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Zusammenfassung

Die chronische Lungenerkrankung ist fiir die Morbiditat und Mortalitat bei Patienten mit
Ataxia-Teleangiectasia (A-T) hauptverantwortlich. Stérungen in der Redoxbalance von
Alveolarepithelzellen missen als ein kausaler Faktor fir Atemwegserkrankungen bei
dieser Erkrankung betrachtet werden. Um die bronchoalveoldre Empfindlichkeit
gegenuber reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und ROS-induzierten DNA-Schéden zu
untersuchen, wurde Bleomycin (BLM) verwendet, um eine experimentelle pulmonale
Entziindungen und fibrotische Verénderungen im Atm-defizienten Mausmodell zu
induzieren.

BLM oder isotone Kochsalzlésung wurde durch oropharyngeale Instillation in die Lunge
von Atm-defizienten Mausen und Wildtyp-Méausen verabreicht. Die Méuse wurden an
den Tagen 0, 9 und 28 einer Lungenfunktionspriifung unterzogen und die
bronchoalveoldre Lavage (BAL) wurde auf die Zellverteilung und Sekretion von
Zytokinen hin untersucht. Das Lungengewebe wurde histochemisch auf
Neutrophileninfiltration und Kollagendeposition analysiert.

Die Applikation von BLM fihrte zu einem enormen Anstieg der pulmonalen
Inflammation und fibrotischen Veranderungen im Lungengewebe von Atm-defizienten
Mausen und war von einer irreversiblen Verschlechterung der Lungenfunktion begleitet.
Die ATM- (Ataxia telangiectasia mutiert) Defizienz fuhrte zu einer verminderten
Viabiltat der Zellen, einer verzogerten Resolution der yYH2AX-Expression und einem
signifikanten Anstieg der intrazellularen ROS in Lungenepithelzellen nach der
Behandlung mit BLM. Dies wurde in der humanen Epithelzelllinie A-549 bestétigt, die
mit dem ATM-Kinase Inhibitor KU55933 behandelt wurde.

Unsere Ergebnisse zeigen eine hohe bronchoalveolére Sensitivitat gegentiber ROS und
ROS-induzierten DNA-Schéaden im Atm-defizienten Mausmodell und unterstutzen die
Hypothese, dass ATM eine zentrale Rolle bei der Kontrolle von oxidativem Stress

bedingten Lungenentziindungen und Fibrosen spielt.



Summary

Lung failure is responsible for significant morbidity and is a frequent cause of death in
ataxia-telangiectasia (A-T). Disturbance in the redox balance of alveolar epithelial cells
must be considered as a causal factor for respiratory disease in A-T. To investigate
bronchoalveolar sensitivity to reactive oxygen species (ROS) and ROS-induced DNA
damage, we used bleomycin (BLM) to induce experimental inflammation and fibrotic
changes in the Atm-deficient mouse model.

BLM or saline was administered by oropharyngeal instillation into the lung of
Atm-deficient mice and wild-type mice. Mice underwent pulmonary function testing at
days 0, 9, and 28, and bronchoalveolar lavage (BAL) was analyzed for cell distribution
and cytokines. Lung tissue was analyzed by histochemistry.

BLM administration resulted in a tremendous increase in lung inflammation and fibrotic
changes in the lung tissue of Atm-deficient mice and was accompanied by irreversible
deterioration of lung function. ATM (ataxia telangiectasia mutated) deficiency resulted
in reduced cell viability, a delay in the resolution of YH2AX expression and a significant
increase in intracellular ROS in pulmonary epithelial cells after BLM treatment. This was
confirmed in the human epithelial cell line A549 treated with the ATM-kinase inhibitor
KU55933.

Our results demonstrate high bronchoalveolar sensitivity to ROS and ROS-induced DNA
damage in the Atm-deficient mouse model and support the hypothesis that ATM plays a

pivotal role in the control of oxidative stress-driven lung inflammation and fibrosis.

Vi



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Ataxia-Teleangiectasia — Das Krankheitsbild

Die Ataxia-Teleangiectasia (A-T) ist eine seltene autosomal-rezessiv vererbte
Erkrankung, die, wie das Bloom-Syndrom, das Nijmegen Breakage Syndrom (NBS) und
die Faconi-Anamie, zur Gruppe der chromosomalen Instabilitatssyndrome gehort.
Hervorgerufen wird die Erkrankung durch eine Mutation im ATM-Gen (Ataxia
Telangiectasia Mutated), welches fir ein ~370 kDa groRes Protein, zugehotrig zur
Superfamilie der Phosphoinositid-3-Kinasen (PI-3), kodiert (Savitsky et al. 1995). Die
weltweite Inzidenz dieser Erkrankung liegt bei 1:100.000 (Orphanet. Ataxia-
teleangiectasia www.orpha.net/consor/cgi-bin/OC_Exp.php?Ing=DE&Expert=100,
letzte Aktualisierung Oktober 2007). In Deutschland geht man von einer Rate von
1:400.000 aus.

Die Erkrankung A-T wurde als erstes 1926 von Syllaba und Henner beschrieben und
30 Jahre spater von Boder und Sedgwick als Erkrankung etabliert (Syllaba und Henner
1926; Boder und Sedgwick 1958; Henner 1968).

Patienten mit A-T leiden unter einem mannigfaltigen klinischen Erscheinungsbild. Die
Erkrankung ist geprégt von einer progressiven zerebelldren Ataxie, Teleangiektasien,
Strahlungssensitivitat, oxidativem Stress, erhohtem Krebsrisiko, Immundefizienz,
rezidivierenden pulmonalen Infektionen und einer hohen Rate an Lungenversagen
(Abbildung 1) (Gatti et al. 2001; Boder und Sedgwick 1958). Lungenversagen sowie
Leuk&mien und Lymphome sind die Hauptursachen fir Morbiditat und Mortalitat (Micol
etal. 2011; Khanna 2000). Derzeit sind nur symptomatische Therapien verfugbar. Es gibt
keine Heilung fur A-T (Lavin et al. 2007).

Der Neurodegeneration liegt ein Verlust der Purkinje-Zellen des Kleinhirns zugrunde.
Dieser Verlust fuhrt im Laufe der Erkrankung zu ataktischen Symptomen und fesselt die
Patienten ab dem zweiten Lebensjahrzehnt an den Rollstuhl (Paula-Barbosa et al. 1983).
Die Patienten fallen durch eine Gangunsicherheit auf, auch als ,,Clowns-Gang*
bezeichnet, wenn sie laufen lernen. Der unsichere Gang spiegelt hierbei die zerebellare
Degeneration (Ataxie) wider und ist ein VVorbote fir die progressiven Schadigungen der
Motoneuronen. Namensgebend treten erweiterte Blutgefdlle (Teleangiektasien) im
Bereich der Konjunktiva auf.
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Immunologisch werden die Patienten durch rezidivierende Infektionen der Atemwege
auffallig. Ein Immundefekt findet sich sowohl auf humoraler, als auch auf zellularer
Ebene. Stérungen der humoralen Immunitét sind durch einen kompletten IgA- und einen
IgG2 Subklassen-Mangel bei 60-80 % sowie einen IgE-Mangel bei 80 % der Patienten
gekennzeichnet (McFarlin et al. 1972; Oxelius et al. 1982). Zudem ist die Immunantwort
auf bakterielle Antigene gestort und die Antikorperproduktion auf Stimulation mit viralen
Antigenen und Polysacchariden reduziert (Sanal et al. 1999; Schubert et al. 2002).

Kennzeichnend fur Stérungen der zellvermittelten Immunitét sind das Fehlen oder die
Degeneration des Thymus (Sedgwick und Boder 1960). Bei der Mehrzahl der Patienten
liegt eine Lymphopenie mit Reduktion der naiven CD4 und CD8 T-Zellen sowie eine

geringere Anzahl der B-Zellen vor (Schubert et al. 2002).

Teleangiektasien

Neurodegeneration

Immundefekte

Krebs

4

Radiosensitvitit

Sterilitit

A

Abbildung 1. Ataxia-Teleangiectasia.

A-T ist eine Multisystemerkrankung, die aus der Mutation von ATM resultiert. Das Kennzeichen der
klinischen Symptomatik ist eine progressive Neurodegeneration, extreme Strahlenempfindlichkeit,
Immunschwéche, eine Pradisposition fur Krebserkrankungen (hdmatopoetische Malignome) und Sterilitat
aufgrund defekter meiotischer Rekombination (modifiziert nach McKinnon 2004: ATM and ataxia
telangiectasia. EMBO Rep.).

Eine friihe Diagnose ist oft schwierig. Hier liefern die Ataxie und gehdufte Infektionen
erste Verdachtsmomente auf die Erkrankung. Die Erhohung des a-Fetoproteins im Serum

(> 30 ng/ml) jenseits des 1. Lebensjahrs ist ein hilfreiches Mittel bei der Diagnosestellung
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(Waldmann und Mclintire 1972). Immunologisch ist die Bestimmung der Lymphozyten-
Subpopulationen, der Immunglobuline, der lgG-Subklassen und der spezifischen
Antikorper auf Polysaccharide und Proteine sinnvoll (Zielen 1995). Die
durchflusszytometrische Untersuchung der Zellen in der G2-Phase und letztendlich die
genomische Mutationsanalyse sind weitere Methoden, um die Diagnose A-T zu
verifizieren (Seyschab et al. 1992; Sandoval et al. 1999).

