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Kapitel 1

Einleitung

Die Idiopathische Lungenfibrose (IPF) ist eine interstitielle Erkrankung des Lungenge-
webes, die bis zum heutigen Tag nur ungeniigend verstanden und behandelbar ist. Uber
einen schwer vorhersagbaren Zeitraum hinweg, findet ein bindegewebiger Umbau der
Lunge statt, der schliefSlich zum Funktionsverlust des betroffenen Lungengewebes fiihrt.
Die Patienten zeigen eine zunehmende Dyspnoe-Symptomatik begleitet von einer steti-
gen Verschlechterung der Lungenfunktion. Oft ist ein todlicher Verlauf der Erkrankung
innerhalb weniger Jahre ab Diagnosestellung zu beobachten [14, 103]. Zufriedenstellende
Therapiemoglichkeiten gibt es bisher keine. Als ultima Ratio bleibt lediglich die Lun-
gentransplantation. Einzig das antifibrotisch und antiproliferativ wirksame Medikament
Pirfenidon konnte bislang in mehreren klinischen Phase IIT Studien die Krankheitspro-
gression bremsen und das progressionsfreie Uberleben verlingern [66] .

Die Pathomechanismen, die der Entstehung einer IPF zugrunde liegen, sind bisher zu
groBen Teilen unbekannt. Die Erforschung der Krankheitsentwicklung ist daher von
grofer Bedeutung und brachte in den vergangenen Jahren eine Vielzahl wissenschaftli-
cher Arbeiten hervor.

Um den Verlauf einer Lungenfibrose wissenschaftlich beobachten und analysieren zu
kénnen, wurde unter anderem das Maus-Modell der Bleomycin-induzierten Fibrose ent-
wickelt (siehe 1.3). Spiegelt es auch nicht exakt die histopathologischen Verinderungen
einer IPF wider, so hat es sich dennoch als géngiges Modell zur Erforschung der pa-
thophysiologischen Vorgénge einer pulmonalen Fibrose-Entwicklung etabliert [77]. Zur
qualitativen und quantitativen Untersuchung der Fibrose, stehen im Bleomycin-Modell

verschiedene Methoden zur Verfiigung. Ein wesentlicher Bestandteil des Modelles ist die

1
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histologische Aufarbeitung des Lungengewebes der Versuchstiere. Hierdurch lisst sich
u.a. das Ausmafl der Fibrosierung bestimmen und mithilfe verschiedener Farbemetho-
den sind Riickschliisse auf die Beschaffenheit des fibrotischen Gewebes moglich.

Um jedoch einen Eindruck der funktionellen Verdnderungen zu bekommen, die mit
der Entwicklung einer Lungenfibrose einhergehen, eignet sich die histologische Unter-
suchung nicht. Es hat sich daher seit einigen Jahren auch die Lungenfunktionsmessung
bei M#usen etabliert (siehe 1.4.1). Das Verfahren wird derzeit zumeist mittels der sehr
invasiven Methode der Tracheotomie durchgefiihrt und erlaubt daher keine mehrfachen
Untersuchungen an derselben Maus iiber ldngere Zeitrdume hinweg, da ein unbeein-
trachtigtes Fortleben der Versuchstiere nach Tracheotomie nicht moglich ist. Die deutlich
weniger invasive Methode der Intubation von Mé&usen dagegen bietet die Moglichkeit,
Lungenfunktionsmessungen an mehreren Zeitpunkten durchzufithren. Dadurch werden

potentiell Krankheitsverldufe der individuellen Maus messbar.

Beziiglich der mutmaflichen Pathogenese einer IPF gibt es derzeit verschiedene Er-
klarungsanséitze. Nach aktuellem Erkenntnisstand ist vor allem eine Dysregulation der
alveoldren Epithelzellen mit einer iiberschiefenden Fibroproliferation fiir die fortschrei-
tende Fibrosierung des Lungenparenchymes verantwortlich[65, 108, 109].

Nachdem in den vergangenen Jahren der posttranslationalen Protein Arginin Methy-
lierung durch Protein Arginin Methyltransferasen (PRMTs) zunehmend eine wichtige
Bedeutung bei der Regulierung zahlreicher, grundlegender zelluldrer Prozesse beigemes-
sen wird [13], finden sich vermehrt Hinweise darauf, dass die Enzymklasse der PRMTs
auch in der Pathogenese diverser Lungenerkrankungen, so auch bei der IPF, eine zen-
trale Rolle spielt [136].

Yildirim et al. gelang 2006 der Nachweis von PRMTs in der Lunge von M&ausen, wobei
sich die hochste Dichte in den Epithelzellen der Atemwege und in alveoldren Epithel-
zellen vom Typ II fand [133]. O’Brien et al. stellten 2010 fest, dass speziell das Fehlen
von PRMT4/CARM1 (Coactivator-associated arginine Methyltransferase 1) bei Méusen
mit einem entsprechenden Gen-Knockout eine Stérung der Entwicklung und Differen-
zierung von alveoldren Epithelzellen Typ II zur Folge hatte [89]. Sarker et al. konnten
in ihrer Studie von 2015 wiederum zeigen, dass CARM1 offenbar wichtige Funktionen
bei Prozessen der Zellalterung erfiillt [107]. So fiihrte ein Knockdown von CARM1 zu
einer negativen Beeinflussung von Sirtuin 1 und HuR, beides Proteine die Einfluss auf

den Zellzyklus haben und der Zellalterung entgegenwirken. Die IPF wiederum ist eine
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Erkrankung, die ihren Héufigkeitsgipfel zwischen der fiinften und sechsten Lebensdekade
hat. Sie ist damit eine Erkrankung des dlteren Menschen. Unter Beriicksichtigung dieser
Tatsachen, und unter der Annahme, dass der Fibroseentwicklung eine Dysregulierung der
alveoldren Epithelzellen zugrunde liegt, ist die Hypothese naheliegend, PRMT4/CARM1

konne eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der IPF spielen.

In der vorliegenden Arbeit wurde, unter Verwendung des Bleomycin-Maus-Modelles,
die pulmonale Fibrose-Entwicklung mithilfe repetitiver Lungenfunktionsmessungen un-
tersucht, um diese Art des Krankheitsmonitorings potentiell fiir kiinftige Arbeiten zu
etablieren.

Uberdies wurde die Enzymklasse der PRMTs im Zusammenhang mit dem Krankheits-
verlauf der Bleomycin- induzierten Fibrose untersucht, um Riickschliisse auf deren mogli-
che Rolle in der Pathogenese der Lungenfibrose ziehen zu kénnen. Eine eigene Versuchs-
reihe galt dabei PRMT4/CARMI1, dessen Beteiligung an der Pathogenese fibrotischer
Lungenerkrankungen u.a. aufgrund der Ergebnisse von Yildirim, O’Brien und Sarker

sehr wahrscheinlich scheint.

1.1 Lungenfibrose: Definition

Der Begriff der Lungenfibrose wird vereinfachend verwendet um die grole Gruppe der
interstitiellen Lungenerkrankungen (ILD) zusammenzufassen. Synonym ist auch der Be-
griff ’diffus parenchymatose Lungenerkrankungen’ (DPLD) gebriuchlich. Es handelt
sich hierbei um eine Vielzahl verschiedener Lungenerkrankungen, denen entziindliche
Verénderungen und eine Fibrosierung des Lungenparenchymes gemein sind. Die Art und
Ausprigung der Lungengewebsveridnderungen sind dabei von unterschiedlicher Qualitét.
Klassischerweise betreffen sie sowohl das Lungenepithel als auch das Interstitium und
das Endothel der pulmonalen Blutgeféfie [81].

Grundsétzlich ist bei den interstitiellen Lungenerkrankungen zu unterscheiden, ob eine
bekannte Ursache ausgemacht werden kann oder ob es sich um eine idiopathische Lun-

genfibrose (IPF) handelt.
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1.1.1 Interstitielle Lungenerkrankungen/ Diffus parenchymatése Lun-

generkrankungen (ILD/DPLD)

Zu den bekannten Auslosern einer ILD/DPLD gehoren z.B. exogene Faktoren wie Staube
und sonstige Allergene bei der exogen allergischen Alveolitis (EAA), Zigarettenrauch,
Systemerkrankungen aus dem Formenkreis der Kollagenosen (z.B. Lupus Erythemato-
des, Sklerodermie) und Vaskulititden (z.B. Morbus Wegener) und verschiedene Medika-
mente (z.B. Bleomycin, Amiodaron). Auch eine Sarkoidose oder eine Lymphangiolaio-
myomatose und Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes, wie z.B. chronisch aktive He-
patitiden und chronische Darmerkrankungen, kénnen diffuse Lungenparenchymschéaden
im Sinne einer ILD/DPLD verursachen. Durch Therapie der Grunderkrankung b.z.w.
Vermeidung entsprechender Noxen (bei EAA) sind die entziindlichen und fibrotischen
Verénderungen des Lungenparenchymes oft zu einem Teil reversibel [81]. Gut die Halfte
aller Fille von ILD/DPLD kann jedoch nicht mit einer eindeutigen Ursache in Zusam-
menhang gebracht werden und wird daher unter dem Begriff der idiopathischen intersti-
tiellen Pneumonien (ITP) zusammengefasst. Eine Sonderrolle innerhalb dieser ITP nimmt

die idiopathische Lungenfibrose (IPF) ein.

1.1.2 Idiopathische Lungenfibrose (IPF)

Die idiopathische Lungefibrose wurde seit Beginn des Jahrhunderts in diversen wis-
senschaftlichen Publikationen beschrieben und erfuhr im Laufe der Zeit verschiedene
Einteilungen und Klassifikationen.

Schon 1935 beschrieben Hamman und Rich in einer klinischen Studie vier Félle von
Patienten mit einer ungewohnlich fulminanten Form der pulmonalen Fibrose.[44]

Die Patienten hatten sich iiber einen Zeitraum von drei Jahren hinweg jeweils mit relativ
unspezifischen Symptomen vorgestellt, wobei eine ausgeprigte Dyspnoe im Vordergrund
gestanden hatte. Bei leicht variablen Verldufen zeigten alle vier Patienten eine rasche
Verschlechterung der respiratorischen Situation und starben innerhalb kurzer Zeit (ein
bis knapp fiinf Monate nach Symptombeginn) an respiratorischem Versagen (in drei
Fillen) b.z.w. an einer dekompensierten Rechtherzinsuffizienz infolge einer ausgeprigten
Lungenfibrose (in einem Fall).

Histopathologisch fanden Hamman und Rich in allen Féllen diffuse Infiltrate und Fibro-

seherde unterschiedlichen Alters iiber beide Lungenfliigel verteilt. Bemerkenswert war
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die Abwesenheit einer offensichtlichen Ursache fiir den Beginn der Beschwerden und das
ausgepragte fibrotische Geschehen. Hamman und Richs Beobachtungen gelten als Erst-
beschreibung der acute interstitial Pneumonia (AIP oder Hamman-Rich Syndrom). Die
AIP wurde zunéchst der IPF zugeordnet, jedoch gilt sie inzwischen aufgrund des akuten,
oft dramatischen Verlaufes als eigenstindige Entitit.

Eine erste, strukturierte Einteilung der interstitiellen Pneumonien nahm schlieflich Lie-
bow Mitte der 60er Jahre vor [76]. Seine Klassifikation orientierte sich an histopathologi-
schen Merkmalen in Gewebeproben betroffener Patienten. Er unterschied die folgenden

fiinf Formen der interstitiellen Pneumonie:

Usual interstitial pneumonia (UIP)
e Desquamative interstitial Pneumonia (DIP)

e Bronchiolitis obliterans with interstitial pneumonia (BIP)

Lymphoid interstitial pneumonia (LIP)

Giant cell interstitial pneumonia (GIP)

Nachdem sich in den folgenden Jahren zeigte, dass die GIP &tiologisch mit der Exposition
gegeniiber Metallstiuben (hard metal lung) assoziiert war und die LIP mit Autoimmun-
krankheiten und Immundefizienz, entsprachen diese beiden Entitdten nicht mehr der
Definition einer idiopathischen Lungenfibrose.

Katzenstein und Myers etablierten schlieflich in einer Ubersichtsarbeit von 1998 eine
neue histologische Einteilung fiir die Klassifikation der IPF, wobei sie die UIP und DIP
beibehielten und dariiber hinaus die Begriffe der acute interstitial pneumonia (AIP), der
nonspecific interstitial pneumonia (NSIP) und der respiratory bronchiolitis associated
interstitial lung disease (RB-ILD) als Aquivalent der DIP aufgriffen [60].

Verschiedene klinische Studien und eine zunehmende Genauigkeit in der histopatholo-
gischen Diagnostik zeigten jedoch, dass sich die UIP wesentlich von den anderen IPF-
Formen unterscheidet, da sie zum einen kaum auf eine Therapie mit Steroiden anspricht
und zum anderen eine sehr schlechte Prognose aufweist [59]. In dem ersten consensus
Statement der American Thoracic Society (ATS) und der European Respiratory Society
(ERS) zur Diagnose und Therapie der TPF ist daher seit 2000 die UIP als Aquivalent
und charakteristisches histopathologisches Muster der IPF definiert [115].
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1.2 Diagnose, Atiologie und Verlauf der Idiopathischen Lun-

genfibrose

Geméf den offiziellen Leitlinien zur Diagnose und Therapie der idiopathischen pulmona-
len Fibrose, herausgegeben als offizielles Statement der ATS/ERS/JRS/ALAT !, ist "die
IPF [...] definiert als eine bestimmte Form einer chronischen, progredient verlaufenden,
fibrosierenden interstitiellen Pneumonie unbekannter Ursache, die primér bei dlteren Er-
wachsenen auftritt, auf die Lungen begrenzt ist und mit dem [...] histopathologischen
und/oder radiologischen Muster einer UIP einhergeht” [14][103].

Als Voraussetzungen fiir die Diagnose einer IPF sehen die Leitlinien folgende Kriterien

Vvor:

1. Ausschluss anderer bekannter Ursachen einer 11D
2. Vorliegen eines UIP-Musters im HRCT

3. Bei Patienten mit chirurgischer Lungenbiopsie entsprechende Vereinbarkeit von

Histologie und HRCT mit UIP

1.2.1 Usual interstitial pneumonia (UIP)

Die Definition der UIP aus radiologischer Sicht beinhaltet ein, im high resolution CT
(HRCT) sichtbares, basal und subpleurasténdiges Verteilungsmuster fibrotischer Veréinde-
rungen des Lungenparenchymes. Charakteristisch ist ein retikuléres Zeichnungsmuster,
oft in Begleitung von Traktionsbronchiektasien. Typischerweise stellen sich die Verénde-
rungen als heterogenes, fleckiges Honigwabenmuster (Honeycombing) dar. Fibrotische
Areale sind durchsetzt von zystischen Lufteinschliissen [115]

Als wichtiges Diagnosekriterium wird auch die Abwesenheit von mit der UIP unvereinba-
ren Merkmalen angefiihrt. Dazu gehoren z.B. ein Verteilungsmuster auf die Ober- und
Mittellappen, ausgedehnte Milchglasverinderungen (>retikuldre Zeichnung) und eine
Konsolidierung die sich auf ein Bronchialsegment oder einen Lungenlappen beschrankt.
Das histologische Bild einer UIP zeichnet sich definitionsgeméfl durch eine starke He-

terogenitét schon bei geringer Vergroflerung aus. Normales Lungenparenchym wechselt

! American Thoracic Societey (ATS), European Respiratory Society (ERS), Japanese Respiratory
Society (JRS) und Latin American Thoracic Association (ALAT).
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sich mit fleckig verteilten, schwach entziindlichen Infiltraten und Arealen von Fibrose ab.
Die Verénderungen finden sich, analog zum Bild im HRCT, vornehmlich subpleural und
paraseptal und zeichnen sich durch einen hohen Kollagenanteil und fibroblastische Herde
(fibroblast foci) aus. Das Honigwabenmuster stellt sich mikroskopisch als Mischung von
Fibrose und zystischen Lufteinschliissen dar, siche Abbildung 1.1 [115].

Von enormer Wichtigkeit fiir die korrekte Diagnosestellung einer UIP im Rahmen der
IPF, ist die Kenntnis des klinischen Beschwerdebildes und der ausfiihrlichen Anamnese

des Patienten.

(A) UIP Muster im HRCT (B) UIP Muster in der Histologie

ABBILDUNG 1.1: Das Muster einer UIP hier im HRCT (A) und im histologischen Prépa-
rat (B). Die HRCT-Bilder (A)[1-4] zeigen die UIP in stérkerer [142] und geringerer
[3+4] Ausprigung (Pfeile), wihrend es sich bei [546] um das Muster einer 'méglichen’
UIP handelt. Das histologische Priparat (B) zeigt den Anschnitt einer Lungenbiopsie
mit UIP Muster. Der diinne Pfeil in (B)1 markiert Reste normalen Lungengewebes,
der dicke Pfeil typisches Honigwabenmuster. In (B)2 ist ein fibroblastischer Focus (*)
sowie dltere Fibroseareale (dicker Pfeil) zu sehen. Die Abbildungen stammen aus der
Versflentlichung von Raghu et al. [103]

1.2.2 Klinische Manifestation und Verlauf

Die IPF ist eine Erkrankung des mittleren bis hoheren Alters. Typischerweise wird die
Diagnose zwischen dem 55 bis 65 Lebensjahr gestellt. Eine Erkrankung vor dem 50 Le-
bensjahr ist selten [102].

Der Symptombeginn ist oft unspezifisch und schleichend. Im Mittelpunkt der Beschwer-
den steht eine Belastungsdyspnoe, hiufig begleitet von chronischem, unproduktivem
Husten. Nicht selten geben Patienten an, sich von einem Infekt der Atemwege , nicht
mehr richtig erholt“ zu haben.

Im Verlauf der Erkrankung kommt es zu einer Zunahme der Dyspnoe, die Lungenfunkti-
on verschlechtert sich. Insbesondere eine Abnahme der Forcierten Vitalkapazitat (FVC)

und der Diffusionskapazitit (D CO) sprechen fiir eine Krankheitsprogredienz und sind
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mit einem erhohten Mortalitdtsrisiko assoziiiert [24][43][56]. Radiologisch lassen sich
anhand einer Quantifizierung der fibrotischen Verinderungen im HRCT Aussagen zu
Krankheitsschwere und zur Prognose des Krankheitsverlaufes treffen [73]. Die Entnah-
me chirurgischer Biopsien der Lunge zur Diagnosestellung einer UIP und Einschétzung
der Krankheitsprognose ist von umstrittenem Nutzen, da mithilfe des HRCTs eine aus-
reichend hohe Diagnose-Sensitivitét erreicht werden kann [33] [100] und letztlich un-
klar ist, inwieweit das chirurgische Trauma einer Biopsieentnahme akute Exazerbatio-
nen der IPF provozieren kann. Ahnlich unklar ist der diagnostische und prognostische
Nutzen der bronchoalveoldren Lavage bei IPF-Patienten. Kinder et al beschrieben eine
Erhohung der Neutrophilen-Zahl als unabhéngigen Marker fiir eine verfrithte Mortalitét
unter IPF-Patienten [64]. Eine Erhohung der Lymphozyten hingegen weist auf eine un-
erkannte exogen allergische Alveolitis als Ursache fiir die fibrotischen Verinderungen
hin [90]. Dartiber hinaus gibt es eine Vielzahl an Studien, die sich mit verschiedensten
Biomarkern als Pradiktoren des Krankheitsverlaufes einer IPF beschiftigen (u.a. BNP,
Metalloproteasen, Surfactant Proteine) [73] [135]. Die Untersuchungen haben derzeit je-
doch {iberwiegend experimentellen Charakter und werden noch nicht in der klinischen
Routinediagnostik eingesetzt.

Auskultatorisch ist ein feinblasiges Knisterrasseln in den basalen Lungenabschnitten
typisch. In fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung kénnen zudem Hypoxie-typische
Veradnderungen wie Trommelschlegelfinger und Uhrglasnégel beobachtet werden. Die Pa-
tienten leiden an einer zunehmenden respiratorischen Insuffizienz mit Beschwerden auch
in Ruhe. Todesursache ist oft ein respiratorisches Versagen oder eine komplizierende
Komorbiditét [19] (siehe auch Review Artikel von Kim et al. [63]).

Der klinische Verlauf der IPF variiert jedoch von Patient zu Patient. Es werden sowohl
schleichende als auch relativ rasch progrediente Verlaufsformen mit akuten Exazerbatio-
nen beobachtet [25]. Daten aus umfangreichen Langzeitstudien liegen bisher nicht vor.
Studien der letzten Jahre gehen jedoch von einer mittleren Uberlebenszeit von zwei bis
drei Jahren ab Diagnosestellung aus [102][104]. In diesem Zusammenhang wird, berech-
tigterweise, oft der Vergleich zu malignen Tumorerkrankungen gezogen, die grofitenteils

eine bessere Prognose aufweisen.
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1.2.3 Atiologie

Wie die Bezeichnung ’idiopathisch’ bereits impliziert, ist die Atiologie der IPF bis zum
heutigen Tag nicht geklart. Es werden eine Reihe préadisponierender Faktoren diskutiert,
die in Hinblick auf mogliche therapeutische oder prognostische Ansitze Gegenstand di-
verser wissenschaftlicher Arbeiten sind.

Unter anderem hat die Mehrzahl der IPF-Patienten nachweislich eine positive Raucher-
Anamnese [12]. Uberdies wird eine mégliche familisire Genese angenommen, da in bis
zu 5 % der Fille eine familidire Hiufung beobachtet wird [48][115]. Des Weiteren wer-
den ein asymptomatischer gastrodsophagealer Reflux [101], chronische Virusinfektionen
(z.B. Epstein-Barr Virus, Hepatitic C und Andere) [116][120][123][134] und eine chroni-
sche Exposition gegeniiber diversen organischen und anorganischen Stéduben (z.B. Blei,
Holzstaub, Tierstaub etc.) als mogliche Risikofaktoren diskutiert [67][83]. Abgesehen von
Féallen familiedrer Haufung, wurden auch bei der hdufigeren, sporadischen Form der IPF
verschiedene Gene mit der Krankheitsentwicklung in Verbindung gebracht. So gelten
z.B. transforming growth factor beta-1 (TGF-$), tumor necrosis factor alpha TNF-«
und Endothelin-1 (ET-1) gemeinhin als profibrotische Mediatoren, die gehduft im fibro-
tischen Lungengewebe von IPF-Patienten nachgewiesen werden koénnen [61] [112] [105]
[111]. Auch Interleukin 1 o und g (IL-1) gelten als profibrotische Cytokine, insbesonde-
re, wenn ein Ungleichgewicht zwischen IL-1 und dem Interleukin-1 Rezeptorantagonisten
(IL-1 Ra) zulasten des Rezeptorantagonisten besteht [9].

Bisher ist es anhand der detektierten, Risikofaktoren nicht moglich, Riickschliisse auf
Prognose oder Verlauf der IPF zu ziehen. Auch evidenzbasierte Aussagen zu diesbeziigli-

chen Therapieanséitzen lassen sich nicht treffen.

1.2.4 Pathogenese der IPF

Trotz jahrzehntelanger Forschung, besteht weiterhin Unklarheit iiber die genauen Pa-
thomechanismen die der IPF zugrunde liegen. Seit Hamman und Richs Erstbeschreibung
der AIP, hielt sich lange die Hypothese einer chronischen Inflammation der peripheren
Atemwege, im Sinne einer Alveolitis, die in letzter Konsequenz in die Fibrose fiihrt.
Dieser Ansatz einer iiberschielenden bzw. fehlgeleiteten Immunreaktion ist vor allem
deshalb nicht dauerhaft haltbar, weil Therapieversuche mit Immunsuppressiva bisher

enttduschende Resultate lieferten [29]. Aus Mangel an pharmakologischen Alternativen,
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wird in der Behandlung der IPF zwar weiterhin mit Kortikosteroiden gearbeitet, ein
genereller Nutzen konnte jedoch bis zum heutigen Tag nicht nachgewiesen werden [103].
FErst in den letzten Jahren wird vermehrt mit Pirfenidon gearbeitet, das immerhin eine
gewisse antifibrotische Potenz zu haben scheint und damit die derzeit einzige sinnvolle
Therapieoption im Sinne einer Verlingerung des progressionsfreien Uberlebens darstellt.
Seit einigen Jahren mehren sich die Hinweise darauf, dass der UIP/IPF eine gestorte
Wundheilung des Alveolarepithels zugrunde liegt. Mutma#flich fiihren, noch nicht ab-
schlieffend charakterisierte, wiederholte Verletzungen des Alveolarepithels zu einer ver-
mehrten Bildung profibrotischer Substanzen, wie z.B. Tumor Nekrose Faktor alpha
(TNFa) [87], Transforming growth factor beta 1 (TGFB1) [61] oder Endothelin-1 (ET-1)
[1]. Das geschidigte Alveolarepithel induziert offenbar auflerdem die Migration von Fi-
broblasten und deren Aktivierung in Myofibroblasten. Fibroblasten und Myofibroblasten
stellen die Hauptbestandteile fibroblastischer Foci dar, die als charakteristische Merk-
male einer UIP/IPF gelten (siche 1.2.1).

Wihrend , bei normaler Wundheilung, eine rasche Reepithelialisierung stattfinden miisste,
scheinen die alveoldren Epithelzellen bei Patienten mit IPF in ihrer Funktion stark beein-
trachtigt zu sein und sogar prokoagulatorisch und profibrotisch auf die fibroblastischen
Foci zu wirken.(siehe auch Reviews von Selman et al. [108] und Harari und Caminati

[45])

1.2.5 Therapeutische Ansitze

Die 2011 veroffentlichten, iiberarbeiteten Leitlinien der ATS/ERS/JRS/ALAT zur Dia-
gnose und Therapie der IPF konstatieren, dass bis heute keine pharmakologische Thera-
pie mit einem definitiv bewiesenen Nutzen existiert. [103] Im Endstadium der IPF bleibt
als lebensrettende Mafinahme lediglich die Lungentransplantation.

