt)-Primer (16T) (0,5 ug/ul) 0,4
DEPC-behandeltes H20 4
5
- - auf Eis 1
dNTP-Mix (10 mM) 1,25 37 60
RNase-Inhibitor (40 U/ul) 0,5
MMLV Reverse Transkriptase (200 1
u/ul)
MMLV-Puffer 5X 5
DEPC-behandeltes H20 2,25
10
6 - - auf Eis 1

3.4.3 Quantitative RT-PCR

Um die Genexpression quantitativ zu untersuchen, wurde auf das Verfahren der real time
polymerase chain reaction (RT-PCR) zurlickgegriffen. Hierbei wurden mit einem SYBR-
Green- sowie einem TagMan-basierten Verfahren zwei gut etablierte Techniken angewandt.
SYBR-Green ist ein Farbemittel, das in doppelstrangige DNA (dsDNA) interkaliert und dabei
zur Fluoreszenz angeregt wird, sodass von der Starke des emittierten Lichts auf die Menge an
dsDNA riickgeschlossen werden kann 4% Bei der TagMan-Methode binden spezifische
Oligonukleotidsonden an die zu untersuchende Sequenz und werden im Zuge der
Primerextension durch eine hitzestabile Tag-Polymerase hydrolysiert, wodurch es zur
Freisetzung und damit Aktivierung des an die Sonde gebundenen Fluoreszenzmarkers

(Reporter) kommt, der nun nicht mehr durch den Quencher am anderen Ende der Sonde
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supprimiert wird 1% Fiir die RT-PCR wurden ein 7500 Real time PCR System (Applied
Biosystems) und die zugehdrige Software (Applied Biosystems 7500 Real time PCR Software;

Thermo Fisher Scientific) verwendet. DNA-Proben, SYBR-Green- und TagMan-Mixe wurden

in eine 96-Well-Platte Ubertragen; bei der Negativkontrolle wurde anstelle von cDNA spezielles

H>O fir Hochleistungschromatographie (LC-MS grade) beigefligt. Die Mengenangaben und

die genaue Aufschlisselung der Komponenten sind Tabelle 4 zu entnehmen. Die Platte wurde
mit einer Folie versiegelt, zentrifugiert (3 min, 1200 UpM, 20°C) und in das RT-PCR System

uberfuhrt. Die gewahlten Einstellungen sowie das genaue Programm des Thermocyclers in

Abhangigkeit von der Methode sind in Tabelle 5 und Tabelle 6 aufgefihrt. Eine Liste der

verwendeten Primer und Sonden findet sich im Anhang (vgl. Appendix 4). Sie wurden mittels

Primer Express Software (Thermo Fisher Scientific) designt und sind im Labor etabliert.

Tabelle 4: RT-PCR Proben-Zusammensetzung.

Methode Komponenten Volumen [ul]
TagMan-Verfahren Platinum gPCR Supermix-UGD w/ROX 12,5
H20 fur Hochleistungschromatographie (LC-MS grade) 8,5
TagMan-Sonde (2 pM) 0,5
Forward-Primer (6 uM) 0,5
Reverse-Primer (6 uM) 0,5
cDNA-Probe 2,5
25
SYBR-Green-Verfahren = GoTaqg gPCR Master Mix 2X 10
H20 fiur Hochleistungschromatographie (LC-MS grade) 8
Forward-Primer (10 uM) 0,5
Reverse-Primer (10 uM) 0,5
cDNA-Probe 1
20

Tabelle 5: Voreinstellungen 7500 Real time PCR System.
Methode Einstellung (,,Plate setup“)

TagMan-Verfahren Reporter: ,FAM*

Quencher: ,TAMRA"

SYBR-Green-Verfahren  Reporter: ,SYBR®

Quencher: ,none*
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Tabelle 6: RT-PCR Thermocycler-Programm.

Methode Thermocycler Phase Temperatur [°C] Dauer
TagMan-Verfahren Erwarmung/Initialisierung 50 2 min
95 10
min
Zyklische Phase (40 Wiederholungen) 95 15s
60 1 min
SYBR-Green-Verfahren Erwarmung/Initialisierung 50 2 min
95 10
min
Zyklische Phase (40 Wiederholungen) 95 15s
60 1 min
Schmelzkurvenanalyse 95 15s
60 1 min
95 30s
60 15s

3.4.4 Statistische Auswertung der RT-PCR-Ergebnisse

Zur Quantifizierung der Genexpression wurde die 222°Methode verwendet '*°. Es handelt

sich hierbei um ein Verfahren der relativen Quantifizierung, das auf den bei der RT-PCR

gewonnenen cycle threshold (Ct)-Werten basiert . Initial wurden die Ct-Werte des Zielgens

von Probe und Kontrolle mit denen des zugehorigen house keeping Gens (HKG) normalisiert

1% Als HKG wurde aus Gapdh, Actb und Rna18sn5 das am wenigsten regulierte Gen

ausgewahlt (P14: Actb; P28: Rna18sn5). AnschlieRend wurde aus den normalisierten Werten

der Expressionsunterschied zwischen Probe und Kontroll-Mittelwert bestimmt und als Faktor
(fold induction) dargestellt '%. Als Kontrollgruppen wurde die Gruppen P14 bzw. P28 WT NOX

festgelegt. Die gewonnenen Werte wurden mithilfe der GraphPad Prism 7 Software statistisch

analysiert und graphisch dargestellt.
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ACtProbe = CtZielgen(Probe) - CtHKG(Probe)

ACtlﬁ’ontrolle = CtZielgen(Kontrolle) - CtHKG(Kontrolle)

AACt = ACtp,ope — Mittelwert ACtkontrolien

fold induction = 2—AACt

[Ct = threshold cycle]

Formel 2: 2-*4t.Methode zur Berechnung des relativen Unterschieds in der mRNA-Expression.

3.5 Methoden zur Untersuchung von Proteinexpression und Signalwegen

3.5.1 Proteinisolation und Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Proteinisolation fir die Immunoblots wurden dem gefrorenen Lungengewebesttick je nach
GrofRe 100 bis 200 pyl CHAPS-Puffer beigefuigt. Der Puffer wurde unmittelbar vorher mit 1%
Halt Protease-Inhibitor Cocktail versetzt. Nun erfolgte eine Homogenisierung durch Mdrsern
und Sonifizieren (3 Zyklen a 20 s, Power 50%). Die homogenisierten Proben wurden fir 1 h
auf Eis inkubiert und dabei alle 10 min gevortext. AnschlieBend wurde das Lysat zentrifugiert
(15 min, 15000 UpM, 4 °C). Der dabei entstandene proteinhaltige Uberstand wurde in ein
neues tube Uberflhrt. FUr die Zymographie wurde ein separates Proteinisolat hergestellt.
Hierbei wurde analog zum beschriebenen Verfahren vorgegangen, jedoch wurde anstelle des
CHAPS-Puffers PBS verwendet, um die Aktivitdt der Proteasen zu erhalten. Die
Proteinkonzentrationen wurden fur beide Isolate mithilfe des Pierce™ BCA Protein Assay Kits
(Thermo Fisher Scientific) entsprechend dem zugehdrigen Herstellerprotokoll bestimmt.
Hierzu wurden Reagenz A und B des Kits im Verhaltnis 1:50 gemischt. 200 pl des Gemischs
wurden pro Well in eine 96-Well-Platte vorgelegt. Die Proteinproben wurden verdinnt (1:10)
und gemeinsam mit der als Referenz dienenden Standardreihe [0 mg/ml bis 2 mg/ml bovines
Serumalbumin (BSA)] jeweils zweifach auf die 96-Well-Platte aufgetragen. Nach einer
Inkubation von 30 min bei 37 °C wurde mit einem Infinite M 200 Pro Nanoquant (Tecan) die
Lichtabsorption bei einer Wellenldange von 562 nm gemessen. Aus den gemessenen
Absorptionswerten wurden mithilfe der aus der BSA-Verdlnnungsreihe generierten
Standardkurve die Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben berechnet. Die Proben

wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren.
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3.5.2 Immunoblot-Analyse

Der Immunoblot ist ein auf Antikdrper-Antigen-Interaktion basierendes Verfahren, mit dem
spezifische Proteine innerhalb eines Proteingemischs qualitativ oder semiquantitativ
untersucht werden koénnen '9'%°  Hierbei werden die Proteine initial mittels
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) separiert, um dann auf
eine Nitrozellulosemembran Ubertragen zu werden, wo schlieBlich der Nachweis mithilfe
spezifischer Antikérper erfolgt '7>198200  zyr Vorbereitung wurden die in CHAPS-Puffer
isolierten Proteine aufgetaut, mit dem 5X SDS-PAGE Ladungspuffer versetzt und fir 10 min
bei 70 °C erwarmt. Die Proteinmenge pro Probe wurde dabei auf 20 ug normiert. Sammel- und
Trenngel (4% bzw. 10-12 % Polyacrylamid) wurden hergestellt wie in Abschnitt 3.1.2
aufgefiihrt. Die Laufkammer des Gelsystems wurde mit 1X Laemmli-Puffer befullt.
AnschlieRend wurde das Sammelgel mit den vorbereiteten Proben beladen. Als
Referenzmarker fiur die ProteingréRen wurde auRerdem PageRuler™ Prestained Protein
Ladder von Thermo Fisher Scientific aufgetragen. Nun wurden die Proteine elektrophoretisch
getrennt (45 min bei 80 V, gefolgt von 3 h bei 120 V). Der Gelelektrophorese liegt folgendes
Prinzip zugrunde: Das Erhitzen und die Behandlung mit SDS bewirken eine Denaturierung der
Proteine; aulRerdem erhalten sie durch das an die Aminosauren bindende SDS eine negative
Gesamtladung, die ungefahr proportional zu ihrer GroRe ist '”°. Im elektrischen Feld wandern
die Proteine umso schneller durch die Poren des Polyacrylamidgels zum Plus-Pol, je kleiner
ihre Molekiilmasse ist, sodass sich eine Trennung gemaR der GroRke ergibt '°. Die derart
separierten  Proteine  wurden mittels Semi-Dry-Blotting vom Gel auf eine
Nitrozellulosemembran Gberfihrt. Hierzu wurde die Membran mit kaltem dH.O (4 °C) aktiviert
und gemeinsam mit den Gel-Blotting-Filterpapieren fur 30 min im Transferpuffer (4 °C)
inkubiert. Gel und Membran wurden gemeinsam mit je zwei Lagen Filterpapier dartber und
darunter im Semi-Dry-Blotter platziert, wo der Proteintransfer erfolgte (2 h bei 1,3 mA/cm?).
Zur Uberprifung eines regelrechten Transfers wurde eine Ponceau-Farbung der Membran
durchgefuhrt. Um unspezifische Proteinbindungen zu vermeiden, wurde die Membran
anschliefend mit einer Blockierungslésung [5% Milchpulver + 2% BSA in TBST (Tris buffered
saline with Tween-20)] behandelt. Nun wurde sie fir 30 min bei RT sowie tber Nacht bei 4 °C
mit dem primaren Antikérper inkubiert. Die Antikérper wurden entsprechend der
Herstellerempfehlung mit 5% Milchpulver in TBST oder mit 5% BSA in TBST verdinnt. Eine
Zuordnung des verwendeten Mediums und des Verdunnungsfaktors zu den jeweiligen
Antikérpern findet sich im Anhang (vgl. Appendix 5). Nach der Inkubation mit dem
Primarantikorper wurde die Membran mit TBST (3 x 10 min) gewaschen und fur 1 h bei RT mit
dem horseradish peroxidase (HRP)-konjugierten sekundaren Antikérper, verdinnt in 5%

Milchpulver in TBST, inkubiert. Nachdem die Membran erneut mit TBST gewaschen wurde (3
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x 10 min), erfolgte die Detektion der Proteinbanden durch Chemilumineszenz. Hierfur wurde
das Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent Kit von GE Healthcare genutzt.
Zur Detektion der Lumineszenz und zur Visualisierung der Banden wurden ein ChemiDoc
XRS+ Imaging System und die Software Image Lab™ von Bio-Rad-Laboratories GmbH

verwendet.

Teilweise wurden mehrere Proteine auf derselben Membran analysiert. Um bereits gebundene
Antikérper durch Spaltung der Disulfidbriicken wieder abzuldésen, wurde die Membran mit
einem B-Mercaptoethanol (B-ME)-haltigen Stripping-Puffer fir 15 min in einem 56 °C warmem
Wasserbad inkubiert und 3 x 10 min in TBST gewaschen. Daraufhin wurde die Membran
erneut blockiert (90 min) und es wurde ein neuer Primarantikdrper appliziert. AnschlieRend

wurde weiter verfahren wie oben beschrieben.

Die semiquantitative Analyse der Immunoblots erfolgte densitometrisch. Die Dichte der
Proteinbanden wurde mithilfe des Programms Image Lab™ (Bio-Rad-Laboratories GmbH)
gemessen. Zur Normalisierung wurde ein Quotient aus der Dichte des untersuchten Proteins
mit der Ladungskontrolle (B-Actin) gebildet. Die ermittelten Werte wurden mithilfe von

GraphPad Prism 7 statistisch untersucht und graphisch dargestellit.

3.5.3 Zymographie

Die Zymographie ist eine Methode zur Untersuchung proteolytischer Enzyme, die auf der
Degradation eines Substrats innerhalb eines SDS-haltigen Gels basiert 2°'?%2. Die
Ausdehnung der dabei entstehenden Banden kann mithilfe einer Coomassie-Blau-Farbung
sichtbar gemacht werden und erlaubt Rickschlisse auf die proteolytische Aktivitat innerhalb
der Probe 2°'22 Zyerst wurden die Proteasen mittels SDS-PAGE separiert. Hierzu wurde das
in PBS isolierte Protein fur 10 min bei RT mit dem 3,5X Ladungspuffer inkubiert. Es wurde
eine Gesamtmenge von 30 ug Protein pro Probe verwendet. Nach der Beflllung der
Laufkammer mit 1X Laemmli-Puffer wurde das Sammelgel mit den Proben sowie mit
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) als Referenz fir die
Molekulmassen beladen. Sammelgel und Trenngel wurden hergestellt wie in Abschnitt 3.1.2
dargestellt. Das Trenngel wurde hierbei mit 0,1% Gelatine als Substrat fur die untersuchten
Proteasen, MMP-2 und -9, versetzt. MMP-2 und -9 besitzen eine ausgepragte Gelatinase-
Aktivitat 2. Nach der Elektrophorese (30 min bei 80 V, gefolgt von 1 h bei 120 V) wurde das
Trenngel fur 30 min bei RT in 1X Renaturierungspuffer inkubiert. Durch das im Puffer
enthaltene Triton X 100 wird das SDS entfernt **. Nun erfolgte eine Inkubation des Gels mit
dem Entwicklungspuffer; erst fir 30 min bei RT, dann tber Nacht bei 37 °C in frischem Puffer.