1.2 Die Lungenerkrankung bei A-T

1.2.1 Der Aufbau der Lunge

Die Lunge besitzt eine komplizierte Gewebestruktur und ist stark kompartimentiert. Der
obere Teil ist der leitende Teil der Atemwege und besteht aus der Luftréhre, den beiden
Hauptbronchien und den Bronchiolen. Der zweite Teil, bestehend aus Alveolen, ist die
Gasaustauschflache. In den oberen Atemwegen besteht das Epithel hauptsachlich aus
Becherzellen, Basalzellen und submukosalem Driisenepithel. In den unteren Atemwegen,
den Bronchiolen, sind Clarazellen, Cilienzellen und neuroendokrine Zellen
vorherrschend. Im distalen alveoldren Bereich enthalt das Epithel alveolére Epitheltyp-1
und Typ-2 Zellen (AEC1- und AEC2-Zellen). Alveolare Typ-1 Zellen sind im Vergleich
zu Typ-2 Zellen seltener, kleiden aber 95% der Alveolaroberflache aus, indem sie eine
diinne flache Plattenepithelzellschicht bilden (Rawlins und Hogan 2006) (Abbildung 2).
Sie sind fiir den Gasaustausch zwischen den Alveolen und den Kapillaren des
BlutgefaRsystems verantwortlich. Zudem sind sie gegenuber Verletzungen jeglicher Art
sehr empfindlich und besitzen weder Proliferations- noch mitotische Eigenschaften, noch
Reparaturmechanismen. Zwischen den AEC1-Zellen eingeflochten liegen die
AEC2-Zellen. Ein Hauptmerkmal dieser Zellen sind die im Cytoplasma befindlichen
Lamellar-Korperchen. Diese enthalten das Surfactant-Lipid, welches die Oberflachen-
spannung der Lungenbldschen herabsetzt, somit ein Kollabieren verhindert und fir
Stabilitdt im Lungengewebe sorgt. Schaden an Typ-1 Zellen werden durch proliferierende
AEC2-Zellen ersetzt, welche sich in AEC1-Zellen differenzieren kdnnen (Barkauskas et
al. 2013). Typ-2 Zellen sind weniger empfindlich, konnen jedoch durch erhéhten
oxidativen Stress in der Bildung des Surfactants gestort werden (Aso et al. 1976).

Fibroblasten (EpCam7/Sca-1"9") erhalten die Form, Festigkeit und Integritat des
Lungengewebes. Fibroblasten sind, zusammen mit alveoldren Epithelzellen,

hauptsachlich fir den Reparaturprozess nach Lungenschadigung verantwortlich (Sacco
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et al. 2004). Alveoldre Epithelzellen konnen uber die Produktion von TGF-B die
Proliferation von Fibroblasten sowohl in gesunden als auch in fibrotisch verénderten
Lungen modulieren. Zudem sind Fibroblasten an chronischen Entziindungsprozessen
mafgeblich beteiligt, bei denen es zur Vernarbung und Fibrose kommt (Hostettler et al.
2008; Giangreco et al. 2009; Giangreco et al. 2002).

Die Lungenfibrose ist eine fortschreitende und todliche Krankheit, die durch eine
uberméllige Ablagerung von Komponenten der extrazellularen Matrix (EZM), wie
Kollagen I und IlI, Fibronectin und Lamin, im Lungenparenchym und im distalen
Luftraum gekennzeichnet ist. Bei der idiopathischen Lungenfibrose (IPF) tritt die
ubermélige Produktion und Ablagerung der EZM in Bereichen auf, in denen sich
Apoptose-resistente, aktivierte Fibroblasten angesammelt haben (Hardie et al. 2009;
Katzenstein und Myers 1998). Diese Uberméaliige Fibroblastenakkumulation hangt von
der Fibroblastenmigration zu der Stelle der Gewebeverletzung und der Invasion der EZM
ab (Ahluwalia et al. 2016; Prasse et al. 2006; Huaux et al. 2013).

Trachea und Basalzelle Clarazelle Variante  (ilienzelle BASCs Neuroendokrine

obere Bronchien NiEEii cesiie Clarazelle CD245ca1b Zelle

AcTub+ CoCANE i i i
p63+ EpCAM+/Scalle FoxJ1+ p +/integrin a6+
CCSP+/SPC+

Auto-Fluor'®/CCSP+

CGRP+

r ® © 9 — & o
AEC1 Zelle AEC2 Zelle vorliufer Becher- EZM Endothel- Fibroblast
Aquaporin5+ SPC+ AEC2 Zelle zelle zelle EpCAM-/Scal!
b integrin+ CD31+

abB4a+

Distale Lunge und
terminale Bronchiolen

Abbildung 2. Die verschiedenen Zelltypen in der Lunge.

Die proximale Region des murinen Atemwegtrakts ist mit einem Epithel ausgekleidet, das sekretorische
Clarazellen, schleimproduzierende Becherzellen und Cilienzellen beinhaltet. In den distalen Bereichen der
Bronchiolen sind neben Cilienzellen auch Clarazellen und neuroendokrine Zellen zu finden.
Alveolarepithel Typ-1 Zellen (AEC1-Zellen) und SPC positive Alveolarepithel-Typ-2 Zellen (AEC2-
Zellen) sdumen den Alveolarraum. Hier findet der Gasaustausch statt. Es wurde eine alveolare
Vorlauferzelle identifiziert, die nach Verletzungen durch BLM AEC2- und AEC1-Zellen entstehen lassen
kann: Integrin a6B4*. Am Ubergang von der Alveole zur Bronchiole ist eine seltene Zellpopulation, die
bronchioalveoldare Stammzellen (BASC). Es wird angenommen, dass BASCs in der Lage sind, sowohl
Clara- als auch AEC2-Zelllinien nach einer Verletzung zu generieren. Alveolarepithelzellen und BASCs
sind eng mit mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten, der extrazellularen Matrix (EZM) und
CD31*-Endothelzellen assoziiert. (modifiziert nach Leeman et al. 2014. Lung stem and progenitor cells in
tissue homeostasis and disease. Curr. Top. Dev. Biol.).
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1.2.2 Die Lungenerkrankung bei A-T

Die hohe Mortalitat der A-T ist in der Regel auf die Erkrankung der Atemwege
zurlckzufuhren, die bei den Patienten eine hdufige Todesursache darstellt (Schroeder und
Zielen 2014). Mehrere Faktoren liegen der erhohten Anfalligkeit fir chronische
Lungenerkrankungen  zugrunde:  wiederkehrende  sinopulmonale  Infektionen,
Immunschwache oder Aspiration aufgrund des dysfunktionellen Schluckens basierend
auf der progressiven Neurodegeneration und der Atemmuskelschwache (Bhatt et al.
2015) (Abbildung 3). Darlber hinaus konnen eine defekte Reparatur von Verletzungen,
systemische Entziindung und oxidativer Stress zur Entwicklung der Lungenerkrankungen

beitragen.

Anomalien der
bulbéren und
Atemmuskulatur

Wiederkehrende
Atemwegsentziindungen
und Bronchiektasen

Interstitielle
Lungenerkrankung
und Lungenfibrose

Abbildung 3. Verschiedene Phénotypen der Lungenerkrankung bei A-T.

Bei A-T fuBt die Lungenproblematik auf drei verschiedenen Verlaufsformen: Zum einen entwickeln die
Patienten aufgrund immer wiederkehrender Atemwegsinfektionen Bronchiektasen (1), interstitielle
Lungenerkrankungen und Lungenfibrosen (2). Zum anderen leiden die Patienten unter einer schwachen
Atemmuskulatur und einer gestérten Schluckfunktion (3).

Die Patienten leiden an rezidivierenden Infektionen der oberen und unteren Atemwege
mit der Entwicklung von Bronchiektasen. Als Folge des Immundefektes entwickeln A-T
Patienten eine hohe Anfalligkeit gegeniiber wiederkehrenden Lungeninfektionen. Dies ist
zum einen dem Fehlen von Serum-IgA und IgG: verschuldet aber auch der beeintrachtigt
Antikorperreaktion auf Impfstoffe (Canny et al. 1988; Nowak-Wegrzyn et al. 2004).

Wahrend der ersten zwei Lebensjahre werden Lungeninfektionen hauptséchlich durch
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Viren und in der spéteren Kindheit durch gewohnliche bakterielle Krankheitserreger wie
Hamophilus influenza, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa und
Staphylococcus aureus hervorgerufen (Rotman und Shiloh 1998; Popa et al. 2002).
Zudem resultieren rezidivierende Pneumonien in progressiven Bronchiektasen und tragen
zum Fortschreiten der Lungenerkrankung bei (Nowak-Wegrzyn et al. 2004). Eine Studie
von Bott et al. konnte zeigen, dass ein IgA- und 1gG4-Mangel signifikant haufiger bei
Patienten mit wiederkehrenden pulmonalen Infektionen auftrat (Bott et al. 2007). Die
Untersuchung anderer Falle ergab allerdings, dass A-T Patienten ohne Immunschwéche
durchaus Lungenkomplikationen entwickeln kdnnen und vice versa kdnnen Patienten mit
einer Immundefizienz einen normalen Lungenstatus aufweisen (Bott et al. 2007; Yalgin
et al. 2002; Yount 1982).