Nichtsdestotrotz wurden in den Leitlinien eine Reihe von therapeutischen Ansétzen be-
wertet, die in den letzten Jahren im Rahmen klinischer Studien wissenschaftlich un-
tersucht wurden, und unterschiedlich starke oder schwache Empfehlungen gegen die
Nutzung der jeweiligen Praparate abgegeben. Eine schwache Empfehlung gegen ein Me-
dikament bedeutet in diesem Kontext, dass keine generelle Empfehlung fiir die Nutzung
ausgesprochen werden kann, einzelne Patienten jedoch mdéglicherweise von der Therapie

profitieren.
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In diesem Sinne werden folgende Substanzen fiir einen Teil der IPF-Patienten als thera-

peutische Optionen genannt:

Kombinationstherapie aus Acetylcystein, Azathioprin und Prednison

Monotherapie mit Acetylcystein

Antikoagulanzien

Pirfenidon

In der deutschen ”S2K-Leitlinie zur Diagnostik und Therapie der idiopathischen Lun-
genfibrose”von 2013 (iibersetzte, angepasste und kommentierte Version des ”[...] Official
ATS/ERS/JRS/ALAT Statement: Idiopathic Pulmonary Fibrosis: Evidence-based Gui-
delines for Diagnosis and Management”von 2011) werden diese Empfehlungen aufgegrif-
fen und kritisch bewertet.[14]

Aufgrund neuerer Erkenntnisse aus aktuellen Studien wird hier eine stark negative Emp-
fehlung fiir die Kombinationstherapie mit Acetylcystein, Azathioprin und Prednison
sowie fiir die Therapie mit Antikoagulanzien ausgesprochen. Fiir die Therapie mit Pir-
fenidon hingegen wird die schwach negative in eine schwach positive Empfehlung umge-
wandelt.

In jedem Fall wird eine griindliche Evaluation der individuellen Situation jedes Patienten
empfohlen. Darauf basierend und unter Einbeziehung der Wiinsche des Patienten, sollte

die Therapieentscheidung getroffen werden.

1.3 Bleomycin-induzierte Lungenfibrose im Maus-Modell

Die schlechte Prognose und das geringe Wissen um die Entstehungsmechanismen einer
IPF, machten und machen es weiterhin notwendig, Modelle zur wissenschaftlichen Er-
forschung der Erkrankung zu etablieren.

Das bislang bekannteste und am besten studierte Modell auf diesem Gebiet ist das der
Bleomycin-induzierten Lungenfibrose bei Mé&usen.

Bleomycin ist urspriinglich ein Antibiotikum, das Ende der 60er Jahre entdeckt wurde

[117] und auch heute noch als zytotoxisches Chemotherapeutikum zur Therapie u.a. von
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Hodentumoren und Lymphomen verwendet wird. Eine bekannte und gefiirchtete Neben-
wirkung von Bleomycin ist die Entwicklung einer Pneumonitits (Bleomycin induzierte
Pneumonitis, BIP) die in einer manifesten Lungenfibrose enden kann [34].

Diese unerwiinschte Nebenwirkung des Bleomycins machten sich Adamson und Bowden
erstmals 1974 zunutze und untersuchten sie im Maus-Modell [3]. Sie injizierten ménnli-
chen Albino-M&usen iiber vier Wochen hinweg, zweimal wochentlich 0,5 mg Bleomycin
intraperitoneal und stellten fest, dass dieses Injektionsschema eine rasche und zuverléssi-
ge Fibrose-Entwicklung bei den Versuchstieren hervorrief. Aufgrund dieser Ergebnisse
schlugen sie das Bleomycin-Maus-Modell zur Erforschung der Lungenfibrose des Men-

schen vor.

Tatséchlich ist das Bleomycin-Modell in der IPF-Forschung inzwischen weithin etabliert,
wobei es im Laufe der Zeit naturgeméfl zahlreiche Verdnderungen und Anpassungen er-
fuhr.

Spritzten Adamson und Bowden das Bleomycin noch intraperitoneal, kamen spéter au-
Berdem die intranasale, intravenose und schlielich die intratracheale Applikation auf.
Der Vorteil der direkt intratrachealen oder wenigstens intranasalen Applikation besteht
darin, dass das Bleomycin primér in die Lunge der Mé&use gelangt. Dadurch kommt es
zu einer deutlich rascheren Fibrose-Entwicklung, die auflerdem primér von den Alveolen
ausgeht, statt vom Endothel der pulmonalen Blutgefafie und damit der mutmaflichen
Pathogenese der IPF dhnlicher ist (siche Review von Moore und Hogaboam [85]).
Wiéhrend zudem die intraperitoneale oder intravendse Injektion jeweils mehrere Gaben
erfordern und friitheste fibrotische Verdnderungen erst nach etwa vier Wochen sichtbar
werden, geniigt bei intratrachealer Bleomycin-Applikation eine einfache Gabe, die be-
reits nach 14 Tagen sichtbare, fibrotische Verdnderungen hervorruft [53]. Nach ca. 21
Tagen ist in der Regel eine manifeste Lungenfibrose zu beobachten.

Eine Besonderheit der einmaligen intratrachealen Bleomycin-Applikation besteht jedoch
darin, dass sich die fibrotischen Verdnderungen nach etwa 28 Tagen zuriickbilden, so-
fern die Mause nicht vorher versterben [38][70]. Dieser Umstand ist insofern hinderlich,
da bei therapeutischen Studien schwierig zu differenzieren ist, ob eine Besserung des
Krankheitsbildes auf das getestete Medikament oder die selbstlimitierende Natur der
Bleomycin-induzierten Fibrose zuriickzufiihren ist.

Obgleich der relativ akute Verlauf der Fibrose-Entwicklung des Bleomycin-Modells im
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Gegensatz zum natiirlichen, schleichenden Verlauf der IPF beim Menschen steht, schei-
nen sich die zugrundeliegenden Pathomechanismen dennoch mehr zu &hneln als zunichst
angenommen [96][77]. Das Bleomycin-Modell ist damit derzeit weiterhin das Fibrose-Mo-

dell mit der hochsten klinischen Relevanz.

Da sich zeigte, dass C57B1/6 Miuse sensibel auf Bleomycin reagieren, wihrend Balb/c
Méuse dagegen praktisch resistent sind und keine Fibrose entwickeln [79], werden re-
gelhaft erstere zur Untersuchung herangezogen. Je nach Quelle erhalten die Tiere bei
intratrachealer Applikation in den meisten Arbeiten 1,25 bis 5 U/Kg/KG Bleomycin [85].
Da die Wirksamkeit des Bleomycins zwischen verschiedenen Herstellern variieren kann,
ist es iiblich, in entsprechenden Vorversuchen das optimale Dosis-Wirkungs-Verhéltnis
zu bestimmen, bei dem die M&use eine méglichst maximale Fibrose bei geringer Morta-
litdtsrate entwickeln [70].

Zur Charakterisierung des Krankheitsverlaufes haben sich bis heute vor allem folgende

Verfahren etabliert:

Histologie mit verschiedenen morphologischen Untersuchungen

Bronchoalveoldre Lavage mit Zellzahlung

e Assays zur Bestimmung des Kollagen- oder Hydroxprolingehaltes der Lunge

Lungenfunktionsmessungen

Hinzu kommen spezielle Untersuchungen wie PCR, Western Blot oder Cytokin-Bestim-
mungen, die sich nach den Erfordernissen der Fragestellung des jeweiligen Experimentes
richten.

Die Anwendung von Lungenfunktionsmessungen im Bleomycin-Modell ist noch relativ
neu. Warum sie einen Erkenntniszugewinn bedeutet und sich potentiell eignet um das
Krankheitsmonitoring im Bleomycin-Modell erheblich zu verbessern, soll in den folgen-
den beiden Abschnitten erldutert werden und ist ein wesentlicher Bestandteil dieser

Arbeit.
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1.4 Lungenfunktionsmessung als Krankheitsmonitoring der

IPF

Die Lungenfunktionsmessung beim Menschen dient im Allgemeinen dazu, die respira-
torische Kompetenz eines Patienten zu quantifizieren und objektiv messbar zu machen.
Von Interesse ist dabei, wie gut der Gasaustausch und die mechanische Atemarbeit funk-
tionieren und in welchem Mafle die Lunge perfundiert ist.

Durch Messung und Berechnung verschiedener Atemflussgeschwindigkeiten, Lungen-
und Atemzugvolumina und thorakaler Druckverhéltnisse mittels Spirometrie und Bo-
dypletysmographie, lassen sich Riickschliisse auf diese Grundlagen der Lungenfunktion
ziehen.

Im klinischen Alltag sind Lungenfunktionsmessungen ein unverzichtbarer Bestandteil
der pulmonalen Diagnostik. Bereits Mitte des 19ten Jahrhunderts studierte der briti-
sche Chirurg John Hutchinson, der als Erfinder der Spirometrie gilt, den Zusammen-
hang zwischen Lungenerkrankungen und einer herabgesetzten Vitalkapazitdt an {iber
2000 Patienten [49]. Seine Entdeckungen bildeten einen der Grundsteine der modernen
Lungenfunktionsdiagnostik.

Heute werden Lungenfunktionsmessungen insbesondere auch zur Verlaufsbeobachtung
und Therapieeinstellung diverser Lungenerkrankungen wie Asthma, COPD und nicht
zuletzt der Lungenfibrose herangezogen.

Zu den géngigsten bei der Lungenfunktionsmessung erhobenen Parametern gehoren die
Totale Lungenkapazitit (TLC), die forcierte Vitalkapazitit (FVC), die forcierte Ein-
sekundenkapazitiat (FEV,), die Diffusionskapazitét (D, CO) sowie die Compliance (C)
und Resistance (R) der Atemwege. Zusitzliche Informationen liefern Blutgasanalysen,
Pulsoxymetrie und die Bronchospasmolyse- bzw. Provokationstestungen [16].

Es gilt mogliche Stérungen der Lungenfunktion zu detektieren. So kénnen obstruktive
von restriktiven Ventilationsstorungen und Diffusions- von Perfusionsstorungen differen-
ziert werden.

Die Lungenfibrose und damit auch die IPF, ist durch eine restriktive Ventilationsstérung
gekennzeichnet. Das heifft, das Lungengewebe ist nicht mehr in der Lage, sich addquat
auszudehnen. Die restriktive Ventilationsstérung geht mit einer Minderung der Lungen-
compliance und gleichzeitig einer Abnahme der Lungenvolumina TLC, FVC und FEV;

einher. Das Verhiltnis von FEV zu VC, genannt Tiffeneau-Index, bleibt hdufig normal
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oder erhoht sich sogar zugunsten der FEV ;. Herabgesetzt ist bei der Lungenfibrose au-
Berdem die Diffusionskapazitit (D CO), da der Gasaustausch iiber die verdickten oder
bindegewebig durchsetzten Alveolen nicht mehr moglich ist. Die IPF gehtrt damit zu
den Erkrankungen, die sich durch eine Diffusionsstérung auszeichnen.

Vitalkapazitit, Einsekundenkapazitéit, Diffusionskapazitéit und korperliche Belastbarkeit
(z.B. im sechs-Minuten-Gehtest), sind allesamt essentielle Parameter, die sowohl fiir die
Diagnose einer IPF als auch insbesondere zu deren Verlaufsbeobachtung herangezogen
werden. Die Erhebung dieser Parameter ist deshalb im klinischen Alltag von so grofier
Bedeutung, weil erst dadurch, in Zusammenschau mit den Befunden aus Patientenana-
mnese, Bildgebung (HRCT), klinischen und Laboruntersuchungen, eine Quantifizierung
des Krankheitsverlaufes und eine Abschitzung der Uberlebensprognose moglich wird. In
den Deutschen Leitlinien fiir Diagnose und Management der IPF heifit es dazu: ,Fine
longitudinale Verdnderung physiologischer Parameter ist eindeutig ein wichtiger, wenn
nicht in der klinischen Routine der wichtigste Prddiktor der Mortalitit bei IPF. Eine
Abnahme der FVC im Verlauf von 6 oder 12 Monaten ist konsistent mit einem verrin-
gerten Uberleben assoziiert“[14].

Die Lungenfunktionsmessung im Bleomycin-Modell hat bisher keinen annéhernd glei-
chen Stellenwert, obgleich sie in der Diagnostik der IPF beim Menschen eine so zentrale

Rolle spielt.

1.4.1 Lungenfunktionsmessung bei Miusen

Lebt die Lungenfunktionsmessung beim Menschen zu einem betrachtlichen Teil von der
Mitarbeit des Patienten, so ist diese von einer Versuchsmaus nicht notwendigerweise zu
erwarten. Nun gibt es verschiedene Moglichkeiten dennoch verwertbare Untersuchungs-
ergebnisse der unkooperativen Maus zu erhalten.

Bates et al. beschrieben 2003 den Zusammenhang zwischen Messgenauigkeit und Invasi-
vitdt bei der Lungenfunktionsmessung von Méusen [10]. Demzufolge erfordert ein zuneh-
mendes Mafl an Messgenauigkeit immer gleichzeitig ein zunehmendes Maf} an Invasivitit
bei der Messung. Am unteren Ende der Invasivitét siedelten sie die Bodypletymogra-
phie der unbeeintriachtigten Versuchsmaus an, die den Wert ’enhanced Pause=Penh’
liefert. Wahrend sich die Maus frei in einem abgedichteten Raum bewegt, werden die
Druckénderungen innerhalb dieses Raumes gemessen. Die Untersuchung kann prinzipiell

beliebig oft durchgefiihrt werden und eignet sich daher fiir wiederholte Messungen. Bates



Kapitel 1. Einleitung 16

et al. schlossen jedoch, dass diese Messmethode kein sinnvolles Abbild der mechanischen
Lungenfunktion liefern kénne.

Als anderes Extrem stellten sie die Lungenfunktionsmessung der narkotisierten und pa-
ralysierten Maus mittels Tracheotomie dar. Diese Methode erlaubt die prézisesten und
spezifischsten Messungen, da sédmtliche Beatmungsparameter kontrolliert werden und die
oberen Atemwege (Nasen- und Rachenbereich) die Messwerte nicht verfilschen kénnen.
Der entscheidende Nachteil der Tracheotomie besteht jedoch darin, dass sie nicht mit
dem Uberleben der Versuchsmaus nach der Messung vereinbar und daher fiir repetitive
Untersuchungen unbrauchbar ist.

Eine Methode, die die Autoren bei ihrer Betrachtung aufier Acht lieflen, war die Lungen-
funktionsmessung der narkotisierten und intubierten Maus, was schlicht darauf zuriickzufiithren
ist, dass die Intubation von M&usen, zum Zweck der Lungenfunktionsmessung zum Zeit-
punkt der Veroffentlichung kaum bekannt war. Erste Anséitze in diese Richtung unter-
suchten Brown et al. 1999 [18] und Glaab et al. 2004 [40].

Die Methode soll im folgenden Abschnitt nidher betrachtet werden.

1.4.2 Repetitive Lufu im Bleomycin-Modell

Obgleich wiederholte Lungenfunktionsmessungen ein unerlésslicher Bestandteil der Ver-
laufsbeobachtung einer IPF beim Menschen sind, haben sie sich bisher im Modell der
Bleomycin-induzierten Fibrose nicht etabliert.

Seit einigen Jahren ist es immerhin zunehmend verbreitet, bei den M&usen per Tra-
cheotomie einmalige Lungenfunktionsmessungen durchzufiithren. Auf diese Weise kénnen
funktionelle 'Ist’-Zusténde der Mauslunge mit Ergebnissen aus der Histologie und ande-
ren Untersuchungen verglichen werden. Echte Verlaufsbeobachtungen der Krankheits-
entwicklung sind so jedoch unmdéglich, da die Tracheotomie mit dem Uberleben der
Méuse unvereinbar ist (s.o.).

Unabhéngig von der Fibrose-Forschung, stellten De Vleeschauwer et al. in ihrer Ar-
beit von 2011 die repetitive Messung der Lungenfunktion an intubierten M&usen als
Werkzeug zur Langzeitbeobachtung vor [2]. Sie verglichen Messungen nach der "Forced
Oscillation Technique’ (FOT, siehe Kapitel 3.2.3) an tracheotomierten mit denen an
intubierten Balb/c M&usen und kamen zu dem Schluss, dass beide Methoden vergleich-
bare Ergebnisse lieferten. Damit ist es gelungen, ein Maximum der Messgenauigkeit mit

einem Maf} an Invasivitéit zu verbinden, das noch mit dem unbeeintréichtigten Fortleben
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der Versuchsmaus zu vereinbaren ist.

Nachdem damit alle Grundlagen fiir ein aktives Krankheitsmonitoring geschaffen sind,
ist der néchste logische Schritt fiir die IPF-Forschung, repetitive Lungenfunktionsmes-
sungen im Bleomycin-Modell anzuwenden, um die funktionelle Krankheitsentwicklung
der Lungenfibrose zu untersuchen.

Ein wirksames Instrument zur Lungenfunktionsmessung bei Kleintieren, schaffte die
Firma Scireq mit dem flexiVent". Das Geriit ermoglicht die Lungenfunktionsmessung in
vivo an Kleintieren von Maus bis Hund. Dabei ist es moéglich, z.B. an der narkotisierten
Maus, praktisch alle Lungenfunktionsparameter zu messen, die man fiir die Diagnose und
Verlaufsbeobachtung einer Lungenfibrose benotigt (Details in Kapitel 3.2.3). Dadurch
eroffnen sich potentiell neue Moglichkeiten z.B. in Bezug auf Wirksamkeitsstudien neuer

Medikamente.

1.5 PRMTSs Definition und Uberblick

Es ist seit Langem bekannt, dass die posttranslationale Modifikation von Histonen und
Proteinen von zentraler Bedeutung fiir eine Vielzahl zelluldrer Vorgénge ist. Die meisten
Proteine erhalten ihre endgiiltige Funktion erst durch eine posttranslationale Modifika-
tion. Gut bekannt und vielfach untersucht sind z.B. die posttranslationale Acetylierung,
Glycosylierung und Phosphorylierung.

1967 beschrieben Paik und Kim erstmals aulerdem eine Protein Arginin Methylierung
in Thymus-Zellen von Kélbern.[92]. 1968 veroffentlichten sie eine Beschreibungs des me-
thylierenden Enzymes, das sie aus den Thymus-Zellen isoliert hatten und nannten es
Protein Methylase 1 [93].

Seitdem hat sich das Versténdnis fiir diese Art der posttranslationalen Modifikation er-
heblich erweitert. Neben der Protein Methylase 1 wurden noch weitere Enzyme derselben
Familie entdeckt. Inzwischen ist bekannt, dass diese, in Protein Arginin Methyltransfera-
sen (PRMTs) umbenannte Enzymklasse, die Ubertragung von Methyl-Gruppen auf die
Guanidin-Gruppe von Arginin-Resten an Proteinen katalysiert. Dabei wird die Methyl-
Gruppe des Donator-Molekiils S-Adenosyl-L-Methionin (AdoMet) durch die PRMTs
entfernt. Bei der Reaktion entsteht A-Adenosyl-L-Homocystein (AdoHcy) wihrend die
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Methyl-Gruppe auf das terminale Stickstoff-Atom der Guanidin-Gruppe (Akzeptor-Mo-
lekiil) transferiert wird [13][37][82][128]. Bei Séugetieren kénnen, nach aktuellem Wis-
sensstand, ein bis maximal zwei Methyl-Gruppen iibertragen werden. Durch die Me-
thylierung resultieren drei verschiedene Arginin-Residuen. Am héaufigsten kommt das
w-N¥NC asymmetrische Dimethylarginin (ADMA) vor, dariiber hinaus kann w-N“N¢-
symmetrisches Dimethylarginin (SDMA) oder w-N%-Monomethylarginin (MMA) entste-
hen. Die Methylierung des dritten, internen Stickstoff-Atoms der Guanidin“=Gruppe,
das 0-Guanidin-Stickstoff-Atom, konnte bisher nur bei Hefeproteinen nachgewiesen wer-
den [139].

In den vergangenen Jahren zeigte sich mehr und mehr, dass eine Regulierung zahlreicher
zelluldrer Vorgénge wie der Transkription, Translation, Proliferation, Signal-Transdukti-
on und DNA-Reparatur u.a. durch PRMTs stattfindet (siehe auch Review von Bedford
und Richard [13]). Im Rahmen dessen konnte z.B. eine Beteiligung der PRMTs an kar-
diovaskuldren, neurologischen (z.B. Multiple Sklerose) und viralen Erkrankungen (HIV,
Hepatitis) sowie verschiedenen Krebsarten festgestellt werden [8][30]. Auch auf dem Ge-
biet der Lungenerkrankungen zeichnen sich zunehmend wichtige Funktionen der PRMT's

ab [136].

1.5.1 Klassifikation

Bis zum heutigen Tag wurden neun PRMTs beim Menschen charakterisiert. Zwischen-
zeitlich rechnete man auflerdem die Proteine FBXO10 und 11 den PRMTs zu bzw.
herrschte eine Zeit lang Unklarheit dariiber, ob FBXO11 auf Chromosom 2pl6 als
PRMT9 klassifiziert werden sollte. Inzwischen besteht weitestgehende Einigkeit, dass
PRMT9 tatséichlich auf Chromosom 4q31.23 lokalisiert ist und die FBXO-Proteine nicht
zu den PRMTs gehoren [78][132].

Die PRMTs 1-9 werden in drei Klassen eingeteilt, wobei PRMTs aller drei Klassen dazu
in der Lage sind, MMA zu generieren. MMA kann insofern als Zwischenprodukt betrach-
tet werden.

Der Klasse I werden PRMT1, PRMT2, PRMT3, PRMT4/CARM1, PRMT6 und PRMTS8
zugerechnet. Sie kénnen aus dem Zwischenprodukt MMA, ADMA erzeugen. Klasse 11
wird von PRMT5 représentiert, das in der Lage ist MMA zu SDMA umzuwandeln. Nach
aktuellsten Erkenntnissen gehort auch PRMTY der Klasse II an [132]. PRMT7 wird neu-
erdings der PRMT-Klasse III zugeordnet, da es als einziges PRMT ausschliellich MMA
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generiert [32][140].

Im Folgenden sollen einige Eigenschaften der einzelnen PRMTs kurz beleuchtet wer-
den. CARM1 wird in einem separaten Abschnitt dargestellt.

PRMT1 war das zuerst von Paik und Kim entdeckte PRMT, das sie zunéchst Protein
Methylase 1 getauft hatten. Der Grofiteil aller Methylierungen im S&ugetier-Organis-
mus, etwa 80-85%, wird durch PRMT1 bewéltigt [119]. Es ist in praktisch allen Arten
von Korperzellen vorhanden und in eine Vielzahl von Prozessen involviert. So wurden
u.a. Funktionen bei der Signal-Transduktion, der DNA-Reparatur und der Regulierung
des Zellzyklus nachgewiesen. Gemeinsam mit PRMT4/CARMI1 fungiert es auflerdem als
Regulator der Gen-Transkription [68]. Im Zusammenhang mit diesen Funktionen spielt
PRMT1 auch bei mehreren Krebsarten eine wichtige Rolle. Jiingst konnte z.B. eine re-
gulatorische Funktion bei kleinzelligen Bronchialkarzinomen nachgewiesen werden [5].
Die Tatsache, dass Méuse mit einem homozygoten Knockout des PRMT1-Gens das Em-
bryonalstadium nicht tiberschreiten, unterstreicht die Wichtigkeit der Enzymfunktion
von PRMT1 [95].

PRMT2 kommt in den meisten menschlichen Geweben vor. Uber die Funktion ist u.a.
bekannt, dass es mit einigen Hormon-Rezeptoren als Coaktivator interagiert zu denen
der Ostrogen-Rezeptor-a und der Androgen-Rezeptor gehéren [99]. Nach jiingeren Er-
kenntnissen wirkt PRMT2 iiber Interaktion mit Cyclin D1 auf den Zellzyklus und hat
auflerdem einen negativen Effekt auf die Proliferation von Brustkrebs-Zellen [138].
PRMTS weist als Besonderheit eine Zinkfinger-Doméne (ZnF) auf, die dem Enzym
die Bindung an ribosomale und RNA-assoziierte Proteine erméglicht [6][35][118]. Bisher
ist nicht viel iiber die Funktion des Enzymes bekannt, die Entdeckung des wirksamen
Inhibitors der Methyltransferaseaktivitit von PRMT3, SGC707, soll jedoch weitere Auf-
schliisse geben [57].

PRMTS war das erste PRMT, das der Klasse II zugeordnet werden konnte . Es nimmt
eine wichtige Rolle innerhalb der Kontrolle der Gen-Transkription ein, da es, wie PRMT1
und PRMT4/CARMI in der Lage ist Histone zu methylieren[17]. Die Enzymfunktion
von PRMTS5 ist mit einer Reihe von Krebserkrankungen assoziiert, u.a. mit Darmkrebs,
Lymphomen und Lungenkrebs [127][137]. Da PRMT5 einige Tumorsuppressorgene re-
gulieren kann, wird es mitunter als Onkogen/Onkoprotein bezeichnet [94][131].

PRMT6 kommt vornehmlich im Zellkern vor und ist wie PRMT1, PRMT4/CARM1
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und PRMT5 dazu in der Lage Histone zu methylieren [50]. Es besitzt zudem autome-
thylierende Eigenschaften [36] und konnte mit einer negativen Regulierung der HIV-
Proteine Rev (regulator of viral protein expression) und Tat (transactivator protein) in
Verbindung gebracht werden [51][75].