Um die wahrend der Entwicklung stattfindende Degradation der Gelatine sichtbar zu machen,
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wurde das Gel anschlieBend fir 30 min bei RT in der Coomassie-Farbelésung inkubiert.
Uberschiissige Farbeldsung wurde durch Waschen in dH.O entfernt. Das dargestellte
Bandenmuster wurde durch UV-Transillumination mithilfe eines ChemiDoc XRS+ Imaging
Systems sowie der Software Image Lab™ (Bio-Rad-Laboratories GmbH) dokumentiert. Die
Banden wurden semiquantitativ densitometrisch analysiert. Hierzu wurde mit dem Programm
Image Lab™ erst ein Negativbild des Zymogramms erzeugt, woraufhin die Bandendichte
gemessen wurde. Zur statistischen Untersuchung und graphischen Darstellung der Messwerte

wurde GraphPad Prism 7 verwendet.

3.6 Statistische Analyse und graphische Darstellung der Ergebnisse

Fir die statistischen Analysen und die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde die
Software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software) verwendet. Zum Vergleich zweier Gruppen
wurde ein Mann-Whitney-U-Test eingesetzt. Hierbei wurde ein Signifikanzniveau von 0,05
festgelegt. In der graphischen Darstellung wurden die Werte als Mittelwert + Standardfehler
(standard error of the mean; SEM) abgebildet und signifikante Ergebnisse wie folgt
gekennzeichnet: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

61



4 Ergebnisse

4.1 P14 - Einfluss der CXCL10-Defizienz auf die akute Lungenschadigung durch die

Hyperoxie

Die Phase der akuten Lungenschadigung durch die Hyperoxie wurde entsprechend des oben
dargestellten Versuchsaufbaus anhand des Zeitpunkts P14 untersucht. Bis dahin waren die
Mause der Interventionsgruppen (WT HYX und Cxcl10” HYX) durchgéngig der Hyperoxie
ausgesetzt. Untersuchungsergebnisse am P14 reflektieren somit die Vorgange und
Veranderungen in der murinen Lunge, die wahrend der fortdauernden schadigenden

Einwirkung der Hyperoxie abgelaufen sind (vgl. Abbildung 6; vgl. 3.2).

411 Einfluss der CXCL10-Defizienz auf das Lungenwachstum unter Hyperoxie
4.1.1.1 Alveoldares Wachstum

Um das alveolare Wachstum wahrend der Hyperoxie -Exposition zu analysieren, wurden radial
alveolar count (RAC), mean linear intersept (MLI) und die durchschnittliche Oberflache einer

einzelnen Alveole nach dem oben erlauterten Vorgehen bestimmt (vgl. 3.3.5).

Am postnatalen Tag 14 (P14) war der RAC als Mal} des alveolaren Wachstums bei den
Hyperoxie-exponierten Wildtypen (WT HYX) im Vergleich zu den Normoxie-Kontrollen (WT
NOX) signifikant vermindert. Der MLI und die Oberflache der einzelnen Alveole, die jeweils
invers mit der gesamtalveolaren Oberflache (alveolar surface area) korreliert sind, waren
erhéht. Die untersuchten Surrogatparameter zeigen eine alveolare Rarefizierung und somit
eine alveoldre Wachstumsstorung sowie die damit einhergehende emphysemartige

Alveolenarchitektur unter Hyperoxie an (vgl. Abbildung 9).

Bei den CXCL10-defizienten Tieren (Cxcl10 HYX) zeigte sich unter Hyperoxie im Vergleich
zu den Wildtypen (WT HYX) ein geringflgig, aber signifikant erhohter RAC. Fur den MLI
konnte kein Unterschied festgestellt werden. Die Oberflache der einzelnen Alveole war bei den
Hyperoxie-exponierten Knockout-Tieren (Cxcl10” HYX) im Vergleich zu den Wildtypen (WT
HYX) verringert. Die CXCL10-Defizienz hatte demnach eine verbesserte Alveologenese unter

Hyperoxie zur Folge (vgl. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Verbesserte Alveolarisierung unter Hyperoxie bei CXCL10-Defizienz. A:
reprasentative Lungenschnitte vom P14 gefarbt mit Hamatoxylin-Eosin; VergrofRerung = 20X; MaRstab
= 100 um. B-D: Ergebnisse der Analysen von radial alveolar count (RAC; A), mean linear intersept
(MLI; B) und durchschnittlicher Oberflache der einzelnen Alveole (C); n = 3-6/Gruppe; Mann-Whitney-
Test; MW + SEM; *p<0,05; **p<0,01. Abklrzungen: WT = Wildtyp; Cxcl10" = Cxcl10-Knockout; NOX =
Normoxie (21% O2); HYX = Hyperoxie (85% Oz2); P14 = postnataler Tag 14.

4.1.1.2 Zelliiberleben und Homo6ostase der Alveolarepithelzellen

Zellproliferation und -tUberleben sind fur die Integritat und das Wachstum der Lunge von groR3er
Bedeutung. Darum haben wir neben den morphologischen Wachstumsparametern auch
Apoptose und Proliferation in der Hyperoxie-exponierten Lunge untersucht. Ein besonderer
Fokus lag auf der Homobostase der ATII-Zellen, die durch ihre Progenitorzellfunktion ein
wichtiger Motor des Wachstums der Lunge und ihrer Regeneration nach Schadigung sind (vgl.

2.2) 2%,

Apoptotische Zellen wurden mithilfe eines TUNEL-Assays fluoreszenzmikroskopisch im

Gewebeschnitt visualisiert. Durch eine Immunfluoreszenzfarbung auf proSFTPC wurden
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auBerdem ATII-Zellen markiert. Zur Gegenfarbung der DNA wurde DAPI verwendet. Die
apoptotischen Zellen im Gewebeschnitt wurden manuell ausgezahlt und auf 100 Zellen

normalisiert (vgl. 3.3.8).

In der Gruppe der Hyperoxie-exponierten Wildtypen (WT HYX) war die Anzahl apoptotischer
Zellen (TUNEL+) gegenuber der Normoxie-Gruppe (WT NOX) signifikant erhdht. Die isolierte
Betrachtung zeigte zudem eine gesteigerte Anzahl apoptotischer ATII-Zellen (TUNEL+ und
proSFTPC+) unter Hyperoxie (vgl. Abbildung 10).

Im Vergleich mit den Wildtypen (WT HYX) waren die CXCL10-defizienten Mause (Cxcl10™
HYX) partiell vor der vermehrten Apoptose unter Hyperoxie geschitzt. So waren im
pulmonalen Gewebeschnitt signifikant weniger apoptotische Zellen (TUNEL+) nachweisbar.
Fir die Anzahl apoptotischer ATII-Zellen (TUNEL+ und proSFTPC+) war eine Reduktion
angedeutet. Der Unterschied war statistisch jedoch nicht signifikant (vgl. Abbildung 10).
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Abbildung 10: CXCL10-Defizienz schiitzt vor Apoptose unter Hyperoxie. A: TUNEL-Assay und pro-
Surfactant-Protein-C (proSFTPC)-Immunfluoreszenz reprasentativer Lungenschnitte am P14; DNA-
Gegenfarbung mit DAPI; VergroRerung = 40X. B, C: Quantifizierung TUNEL-positiver Zellen (B) sowie
TUNEL- und proSFTPC-positiver Zellen (C) pro 100 Zellen; n = 3-5/Gruppe; Mann-Whitney-Test; MW
+ SEM; *p<0,05; **p<0,01. Abkirzungen: WT = Wildtyp; TUNEL = terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick end labeling; Cxcl10- = Cxcl10-Knockout; NOX = Normoxie (21% O2); HYX =
Hyperoxie (85% O3); P14 = postnataler Tag 14.

Neben der apoptotischen haben wir auch die proliferative Aktivitat im Lungengewebe
betrachtet. Zum einen wurde die Proliferation durch Auszahlung Ki67-positiver Zellen in der
Immunfluoreszenz untersucht (vgl. 3.3.7). Zum anderen erfolgte eine Analyse des

Proliferationsmarkers PCNA (proliferating cell nuclear antigen) mittels Immunoblot.

Beide Verfahren zeigten unter Hyperoxie eine im Vergleich zur Normoxie gesteigerte
Proliferation. Im Gegensatz zur Apoptose konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
Hyperoxie-exponierten Wildtypen (WT HYX) und Knockout-Mausen (Cxcl10"HYX) festgestellt
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werden (vgl. Abbildung 11). Aufgrund des fehlenden Unterschieds haben wir auf eine

gesonderte Untersuchung der ATII-Zellen verzichtet.
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Abbildung 11: Gesteigerte Zellproliferation bei Hyperoxie-Exposition. A: Ki67-Immunfluoreszenz
reprasentativer Lungenschnitte vom P14; DNA-Gegenfarbung mit DAPI; VergréfRerung = 40X. B:
Quantifizierung Ki67-positiver Zellen normalisiert auf 100 Zellen. C: Proteinexpression des
Proliferationsmarkers PCNA in der Lunge am P14; reprasentativer Immunoblot mit densitometrischer
Auswertung in Relation zu B-Actin (Ladungskontrolle). B, C: n = 3-6/Gruppe (B) bzw. 4-6/Gruppe (C);
Mann-Whitney-Test; MW + SEM; *p<0,05; **p<0,01. Abkirzungen: WT = Wildtyp; Cxc/10”- = Cxcl10-
Knockout; NOX = Normoxie (21% 0O2); HYX = Hyperoxie (85% O2); P14 = postnataler Tag 14.

Zur genaueren Beurteilung der AEC-Homdostase bei CXCL10-Defizienz wurde die
Expression alveolarepithelialer Marker in der Lunge auf mRNA- und Protein-Ebene untersucht.
Hierbei wurden Aquaporin 5 (AQP5) sowie verschiedene Surfactant-Proteine (SFTP) als

205,206

Marker der AEC herangezogen
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Die Genexpression der untersuchten AEC-Marker war bei den Wildtypen in der Hyperoxie-
Gruppe (WT HYX) im Vergleich zur Normoxie-Kontrolle (WT NOX) nicht signifikant verandert
(vgl. Abbildung 12).

Interessanterweise zeigten die CXCL10-defizienten Tiere unter Normoxie (Cxcl/10” NOX)
verglichen mit den Wildtypen (WT NOX) eine verminderte Expression von Sftpa, -b und -d
sowie eine angedeutete, aber nicht signifikante Reduktion in der Agp5-Expression. Es lag also
ein Verlust mehrerer AEC-Marker vor. Unter Hyperoxie unterschied sich die mRNA-Expression
der untersuchten Gene zwischen Knockouts (Cxc/710" HYX) und Wildtypen (WT HYX) nicht
wesentlich (vgl. Abbildung 12).

Im Gegensatz zu den Wildtypen (s.o0.) hatte die Hyperoxie-Exposition bei den CXCL10-
defizienten Tieren einen signifikanten Einfluss auf die mRNA-Expression der AEC-Marker. So
war die Expression von Aqp5, Sftpb und Sftpd unter Hyperoxie (Cxc/10” HYX) im Vergleich
zur Normoxie (Cxcl10” NOX) gesteigert, wahrend Sftpa vermindert exprimiert wurde (vgl.
Abbildung 12).
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Abbildung 12: CXCL10 beeinflusst die mRNA-Expression alveolarepithelialer Marker in der
Lunge. A-E: Relative mRNA-Expression der Alveolarepithelzell-Marker Agp5 (A), Sftpa (B), Sfipb (C),
Sftpc (Dr) und Sftpd (E) in der Lunge am P14; n = 6-9/Gruppe; Mann-Whitney-Test; MW + SEM;
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Abkiirzungen: Agp5 = Aquaporin 5; Sfip = Surfactant-Protein; WT =
Wildtyp; Cxcl10"- = Cxcl10-Knockout; NOX = Normoxie (21% Oz); HYX = Hyperoxie (85% O:); P14 =
postnataler Tag 14.
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Der Immunoblot zeigte bei den Wildtypen unter Hyperoxie (WT HYX) eine signifikant erhdhte
Proteinkonzentration von proSFTPC im Vergleich zur Normoxie-Kontrolle (WT NOX). Dies
deutet darauf hin, dass bis zum P14 unter Hyperoxie eine Vermehrung der
Alveolarepithelzellen (v.a. ATII-Zellen 2%) stattgefunden hat. AQP5-Protein (ATI-Marker 2°°)
war unter Hyperoxie angedeutet, aber nicht signifikant reduziert (vgl. Abbildung 13).

Bei den CXCL10-defizienten Tieren fiinrte die Hyperoxie (Cxcl/10” HYX) nicht zu einer
Zunahme von proSFTPC im Vergleich zur Normoxie Gruppe (Cxcl10” NOX). Insgesamt war
die Proteinexpression von proSFTPC bei den Knockout-Tieren (Cxc/10™ HYX) in Relation zu
den Wildtypen (WT HYX) unter Hyperoxie signifikant vermindert (vgl. Abbildung 13).

Die Ergebnisse legen nahe, dass CXCL10 die Homdostase der AEC auf komplexe Art und

Weise beeinflusst.
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Abbildung 13: CXCL10-Defizienz verdndert Expression von pro-Surfactant-Protein-C unter
Hyperoxie. Proteinexpression der alveolarepithelialen Marker Aquaporin 5 (AQP5) und pro-Surfactant-
Protein-C (proSFTPC) zum Zeitpunkt P14. A, B: Reprasentative Immunoblots mit densitometrischer
Auswertung in Relation zu B-Actin (Ladungskontrolle) fir AQP5 (A) und proSFTPC (B); n = 4-6/Gruppe;
Mann-Whitney-Test; MW + SEM; *p<0,05; **p<0,01. Abkirzungen: WT = Wildtyp; Cxc/10”- = Cxcl10-
Knockout; NOX = Normoxie (21% O2); HYX = Hyperoxie (85% Oz2); P14 = postnataler Tag 14.

4.1.1.3 Angiogenese

Die Vaskularisierung der Lunge am P14, die als Momentaufnahme die Angiogenese wahrend
der Lungenschadigung durch die Hyperoxie widerspiegelt, wurde mit zwei Methoden
untersucht. Zum einen erfolgte eine manuelle Auszahlung der BlutgefaRe im pulmonalen
Gewebeschnitt. Hierbei wurde durch eine vVWF-Immunhistochemie die korrekte Identifizierung
der Blutgefal’e sichergestellt (vgl. 3.3.6). Zum anderen wurde mittels Immunoblot der

Proteingehalt des Endothelmarkers VE-Cadherin in der Lunge analysiert.