Obwohl der Immundefekt fur die progressive Zerstérung der Lunge verantwortlich
gemacht wurde, zeigen neuere Untersuchungen, dass nicht nur die Infektion allein fur den
progressiven Verlust von Lungengewebe verantwortlich ist. Der Immundefekt stellt
sicherlich einen wichtigen Faktor dar, bietet aber letztendlich keine befriedigende
Erklarung fir den Mechanismus der der progressiven Zerstérung der Lunge bei A-T
zugrunde liegt. Typischerweise findet sich bei den Patienten eine Einschréankung der
Thoraxexkursionen, so dass das Atemgerdusch tber den basalen Lungenabschnitten
kaum zu auskultieren ist, wie bei Patienten mit einer muskuldren Stérung. Im Spétstadium
der Erkrankung kommt es hdufig zu einer alveolaren Hypoventilation mit CO Retention.
Ein Teil der Patienten entwickelt eine chronische interstitielle Lungenerkrankung und
pulmonale Fibrosen (Schroeder et al. 2005) (Abbildung 4). Unter dem Begriff "chronisch
interstitielle Pneumonien™ oder "interstitielle Lungenkrankheiten™” (engl. Interstitial Lung
Diseases, ILD) werden eine grolRe Zahl verschiedenartiger chronischer Krankheiten des
Lungenparenchymes, die in einer Fibrose enden, zusammengefasst (Verleden et al. 2001).
Das Charakteristikum aller Lungenfibrosen ist der Ab- und Umbau der zarten
Lungenstrukturen. Eine (berschieBende Bindegewebsbildung mit Abnahme der
Lungenbldschen fuhrt zu einem Verlust der Gasaustauschfunktion und Dehnbarkeit
(Compliance) der Lunge. Die Krankheit nimmt meist einen chronischen Verlauf und
endet h&ufig todlich (Wilson und Wynn 2009).
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Abbildung 4. 10 Jahre (a, b) und 19 Jahre (c, d) alter A-T Patient mit ILD und pulmonaler Fibrose.
In den CT Ausschnitten sind deutlich diffuse Alveolarschaddigungen und Verdichtungen durch
Verdickungen der intralobuléren Strukturen erkennbar (modifiziert nach Pietzner et al. 2013).

Neuere Studien weisen darauf hin, dass eine unterschwellige Entziindung und oxidativer
Stress ein zugrundeliegender Mechanismus sein konnte, der zur klinischen Pathogenese
der Lungenerkrankung bei A-T fihrt (McGrath-Morrow et al. 2010a; McGrath-Morrow
et al. 2016; Pietzner et al. 2016). McGrath-Morrow et al. zeigten die Assoziation von
erhohten IL-8 wund IL-6 Serumspiegeln bei A-T-Patienten mit erniedrigten
Lungenfunktionsparametern (McGrath-Morrow et al. 2016; McGrath-Morrow et al.
2010a). Zusatzlich zu der Inflammation gibt es vermehrt Hinweise auf die Beteiligung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) an der Lungenerkrankung bei A-T.

Barlow et al. konnten zeigen, dass ein Verlust des ATM-Proteins oxidativen Schaden in
Organen bei Atm-defizienten Mé&usen verursacht (Barlow et al. 1996). Eine kirzlich
verOffentlichte Arbeit von Eickmeier et al. zeigt veranderte Lungenfunktionsparameter
und eine gestorte Immunregulation nach Atemwegs-Mukosaschéden in Atm-defizienten
Méusen (Eickmeier et al. 2014).

1.3 ATM und oxidativer Stress

Das Genom eukaryotischer Zellen ist den stdndigen exogenen Angriffen aus der Umwelt,
wie z.B. UV-Strahlung und reaktive Chemikalien bzw. Noxen und endogenen
Nebenprodukten des normalen intrazelluldren Stoffwechsels (z.B. ROS und fehlerhaft
replizierte DNA) ausgeliefert (Friedberg et al. 2006). Die dadurch entstehende genetische
Schadigung in Form von Einzel- und Doppelstrangbriichen (DSB) bedroht das Uberleben
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der Zelle und fihrt im Laufe der Zeit zu fehlerhaft funktionierenden Organen,
Immundefizienz und Krebserkrankungen. Ein DSB entsteht, wenn gleichzeitig auf beiden
komplementéren DNA-Strangen Briiche entstehen, die nah beieinanderliegen.

Als Schutz der DNA-Integritét besitzt die Zelle Kontrollproteine ,,Gatekeeper* wie ATM.
Diese Kontrollproteine detektieren geschadigte oder anormale Strukturen der DNA und
leiten nach einem Arrest des Zellzyklus, Reparaturmechanismen ein. Der Zelle wird
damit Gelegenheit gegeben die defekte DNA zu reparieren, oder das Apoptoseprogramm
einzuleiten (Shiloh 2003) (Abbildung 5).

ATM gehort zur Familie der Phosphoinositid-3-Kinase-ghnlichen Kinasen (PIKK) und
reguliert zusammen mit Ataxia telangiectasia and Rad3 related (ATR) mehr als 900
Phosphorylierungsstellen in tiber 700 Proteinen (Matsuoka et al. 2007; Lavin und Shiloh
1997). ATM wird durch Autophosphorylierung an mehreren Stellen als Antwort auf
DNA-Doppelstrangbriiche ber den MRN-Komplexes (Mre-11, Rad-50 und Nbsl)
aktiviert (Bakkenist und Kastan 2003; Kozlov et al. 2006).
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Abbildung 5. Erkennung von DNA-Schaden und Reparaturmechanismen.

Beim Auftreten eines DSBs in der Zelle wird dieser von Sensoren (MRN-Komplex) erkannt, die daraufhin
Transduktoren/Mediatoren (ATM, ATR) aktivieren. Durch diese Proteinkinasen werden Effektoren
phosphoryliert und die Reparatur des DSB eingeleitet. Um der Zelle genligend Zeit flir die Reparatur zur
Verflgung zu stellen, wird der Zellzyklusarrest initialisiert. Ist der DNA-Schaden zu gravierend um
repariert zu werden, wird die Apoptose der Zelle eingeleitet.

Interessanterweise wurden Mutationen in Nbsl und Mrell sowohl im Nijmegen
Breakage Syndrom als auch in der AT-dhnlichen Erkrankung (AT-like Disorder, ATLD)
gefunden, die phéanotypische Gemeinsamkeiten, chromosomale Instabilitat,
Hypersensitivitat gegentiber ionisierender Strahlung und Probleme bei der Reparatur von
DNA-Schaden aufweisen.

In der aktivierten Form phosphoryliert ATM eine Reihe von Substraten, die an der
Signallibertragung der Zellzyklus-Kontrolle beteiligt sind (Shiloh 2006). Zu diesen
Substraten gehort u.a. das Tumorsuppressorprotein p53, welches den Ubergang von der
G1- zur S-Phase kontrolliert. Andere wichtige ATM-Substrate sind die Checkpoint-
Kinase (Chk2), das Brustkrebsgen BRCAL und wie weiter oben erwahnt Nbs1 (Brown et
al. 1999; Matsuoka et al. 2007; Ward et al. 2001; Buscemi et al. 2004).

ATM spielt zudem eine wichtige Rolle in der Rekombination der Immunglobulin- und
T-Zellrezeptor-Gene. In B-Zellen von A-T Patienten und Atm-defizienten Madusen

wurden Chromosomenanomalien und eine Akkumulation nicht reparierter DNA-Enden
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wéhrend der V(D)J-Rekombination nachgewiesen. Das deutet auf die Beeintrachtigung
der Rekombination in Immunzellen durch ein ATM-Defizit hin (Bredemeyer et al. 2006;
Lumsden et al. 2004). Somit kdnnte die erhdhte Haufigkeit von fehlerhaften Reparaturen
wahrend dieser Prozesse die hohe Inzidenz von Lymphomen bei den Patienten erklaren
(Gumy-Pause et al. 2004). Ebenso konnte in Mausen, die homozygot fir die
Atm-Knockout-Allele sind (Atm™), gezeigt werden, dass sie bosartige Thymuslymphome
im Alter von 4-6 Monaten entwickeln, was zu verringerten Lebensspannen fiihrt (Barlow
et al. 1996; Xu et al. 1996).

Zusétzlich gibt es eine erhohte Evidenz, dass ROS an der Erkrankung A-T beteiligt sind.
Barlow et al. zeigten, dass ein Verlust des ATM-Proteins oxidative Schaden in Organen
von Atm-defizienten Méausen verursacht (Barlow et al. 1996). Dariber hinaus wurden
erhdhte ROS-Spiegel und eine reduzierte antioxidative Kapazitat im Serum von Patienten
mit A-T gemessen (Reichenbach et al. 1999; Reichenbach et al. 2002).