PRMT7 wird als bisher einziges der Klasse III der Arginin Methyltransferasen zugeord-
net, da es lediglich MMA generieren kann [140]. Auch PRMT7 methyliert Histone und
kann die Reaktion auf DNA-Schidden regulieren. Es besitzt dadurch schiitzende Funk-
tionen fiir die DNA [58]. Nach neueren Erkenntnissen induziert PRMT7 auflerdem die
Expression von Metalloprotease 9 (MMP9) in Brustkrebszellen. Eine hohere Expression
von PRMTY7 ist dabei mit einer erhéhten Invasivitdt und Aggresivitéit der Tumorzellen
assoziiert [7].

PRMTS ist in seiner Struktur PRMT1 sehr &hnlich. Im Gegensatz zu PRMT1 und allen
anderen PRMTs, ist es aufgrund seiner Molekularstruktur an die Plasmamembran ge-
bunden und kommt vornehmlich im Gehirn vor [72]. In Kooperation mit PRMT1 scheint
es auf die neuronale Differenzierung zu wirken [114].

PRMTY ist das bislang letzte, identifizierte Mitglied der PRMT-Familie. Es wurde erst-
mals 2005 von Lee et al. auf Chromosom 4q31 identifiziert und als moglicher Kandidat
fiir die Bezeichnung PRMT9 vorgeschlagen [72]. Zwischenzeitlich zog man auch das F-
Box Protein FBXO11 als PRMTY in Betracht [26]. Aktuell besteht jedoch weitgehend
Konsens dariiber, dass PRMT9 tatséchlich auf Chromosom 4q31 liegt. Jiingst konnte es,
neben PRMT5, als zweites Mitglied der Typ-II PRMTs identifiziert werden, das neben
MMA auch SDMA generiert [132].

1.5.2 Coactivator-associated Arginin Methyltransferase 1 (CARM1)

PRMT4 wurde erstmals 1999 unter der Bezeichnung Coactivator-associated Arginin Me-
thyltransferase 1 (CARM1) von Chen et al. beschrieben [20]. Sie fanden heraus, dass
CARMI im Zellkern an Proteine der pl60-Familie bindet und dadurch eine Steigerung
der transkriptionellen Aktivierung nukleiirer Hormonrezeptoren (NR) bewirkt. Zu der
pl60-Familie, deren Proteine sich durch eine atomare Masse von 160 kD auszeichnen,
gehoren die Steroid-Rezeptor Coaktivatoren (SRC) 1, 2 und 3. SRC2 ist auch unter den
Bezeichnungen GRIP1, TIF2 oder NCOA2 und SRC3 unter p/CIP, RAC3, AIB1, AC-
TR, TRAM1 und NCAQO3 bekannt. Chen et al. konnten auflerdem eine Methylierung
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von Histon H3 durch CARM1 nachweisen.

1.5.2.1 Lokalisation, Struktur und Substrate

Das CARM1-Gen ist auf Chromosom 19p13.2 lokalisiert. CARM1 kommt bei Mensch
und Maus sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern vor und besteht aus 608 Ami-
nosduren [20]. Strukturell setzt sich CARMI1 aus einem katalytischen Kern mit Me-
thyltransferase- Aktivitdt zusammen, der in seinem Aufbau im Wesentlichen dem aller
tibrigen PRMTSs entspricht, sowie zwei begleitenden Doménen am C- und N-terminalen
Ende der PRMT-aktiven Seite des Molekiils [122].

CARM1 unterscheidet sich wesentlich von den iibrigen PRMTs, indem es keine Glycin--
Arginin reichen Regionen an Proteinen, GAR-Motive genannt, methyliert [71]. Stattdes-
sen scheint es Prolin-, Glycin-, Methionin und Arginin-reiche Regionen (PGM Motive) zu
bevorzugen [21].Die Suche nach Substraten von CARM1 gestaltete sich insofern zunéchst
etwas erschwert.

Inzwischen ist es dennoch gelungen eine Vielzahl an CARMI1-Substraten zu identifizie-
ren und zahlreiche zelluldre Prozesse mit dem Enzym in Verbindung zu bringen. Es hat
u.a. co-aktivierende Effekte auf verschiedene Transkriptionsfaktoren. So wirkt es z.B.
auf NF-kB und dessen Eigenschaften als Transkriptionsfaktor und Regulator immuno-
logischer Prozesse sowie Entziindungsreaktionen [27]. CARM1 kooperiert auflerdem mit
PRMT1 und p300 in der Regulierung des wichtigen Tumorsuppressorgens p53 [4]. Auch
in Verbindung mit S-catenin, dem Coaktivator des Wnt-Signalweges, konnten synergis-
tische Funktionen nachgewiesen werden [69], was insofern interessant ist, als dass der
Wnt/[S-catenin Signalweg eine wichtige Rolle in der Pathogenese der IPF zu spielen
scheint [23][41][86][110].

In den vergangenen Jahren wurden zunehmend auch Zusammenhénge zwischen verschie-
denen Krebserkrankungen und CARMI1 hergestellt. Bei Darmkrebszellen konnte eine
positive Regulierung des Wnt/S-catenin Signalweges durch CARM1 festgestellt werden
[91] und die Uberexpression von CARMI1 in Brustkrebszellen ist mit einer erhéhten
Aggressivitit, Proliferationsrate und Ivasivitéit sowie einer generell schlechten Prognose
assoziiert [22][42]. Jiingst wurde diesbeziiglich die Hypothese aufgestellt, die Rolle von
CARMI bei Brustkrebs sei unter Umsténden abhingig von der Splicevariante des En-
zyms [113][125].
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Schliefflich scheint CARM1 wichtige Funktionen bei der Erhaltung einiger physiologi-
scher Prozesse zu haben. So werden dem Enzym regulatorische Funktionen bei der en-
chondralen Ossifikation und Chrondrozytenproliferation [52], sowie der Myogenese [11]
und dem Glykogen-Stoffwechsel in Muskeln [126] nachgesagt. Auch ist CARM1 offen-
bar essentiell fiir die Pluripotenz embryonaler Stammzellen von Méausen [129]. Mause
mit einem homozygoten Knockout des CARM1-Gens sind nicht iiberlebebensfihig. Sie

sterben wéhrend oder kurz nach der Geburt [130].

1.5.2.2 CARMI1 und IPF

Bislang existieren keine Erkenntnisse dariiber, ob CARM1 und die idiopathische Lun-
genfibrose miteinander in Zusammenhang stehen, das Enzym ist jedoch aus mehreren
Griinden interessant fiir die IPF-Forschung. Wie zuvor dargestellt, besitzt CARM1 zahl-
reiche regulatorische Funktionen und greift u.a. in den Wnt/S-catenin Signalweg sowie
in die NF-xB abhiingige Genexpression ein. Sowohl der Wnt/S-catenin Signalweg als
auch NF-£B konnten mit der pulmonalen Fibrosebildung assoziiert werden [23][74].
Zusétzlich ist bekannt, dass die PRMTs sowohl in bronchialen als auch alveoldren Epi-
thelzellen exprimiert werden [133]. Letztere stellen aller Wahrscheinlichkeit nach den
zentralen Ausgangspunkt der IPF dar [15] [108]. O’Brien et al. zeigten in ihrer Arbeit
von 2010 schlieBlich eine Hyperprolifertaion alveolidrer Epithelzellen vom Typ II und eine
fehlerhafte Differenzierung in Abwesenheit von CARM1 [89] und Sarker et al. brachten
CARMI1 2015 in Verbindung mit zelluldren Alterungsprozessen, die auch fiir die Ent-
wicklung einer IPF von Wichtigkeit sind, da die IPF als Erkrankung des ’alternden
Menschen’ gilt [107]. CARM1 scheint alles in Allem von ausgesprochener Wichtigkeit
fiir die korrekten Differenzierung und Proliferation alveoldrer Epithelzellen zu sein, die
wiederum von zentraler Bedeutung fiir die Pathogenese der IPF sind.

Aus diesem Grund stellt CARM1 einen interessanten Ansatzpunkt zur Entdeckung neuer

Aspekte der IPF-Pathogenese und potentieller Therapieoptionen dar.
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Ziel der Arbeit

Die idiopathische Lungenfibrose (IPF) ist eine schwere und trotz zahlreicher, wissen-
schaftlicher Untersuchungen, noch immer ungeniigend verstandene Erkrankung, ohne
zufriedenstellende Therapiemdglichkeiten. Die Pathomechanismen, die der Entwicklung
einer IPF zugrunde liegen, sind im Wesentlichen weiterhin unbekannt, wobei sich in den
letzten Jahren die Hypothese etabliert hat, eine iiberschieflende Fibroproliferation al-
veolérer Epithelzellen, sei fiir die fortschreitende Krankheitsentwicklung verantwortlich.
Zur Erforschung der IPF, wurden mehrere Fibrose-Modelle im Tierversuch entwickelt,
von denen eines der gangigsten das Modell der Bleomycin-induzierten Fibrose bei Mausen
ist. Eine Schwierigkeit dieses Modelles besteht jedoch darin, dass die Fibrose-Entwicklung
nicht bei allen Versuchstieren gleich ist und die Moglichkeiten des Krankheitsmonito-
rings begrenzt sind. Um zu wissenschaftlich validen Forschungsergebnissen zu gelangen,
sind daher prinzipiell grofle Untersuchungsgruppen notwendig, was sich, schon aus ethi-
schen Griinden, selten realisieren l&sst.

Da bisher zur Beobachtung des Krankheitsverlaufes hauptséchlich histologische Unter-
suchungen herangezogen werden, ist immer nur die Betrachtung eines Gruppendurch-
schnitts moglich, nicht jedoch der einzelnen Maus iiber ldngere Zeit hinweg. Soll z.B.
ein neuer Wirkstoff auf seine therapeutische Wirkung getestet werden, wére nur schwer
zu differenzieren, ob Verdnderungen im histologischen Bild tatséchlich auf den Wirk-
stoff zuriickgehen oder vielmehr den interindividuellen Unterschieden der Krankheits-

auspragung bei den einzelnen M#usen geschuldet sind.

23
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In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Ziele verfolgt. Zum Einen galt es die repeti-
tive Lungenfunktionmessung als Instrument zum Krankheitsmonitoring im Modell der
Bleomycin-induzierten Fibrose zu untersuchen. Im Vordergrund stand dabei die Hy-
pothese, dass durch die vergleichsweise schonende Methode der Lungenfunktionsmes-
sung mittels Intubation, repetitive Untersuchungen durchgefithrt werden kénnen, die
eine genaue Beurteilung des Krankheitsverlaufes erlauben. Uberdies erméglicht die Lun-
genfunktionsmessung einen Eindruck der funktionellen Verdnderungen im Laufe einer
Lungenfibrose.

Zum Anderen lag ein Augenmerk auf der Untersuchung der Pathomechanismen der
Bleomycin-induzierten Lungenfibrose und hier speziell auf der Rolle die Protein Argi-
nin Methyltransferasen (PRMTs) moglicherweise im Zusammenhang damit spielen. Im
Fokus stand bei den Untersuchungen PRMT4/CARMI, da dieses Enzym mutmaflich
vermehrt in alveoldren Epithelzellen vorkommt, die wiederum eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der IPF spielen, und u.a. die Abwesenheit von CARMI1, in anderen Arbei-
ten, mit einer Hyperplasie dieser Epithelzellen assoziiert werden konnte [89]. Eine Be-
teiligung von PRMT4/CARMI1 konnte wichtige Anhaltspunkte fiir kiinftige Fotschungs-

und Therapieanséitze liefern.
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Methoden und Material

Um die Entwicklung und den Verlauf der Lungenfibrose nidher untersuchen zu kénnen,
wurde in dieser Arbeit das murine Modell der Bleomycin-induzierten Fibrose angewen-
det und den Erfordernissen der unter Kapitel 2 formulierten Arbeitsziele angepasst. Ein
besonderes Augenmerk wihrend der ersten Versuchsreihe lag auf der Etablierung eines
Krankheitsmonitorings durch repetitive Lungenfunktionsmessungen.

Innerhalb dessen galt es auflerdem einen ersten Eindruck iiber Verdnderungen in der
Expression einzelner Gene zu gewinnen, wobei der Fokus auf den Genen der Protein Ar-
ginin Methyltransferasen (PRMTSs) lag. In einer zweiten Versuchsreihe wurden néhere
Untersuchungen zur Rolle der PRMTSs bzw. insbesondere PRMT4/CARMI1 im murinen

Modell der Bleomycin-induzierten Fibrose angestellt.

Wie in Kapitel 1.3 beschrieben, gibt es verschiedene Varianten des murinen Model-
les der Bleomycin-induzierten Fibrose. Vor allem die Applikationsarten und Dosen des
Bleomycins unterscheiden sich. Die Variante dieses Versuches wurde Instituts-intern in
mehreren Vorversuchen erprobt und im Zuge dessen von moglichen Fehlerquellen be-
freit. Es wurde Bleomycin der Firma Sigma-Aldrich®mit der Referenznummer B5507
verwendet. Die Applikationsart des Bleomycins war intratracheal. Niheres dazu unter

3.24
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3.1 Experimentdesign

Vor Beginn der Tierversuche wurde ein Ethikantrag iiber den geplanten Versuchsverlauf
sowie die dafiir benétigte Anzahl an Versuchstieren gestellt und durch die Regierung
von Oberbayern genehmigt.

Das murine Modell der Bleomycin-induzierten Fibrose wurde hier wie folgt angewendet:
Zu Beginn des Versuchs erhielten die Versuchstiere eine definierte Dosis von 5U/Kg/KG
des Fibrose auslosenden Reagenz Bleomycin b.z.w. die dquivalente Volumenmenge an
Kochsalzlosung (PBS= Phosphat Buffered Saline) zur Kontrolle, intratracheal appli-
ziert.

Der Zeitpunkt der ersten Lungenfunktionsmessung und Instillation war als Tag 0 de-
finiert. Als sinnvolle Untersuchungszeitpunkte ab Tag 0 wurden die Tage 7, 14, 21, 28
und 56 festgelegt.

Da ein Hauptaugenmerk dieses Versuchs auf dem Krankheitsmonitoring der M&use lag
und damit auf der Lungenfunktionsmessung (Lufu), wurden die Versuchstiere in zwei

grundsétzliche Gruppen aufgeteilt.

Repetitive-Lufu-Gruppe:

Die Miuse der repetitive-Lufu-Gruppe wurden an Tag 0, noch vor der Bleomycin/PBS-
Instillation und zu den genannten Zeitpunkten (Tag 7, 14, 21, 28, 56), einer Lungen-
funktionsmessung unterzogen, gewogen und anschlielend in ihre Kéfige zuriickgesetzt.
Erst am letzten Versuchstag (Tag 56) erfolgte die Priaparation und Probengewinnung
wie in 3.2 beschrieben. Die repetitive-Lufu-Gruppe, bestand aus n=26 Tieren, wovon
n=8 PBS erhielten und n=18 Bleomycin

Single-Lufu-Gruppe:

Die zweite, groiere Gruppe Mause wurde weiter unterteilt auf fiinf Untergruppen, ent-
sprechend den fiinf Untersuchungszeitpunkten, und diese unterschieden sich wiederum in
PBS- und Bleomycin- Tiere. Den Untersuchungszeitpunkten wurden jeweils n=6 Bleo-
mycin-Mé&use an den Tagen 7 und 14 sowie n=8 an den Tagen 21, 28 und 56 zugeordnet.
Bei einer insgesamt begrenzten Anzahl zur Verfiigung stehender Versuchstiere, wurden
der Bleomycin-Gruppe zu den spéteren Versuchszeitpunkten jeweils zwei Méuse mehr
zugeteilt, um ggf. Ausfille aufgrund der Bleomycin-induzierten Krankheitsentwicklung

zu kompensieren. In der Kontrollgruppe waren jeweils n=6 PBS-Mé#use. Erst an den
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ihrer Gruppe entsprechenden Versuchstagen, wurden diese M&use einer Lungenfunkti-
onsmessung unterzogen, gewogen und zum Zweck der Probengewinnung préapariert. Die

Einteilung der Gruppen ist in Abbildung 3.1 veranschaulicht.

Die Unterteilung in die beiden genannten Hauptgruppen (repetitive- und single-Lufu),
diente der Beobachtung des Krankheitsverlaufs der Fibrose bei den Mé&usen aus zwei
verschiedenen Perspektiven: Wahrend in der single-Lufu-Gruppe immer nur eine Be-
trachtung des Krankheitsgeschehens in Momentaufnahme moglich war, da die Tiere bei
der Praparation der Lunge notwendigerweise starben, erlaubte die gering invasive, repeti-
tive Lungenfunktionsmessung in der repetitive-LuFu-Gruppe, eine Verlaufsbeobachtung

der Krankheit bei jedem einzelnen Tier iiber die Gesamte Dauer des Versuches hinweg.

Tag 0 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28 Tag 56

ABBILDUNG 3.1: Experimentdesign

3.1.1 CARMI1 Versuchsreihe

Neben der zuvor beschriebenen ersten Versuchsreihe, wurde noch eine weitere durch-
gefiihrt, bei der die Untersuchung von CARM1 im Vordergrund stand.

Es bestand die Moglichkeit die Fibrose-Entwicklung parallel bei Wildtyp-Méusen so-
wie bei Méausen mit einem heterozygoten Knockout des CARM1-Gens zu beobachten
(CARM1%/7). Aus fritheren Arbeiten ist bekannt, dass Miuse mit einem Fehlen des
CARMI-Gens auf beiden Allelen, einem homozygoten Knockout (CARM1~/~), nicht
iiberlebensféhig sind. Die Tiere versterben kurz nach der Geburt [130].

Da die Expression des CARM1-Gens jedoch bereits bei einem heterozygoten Knockout
(CARM1%/7) signifikant herabgesetzt ist (siche 4.3.1), lassen sich, durch die Beobach-
tung dieser Tiere im Bleomycin-Modell, gegebenenfalls wichtige Schliisse auf die Funk-

tion des CARM1-Gens in der Fibrose-Entwicklung ziehen.
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Mit Riicksicht auf die Kenntnis der Krankheitsentwicklung im Bleomycin-Modell, wur-
den in diesem Versuchsabschnitt lediglich die Tage 21 und 28 nach PBS- bzw. Bleomycin-
Applikation betrachtet. Es fand eine Unterteilung der Versuchstiere in insgesamt acht
Gruppen statt. An beiden Versuchstagen sollten jeweils Wildtyp und CARM17/~ Miuse
nach PBS und Bleomycin-Applikation untersucht werden.

Im Rahmen von institutsinternen Vorversuchen hatte sich gezeigt, dass die Sterblich-
keit der Carm1t/~-Miuse bei Verwendung von 5U Bleomycin pro Kg/KG zu hoch war.
Aufgrund dessen musste die Dosis des Bleomycins in dieser Versuchsreihe auf 3U/K-
g/KG gesenkt werden. Unter diesen Bedingungen entwickelten sowohl Wildtyp- als auch
Carm1*/~-M&use (immer noch) eine Fibrose, jedoch ging die Sterblichkeit auf ein ak-

zeptables Maf} zuriick.

Zu Beginn des Versuches (definiert als Tag 0) erhielten insgesamt n=24 Carm1*/~ und
n=38 Wildtyp-M#use PBS (n=26, davon n=16 Wildtyp- und n=10 Carm1+/_—Tiere)
bzw. Bleomycin (n=36, davon n=22 Wildtyp- und n=14 Carm1t/ ~-Tiere) intratracheal
appliziert. An den Versuchstagen 21 und 28 wurden Lungenfunktionsmessungen durch-
gefithrt und die Tiere, wie unter 3.2.5 beschrieben préipariert. Repetitive Lungenfunkti-
onsmessungen fanden nicht statt.

Die Probengewinnung und Aufbereitung war identisch mit dem Vorgehen der ersten

Versuchsreihe.

3.2 Versuchsarbeit

In diesem Abschnitt sollen die einzelnen Komponenten der Experimente sowie die ei-

gentliche Versuchsarbeit geschildert werden.

3.2.1 MaAuse

Im Hauptversuch dieser Arbeit wurden ausschlieflich weibliche C57B1/6 Wildtyp-M&use
aus dem Charles River Labor im Alter von 8-10 Wochen verwendet.

Fiir die CARM1-Versuchsreihe wurden ebenfalls weiblich C57B1/6 Wildtyp-Mé&use aus
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dem Charles River Labor eingesetzt. Das Alter variierte zwischen 8-16 Wochen. Hinzu ka-
men C57B1/6 Miuse mit einem heterozygoten Knockout des CARM1-Gens (=CARM1+/7)
aus institutseigener Zucht im Alter von 15-17 Wochen. Die Betreuung und Versorgung
der Tiere wurde durch ausgebildete Tierpfleger gewihrleistet. Die Haltung aller Ver-
suchstiere erfolgte in Kleinkédfigen mit ordnungsgeméfer Frischluftzufuhr. Maximal vier
bis fiinf M#use waren zusammen in einem Kéfig untergebracht. Wasser und Trockenfut-

ter standen den Tieren ad libitum zur Verfiigung.

3.2.2 Intubation

Um bei M&ausen eine Lungenfunktionsmessung durchfiihren zu kénnen, wird in den meis-
ten Laboratorien und verdffentlichten Arbeiten eine Tracheotomie durchgefiithrt. Dabei
erfolgt eine chirurgische Freilegung und Kaniilierung der Luftrohre (Trachea), wodurch
eine verhéltnisméBig grofe Wundfliche entsteht. Da dieses Vorgehen sehr invasiv ist
und keinesfalls mehrfach durchgefiihrt werden kann, kam fiir die angestrebten repetiti-
ven Lungenfunktionsmessungen in diesem Experiment nur eine Intubation der Méause
in Betracht, wie sie von De Vleeschauwer beschrieben wurde [2]. Die Intubation wurde
hier sowohl fiir die Instillation (siehe 3.2.4 ) zu Beginn des Experimentes als auch fiir

alle Lungenfunktionsmessungen im Verlauf genutzt.

Die Intubation und Lungenfunktionsmessung einer Maus erfordert deren zuverldssige
Narkotisierung. Aufgrund ausgezeichneter Ergebnisse bei den Vorversuchen dieses Ex-
perimentes, wurde fiir die Narkose hier eine Mischung aus 500 pg/kg/KG Medetomi-
din (Domitor®, Orion Pharma), 5 mg/kg/KG Midazolam (Dormicum, Roche) und 50
ng/kg/KG Fentanyl (Fentanyl-Janssen, Janssen), abgekiirzt MMF, verwendet. Die Nar-
kose liisst sich mit einer Mischung aus 2,5 mg/kg/KG Atipamezol (Antisedan®, Orion
Pharma), 500 png/kg/KG Flumazenil (Flumazenil HEXAL, Hexal®) und 1,2 mg/kg/KG
Naloxon (Naloxon-Actavis,Actavis) antagonisieren.

Die Méuse wurden intraperitoneal mit einer entsprechend gewichtsadaptierten Dosis
MMF narkotisiert und nach vollstédndigem Einsetzen der Narkose mit den Vorderzéhnen
an eine gespannte Schnur gehédngt. Mit Hilfe einer Pinzette wurde die Zunge der Maus
vorsichtig zu einer Seite hin aus dem Mund vorgezogen und zwischen zwei Fingern
fixiert. Die Intubation erfolgte mit einer 18G (1,3 x 33 mm) Brauniile® unter Zuhil-

fenahme eines Lichtleitkabels zur besseren Orientierung. Hierbei suchte man zunéchst


http://www.orion.fi/en/Orion-group/products-and-services/veterinary-drugs/
http://www.roche.com/de/products.htm
https://janssen-deutschland.de/
http://www.hexal.de/praeparate/otc/index_hxmod_id_401_ws_flumazenil_med_flumazenil-hexal.php?
http://actavis.com/home
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den Kehldeckel der Maus auf und stellte die Stimmlippen und die Trachea dar. Nun
konnte unter Sicht die Brauniile® vorgeschoben werden. Nach erfolgter Intubation war
eine Kontrolle der korrekten, intratrachealen Lage der Brauniile® notig. Hierzu wurde
die Maus an das Kleintierbeatmungsgerét MiniVent (A.1) angeschlossen und die Thora-
xexkursion beobachtet. Bei korrekter Intubation hob und senkte sich der Brustkorb in
der eingestellten Beatmungsfrequenz. Der MiniVent konnte bei Bedarf zur Zwischenbe-

atmung der narkotisierten Maus genutzt werden.

3.2.3 Lungenfunktion

Fiir die Lungenfunktionsmessung wurde der FlexiVent der Firma SCIREQ®verwendet
(A.1). Es handelt sich dabei um ein Gerdt zur Lungenfunktionsmessung, das fiir die
Anwendung bei Kleintieren optimiert wurde.

Mithilfe des FlexiVents' lassen sich unter anderem die folgenden Parameter der Lungen-
funktion ermitteln: Compliance(C), Resistance (R), Elastance (E), Tissue Damping (G),
Inertance (I), Tissue Elastance (G) sowie die Inspiratory Capacity (IC). Die Messungen
beruhen zu grofien Teilen auf der Forced Oscillation Technique (FOT) bzw. auf Druck-
Volumen-Manévern (siche SCIREQ® /Techniques & Measurements).

In dieser Arbeit kamen die Messmandver SnapShot (FOT), Primewave (low frequency
FOT=LFOT) und TLC (deep inflation manoeuvre) zum Einsatz. Alle Messmanover
wurden standardméfig mit einer Wellenform-Analyse ("Waveform Analyzer’) ausgewer-
tet. Es folgten Analysen mit dem Single Compartment Model (SCM) und dem Constant
Phase Model (CPM) [10]. Neben den oben genannten Funktionsparametern, lieferten
diese Modelle auflerdem einen ’Coefficient of Determination’ (COD) fiir jede einzelne
Messung, der als Qualitdtskontrolle diente. Ein COD mit einem Wert von 1 entspricht
optimalen Versuchsbedingungen.