Bei den Hyperoxie-exponierten Wildtypen (WT HYX) war die Anzahl an Blutgefalien im

Lungengewebe im Vergleich zur Normoxie-Kontrolle (WT NOX) signifikant vermindert.
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Insbesondere wurden weniger GefalRe <20 ym gezahlt (vgl. Abbildung 14). Passend zur
reduzierten Gefaflanzahl war auch die Protein-Konzentration von VE-Cadherin in der
Hyperoxie-Gruppe reduziert (vgl. Abbildung 15). Den Ergebnissen ist eine Beeintrachtigung

der Angiogenese unter Hyperoxie zu entnehmen.

Bei den CXCL10-defizienten Mausen (Cxc/10" HYX) war im Vergleich zu den Wildtypen (WT
HYX) die Gesamtanzahl an Gefalken bis 100 ym nach Hyperoxie-Exposition erhoht. Die
separate Betrachtung der Gefalle <20 ym bzw. 220-100 pym zeigte keine signifikanten
Unterschiede, aber einen Trend zugunsten der Knockout-Tiere (vgl. Abbildung 14). Der
protektive Effekt der CXCL10-Defizienz bestatigte sich im Immunoblot nicht. Hier zeigten die
Knockout-Tiere (Cxcl10” HYX) verglichen mit den Wildtypen (WT HYX) sogar einen
aggravierten Verlust des Endothelmarkers VE-Cadherin bei Hyperoxie-Exposition (vgl.

Abbildung 15).
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Abbildung 14: Erhohte pulmonale GefdBanzahl unter Hyperoxie bei CXCL10-Defizienz. A:
reprasentative Lungenschnitte mit vVWF-Immunhistochemie und Hamatoxylin-Hintergrundfarbung; P14;
VergréfRerung = 20X; Mafistab = 100 um. B-D: Ergebnisse der Auszahlung fiir die Gefalle <20 ym (B)
bzw. 220-100 ym (C) sowie Ergebnisse der Gesamtanzahl an Gefa3en bis 100 pm (D); Auszéhlung pro
Gesichtsfeld; n = 3-6/Gruppe; Mann-Whitney-Test; MW + SEM; *p<0,05; **p<0,01. Abkirzungen: vWF
= von-Willebrand-Faktor; WT = Wildtyp; Cxcl10"- = Cxcl10-Knockout; NOX = Normoxie (21% O2); HYX

= Hyperoxie (85% O3); P14 = postnataler Tag 14.
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Abbildung 15: CXCL10-Defizienz aggraviert Verlust von Endothelmarkern unter Hyperoxie.
Proteinexpression des endothelialen Markers VE-Cadherin in der Lunge am P14. Reprasentativer
Immunoblot mit densitometrischer Auswertung in Relation zu B-Actin (Ladungskontrolle); n = 4-
6/Gruppe; Mann-Whitney-Test; MW + SEM; *p<0,05; **p<0,01. Abklrzungen: WT = Wildtyp; Cxcl107- =
Cxcl10-Knockout; NOX = Normoxie (21% Oz); HYX = Hyperoxie (85% O3); P14 = postnataler Tag 14.

4.1.2 Einfluss der CXCL10-Defizienz auf die extrazellulare Matrix und deren Umbau

unter Hyperoxie
4.1.2.1 Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix

Die Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix (EZM) haben wir fir den P14 zuerst
Histologie-basiert untersucht. Als Surrogatparameter fur den Grad der Fibrose wurde die
Septumdicke gemessen (vgl. 3.3.5). Zudem wurden wichtige Bestandteile der pulmonalen
EZM — Kollagen und elastische Fasern — im Gewebeschnitt mithilfe spezieller Farbetechniken
demaskiert und anschlieRend quantifiziert. Zur Anfarbung des Kollagens wurde Picro Sirius-
Red verwendet (vgl. 3.3.3). Die elastischen Fasern wurden nach Hart gefarbt (vgl. 3.3.4). Die
Auswertung erfolgte fir die absolute Flache der angefarbten Fasern sowie fir ihren

Flachenanteil am Gesamtgewebe.

Bei den Wildtypen zeigten sich unter Hyperoxie-Exposition (WT HYX) im Vergleich zu den
Normoxie-Kontrollen (WT NOX) deutlich verbreiterte interalveolare Septen. Zudem war unter
Hyperoxie ein stark gesteigerter Kollagengehalt nachweisbar (vgl. Abbildung 16). Die
Ergebnisse weisen auf einen fibrotischen Umbau der Lungenmatrix nach Hyperoxie-

Exposition hin.

Bei den Knockout-Mausen (Cxcl10”"HYX) war die Zunahme der Septumdicke unter Hyperoxie
signifikant milder ausgepragt als bei den Wildtypen (WT HYX). Auch deutete sich eine
Verminderung des Kollagengehalts an, wobei der Unterschied statistisch nicht signifikant war
(vgl. Abbildung 16). Insgesamt hatte die CXCL10-Defizienz in unserem Experiment also einen

protektiven Effekt in Bezug auf die Hyperoxie-induzierte Fibrose.
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Abbildung 16: Schutz vor Hyperoxie-induzierter Fibrose bei CXCL10-Defizienz. A: Picro Sirius-
Red-Farbung reprasentativer Lungenschnitte vom P14; VergroRerung = 20X; MaRstab = 100 um. B:
Septumdicke zum Zeitpunkt P14. C, D: Quantifizierung der Sirius-Red-positiven Flache (= Kollagen) als
Absolutwert (C) sowie als Flachenanteil am Gesamtgewebe (D). B-D: n = 3-6/Gruppe; Mann-Whitney-
Test; MW + SEM; *p<0,05; **p<0,01. Abklrzungen: WT = Wildtyp; Cxcl10" = Cxcl10-Knockout; NOX =
Normoxie (21% 0O2); HYX = Hyperoxie (85% Oz2); P14 = postnataler Tag 14.

Sowohl bei den Wildtypen (WT HYX) als auch bei den Knockout-Mausen (Cxcl/10"HYX) fiihrte
die Hyperoxie-Exposition zu einem Verlust elastischer Fasern. Ein signifikanter Unterschied

bestand zwischen Wildtyp- und Knockout-Tieren im Hinblick auf die elastischen Fasern nicht

(vgl. Abbildung 17).
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Abbildung 17: Verlust elastischer Fasern bei Hyperoxie-Exposition. A: Elastika-Farbung nach Hart
reprasentativer Lungenschnitte vom P14; VergroBerung = 20X; MaRstab = 100 um. B, C:
Quantifizierung der Hart-positiven Flache (= elastische Fasern) als Absolutwert (B) sowie als
Flachenanteil am Gesamtgewebe (C); n = 3-6/Gruppe; Mann-Whitney-Test; MW + SEM; *p<0,05;
**p<0,01. Abkiirzungen: WT = Wildtyp; Cxcl/10"- = Cxcl10-Knockout; NOX = Normoxie (21% O2); HYX
= Hyperoxie (85% O3z); P14 = postnataler Tag 14.

4.1.2.2 Kollagen-Neubildung

Da wir in der Histologie-basierten Analyse bei den CXCL10-defizienten Mausen Anzeichen
einer verminderten Fibrose unter Hyperoxie finden konnten (vgl. 4.1.2.1), haben wir im
nachsten Schritt mogliche Ursachen hierfur Uberpruft. Zuerst haben wir untersucht, ob die
Kollagen-Neubildung verandert ist. Hierzu wurde die Expression von a smooth muscle actin
(a-SMA; Genname: Actin alpha 1/Acta1) betrachtet. a-SMA wird von Myofibroblasten
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exprimiert, die durch die Bildung von Kollagen zur Gewebereparatur beitragen, bei
Dysregulation aber auch eine Fibrose hervorrufen kénnen %7, Zudem wurde die mRNA-

Expression verschiedener Kollagene (Col1a1, Col3a1, Col4a4) in der Lunge untersucht.

Bei den Hyperoxie-exponierten Wildtypen (WT HYX) war die Expression von a-SMA im
Vergleich zur Normoxie-Kontrolle (WT NOX) sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene
gesteigert (vgl. Abbildung 18). Dies ist mit einer Vermehrung intrapulmonaler Myofibroblasten
vereinbar. Die Kollagenexpression am untersuchten Zeitpunkt unterschied sich zwischen
Hyperoxie- (WT HYX) und Normoxie-Gruppe (WT NOX) nicht (vgl. Abbildung 19).

Bei den CXCL10-defizienten Tieren (Cxcl10” HYX) zeigte sich unter Hyperoxie eine ahnlich
starke Expressionssteigerung von a-SMA wie bei den Wildtypen (WT HYX) (vgl. Abbildung
18). Auch die Genexpression der untersuchten Kollagene unterschied sich nicht wesentlich
von der der Wildtypen. Zwar war die Expression von Col7a1 bei den Knockout-Mausen
(Cxcl10™ HYX) unter Hyperoxie im Vergleich zu den Wildtypen (WT HYX) signifikant erhéht,
allerdings war die Auspragung des Effekts gering (vgl. Abbildung 19). Insgesamt konnten wir

somit keine Hinweise auf eine relevant veranderte Kollagen-Synthese bei CXCL10-Defizienz

finden.
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Abbildung 18: Hyperoxie fordert Expansion von Myofibroblasten in der Lunge. Expression des
Myofibroblasten-Markers a-SMA/Acta? in der Lunge am P14. A: relative mRNA-Expression von Acta1.
B: reprasentative Immunoblots mit densitometrischer Auswertung in Relation zu [(-Actin
(Ladungskontrolle) fiir a-SMA. A, B: n = 6-9/Gruppe (A) bzw. n = 4-6/Gruppe(B); Mann-Whitney-Test;
MW + SEM; *p<0,05; **p<0,01. Abkirzungen: WT = Wildtyp; Cxcl10”- = Cxcl10-Knockout; NOX =
Normoxie (21% 0O2); HYX = Hyperoxie (85% Oz2); P14 = postnataler Tag 14.
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Abbildung 19: Kollagenexpression in der murinen Lunge. Relative mRNA-Expression von Col1a1
(A), Col3at (B) und Col4a4 (C) in der Lunge am P14; n = 6-9/Gruppe; Mann-Whitney-Test; MW = SEM;
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Abklrzungen: WT = Wildtyp; Cxcl10"- = Cxcl10-Knockout; NOX =
Normoxie (21% O2); HYX = Hyperoxie (85% Oz2); P14 = postnataler Tag 14.

4.1.2.3 Profibrotische Signalwege

Nachdem die Untersuchung der Kollagen-Neubildung keine hinreichende Erklarung fir die
abgemilderte Hyperoxie-induzierte Fibrose bei CXCL10-Defizienz liefern konnte (vgl. 4.1.2.2),
haben wir im nachsten Schritt den TGF-B3-Signalweg untersucht. TGF-B fordert die
Akkumulation von EZM und wirkt damit profibrotisch '°1922%7 |n fr{iheren tierexperimentellen
Studien konnte gezeigt werden, dass Hyperoxie eine vermehrte Aktivierung des TGF-[3-
Signalwegs in der Lunge hervorruft '°. TGF-B vermittelt seine Effekte Gber membranstandige
Rezeptoren '9227 Die Rezeptorbindung bewirkt intrazellular die Phosphorylierung
verschiedener SMAD-Proteine [benannt nach dem Gen Sma von Caenorhabditis elegans und
dem Drosophila-Gen Mad (mothers against decapentaplegic)], die dann in den Zellkern

translozieren und die Expression der Zielgene regulieren 102207:208

Um Riuckschlisse auf die TGF-B-Signalkaskade ziehen zu kénnen, haben wir die mRNA-
Expression von Tgfb selbst betrachtet. Zur genaueren Analyse der Aktivitdt haben wir dann
die Phosphorylierung des second messenger SMAD2 quantifiziert. Zudem haben wir die
Zielgen-Expression anhand des connective tissue growth factor (CTGF; Gen: cellular

communication network factor 2/CcnZ2) untersucht.

Bei den Wildtypen zeigten die genannten Untersuchungen eine Aktivierung der TGF-§3-
Signalkaskade unter Hyperoxie (WT HYX) im Vergleich zur Normoxie (WT NOX). Die mRNA-
Expression von Tgfb war nicht verandert, allerdings waren eine signifikante Steigerung der
SMAD-Phosphorylierung und eine vermehrte Gen- sowie Proteinexpression von Ccn2 bzw.

CTGF zu beobachten (vgl. Abbildung 20).

Bei CXCL10-Defizienz waren verglichen mit den Wildtypen keine signifikanten Veranderungen

im TGF-B-Signalweg nachweisbar (vgl. Abbildung 20).
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Abbildung 20: Aktivierung des TGF-B-Signalwegs unter Hyperoxie. A, C: relative mRNA-
Expression von transforming growth factor B (Tgfb; A) und cellular communication network factor 2
(Ccn2; C) in der Lunge am P14. B, D: Proteinexpression in der Lunge am P14; reprasentative
Immunoblots mit densitometrischer Auswertung in Relation zu SMAD2 (B) bzw. 3-Actin (D) fur pSMAD
(B) und connective tissue growth factor (CTGF; D). A-D: n = 6-9/Gruppe (A, C) bzw. 4-6/Gruppe (B, D);
Mann-Whitney-Test; MW + SEM; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. Abkirzungen: WT =
Wildtyp; Cxcl10"- = Cxcl10-Knockout; NOX = Normoxie (21% Oz2); HYX = Hyperoxie (85% O3); P14 =
postnataler Tag 14.

4.1.2.4 Protease-Aktivitat

Weder die Kollagen-Neubildung noch die Aktivitdt des profibrotischen TGF-B waren bei
CXCL10-Defizienz relevant verandert (vgl. 4.1.2.2 und 4.1.2.3). Daher haben wir als nachstes
die proteatische Aktivitdt in der Lunge untersucht, um die unter Hyperoxie veranderte
Zusammensetzung der EZM bei CXCL10-Defizienz zu erklaren (vgl. 4.1.2.1). Hierbei haben
wir uns auf zwei MMPs bzw. deren Vorstufen konzentriert. MMPs sind in der Lage,
verschiedene Proteine der EZM zu zersetzen ?*°. So kénnen MMP-2 und MMP-9 sowohl
Kollagen als auch Elastin degradieren ?*°. Da in Studien hinreichend gezeigt wurde, dass BPD
und Hyperoxie-induzierte Lungenerkrankung mit einer gesteigerten Expression und Aktivitat
verschiedener Proteasen, darunter MMP-2 und -9, einhergehen, wurde auf die
Gegeniiberstellung von Normoxie- und Hyperoxie-Gruppe verzichtet 292" Wir haben uns auf
den Vergleich von Hyperoxie-exponierten Wildtypen (WT HYX) und Knockout-Mausen
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(Cxcl10- HYX) konzentriert. Firr die genannten Gruppen wurde die pulmonale Aktivitat von
proMMP-2, MMP-2 und proMMP-9 mittels Zymographie quantifiziert (vgl. 3.5.3).