Frihe Studien zeigten, dass A-T-Fibroblasten anfalliger als normale Zellen fur oxidative
Schaden sind, die durch H2O> verursacht wurden (Yi et al. 1990) Darber hinaus waren
A-T-Zellen Gberempfindlich auf ROS, welche durch aktivierte Neutrophile und mithilfe
der Xanthinoxidase erzeugt wurden (Ward et al. 1994). Zusammengefasst veranlassten
diese Beobachtungen Rotman und Shiloh zu der Annahme, dass die A-T eine Storung der
Redox-Homdostase ist und als Sensor fur oxidativen Stress fungieren kdénnte (Rotman
und Shiloh 1997b, 1997a).

Die Ergebnisse fruherer Studien deuteten darauf hin, dass ATM-defiziente Zellen auch
mit unterschiedlichen anomalen Funktionen der Mitochondrien assoziiert sind. Kamsler
et al. konnte zeigen, dass die Mitochondrien-spezifische Superoxiddismutase (MnSOD)
im Cerebrum und Cerebellum von Atm-defizienten Mausen erhoht war (Kamsler et al.
2001). Mehrere andere Studien haben bestatigt, dass das Fehlen von ATM zu oxidativem
Stress im Gehirn fuhrt (Browne et al. 2004; Chen et al. 2003; Liu et al. 2005)

Stern et al. berichteten dariiber hinaus, dass die mitochondriale Atmungskette in
Atm-defizienten Méusen im Kleinhirn erhéht und im Gro3hirn reduziert war
(Stern et al. 2002). Ambrose et al. untersuchten mitochondriale Funktionen in
Lymphoblasten aus A-T-Patienten und obwohl die Forscher fanden, dass konfluente
Kulturen von normalen und A-T-Lymphoblasten eine &hnliche Anzahl von
Mitochondrien aufwiesen, fanden sie auch, dass A-T-Zellen eine abnorme strukturelle
Organisation der Mitochondrien und groRere Populationen an Mitochondrien mit

verringertem Membranpotential (AY) aufwiesen. Zudem konnten sie zeigen, dass die
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mitochondriale Atmungsaktivitat in ATM-defizienten Lymphoblasten durch die
Behandlung mit dem Antioxidans o-Liponsaure wiederhergestellt werden konnte
(Ambrose et al. 2007).

Basierend auf der Analyse des 8-Hydroxy-2'-desoxyguanosin (8-OH-dG) im
Lungengewebe zeigte sich eine signifikant erhohte oxidative DNA-Schadigung in
Atm-defizienten Mdusen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren (Pietzner et al. 2016). Zudem
konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von Antioxidantien oxidativen Stress reduziert
und sowohl die Lebensdauer als auch die neurologischen Defizite dieser Mause in
gewissem Mal3e korrigierte (Schubert et al. 2004; Gueven et al. 2006).

Bis zum heutigen Zeitpunkt ist die Funktion von ATM in pulmonalen Epithelzellen nicht
ganzlich geklart. ATM st an der Regulation des Zellzyklus im Nukleus von
Lymphozyten, Fibroblasten und Keimzellen involviert und im Zytoplasma an der
Regulation des Redoxstatus beteiligt (Abraham 2001; Shackelford et al. 2001).

Die Rolle von ATM, auch in Bezug auf oxidativen Stress und oxidative Schadigung,
wurde in vielen Zellsystemen und Organen bei A-T untersucht (Wu et al. 2017; Yeo et
al. 2017; Liu et al. 2005). Die Rolle von ATM in pulmonalen Epithelzellen oder der

Lunge ist aber weitgehend ungeklért.

1.4 Die pulmonalen Reaktionen auf oxidativen Stress

In vielen lebenden Systemen spielen freie Radikale und ROS eine wichtige Rolle, da sie
an der Entstehung und der Pathophysiologie vieler Krankheiten beteiligt sind. Eine
intakte Zelle ist mit einer Grundausstattung an antioxidativen Schutzmechanismen
ausgestattet. Kommt es zu einer Imbalance zwischen anfallenden reaktiven
Sauerstoffspezies und freien Radikalen mit den Schutzmechanismen entsteht in der Zelle
oxidativer Stress. Die Lunge ist aufgrund ihrer strukturellen und funktionalen
Zusammenhange als Gasaustauschorgan das Hauptkontaktorgan flr inhalative Noxen
(MacNee 2001).

ROS und freie Radikale stellen ein besonderes Problem dar: Sie gelangen entweder
systemisch Uber das Blutsystem in die Lunge, sie entstehen vor Ort durch anorganische
Reaktionen bzw. aktivierte Entziindungszellen, wie z.B. Alveolarmakrophagen, oder sie
werden extern Uber die Atemluft aufgenommen. Der dadurch entstandene oxidative
Stress kann die Lungenzellen permanent schédigen. Ist die Reparatur der Lungenzellen
nicht erfolgreich, kann es zu einer chronischen Entziindung und einer pathologischen

fibrotischen Strukturveranderung in der Lunge kommen (Poli und Parola 1997).
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Es gibt jenseits der unterstiitzenden symptomatischen Behandlung oder der allogenen
Lungentransplantation im Extremfall, keine wirksame Therapie fir die akuten
Lungenepithelschadigungen unterschiedlichster pulmonaler Erkrankungen. Zu diesen
zahlen das akute Atemnotsyndrom (acute respiratory distress syndrome, ARDS) oder die
chronischen Degenerationen von Atemwegs- und Alveolargeweben, wie bei der COPD
oder der IPF (Chiumello et al. 2017; Hatipoglu 2018; Jo et al. 2018).

Kim et al. konnte zeigen, dass Patienten mit einem spezifischen Allel des ATM-Gens ein
signifikant hoheres Risiko an Lungenkrebs zu erkranken aufweisen (Kim et al. 2006).
Zudem liegt nahe, dass die permanente unterschwellige pulmonale Entziindung und die
erhdhte Anfalligkeit fir oxidativen Stress ein zugrunde liegender Mechanismus bei der
klinischen Pathogenese bei A-T darstellt (McGrath-Morrow et al. 2010a; McGrath-
Morrow et al. 2016; Pietzner et al. 2013; Pietzner et al. 2016). McGrath-Morrow et al.
zeigten, dass erhohte Serumspiegel an IL-8 und IL-6 bei A-T-Patienten mit niedrigeren
Lungenfunktionsparametern assoziiert waren (McGrath-Morrow et al. 2010a; McGrath-
Morrow et al. 2016). Erhéhte IL-6 und IL-8 Serumlevel wurden auch flr andere
Lungenerkrankungen, wie Mukoviszidose und COPD beschrieben (Moffitt et al. 2014;
Su et al. 2016; Eickmeier et al. 2010).

13



Einleitung

1.5 Die Lungenschéadigung im Atm-Knock out Mausmodell

Bis zum heutigen Zeitpunkt sind die pathophysiologischen Vorgange, die zur
Lungenfibrose bei A-T Patienten fiihren, weitgehend unbekannt. Auch im
Atm-defizienten Mausmodell ist bis dato das Lungenversagen nicht ausreichend
untersucht.

In der Atm-defizienten Maus haben Eickmeier et al. als erstes die pulmonale Entzlindung
im acute lung injury (ALI) Modell untersucht. In einem nicht-letalen Modell der ALI
wurde den Mausen Salzsaure (HCI) intratracheal in die Lunge appliziert und die Rolle
von ATM an protektiven Schutzmechanismen analysiert. Die Arbeit zeigte eine erhohte
Anzahl an Entzindungszellen in der BAL und eine signifikante Erhohung
proinflammatorischer Zytokine in der BALF von Atm-defizienten Mausen nach ALI im
Vergleich zu Wildtyp-Méausen. Interessanterweise zeigte die Untersuchung der
Lungenfunktion eine signifikante Verschlechterung (erniedrigte Compliance und erhdhte
Resistance) in Atm-defizienten M&usen im Vergleich zu Kontrollm&usen ohne vorheriger
epithelialer Schadigung (Eickmeier et al. 2014).

Im Jahr 2016 konnte Pietzner et al. zeigen, dass es im Lungengewebe unbehandelter
Atm-defizienter Mé&use zu einer signifikant erhdhten Akkumulation von 8-hydroxy-2'-
desoxyguanosin, ein Marker flr oxidativen Stress, ausgelést durch freie Radikale,
verglichen zu Wildtyp-Mausen kommt (Pietzner et al. 2016).