Vor Benutzung des FlexiVents wurde das Geriit, gemiB Anweisungen in der Betriebsan-
leitung, eingestellt, auf Dichtigkeit gepriift und vor jeder einzelnen Messung kalibriert.

Um ein Auskiihlen der narkotisierten M#use zu verhindern, fanden die Messungen auf

einer Wirmeplatte statt.


http://www.scireq.com/flexivent/techniques-and-measurements
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3.2.4 Instillation

Wie zuvor beschrieben, wurde in dieser Arbeit als Applikationsart des Bleomycins die
intratracheale Instillation gewahlt.

Um eine moglichst gleichméflige Verteilung der applizierten Fliissigkeit zu gewéhrleisten,
kam fiir die intratracheale Instillation der Microsprayer® (A.1) mit Hochdruckspritze
zum Einsatz. Im Gegensatz zu anderen Applikationsarten, kann bei diesem Verfahren die
Fliissigkeit tiber eine feine Nadel in Mirkopartikel von 16-22 pm Durchmesser zerstdubt
werden und sich verhéltnisméaflig homogen verteilen.

Um auflerdem zu verhindern, dass durch die manuelle Betdtigung der Hochdrucksprit-
ze, Unterschiede bei Applikationsschnelligkeit und damit Gleichméfigkeit zwischen den
einzelnen M#usen entstehen konnten, wurde eine eigens konstruierte Vorrichtung zur
Spritzenbetitigung verwendet. Die Hochdruckspritze wurde in die Spritzvorrichtung ein-
gespannt und konnte per Fufipedal betétigt werden. Die Applikationsgeschwindigkeit war

damit vereinheitlicht.

Fiir die Instillation wurde die narkotisierte und intubierte Maus (siche 3.2.2) vorsichtig
von der Zwischenbeatmung am MiniVent getrennt und der Konus der 18G Brauniile®
abgeschnitten. Das in der Trachea verbleibende Katheterstiick wurde mitsamt Maus
tiber den Spritzaufsatz des Microsprayers gestiilpt und wiahrend des gesamten Vorgan-
ges sicher fixiert. Per Fufipedal wurde die Hochdruckspritze des Microsprayers ausgelost
und anschlieend zwei bis drei Sekunden gewartet. Hierdurch sollte eine sichere Ver-
teilung der Fliissigkeit gewéhrleistet werden. Entfernt man die Brauniile® zu schnell,
ist es moglich, dass Restfliissigkeit darin verbleibt. Wartet man hingegen zwei bis drei
Sekunden, gelangt auch die Restfliissigkeit, durch die erhaltene Eigenatmung der Maus,
in deren Lungen. Nun musste die Maus ziigig vom Microsprayer getrennt und extubiert
werden. Die Narkose wurde durch subkutane Injektion mit der unter 3.2.4 beschriebenen
Wirkstofflosung antagonisiert und die Mause zum Aufwachen in einen separaten Kéfig

gesetzt.
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3.2.5 Préaparation

Im Anschluss an die zuvor erfolgte Lungenfunktionsmessung, wurde die Maus in Riicken-
lage und mit iiberstrecktem Hals auf einer, mit Alufolie préiparierten Styropor-Unterlage
fixiert und das Fell mit Ethanollosung bespriiht (desinfiziert und erleichtert die Pripa-
ration).

Die Femoralarterien der Maus wurden freiprédpariert und durchtrennt. Durch dieses Vor-
gehen kam es rasch zum Ausbluten der Maus und der Tod trat ein bevor die Narkosetiefe
nachlassen konnte. Bei Bedarf kann an dieser Stelle eine Blutprobe entnommen werden.
Als néchstes wurde die Bauchhaut der Maus in Langsrichtung bis unter das Kinn ein-
geschnitten und zur Seite pripariert. Die obere Faszie der Halsloge wurde ertffnet und,
unter Schonung der Halsgefifle, die darunter liegenden Muskeln zur Seite gedridngt oder
abprépariert. Die Trachea wurde freigelegt und durch eine vorsichtige Querinzision eroft-
net. Fiir die spéter stattfindende Bronchoalveoldre Lavage (BAL) wurde eine Metall-
kaniile mit circumferierenden Einkerbungen eingefithrt und mit einem Bindfaden fest
fixiert.

Nun folgte zunéchst die vorsichtige Eréffnung des Peritoneums unter Schonung des Dar-
mes und der anderen Abdominalorgane. Durch leichtes Abdréngen des Darmes nach
unten, konnte ein Zugang zum Zwerchfell geschaffen und das Zwerchfell anschliefend
inzidiert werden. Dadurch wird ein Pneumothorax verursacht, die Lunge der Maus fallt
zusammen. Dieser Vorgang ist wichtig, um bei der folgenden Ercffnung des Thorax ei-
ne Verletzung des Lungengewebes zu verhindern. Sobald der Thorax iiber eine mediale
Sternotomie ertffnet war, wurden die Thoraxhélften zu den Seiten hin an der Unterlage
fixiert und damit Herz und Lunge freigelegt. Der Thymus wurde aufgesucht und ent-
fernt.

Eine BAL wurde durchgefiihrt (Details unter 3.3.1)

! wurde nun eine Spiilung des Lun-

Um die Lungengefifie von Erythrozyten zu befreien
genkreislaufes vorgenommen indem man den linken Herzvorhof einschnitt, den rechten
Ventrikel mit einer feinen Kaniile punktierte und iiber diese mit einer 5 mlL Spritze
den Lungenkreislauf mit Kochsalzlosung spiilte. Der linke Lungenfliigel wurde nun fiir
die spitere, histologische Aufarbeitung in Paraformaldehyd (PFA) fixiert, der rechte
Lungenfliigel in Fliissigstickstoff gefroren und fiir spiatere RNA-Gewinnung bei -80°C

aufbewahrt.

'Dieses Vorgehen ergibt spiter bessere histologische Ergebnisse.
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3.3 Probenaufarbeitung und Datengewinnung

In diesem Abschnitt wird dargestellt, wie die bei der Priaparation entnommenen Gewebe-
und BAL-Proben bearbeitet und aufbereitet wurden, um daraus anschliefend quantifi-

zierbare Daten iiber den Verlauf der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose zu gewinnen.

3.3.1 BAL, Zellfarbung und Zellzihlung

Die Durchfiihrung der Bronchoalveoliren Lavage (BAL) dient der Ermittlung der leu-
kozytéren Zellzahlen im Bronchialsystem 2, wodurch Riickschliisse auf z.B. ein entziind-
liches Geschehen moglich sind.

Die Proben der BAL wurden durch Farbung mit Tryptanblau und aulerdem durch Er-
stellung und Firbung von Cytospins aufbereitet. Es kam hier die Cytospin ' -Zentrifuge

der Firma Thermo Fisher Scientific zur Verwendung (A.1).

Uber die Metallkaniile in der Trachea der Miause und mithilfe von 1ml Einwegspritzen,
wurde die BAL mit 3x500 pul PBS vorgenommen. Wichtig ist dabei, die Lavage scho-
nend durchzufiihren und keinen Unterdruck in der Spritze zu erzeugen um einerseits das
Lungengewebe nicht zu beschéddigen und andererseits eine Verfilschung der Ergebnisse
(Zellzahlen) zu vermeiden. Die Lavagefliissigkeit wurde in 5 ml Eppendorf®-Tubes auf-
gefangen und anschlieBend bei 1200 U/min 20 min. lang abzentrifugiert. Die Uberstinde
der Zentrifugation wurden vorsichtig abpippetiert, zu moglichst gleichen Teilen auf zwei
neue Eppendor:[®—Tubes aufgeteilt und fiir eventuelle, spitere Untersuchungen (z.B. auf
Cytokine) bei -80°C eingefroren.

Das zentrifugierte Zellpellet wurde in 500 pl RPMI-Zellkulturmedium resuspendiert,
gut durchmischt und 20 pl davon im Verhéltnis 1:2 mit Tryptanblau gefdarbt. Wieder-
um 10 pl der gefiarbten Zellsuspension wurden auf eine Zahlkammer (Hamozytometer,
Neubauer-Kammer) gegeben und mit einem Objektglas fixiert. Die Farbung mit Tryp-
tanblau erlaubt die Abgrenzung von Leukozyten gegeniiber Erythrozyten.

Unter dem Mikroskop erfolgte die Auszéhlung der Leukozyten in vier Zéhlquadraten. Die

2Im Bronchialsystem befinden sich im Normalfall wenige Leukozyten und keine Erythrozyten. Bei
einer Verletzung des Lungengewebes ist dennoch eine Kontamination mit Erythrozyten in der BAL
moglich, die teilweise das Auszéhlen der Leukozyten erheblich erschwert.
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absolute Zellzahl der Suspension wurde aus dem Mittelwert der Zellzahl von vier Zahl-
quadraten mit der folgenden Formel berechnet: (n Zellen/4) x 10*/ml (der Verdiinnungs-
faktor von 1:2 und das Gesamtvolumen von 500pul hoben sich in der Formel gegenseitig

auf und wurden daher nicht beriicksichtigt).

Fiir die Erstellung der Cytospins” wurde eine Zellzahl von maximal 30.000 Zellen pro
Objekttrager angestrebt. Es erfolgte eine Aufteilung des dementsprechenden Volumens
Zellsuspension auf ein bis zwei Cytospin-Trichter. Unter Verwendung von Menzel-Ob-
jekttrdgern und Shandon-Filtern (beides Thermo Fisher Scientific Inc.) wurden die
Cytospin-Trichter beladen und die Zell-Zentrifuge fiir sechs Minuten bei 400 Umdre-

hungen gestartet. Die fertigen Cytospins trockneten unter Raumluft.

Zellfarbung

Die getrockneten Cytospins wurden nach May-Griinwald /Giemsa gefirbt, da diese Art
der Farbung eine differenzierte Zellzéhlung ermoglicht. Folgendes Féarbeprotokoll kam

zum Einsatz:

CYTOSPIN/ZELL-FARBUNG NACH MAY-GRUNWALD UND GIEMSA
Die luftgetrockneten Cytospin-Objekttréager...

1. 10 min. in konzentrierter May-Griinwald Losung farben

2. 2 min. wissern in HyO

3. 15 min. in Giemsa Losung (Verhéltnis 1:20 Giemsa:H20) férben
4. 2 min wéssern in HoO

5. Bei Raumluft trocknen lassen

6. Eindeckeln mit Entellan®unter dem Abzug

Die verwendeten Farben sind in Anhang A.3 nachzulesen.

Zellzdhlung

Die Zahlung der Zellen in den gefirbten Cytospins erfolgte bei 20facher Vergréflerung an
einem Durchlichtmikroskop. Es wurden randomisiert 200 Zellen in verschiedenen Sicht-
fenstern ausgezéihlt und dabei folgende Zellarten beriicksichtigt: Lymphozyten, neutro-

phile Granulozyten und Makrophagen. Mithilfe der zuvor berechneten Gesamtzellzahl
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(siehe 3.3.1) konnten die absoluten Zahlen der einzelnen Zellarten anteilig hochgerechnet

werden.

3.3.2 Histologie

Um einen Eindruck der Gewebeveréinderungen im Laufe der Bleomycin-induzierten Lun-
genfibrose zu erhalten, wurde wie zuvor unter 3.2.5 beschrieben, jeweils der linke Lungen-
fliigel der Mause entnommen und im Anschluss daran histologisch aufbereitet. Die Auf-
bereitung umfasste die Einbettung der Lungen in Paraffin, das Schneiden der Paraffin-

Blocke in repriisentative, histologische Schnittbilder und das Féarben dieser Schnittbilder.

Entnahme des Lungengewebes, PFA-Instillation und Einbettung in Paraffin

Die Einbettung der Lungen richtete sich nach dem institutseigenen Protokoll. Im An-
schluss an die beschriebene BAL wurde der rechte Lungenfliigel am zentralen Bronchus
mit einem Bindfaden abgebunden, distal davon der Bronchial- und Geféa3baum durch-
trennt, der Lungenfliigel entnommen und in Fliissigstickstoff gefroren. Der linke Lungen-
fliigel wurde mit 6 %igem PFA iiber 10 Minuten hinweg mit gleichméfiigem Druck von 20
mmH->O instilliert, ebenfalls hilusnah abgebunden, entnommen und iiber Nacht in PFA
fixiert. Im Anschluss daran wurde der Lungenfliigel von iiberschiissigem Gewebe befreit,
gewogen und danach in 2% igem Agar fixiert. Mittels Schneideblock wurde die Lunge im
Agar in 2mm breite Streifen geschnitten, die Gewebestiicke nebeneinander angeordnet,
ohne dabei die Ausrichtung der Schnittflichen zu verdndern, und wiederum auf Eis mit
Agar fixiert. Es folgte die Ubertragung in spezielle Kassetten fiir die Entwisserung. Die
Kassetten mit den Lungengewebsanschnitten wurden in den Entwé&sserungsautomaten
TP 1020 der Firma Leica Biosystems (A.1) gegeben und iiber ca. 18,5 Stunden hinweg in
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert. Nach der Entwésserung erfolgte die Einbet-
tung der Lungenanschnitte in Paraffin, mithilfe des Einbettautomaten HistostarW(A.l).
Um eine ausreichende Aushértung der Paraffinblocke mit dem eingebetteten Lungenge-

webe zu erreichen, wurden sie iiber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.
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Anfertigen von Schnittpriparaten

Fiir die Anfertigung von histologischen Schnittpriparaten der Lunge, wurde hier das
Schneidegeréit Hyrax M55 der Firma Zeiss verwendet. Die Schneidedicke betrug 3 pm.
Nach dem Schneiden wurden die Schnitte kurz ins warme Wasserbad gegeben, um eine
addquate Ausdehnung zu erreichen und anschliefend mit beschichteten Menzel-Gldsern

Superfrost® Plus der Firma Thermo Fisher Scientific aufgefangen und luftgetrocknet.

Farbungen

Die fertigen Schnittpriparate wurden mit zwei verschiedenen Farbemethoden aufberei-
tet, um eine addquate Beurteilung unter dem Mikroskop zu ermdoglichen. Zunéchst wurde
eine einfache Hamatoxylin-Eosin-Féarbung (HE) durchgefiihrt, die sich zur Gewinnung
eines ersten Uberblickes iiber morphologische Veriinderungen in der Lunge eignet. Die
HE-Farbung gilt als Standardfirbung und ist allein aus Griinden der Vergleichbarkeit
mit anderen Arbeiten annihernd unverzichtbar.

Da bei der Lungenfibrose die Akkumulierung von Kollagen in den Alveolarsepten ein we-
sentliches Merkmal ist, wurden die Préparate auflerdem mit einer Variante der Masson-
Trichrom-Farbung bearbeitet. Dabei stellt sich Kollagen als kréaftig griin dar, Zytoplas-
ma wird rotlich und Zellkerne werden rotbraunlich angefarbt. Die Masson-Trichrom-
Farbung erlaubt eine bessere Abgrenzung der verdickten und kollagenhaltigen Alveolar-
septen gegeniiber dem normalen Lungengewebe, als es mit einer HE-Farbung moglich
ist.

Es wurden jeweils Farben der Firma Merck verwendet (siehe A.1 und A.2). Folgende

Farbeprotokolle kamen zur Anwendung:

HAMATOXYLIN-EOSIN FARBUNG

Entparaffinieren der Gewebeschnitte:

2x 5 min. Xylolbad,

Absteigende Alkoholreihe, jeweils 1 min.: 2x 100%, 1x 90%, 1x 80%, 1x 70%
Kurz in Aqua dest spiilen

1. 5 min. in Mayer’s Hamalaun

2. Kurz mit Leitungswasser spiilen

3. Kurz in HCL-Alkohol differenzieren
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4.
d.
6.
7.

10-15 min. wissern mit Leitungswasser

Kurz in Aqua dest spiilen

8 min. in Eosin (alkoholisch)

15. Fixieren mit aufsteigender Alkoholreihe jeweils 1min.: 2x 100%, 1x

90%, 1x 80%, 1x 70% und 2x 5 min Xylolbad, Eindeckeln

TRICHROMFARBUNG NACH MASSON-GOLDNER

Entparaffinieren der Gewebeschnitte:
2x 5 min. Xylolbad,
Absteigende Alkoholreihe, jeweils 1 min.: 2x 100%, 1x 90%, 1x 80%, 1x 70%

Anschlielende Farbung;:

1.
2.

© 0 N O Ut

11.
12.
13.
14.
15.

3.3.3

10 min. in Weigert’s Eisenhdmatoxylin

2x 1,5 min. spiilen in Leitungswwasser

. 1 min. in 0,3% HCL-Alkohol differenzieren (100 ml 70%iger Alkohol + 1

ml konz. HCL 32%)

. 2x 1,5 min. spiilen in Leitungswasser
. Kurz in Aqua dest spiilen

. 6 min. in Ponceau-Saurefuchsin

. Kurz in Aqua dest spiilen

. 2x kurz in 1% Essigsiure spiilen

. Kurz in Aqua dest spiilen

. 5 min. in Phosphormolybdénsidure-Orange

2x kurz in 1% Essigsiure spiilen

8 min. in 0,2% Lichtgriin

Kurz in 1% Essigséure spiilen

Mit Aqua dest abspiilen

Fixieren mit aufsteigender Alkoholreihe jeweils 1min.: 2x 100%, 1x 90%,
1x 80%, 1x 70% und 2x 5 min Xylolbad, Eindeckeln

Morphologische Untersuchungen

Die fertig gefiarbten, histologischen Schnittpréparate der Lungen, wurden in HE und

Masson-

Trichrom-Farbung morphologisch untersucht.

Um einen Eindruck des Grades der Fibrose zu gewinnen, den die Méuse im Verlauf des
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Versuches entwickelt hatten und diesen in Zahlenwerte zu iibersetzen, wurde zunéchst
ein semiquantitatives Scoring der histologischen Schnittpraparate durchgefiihrt. Dabei
wurden die Prédparate in HE-Farbung fiir den Untersucher geblindet und mithilfe ei-
nes Durchlichtmikroskopes auf die Ausprigung der Fibrose hin beurteilt. Als fibrotisch
galt solches Lungengewebe, dessen Alveolarsepten deutlich verdickt und bindegewebig
durchsetzt oder nicht mehr abgrenzbar waren. Da Alveolargewebe normalerweise ein
sehr charakteristisches Aussehen hat, fillt die Unterscheidung zwischen normalem Lun-
gengewebe und Fibrose relativ leicht (zur Veranschaulichung siehe Abbildung 3.2).

Es schloss sich eine quantitative stereologische Untersuchung mithilfe der Computer as-
sissted stereological toolbox (CAST) an, bei der die histologischen Schnittbilder gescannt
und mittels Zahlraster verschiedene Merkmale ausgezéhlt wurden, aus denen sich u.a.

der Gewebeanteil der Lungen bestimmen lief3.

Fibrose-Scoring

Das hier angewendete Fibrose-Scoring diente dazu, einen groben Eindruck der morpholo-
gischen Verdnderungen auf histologischer Ebene im Verlauf der Krankheitsentwicklung
zu gewinnen. Die Ergebnisse dieser semiquantitativen Analyse werden durch die der
quantitativen stereologischen Untersuchung prézisiert.

Es wurde ein Bewertungssystem von 0 - 5 angewendet. Dabei entsprachen die Punkt-
werte folgenden Auspriagungen der Fibrose: 0 = keine Fibose, 1 = weniger als 10 %
fibrotische Areale, 2 = mehr als 10 % fibrotische Areale, 3 = mehr als 30 % fibrotische
Areale, 4 = mehr als 50 % fibrotische Areale, 5 = mehr als 80 % Fibrose oder komplett

fibrosiertes Lungenparenchym.

Stereologische Untersuchungen

Fiir die quantitative Bestimmung des Fibrosegrades in den Lungen der Versuchstiere,
wurde das newCAST"-System der Firma Visiopharm mit der gleichnamigen Software
(siehe A.1) fiir die stereologische Untersuchung verwendet. Die histologischen Lungen-
schnittbilder wurden mit dem Olympus Mikroskop BX51 aquiriert und visualisiert.

Bei 20facher Vergroflerung, erstellte die Software zwischen 35 und 45 zuféllige Z&hlfens-

ter, sodass eine unverzerrte Auswahl an Gewebsausschnitten beurteilt werden konnte.
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(A) Gesundes Lungengewebe (B) Fibrotisches Lungengewebe

ABBILDUNG 3.2: Vergleich von gesundem und fibrotischem Lungengewebe in HE-
Féarbung. Am mittleren oberen Rand des Bildes sind jeweils ein Bronchus und ein
arterielle Blutgefifl im Anschnitt zu sehen.

Ein Zahlraster mit drei Zahlkriterien, die in Tabelle 3.1 dargestellt sind, wurde kon-
struiert. Von Interesse fiir die hier angewendete Auswertung war, ob die betroffenen
Zahlpunkte im Septalbereich (Zahlpunkt Septum=>S) oder aulerhalb dessen z.B. im Be-
reich eines Bronchus oder Blutgefifies lagen (Z&hlpunkt Non-Septum=NS). Aulerdem
wurden alle Punkte gezdhlt, die auf ein verdicktes Alveolarseptum mit Kollagengehalt
trafen (Zahlpunkt Kollagen-Septum=KS). Abbildung 3.3 zeigt ein Zihlfenster (F') mit
Zahlraster, inklusive aller Zdhlpunkte am Beispiel eines stark fibrotischen Lungenaus-
schnittes.

Der Zahlpunkt Septum wurde mit neun multipliziert. Daraus ergibt sich fiir die Summe

' EREllx: IREEE @,

ABBILDUNG 3.3: Screenshot eines Lungengewebeausschnitts mit benutzerdefiniertem

Zahlraster in 20 facher Vergroferung; gelbes Kreuz mit Kreis (oben links) fiir Septum,

neun gelbe Kreuze fiir Non-Septum, 16 blaue Kreuze fiir Kollagen-Septum; Software
Vis/Visiopharm, CAST
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TABELLE 3.1: Messkriterien und Zahlpunkte

Septum Non-Septum Kollagen Septum

Anzahl Zihl- | 1 Zahlpunkt | 9 Zéhlpunkte (gelb) 16 Zahlpunkte (blau)

punkte (gelb, links oben)

Kriterien Befindet sich der | Liegt der Z&ahlpunkt | Liegt der Punkt auf
Zahlpunkt im Be- | woanders als im Bereich | einem Septum das
reich von Alveo- | von Alveolarsepten, | Kollagen aufweist?
larsepten? z.B.  Bronchus oder

Blutgefaf3?

Punktwert Septum = 1, kein | Kein Septum = 1, Sep- | Kollagenseptum = 1,

Septum = 0 tum =0 alles Andere = 0

der Septum-Zahlpunkte (.5;) eines Zahlfensters (F}): Sg; = Q-Zf::ll S;. Fiir Non-Septum-
Zahlpunkte (NG;) ergibt sich: NSp; = Zf’:lg N S; und fiir Kollagen-Septum-Zahlpunkte
(KS): KSp; =Y i=/° KS;.

Daraus folgen fiir die Gesamtheit der Zahlpunkte pro Probe (Summe iiber alle Z#hl-
fenster) die Berechnungen Sges = z;‘:l Srj, NSges = Z;'l:1 NSp; und KSyes =
Z?zl K Sk j, wobei n der Anzahl der Zihlfenster entspricht. Um néherungsweise zu
berechnen, wie hoch der Anteil des Septalbereiches (im Verhiltnis zu Blutgefifien und
groferen Atemwegen) in der Lunge der Méuse war, wurde die Formel: AnteilSeptum(AS)
% -100% verwendet. Anschlieend wurde nidherungsweise der Anteil der kolla-
genhaltigen Alveolarsepten berechnet: Anteil Kollagen(AK) = % -100%.
SchlieBlich wurde mit der Formel Kollagenanteil% = % - 100% der Kollagenanteil

(AK) prozentual ins Verhiltnis zum Septumanteil gesetzt. Fiir die Auswertung wurde

dieser prozentuale Kollagenanteil herangezogen.

3.3.4 Quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR)

Um eine quantitative PCR durchzufiihren, werden als Ausgangsmaterial DNA-Proben
bendétigt. In dieser Arbeit war die Expression verschiedener Gene im Lungengewebe von
Interesse, weshalb zun#chst ein Extraktion der RNA aus dem Lungengewebe erfolgte

und diese RNA im Anschluss in ¢cDNA {iberfiihrt wurde.

RNA-Extraktion

Zum Zweck der RNA-Extraktion wurde zunéchst das bei -80°C gefrorene Lungengewe-

be mithilfe des Mikro-Dismembrator S der Firma Sartorius (A.1) homogenisiert und
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das homogenisierte Gewebe anschliefflend fiir die RNA-Extraktion verwendet. Folgendes

Protokoll fand Anwendung;:

RNA EXTRAKTION

RNA-Extraktion aus jeweils 0,2 g homogenisiertem Lungengewebe mithilfe
des Roti®-Quick-Kits der Firma Carl Roth (Carl Roth® /Roti®-Quick-
Kit), bestehend aus den Quick-Solutions 1-3

1. 2ml der Quick-Solution 1 werden den 0,2 g Lungenhomogenisat in einem
5 ml Tube hinzugefiigt

2. Die Mischung 20 min. auf Eis inkubieren

3. Mithilfe einer 2 ml Spritze die Zellsuspension scheren

4. 2 ml gekiihlte (4°C) Quick-Solution 2 hinzufiigen (die Losung vor Gebrauch
vortexen!)