Bei den CXCL10-defizienten Mausen (Cxc/10" HYX) war die Aktivitdt von MMP-2 und dem
Vorlaufer proMMP-2 unter Hyperoxie im Vergleich zu den Wildtypen (WT HYX) nicht signifikant
verandert. Fir proMMP-9 konnte bei den Knockout-Tieren (Cxcl10” HYX) jedoch eine zwei-

bis dreifache Aktivitatssteigerung nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 21).
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Abbildung 21: Erhohte pulmonale Protease-Aktivitat unter Hyperoxie bei CXCL10-Defizienz.
Reprasentative Zymographie und densitometrische Quantifizierung der Aktivitat von Matrix-
Metalloproteinase 2 (MMP-2; A), proMMP-2 (B) und proMMP-9 (C) in der Hyperoxie-exponierten Lunge
am P14; n = 4-6/Gruppe; Mann-Whitney-Test; MW + SEM; *p<0,05; **p<0,01. Abklrzungen: WT =
Wildtyp; Cxcl10"- = Cxcl10-Knockout; NOX = Normoxie (21% Oz); HYX = Hyperoxie (85% O:); P14 =
postnataler Tag 14.
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4.1.3 Einfluss der CXCL10-Defizienz auf Makrophageninflux und -polarisierung unter

Hyperoxie

Um den Influx von Makrophagen ins Lungengewebe zu analysieren, wurden sie mittels CD68-
Immunhistochemie im Gewebeschnitt gefarbt und ausgezahlt (vgl. 3.3.6). Neben der
Quantifizierung erfolgten auch Untersuchungen zu Aktivierung und Polarisierung der
intrapulmonalen Makrophagen. Hierzu wurde die mMRNA-Expression verschiedener
Mediatoren der Makrophagendifferenzierung mittels RT-PCR analysiert. Als Marker fur die
proinflammatorischen M1-ahnlichen Makrophagen wurden die Gene //1b, Il6, Mmp12 und Tnfa
untersucht, als Marker der entziindungsmodulierenden MZ2-&hnlichen Zellen /4, /10 und
Arginase 1 (Arg1) '431%8,

Bei den Wildtypen war unter Hyperoxie (WT HYX) eine deutlich gesteigerte
Makrophagenakkumulation gegentber der Normoxie-Kontrolle (WT NOX) zu beobachten (vgl.
Abbildung 22). Zudem zeigte sich unter Hyperoxie eine signifikante Expressionssteigerung der
M1-ahnlichen Marker /1b, 116 und Mmp12. Besonders /16 war stark hochreguliert, ndmlich etwa
um den Faktor 20. Auf Seiten der M2-ahnlichen Marker wurde //10 unter Hyperoxie vermehrt
exprimiert, wahrend fir //4 und Arg1 kein Unterschied feststellbar war (vgl. Abbildung 23). Das
beobachtete Expressionsmuster  zeigt  eine Dominanz des M1-ahnlichen

Makrophagenphanotyps unter Hyperoxie an.

Bei den CXCL10-defizienten Mausen (Cxcl10” HYX) war die Makrophagenanzahl unter
Hyperoxie im Vergleich zu den Wildtypen (WT HYX) signifikant vermindert. Tatsachlich war
die pulmonale Akkumulation von Makrophagen nahezu vollstandig geblockt (vgl. Abbildung
22). Das Expressionsmuster der untersuchten Gene der Polarisierung unterschied sich
hingegen nicht wesentlich von dem der Wildtypen. Auch hier war unter Hyperoxie (Cxcl10™
HYX) im Vergleich zur Normoxie (Cxcl/10”- NOX) vor allem die Expression der M1ahnlichen
Marker (/l6, Mmp12 und Tnfa) gesteigert. Interessanterweise exprimierten die CXCL10-
defizienten Tiere (Cxcl10” HYX) im Vergleich zu den Wildtypen (WT HYX) bei Hyperoxie-
Exposition signifikant mehr //6. Die M2-ahnlichen Marker waren unter Hyperoxie im Vergleich
zur Normoxie kaum verandert (vgl. Abbildung 23). Die Zusammenschau der Ergebnisse lasst
auf eine Hemmung der chemotaktischen Makrophageninvasion bei unveranderter -aktivierung

und -polarisierung schliefen.
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Abbildung 22: CXCL10-Defizienz blockt pulmonale Makrophageninvasion unter Hyperoxie. A:
reprasentative Lungenschnitte mit CD68-Immunhistochemie und Hamatoxylin-Hintergrundfarbung;
P14; VergroRerung = 20X; MaRstab = 100 um. B: Quantifizierung CD68-positiver Zellen in der Lunge
am P14; Anzahl pro Gesichtsfeld; n = 3-6/Gruppe; Mann-Whitney-Test; MW + SEM; *p<0,05.
Abklirzungen: CD68 = cluster of differentiation 68; WT = Wildtyp; Cxcl10" = Cxcl10-Knockout; NOX =
Normoxie (21% Oz2); HYX = Hyperoxie (85% O3); P14 = postnataler Tag 14.
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Abbildung 23: Hyperoxie fordert M1-dhnliche Makrophagenpolarisierung. Relative mRNA-
Expression der M1-ahnlichen Marker //1b, 116, Mmp12, Tnfa (A-D) und der M2-ahnlichen Marker /i4, 1110,
Arg1 (E-G) in der Lunge am P14; n = 6-9/Gruppe; Mann-Whitney-Test; MW + SEM; *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001. Abklrzungen: /I = Interleukin; Mmp12 = Matrix-Metalloproteinase 12; Tnfa =
Tumor-Nekrosefaktor a; Arg? = Arginase 1; WT = Wildtyp; Cxcl10”- = Cxcl10-Knockout; NOX =
Normoxie (21% 0O2); HYX = Hyperoxie (85% Oz2); P14 = postnataler Tag 14.
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4.2 P28 - Auswirkungen der CXCL10-Defizienz auf die Regenerationsphase nach

beendeter Hyperoxie-Exposition

Wahrend die Untersuchungsergebnisse vom P14 die Prozesse und Veranderungen in der
murinen Lunge unter fortdauernder Einwirkung der Hyperoxie widerspiegeln, ist der Zeitpunkt
P28 reprasentativ fur die Erholungsphase nach Wegfall des schadigenden Reizes. So konnten
sich die Versuchstiere aus beiden Interventionsgruppen (WT HYX und Cxc/10" HYX)
zwischen P14 und P28 in Normoxie-Verhaltnissen von der Lungenschadigung durch die

Hyperoxie erholen (vgl. Abbildung 6; vgl. 3.2).

4.21 Einfluss der CXCL10-Defizienz auf das Lungenwachstum in der

Regenerationsphase
4.2.1.1 Alveolares Wachstum

Den Stellenwert von CXCL10 fir die Regeneration haben wir unserer vierten Forschungsfrage
entsprechend vorwiegend anhand des alveolaren Wachstums untersucht (vgl. 2.5). Bei der

Analyse der Alveolarisierung wurde analog zum Zeitpunkt P14 vorgegangen (vgl. 4.1.1.1).

Bei den ehemals Hyperoxie-exponierten Wildtypen (WT HYX) zeigte sich im Vergleich mit den
Normoxie-Kontrollen (WT NOX) am P28 eine signifikante Erhdhung von MLI und
durchschnittlicher Oberflache der einzelnen Alveole. Dies ist im Sinne einer persistierenden
alveolaren Rarefizierung zu werten. Zudem war in der Hyperoxie-Gruppe (WT HYX) eine
Verringerung des RAC als Indikator eines verminderten alveolaren Wachstums angedeutet.
Der Unterschied im RAC war im Gegensatz zum Zeitpunkt P14 statistisch jedoch nicht
signifikant (p-Wert = 0,111) (vgl. Abbildung 24). Den Ergebnissen ist zu entnehmen, dass in
Hinblick auf die Alveolarisierung nach der vierzehntagigen Erholungsphase keine vollstandige

Regeneration von der Schadigung durch die Hyperoxie eingetreten ist.

Bei den CXCL10-defizienten Tieren konnten wir am P14 (Cxc/10""HYX) im Vergleich mit den
Wildtypen (WT HYX) eine abgemilderte alveolare Rarefizierung und Wachstumsstérung unter
Hyperoxie nachweisen (durchschnittliche Oberflache der einzelnen Alveole vermindert, RAC
erhoht; vgl. 4.1.1.1). Am P28 war bei den Knockout-Tieren aus der Hyperoxie-Gruppe (Cxcl10
" HYX) die Oberflache der einzelnen Alveole im Vergleich zu den Wildtypen (WT HYX)
weiterhin reduziert. Der protektive Effekt der CXCL10-Defizienz in Bezug auf den RAC ist
zwischen P14 und P28 hingegen verloren gegangen (vgl. Abbildung 24).
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Abbildung 24: Alveolares Aufholwachstum nach beendeter Hyperoxie-Exposition. A:
reprasentative Lungenschnitte geféarbt mit Hamatoxylin-Eosin; VergroRerung = 20X; MaRstab = 100 pm.
B-D: Ergebnisse der Analysen von radial alveolar count (RAC; A), mean linear intersept (MLI; B) und
der durchschnittlichen Oberflache der einzelnen Alveole (C); n = 3-5/Gruppe; Mann-Whitney-Test; MW
+ SEM; *p<0,05. Abkiirzungen: WT = Wildtyp; Cxcl10" = Cxcl10-Knockout; NOX = Normoxie (21% O2);
HYX = Hyperoxie (85% Oz2); P28 = postnataler Tag 28.

4.2.1.2Homoostase der Alveolarepithelzellen

Wie an anderer Stelle bereits betont wurde, sind AEC, insbesondere die ATIl-Zellen, von
groBer Bedeutung fir ein ungestortes alveoldares Wachstum und eine funktionierende
pulmonale Regeneration (vgl. 2.2). Um das Lungenwachstum in der Regenerationsphase zu
beurteilen, haben wir fir den Zeitpunkt P28 neben den histomorphometrischen Parametern
der Alveolarisierung deshalb auch die Homoéostase der AEC untersucht. Hierzu wurde — wie
schon fur den Zeitpunkt P14 — die mRNA-Expression verschiedener Gene quantifiziert, die

spezifisch von AEC exprimiert werden (Aqp5, Sftpa, Sftpb, Sftpc, Sftpd).

Zwischen den ehemals Hyperoxie-exponierten Wildtypen (WT HYX) und der Normoxie-
Kontrolle (WT NOX) bestand nahezu kein Unterschied in der Expression der AEC-Marker. Bei
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der Interventionsgruppe (WT HYX) zeigte sich lediglich eine minimale Expressionsminderung
fur Aqgp5 und Sftpc, wobei die Relevanz aufgrund der geringen Auspragung des Effekts in
Frage gestellt werden muss. Insgesamt wiesen die Ergebnisse bei den Wildtypen auf eine
weitestgehend unbeeintrachtigte Homdostase der AEC wahrend der Regenerationsphase hin

(vgl. Abbildung 25).

Anders sah es bei den CXCL10-defizienten Tieren aus. Verglichen mit den Wildtypen (WT
HYX) war bei den Knockout-M&usen der Interventionsgruppe (Cxc/10” HYX) die Expression
aller untersuchten alveolarepithelialen Marker deutlich vermindert. Auch innerhalb der
Kontrollgruppen war bei CXCL10-Defizienz (Cxcl/10” NOX) ein Verlust von AEC-Markern
gegenuber den Wildtypen (WT NOX) zu beobachten. Konkret war hier die mRNA-Expression
von Sftpc und Sftpd verringert (vgl. Abbildung 25). Letztgenannter Befund passt zu den
Untersuchungsergebnissen vom P14, wo unter Normoxie ebenfalls eine gestorte Expression
von AEC-Markern auffallig war (vgl. 4.1.1.2). Die Zusammenschau der Ergebnisse zeigt, dass
die vollstandige Abwesenheit von CXCL10 bei Ausbleiben des schadigenden Reizes der

Hyperoxie in der Phase von P14 bis P28 die Homdostase der AEC stort.

£ 157 = 151 = 157

=]

g, ok ok 2 2

l:j 1.04 & 1.0 % 1.04

s 7/) < <

0.5 0.5 0.54
g / E :
=~ / § %Q.
0.0- 0.0- 0.0-
| WT cxerio™|| WT  cxelio] | WT  cxerro™|| WT  cxetio?] WT  Cxel10"|| WT  Cxelio]
P28 NOX P28 HYX P28 NOX P28 HYX P28 NOX P28 HYX
1.5 15
= * =
g g
1 173
g g
g 5
A &
: .
s [~
= £
Q =
S s
WT  Cxel10™|| WT  Cxel10] WT  Cxel10™|| WT  Cxelio?]
P28 NOX P28 HYX P28 NOX P28 HYX

Abbildung 25: Verlust der Alveolarepithelmarker in der Regenerationsphase bei CXCL10-
Defizienz. A-E: Relative mRNA-Expression der Alveolarepithelzell-Marker Aqp5 (A), Sfipa (B), Sfipb
(C), Sftpc (D) und Sftpd (E) in der Lunge am P28; n = 8-10/Gruppe; Mann-Whitney-Test; MW + SEM,;
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Abkiirzungen: Agp5 = Aquaporin 5; Sfip = Surfactant-Protein. WT =
Wildtyp; Cxcl10"- = Cxcl10-Knockout; NOX = Normoxie (21% Oz2); HYX = Hyperoxie (85% O3); P28 =
postnataler Tag 28.
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5 Diskussion

5.1 Schlussfolgerung aus den Ergebnissen: CXCL10 - Ein biphasischer

Mechanismus

In der vorliegenden Arbeit haben wir die funktionelle Rolle von CXCL10 in der Hyperoxie-
induzierten Lungenerkrankung der neugeborenen Maus erforscht. Der hierbei gewahlte
Versuchsaufbau war zweiphasig. In der ersten Phase haben wir die Relevanz von CXCL10 far
die akute Lungenschadigung durch die Hyperoxie betrachtet, in der zweiten Phase die Rolle

in der anschlieRenden pulmonalen Regeneration (vgl. Abbildung 6; vgl. 3.2).