Daten einer noch nicht verdffentlichten Studie zeigen die Migration mesenchymaler
Stammzellen nach Transplantation ins Lungengewebe im Atm Knock-out Modell mittels
Biolumineszenz Imaging. Zu dem Zweck wurde mit Luc+-mASCs und
GFP+-Knochenmarkszellen (KM2Z) i.v. Uber die Schwanzvene von Atm-defizienten und
Wildtyp-Mé&usen ko-transplantiert und deren Verbleib mittels in vivo Imaging nach i.p.
Injektion von D-Luciferin zu vorher festgelegten Zeitpunkten bestimmt und im Anschluss
quantifiziert. Noch neun Tage nach Transplantation konnten in den Lungen der
Atm-defizienten Mause ein Biolumineszenzsignal gemessen werden. Auch die
Untersuchung des Lungengewebes auf RNA-Ebene im Anschluss an das in-vivo-Imaging
ergab eine 50-fache Erhéhung der Luciferase Genexpression in Atm-defizienten Mausen
verglichen zu Wildtyp-M&usen (Abbildung 6 a. und b.).
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Abbildung 6. Analyse der Migration mesenchymaler Stammzellen in der Lunge von
Atm-defizienten Mausen nach Transplantation mittels Bioimaging.
a.) Overlayaufnahmen der in-vivo-Biolumineszenzen von Atm-defizienten Mausen (Atm™) und Wildtyp-
Mausen (Atm**) an verschiedenen Zeitpunkten nach Ko-Transplantation von Luc+-mASCs und GFP+-
Knochenmarkszellen. b.) gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte aus Lungengewebe
15 Tage nach Transplantation. Als Referenz diente mActp.
Aus all diesen Daten konnten wir schliel3en, dass es in der Atm-defizienten Maus erste
Anzeichen einer pulmonalen Entziindung gibt. Jedoch ist die Lebensdauer der
Atm-defizienten Maus aufgrund des sich rasch entwickelnden Thymusdriisentumors auf
4-6 Monate beschrankt (Barlow et al. 1996). Aus diesem Grunde machten wir uns in der

vorliegenden Arbeit das Bleomycinmodell zu Nutze, um durch eine direkte Applikation
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von BLM in die Lunge eine anfangliche inflammatorische Phase gefolgt von einer
fibrotischen Gewebeschéadigung in einem Zeitraum von 28 Tagen zu induzieren.

Das Bleomycinmodell stellt ein seit vielen Jahren anerkanntes Modell zur Untersuchung
der pulmonalen Schédigung dar. BLM gehért zur Gruppe der Glykopeptid-Antibiotika
und wurde 1966 von Umezawa et al. aus dem Gram positiven Actinobakterium
Streptomyces verticillus isoliert (Umezawa et al. 1966). BLM wird normalerweise in der
Onkologie zur Behandlung von Hodentumoren, Plattenepithelkarzinomen, Hodgkin- und
Non-Hodgkinlymphomen eingesetzt. Es wird renal ausgeschieden, besitzt eine
Halbwertszeit von 4 Stunden und beeinflusst als Zytostatikum verschiedene Phasen des
Zellzyklus (Lazo und Sebti 1994). BLM wirkt, indem es Einzel- und Doppelstrangbriiche
der DNA in Tumorzellen verursacht und dadurch den Zellzyklus unterbricht. Dies
geschieht durch Chelatisierung von Metallionen und Reaktion des gebildeten
Pseudoenzymes mit Sauerstoff. Dies fihrt zur Produktion von DNA-spaltenden
Superoxid- und Hydroxid-Radikalen (Claussen und Long 1999).

BLM ist ein Medikament zur Behandlung verschiedener Arten von Neoplasmen. Die
schwerwiegendste Nebenwirkung von BLM ist die Lungentoxizitit, die eine
Umgestaltung der Lungenarchitektur und den Verlust der Lungenfunktion induziert und
schnell zum Tod fuhrt. In dem Zusammenhang seien diffuse alveoldre Schéden,
interstitielle Pneumonien und Lungenfibrosen zu nennen (Sostman et al. 1977; Moeller
et al. 2008).

In der tierexperimentellen Forschung macht man sich diesen Umstand zu Nutze, indem
man in Versuchstieren durch direkte Applikation von BLM in die Lunge eine anféangliche
inflammatorische Phase gefolgt von einer fibrotischen Gewebeschéadigung induziert. Die
Verwendung von BLM als Induktor der Lungenfibrose wurde zuerst 1976 von Friedman
et al. in Hunden beschrieben (Fleischman et al. 1971), spater in Mausen (Adamson und
Bowden 1974), Hamstern (Snider et al. 1978) und Ratten (Thrall et al. 1979).

BLM verursacht in kurzer Zeit nach intratrachealer Gabe entziindliche Reaktionen, wie
die Erhohung proinflammatorischer Zytokine (IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y) gefolgt von
erhdhter Expression der pro-fibrotischen Marker wie TGF-B, Fibronectin und
Procollagen-1. Der Ubergang von der anfanglichen proinflammatorischen Phase hin zu
fibrotischen Gewebeverdnderungen geschieht ungefahr neun Tage nach BLM-Gabe
(Chaudhary et al. 2006).

Interessanterweise wurden im Mausmodell bemerkenswerte Unterschiede hinsichtlich

der Anfélligkeit in der Entwicklung einer Lungenfibrose beobachtet. Wahrend
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C57BI/6-Méuse gute Responder im Hinblick auf die Entwicklung einer BLM-induzierten
Lungenfibrose sind, sind Balb/c-Mé&use anndhernd fibrose-resistent. Diese Unterschiede
sind wahrscheinlich auf unterschiedliche Expressionsmuster von Zytokinen und
Proteasen/Antiproteasen zurlickzufuhren (Phan und Kunkel 1992).

BLM verursacht, wie oben erwéhnt, eine Entziindungsreaktion, ausgeltst durch eine
Uberproduktion von freien Radikalen, mit Induktion proinflammatorischer Zytokine und
Aktivierung von Makrophagen und Neutrophilen, was in gewisser Weise einer akuten
Lungenverletzung ahnelt (Adamson 1976; Hay et al. 1991). Die hierbei induzierten
Lungenlasionen ahneln derjenigen beim Menschen, daher kann das Bleomycinmodell
reprasentativ  fir alle inflammatorisch ausgelésten Formen der Lungenfibrose
(idiopathische Lungenfibrose, exogen-allergische Alveolitis und Sarkoidose) angesehen
werden (Hay et al. 1991).

1.6 Ziele der Arbeit

Eine der charakteristischen Eigenschaften von A-T sind wiederkehrende und chronische
Atemwegserkrankungen, die zu einer erheblichen Morbiditat und Mortalitat fihren.
Mehrere Faktoren wurden beschrieben, die der erhdhten Anfélligkeit fir chronische
Lungenerkrankungen zugrunde liegen, einschlieBlich der Reparatur von abnormen
Verletzungen, systemischer Entziindung und oxidativem Stress. Dariiber hinaus kénnen
wiederkehrende sinopulmonale Infektionen, Immunschwéche, Aspiration sowohl
aufgrund des dysfunktionellen Schluckens, als auch der neurodegenerativen Progression
und Atemmuskelschwdche zur Entwicklung einer Lungenerkrankung beitragen (Bhatt et
al. 2015). Die Lungenerkrankung bei A-T entwickelt sich im Laufe der Zeit und viele der
Patienten sind im zweiten Lebensjahrzehnt mit Bronchiektasen, chronischen
Entziindungen und Lungenfibrose konfrontiert. Der zugrundeliegende Mechanismus ist
noch nicht vollstandig verstanden, und eine Progression ist schwer zu modellieren, aber
eine gestorte Detektion und Reparatur von DNA-Schéaden und eine Sensitivitat gegenlber
ROS mussen als kausale Faktoren fiir Atemwegserkrankungen in A-T betrachtet werden.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die bronchoalveoldre Sensitivitat gegeniiber
ROS und ROS-induzierten DNA-Schéden im Atm-defizienten Mausmodell zu
untersuchen. Um eine experimentelle Entziindung und fibrotische Verénderungen zu
induzieren wurde BLM eingesetzt und den Mdausen oropharyngeal verabreicht. Nach der
Analyse der verschiedenen Lungenzellpopulationen und deren oxidativen Status bei den

Atm-defizienten Méusen, sollte die Progression der Entzindung und der fibrotischen
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Verénderungen nach BLM-Gabe mit molekularbiologischen und histochemischen
Methoden analysiert und mit gesunden Wildtyp Mé&usen verglichen werden. Um einen
Bezug zur Klinik herzustellen sollten zudem Untersuchungen der bronchoalveoléren
Lavage und der Lungenfunktion bei den Tieren durchgefihrt werden. Des Weiteren
sollten Experimente an primaren murinen Lungenzellen und einer humanen
Lungenzelllinie  (A-549) helfen den zugrundeliegenden Mechanismus der
ROS-induzierten Schadigung von BLM auf das Lungenephitel bei der A-T zu klaren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen die Hypothese stiitzen, dass ATM eine zentrale Rolle
bei der Kontrolle von oxidativem Stress und Lungenfibrose spielt und zur Aufklarung des
Ursprungs der Lungenerkrankung und ihrer Progression bei A-T beitragen um die

Entwicklung therapeutischer Interventionen zu unterstitzen.
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2. Material und Methoden
2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Die Atm-defiziente Maus

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden am Atm-Knock out
Mausmodell (Inzuchtlinie 129SvEv) durchgefihrt, welches phanotypisch das
Krankheitsbild des humanen genomischen Instabilitdtssyndroms Ataxia Teleangiektasia
in grof3en Teilen widerspiegelt. Diese Tiere wurden im Labor von Dr. A. Wynshaw-Boris
durch homologe Rekombination generiert (Barlow et al. 1996), der Arbeitsgruppe um
Prof. R. Schubert zur Verfuigung gestellt und in der Zentralen Forschungseinrichtung der
Uniklinik Frankfurt seit mehr als 10 Jahren durch weitere Inzucht vermehrt.

Alle, in der vorliegenden Doktorarbeit durchgefuhrten Tierversuche, erfolgten nach
eingehender Prifung durch eine Ethikkommission und wurden durch das
Regierungsprésidium Darmstadt genehmigt (Aktenzeichen FK/1001). Die Haltung der
Versuchstiere erfolgte in individuell ventilierten IVC Kafigen. Die Tiere hatten wahrend
der gesamten Zeit freien Zugang zu Wasser und Haltungsfutter (Sniff, Soest,
Deutschland).