5. 10 min. oder ldnger auf Eis inkubieren und alle 2 min. vortexen

6. Bei 4°C und 13.000 rpm 15 min. zentrifugieren. Nach der Zentrifugation
bilden sich zwei Phasen. Die obere, wéssrige Phase vorsichtig in ein neues
Gefif} iberfithren

7. Das #quivalente Volumen des abpippetierten Uberstandes Quick-Solution
3 hinzufiigen, vorsichtig mischen und bei -80°C fiir eine Stunde (oder
langer) inkubieren

8. 15 min. bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugieren

9. Den Uberstand entfernen, das Zellpellet am Grund des Tubes ist die RNA

10. Das Zellpellet in jeweils 200 ul Quick 1 und Quick 2 resuspendieren

11. Die Schritte 9 und 10 wiederholen

12. Das Gemisch 20 min. bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugieren und den
Uberstand entfernen, zu dem verbliebenen Pellet 500 pl 70% igen Alkohol
hinzufiigen und vorsichtig vermischen

13. Fiir 10 min. bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugieren, vorsichtig den Uber-
stand entfernen und das verbliebene Pellet bei Raumtemperatur etwa
10-15 min. trocknen lassen

14. Das Pellet vorsichtig in RNAse freiem Wasser resuspendieren


http://www.carlroth.com/catalogue/catalogue.do?favOid=000000050000849e00020023&act=showBookmark&lang=de-de&market=DE
http://www.carlroth.com/catalogue/catalogue.do?favOid=000000050000849e00020023&act=showBookmark&lang=de-de&market=DE
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cDNA Gewinnung

Fiir die Gewinnung von ¢cDNA werden 0,5 bis 1,0 pg RNA bendtigt. In dieser Arbeit
wurden 0,7 png je Probe verwendet.

Zunichst musste die RNA-Konzentration der einzelnen Proben ermittelt werden. Mit-
tels NanoDrop 1000 der Firma Thermo Fisher Scientific (A.1), erfolgte die Messung der
RNA-Konzentration aus jeweils 2 pl der, wie zuvor beschrieben gewonnenen, RNA-Sus-
pension. Entsprechend der gemessenen Konzentration wurde die fiir die cDNA-Gewin-
nung benotigte Menge an RNA-Suspension errechnet, in ein Eppendorf®—Tube tiberfiithrt
und mit zweifach destilliertem Wasser (HoO bidest) aufgefiillt bis eine Gesamtmenge von
20 pl erreicht war. Die Proben wurden kurz auf Eis gelagert, zentrifugiert und anschlie-
Bend fiir 10 min. bei 70°C im Thermocycler PTC-200 der Firma MJ Research denaturiert.
Es folgte die reverse Transkription der denaturierten RNA. Hierfiir wurden zu den 20 pl
RNA eine dquivalente Menge Mastermix hinzugefiigt, der sich aus folgenden Bestand-

teilen zusammensetzt:

4,0 nl  Pufferlésung 100mM Tris-HC1 + 500mM KCL
(pH 8.,3)
8,0 pl  MgCl2 (Magnesiumchlorid) 25mM

2,0 nl  dANTPs (Nukleosidtriphosphate) 10 mM

2,0 pl  Losung zufilliger Hexamere 50 nM
1,0 nI  Rnase-Inhibitor 10U
2,0 nl  Reverse Transkriptase 50 U

1,0 I HsO bidest

Die reverse Transkription erfolgte, wie bereits die Denaturierung, im Thermocycler.
Dieses Mal wurden die Proben 10 min. bei 20°C, danach 75 min. bei 43°C und 5 min.
bei 99°C erhitzt und anschlieBend auf 4°C heruntergekiihlt.

Die fertige cDNA konnte nun bis zur weiteren Verwendung eingefroren werden.

3.3.4.1 Quantitative PCR

Fiir die Durchfithrung der quantitativen oder realtime-PCR (q-PCR), wurden die zuvor
transkribierten cDNA-Proben benétigt (siehe 3.3.4). Die 40 pl cDNA-Proben wurden
schonend auf Eis aufgetaut und mit 60 pl HoO bidest verdiinnt. Als Fluoreszenz-Farbstoff
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kam hier SYBR®Green zum Einsatz. Der Ansatz fiir den Mastermix der q-PCR setzt

sich wie folgt zusammen:

13,0 ul Platinum®SYBR®Green qPCR Super-Mix-UDG Fertiglosung
1,0 ul MgCl2 (Magnesiumchlorid) 50 mM

0,5 nl Primer forward

0,5 nl Primer reverse

8,0 ul H>O bidest

Tabelle 3.2 enthilt die Liste der verwendeten Primer.

Auf einer PCR-Platte mit 96 Wells, erfolgte die Pipettierung von jeweils 23 nl Master-
mix + 2 ul der zu untersuchenden cDNA je Probe. Als housekeeping-Gen kam bei allen
Amplifizierungen hprtl zur Verwendung. Alle cDNA-Proben wurden je Primer doppelt
pipettiert und fiir jeden Primer aulerdem eine ’leere’ Probe angelegt (Mastermix ohne
cDNA). Auf diese Weise sollten einerseits Messungenauigkeiten erfasst bzw. ausgegli-
chen (Doppelpipettierung) und eventuelle Verunreinigungen ausgeschlossen/detektiert
werden (leere Probe).

Die realtime-PCR wurde mithilfe des StepOnePlus’ -Systems (Siehe Anhang A.1) durch-
gefiihrt. Insgesamt umfasste die Messung einer 96-Well Platte 45 Zyklen. Folgendes
PCR-Zyklus-Protokoll wurde dabei eingehalten:

Denaturierung: 02:00 min. bei 50°C
05:00 min. bei 95°C
Annealing: 00:05 min. bei 95°C
00:05 min. bei 59°C
Amplifikation: 00:30 min. bei 72°C

Schmelzkurvenanalyse:  00:15 min. bei 95°C
01:00 min. bei 60°C + 0.3°C Schritte bis
95°C fiir 00:15 min.

Die Auswertung der quantitativen Messungen erfolgte mittels AACt-Methode als rela-
tive Quantifizierung (RQ). Dabei wurde die Differenz der Ct-Werte (Cycle Threshold)
zwischen housekeeping- und Zielgen gebildet (ACt) und danach die Differenz zwischen
dem ACt-Wert jeder einzelnen Probe und dem Mittelwert der ACt-Werte der PBS-Tiere
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des jeweils betreffenden Versuchstages (AACt). Der erhaltene Wert wurde in die Formel

'n-fache Expression = 2-22C eingesetzt.

Primer | Richtung | Spezies | Sequenz

PRMT1 | fov Maus CGA ACT GCA TCA TGG AGA AT
PRMT1 | rev Maus AGC GTT GGG CTT CTC CAC TAC
PRMT?2 | fov Maus CTA TGG AGG CAC CAG GAG AA
PRMT2 | rev Maus CTG TAA TGT GCC CCATCCT
PRMTS3 | fov Maus GTG CCT TGG GAA AAA GAT GA
PRMT3 | rev Maus TCA ACA ACA GAT GCG CTT TC
PRMT4 | fov Maus TGT TCA GTG AGC GGA CAG AG
PRMT4 | rev Maus GTC CTT GAA GTC CGT GTG GT
PRMTS5 | fov Maus TGA CCA ACC ACA TCC ACA CT
PRMTS5 | rev Maus GTG TGT AGT CGG GGC ATT CT
PRMT®6 | fov Maus AAA CCT CTG GTG CTG TCC AC
PRMT6 | rev Maus TTT CCT CAT GGT CTC CCA CT
PRMTY7 | fov Maus TAC TGC AGG GGC TGA CTT CT
PRMT7 | rev Maus TCA CCT CAG TGG AGT GCT TG
PRMTS | fov Maus CAA GAT GTC CAA GCT GCT GA
PRMTS | rev Maus ATG GAG TTC CGG TAC GTG AG
Collal fov Maus CCA AGA AGA CAT CCC TGA AGT CA
Collal rev Maus TGC ACG TCA TCG CAC ACA

Hprtl fov Maus CCT AAG ATG AGC GCA AGT TGA A
Hprtl rev Maus CCA CAG GAC TAG AAC ACC TGC TAA
PAI-1 fov Maus ATC AAT GAC TTA CTG GCC AAG G
PAI-1 rev Maus AGA CTT GTG GAA GAG GCG CTG G

TABELLE 3.2: Primer-Liste

3.3.5 Western Blots

Zum Nachweis der herabgesetzten Protein-Synthese von CARM1I bei CARM11/~-Miusen,
wurden Western Blots dieser Tiere erstellt und mit denen der Wildtyp-Mé&use verglichen.
Die Durchfithrung der Western Blots richtete sich nach dem folgenden Protokoll:
Zunichst erfolgte eine Protein-Extraktion aus dem homogenisierten Lungengewebe der
Méuse mithilfe von RIPA (= Radioimmunoprecipitation assay)-Puffer. Unter Zusatz von
Complete Mini Proteinase Inhibitors (1:25, Roche) und 1 mM Natriumorthovanadat
(New England Biolabs) wurde das Lungenhomogenisat mit dem RIPA-Puffer vermischt
und fiir 15 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde unter Ver-
wendung des Pierce BCA Protein Assay Kits (Thermo Fisher Scientific) auf seine Pro-
teinkonzentration hin untersucht.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE Analyse (sodium dodecyl


http://www.biocompare.com/19394-Inhibitor/62260-Complete-Mini-Protease-Inhibitor-Cocktail-Tablets-supplied-in-a-glass-vial/
https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/23225
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sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, Bio-Rad). Hierfiir wurden zunéchst 20 pg
Protein mit Laemmli Ladepuffer vermischt und bei 95°C und 300 rpm fiir 10 min. im
Thermomixer (Eppendorf) gekocht. Die denaturierten Proteine wurden auf 10% iges
Mini-PROTEAN®Precast Gel aufgetragen und das Gel fiir eine Stunde bei einer kon-
stanten elektrischen Stromstérke von 40mA und bei 120 V laufen gelassen. Precision
Plus Protein"Standard diente zur Identifikation der Proteine von Interesse. Der Pro-
teintransfer erfolgte in einer Transblot-Kassette (Bio-Rad) mit Transfer-Puffer fiir eine
Stunde bei 100 V.

Im Anschluss wurde die Membran fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit einer Losung
aus 5% fettfreiem Milchpulver und PBS blockiert. Als néchstes erfolgte die Inkubation
mit einem polyklonalen anti-CARMI1-Antikérper (Verdiinnung 1:750, Kaninchen, Ab-
cam) in bei 4°C tiber Nacht. Als Ladekontrolle diente anti-B-actin Antikérper (Verdiinnung
1:50000, Kaninchen, Sigma-Aldrich). Es folgte die Inkubation mit sekundidrem, HRP
(horseradish peroxidase)-gekoppelten anti-Kaninchen Antikérper (Verdiinnung 1:2500,
Ziege, Abcam®).

Signal-Entwicklung und Quantifizierung

Durch Entwicklung der Membran mithilfe von Amersham ECL Prime Western Blottin
Detection Reagents (GE Healthcare), wurden die Signale der Proteinbanden visualisiert
und mittels Chemidoc” XRS System (Bio-Rad) detektiert. Es erfolgte eine densiome-
trische Analyse unter Verwendung der integrierten ImageLab " Software (Bio-Rad). Die

Werte von CARM1 wurden auf die von {3-actin normalisiert.

3.3.6 Statistische Auswertung

Ausgewertet wurden verschiedene Parameter der Lungenfunktion, u.a. die Complian-
ce (C), Resistance (R), Inspiratory Capacity (IC) und Elastance (E) sowie Zellzahlen
der Bronchoalveoldren Lavage (BAL), die Expression der Prmt-Gene 1-9 und zusétzlich
PAI-1 und Colla. Auflerdem wurden der stereologisch ermittelte Kollagenanteil der mu-
rinen Lungen untersucht, sowie die Proteinexpression von Carml in der Versuchsreihe

mit Carm1+/~-Miusen.


http://www.bio-rad.com/de-de/applications-technologies/sds-page-analysis
http://www.eppendorf.de/int/index.php?l=1&action=products&catalognode=93695&pb=2d4803266d55b14d
http://www.abcam.com/prmt4-antibody-ab87910.html
http://www.abcam.com/prmt4-antibody-ab87910.html
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/sab5500001?lang=de&region=DE
http://www.abcam.com/goat-rabbit-igg-hampl-hrp-ab6721.html
http://www.gelifesciences.com/webapp/wcs/stores/servlet/ProductDisplay?categoryId=11148&catalogId=10101&productId=16746&storeId=11762&langId=-1
http://www.bio-rad.com/de-de/sku/170-8265-chemidoc-xrs-system-with-image-lab-software
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In der Versuchsreihe mit repetitiven Lungenfunktionsmessungen wurden als Messzeit-
punkte die Tage 7, 14, 21, 28 und 56 festgelegt. In der Carm1-Versuchsreihe lediglich die
Tage 21 und 28.

Es fand jeweils ein Vergleich der Bleomycin-behandelten Méuse mit den PBS-behandel-
ten statt. In der Carml1-Versuchsreihe wurden aulerdem Wildtyp-Mé&use mit heterozy-
goten Carml-Knochout Tieren verglichen.

Fiir die Auswertung in der repetitiven Lungenfunktionsreihe, wurde zum Vergleich der
PBS- vs. Bleomycin-behandelten Tiere der ungepaarte Mann Whitney t Test heran-
gezogen. Bei Vergleichen zwischen Wildtyp- und Carm1™/~-Méusen mit gleichzeitigem
Vergleich PBS- vs. Bleomycin-behandelt, kam hingegen der ANOVA-Test zum Einsatz.

Es galt jeweils ein Konfidenzintervall von 95 %.



Kapitel 4

Ergebnisse

Wie bereits in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, stand im Zentrum des Inter-
esses dieser Arbeit, die Etablierung der repetitiven Lungenfunktionsmessung, als Instru-
ment zum Monitoring der Krankheitsentwicklung im Modell der Bleomycin-induzierten
Fibrose.

Des Weiteren wurde im Rahmen dessen untersucht, ob und inwieweit die Enzymklasse
der PRMTSs an der Entwicklung einer pulmonalen Fibrose beteiligt ist (4.2). Ein beson-
deres Augenmerk lag dabei auf Carml/Prmt4 (siehe 1.5).

In einer zweiten Versuchsreihe wurden daher die Effekte der Bleomycin-induzierten Lun-
genfibrose speziell bei heterozygoten Carml knockout-Mausen (Carml” ~) beobachtet

(4.3).

4.1 Krankheitsmonitoring im Modell der Bleomycin-indu-

zierten Lungenfibrose

In diesem Abschnitt sollen die Ergebnisse der Lungenfunktionsmessung, sowie die kor-
respondierenden Daten aus Histologie und BAL dargestellt werden. Dabei werden je-
weils die Ergebnisse der Gruppe mit einzelner Lungenfunktionsmessung (’single-Lufu-
Gruppe’) denen der Gruppe nach repetitiver Lungenfunktion ('repetitive-Lufu-Gruppe’)

gegeniibergestellt.

47
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4.1.1 Histologie

Bei einmaliger Applikation von Bleomycin in die Lunge von Mé&usen, ist die dadurch
ausgeloste Fibrosierung bekanntermaflen reversibel (siehe Review Artikel von Moeller et
al. [84]). Dieser Effekt war in der single-Lufu-Gruppe sehr gut zu beobachten. In den
histologischen Préaparaten der Lungen dieser Tiere zeigten sich, im Verlauf des Beobach-
tungszeitraumes iiber insgesamt 56 Tage hinweg, die typischen Stadien der Bleomycin-

induzierten Lungenfibrose (Abbildung 4.1).

(¢) Tag 14 nach Bleomycin

Pt oty P b e S 8

(E) Tag 28 nach Bleomycin (F) Tag 56 nach Bleomycin

ABBILDUNG 4.1: Verlauf der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose in der single-Lufu-

Gruppe iiber 56 Versuchstage hinweg. (A) Die Lunge eines Versuchstieres das PBS

erhielt. (B) Beginnende Entziindung im Alveolargewebe mit Lymphozyten-Infiltration.

(C) Die Entziindungsreaktion ist in teils dichte Fibrose umgeschlagen. Alveolarsepten

sind schwieriger abgrenzbar. (D) Weiterhin dichte Fibrose im Wechsel mit teilweise

erhaltener Alveolarstruktur. (E) Riickgang der Fibrose. (F) Weitestgehende Auflésung
der Fibrose. Masson-Trichrom-Farbung, Mafistab entspricht 200 pm
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An Versuchstag sieben wurde, bei den Tieren die Bleomycin erhalten hatten, eine entziind-
liche Zellinfiltration des Lungengewebes sichtbar, die sich herdférmig {iber die Lunge ver-
teilte. An Versuchstag 14 hatten sich diese Entziindungsherde zu fibrotischen Arealen
verdichtet. Die Alveolarsepten zeigten deutliche Verdickungen und einen hohen Kolla-
genanteil. Die Struktur der Alveolarsepten war an Versuchstag 21 schliefflich zu grofien
Teilen nicht mehr abgrenzbar. Das Lungenparenchym zeichnete sich durch einen hohen
Kollagengehalt aus. Es hatte sich eine dichte Fibrose entwickelt. An Versuchstag 28
konnte eine Auflésung der Fibrose beobachtet werden. Von dem dichten Kollagengewe-
be waren nur noch kleinere Herde iibrig. Am letzten Versuchstag schlielich, 56 Tage
nach Bleomycin-Instillation, hatten sich auch die letzten Fibroseareale weitestgehend
zuriickgebildet und das Lungenparenchym imponierte, abgesehen von vereinzelt noch
verdickten Alveolarsepten, nun als weitestgehend normal. Abbildung 4.1 zeigt den his-
tologischen Verlauf der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose.

Analog dazu war bei den Tieren die repetitive Lungenfunktionsmessungen erhalten hat-
ten und erst an Versuchstag 56 prépariert wurden histologisch keine Fibrose mehr nach-
weisbar. Mikroskopisch lieflen sich auch hier noch einzelne verdickte Alveolarsepten aus-
machen, insgesamt jedoch stellten sich die Lungen als annéhernd krankheitsfrei dar.

Siehe Abbildung 4.2.

(A) Tag 56 nach PBS (B) Tag 56 nach Bleomycin

ABBILDUNG 4.2: Histologie der Tiere aus der repetitive-Lufu-Gruppe an Tag 56. (A)
Normales Lungengewebe (B) Uberwiegend normales Lungengewebe mit einzelnen, fi-
brotischen Restarealen. Maflstab entspricht 200 pm
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4.1.1.1 Semiquantitative Morphologie und quantitative Stereologie

Der Verlauf der Fibroseentwicklung wurde mittels semiquantitativem morphologischem
Scoring und quantitativer stereologischer Untersuchung in Zahlenwerte iibersetzt, um ob-
jektive Vergleichsmoglichkeiten zwischen den einzelnen Proben zu schaffen (siehe 3.3.3).
Wie in Abbildung 4.3 sichtbar, korrelieren sowohl die Werte der semiquantitativen mor-
phologischen als auch der quantitativen stereologischen Untersuchung dabei sehr genau

mit dem unter 4.1.1 beschriebenen Verlauf der Bleomycin-induzierten Fibrose.

Semiquantitatives Scoring Quantitative Stereologie
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ABBILDUNG 4.3: (A) Semiquantitative Morphologie, Fibrose Scoring (B) Quantitative

morphologische Untersuchung (newCAST). Anteil kollagener Alveolarsepten in Rela-

tion zum Gesamtalveolargewebe. Auswertung mittels Mann Whitney Test; ns (nicht
signifikant) p >0,05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001

Die Auswertung der stereologischen Untersuchung mittels newCAST, ergab in der single-
Lufu-Gruppe an Versuchstag sieben eine signifikante Erhohung des Anteils kollagener
Alveolarsepten auf 9,167 & 1,883 % bei den Bleomycin-Tieren gegeniiber 0,9250 4 0,5437
% bei den PBS-behandelten M&usen. An Versuchstag 14 wurden 25,84 4+ 7,148 % (Bleo-
mycin) gegeniiber 0,5667 + 0,5667 % (PBS) ermittelt und an Versuchstag 21 26,33 +
4,265 % im Vergleich zu 0,4750 =+ 0,4750 % bei den PBS-behandelten Mausen. An den
Versuchstagen 28 und 56 bestanden jeweils nur noch geringe Unterschiede, die sich als
nicht signifikant erwiesen.

In der repetitive-LuFu-Gruppe war an Tag 56 ebenfalls kein signifikanter Unterschied
des Kollagenanteils, zwischen den Tieren der Bleomycin-Gruppe und den Kontrolltie-
ren, feststellbar. Abbildung 4.4 zeigt den errechneten Anteil kollagener Alveolarepten

der Kontroll- und Versuchstiere, die repetitive Lungenfunktionsmessungen erhielten.
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Kollagenanteil repetitive Lufu Gruppe
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ABBILDUNG 4.4: Quantitative stereologische Untersuchung (newCAST). Anteil Kolla-

gener Alveolarsepten in Relation zum Gesamtalveolargewebe. PBS = 1,914 + 0,5248

% (n=7), Bleo = 2,431 £ 0,5869 % (n=16). Auswertung mittels Mann Whitney Test;
ns (nicht signifikant) p >0,05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001

4.1.2 Lungenfunktionsmessung

Patienten mit einer Pulmonalen Fibrose weisen in der Regel in der Lungenfunktions-
diagnostik eine restriktive Ventilationsstorung auf (siehe 1.4). Diese spiegelt sich insbe-
sondere in einer Verminderung der Vitalkapazitit (VC), der totalen Lungenkapazitét
(TLC) und der Compliance (C) wider. Der Tiffenau-Index ist in der Regel unveréndert
oder sogar erhoht, da sich Vitalkapazitit und FEV; etwa gleichsinnig verringern (sie-
he 1.4). Im Gegensatz zu obstruktiven Ventilationsstérungen, wie z.B. der COPD, sind
der Atemfluss und die Resistance der zentralen Atemwege (Rn) weitestgehend unbeein-
tréchtigt [81]. Auch die dynamische Resistance (R) als Ma8 fiir die Lungenkonstritktion,
spielt fiir die klinische Diagnose der Lungenfibrose beim Menschen kaum eine Rolle. Im
Maus-Modell konnte jedoch eine Erhéhung der Resistance nach Bleomycin-Applikation

nachgewiesen werden [77].

4.1.2.1 Single-Lufu-Gruppe

Abbildung 4.5 zeigt die Ergebnisse der Lungenfunktionspriifung bei den Tieren der sin-
gle-Lufu-Gruppe. An den einzelnen Versuchstagen wurden jeweils die Lungenfunktions-
parameter der PBS-behandelten Tiere mit denen der Bleomycin-Tiere verglichen und
mittels Mann Whitney Test auf signifikante Unterschiede hin {iberpriift.

Die deutlichsten Differenzen zwischen Tieren der Bleomycin- und der PBS-behandelten

Gruppe lieBen sich dabei an der Compliance (C), Resistance (R) und der Inspiratory
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ABBILDUNG 4.5: Auswertung mittels Mann Whitney Test; ns (nicht signifikant) p
>0,05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001

Capacity (IC) ablesen. Bereits an Versuchstag sieben war die Compliance der Bleomy-

cin-Tiere, mit 0,02126 + 0,001105 mL/cmH20 (n=5) gegeniiber den PBS-Tieren mit
0,02966 £ 0.0008759 mL/cmH20 (n=5), signifikant vermindert. An Versuchstag 14 war

eine weitere Abnahme der Compliance zu beobachten und an Versuchstag 21 zeigten

sich schliefilich die niedrigsten Compliance-Werte mit 0.01388 + 0.003468 mL/cmH20

(n=4) bei den Bleomycin-Tieren gegeniiber 0.03491 + 0.0007378 mL/cmH20 (n=6) bei

der Kontroll-Gruppe.
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Bezug nehmend auf die histologischen Beobachtungen (4.1) und die Ergebnisse der mor-
phologischen und stereologischen Untersuchung (siehe 4.1.1.1), ist hier eine enge Korre-
lation zu den Messergebnissen der Compliance erkennbar.

Die Werte der Resistance (R) verhielten sich im Wesentlichen gegenldufig zu den Compliance-
Werten. Die héchsten durchschnittlichen Resistance-Messungen bei den Bleomycin-be-
handelten Mausen ergaben sich jedoch bereits fiir Tag 14 mit 1,776 + 0,4534 cmH20.s/ml
gegeniiber 0,7002 4+ 0,02395 bei den PBS-behandelten Tieren. Auch hier lassen sich die
Werte der Lungenfunktionsmessung mit der histologisch sichtbaren Fibroseentwicklung

korrelieren.

Signifikante Unterschiede zwischen Bleomycin- und Kontroll-Tieren, waren auch an den
Werten der Inspiratory Capacity (IC) zu erkennen. An den Versuchstagen 7, 14 und
21 konnte eine signifikante Abnahme der inspiratorischen Kapazitdt beobachtet werden,
die erst an Tag 28 auf das Ausgangsniveau zuriickkehrte. Die Resistance der zentralen
Atemwege (Rn), wies unterdessen einen schwankenden Verlauf auf.

Die ausfiihrlichen Werte der Lungenfunktionsmessungen inklusive statistischer Auswer-

tung sind den Tabellen in Anhang B.1 zu entnehmen.

4.1.2.2 Repetitive-LuFu-Gruppe

Die Ergebnisse der Lungenfunktionsmessungen in der repetitive-LuFu-Gruppe zeigten
einen #hnlichen Trend wie die in der single-Lufu-Gruppe, wobei die Varianzen und Stan-
dardabweichungen der repetitiven Messungen deutlich geringer waren und sich insgesamt
ein homogenerer Verlauf darstellte.