Wahrend der akuten Lungenschadigung konnten wir bei den CXCL10-defizienten Mausen ein
verbessertes alveolares Wachstum und eine verminderte Apoptose nachweisen (vgl. 4.1.1.1
und 4.1.1.2). Die Knockout-Tiere waren dartber hinaus teilweise vor einem fibrotischen
Umbau der EZM unter Hyperoxie geschutzt (vgl. 4.1.2.1). Die Reduktion der
Kollagenakkumulation war insbesondere mit einer gesteigerten Proteaseaktivitat assoziiert
(vgl. 4.1.2.4). Insgesamt schitzte die CXCL10-Defizienz durch eine verbesserte
Alveolarisierung und einen verminderten Matrixumbau zum Teil vor dem Hyperoxie-
induzierten pulmonalen Phanotyp. Als mogliche Ursache fir diesen Befund ging aus unserer
Studie eine Hemmung der Hyperoxie-vermittelten Inflammation hervor. So war bei CXCL10-
defizienten Mausen die Makrophageneinwanderung fast vollstandig geblockt (vgl. 4.1.3). Wir
sehen unsere Hypothese, dass CXCL10 teilweise zur Pathogenese der Hyperoxie-induzierten

Lungenerkrankung als Modell der BPD beitragt (vgl. 2.5), damit als bestatigt an.

In der zweiwdchige Erholungsphase nach beendeter Hyperoxie-Exposition ging der alveolare
Wachstumsvorteil der CXCL10-defizienten Mause teilweise verloren (vgl. 4.2.1.1). Die
Wildtyp-Mause mit erhaltener CXCL10-Expression holten in Bezug auf das alveolare
Wachstum bei Fehlen des schadigenden Stimulus der Hyperoxie auf. Zudem beobachteten
wir bei CXCL10-Defizienz in Normoxie einen Verlust der AEC-Marker (vgl. 4.2.1.2). Beides

zeigt, dass eine CXCL10-Defizienz die pulmonale Regeneration negativ beeinflusst.

In Zusammenschau der Ergebnisse schlagen wir daher einen biphasischen Mechanismus fir
CXCL10 vor: (1) Eine uberschieRende Freisetzung von CXCL10, wie sie wahrend der akuten
Lungenschadigung durch die Hyperoxie beobachtet werden kann, wirkt sich Uber eine
Forderung der Inflammation negativ auf Lungenwachstum, Zellhomoostase und die EZM aus.
(2) Ein physiologisches Mafy an CXCL10 ist aber wichtig, um eine normale Funktion und ein

ungestortes Wachstum der Lunge zu gewahrleisten (vgl. Abbildung 26).
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Abbildung 26: CXCL10 — Ein biphasischer Mechanismus. Schematische Zusammenfassung der
Ergebnisse der vorliegenden Studie und schlussfolgerndes Arbeitsmodell. Abklrzungen: EZM =
extrazellulare Matrix; P1/14/28 = postnataler Tag 1/14/28; NOX = Normoxie; HYX = Hyperoxie.
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5.2 Das Modell der Hyperoxie-induzierten Lungenerkrankung der neugeborenen Maus

als translationales Modell der bronchopulmonalen Dysplasie

Die Forschung zur Pathophysiologie der BPD ist in hohem Malfle auf tierexperimentelle
Studien angewiesen, da aufgrund der glicklicherweise sinkenden Mortalitat Frihgeborener
nur wenige Autopsiepraparate fir humane Studien zur Verfigung stehen und verlassliche in-

214 Die Herausforderung in der in-vitro-Modellierung der

vitro-Modelle bisher fehlen
Lungenentwicklung bzw. der BPD liegt darin, dass ein adaquates Modell eine hohe biologische
Komplexitat abbilden muss, die neben offensichtlichen Faktoren wie einer Multizellularitat
auch Aspekte wie Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen sowie das Wechselspiel zwischen
Immunzellen und strukturellen Lungenbestandteilen umfasst. Durch die Entwicklung von
Organoiden, die auf multilinearen Stammzellen basieren, ist man dem idealen in-vitro-Modell
aktuell so nah wie noch nie 2'°. Bis zur Ausreifung und Verbreitung dieser Methode werden
Tiermodelle aber weiterhin die erste Wahl in der pathophysiologischen BPD-Forschung

bleiben.

Um verlasslich auf die BPD riickschliefen zu kénnen, ist die Qualitdt und Reprasentativitat der
genutzten Tiermodelle unabdingbare Voraussetzung. Es stellt sich die Frage, inwieweit der
Phanotyp der BPD im Tierexperiment Uberhaupt reproduziert werden kann. Morty et al. geben
zu bedenken, dass die BPD beim Menschen rein klinisch definiert wird (vgl. 2.3.2), diese
Definition aber nicht auf die als Modellorganismen genutzten Tiere (ibertragbar ist '%°. Folglich
wird zur Kontrolle einer gelungenen tierexperimentellen Modellierung i.d.R. der
pathomorphologische Phanotyp betrachtet %2 Ob auch die klinische Situation treffend
widergespiegelt wird, bleibt dabei weitestgehend unklar '. Allerdings bietet die Histologie-
fokussierte Betrachtung mit ihrer histomorphometrischen Objektivierbarkeit auch
entscheidende Vorteile (vgl. 3.3.5).

Fir die vorliegende Arbeit wurde das in meiner Arbeitsgruppe etablierte BPD-Modell der
Hyperoxie-induzierten Lungenschadigung der neugeborenen Maus verwendet (vgl. 3.2.2)
19174~ Zahlreiche Studien belegen, dass die Hyperoxie-vermittelte chronische
Lungenerkrankung die wesentlichen pathohistologischen Aspekte der BPD aufweist, namlich
alveolare Rarefizierung, vaskulare Simplifizierung und Umbau der Lungenmatrix '9.143.174.216-
22 Der morphologische Phanotyp der BPD kann also in seinen wesentlichen Charakteristika
treffend modelliert werden. Dies verdeutlichen auch unsere Untersuchungsergebnisse bei den

Wildtyp-Mausen vom P14 (vgl. 4.1).

Es bleibt zu diskutieren, ob die Mechanismen, durch welche die Ausbildung dieses Phanotyps
erreicht wird, reprasentativ flr die pathogenetischen Prozesse bei der BPD sind. Oben haben

wir ein kurzes Konzept fur die Genese der BPD skizziert, demzufolge die pulmonale Unreife
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bei Frihgeborenen die wesentliche Ursache fur die Entstehung der Erkrankung darstellt (vgl.
2.3.3.1) *. Die nachste Ebene in der Pathogenese bilden gemaR diesem Krankheitsmodell
schadigende Stimuli, die die immature Lunge angreifen und ihre normale Entwicklung
beeintrachtigen (vgl. 2.3.3) *2. Ein gutes Tiermodell sollte beide Aspekte der Pathogenese

(Unreife und Schadigung) beinhalten.

Reifgeborene Mause befinden sich genau wie friihgeborene Menschen zum Zeitpunkt der
Geburt in der sakkularen Phase der Lungenentwicklung (vgl. 2.2) '°??*, Die pulmonale Unreife
als Ausgangspunkt der Pathogenese ist in unserem Versuchsaufbau dementsprechend
eindeutig gegeben. Dass keine hundertprozentige Ubertragbarkeit besteht, wird schon darin
ersichtlich, dass reifgeborene Mause postpartal im Gasaustausch deutlich weniger
beeintrachtigt sind als menschliche Friihgeborene . SchlieBlich sind sie normalerweise ohne
respiratorische Unterstitzung Uberlebensfahig. Tiermodelle, die mit frihgeborenen Tieren wie
z.B. Pavianen oder Schafen arbeiten, kdnnen die komplexen Besonderheiten der Friihgeburt,

die sich nicht auf die Immaturitat der Lunge beschranken, besser simulieren 22229,

Als lungenschadigender Reiz diente in unserem Experiment eine normobare Hyperoxie. Mit
85% wurde dabei eine sehr hohe FiO, gewahlt. Hilgendorff et al. kritisieren, dass eine derart
aggressive Hyperoxie fir die heutige, zuriickhaltende Sauerstofftherapie beim Friihgeborenen

nicht reprasentativ ist 2"

Nardiello et al., die die Auswirkungen verschiedener
Sauerstoffkonzentrationen auf die Lunge der neugeborenen Maus untersucht haben, konnten
jedoch zeigen, dass erst ab 85-prozentiger Hyperoxie sowohl eine Reduktion der Alveolenzahl
als auch eine Verdickung der interalveoldren Septen zu beobachten ist #*°. Bei einer

230 Die genutzte 85-prozentige

niedrigeren FiO: fehlt der Einfluss auf die Septumdicke
Hyperoxie ist daher fir die adaquate Modellierung der Histopathologie der BPD notwendig.
Weiterhin wurde in der genannten Studie in Hinblick auf die bestmogliche phanotypische
Modellierung eine 14-tagige Hyperoxie-Exposition beginnend am P1 als optimales

Interventionszeitfenster identifiziert 2%°.

Andere BPD-Modelle nutzen zur Induktion der Lungenschadigung abweichende Noxen wie
z.B. ein chronisches Beatmungstrauma oder eine simulierte Infektion 2'423'232_ Jeder einzelne
Ansatz wird der multifaktoriellen Atiopathogenese der ,neuen® BPD nicht gerecht, da hieri.d.R.
das Zusammenwirken von Beatmung, Sauerstofftherapie und Infektion ausschlaggebend ist
und nicht ein Einzelfaktor (vgl. 2.3.1 und 2.3.3) 3#°%7_ Ein ideales Tiermodell misste die
verschiedenen Trigger der BPD vereinen und daruber hinaus gangige klinische Mallinahmen
wie Surfactant-Administration und pranatale Lungenreifeinduktion implizieren; nur dann

kdnnte die klinische Situation ganzheitlich abgebildet werden. Wahrend man sich diesem
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Idealmodell in manchen Studien (vgl. Coalson et al. ?®) bereits annahert, limitieren der groRe

Aufwand und die hohen Kosten die flachendeckende Umsetzung.

Das Modell der Hyperoxie-induzierten chronischen Lungenschadigung der Maus bringt also
wie jedes andere translationale Modell gewisse Einschrankungen beziglich Ubertragbarkeit
und Aussagekraft mit sich. Es ist jedoch in der wissenschaftlichen Praxis gut etabliert,
praktikabel und umfasst wesentliche Aspekte der BPD. Ein groRRer Vorteil liegt zudem darin,
dass das Modell auch erfolgreich auf gentechnisch modifizierte Mause — wie in diesem Fall
die Cxcl10-Knockout-Mause (vgl. 3.2.1) oder auch //6-Knockouts — angewandt werden kann
%3 Dies ermdglicht die gezielte funktionelle Untersuchung einzelner Gene bzw. Proteine im
Kontext eines komplexen Organismus sowie Krankheitsgeschehens. Versteht man das
genutzte Mausmodell nicht unkritisch als Aquivalent der Erkrankung, sondern eben als Modell,

kann es einen wertvollen Beitrag zum pathophysiologischen Verstandnis der BPD leisten.

5.3 Die ambivalente Rolle der Inflammation bei bronchopulmonaler Dysplasie und

Hyperoxie-induzierter chronischer Lungenerkrankung der Maus

Es wurde hinreichend betont, dass eine pulmonale Inflammation eine tbergeordnete Rolle in
der Pathogenese der BPD einnimmt 23327%100112140 “ Aych haben wir bereits verschiedene
Mechanismen besprochen, Uber die im Zuge dieser Entziindungsreaktion die Integritat der
Lunge gestdrt und ihr Wachstum beeintrachtigt wird. Unter anderem haben wir direkt
zytotoxische Effekte der freigesetzten proinflammatorischen Mediatoren (z.B. TNF-a), die
Sekretion gewebeschadigender Proteasen und ROS durch rekrutierte Entziindungszellen (v.a.

NGZ und Makrophagen) und die Dysregulation wichtiger Signalwege hervorgehoben (vgl. 2.4)

112,144,153,213

Trotz ihrer schadigenden Potenz ist eine verallgemeinernd negative Betrachtung der
Entziindung nicht angemessen. Als physiologische Reaktion auf eine Gewebeschadigung
unterschiedlichster Art ist Inflammation fiir Reparatur und Regeneration unerl&sslich 38233234,
Ein Paradebeispiel fir die ambivalenten Eigenschaften der Inflammation sind die zu den
Entzindungszellen zahlenden Makrophagen. Einerseits kdnnen Makrophagen Gewebe Uber
die oben genannten Mechanismen schadigen (vgl. 2.4.1). Andererseits rdumen sie Detritus
ab, koordinieren den EZM-Umbau und steuern Zellproliferation, Gewebeneubildung und

#4236 Die destruktiven Effekte einer

Angiogenese als Antwort auf entstandene Defekte
Makrophagen-vermittelten Inflammation werden in der akuten Schadigungsphase unseres
Experiments sichtbar (vgl. 4.1 und 5.1). Die Bedeutung einer ungestérten Chemotaxis von
Entzindungszellen fur die Regeneration wird wiederum durch die zweite Phase des

Experiments unterstrichen (vgl. 4.2 und 5.1).
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Dass Inflammation fur Regeneration und physiologische Organentwicklung essenziell ist, wird
auch in anderen Studien erkenntlich, bei denen in die inflammatorischen Ablaufe eingegriffen
wurde. So wurde im Mausmodell demonstriert, dass der vollstéandige Verlust von IL-6 wahrend
der Lungenentwicklung eine beeintrachtigte Alveologenese zur Folge hat '**. Zhang et al.
konnten am Beispiel der Niere zeigen, dass sich die Inhibition der Makrophagenfunktion

t 237

negativ auf die Erholung nach einer Schadigung auswirk . Auch der Prozess der

Angiogenese in der unreifen Lunge, der wesentlich die Alveologenese antreibt, spiegelt die

80,82,238

Ambivalenz von Entzindung wider . Einerseits ist die ausgepragte pulmonale

Inflammation bei der BPD mit einer beeintrachtigten Angiogenese assoziiert (vgl. 2.3.4) "2,
Andererseits geht aus experimentellen Studien hervor, dass die Angiogenese gleichermalien
durch eine Suppression der Entziindung gestort wird °®, So konnte gezeigt werden, dass die
Blockade des inflammatorischen Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa B (NF-kB) in
neugeborenen Mausen eine reduzierte Kapillardichte sowie eine konsekutive alveolare