2.1.2 Zelllinien
o Humane Lungenkarzinomzelllinie A-549 (DSMZ, Braunschweig, Deutschland)
o Murine priméare Alveolarepithelzellen aus Atm-defizienten Mausen und Wildtyp-

Tieren
2.1.3 Gerate

Gerat Typ Hersteller

Einbettmaschine HistoStar Thermo Scientific,
Braunschweig, Deutschland

Brutschrank B 5060 BE-CO2 Heraeus, Hanau,
Deutschland

Durchflusszytometer Accuri C6 BD Biosciences, Heidelberg,

FACS Verse Deutschland
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Gerat

Typ

Hersteller

GentleMACS™ C-Tube

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland

GentleMACS™ Dissociator

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Gewebeeinbettautomat

Shandon Excelsior ES

Thermo Scientific,
Braunschweig, Deutschland

Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf, Deutschland
FlexiVent FX1 Scireq Inc., Montreal,
Kanada
Mikroskop, invertiert AXxio Observer Z1 Zeiss, Oberkochen,
Deutschland
Mikroskop BX51 Olympus, Hamburg,
Deutschland
Mikroskop Kamera AxioCamMRm Zeiss, Oberkochen,
AxioCam ICcl Deutschland
Mikroskop Axiovert 10 Zeiss, Oberkochen,
Deutschland
Mikroskop Kamera ISH500 Adapter Olympus, Hamburg,
Deutschland
Mikrotom RM2235 Leica Biosystems, Nul3loch,
Deutschland
NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 | peQLab, Erlangen,

Deutschland

Sterile Werkbank

Biosafe 2

Ehret GmbH, Deutschland

Sterile Werkbank

Hera Safe

Heraeus, Hanau,

Deutschland

Thermocycler

Gene Amp PCR System 9700

Applied Biosystems,

Darmstadt, Deutschland

Vortexer

VortexGenie2

Scientific Industries, New
York, USA
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Gerét Typ Hersteller

Waage Universal Satorius, Gottingen,
Deutschland

Wasserbad Daeglef Platz KG Karlsruhe, Deutschland

Zentrifuge Varifuge 3.0 Heraeus, Hanau,
Deutschland

Zentrifuge Biofuge 13 Heraeus, Hanau,
Deutschland

Zytozentrifuge Cytospin Thermo Scientific Shandon,
Dreieich, Deutschland

2.1.4 Verbrauchsmaterial und Glas

Material

Hersteller

Becherglas

Schott AG, Mainz, Deutschland

Durchflusszytometer-Réhrchen

Corning Incorporated, Lowell, USA

Einbettkassetten

Sanowa, Leimen, Deutschland

Falcon

Corning Incorporated, Lowell, USA

Faltenfilter

Macherey-Nagel, Weilminster, Deutschland

ReaktionsgefaR, 1,5 ml

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Erlenmeyerkolben

Schott AG, Mainz, Deutschland

Messer Mikrotom

Leica Biosystems, Nuf3loch, Deutschland

Objekttrager, Superfrost Plus

Thermo Scientific, Braunschweig, Deutschland

Pipet-Boy, Accu-jet-Pro

Brand, Wertheim, Deutschland

Pipetten

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Praparationsbesteck

Aesculap, Tuttlingen, Deutschland

Stripetten

Corning Incorporated, Lowell, USA

Vicrylfaden, VICRYL Plus 0-2

Ethicon, Norderstedt, Deutschland

Venenfunktionsbesteck, Butterfly, Safety-
Multifly-Set

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
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Material

Hersteller

Wiegeschélchen, quadratisch, 7 ml

VWR, Darmstadt, Deutschland

Zahlkammer, Neubauer

Optik Labor, Deutschland

Zellkulturplatten (6-, 24- und 96-Well)

Corning Incorporated, Lowell, USA

Zellsieb, 45 pm

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Zellsieb, 70 pm

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Zytofugenfilter

Tharmac, Deutschland

2.1.5 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie

Hersteller

Ammoniumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Agua dest.

BBraun, Melsungen, Deutschland

Bleomycin sulfate f. in vivo Versuche

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Bleocin™ f, Zellkultur

Merck, Darmstadt, Deutschland

DAPI Solution

DCF Diacetat

Dispase BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

DMSO Merck, Darmstadt, Deutschland

DMEM/Hepes Gibco by Life Technologies, Eggenstein,
Deutschland

DNase Stemcell Technologies, Kéln, Deutschland

DPBS Sigma, Steinheim, Deutschland

EDTA AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Ethanol absolut.

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ethanol 70 %

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Eukitt Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Eosin G 0,5 % Roth, Karlsruhe, Deutschland

FCS Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Fibronectin BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

Fixierungspuffer, BD Cytofix

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

Giemsa-L0Osung

Merck, Darmstadt, Deutschland

Isufluran, Forene

Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland
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Kaliumhydrogenkarbonat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ketamin

CuraMed GmbH, Karlsruhe, Deutschland

KU55933 (ATM-Kinase Inhibitor)

Selleckchem, Miinchen, Deutschland

Low Melt Agarose

Bio&Sell, Nirnberg, Deutschland

Masson‘s Trichrome Farbekit

Polysciences, Inc., USA

May-Grunwald-Ldsung

Merck, Darmstadt, Deutschland

Meyer’s Himatoxylin

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium, bromid)

Thermo Scientific, Braunschweig, Deutschland

NaCl-Lésung 0,9 %

BBraun, Melsungen, Deutschland

Paraffin

Merck, Darmstadt, Deutschland

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt, Deutschland

PBS, Dulbecco’s 1x

Gibco by Life Technologies, Eggenstein,
Deutschland

Penicillin/Streptomycin

Gibco by Life Technologies, Eggenstein,
Deutschland

Rompun (Xylazin)

Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland

Trypanblau

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Trypsin/EDTA

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

VE-821 (ATR Inhibitor)

Selleckchem, Muinchen, Deutschland

XTT (sodium 2,3,-bis(2-methoxy-4-nitro-
5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)-

carbonyl]-2H-tetrazolium)

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Xylocain Pumpspray

AstraZeneca, Wedel, Deutschland

Xylol

Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
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2.1.6 Antikorper

Material und Methoden

Methode Antikorper | Isotyp Klon Fluorochrom | Hersteller
SP-C Kaninchen Alexa Fluor | Bioss
IgG 647
Sca-1 Ratte D7 PE Miltenyi
19Gaa, Biotec
CD16/32 93 purified Biolegend
YH2AX Maus N1-431 | Alexa Fluor | BD
FACS (pS139) 19G1, 488 Pharmingen
CD326 Ratte G8.8 PE/Cy7 Biolegend
(Ep-CAM) | 1gG2a, «
CD31 Ratte MEC APC BD
19Ga2a, 13.3 Pharmingen
CD45 Ratte 30-F11 APC BD
19Gap, Pharmingen
2.1.7 Kits

Masson’s Trichrome Staining Kit, Polysciences, Inc., USA

OxiSelect™ Comet Assay Kit von Cell Biolabs

2.1.8 Software
Axiovision Rel. 4.7.2
GraphPad Prism 5.0
FACSSuite Version 1.0.6
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2.1.9 Puffer und L6sungen

ACK-Lysepuffer

4,15 g Ammoniumchlorid

0,5 g Kaliumhydrogencarbonat
0,019 g Ethylendiamintetraessigsaure
Auf 500 ml Aqua dest. aufftllen, pH 7,27

Kulturmedium fir murine Lungenzellen
10 % FCS

1 % Pen/Strep

1% MEM

1:500 B-Mercaptoethanol

in DMEM (4,5 g/l Glucose)

Kulturmedium fir A-549 Zellen
10 % FCS

1 % L-Glutamin

1 % Pen/Strep

in DMEM (4,5 g/l Glucose)

PBS 10x, (pH 7,2)
9,6 g PBS
in 100 ml Aqua dest.

4 % PFA

450 ml Aqua dest.

20 g Paraformaldehyd
2 N NaOH

50 ml 10x PBS

Material und Methoden
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TBE-Elektrophoresepuffer
10,8 g Tris

5,5 g Borsaure

0,93 g EDTA

mit H»O auf 1l auffiillen
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von murinen Lungenzellen

Die Isolation der Lungenzellen erfolgte aus 8-10 Wochen alten Atm-defizienten und Wildtyp-
Méusen nach Corti et al. (Corti et al. 1996). Die hierzu benétigte 1%-ige Low Melting
Agarose wurde nach Herstellerangaben angesetzt, bei -20 °C eingefroren und kurz vor
Versuchsbeginn bei 70 °C im Thermomixer verflissigt. Die Dispase wurde bei
Raumtemperatur aufgetaut.