Die grofiten funktionellen Unterschiede zwischen Bleomycin- und PBS-Tieren lieflen sich
wiederum bei der Compliance feststellen. Bereits an Versuchstag sieben war mit 0.02542
+ 0.0007156 mL/cmH20 bei den Bleomycin-Tieren (n=15) im Vergleich zu 0.03383 £
0.001147 mL/cmH20 bei den PBS-behandelten M#usen (n=8) eine dreifach signifikan-
te Verminderung dieses Funktionsparameters sichtbar (p <0.0001). Interessanterweise
konnte schon ab Versuchstag 14 eine langsame Zunahme der Compliance beobachtet
werden, wobei erst an Tag 28 das Ausgangsniveau der Messungen erreicht und auch
tiberschritten wurde. Im Gegensatz zur single-Lufu-Gruppe, bestanden ab Tag sieben,
iiber die gesamte Dauer der Untersuchung hinweg, signifikante Unterschiede der Com-

pliance zwischen Bleomycin- und PBS-Tieren.
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Abbildung 4.6 zeigt die Ergebnisse der repetitiven Lungenfunktionsmessungen fiir die

Parameter Compliance, Resistance, Elastance und Newtonian Resistance. Eine tabella-

rische Darstellung der Ergebnisse ist in Anhang B.2 enthalten.
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ABBILDUNG 4.6: Auswertung mittels Mann Whitney Test; ns (nicht signifikant) p
>0,05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001

4.1.3 Zellzahlen in der Bronchoalveoliren Lavage

Die Bronchoalveolire Lavage (BAL) spielt in der Diagnostik der idiopathischen Lun-
genfibrose beim Menschen eine eher sekundére Rolle [97]. Als charakteristisch jedoch

nicht spezifisch fiir die IPF, ist am ehesten eine milde Erhéhung der neutrophilen und
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eosinophilen Granulozyten zu betrachten [88]. In einigen Fillen kann auflerdem eine ge-
ringgradige Erhéhung der Lymphozyten beobachtete werden. Eine ausgepréigtere Lym-
phozytose spricht eher fiir die Diagnose einer exogen allergischen Alveolitis oder anderer
ILDs. Es fanden sich Hinweise darauf, dass die prozentuale Erhéhung der neutrophilen
Granulozyten moglicherweise mit einer friithen Mortalitdt bei IPF-Patienten einhergeht
[64]. Der prognostische Wert dieser Erkenntnis ist derzeit jedoch noch unklar. Eine BAL
wird am ehesten als Ausschlussdiagnostik anderer ILDs durchgefiihrt [90].

Im Bleomycin-Modell kommt der BAL insofern eine Bedeutung zu, als dass in der
Frithphase nach Bleomycin-Applikation (nach etwa drei bis sieben Tagen) eine Entziin-
dungsreaktion in den Lungen der M&use einsetzt, die gewohnlich mit einer Erhéhung der
BAL-Zellzahlen einhergeht. In spéteren Phasen der Bleomycin-induzierten Lungenfibro-

se kann h#ufig eine ausgeprigte Neutrophilie beobachtet werden [54][85]. Entsprechend
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ABBILDUNG 4.7: Absolute Zellzahlen der Bronchoalveoldren Lavage. Bei den Tieren
der Bleomycin-behandelte Gruppe ist iiber den gesamten Versuchszeitraum eine un-
spezifische Erhohung der Zellzahlen in der BAL sichtbar (A). Signifikante Unterschiede
bestanden bei allen Zellarten und der Gesamtzellzahl an Versuchstag sieben. Danach
wiesen lediglich die neutrophilen Granulozyten an den Versuchstagen 21 und 56 sowie
die Lymphozyten an Tag 56 signifikante Erhthungen auf, verglichen mit den Werten
der PBS-behandelten M#use. Auswertung mittels Mann Whitney Test; ns (nicht signi-
fikant) p >0,05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001

war auch in dieser Arbeit ein signifikanter Unterschied der Gesamtzellzahlen in der BAL

an Versuchstag sieben zu beobachten, wihrend an den {ibrigen Versuchstagen leichte
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Unterschiede bestanden, diese jedoch keine Signifikanzen mehr aufwiesen. Lediglich die
Zellzahlen der Neutrophilen zeigten auch an den Versuchstagen 21 und 56 noch eine si-
gnifikante Erhchung bei den Bleomycin-behandelten M#usen im Vergleich zu den PBS-
Tieren. Interessanterweise war an Tag 56 auflerdem eine signifikante Erhchung der Lym-
phozyten bei den Bleomycin-Tieren zu beobachten.

Abbildung 4.7 zeigt die ermittelten, absoluten Zellzahlen der BAL.

4.2 Realtime PCR

Um einen Eindruck der molekulargenetischen Verdnderungen im Verlauf der Bleomycin-
induzierten Lungenfibrose zu gewinnen, wurde an den Versuchstagen 7, 21 und 56 die
Expression verschiedener Gene mittels qPCR bei den Tieren der single-Lufu-Gruppe
untersucht (siehe 4.2).

Nachdem ein wesentlicher Marker der Fibroseentwicklung die Zunahme von Kollagen 1 in
der Lunge ist, empfahl sich die Messung der Genexpression von Colla, das fiir Kollagen
1 kodiert. An Versuchstag 7 war bereits eine deutliche Hochregulierung von Colla bei
den Bleomycin-Méusen zu beobachten (p=0,0152), die an Tag 21, analog zum erhohten
Grad der Fibrose, noch weiter zunahm (p=0,0095). Die Expression von Colla an Tag
56 entsprach der der PBS-Kontrollgruppe und befand sich damit im Normbereich.

Des Weiteren wurde Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) untersucht. Es handelt
sich dabei um ein Protein aus der Strukturfamilie der Serpine, das als Hemmstoff von
Urokinase und tPA (tissue Plasminogen activator) fungiert. Beides sind Enzyme der
Blutgerinnung bzw. der Fibrinolyse. Es wird inzwischen eine antifibrotische Wirkung von
PAI-1 angenommen, da Fibroblasten in fibrotischen Lungen von M#usen und Menschen,
in Anwesenheit von PAI-1, eine erniedrigte bzw. in dessen Abwesenheit eine erhohte
Proliferation zeigen [80].

Ubereinstimmend mit diesen Annahmen, konnte an Versuchstag 21, im Stadium der
ausgeprégtesten Fibrose, eine signifikante Verminderung (p=0,0095) der Expression von
PAI-1 in den Lungen der single-Lufu Tiere nach Bleomycin-Instillation nachgewiesen
werden. Interessanterweise war an Versuchstag sieben bei den Bleomycin-Tieren eine
signifikante Erhohung der Expression von PAI-1, im Vergleich zur Kontrollgruppe, zu
beobachten (p=0,0043). An Versuchstag 56 war keinerlei Unterschied mehr zwischen

PBS- und Bleomycin-behandelten M&ausen zu detektieren.
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ABBILDUNG 4.8: Relative Genexpression von Coll (A) und PAI-1 (B) zum Haus-
haltsgenGen HPRT, normalisiert auf PBS. An Versuchstag sieben ist eine signifikan-
te Erhohung der Genexpression von Colla und PAI-1 bei den Bleomycin-behandelten
Mausen erkennbar. Tag 21 zeigte weiterhin eine signifikante Erhohung von Colla und
gleichzeitig eine Verminderung der Expression von PAI-1. Auswertung mittels Mann
Whitney Test; ns (nicht signifikant) p >0,05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001

Protein Arginin Methyltransferasen (PRMT) mRNA Expression Level

Nachdem sich die Hinweise darauf mehren, dass die posttranslationale Protein Arginin
Methylierung in der Pathogenese verschiedener Lungenerkrankungen eine wichtige Rolle
spielt [136], war ein weiteres Ziel dieser Arbeit, das Verhalten von PRMTs im Verlauf der
Bleomycin-induzierten Lungenfibrose ndher zu untersuchen. In Hinblick auf die Erkennt-
nisse von O’Brien et al., dass alveoldre Epithelzellen bei PRMT4/CARM1-defizienten
Miusen (CARM11/7) eine Hyperproliferation und fehlerhafte Differenzierung zeigen,
stand dabei insbesondere CARM1 im Fokus des Interesses der Untersuchungen.

Abbildung 4.9 zeigt die Ergebnisse der qPCR fiir die PRMTs 1-8.

Die Verdnderungen der Gen-Expression von PRMTs scheinen bei der Bleomycin-indu-
zierten Fibrose in diesem Versuch auf den ersten Blick relativ unspezifisch. Bei ndherer
Betrachtung fillt jedoch auf, dass die Gen-Expression der PRMTs bei den Bleomycin-
behandelten Mé&usen gegeniiber den PBS-Kontrollen an Versuchstag sieben fast aus-
nahmslos signifikant vermindert war. Lediglich PRMT1 und PRMT7 zeigten hier keine
signifikanten Anderungen.

Abgesehen von Versuchstag sieben war sowohl an Tag 21 bei PRMT2 und PRMTS
als auch an Tag 56 bei PRMT4/CARMI jeweils eine signifikante Herunterregulierung
der Genexpression zu beobachten. Obgleich PRMT1 den Grofiteil aller Protein Arginin
Methylierungen katalysiert und ubiquitinédr im Gewebe vorkommt [119], fanden sich in

dessen Genexpression im Lungengewebe der Bleomycin-behandelten M&use zu keinem
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ABBILDUNG 4.9: Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der qRT-PCR. Auswertung mittels
Mann Whitney Test; ns (nicht signifikant) p >0,05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001

Zeitpunkt signifikante Verdnderungen im Vergleich zu den Werten der PBS-Kontroll-

gruppe.

4.3 Bleomycin-induzierte Fibrose bei CARM1*/~ Miusen

In einem weiteren Versuch wurde der Verlauf der Bleomycin-induzierten Fibrose bei he-
terozygoten CARM1-Knockout-Miusen (CARM1*/~) beobachtet, um Riickschliisse auf
die Rolle des CARM1-Enzyms in der pulmonalen Fibroseentwicklung ziehen zu kénnen.
Nachdem CARMI1 offenbar wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung und das Verhalten
alveolirer Epithelzellen [89] nimmt und diese wiederum eine zentrale Rolle fiir die Ent-
wicklung einer IPF, sowie auch der Bleomycin-induzierten Fibrose zu spielen scheinen

[108], wére von Interesse, ob sich die Abwesenheit bzw. die verminderte Expression von
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CARMLI signifikant auf die Entwicklung der Bleomycin-induzierten Fibrose auswirkt.
Wie in 1.3 beschrieben, liegt eine Besonderheit des Bleomycin-Modelles mit einmaliger,
intratrachealer Instillation darin, dass sich die fibrotischen Verdnderungen nach drei bis
vier Wochen zuriickbilden. In der ersten Versuchsreihe dieser Arbeit (4.1.1) hatte bereits
an Versuchstag 28 kaum noch fibrotisches Gewebe in den Lungen der Bleomycin-behan-
delten Mé&use nachgewiesen werden kénnen, wihrend an Versuchstag 21 eine manifeste
Lungenfibrose zu beobachten gewesen war (4.1.1). Diese Entwicklung spiegelte sich auch
in den lungenfunktionellen Parametern wider (4.1). Unter Beriicksichtigung dieser Tat-
sachen lag in der CARM1 Versuchsreihe der Fokus auf den Versuchstagen 21 und 28.
Im Folgenden sollen die Ergebnisse aus Histologie und Lungenfunktion der Wildtyp vs.
CARM11/~ Versuchsreihe dargestellt werden.

4.3.1 Western Blot

Zu Beginn des Experimentes wurde die Proteinmenge von CARM1 bei Wildtyp und
CARM11/~-Miusen bestimmt. Als Ladekontrolle diente S-actin .

Wie an Abbildung 4.10 erkennbar, konnte nachgewiesen werden, dass die CARM1+/~-
Méuse deutlich geringere Proteinmengen CARMI1 zeigten, als die Wildtyp-Tiere. Die
Synthese von CARM1 war folglich bei den heterozygoten-Tieren signifikant herunterre-
guliert.

CARM1

WT PBS CARM1+/- PBS
O] WTPBS

6 P [ carmt*"PBS

o WEEEEL

CARM1/B actin
N S

B-Actin —>-........- ;
(4) (B)

ABBILDUNG 4.10: Western Blot von Wildtyp- im Vergleich zu CARM1*/~-Miusen. (A)
Proteinbanden von CARMI1 und S-actin (B) Proteinmenge von CARMI im Verhéltnis
zu B-actin. Auswertung mittels Mann Whitney Test; ** p <0,01;
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4.3.2 Histologie

Ahnlich zu den Ergebnissen aus 4.1.1 entwickelten die Miuse 21 Tage nach Bleomycin-
Applikation histologisch eine dichte Lungenfibrose. Der Grad der Fibrosierung imponier-
te bei den CARM11/~-Msusen im Vergleich zu den Wildtyp-Méusen tendenziell stiirker.
Allerdings waren bei einigen der Wildtyp-M&use keinerlei fibrotischen Verdnderungen zu
beobachten.

An Versuchstag 28 zeigten sich bei den Wildtyp-Tieren, dhnlich wie in der ersten Ver-
suchsreihe dieser Arbeit, insgesamt eine Auflosung der fibrotischen Verénderungen, je-
doch wiesen einige der CARM17/~ Miuse auch an diesem Versuchstag noch eine aus-
gepragte Fibrose auf. Einen Eindruck iiber die histologischen Verdnderungen verschafft

Abbildung 4.11.
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(A) C57Bl/6 Tag 21 (B) Carm1*/~ Tag 21

e T ——
&

P

e S
(c) C57B1/6 Tag 28 (D) Carm1t/- Tag 28

ABBILDUNG 4.11: Histologie Wildtyp (C57B1/6) (A+C) und CARM1+/- (B+D) 21
und 28 Tage nach Bleomycin-Instillation

Quantitative Stereologie

Die quantitative stereologische Untersuchung der histologischen Schnittbilder mittels
newCAST erfolgte identisch wie in der ersten Versuchsreihe dieser Arbeit (3.3.3).
Abbildung 4.12 zeigt die Ergebnisse der newCAST-Analyse von Tag 21 und 28. Es ist
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erkennbar, dass der Kollagenanteil bei den CARMI1%/~-Tieren nach Bleomycin-Instil-
lation jeweils hoher war, als bei den Wildtyp-Tieren. Ein deutlicher Unterschied mit

statistischer Signifikanz zwischen diesen beiden Gruppen bestand jedoch nur an Tag 28.
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ABBILDUNG 4.12: Quantitative stereologische Untersuchung (newCAST'). Anteil kolla-
gener Alveolarsepten in Relation zum Gesamtalveolargewebe. Auswertung mittels two-
way ANOVA Test, ns (nicht signifikant) p >0,05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001

4.3.3 Lungenfunktion

Ferner wurden in dieser Versuchsreihe einmalige Lungenfunktionsmessungen an Tag 21
und 28 nach Instillation durchgefiihrt.

Nachdem in der Lufu-Versuchsreihe (4.1) zwischen dem histologischen Ausmaf} der Bleo-
mycin-induzierten Lungenfibrose und insbesondere den Funktionsparametern Complian-
ce (C) und Inspiratory Capacity (IC) eine Korrelation bestanden hatte, wurden speziell
diese beiden Parameter auch hier zur Beurteilung herangezogen. Abbildung 4.13 ldsst
erkennen, dass an Versuchstag 21 Compliance und Inspiratory Capacity der Bleomy-
cin-behandelten Wildtyp-Méuse im Vergleich zur PBS-Gruppe deutlich vermindert wa-
ren, wie es auch schon in der Lufu-Versuchsreihe zu beobachten gewesen war. Bei den
CARM11/~-M:usen war dieser Unterschied weniger deutlich. Allerdings schien zwischen
den Wildtyp und CARM11/~-Miusen hier ein grundsitzlicher Unterschied der Lungen-
funktion zu bestehen. Sowohl die PBS- als auch die Bleomycin-behandelte CARM1+/~-
Méuse zeigten tendenziell hohere Werte fiir Compliance und Inspiratory Capacity als
die Wildtyp-Méause.

Dieser Unterschied trat umso deutlicher an Versuchstag 28 hervor. Obgleich histolo-

gisch eine Differenz des Fibrosegrades zwischen Bleomycin-behandelten Wildtyp- und
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ABBILDUNG 4.13: Compliance (A) und Inspiratory Capacity (B) bei Wildtyp und

CARMI1*/~-Miusen 21 Tage nach Bleomycin- bzw. PBS-Instillation. Auswertung mit-

tels two-way ANOVA Test; ns (nicht signifikant) p >0,05; * p <0,05; ** p <0,01; ***
p <0,001

CARM1*/~-Musen sichtbar war (siche Abbildung 4.12), stellten sich lungenfunktio-
nell hier augenscheinlich keine relevanten Abweichungen dar. Betrachtet man jedoch
die PBS-behandelten M#use, so fillt eine signifikante Differenz der Compliance und
Inspiratory Capacity zwischen den Wildtyp- und CARM1t/~-Mzusen auf. Es miissen

folglich unterschiedliche Ausgangswerte der Lungenfunktion angenommen werden. Um
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ABBILDUNG 4.14: Compliance (A) und Inspiratory Capacity (B) bei Wildtyp und

Carm1*/~ Miusen 28 Tage nach Bleomycin- bzw. PBS-Instillation. Auswertung mittels

two-way ANOVA Test; ns (nicht signifikant) p >0,05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001

die Relationen zu korrigieren, ist es in diesem Falle sinnvoll, die Ergebnisse der Lun-
genfunktionsmessung jeweils auf die der PBS-behandelten Tiere desselben Genotyps zu
normalisieren. Konkret wurden zu diesem Zweck die Ergebnisse der Lungenfunktion

(Parameter, = P,) von Wildtyp- und CARM11/~-Miusen durch den Mittelwert des
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entsprechenden Parameters der PBS-behandelten Mause (=P, MWppgs) des jeweils sel-
ben Genotyps (=G) geteilt (norm.Parameter,vonG, = %). Abbildung 4.15
zeigt die normalisierten Daten der Messwerte von Compliance und Inspiratory Capacity

beider Versuchstage.
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ABBILDUNG 4.15: Auf PBS normalisierte Werte von Compliance und Inspiratory Ca-

pacity bei Wildtyp und CARM1+/~-Miusen 21 und 28 Tage nach Bleomycin- bzw.

PBS-Instillation. Auswertung mittels two-way ANOVA Test; ns (nicht signifikant) p
>0,05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001

Tatsédchlich liel sich nun insbesondere an Versuchstag 28 eine, in Relation zu den Mess-
werten der PBS-Tiere, signifikante Minderung von Compliance (p<0.01) und Inspiratory
Capacity (p<0.001) der CARM1*/~-Miuse gegeniiber den Wildtyp-Miusen erkennen.
Diese Beobachtung ist vor allem in Hinblick auf die Ergebnisse aus Histologie und stereo-
logischer Untersuchung nachvollziehbar. Offenbar weisen die CARM1t/~-Miuse einen

prolongierten Krankheitsverlauf nach Bleomycin-Instillation auf.
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Diskussion

Bei der idiopathischen Lungenfibrose (IPF) handelt es sich um eine schwere Erkrankung,
mit oftmals dramatischem Verlauf. Weder die Athiologie noch die Pathogenese der IPF
konnten bis zum heutigen Tag befriedigend geklirt werden.

Das Modell der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose bei Méusen, wird vielfach zur Er-
forschung der Pathomechanismen der IPF herangezogen und weist einige Ahnlichkeiten
mit den Charakteristika der Erkrankung beim Menschen auf, sodass es aktuell als das
relevanteste Krankheitsmodell gilt (vergleiche Reviews von Moore [85] und Moeller [84]).
Eine Schwiiche des Modelles in der aktuellen Anwendungspraxis besteht jedoch darin,
dass eine Verlaufsbeobachtung der Krankheitsentwicklung unter funktionell, physiologi-
schen Gesichtspunkten kaum moglich ist.

Hat die Lungenfunktionsmessung beim Menschen schon lange einen erheblichen Stel-
lenwert, um den Krankheitsverlauf der IPF zu quantifizieren und Aussagen iiber die
Uberlebensprognose zu treffen (siche 1.4), so wird sie im Bleomycin-Modell erst seit ei-
nigen Jahren angewendet. Die Anwendung beschriankte sich dabei allerdings bisher auf
einmalige Messungen, die zwar ein gewisses Mafl an Informationszugewinn bedeuten,
jedoch stets nur Momentaufnahmen liefern kénnen. Der wertvollste Aspekt der Lungen-
funktionsmessung, die Beobachtung der Dynamik relevanter Parameter im Zeitverlauf,
bleibt dabei unberiicksichtigt.

In der vorliegenden Arbeit wird, unseres Wissens nach erstmals, die repetitive Lungen-
funktionsmessung durch Intubation, als praktikables Werkzeug zum Krankheitsmonito-

ring der Lungenfibrose bei Mausen, im Rahmen des Bleomycin-Modelles vorgestellt.

65
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Um die Daten der repetitiven Lungenfunktionsmessungen mit dem histologischen Ver-
lauf der Bleomycin-induzierten Fibrose korrelieren zu kénnen, wurden parallel zwei Ver-
suchsgruppen beobachtet. Alle M#use erhielten zu Beginn des Versuches 5U/Kg/KG
Bleomycin, bzw. eine dquivalente Dosis Kochsalzlosung (PBS=Phosphate buffered Sa-
line) intratracheal instilliert. Bei den Mé#usen der single-Lufu-Gruppe wurde an den
einzelnen Versuchstagen (Tag sieben, 14, 21, 28 und 56 nach Instillation) nun einmalig
die Lungenfunktion mittels FlexiVent gemessen, eine BAL durchgefiihrt und die Lun-
ge anschliefend zur histologischen Aufbereitung und RNA-Extraktion entnommen. Die
Méuse der repetetive-Lufu-Gruppe hingegen, wurden an jedem der Versuchstage einer
Lungenfunktionsmessung unterzogen und erst am letzten Versuchstag, zum Zweck der
BAL-Gewinnung und Lungenentnahme, getotet.

Es zeigte sich, dass eine ausgeprigte Korrelation zwischen den Ergebnissen der einmali-
gen Lungenfunktionsmessungen und dem histologisch sichtbaren Ausmafl der Lungenfi-
brose besteht. Mit zunehmender Fibrosierung des Lungenparenchymes lief3 sich auch eine
zunehmende Verschlechterung der Lungenfunktion, gegeniiber den gesunden Kontrolltie-
ren feststellen. Diese dufierte sich in einer Abnahme der Lungendehnbarkeit (Complian-
ce=C), einer Zunahme des Stromungwiderstandes der kleinen Atemwege (Resistance=R)
und einer Reduzierung der Inspiratorischen Kapazitit (Inspiratory Capacity=IC). Zu-
sammengenommen spiegeln diese Ergebnisse die Charakteristika einer restriktiven Ven-
tilationsstorung wider, obgleich zu deren Diagnose beim Menschen héufiger die Vitalka-
pazitit (VC) und die FEV; herangezogen werden [103].

Einzig der Stromungswiderstand der zentralen Atemwege (Newtonian Resistance=Rn)
wies einen schwankenden Verlauf ohne eindeutig erkennbaren Trend auf. Dieser Umstand
lésst sich insofern erkléren, als dass die zentralen Atemwege von fibrotischen Verénderun-
gen praktisch nicht betroffen sind. Eine Erhéhung des Stromungwiderstandes in diesem
Lungenkompartiment ist, zumindest beim Menschen, eher charakteristisch fiir obstruk-
tive Ventilationsstorungen wie COPD oder Asthma [121]. Unter Beriicksichtigung dieser
Tatsache waren erhebliche Differenzen von Rn zwischen PBS- und Bleomycin-Tieren
nicht zu erwarten.

Besonders deutlich trat der Zusammenhang zwischen Fibrose und Lungenfunktion zuta-
ge, wenn man die Ergebnisse der stereologischen Untersuchung denen der Lungenfunkti-
onsmessung der einzelnen Méuse direkt gegeniiberstellte. Da alle M&use dieses Versuches
eine individuelle Identifikationsnummer erhalten hatten, liefen sich im Nachhinein sdmt-

liche Untersuchungsergebnisse der jeweiligen Versuchsmaus zuordnen. Exemplarisch ist
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Kollagenanteil Tag 14

Compliance (C)

Resistance (R) Inspiratory Capacity (IC)

cmH20.s/mL

ABBILDUNG 5.1

in Abbildung 5.1 der stereologisch ermittelte Kollagenanteil von sieben M&ausen, die an
Versuchstag 14 untersucht wurden, den Ergebnissen der Compliance, Resistance und
Inspiratory Capacity derselben Miuse, desselben Versuchstages gegeniibergestellt. An
der Abbildung lésst sich erkennen, dass Bleo Maus 2 den hochsten Kollagenanteil auf-
wies. Mutmaflich handelte es sich um die Maus mit der am stéirksten ausgeprigten
Lungenfibrose. Passend dazu waren die Werte der Lungenfunktion bei dieser Maus, im
Vergleich zum Kontrolltier (PBS Maus 1), am extremsten verédndert. Ganz &hnlich zu ei-
ner restriktiven Ventilationsstérung beim Menschen, waren hier die Compliance (C) und
die inspiratorische Kapazitit (IC) stark erniedrigt, wihrend die Resistance (R) deutlich
erhoht war.

Bei den {iibrigen, abgebildeten Méusen, zeigte sich eine dhnliche Korrelation zwischen
Kollagenanteil und Lungenfunktionsparametern, wobei kein linearer Zusammenhang be-
stand. Betrachtet man z.B. Bleo Maus 1 und 3, so fillt auf, dass bei Maus 3 ein héherer
Kollagenanteil festgestellt wurde als bei Maus 1, die Ergebnisse der Lungenfunktion bei

Maus 3 jedoch weniger stark verdndert waren.
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Eine einfache Erklarung wire, dass sich die Mause in ihrer Gréfle und korperlichen Kon-
stitution unterschieden, was sich erfahrungsgeméif erheblich auf die Ergebnisse physiolo-
gischer Messungen der Lunge auswirken kann [98]. Hier kénnte dieser Faktor tatséchlich
eine Rolle gespielt haben. Maus 1 wog am Tag der Bleomycin-Instillation 19,8 g, Maus 3
wog 22,0 g. Beide Méuse verloren infolge der Bleomycin-Instillation und damit verbun-
denen Krankheitsentwicklung stark an Gewicht, sodass sie an Versuchstag 14 nur noch
14,1 g (Maus 1) bzw. 14,3 g (Maus 3) wogen. Das hohere Ausgangsgewicht von Maus
3 konnte fiir ein initial kraftigeres Tier sprechen, dessen Lungenfunktion entsprechend
hohere Ausgangswerte gehabt hatte.