Hypoplasie hervorruft 28,

Entzindung ist nicht per se pathologisch — insbesondere dann nicht, wenn sie kontrolliert und
wéahrend umschriebener Phasen stattfindet '*®. Eine ausbalancierte Inflammation ist bei der
BPD aber nicht gegeben. Stattdessen induziert die prolongierte Einwirkung der Noxe (O-,
Beatmung, Infektion etc.) eine langanhaltende und dysregulierte Entziindung, die in einer

t 32,138

fehlgeleiteten und UberschieRenden Reparatur minde . Letztere begrundet auch

wesentlich den Umbau der Lungenmatrix und begunstigt somit die Entstehung einer

interstitiellen Fibrose 32112:234.239

Ein Zeichen der inflammatorischen Dysregulation bzw. Dysbalance ist die im Vergleich zu den
entzindungshemmenden Mediatoren Gbermafige Expression proinflammatorischer Zytokine
(z.B. IL-6), die auch in unserer Studie reproduziert werden konnte (vgl. 4.1.3) "2, Auch das
zugunsten des M1-ahnlichen Phanotyps verschobene Verhaltnis von M1- und M2-ahnlichen
Makrophagen, das unter chronischer Hyperoxie beobachtet wird, kann entsprechend
interpretiert werden '3, Hier ist nochmal darauf hinzuweisen, dass die dichotome Trennung
von M1 versus M2 simplifiziert ist und die Komplexitdat der jeweiligen
Makrophagensubpopulationen und ihrer differentiellen Funktionen nicht widerspiegelt (vgl.
2.4.1) %%,

Die These, dass in Bezug auf inflammatorische Prozesse die richtige Balance entscheidend
ist, steht im Einklang mit unseren Studienergebnissen. Wir haben gezeigt, dass die
ubermafige Sekretion von CXCL10 wahrend der akuten Schadigung durch die Hyperoxie das
Lungenwachstum stért, wahrend ein physiologisches Mall an CXCL10 unter anderem fur eine

pulmonale Regeneration und regelrechte AEC-Homoéostase bendtigt wird. Daher haben wir
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auf einen biphasischen Mechanismus von CXCL10 geschlossen (vgl. 5.1). CXCL10 kann also
konzentrations- und kontextabhangig negative oder vorteilhafte Effekte vermitteln — so wie
inflammatorische Prozesse im Allgemeinen schadlich oder foérderlich sein kénnen (s.0.).
Letztlich stutzt sich unser Verstandnis der BPD-assoziierten Entziindung noch zu grof3en
Teilen auf Vermutungen. Weitere Forschungsarbeit ist noétig, um die genauen
Entzindungsmechanismen bei der BPD besser zu verstehen. Auf alle Falle sind stets die
physiologischen Funktionen der Inflammation zu bericksichtigen. Diese mussen

insbesondere auch bei der Entwicklung antiinflammatorischer Therapien bedacht werden.

5.4 Makrophagen am Beispiel anderer Lungenerkrankungen

Unsere Studie unterstreicht neben dem Stellenwert von CXCL10 vor allem die Schlisselrolle
der Makrophagen in der Hyperoxie-induzierten Lungenschadigung als Modell der BPD. In ihrer
Funktion als Regulatoren der Immunantwort sind Makrophagen aber auch fiur andere
Lungenerkrankungen von groRem Interesse '**. Zum Beispiel sind sie an der Pathogenese der
Pneumonie bei COVID-19 (coronavirus disease 2019) und an der Entstehung der
Lungenfibrose beteiligt 2*°?*', Erkenntnisse aus diesen und anderen Erkrankungen kénnen

dabei helfen, unsere Beobachtungen besser einzuordnen; und umgekehrt.

Man nimmt an, dass die ausgepragte pulmonale Entzindung und Schadigung, die bei
schweren Fallen von COVID-19 beobachtet werden kann, mafgeblich auf einen sog.
Zytokinsturm infolge einer dysregulierten Immunantwort zurlickzufiihren ist 240242,
Transkriptionale Analysen haben gezeigt, dass im Respirationstrakt schwer erkrankter
Patienten proinflammatorische Makrophagen vorkommen, die unter anderem CXCL10
freisetzen und so weitere Entziindungszellen — darunter auch weitere Makrophagen —

anlocken 65240

. Die Sekretion des autokrin wirkenden CXCL10 durch die Makrophagen
befeuert also im Sinne eines sich selbst verstarkenden Prozesses die Inflammation 2*°. Hierin
liegt ein potenzieller Mechanismus der GiberschieRenden Immunreaktion bei COVID-19 2*°. Die
beschriebene proinflammatorische Spirale kénnte auch bei der dysregulierten Entziindung in
der BPD eine Rolle spielen. Die durch uns nachgewiesene blockierte Makrophageninvasion
bei CXCL10-Defizienz (vgl. 4.1.3) verdeutlicht, dass es mdglich ist, hemmend in diesen

Prozess einzugreifen.

Misharin et al. haben gezeigt, dass Makrophagen in die Pathogenese der Lungenfibrose

involviert sind und dass dabei verschiedene Subpopulationen unterschiedliche Rollen

24

innehaben 2*'. Nur die Makrophagen, die sich von rekrutierten Monozyten ableiten (sog.

monocyte-derived macrophages), tragen zur experimentellen Lungenfibrose bei *'. Fur die

241

gewebestandigen AM wurde kein profibrotischer Effekt nachgewiesen “*'. In unserem
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Experiment haben wir bei CXCL10-Defizienz sowohl eine Reduktion der
Makrophageneinwanderung (vgl. 4.1.3) als auch der Hyperoxie-induzierten Fibrose (vgl.
4.1.2.1) beobachtet. In Zusammenschau mit den Ergebnissen von Misharin et al. kann man
vermuten, dass durch das Ausschalten von CXCL10 die Zusammensetzung der pulmonalen
Makrophagenpopulation modifiziert wurde, was sich dann auf den Matrixumbau ausgewirkt
hat. Diese Theorie bleibt allerdings hypothetisch, da wir in unserer Studie residente und

rekrutierte Makrophagen nicht differenziert haben.

Es gibt noch weitere Lungenerkrankungen, wie z.B. das Asthma bronchiale und die chronisch-
obstruktive Lungenerkrankung, an deren Pathophysiologie Makrophagen beteiligt sind '*.
Unsere Ergebnisse aus der Hyperoxie-induzierten Lungenschadigung tragen dazu bei, die
komplexe Rolle der Makrophagen in der neonatalen Lungenschadigung besser zu verstehen
und heben mit CXCL10 zudem einen vielversprechenden potenziellen Therapieansatz hervor,

der auch flr verschiedene andere (Lungen-)Erkrankungen von Interesse sein konnte.

5.5 Wie CXCL10 den pulmonalen Phanotyp beeinflusst

Wahrend der akuten Lungenschadigung durch die Hyperoxie konnten wir bei CXCL10-Verlust
einen verbesserten pulmonalen Phanotyp nachweisen, der sich in Form einer gesteigerten
Alveolarisierung sowie einer verminderten Septumdicke als Korrelat eines abgemilderten
fibrotischen Umbaus der Lunge duflerte (vgl. 4.1.1.1 und 4.1.2.1). Es stellt sich die Frage,
welche Mechanismen den phanotypischen Auswirkungen der CXCL10-Defizienz zugrunde

liegen.

Die stark verminderte pulmonale Makrophagenakkumulation unter Hyperoxie war neben dem
protektiven Effekt des CXCL10-Verlustes auf den pulmonalen Phanotyp der markanteste
Befund unserer Studie (vgl. 4.1.3). Die Vermutung liegt nahe, dass das verbesserte
Lungenwachstum bei CXCL10-Defizienz maf3geblich auf diese Makrophagendepletion und die

folglich verminderte Inflammation zurlickzufihren ist.

Neue Erkenntnisse aus der experimentellen BPD sind damit vereinbar. So konnten Hirani et
al. zeigen, dass Hyperoxie durch die Aktivierung der IL-6/STAT3 (signal transducer and
activator of transcription 3)-Achse zu einer gestorten Interaktion zwischen Makrophagen und
ATIlI-Zellen fuhrt 3. Damit wurde ein mdglicher Mechanismus prasentiert, durch den
Makrophagen die Alveolenbildung stéren kénnen 3. Auch Kalymbetova et al. bringen die
gestorte Alveolarisierung in der Hyperoxie-induzierten Lungenerkrankung kausal mit
Makrophagen in Verbindung . Sie schlagen vor, dass im Zuge der Hyperoxie eine neue

Makrophagenpopulation aus den gewebestéandigen AM hervorgeht, die eine Stérung der
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normalen Alveolo- und Organogenese vermittelt '*’. Demzufolge spielt neben dem

quantitativen Aspekt auch die Polarisierung der Makrophagen eine entscheidende Rolle ™.

Wahrend in unserem Experiment die Makrophagenanzahl unter Hyperoxie bei CXCL10-
Verlust deutlich reduziert war, sahen wir weiterhin ein Expressionsmuster, das flir den
proinflammatorischen, M1-ahnlichen Makrophagenphanotyp charakteristisch ist (vgl. 4.1.3).
Die Makrophagenpolarisierung scheint im Zuge der CXCL10-Defizienz folglich nicht guinstig
beeinflusst worden zu sein. Méglicherweise wird bei Blockade des chemotaktischen CXCL10
lediglich die Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut gehemmt, wahrend die AM weiterhin
ihre gewohnte Differenzierung durchlaufen und — wie von Kalymbetova et al. beschrieben —
die Alveologenese stdren . Dies kdnnte auch erklaren, warum wir trotz der massiven

Makrophagendepletion nur eine partielle phanotypische Protektion beobachten konnten.

In Bezug auf die EZM-Veranderungen bei CXCL10-Verlust sind auch Makrophagen-
unabhangige Mechanismen zu diskutieren. Tanger et al. konnten demonstrieren, dass

t 243 Wahrend wir in unserem

CXCL10 an der Steuerung der Fibroblastenmigration beteiligt is
Experiment eine reduzierte Fibrose bei CXCL10-Verlust nachweisen konnten (vgl. 4.1.2.1),
beobachteten Tanger et al. in ihrem Bleomycin-basierten Mausmodell der Lungenfibrose
verstarkte fibrotische Veranderungen bei CXCL10-Defizienz 2**. Sie postulieren deshalb einen
antifibrotischen Effekt fir CXCL10, den sie auf eine gehemmte Migration der Fibroblasten
zurlickfihren #*3. Manche Studien unterstiitzen die Theorie der antifibrotischen Wirkung von
CXCL10, wahrend andere wiederum eindeutig auf Fibrose-fordernde Eigenschaften hindeuten
244245 Moglicherweise ist in den verschiedenen Ergebnissen kein Widerspruch zu sehen,
sondern ein Hinweis auf den von uns postulierten dualen und phasenabhangigen
Mechanismus von CXCL10, der in Abhangigkeit von Konzentration, Kontext, Entwicklungs-
und Pathogenesestadium unterschiedliche, teils sogar gegenteilige Wirkungen bedingt.
Ergebnisse aus verschiedenen Krankheitsbildern bzw. -modellen kdnnen ohnehin nur bedingt
direkt miteinander verglichen werden. Unsere zymographischen Untersuchungen (vgl. 4.1.2.4)
zeigen aullerdem, dass CXCL10 die EZM offensichtlich nicht nur Gber die Chemotaxis von
Fibroblasten beeinflusst, sondern auch Uber die Protease-Aktivitat. Als potenzieller
antifibrotischer Mechanismus kommt auch eine Veranderung der Makrophagenpopulation
durch CXCL10 in Frage (vgl. 5.4).

In Hinblick auf die Angiogenese in der Hyperoxie-exponierten Lunge hat unsere Studie nur
geringfugige Effekte der CXCL10-Defizienz gezeigt. Die Anzahl an BlutgefaRen bis 100 ym
war signifikant, aber nur leichtgradig erhoht, wahrend die Proteinexpression des
Endothelmarkers VE-Cadherin bei Blockade von CXCL10 reduziert war (vgl. 4.1.1.3). Geht

man in Anbetracht der erhohten GefalRanzahl und der gesteigerten Alveolarisierung bei
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CXCL10-Defizienz trotz des VE-Cadherin-Verlustes von einer verbesserten Angiogenese aus,
kommen verschiedene Ursachen hierflr infrage: Es ist z.B. denkbar, dass der protektive Effekt
auf die abgemilderte pulmonale Inflammation bei CXCL10-Knockout zuriickgeht 2. Weiterhin
ist ein Wegfall der vorbeschriebenen inhibierenden Wirkung von CXCL10 auf die Chemotaxis

von Endothelzellen als Ursache der verstarkten Gefalneubildung in Betracht zu ziehen '7°.

Die Interaktionen zwischen CXCL10 und dem pulmonalen Phanotyp sind mehrheitlich
spekulativ. Hier sollten unbedingt weitere Untersuchungen ansetzen. Moglicherweise kann
man sich die protektive Wirkung einer CXCL10-Defizienz in Bezug auf Inflammation und

Phanotyp aber schon friiher zu Nutze machen.

5.6 CXCL10 als Angriffspunkt zielgerichteter Therapien

In der jingeren Vergangenheit wurden fiir verschiedene entzindliche Lungenerkrankungen
neue Therapien entwickelt, die gezielt in die jeweils zugrundeliegenden
Entziindungsmechanismen eingreifen. Fur das schwere eosinophile Asthma bronchiale z.B.
sind mit Mepolizumab, Reslizumab und Benralizumab mittlerweile mehrere Therapeutika
zugelassen, die als monoklonale Antikorper spezifisch die Signalubertragung von IL-5
246-248 Bgj

hemmen und so zur Symptomkontrolle und Einsparung von GK beitragen kdnnen

kritischen Fallen von COVID-19 kann der IL-6-Antikdrper Tocilizumab die Mortalitat senken

249,250

Auch fur die BPD werden zielgerichtete antiinflammatorische Therapien unbedingt benétigt. In
unserer Studie konnten wir wahrend der akuten Lungenschadigung durch die Hyperoxie bei
CXCL10-Defizienz einen verbesserten pulmonalen Phanotyp und eine Hemmung der
Makrophagen-vermittelten Inflammation nachweisen (vgl. 5.1 und 5.4). Obwohl die
zugrundeliegenden Mechanismen noch gréftenteils spekulativ sind (vgl. 5.5), rickt CXCL10

als potenzieller Angriffspunkt einer gezielten BPD-Therapie in den Fokus.