Der Thorax, der zuvor mittels Isofluraniiberdosis getdteten Mé&use, wurde durch einen
medianen Bauchschnitt er6ffnet und das Herz und die Lunge durch entfernen des Sternums
und einem Teil der Rippen freigelegt. Anschlieend erfolgte ein Entlastungsschnitt am
Herzohr und das Spilen der Lunge mit 20 ml PBS durch Einfuhren einer Butterflykanile in
den rechten Herzventrikel (Lungenkreislauf). Daraufhin wurde die Trachea freigelegt und es
erfolgte ein Schnitt der selbigen zwischen zwei Trachealknorpel mithilfe einer
Mikropraparationsschere und das Einfiihren eines bis auf 2 cm stumpf gekirzten humanen
Venenkatheters mit 21G. Dieser wurde mithilfe eines Vycrilfadens (2-0) in der Trachea fixiert
und eine 1 ml Spritze mit 1,5 ml Dispase (37 °C) und anschliefend mit 0,5 ml Agarose
appliziert. Nach dem Erharten der Agarose wurde die Lunge sauber freiprépariert, entnommen
und in ein Falcon mit 3 ml 37 °C warmer Dispase uberfuhrt, welcher im Anschluss fiir 40 min
auf einem Rolltisch inkubierte.

Die ndachsten Arbeitsschritte beinhalteten die Zerkleinerung der Lungen mittels
gentleMACS™ Dissociator unter Verwendung der mit 3 ml gentleMACS™ Puffer (5 ml
DMEM, 100 U/ml Penicillin, 100 pug/ml Streptomycin, 2 mM Glutamin, 20 mM HEPES, 120
U Dnase) befiillten gentleMACS™ C-Tubes mithilfe des Programms m_lung_1.01 und _1.02.
AnschlieBend erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 1800 rpm bei 4 °C fir 10 min. Der
Uberstand wurde verworfen, die resuspendierten Zellen durch einen 70 um Filter gegeben
und der Filter mittels 4 ml DMEM nachgespdilt. Fir die durchflusszytometrische Analyse
erfolgte die Zellzahlung mittels Neubauerzihlkammer und das Einstellen auf 1 x 107/ml
Zellen.
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2.2.2 Kultivierung und Erhaltung der humanen Lungentumorzelllinie
A-549

Fur die Zellkulturarbeiten wurde die humane Lungenkarzinomzelllinie A-549, etabliert von
Donald J. Giard 1972 und bezogen von der DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen; Braunschweig, Deutschland) verwendet (Giard et al.
1973). Die adhdrent wachsenden Epithelzellen wurden in DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle Medium) unter Zusatz von 10 % FCS (Fetal Calf Serum) und 1 % PenStrep
(Penicillin/Streptamycin) bei 37 °C und 5 % CO»-Sattigung kultiviert und ab Passage 3 in den
Versuchen eingesetzt. Die konfluente Zellkultur wurde ca. alle 3 Tage im Verhaltnis 1:5
gesplittet. Dabei wurde das verbrauchte Zellmedium abgenommen, die Zellen 2-3-mal mit
DPBS gewaschen und mit 0,25 % Trypsin/EDTA vom Kulturflaschenboden abgel6st. Dazu
wurden sie flr 3 min bei 37 °C bis zur Abrundung inkubiert. Die Zell-Trypsin-Suspension
wurde mittels vorgewarmten Komplettmedium neutralisiert, die Zellzahl in der Neubauer-
Kammer ermittelt und nach einem Zentrifugationsschritt bei 200 x g fur 5 min auf 2 x 108
Zellen pro ml eingestellt und in neue Zellkulturflaschen ausgesat.

Zur Aufrechterhaltung der Zelllinie wurden die Zellen nach Passage 3 und 6 eingefroren.
Dazu wurden die Zellen trypsiniert, neutralisiert und bei 200 x g abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt, 2 x 10° Zellen wurden in 1 ml kaltem Einfriermedium
(20 % DMSO/FCS) resuspendiert und in vorgekihlte Kryovials Uberflhrt. Die Zellen wurden
uber Nacht bei -80 °C eingefroren und fir die Langzeitaufbewahrung am nédchsten Tag in
fliissigem Stickstoff umgelagert.

Das Auftauen und Revitalisieren der Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37 °C fir ca. 2 min,
bis nur noch ein kleiner Eiskern vorhanden war. Die Zellsuspension wurde in
Zellkulturflaschen tberfiihrt, die vorgewdrmtes Komplettmedium enthielten. Am néchsten
Tag wurde das Medium gewechselt um restliches DMSO zu entfernen und die Zellen im

Lichtmikroskop auf Vitalitat Gberprift.

2.2.3 Ermittlung der Lebendzellzahl

Bei der Bestimmung der Zellzahl wurde eine Farbung der Zellen mit Trypanblau zur Testung
der Lebensfahigkeit der Zellen durchgefihrt. Der anionische Azofarbstoff farbt selektiv tote
Zellen an, die somit bei der Zellzdhlung aufgrund der Blauverfarbung in der Neubauer-

Zahlkammer ausgeschlossen werden kdnnen.
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2.2.4 Proliferationsassay

Mit Hilfe des XTT Assays wurden die metabolische und zellulare Aktivitat in priméren
murinen Lungenzellen (Fibroblasten) nach 24-stiindiger Stimulation mittels BLM
(Bleocin™) gemessen. Zu dem Zweck wurden die Zellen mit einer Dichte von 25.000/Well
in 96-Well Platten ausgesat und mit verschiedenen Bleomycinkonzentrationen [1 mU, 10 mU
und 100 mU] in Triplikaten fir 24 Stunden stimuliert. 70 % Ethanol diente dabei als
Positivkontrolle.

5 ml des XTT Labelingreagenz wurden mit 0,1 ml des Elektronencouplingreagenz gemischt
und die Zellen fiir weitere 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Metabolisch aktive Zellen reduzieren
das gelbe, wasserlosliche Tetrazoliumsalz XTT zu wasserldslichem Formazan. Dies wurde

kolorimetrisch bei einer Extinktion von 420 nm gemessen (Scudiero et al. 1988).

2.2.5 Messung reaktiver Sauerstoffspezies in A-549 Zellen und

murinen Lungenzellen

Murine Lungenzellen, isoliert aus 8—10 Wochen alten Atm** und Atm~~ Méusen wurden ab
Passage 5 mit 10 uM BLM fur 24 Stunden stimuliert, gewaschen und mit 10 uM DCF (2',7'-
dichlorodihydrofluorescein) Diacetat gelost in 1 ml PBS fir 15 min inkubiert. Daraufhin
wurden die Zellen mit folgenden Oberflachenmarkern angeférbt: PE-Cy7-aCD326,
A647-0SP-C und PE-aSca-1. AnschlieRend erfolgte die Messung auf einem BD FACSVerse
Durchflusszytometer. In den murinen Lungenzellen wurde das FITC Signal des DCFs in
lebenden Zellen genauer in SP-C* und CD326'Sca-1" Zellen untersucht, da diese
Subpopulationen alveolére Typ 2 Zellen und Fibroblasten darstellen.

Die Adenokarzinomzelllinie A-549 wurde entweder mit oder ohne ATM-Kinase Inhibitor
KU55933 [10 uM] eine Stunde vor BLM Stimulation [100 mU] behandelt und das DCF
Signal mittels Durchflusszytometer untersucht. Hierfir wurden fiinf unabhé&ngige Versuche

durchgefihrt.

2.2.6 Messung von DNA Schadigungen mittels yH2AX Assay
Die fur die DSB-Erkennung wichtigste Funktion von ATM ist die Phosphorylierung des

Histons H2AX am Serin 139 (Kinner et al. 2008). Um dies zu untersuchen wurden aus
Atm-defizienten und Wildtyp-Mé&usen Lungenzellen isoliert und fir 3 h bzw. 24 h mittels
10 mU BLM in 24-Well Platten stimuliert. Die Adenokarzinomzelllinie A-549 wurde mit
oder ohne 10 uM ATM-Kinase Inhibitor (KU55933) eine Stunde vor BLM-Stimulation
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[100 mU] behandelt und die Analyse von yH2AX nach dem Protokoll von Tanaka et al. mit
leichten Modifikationen durchgefiihrt (Tanaka et al. 2009). Die Zellen wurden mittels
Accutase (10 min bei 37 °C) vom Plattenwellboden gel6st, mit 1 ml PBS gewaschen und mit
100 pl BD Cytofix fur 10 min bei RT fixiert. Nach einem Waschschritt erfolgte die
Permeabilisierung der Zellen fur 5 min bei RT mittels 100 pl eiskaltem BD Phosflow Perm
Buffer I111. Daraufhin wurden die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen und zur Verhinderung
unspezifischer Bindungen von Seiten des Antikdérpers mit 3 % FCS/PBS fur 30 min bei RT
inkubiert. Der anti-yH2AX Antikorper (Alexa Fluor 647 Mouse anti-H2AX pSer139) wurde
1:10 verdunnt und fur 60 min bei RT auf den Zellen belassen. AnschlieRend wurden die Zellen
zweimal mit jeweils 100 pl PBS gewaschen, final in 300 ul PBS/1 mM EDTA, zur
Verminderung der Aggregatbildung, aufgenommen und im Durchflusszytometer analysiert.
Zur Auswertung diente die FACSuite Software.

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden A-549 Zellen in Chamber Slides ausgesét. Nach
einer 48-stiindigen Kultur wurden die Zellen fir 24 h mit 100 mU BLM und 10 pM
ATM-Kinase Inhibitor KU55933 stimuliert. Die Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und
mit 1:10 Alexa Fluor 488 Maus-Anti-H2AX (pSer139) angefarbt. Zellkerne wurden mit DAPI

(blau fluoreszierende DNA-Farbung) und anschlielend im Fluoreszenzmikroskop analysiert.