Unabhéngig von solchen naturgeméfien Schwankungen, ist unbestreitbar ein signifikan-
ter Zusammenhang zwischen dem Ausmaf} der Lungenfibrose und den Ergebnissen der
Lungenfunktionsmessung erkennbar. Ahnliche Trends hatten sich bereits in fritheren
Veroffentlichungen abgezeichnet, bei denen die Lungenfunktionsmessung allerdings mit-
tels Tracheotomie durchgefiihrt worden waren. So konnten Vanoirbeek et al. in ihrer
Arbeit von 2010 zeigen, dass die invasive, im Gegensatz zur non-invasiven Lungenfunk-
tionsmessung, dazu in der Lage ist, relevante funktionell Unterschiede zwischen gesunden
Kontrolltieren und solchen mit Asthma oder Fibrose innerhalb entsprechender Krank-
heitsmodelle zu detektieren [124]. Manali et al. schlielich betrachteten das Bleomycin-
Modell im Speziellen und zeigten hier anhand von Lungenfunktionsmessungen mittels
FlexiVent zu verschiedenen Zeitpunkten, einen signifikanten Zusammenhang zwischen
Fibrosegrad und Anderung insbesondere der Elastance (H)[79]. Interessant fiir weitere
zukiinftige Ansétze wére auch die Ergdnzung der repetitiven Lungenfunktionsmessun-
gen um sogenannte forced expiration (FE) Messungen, deren populérster und wichtigster
Vertreter in der Humanmedizin die FEV; ist. So konnten Devos et al. in einer jiingeren
Arbeit von 2017 demonstrieren, dass die Ergebnisse von FE Messungen in Maus-Mo-
dellen verschiedener Lungenkrankheiten (u.a. Asthma und Lungenfibrose) vergleichbar
waren mit der Dynamik der Krankheitsentwicklung beim Menschen [28].

Aufgrund der in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnisse kann davon ausgegangen
werden, dass eine Verschlechterung der mittels Intubation gemessenen Lungenfunktion,
im Sinne der oben beschriebenen Verdnderungen (C, R, IC), ein zuverlissiger Indika-
tor fiir die Schwere der Lungenfibrose im Bleomycin-Modell ist. Es sollte demzufolge
moglich sein, durch wiederholte Messungen iiber einen lidngeren Zeitraum hinweg, den
Krankheitsverlauf der Bleomycin-induzierten Fibrose an den Lungenfunktionsdaten der

einzelnen Tiere abzulesen. Die Ergebnisse der Messungen in der repetitive-Lufu-Gruppe
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(siehe 4.1.2.2) bestétigen diese Annahme.

Mit einem &hnlichen Trend wie in der single-Lufu-Gruppe, war bei den Bleomycin-be-
handelten Tieren nach repetitiven Messungen eine Verschlechterung der Lungenfunktion
bis Versuchstag 21, gefolgt von einer Erholung ab Tag 28 zu erkennen. Die deutlichs-
ten Unterschiede zwischen PBS- und Bleomycin-Tieren lielen sich ab Tag sieben nach
Instillation, an der Lungendehnbarkeit (C) und der Inspiratorischen Kapazitéit (IC) ab-
lesen. Die Verdnderungen sprachen wiederum fiir eine restriktive Ventilationsstorung
und wiesen damit die Charakteristika der Lungenfibrose auf. Die Ergebnisse der Lun-
genfunktion von single- und repetitive-Lufu-Gruppe zeigten insgesamt folglich sehr &hn-
liche Trends, gleichzeitig fielen jedoch in einigen Aspekten Unterschiede auf. In beiden
Gruppen war eine Abnahme von Lungendehnbarkeit (C) und Inspiratorischer Kapazitiit
(IC), bei gleichzeitiger Zunahme des Stromungswiderstandes der kleinen Atemwege (R)
zu beobachten. In der single-Lufu-Gruppe waren jedoch zum Einen extremere Ausschlige
der Messwerte sichtbar, zum Anderen fanden sich die deutlichsten Unterschied zwischen
PBS- und Bleomycin-Mé#usen an den Tagen 14 bzw. 21. In der repetitive-Lufu-Grup-
pe dagegen zeigten sich die grofften funktionellen Differenzen an den Tagen sieben und
14. Zudem stellte sich der Verlauf der Messwerte wesentlich homogener mit geringeren
Standardabweichungen und weniger extremen Ausschligen dar. Die Tiere der repetiti-
ve-Lufu-Gruppe schienen insgesamt weniger dramatische Funktionseinbuflen gehabt und
sich rascher von den Folgen der Bleomycin-Instillation erholt zu haben. In diesem Zu-
sammenhang wire zu diskutieren, ob die wiederholten Lungenfunktionsmessungen als
solches einen protektiven Einfluss in Bezug auf die Bleomycin-induzierte Fibrose haben.
Der homogenere Kurvenverlauf der Messwerte in der repetitive-Lufu-Gruppe erklért
sich dadurch, dass iiber den gesamten Versuchszeitraum von 56 Tagen dieselben Tiere
beobachtet wurden, wihrend sich die Ergebnisse in der single-Lufu-Gruppe an jedem
Versuchstag aus Messungen an verschiedenen Mausen zusammensetzen.
Erstaunlicherweise ergab die statistische Auswertung in der repetitive-Lufu-Gruppe si-
gnifikante Unterschiede zwischen PBS- und Bleomycin-behandelten Mausen, nicht nur an
den Versuchstagen sieben bis 21, sondern zusétzlich auch an Tag 28 und 56. Die Verlaufs-
kurve der Messergebnisse zeigt zwar jeweils ab Tag 28 eine Riickkehr der Messwerte auf
Ausgangsniveau bzw. dariiber hinaus an, im Vergleich zu den PBS-behandelten M&usen
bestand jedoch weiterhin eine signifikante Einschréankung der Lungenfunktion. Betrach-
tet man allein die Messergebnisse der PBS-behandelten M&use, so fillt auf, dass iiber den

Verlauf der 56 Versuchstage hinweg, ein stetiger, wenn auch geringer, Anstieg von C und
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IC bzw. ein Abfall von R zu verzeichnen war. Einen &hnlichen Effekt beschrieben auch
De Vleeschauwer und Rinaldi in ihrer Arbeit von 2011 [2] und brachten ihn am ehesten
mit dem Wachstum der M&use in Verbindung. Denkbar wére auch, dass die mechani-
schen Eigenschaften der Lungen durch die wiederholten Messungen beeinflusst wurden
und die beobachteten Anderungen bei den PBS-Tieren der repetitive-Lufu-Gruppe da-
her rithren. Diese Hypothese kann jedoch verworfen werden, wenn man im Vergleich die
Messkurven der PBS-Méuse aus der single-Lufu-Gruppe betrachtet. Obwohl sich diese
Messkurven aus den Ergebnissen verschiedener Méuse zusammensetzen, die jeweils nur
eine Lungenfunktionsmessung erhielten, sind sie anndhernd identisch mit denen der re-
petitive-Lufu-Gruppe. Am wahrscheinlichsten sind die Verdnderungen daher tatséchlich
auf das Wachstum der Mé#use zuriickzufiithren. Dieser Umstand unterstreicht die Not-
wendigkeit, bei Versuchsaufbauten mit einzelnen Lungenfunktionsmessungen, moglichst
gleichaltrige und gleich schwere M#use zu untersuchen. Gerade bei jungen Tieren fithren
wenige Wochen Alters- und Gewichtsunterschied zu deutlich unterschiedlichen, physio-
logischen Ergebnissen [98]. Obgleich die Versuchsbedingungen bei experimentellen Ar-
beiten grundsitzlich stets moglichst konstant gehalten werden sollten um Fehlerquellen
zu minimieren, bietet der Ansatz mit repetitiven Lungenfunktionsmessungen hier Vor-
teile, da es spéater moglich ist, simtliche Messungen auf den individuellen Ausgangswert
der jeweiligen Maus zu beziehen und so Aussagen iiber wahre Funktionsinderungen zu
treffen. Konstitutionsbedingte Messunterschiede lassen sich herausrechnen, indem nicht
die absoluten Messwerte betrachtet werden, sondern die Relationen zum Ausgangswert.
Die Tatsache, dass in der repetitive-Lufu-Gruppe signifikante Unterschiede der Lungen-
funktion (C, IC, R) zwischen den PBS- und Bleomycin-Tieren auch an Versuchstag 28
und dariiber hinaus bestanden, irritiert zunéchst. Offensichtlich erholte sich die Lungen-
funktion der Bleomycin-behandelten M#use zwar, in Relation zu den Ausgangswerten, im
Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren blieb jedoch ein funktionelles Defizit bestehen.
Dieses Defizit hatte in der histologischen Untersuchung kein Korrelat. Der stereologisch
bestimmte Anteil des Kollagens zeigte an Versuchstag 56 keinen relevanten Unterschied.
Der durch Bleomycin verursachte Lungenschaden scheint jedoch einen langwierigen Ef-
fekt auf die Lungenfunktion der M&use zu haben, der auch fortbesteht, nachdem histolo-
gisch bereits keine Unterschiede mehr zwischen behandelten und unbehandelten M&usen
erkennbar sind. In diesem Zusammenhang wére interessant, ob die funktionellen Unter-
schiede zwischen Bleomycin- und PBS-behandelten Mausen auch iiber langere Zeitriume

hinweg bestehen, oder ob sich nach einiger Zeit eine ’echte’ Erholung einstellt. Sollte
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sich in zukiinftigen Studien herausstellen, dass Bleomycin tatséchlich eine anhaltende
Beeintrichtigung der Lungenfunktion im Maus-Modell bewirkt, so miiesste man die-
sen Faktor bei therapeutischen Studien entsprechend beriicksichtigen. Bei histologischer
Abwesenheit von Fibrose koénnte nicht automatisch auf eine Ausheliung der Bleomy-
cin-induzierten Lungenschiden geschlossen werden. Vielmehr zeigt sich auch hier die
Notwendigkeit der Beriicksichtigung verschiedener Messinstrumente, um ein mdoglichst

umfassendes Bild des Krankheitsverlaufes nach Bleomycin-Instillation zu erhalten.

Um die Verdnderungen im Verlauf der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose nicht nur
unter funktionellen und histologischen Aspekten, sondern auch auf molekulargenetischer
Ebene quantifizieren zu kénnen, wurde in dieser Arbeit die Expression verschiedener Ge-
ne mittels gPCR untersucht. Im Fokus stand dabei die Enzymklasse der Protein Arginin
Methyltransferasen (PRMTs), da sie eine noch relativ neue Entitdt unter den Enzymen
der posttranslationalen Modifikation darstellt, die jedoch in eine Vielzahl zelluldrer Pro-
zesse involviert ist. Im Zusammenhang mit Erkrankungen der Lunge, mehren sich die
Hinweise darauf, dass PRMTs eine wichtige Rolle in deren Pathogenese spielen kénnten
[136].

Neben den PRMTs wurde, gewissermaflen als Positivkontrolle, die Expression von Kolla-
gen 1 (Colla) und Plasmin activator inhibitor 1 (PAI-1) gemessen. Erwartungsgemif war
bei den Bleomycin-behandelten M&usen eine signifikante Heraufregulierung der Colla
Expression an den Versuchstagen 14 und 21 zu beobachten, die eng mit dem stereo-
logisch ermittelten Kollagengehalt korrelierte. PAI-1 dagegen, das inzwischen als an-
tifibrotisches Protein gilt [80], zeigte an Versuchstag sieben zuniichst eine signifikante
Hochregulierung der Expression bei den Bleomycin-behandelten Méusen, wihrend an
Versuchstag 21 ein genau gegenteiliges Bild zu beobachten war. Demzufolge wird in der
inflammatorischen Phase der Bleomycin-induzierten Fibrose offenbar PAI-1 ins Lungen-
gewebe rekrutiert, dessen Expression sich jedoch mit fortschreitender Fibrose reduziert.
Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um S. Shetty
[15][80], dessen Mitarbeiter in fibrotischen Lungenfibroblasten, sowohl von Mé&usen als
auch von Menschen, eine Suppression von PAI-1, bei gleichzeitiger Erhohung der Ex-

pression von Colla und Urokinase Plasmin Activator (uPA) nachweisen konnten.
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Die Gen-Expression der PRMTs in der single-Lufu-Gruppe lieferte derweil ein gemisch-
tes Bild. Als gemeinsames Charakteristikum fiel auf, dass im Vergleich zu den PBS-be-
handelten M#&usen sieben Tage nach Bleomycin-Instillation eine Herunterregulierung der
Expression bei fast allen PRMTs stattfand. Einzig PRMT1 und 7 zeigten an diesem Ver-
suchstag keine wesentliche Verinderung. Damit scheint in der inflammatorischen Phase
der Bleomycin-induzierten Fibrose eine Suppression der PRMTs 2, 3,PRMT4/CARMI,
5, 6, und 8 vonstatten zu gehen. Nachdem O’Brien et al. eine Hyperproliferation al-
veoldrer Epithelzellen vom Typ II (ATII Zellen) bei CARM1 defizienten M#usen festge-
stellt hatten [89], ist die supprimierte Expression von CARM1 in diesem Zusammenhang
besonders interessant, da ATII Zellen wiederum eine zentrale Rolle in der Pathogene-
se der IPF einnehmen [108]. Die Abwesenheit von CARM1 scheint die Frithphase der
Entstehung einer Bleomycin-induzierten Lungenfibrose zu begiinstigen, wihrend im Sta-
dium der manifesten Fibrose zwar noch eine leichte jedoch statistisch nicht signifikante
Minderexpression von CARM1 bei Bleomycin- im Vergleich zu PBS-behandelten Tie-
ren festzustellen war. Bemerkenswert ist hingegen die signifikante Herrunterregulierung
der Expression des CARM1-Gens an Tag 56 bei den Bleomycin-behandelten Mausen, zu
einem Zeitpunkt als histologisch bereits keine Fibrose mehr nachzuweisen war. Zu disku-
tieren wére hier, ob Bleomycin nachhaltige Verdinderungen am Lungengewebe bewirkt.
Finerseits auf physiologischer Ebene, wie zuvor bei der Lungenfunktion beobachtet, und
andererseits hinsichtlich molekulargenetischer Prozesse wie der Expression von CARM1.
CARMI1 fungiert als Coaktivator diverser Transkriptionsfaktoren [20] [27] [31] [55] und
scheint eine wichtige Rolle sowohl bei der Proliferation und Differenzierung alveolérer
Epithelzellen vom Typ II (ATII Zellen) zu spielen [89], als auch bei verschiedenen Signal-
wegen die bisher mit fibrotischen Lungenerkrankungen und speziell der IPF assoziiert
werden konnten (Wnt/S-catenin, siehe 1.5.2) [86] [23] [91]. Den Ergebnissen von Sarker
et al zufolge, ist CARMI1 auflerdem von zentraler Bedeutung fiir die Zellalterung, indem
es u.a. das anti-Zellalterungs-Gen SIRT1 stabilisiert. In Ihrer Arbeit von 2015 konn-
te eine signifikante Herunterregulierung der SIRT1 Expression in ATII Zellen CARM1
defizienter Mause festgestellt werden. Zusétzlich fiihrtes die Abwesenheit von CARM1
sowohl zu einer gestorten Wundheilung von ATII Zellen als auch zu Beeintrichtigungen
der Transdifferenzierung von ATII zu ATI Zellen [107]. CARMI1 ist daher offensichtlich
sowohl fiir die Entwicklung und Differenzierung alveoldrer Epithelzellen von Bedeutung,
als auch fiir den Schutz vor Zellalterung. Beides ist von zentraler Beudeutung fiir die

Pathogenese der IPF. Die Vermutung, CARM1 selbst konne in die Pathogenese der
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IPF involviert sein, liegt daher nahe. In der zweiten Versuchsreihe dieser Arbeit wur-
de deshalb die Rolle von CARM1 bei der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose ndher
untersucht. Zu diesem Zweck wurde die Fibroseentwicklung parallel bei C57B1/6 Wild-
typ und bei CARM1"/~-Miusen beobachtet. Im Fokus stand dabei die Fragestellung,
ob Unterschiede in der Ausprigung der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose zwischen
Wildtyp- und CARM11/~-Tieren bestehen wiirden und ob auch bei den CARM1t/~-
Mausen eine Auflésung der fibrotischen Verdnderungen ab Tag 28 einsetzen wiirde. Be-
trachtet wurden selektiv die Tage 21 und 28 nach Bleomycin- bzw. PBS-Instillation.
Tatsichlich traten erste Unterschiede zwischen Wildtyp und CARM1/~-Msusen be-
reits im Rahmen der Vorversuche zutage. Wéhrend die Dosis von 5 U Bleomycin pro
Kg Korpergewicht bei den Wildtyp-M&usen eine zuverldssige Fibrosebildung bei ver-
nachlissigbar geringer Ausfallrate (durch vorzeitigen Tod der M#use) bewirkte, starben
bei derselben Bleomycin-Dosierung annihernd 50% der CARM1%/~-Tiere vorzeitig (Da-
ten nicht abgebildet). Die Knockout-M&use reagierten offenbar heftiger auf das Bleomy-
cin. Erst nach Anpassung der Dosierung auf 3U/Kg/KG, sank die Ausfallrate auf ein
akzeptables Mafl ab.

In der eigentlichen Versuchsreihe entwickelten sowohl CARM17/~- als auch Wildtyp-
Méuse an Versuchstag 21 nach Bleomycin-Instillation eine deutliche Lungenfibrose. Si-
gnifikante Unterschiede, des histologisch ermittelten Kollagengehaltes zwischen Wildtyp
und CARM1%/~, waren in der statistischen Auswertung an diesem Tag nicht zu de-
tektieren. Ein signifikanter Unterschied konnte hingegen an Versuchstag 28 festgestellt
werden. Wiahrend bei den Wildtyp-Tieren histologisch eine Riickbildung der Bleomy-
cin-induzierten Lungenfibrose zu beobachten war, vergesellschaftet mit einem Absinken
des Kollagenanteils, wiesen einige der CARM11/~-Tiere noch immer ausgedehnte Fi-
broseareale und einen hohen Kollagenanteil auf. Der Prozess der Genesung des Lungen-
gewebes war bei den CARM11/~-Tieren offenbar verzdgert. Ein &hnliches Bild bot sich
bei der Auswertung der Lungenfunktionsmessungen. Wahrend sich an Versuchstag 21
die gemessenen Parameter der Bleomycin-behandelten Wildtyp- und CARM11/~-Miuse
nicht wesentlich voneinander unterschieden, wohl aber von denen der PBS-behandelten
Kontrolltiere, zeigten C und IC bei den CARM1T/~-Msusen an Tag 28 signifikant ver-
ringerte Werte im Gegensatz zu den Wildtyp-Tieren. Die Lungenfunktion der Wildtyp-
Mause hatte sich, wie schon in der ersten Versuchsreihe dieser Arbeit, vier Wochen nach
Bleomycin-Instillation erholt und den Ausgangswerten angenihert. Die Lungenfunktion

der CARM1-defizienten M&use hingegen, war nach derselben Zeit noch immer signifikant
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verschlechtert. Die Ergebnisse aus Histologie und Lungenfunktion zusammengenommen,
ist daher die Uberlegung zuléssig, dass die geringere Expression von CARM1 hier zu einer
verzogerten Auflésung der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose fiihrte. Aus diesen Be-
obachtungen ergibt sich die Hypothese, dass CARM1 regulatorisch sowohl in die Entste-
hung als auch in die Auflésung der Bleomycin-induzierten Fibrose eingreift. Ausgehend
von dieser Uberlegung wiire von groBem Interesse, welche Veréinderungen sich in den
Lungen der CARM1*/~-Miiuse in der frithen, inflammatorischen Phase der Bleomycin-
induzierten Fibrose abspielen. Nachdem sieben Tage nach Bleomycin-Instillation in der
qRT-PCR bereits bei den Wildtyp-Tieren eine Herunterregulierung der Gen- Expression
von CARMI zu beobachten war (siehe 4.2), wiire bei den CARM1*/~-M:usen mit ohne-
hin niedrigerem CARM1 Level eine ausgeprigtere Entziindungsreaktion denkbar, gefolgt
von einer prolongierten, fibrotischen Phase. In diesem Zusammenhang wire auch das Zu-
sammenspiel mit dem NF-xB- und dem Wnt/S-Catenin-Signalweg hochinteressant. NF-
kB gilt als einer der Transkriptionsfaktoren, die durch CARMI coaktiviert werden [27]
[46] [55] und ist tiberdies wichtig fiir die Regulierung von Genen die in Entziindungen
und das Zelliiberleben involviert sind [39]. Eine dysregulierte Entziindungsreaktion in
Abwesenheit von CARM1 im Rahmen des Modelles der Bleomycin-induzierten Fibro-
se ist daher durchaus vorstellbar. Li et al. wiesen 2014 aulerdem eine Regulierung des
Wnt/§-Catenin-Signalweges durch NF-xB iiber den Transforming growth Faktor be-
ta (TGFp) in Lungenfibrosblasten nach [74]. Wnt/g-Catenin und TGF-f gelten schon
langer als profibrotische Faktoren, die gehduft in fibroblastischen Foci von IPF Patienten
vorkommen [61] [23] [86]. CARM1 wirkt also zum Einen indirekt iiber NF-xB und TGF-
B auf den Wnt/S-Catenin-Signalweg und kann zum Anderen, den Ergebnissen von Ou
et al. zufolge, zumindest in Zellen kolorektaler Tumore, auch direkt coaktivierend auf
die B-Catenin Aktivitét wirken [91]. CARMI1 kommt insofern als upstream-Regulator
fibrotischer Prozesse in frage, wofiir auch die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen.

Die Forschungsergebnisse jiingerer Zeit lassen dariiber hinaus annehmen, dass CARM1
iiber die CARMI1-SIRT1-Achse der Zellalterung entgegenwirkt und insbesondere der
Zellalterung von ATII Zellen, wiahrend die Abwesenheit von CARM1 zu einer gestorten
Wundheilung von ATII Zellen fiihrt, indem die vom Wnt//3-Catenin abhéingige Trans-
differenzierung von ATII zu ATI Zellen beeintrichtigt wird [106]. Die Beobachtung der
vorliegenden Arbeit, dass sich das Lungengewebe von CARMI1T/~-Méusen langsamer
von der Bleomycin-induzierten Fibrose erholt, lédsst sich mit diesen Ergebnissen gut ver-

einbaren, da alveolédre Epithelzellen von zentraler Bedeutung fiir die Fibrosebildung sind,
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sowohl bei der IPF als auch der Bleomycin-induzierten Fibrose [108]. Daraus lisst sich
die Hypothese ableiten, dass CARM1 tatséchlich ein upstream-Regulator der pulmona-
len Fibrosebildung ist.

Fiir kiinftige Studien wire zunéichst von Interesse, ob die Auflésung der Bleomycin-indu-
zierten Fibrose durch CARM1 Mangel lediglich verzogert oder die Abheilung grundsétz-
lich gestort wird. Denkbar sind Versuchsansitze mit Beobachtung der pulmonalen Fi-
broseentwicklung von M&usen mit selektivem Knockout des CARM1-Gens in alveolédren
Epithelzellen, um gezielt die Wirkung von CARM1 im Lungengewebe zu untersuchen
und das Problem zu umgehen, dass Méause mit einem kompletten CARM1-Knockout
kurz nach der Geburt versterben [62]. Im Zuge dessen konnten auch die Interaktionen
von CARM1 mit NF-xB und Wnt/S-Catenin néher untersucht werden. CARM1 stellt
damit ein hochinteressantes Ziel therapeutischer Uberlegungen hinsichtlich der pulmo-

nalen Fibrosebildung dar.[28]






Kapitel 6

Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die repetitive Lungenfunk-
tionsmessung mittels Intubation, im Modell der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose
bei M&usen, ein geeignetes Werkzeug zum Krankheitsmonitoring ist. Diese Ergebnisse
sind besonders in Hinblick auf zukiinftige Therapiestudien mit antifibrotischen Medika-
menten von groffem Interesse.

Die repetitive Lungenfunktionsmessung erlaubt eine Beobachtung des Krankheitsver-
laufes in Echtzeit und an immer denselben M&usen, statt nur an einem Querschnitt
unterschiedlicher M#use. Alle Messergebnisse kénnen so stets auf den individuellen Aus-
gangswert bezogen werden. Dadurch ist eine Differenzierung mdoglich, ob sich bestimmte
Funktionsparameter tatsichlich verbessert/verschlechtert haben oder Anderungen auf
naturgeméifie Schwankungen wie Grofle und Konstitution der Méuse zuriickzufithren
sind.

Uberdies kénnte sich die Lungenfunktionsmessung als wichtiges Selektionskriterium fiir
Ein- oder Ausschluss einer Maus in therapeutische Studien erweisen. Die Entwicklung
der Fibrose im Bleomycin-Modell ist zwar relativ zuverldssig, es kommt jedoch vor, dass
einige Tiere keine oder kaum fibrotische Verdnderungen zeigen, was z.B. mit Fehlern
bei der Bleomycin-Instillation zusammenhingen kann. Da in dieser Arbeit eine enge
Korrelation zwischen Lungenfunktion und Krankheitsverlauf schon ab Tag sieben nach
Bleomycin-Instillation dokumentiert werden konnte, ware es moglich, in therapeutische
Studien nur M#use einzuschlielen, deren Lungenfunktion nach Bleomycin-Instillation

auf ein ausreichendes Maf3 der Krankheitsentwicklung schlieflen l#sst.