Bei anderen inflammatorischen Krankheiten ist die Forschung zu CXCL10-basierten
Behandlungen teilweise schon weit fortgeschritten. Bei der Colitis ulcerosa hat sich eine
Therapie mit Anti-CXCL10-Antikérpern bereits in der Phase 2 der Arzneimittelstudie bewahrt
51 Durch die Hemmung von CXCL10 konnte hier eine Verbesserung von klinischem und

251 Auch bei Methotrexat-refraktaren Verlaufen der

histologischem Bild erreicht werden
rheumatoiden Arthritis hat sich eine Behandlung mit Anti-CXCL10-Antikérpern als effektiv
erwiesen ?°2, Vielversprechend ist dariiber hinaus die Blockade der CXCL10-abhéngigen T-
Zell-Migration in die Langerhans-Inseln bei Diabetes mellitus Typ 1 25°. Neben Anti-CXCL10-

Antikérpern wird teilweise auch die Blockade des zugehdérigen Rezeptors (CXCR3) bei
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entziindlichen Erkrankungen erprobt ?**. Die genannten Beispiele machen Mut, dass CXCL10-
blockierende Behandlungen in Zukunft auch bei der BPD erfolgreich eingesetzt werden

konnten.

5.7 Was wir Neues uiber die bronchopulmonale Dysplasie gelernt haben

Die vorliegende Arbeit hat sich anhand eines Tiermodells mit der Pathophysiologie der BPD
befasst. Hierbei lag der Fokus auf der pulmonalen Entziindungsreaktion, die nach aktuellem
Verstandnis den wichtigsten Faktor in der Pathogenese der Erkrankung darstellt
23.32,75100.112.140 'K onkret wurde mithilfe von Knockout-Tieren erstmalig die funktionelle Rolle von
CXCL10 in der Hyperoxie-induzierten Lungenerkrankung der neugeborenen Maus untersucht.
Dabei sollte die Frage beantwortet werden, wie sich die CXCL10-Defizienz auf den
pulmonalen Phanotyp unter Hyperoxie-Exposition und auf die anschliefende
Regenerationsphase auswirkt (vgl. 2.5).

In der Vergangenheit konnten verschiedene Studien eine Assoziation zwischen
(experimenteller) BPD und einer gesteigerten CXCL10-Expression nachweisen 9172173 Qp
und inwiefern CXCL10 aber auch pathophysiologisch an der Entwicklung der
Lungenschadigung beteiligt ist, war bisher ungeklart. Die vorliegende Arbeit belegt, dass
CXCL10 funktionell zur Hyperoxie-induzierten chronischen Lungenerkrankung beitragt und
identifiziert darlber hinaus mehrere Pathomechanismen, die Uber CXCL10 beeinflusst
werden. So konnten wir nachweisen, dass Makrophageninflux, Apoptose, alveolares
Wachstum und Proteaseaktivitat in der Hyperoxie-exponierten Lunge zumindest partiell von
CXCL10 abhangig sind (vgl. 4.1 und 5.1).

Durch Betrachtung der Regeneration nach Hyperoxie-Exposition haben wir auRerdem Neues
zu den physiologischen Funktionen von CXCL10 herausgefunden. So haben wir im Tiermodell
belegt, dass der vollstdndige Verlust von CXCL10 mit negativen Auswirkungen fur
Regeneration, Wachstum und Homoostase der Lunge verbunden ist. Dadurch konnten wir

einen phasenabhangigen Mechanismus fir CXCL10 in der BPD erarbeiten (vgl. 4.2 und 5.1).

Im Einklang mit anderen kurzlich veréffentlichen Studien unterstreicht unsere Arbeit auRerdem

den herausragenden Stellenwert der Makrophagen fir die (experimentelle) BPD (vgl. 4.1.3)
143,157

Indem wir zeigen konnten, dass CXCL10-Defizienz wahrend der akuten Schadigungsphase
zu einer gehemmten pulmonalen Entziindung und einer phanotypischen Protektion in Hinblick
auf Alveolarisierung und Septumdicke fuhrt, konnten wir mit CXCL10 dartber hinaus einen

vielversprechenden Angriffspunkt fur zielgerichtete Therapien der BPD identifizieren.
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5.8 Limitationen der Arbeit

Die vorherigen Abschnitte unterstreichen, dass die Ergebnisse unserer Studie interessante
Schlussfolgerungen zur funktionellen Rolle von CXCL10 und allgemein zur Inflammation in der
Hyperoxie-induzierten Lungenschadigung zulassen. Im Folgenden werden verschiedene
Limitationen der vorliegenden Arbeit diskutiert, die bei der Interpretation der

Studienergebnisse zu bertcksichtigen sind.

Die begrenzte Aussagekraft des translationalen Modells der Hyperoxie-induzierten
Lungenschadigung wurde als wichtige methodische Limitation bereits eingehend besprochen
(vgl. 5.2). Ein weiterer potenzieller Fallstrick ergibt sich durch den Einsatz von Knockout-
Tieren. Ein Review von El-Brolosy et al. hat sich kurzlich mit der genetischen Kompensation
eines homozygoten Gen-Knockouts in verschiedenen Modellorganismen beschaftigt 2°°.
Demnach kann der Knockout eines Gens teilweise durch die Hochregulation verwandter Gene
mit &hnlicher Funktion ausgeglichen werden #*°. Auch flr unser Experiment ist eine derartige
Kompensation des Cxcl10-Verlustes nicht auszuschlieRen. Zur weiteren Adressierung des
Problems kénnte man in Folgeexperimenten das Protein CXCL10 direkt hemmen und die

resultierenden Effekte mit denen des Gen-Knockouts vergleichen.

In Bezug auf den experimentellen Aufbau ist weiterhin zu beachten, dass die mittels RT-PCR
untersuchte mMRNA-Expression immer nur einer Momentaufnahme entspricht, die nicht
reprasentativ fur alle Zeitpunkte der betrachteten Phase (vgl. Abbildung 6) sein muss. Wenn
wir also am P14 bei den Wildtypen der Hyperoxie-Gruppe keine erhdhte Kollagenexpression
messen konnen (vgl. 4.1.2.2), schlief3t dies keineswegs eine gesteigerte Kollagensynthese in
der frlhen Schadigungsphase (z.B. in der ersten Lebenswoche) aus. Immerhin zeigen die
Untersuchungen des Myofibroblasten-Markers a-SMA (vgl. 4.1.2.2), des Kollagengehalts und
der Septendicke (vgl. 4.1.2.1), dass wahrend der Hyperoxie-Exposition eine
Kollagenakkumulation stattgefunden haben muss. Die histologische Struktur und zu einem
gewissen Grad auch die Proteinkonzentrationen sind Uber die Zeit deutlich konstanter als die

Genexpression.

Schwierigkeit in der Interpretation von experimentellen Ergebnissen ergeben sich auch dann,
wenn mehrere Verfahren zur Untersuchung derselben Variable scheinbar nicht vereinbare
Resultate liefern. Dies kann dadurch begriindet sein, dass die Methoden unterschiedlich
sensitiv sind bzw. geringflgig anderen Einflissen unterliegen. Anhand zweier konkreter

Beispiele aus der vorliegenden Studie wird dieser Aspekt klarer:

Sowohl der MLI als auch die durchschnittliche Oberflache der einzelnen Alveole gelten als
Surrogatparameter der alveolar surface area, wobei sie sich antiproportional zu dieser

verhalten 0119 \Wahrend aber die Oberfliche der einzelnen Alveole bei den CXCL10-
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defizienten Mausen (Cxc/10""HYX) im Vergleich zu den Wildtypen (WT HYX) unter Hyperoxie
signifikant vermindert war (entsprechend einer erhdhten alveolar surface area), gab es im MLI
keinen Unterschied (vgl. 4.1.1.1). Mdglicherweise ist der MLI als Untersuchungsmethode
weniger sensitiv. Denkbar ist auch, dass die Anzahl an Schnittpunkten mit dem Gitternetz (vgl.
3.3.5) aufgrund der verminderte Septendicke bei den Knockout-Mausen (Cxc/10" HYX; vgl.
4.1.2.1) reduziert war und dadurch die Effekte der héheren Alveolenanzahl auf den MLI
verschleiert wurden. Wie genau die Diskrepanz zustande kommt, kann nicht abschlieend
geklart werden. Es ist jedenfalls im Hinterkopf zu behalten, dass jeder Surrogatparameter mit

Einschrankungen verbunden ist.

Dies zeigt auch das zweite Beispiel. Bei der Untersuchung der Vaskularisierung der murinen
Lungen unter Hyperoxie waren die Aussagen der GefalRauszahlung und des Immunoblots flr
den Endothelmarker VE-Cadherin scheinbar widersprichlich. VE-Cadherin war bei den
CXCL10-defizienten Tieren (Cxc/10™ HYX) im Vergleich zu den Wildtypen (WT HYX) unter
Hyperoxie vermindert, obwohl im Gewebeschnitt mehr Gefalle gezahlt werden konnten (vgl.
4.1.1.3). Man kann sich fragen, inwiefern die Expression eines Endothelmarkers reprasentativ
fur die Gefaltanzahl ist. Tragen die kleinen Gefalle — die bei den Knockout-Tieren vornehmlich
vermehrt waren — mit ihrer kleinen Endothelflaiche Uberhaupt relevant zur
Gesamtkonzentration von VE-Cadherin in der Lunge bei? Ist der Effekt gegenuber grofien
Pulmonalarterien oder Pulmonalvenen vielleicht vernachlassigbar? Reprasentiert das
endotheliale Adhasionsprotein VE-Cadherin die Menge an Endothelzellen oder eher die
vaskulére Permeabilitat 2°®? Auch diese Fragen miissen vorerst unbeantwortet bleiben.
Zumindest sollten die Ergebnisse zur Angiogenese kritisch betrachtet und nur mit Vorsicht

gedeutet werden.

Zuletzt mochte ich darauf hinweisen, dass unsere Studie die funktionelle Rolle von CXCL10 in
der Hyperoxie-induzierten Lungenerkrankung als Modell der BPD naturlich nur beginnend und
damit unvollstandig untersucht. Viele Ergebnisse sind eher deskriptiver Natur und lassen nur
begrenzte Rickschlisse auf die zugrundeliegenden Mechanismen zu. Im nachsten Kapitel
wird es darum gehen, wie Folgefragen, die sich aus unserer Studie ergeben haben,
beantwortet werden koénnten und welche Experimente wir vorschlagen, um CXCL10 und

mogliche Implikationen fir die klinische Praxis weiter zu erforschen (vgl. 5.9).
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5.9 Ausblick

Aus der vorliegenden Arbeit geht hervor, dass CXCL10 zur Pathogenese der Hyperoxie-
induzierten Lungenerkrankung der neugeborenen Maus als Modell der BPD beitragt (vgl. 5.1).
Aufgaben anknupfender Forschungsarbeiten kdnnten darin liegen, die Mechanismen hinter
den unter Hyperoxie beobachteten Effekten genauer zu erforschen und die pathogenetische

Bedeutung von CXCL10 zusatzlich zu verifizieren (1).

Auflerdem konnten wir anhand unserer Studienergebnisse auf eine beeintrachtigte pulmonale
Regeneration bei CXCL10-Defizienz schlieRen (vgl. 5.1). In unseren Analysen zur
Regenerationsphase haben wir uns auf das Lungenwachstum als wichtigste phanotypische
ZielgroRe konzentriert. Andere Aspekte der Regeneration kdnnten Gegenstand nachfolgender
Studien sein (2).

Da wir in unserem Experiment positive Auswirkungen einer CXCL10-Defizienz auf den
pulmonalen Phanotyp wahrend der Lungenschadigung durch die Hyperoxie beobachten
konnten (vgl. 5.1), haben wir abschlieBend eine CXCL10-Blockade als mogliche
Therapieoption bei der BPD diskutiert. Ob sich CXCL10 oder der zugehdrige Rezeptor CXCR3

wirklich als therapeutische Angriffspunkte eignen, musste weiter gepruft werden (3).

Vorschlage zu 1:

Wir haben postuliert, dass CXCL10 durch eine Veranderung der pulmonalen
Makrophagenpopulation zur Pathogenese der Hyperoxie-induzierten Lungenschadigung
beitragt (vgl. 5.4 und 5.5). Anknipfend an diese These kdnnte man gezielt analysieren, welche
Makrophagenphanotypen bei erhaltener bzw. blockierter CXCL10-Sekretion in der Lunge
vorzufinden sind. Es ware interessant, zwischen residenten AM und monocyte-derived
macrophages zu differenzieren, da diese nach aktuellem Stand der Forschung sehr

157.241 - Weiterhin haben wir wiederholt

unterschiedliche Funktionen (bernehmen kdnnen
betont, dass M1- und M2-ahnliche Makrophagen jeweils als aus heterogenen
Subpopulationen bestehende Gruppen zu verstehen sind #**. Auch diese kénnte man
spezifisch aufschlisseln. Methodisch bieten sich hierfur fluorescence activated cell sorting
257,258

(FACS) sowie single cell RNA-sequencing an

Weiterhin kdnnte man untersuchen, wie die stark reduzierte Makrophagenakkumulation in der
Hyperoxie-exponierten Lunge bei CXCL10-Defizienz zu erklaren ist. Mechanistisch ist eine
Blockade der Makrophageninvasion bei CXCL10-Verlust anzunehmen. Um diese Hypothese
zu testen, kénnte man in der Zellkultur die Chemotaxis pulmonaler Makrophagen unter

Hyperoxie bei Blockade von CXCL10 bzw. CXCR3 analysieren.
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Unsere Schlussfolgerung, dass CXCL10 zur Pathogenese der Hyperoxie-induzierten
Lungenschadigung beitragt, basiert auf unseren Erhebungen zur CXCL10-Defizienz. Die
Beweisflhrung ist also indirekt aufgebaut. Im Sinne einer direkten Herangehensweise kénnte
man zur Untermauerung der These prifen, ob durch die hochkonzentrierte Verabreichung von
CXCL10 bei neugeborenen Mausen der Phanotyp der Hyperoxie-induzierten

Lungenerkrankung simuliert werden kann.

Vorschlage zu 2:

Um die Auswirkungen eines CXCL10-Verlustes auf die Erholung nach Hyperoxie-induzierter
Lungenschadigung umfassender zu erforschen, kdnnte man neben dem Lungenwachstum in
der Regenerationsphase auch andere Parameter — wie z.B. die Zusammensetzung der EZM
— betrachten. Die Methoden konnten sich hierbei an unseren Untersuchungen zur akuten

Schadigungsphase orientieren (vgl. 4.1).

Vorschlage zu 3:

Wir haben fir CXCL10 einen dualen Mechanismus erarbeitet und die physiologische
Bedeutung fur Regeneration und Homoéostase der Lunge hervorgehoben (vgl. 5.1). Méchte
man CXCL10 als Angriffspunkt zielgerichteter Therapien der BPD nutzen, sollte die Blockade
folglich zum Zeitpunkt der pathologisch erhdhten Freisetzung in der Schadigungsphase
ansetzen. Am Tiermodell der Hyperoxie-induzierten Lungenerkrankung konnte man
untersuchen, ob durch eine zeitlich auf die Phase der Hyperoxie-Exposition begrenzte
Hemmung von CXCL10 ein pulmonaler Schutzeffekt erzielt werden kann, ohne dass die
anschliefende Regeneration gestort wird. Es sind schon verschiedene Antikérper gegen
CXCR3 und CXCL10 in der Forschung etabliert, die man fiir eine derartige experimentelle
Studie nutzen koénnte 23%9%20 7ydem sind humane monoklonale Anti-CXCL10-Antikdrper
(z.B. BMS-936557) fur die Anwendung am Menschen zugelassen, die perspektivisch in
klinischen BPD-Studien erprobt werden kénnten 2°°. Die Hoffnung ist, dass in Zukunft durch
eine praventive CXCL10-Blockade bei frihgeborenen Kindern die Beeintrachtigung des

Lungenwachstums abgemildert werden kann.
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7 Anhang

Appendix 1: Farbeprotokoll Himatoxylin-Eosin (HE).

Reagenz Inkubationszeit
Neo-Clear | 10 min
Neo-Clear Il 10 min
Neo-Clear Il 10 min

100% (Vol./Vol.) EtOH 1 min

96% (Vol./Vol.) EtOH 1 min

80% (Vol./Vol.) EtOH 1 min

70% (Vol./Vol.) EtOH 1 min

dH-0 1 min
Hamalaunldsung sauer nach Mayer 4 min

dH-0

10 s (kurzes Waschen)

Leitungswasser

6 min

dH-0

10 s (kurzes Waschen)

Eosin G-Lésung 0,5% wassrig

2 min

dH.0

10 s (kurzes Waschen)

70% (Vol./Nol.) EtOH

1 min

80% (Vol./Vol.) EtOH 1 min
96% (Vol./Vol.) EtOH 1 min
100% (Vol./Vol.) EtOH 1 min
Neo-Clear IV 10 min
Neo-Clear V 10 min

Appendix 2: Farbeprotokoll Picro Sirius-Red.

Reagenz Inkubationszeit
Neo-Clear | 10 min
Neo-Clear Il 10 min
Neo-Clear Il 10 min
100% (Vol./Vol.) EtOH 1 min
96% (Vol./Vol.) EtOH 1 min
80% (Vol./Vol.) EtOH 1 min
70% (Vol./Vol.) EtOH 1 min
dH-0 1 min
Phosphormolybdénsaurelésung 0,2% 4 min
Picro Sirius-Red-Lésung 75 min

0,5% (Vol./Vol.) Essigsaure |

10 s (kurzes Waschen)

0,5% (Vol./Vol.) Essigsaure Il

10 s (kurzes Waschen)

100% (Vol./Vol.) EtOH |

30s

100% (Vol./Vol.) EtOH I 30s
Neo-Clear IV 30s
Neo-Clear V 30s

Appendix 3: Protokoll Elastika-Farbung nach Hart.

Reagenz Inkubationszeit
Neo-Clear | 10 min
Neo-Clear Il 10 min
Neo-Clear lll 10 min
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100% (Vol./Vol.) EtOH 1 min
96% (Vol./Vol.) EtOH 1 min
80% (Vol./Vol.) EtOH 1 min
70% (Vol./Vol.) EtOH 1 min
dH-0 1 min
Hart’s Lsung: 1 Volumenanteil Resorcin-Fuchsin | Gber Nacht

nach Weigert; 9 Volumenanteile 1% (Vol./Vol.)

HCl in 70% (Vol./Vol.) EtOH

96% (Vol./Nol.) EtOH

10 s (kurzes Waschen)

1% (Vol./Vol.) HCI

30s

Leitungswasser

10 s (kurzes Waschen)

dH-0 10 s (kurzes Waschen)
0,5% (Vol./Vol.) Tartrazine + 0,25% (Vol./Vol.) 30 min
Essigsaure

96% (Vol./Vol.) EtOH |

10 s (kurzes Waschen)

96% (Vol./Vol.) EtOH I

1 min

100% (Vol./Vol.) EtOH

2 min

Appendix 4: Liste der Primer und TagMan-Sonden.

Zielgen Bezeichnung Sequenz

Actat Forward-Primer ACATCAGGGAGTAATGGTTGGAAT

(TagMan) Reverse Primer GGTGCCAGATCTTTTCCATGTC
TagMan-Sonde (,FAM®) | CGATAGAACACGGCATCATCACCAACTG

Actb Forward-Primer TGACAGGATGCAGAAGGAGATTACT

(TagMan) Reverse Primer GCCACCGATCCACACAGAGT
TagMan-Sonde (,FAM®) | ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC

Actb Forward-Primer TGACAGGATGCAGAAGGAGATTACT

(SYBR) Reverse Primer GCCACCGATCCACACAGAGT

Aqpb5 Forward-Primer TCACTGGGTCTTCTGGGTAGGA

(TagMan) Reverse Primer CTGGCTCATATGTGCCTTTGAC
TagMan-Sonde (,FAM®) | TACTTCTACTTGCTTTTCCCCTCCTCGCTG

Arg1 Forward-Primer ACCCTGACCTATGTGTCATTTGG

(TagMan) Reverse Primer TGGTACATCTGGGAACTTTCCTTT
TagMan-Sonde (,FAM®) | ATGCTCACACTGACATCAACACTCCCCTG

Ccn2 Forward-Primer CATTAAGAAGGGCAAAAAGTGCAT

(TagMan) Reverse Primer TGCAGCCAGAAAGCTCAAACT
TagMan-Sonde (,FAM*) | CGGACACCTAAAATCGCCAAGCCTG

Colt1a1 Forward-Primer GCAGTGCTGTTGCGATCTTG

(SYBR) Reverse Primer CAGAGGGACAGAGCACAGCTT

Col3a1 Forward-Primer GGTGGTTTTCAGTTCAGCTATGG

(SYBR) Reverse Primer TTTTTGCAGTGGTATGTAATGTTCTG

Col4a4 Forward-Primer GAAGGCGCACAATCAAGATCT

(TagMan) Reverse Primer CACACTTGGTGGATGTTGCAGTA
TagMan-Sonde (,FAM®) | CTTCCTGTGTTTAGCACTCTGCCCTTTGC

Gapdh Forward-Primer ATGTGTCCGTCGTGGATCTGA

(TagMan) Reverse Primer TGCCTGCTTCACCACCTTCT
TagMan-Sonde (,FAM®) | CCGCCTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

Gapdh Forward-Primer ATGTGTCCGTCGTGGATCTGA

(SYBR) Reverse Primer TGCCTGCTTCACCACCTTCT

1110 Forward-Primer GGCGCTGTCATCGATTTCTC

(SYBR) Reverse Primer CACCTTGGTCTTGGAGCTTATTAAA
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g Forward-Primer TGACAGTGATGAGAATGACCTGTTC

(TagMan) Reverse Primer GGACAGCCCAGGTCAAAGG
TagMan-Sonde (,FAM®) | ACCCCAAAAGATGAAGGGCTGCTTCC

114 Forward-Primer GGAGATGGATGTGCCAAACG

(SYBR) Reverse Primer GCACCTTGGAAGCCCTACAG

116 Forward-Primer ACAAGTCGGAGGCTTAATTACACAT

(TagMan) Reverse Primer AATCAGAATTGCCATTGCACAA
TagMan-Sonde (,FAM*) | TCTTTTCTCATTTCCACGATTTCCCAGAGAA

Mcp1 Forward-Primer GGCTCAGCCAGATGCAGTTAAC

(TagMan) Reverse Primer CTTGGTGACAAAAACTACAGCTTCTT
TagMan-Sonde (,FAM*) | CCCCACTCACCTGCTGCTACTCATTCA

Mmp12 Forward-Primer GCAGCAGTTCTTTGGGCTAGA

(TagMan) Reverse Primer GTACATCGGGCACTCCACATC
TagMan-Sonde (,FAM*) | CTGGGCAACTGGACAACTCAACTCTGG

Rna18sn5 Forward-Primer AGATCCCAGACTGGTTCCTG

(SYBR) Reverse Primer TTGTTGTCTAGACCGTTGGC

Rna18sn5 Forward-Primer AGATCCCAGACTGGTTCCTG

(TagMan) Reverse Primer TTGTTGTCTAGACCGTTGGC
TagMan-Sonde (,FAM®) | CAGAACCTGGCTGTACTTCCCATCC

Serpine1 Forward-Primer GCTGGCTATGCTGCAGATGAC

(TagMan) Reverse Primer TGCCCTTCTCATTGACTTTGAA
TagMan-Sonde (,FAM*) | AAAACCCGGCGGCAGATCCA

Sftpa Forward-Primer TCAAACATCAGATTCTGCAAACAA

(SYBR) Reverse Primer TGACTGCCCATTGGTGGAA

Sftpb Forward-Primer CTGCTGGCTTTGCAGAACTCT

(SYBR) Reverse Primer GAGGACAAGGCCACAGACTAGCT

Sftpc Forward-Primer CCTCGTTGTCGTGGTGATTGTA

(SYBR) Reverse Primer GCTCATCTCAAGGACCATCTCAGT

Sftpd Forward-Primer CAGCAGATGGAGGCCTTAAAA

(SYBR) Reverse Primer GGGAACAATGCAGCTTTCTGA

Socs3 Forward-Primer CCACCCTCCAGCATCTTTGT

(TagMan) Reverse Primer TCCAGGAACTCCCGAATGG
TagMan-Sonde (,FAM*) | ACTGTCAACGGCCACCTGGACTCCT

Tgfb Forward-Primer CTGAACCAAGGAGACGGAATACA

(TagMan) Reverse Primer CACGTGGAGTTTGTTATCTTTGCT
TagMan-Sonde (,FAM®) | CTTTCGATTCAGCGCTCACTGCTCTTG

Tnfa Forward-Primer AGGGATGAGAAGTTCCCAAATG

(SYBR) Reverse Primer GCTTGTCACTCGAATTTTGAGAAG

Appendix 5: Verwendete Antikorper und Verdiinnungen fiir die Imnmunoblot-Analysen.

Signaling)

Primérer Antikorper Verdiinnung Sekundarer Antikorper Verdiinnung
Aquaporin 5 (#A4979-50L; | 1:1000 in 5% Anti-rabbit IgG, HRP- 1:1000 in 5%
Sigma Aldrich) BSA in TBST | linked (#7074; Cell Milch in TBST

Caspase 3 (#9662; Cell
Signaling)

1:1000 in 5%
Milch in TBST

Anti-rabbit IgG, HRP-
linked (#7074; Cell
Signaling)

1:2000 in 5%
Milch in TBST

CD31 (#DIA-310;

1:5000 in 5%

Anti-rat IgG HRP-linked

1:5000 in 5%

Signaling)

Dianova) BSAin TBST | (#7077; Cell Signaling) Milch in TBST
CTGF (#PA5-32193; 1:2000 in 5% | Anti-rabbit IgG, HRP- 1:2000 in 5%
Thermo Fisher Scientific) | BSAin TBST | linked (#7074, Cell Milch in TBST
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MMP-12 (#ab66157;
Abcam)

1:1000 in 5%
BSA in TBST

Anti-rabbit IgG, HRP-
linked (#7074; Cell
Signaling)

1:1000 in 5%
Milch in TBST

PAI-1 (#11907; Cell
Signaling)

1:1000 in 5%
Milch in TBST

Anti-rabbit IgG, HRP-
linked (#7074; Cell
Signaling)

1:2000 in 5%
Milch in TBST

PCNA (#M0879; Dako)

1:10000 in 5%
Milch in TBST

Anti-mouse 1gG, HRP-
linked (#7076; Cell
Signaling)

1:20000 in 5%
Milch in TBST

proSFTPC (#AB3789;
Merck Millipore)

1:2000 in 5%
BSA in TBST

Anti-rabbit IgG, HRP-
linked (#7074; Cell
Signaling)

1:3000 in 5%
Milch in TBST

pSmad1/Smad5/Smad9
(#13820; Cell Signaling)

1:1000 in 5%
BSA in TBST

Anti-rabbit IgG, HRP-
linked (#7074; Cell
Signaling)

1:1000 in 5%
Milch in TBST

pSmad2 (#3108; Cell
Signaling)

1:1000 in 5%
BSA in TBST

Anti-rabbit IgG, HRP-
linked (#7074; Cell
Signaling)

1:1000 in 5%
Milch in TBST

pStat3 (#9145; Cell

1:1000 in 5%

Anti-rabbit IgG, HRP-

1:1000 in 5%

Signaling) BSAin TBST | linked (#7074, Cell Milch in TBST
Signaling)

SMA (sc-53142; Santa 1:200 in 5% Anti-mouse IgG, HRP- 1:2000 in 5%

Cruz Biotechnology, Inc.) | Milchin TBST | linked (#7076; Cell Milch in TBST

Signaling)

Smad1 (#9743; Cell
Signaling)

1:1000 in 5%
BSA in TBST

Anti-rabbit IgG, HRP-
linked (#7074; Cell
Signaling)

1:2000 in 5%
Milch in TBST

Smad2/3 (#3102; Cell
Signaling)

1:1000 in 5%
BSA in TBST

Anti-rabbit IgG, HRP-
linked (#7074; Cell
Signaling)

1:2000 in 5%
Milch in TBST

Stat3 (#9139; Cell

1:3000 in 5%

Anti-mouse 1gG, HRP-

1:2000 in 5%

Signaling) Milch in TBST | linked (#7076; Cell Milch in TBST
Signaling)

TGF-B (#3709; Cell 1:500 in 5% Anti-rabbit IgG, HRP- 1:1000 in 5%

Signaling) BSA in TBST | linked (#7074, Cell Milch in TBST

Signaling)

VE-Cadherin (#ab33168;
Abcam)

1:1000 in 5%
Milch in TBST

Anti-rabbit IgG, HRP-
linked (#7074; Cell
Signaling)

1:2000 in 5%
Milch in TBST

B-Actin (#3700; Cell
Signaling)

1:20000 in 5%
Milch in TBST

Anti-mouse 1gG, HRP-
linked (#7076; Cell
Signaling)

1:10000 in 5%
Milch in TBST
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