T
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Um das Krankheitsmonitoring im Bleomycin-Modell zusétzlich zu verbessern, wére au-
Berdem denkbar auch noninvasive, bildgebende Verfahren wie die Computertomogra-
phie oder die Dunkelfeld-Radiographie mit den repetitiven Lungenfunktionsmessungen
zu kombinieren. Dadurch koénnte die diagnostische Genauigkeit soweit gesteigert wer-
den, dass histologische Untersuchungen zur zusétzlichen Quantifizierung der Krankheits-
schwere obsolet wiren. In kiinftigen Tierversuchsstudien wére so die Beobachtung des
Krankheitsverlaufes auch tiber lingere Zeitrdume hinweg méglich, ohne an jedem Unter-
suchungszeitpunkt eine proportional gréffere Menge an Versuchstieren zu benétigen. Erst
kiirzlich konnte durch Hellbach et al. ein hoher diagnostischer Nutzen der Dunkelfeld-Ra-
diographie fiir die Anwendung bei M#Ausen im Elastase-Emphysem Modell nachgewiesen
werden [47]. Die Kombination dieser Methode mit repetitiven Lungenfunktionsmessun-
gen ist sowohl fiir das Elastase- als auch das Bleomycin-Modell ein vielversprechender

Ansatz.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte auflerdem eine signifikante Herunterregulierung der
Genexpression von PRMTs der Klassen I und II in der frithen, inflammatorischen Phase
der Bleomycin-induzierten Fibrose gezeigt werden. Davon ausgenommen waren lediglich
PRMT1 und 7. Diese Entdeckung bietet zahlreiche Ansatzpunkte fiir weitere Untersu-
chungen. Von Interesse wire z.B., ob die Suppression der PRMTs lediglich ein Phéanomen
im Rahmen der frithen, entziindlichen Prozesse der Bleomycin-induzierten Fibrose ist,
oder auch eine Bedeutung fiir die spétere fibrotische Krankheitsphase hat, und wenn ja
welche.

Die Untersuchung der Bleomycin-induzierten Fibrose bei C57B1/6 Mé#usen mit einer
heterozygoten CARM1-Defizienz (CARM1+/ ~) zeigte einen prolongierten Verlauf der
Fibrose bei diesen Méusen, im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren. Mindestens die Sup-
pression von CARM1 scheint demnach erheblichen Einfluss auf die pulmonale Fibrose-
Entwicklung zu haben. Diese Erkenntnis lésst sich gut mit bisherigen Forschungsergeb-
nissen vereinbaren, die eine regulatorische Beteiligung von CARMI1 iiber NF-xB und
TGF-5 am Wnt/S-Catenin-Signalweg nachweisen konnten, der wiederum von hoher Re-
levanz fiir die Fibrosebildung ist. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse von O’Brien
et al. (siehe 1.5.2.2) ergibt sich auflerdem eine besondere Assoziation zwischen CARM1
und AT II Zellen. Letztere sind, nach aktuellem Wissensstand, wiederum maifigeblich in
die IPF-Pathogenese involviert. Hochinteressant wire die Beobachtung der Effekte von

Bleomycin auf M&use mit einer gezielten Ausschaltung von CARM1 in AT II Zellen. Ein
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solcher Forschungsansatz konnte beleuchten wie ausgeprigt der Einfluss von CARM1
auf adulte AT II Zellen und die Entwicklung einer Bleomycin-induzierten Lungenfibrose
ist. Ein genaueres Verstindnis der Interaktion von CARMI1 innerhalb von AT II Zel-
len mit Signalwegen wie Wnt/3-Catenin, kann wertvolle Ansitze fiir Therapiestudien

hinsichlich der pulmonalen Fibrose liefern.






Kapitel 7

Zusammenfassung

Die idiopathische Lungenfibrose (IPF) ist eine schwere Erkrankung des Lungeninters-
titiums, die in vielen Fillen innerhalb weniger Jahre zum Tod fithrt. Zur Erforschung
der, bisher weitestgehend unbekannten, Pathomechanismen der Erkrankung wird seit
Jahren das Modell der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose bei Mausen herangezogen.
Der Verlauf und die Schwere der Erkrankung werden dabei am h&ufigsten mittels his-
tologischer Aufarbeitung der Lungen und verschiedener Verfahren zur Quantifizierung
der Fibrose untersucht. Seit einiger Zeit werden zunehmend auch Messungen der Lun-
genfunktion an der tracheotomierten Maus vorgenommen. All diese Methoden haben
den entscheidenden Nachteil, dass die Mause fiir die Untersuchungen notwendigerweise
getotet werden miissen, und Beobachtungen iiber liangere Zeitrdume hinweg aus diesem
Grund mit einer enorm hohen Zahl an Versuchstieren verbunden sind. Zudem kann der
Verlauf der Erkrankung stets nur im Kollektiv beurteilt werden, ohne dass die Betrach-
tung einzelner Tiere moglich wire.

Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war es, die repetitive Lungenfunktionsmessung, durch
Intubation der Mé&use innerhalb des Bleomycin-Modelles, als valides Instrument zum
Krankheitsmonitoring zu etablieren. Diesbeziiglich musste festgestellt werden, ob die
Dynamik der gemessenen Lungenfunktionsparameter nachvollziehbar mit der histologi-
schen Krankheitsdynamik korreliert werden konnte und inwiefern die Lungenfunktions-
messung demzufolge Aussagen iiber den tatséichlichen Krankheitsverlauf zulésst.
Zentrales Instrument der Arbeit war das Modell der Bleomycin-induzierten Lungenfibro-

se bei Mausen. Es wurden zunéchst einmalige und mehrfache Lungenfunktionsmessungen

81
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an zwei Gruppen von Wildtyp-Mé&usen durchgefiihrt und die Ergebnisse der Lungenfunk-
tion mit denen aus Histologie und Zellzdhlung verglichen. Die Daten belegen eine enge
Korrelation zwischen Anderungen der Lungenfunktion und Krankheitsstadium der Lun-
genfibrose. Dabei erwiesen sich die Parameter der Lungendehnbarkeit (Compliance=C),
des Lungenwiderstandes (Resistance=R) und der inspiratorischen Kapazitit (=IC) als
zuverlissigste Indikatoren. Sowohl im Kollektiv der einmalig untersuchten M#use (sin-
gle-Lufu-Gruppe), als auch bei den mehrmals der Lungenfunktion unterzogenen Tieren
(repetitive-Lufu-Gruppe), zeigte sich eine Erholung der gemessenen Parameter etwa vier
Wochen nach Bleomycin-Instillation, was zu den histologischen Beobachtungen passte.
Allerdings waren im Vergleich zu den PBS-behandelten Tieren auch nach vier Wochen
sowie zwei Monaten, lungenfunktionell weiterhin Defizite auszumachen. Die Lungen-
funktion der M&use erholte sich zwar in Relation zu den Ausgangswerten, konnte jedoch
nicht das Niveau der gesunden Vergleichsgruppe erreichen. Die Ergebnisse implizieren
insgesamt einen hohen Nutzen der repetitiven Lungenfunktionsmessung als Instrument
zum Krankheitsmonitoring im Modell der Bleomycin-induzierten Fibrose bei M&usen, da
nicht nur der akute Krankheitsverlauf an den Parametern abgelesen werden kann, son-
dern auch, nach histologischer Ausheilung der fibrotischen Verédnderungen, funktionelle
Defizite erkannt werden konnen. In Kombination mit anderen gering-invasiven Unter-
suchungsverfahren wie z.B. der Computertomographie oder Dunkelfeld-Radiographie,
konnte das Bleomycin-Modell weiter verbessert werden, um zukiinftig prézisere und
langfristigere Studien zu ermdglichen, ohne proportional die Anzahl der Versuchstiere

erhohen zu miissen.

Der zweite Teil der Arbeit beschiftigt sich mit molekularen Verinderungen im Ver-
lauf der Bleomycin-induzierten Fibrose und konzentriert sich dabei auf die Enzymklasse
der Protein Arginin Methyltransferasen im Allgemeinen und PRMT4/CARM1 im Spezi-
ellen. Nachdem PRMTs zunehmend mit verschiedenen Lungenerkrankungen in Verbin-
dung gebracht werden (bis jetzt vor allem Lungenkrebs), in hohem Mafle in Lungenge-
webe vorkommen und besonders mit alveoldren Epithelzellen assoziiert zu sein scheinen,
die von zentraler Bedeutung fiir die Entwicklung der IPF sind, bieten PRMTs einen
hochinteressanten Ansatz zur Erforschung moglicher, neuer Pathomechanismen inner-
halb der IPF. Speziell PRMT4/CARMI scheint essentiell fiir die Differenzierung und

Proliferation der alveoldren Epithelzellen vom Typ II (AT II Zellen) zu sein. Das zweite
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Ziel der Arbeit war es, einen Eindruck der molekularen Regulation der PRMTs im Ver-
lauf der Bleomycin-induzierten Fibrose zu gewinnen und speziell die mégliche Rolle von
PRMT4/CARMI in deren Pathogenese néher zu erforschen.

Die Untersuchung der PRMTs und speziell PRMT4/CARM1 im zweiten Teil der Ar-
beit, erfolgte einerseits durch qPCR von Proben der ersten Versuchsreihe und ande-
rerseits durch den direkten Vergleich von Histologie und Lungenfunktion bei Wildtyp-
vs. CARMI-defizienten Miusen (CARM1/7), 21 und 28 Tage nach Bleomycin- bzw.
PBS-Instillation. Hier zeigte sich zum einen in der qRT-PCR eine Herunterregulierung
der Genexpression aller PRMTs, mit Ausnahme von PRMT1 und 7, in der friihen, in-
flammatorischen Phase der Bleomycin-induzierten Fibrose, zum anderen konnte eine
verzogerte Auflosung der Fibrose bei den CARMI1-defizienten Mausen im Vergleich zu
den Wildtyp-Tieren beobachtet werden. Die Ergebnisse lassen eine regulierende Funk-
tion von CARM1 bei der Entwicklung einer Lungenfibrose vermuten. CARM]1 sollte
daher unbedingt Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Insbesondere wire von In-
teresse, wie sich die Bleomycin-induzierte Fibrose bei CARM1%/~-Miusen nach mehr
als 28 Tagen verhilt. Ob ebenfalls eine nahezu vollsténdige Auflésung der fibrotischen
Verdnderungen vonstatten geht oder ob gegebenenfalls dauerhafte Schéden bestehen
bleiben. CARM1 konnte sich als attraktives Ziel therapeutischer Ansétze im Bleomycin-

Modell und méglicherweise dariiber hinaus auch fiir die IPF beim Menschen etablieren.
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Summary

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a devastating disease of the interstitial lung tissue,
which often leads to death within a few years of time. In order to investigate the mostly
unknown pathomechnisms of IPF the mouse model of Bleomycin induced pulmonary
fibrosis has been widely used. The course and severity of the disease are mainly assessed
by examining histological changes in the lung or using various methods of quantifying
the amount of collagen in the lung tissue. In recent times also measurements of the
lung function via tracheotomy have been performed on the anesthetised mouse. The
disadvantage of all of these methods is the necessary killing of the mice, which leads to
tremendous amounts of required laboratory animals in studies with investigations over
a longer period of time. In addition to this the course of the disease can only be assessed
for a collective of animals but not for the individual mouse.

The aim of the first part of this work was to establish the measurement of lung function
via intubation of the mice as a valid instrument for the disease monitoring within the
Bleomycin model. In regard to this it was neccessary to find out whether the measured
lung function parameters could be correlated to the dynamic of changes seen in the his-
tology of the lung and to assess to what extend the lung function measurements would
allow assuptions regarding the actual course of disease.

The central element of this study was the model of Bleomycin induced lung fibrosis in
mice. First of all single and repetitive lung function measurements were performed on
two groups of wildtype mice. The results were compared to those from histology and cell

counts. The obtained data show a close correlation between changes in lung function and
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the stage of pulmonary fibrosis. Especially lung compliance (C), resistance (R) and inspi-
ratory capacity (IC) proved to be reliable indicators of fibrotic changes. Mice in the single
lung function group as well as the repetitive lung function group showed a recovery of
the measured parameters more or less four weeks after Bleomycin instillation, which cor-
responded to the results from histology. In the group of repetitive measurements though
the Bleomycin treated mice still showed minor deficits of their lung function in direct
comparison to the PBS treated animals after four and eight weeks. Indeed the parame-
ters of lung function had recovered in comparison to the initial values but couldn’t reach
the level of the healthy control group. All in al the results of the study indicate a high
benefit of repetitive lung function measurements as an instrument for disease monitoring
in the model of Bleomycin induced pulmonary fibrosis. Not only is it possible to assess
the acute disease progression by means of lung function measurements but also to de-
tect functional deficits after healing of obvious histological changes. In combination with
other minimal or non-invasive measuring methods like computed tomography or dark
field radiography the Bleomycin model could be improved to serve as a future tool for

accurate, longterm studies without having to increase the number of laboratory animals.

The second part of the work treats the molecular changes in the course of bleomycin
induced fibrosis and will focus on the enzyme class of Protein Arginie Methyltransferases
(PRMTS) in general but especially PRMT4/CARMI1. After PRMTs have increasingly
been associated with various lung diseases (so far mainly lung cancer), are being ex-
pressed in high amounts in the lung tissue and seem to be especially related to alveolar
epithelial cells (AEC), which again are of central importance vor development of IPF,
PRMTs provide very interesting possibilities for research approaches in terms of new pa-
thomechanisms concerning IPF. PRMT4/CARM1 in particular seems to be essential for
differentiation and proliferation of AECs type II. The second aim of this study therefore
was to get an impression of molecular regulations of PRMTSs in the course of Bleomy-
cin induced pulmonary fibrosis and to investigate the possible role of PRMT4/CARM1
within its pathogenesis.

The examination of the PRMTs and PRMT4/CARMI in particular was on the one
hand carried out by performing qPCR on samples of the first experimental series and
on the other hand by direct comparison of histology and lung function in wildtype vs.
CARMI1 deficient mice (CARM1%/7) 21 and 28 days after Bleomycin and PBS-instillati-
on respectively. The obtained data of qRT-PCR showed a downregulation of all PRMTs,
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except PRMT1 and 7, in the early inflammation phase of Bleomycin induced pulmonary
fibrosis, whilst CARM11/~-mice presented with a delayed dissolving of fibrotic lesions
compared to the wildtype animals. These results lead to the assumption that CARM1
is indeed involved in the development of pulmonary fibrosis. Hence CARM1 should ne-
cessarily be investigated in further studies. It would be of special interest how Bleomycin
induced fibrosis develops after 28 days in CARM11/~-mice and if it also shows an al-
most full recovery of fibrotic lesions or rather leads to permanent damage of the tissue.
CAMRI1 may establish as an attractive target for therapeutical approaches within the

Bleomycin model or even for IPF in humans.






Anhang A

Gerate und Material

A.1 Gerate

MiniVent MiniVent Typ 845, Hugo-Sachs Elektronik
Geridt speziell zur Beatmung von Mé&usen und vergleichbaren Kleintieren, Tidal-
volumina von 30-350 pL. und Beatmungsfrequenzen von 60-400 Atemnziigen/min

Hugo Sachs Elektronik /MiniVent

Microsprayer® Microsprayer®Syringe Assembly MSA-250-M fiir Miuse, Penn Cen-
tury™,
Speziell fiir Méuse angefertigte Hochdruckspritze mit Vaporisationsaufsatz zur Ap-
plikation von Fliissigkeiten.

PennCentury Inc./Microsprayer

newCAST" Visiopharm Software zur quantitativen morphologischen Untersuchung
histologischer Schnittpraparate
Visiopharm /newCAST"

FlexiVent" FlexiVent , SCIREQ®Scientific Respiratory Equipment Inc.
Geridt und Software zur Lungenfunktionsmessung bei M&usen

SCIREQ®)/FlexiVent"

HistoStar HistoStar , Thermo Fischer Scientific Inc.
Einbettautomat zur Fixierung von Gewebe in Paraffin

ThermoScientific/HistoStar "
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http://www.hugo-sachs.de/index.php/mouse-ventilator-minivent-type-845-115-v-with-power-supply-us-connector.html
http://penncentury.com/products/liquid-aerosol-devices/microsprayer-msa-250/model-msa-250-mouse/
http://www.visiopharm.com/resource-center--stereology.shtml
http://www.scireq.com/flexivent
http://www.thermoscientific.com/en/product/histostar-embedding-workstation.html
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Cytospin Cytospin , Thermo Fisher Scientific Inc.
Zentrifuge zur Erstellung von Cytospins fiir die Auswertung von Zellzahlen

ThermoScientific/Cytospin"

Mikro-Dismembrator Mikro-Dismembrator S, Sartorius AG
Gerét fiir die Mikrovermahlung/Homogenisation kleinerer Gewebemengen

Sartoius/Mikro-Dismembrator

StepOnePlus ' -System StepOnePlusW—System und Software, Applied Biosystems®
System fiir realtime-PCR
AppliedBiosystems® /StepOnePlus®

NanoDrop NanoDrop 1000 UV-Vis Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc.
Gerit fiir die Konzentrationsmessung von Nukleinsduren

ThermoScientific/NanoDrop

Entwisserungsautomat Entwisserungsautomat TP 1020, Leica Biosystems Nussloch
GmbH
Gerit zur automatischen Gewebeinfiltration

Leica Biosystems/TP 1020

A.2 DMaterial

A.2.1 Farben fiir histologische Farbungen

TABELLE A.1: Farben fiir HE-Farbung

Mayer’s Hamalaun

Fertiglosung Merck 109249

Eosin

Eosin alkoholisch 1%ig: 1 g Eosin auf 100 ml 100%igen Alkohol
Gebrauchslosung 1:1 mit 70%igem Alkohol mischen



http://www.thermoscientific.com/content/tfs/en/product/cytospin-4-cytocentrifuge.html
http://www.sartorius.de/de/startseite/
http://www.lifetechnologies.com/de/de/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-instruments/step-one-real-time-pcr-systems.html
http://www.nanodrop.com/
http://www.leicabiosystems.com/de/probenvorbereitung/gewebeinfiltration/details/product/leica-tp1020/
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TABELLE A.2: Farben fiir Masson-Trichrom-Farbung

Eisenhidmatoxylin nach Weigert

Stammlésung A: 5 g Himatoxylin Krist (Merck 104302) in 500 ml 96%igem Al-
kohol (1 Monat reifen lassen)

Stammlésung B: 5,8 g Eisen(I1T)-Chlorid-Hexahydrat (Merck 103943) in 490 ml
Aqua dest + 5 ml 25%ige Salzsidure (Merck 100316). Vor Gebrauch Stammlésung
A+B zu gleichen Teilen mischen. Gemisch ist bis zu 1 Woche haltbar.

Ponceau-Siurefuchsin

0,2 g Ponceau 2R (Sigma P2395)
0,1 g Séurefuchsin (Merck 105231)
300 ml 1%ige Essigsdure (Merck 10063)

Phosphormolybdinsidure-Organge G

4 g Molybdatophosphorséure-Hydrat (Merck 100532)
2 g Orange G (Merck 115925) 100 ml Aqua dest

Lichtgriin

0,2 g Lichtgriin SF (Merck 115941)
100 ml Essigsdure 0,2 %ig

TABELLE A.3: Farben fiir May-Griinwald-Giemsa Fiarbung

May-Griinwald

Fertiglosung Merck 101424

Giemsa

Giemsa Azur-Eosin-Methylenblau, Fertiglosung Merck 109203
Gebrauchslosung im Verhéltnis 1:20 mit H20 mischen







Anhang B

Tabellen

B.1 Tabellarische Messwerte single-Lufu
TABELLE B.1: Compliance single-Lufu-Gruppe
Tag | Mittelwert 4+ SDE PBS | n= | Mittelwert + SDE Bleo | n= p-Wert
7 0,02966 + 0,0008759 ) 0,02126 + 0,001105 5 10,0079 (**)
14 0,03457 + 0,001395 6 0,01611 &+ 0,005334 5 0,0303 (*)
21 0,03491 + 0,0007378 6 0,01388 + 0,003468 4 10,0095 (**)
28 0,03520 + 0,002482 6 0,03542 + 0,002362 6 | 0,8182 (ns)
56 0,04177 + 0,0007559 6 0,03514 + 0,001560 8 | 0,0047 (**)
TABELLE B.2: Resistance single-Lufu-Gruppe
Tag | Mittelwert 4+ SDE PBS | n= | Mittelwert + SDE Bleo | n= p-Wert
7 0,7527 4+ 0,01549 5 0,9635 £ 0,01818 5 10,0079 (**)
14 0,7002 4+ 0,02395 6 1,776 + 0,4534 5 10,0043 (**)
21 0,6779 4+ 0,01437 6 1,595 £ 0,2930 4 | 0,0095 (**)
28 0,6642 £ 0,03339 6 0,6771 4+ 0,04330 6 | 0,8182 (ns)
56 0,5631 £ 0,006597 6 0,6386 £+ 0,01617 8 10,0047 (**)
TABELLE B.3: Inspiratory Capacity single-Lufu-Gruppe
Tag | Mittelwert 4+ SDE PBS | n= | Mittelwert 4+ SDE Bleo | n= p-Wert
7 0,8864 + 0,02909 5 0,6947 £+ 0,01706 5 10,0079 (**)
14 0,8759 4+ 0,01471 6 0,5816 £ 0,08096 5 0,0303 (*)
21 0,8863 4+ 0,03018 6 0,6158 £ 0,03605 4 | 0,0095 (**)
28 0,8990 £ 0,03838 6 0,8829 £ 0,03569 6 | 1,0000 (ns)
56 1,004 + 0,02239 6 0,8998 £ 0,01849 8 | 0,0027 (**)
B.2 Tabellarische Werte repetitive-Lufu
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TABELLE B.4: Newtonian Resistance single-Lufu-Gruppe

Tag | Mittelwert 4+ SDE PBS | n= | Mittelwert + SDE Bleo | n= p-Wert
7 0,1951 £ 0,01524 5 0,1268 £ 0,02546 5 | 0,0952 (ns)
14 0,3816 £ 0,01082 6 0,5246 £ 0,03956 5 10,0095 (**)
21 0,3682 £ 0,007271 6 0,3869 £ 0,05795 4 10,2571 (ns)
28 0,3801 £ 0,02112 6 0,3650 £ 0,01482 6 | 0,4848 (ns)
56 0,2896 + 0,009167 6 0,3288 £ 0,01095 8 0,0426 (*)
TABELLE B.5: Compliance repetitive-Lufu-Gruppe
Tag | Mittelwert 4+ SDE PBS | n= | Mittelwert + SDE Bleo | n= p-Wert
0 0,03013 + 0,001292 8 0,02893 + 0,0006688 15 | 0,4979 (ns)
7 0,03383 + 0,001147 8 0,02542 + 0,0007156 15 | 0,0002 (***)
14 0,03428 + 0,001273 8 0,02613 + 0,001031 15 | 0,0004 (***)
21 0,03503 + 0,001161 8 0,02820 + 0,001219 15 | 0,0004 (***)
28 0,03756 + 0,001244 8 0,03171 + 0,0007607 14 | 0,0009 (***)
56 0,04109 + 0,001484 8 0,03496 + 0,001154 14 | 0,0006 (***)
TABELLE B.6: Resistance repetitive-Lufu-Gruppe
Tag | Mittelwert 4+~ SDE PBS | n= | Mittelwert 4+ SDE Bleo | n= p-Wert
0 0,7813 £ 0,03706 8 0,7967 £+ 0,01847 15 | 0,6748 (ns)
7 0,7868 £ 0,03498 8 0,9059 £ 0,03815 15 | 0,0658 (ns)
14 0,7696 £+ 0,03170 8 0,9269 £ 0,03807 15 | 0,0130 (*)
21 0,7387 £ 0,02820 8 0,8649 £ 0,03350 15 | 0,0130 (*)
28 0,6714 £ 0,02338 8 0,8421 £ 0,04268 14 | 0,0070 (**)
56 0,5973 £ 0,008745 8 0,7221 £ 0,03583 14 | 0,0012 (**)
TABELLE B.7: Inspiratory Capacity repetitive-Lufu-Gruppe
Tag | Mittelwert 4+ SDE PBS | n= | Mittelwert + SDE Bleo | n= p-Wert
0 0,8476 £ 0,03639 8 0,7871 £ 0,01190 15 | 0,1858 (ns)
7 0,8540 £ 0,01587 8 0,7034 £ 0,01316 15 | 0,0001 (***)
14 0,8832 £ 0,02074 8 0,7228 £ 0,01636 15 | 0,0002 (***)
21 0,9033 £ 0,02017 8 0,7681 £+ 0,01406 15 | 0,0001 (***)
28 0,9208 £ 0,02366 8 0,8257 £ 0,01053 14 | 0,0002 (***)
56 0,9860 £ 0,02761 8 0,8565 £ 0,01230 14 | 0,0003 (***)
TABELLE B.8: Newtonian Resistance repetitive-Lufu-Gruppe

Tag | Mittelwert + SDE PBS | n= | Mittelwert + SDE Bleo | n= p-Wert
0 0,3861 £+ 0,01223 8 0,4033 £+ 0,01081 15 | 0,4979 (ns)
7 0,4467 £ 0,02755 8 0,3978 £ 0,02476 15 | 0,2081 (ns)
14 0,4627 £ 0,02525 8 0,4880 £ 0,02316 15 | 0,6748 (ns)
21 0,4137 £ 0,01654 8 0,4754 £ 0,03232 15 | 0,1464 (ns)
28 0,3789 £ 0,01311 8 0,4828 £ 0,03101 14 | 0,0127 (%)
56 0,2876 £ 0,009841 8 0,3413 £ 0,01785 14 | 0,0127 (%)
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