2.2.7 Comet Assay

Zur Untersuchung der DNA Schéadigung auf Einzelzellebene in der humanen
Adenokarzinomzelllinie A-549 wurden das OxiSelect™ Comet Assay Kit von Cell Biolabs
nach Herstellerangaben benutzt. Diese Methode wurde erstmalig von Rydberg 1976
beschrieben und 1984 erlauterten Ostling und Johanson die Wanderung von DNA in auf
Objekttragern gegossenen Gelen (Ostling und Johanson 1987). Es gibt zwei verschiedene
Arten den Comet Assay durchzufiihren. Mit dem alkalischen Comet Assay werden Einzel-
und Doppelstrangbriiche nachgewiesen wobei durch den hohen pH-Wert (>13) die DNA
denaturiert und somit auch Einzelstrangbriiche sichtbar gemacht werden kénnen. Die zweite
Art ist der neurale Comet Assay in dem nur Doppelstrangbriiche sichtbar gemacht werden
koénnen. Aufgrund von nur schwachalkalischen Bedingungen (pH 9) bleiben die Paarungen
der Basen bei der Zelllyse erhalten. In dieser Arbeit wurde letztere Variante zur Untersuchung
von BLM-induzierten Doppelstrangbriichen verwendet.

Zu dem Zweck wurden A-549 Zellen auf 24-Well Platten mit einer Zelldichte von
2 x 10°/Well ausgesit und 48 h vor BLM Stimulation ruhen lassen. Die Zellen wurden mit
10 uM KU55933 eine Stunde vorbehandelt und mit 10 mU BLM fir 3 h bei 37 °C inkubiert.
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Als Kontrolle dienten unstimulierte A-549 Zellen ohne ATM-Kinase Inhibitor. Nach der
Inkubationszeit wurden die Zellen mit Zuhilfenahme eines Zellschabers abgeldst und in
FACS-R6hrchen berfiinrt. Die Zellen wurden auf einer Zelldichte von 10%/ml eingestellt,
1:10 mit der zuvor bei 95 °C aufgekochten und auf 37 °C abgekuhlten Agarose versetzt und
auf die Wells der OxiSelect™ Objekttriger aufgebracht. Nach einer 15-minitigen
Trocknungszeit bei 4 °C wurden die Objekttrager fur 60 min in Lysepuffer gelegt und
anschlieBend fiir 30 min in Alkalipuffer Gberfuhrt, was zur Entkndulung der Tertidrstruktur
der DNA diente. Anschlie3end wurden die Objekttréger in die Elektrophoresekammer gelegt
und mit TBE-Elektrophoresepuffer bedeckt. Dann erfolgte die Elektrophorese bei 32 Volt fur
20 min. Diese bewirkte eine Wanderung der negativ geladenen DNA-Fragmente in Richtung
der Anode. Je nach Zahl der DNA-Strangbriiche entstehen so mehr oder weniger stark
ausgepréagte Schweife hinter den Zellen (Abbildung 7). Nach Beendigung der Gel-
elektrophorese wurden die Objekttrager aus der Kammer entnommen und mehrmals fiir einige
Minuten in destilliertem H>O und anschliefend in 70 % Ethanol gewaschen. Nach einer
Trocknungszeit der Objekttrager tber Nacht wurden diese mit dem VISTA Green DNA Dye

fiir 15 min angeférbt und anschlieend im Fluoreszenzmikroskop analysiert werden.

- L
Kopf Schweif

Abbildung 7. Struktur eines Kometen im Comet Assay.
Aufgrund der negativen Ladung der DNA richtet sich der Schweif zur Anode aus.

Die angeférbten Préaparate wurden mithilfe eines Auflichtfluoreszenzmikroskops ausgewertet.
Pro Objekttrager wurden 100 Zellen zuféllig ausgewahlt und die Kometenschweifldnge (um)
bestimmt. Nekrotische oder apoptotische Zellen, sowie Zellen direkt vom Rand der

Objekttrager wurden von der Auswertung ausgeschlossen.
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2.2.8 Studiendesign der in vivo Versuche

In einer Vorstudie zur Dosisfindung wurden anhand von Literaturrecherche drei
Bleomycinkonzentrationen ausgewéhlt und diese Atm-defizienten Mé&usen oropharyngeal an
Tag 0 appliziert (Izbicki et al. 2002). Als Kontrolle dienten unbehandelte Wildtyp-Méuse.
Das Bleomycinmodell ist ein gut untersuchtes und etabliertes Model zur Nachstellung der
idiopathischen pulmonalen Fibrose im Patienten. Es kennzeichnet sich durch zwei distinkte
Phasen: In den ersten zwei Wochen nach BLM Applikation tritt das inflammatorische
Stadium auf. Darauf folgt die Phase der fibrotischen Umbauvorgéange in der Lunge. An Tag
0 und Tag 4 wurde eine bronchoalveoldre Lavage der Lungen der Tiere durchgefihrt und auf
Anzeichen einer Inflammation anhand Differenzialdiagnostik und Bestimmung
proinflammatorischer Zytokine per CBA untersucht. An Tag 0 und Tag 28 wurden die Lungen
mit 4 % Paraformaldeyd perfundiert und histologische Schnitte zur Darstellung fibrotischer
Veréanderungen im Lungengewebe angefertigt. Die Anzahl der Mause pro Versuchszeitpunkt
und Gruppe betrug sechs (Abbildung 8). Die Uberwachung des Gesundheitszustandes und die
Gewichtsmessung erfolgten in der Inflammationsphase téglich und in dem Stadium der

Fibrose wochentlich.
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A | 0,375 mg/kg Maus o0.A. |
./. !
Atm B | 0,75 mg/kg Maus o.A. |
1
C | 1,5 mg/kg Maus 0.A. |
T
Atm*/* D | unbehandelt |
1
Inflammation : R
| | | [~ Zeit
Tag 0 Tag 4 Tag 14 Tag 28
BAL/BALF n=6 n=6
» Organentnahme (FACS) X X
Perfusion n=6 n=6
« Histologie X X

Gewichtsmessung bis Tag 7 taglich
Ab Tag 7 wochentlich

Abbildung 8. Verlaufsschema des Dosisfindungsversuches.

Applikation verschiedener Bleomycinkonzentrationen (0,375 mg/kg, 0,75 mg/kg und 1,5 mg/kg
Korpergewicht Maus) an Tag 0 in Atm-defiziente Mduse. An Tag 4 wurde eine BAL und an Tag 28 eine
Perfusion fiir histologische Untersuchungen durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Wildtyp-
Mause (n = 6).

Die aus dem Vorversuch ermittelte Dosis von 0,75 mg/kg Korpergewicht Maus wurde im
Hauptversuch 8 bis 10 Wochen alten Atm-defizienten und Wildtyp-Mausen an Tag 0
oropharyngeal appliziert. Als Placebokontrolle diente hierbei 0,9 % Kochsalzldsung,
welche sowohl Atm-defizienten als auch Wildtyp-Mausen per oropharyngealer
Applikation (siehe unten) verabreicht wurde.

Neun und 28 Tage nach Stimulation wurde ein Lungenfunktionstest mittels
mechanischem Ventilator (flexiVent, Scireq, Montreal, Kanada) durchgefihrt.
AnschlieBend wurden die Lungen mit 1 ml PBS/0,6 mM EDTA lavagiert. Daraufhin
erfolgte eine partielle Perfusion des linken Lungenfliigels mittels 4 % Paraformaldehyd.
Die GruppengrofRe pro Versuchstag und Methode betrug n = 6 um eine ausreichende

statistische Relevanz zu erlangen (Abbildung 9).
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Bleomycin [0,75mg/kg] 0.A.
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Bleomycin [0,75 mg/kg] 0.A.
C
Atm** { Plazeb "
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D -
Zeitpunkt der
Schadigung
I's10 1 | | | zeit
Wochen Tag 0 Tag 9 Tag 28

BAL/BALF n=6 n=6 n=6
* Organentnahme (Western X X X
Blot)
Lungenfunktion n=6 n= n=6
* Organentnahme (FACS) X X
+ PCR X X X
Perfusion n= n= n=6
- Histologie X X X

Gewichtsmessung bis Tag 7 taglich
Ab Tag 7 woéchentlich

Abbildung 9. Verlaufsschema des Hauptversuchs.

Es wurden 0,75 mg/kg KG BLM oropharyngeal in Atm-defiziente und Wildtyp-Mduse an Tag 0 appliziert.
An den Tagen 9 und 28 erfolgten eine BAL, eine invasive Lungenfunktion und eine Perfusion der Lunge.
Als Kontrollen wurde sowohl Atm-defizienten als auch Wildtyp-Méausen 0,9 %-ige Kochsalzlésung
oropharyngeal verabreicht. Die Gewichtskontrolle wurde auch im Hauptversuch im angegebenen

Beobachtungszeitraum téglich durchgefuhrt.

2.2.9 Induktion der Lungenerkrankung/Lungenfibrose durch

oropharyngeale Verabreichung von BLM

Die Applikation von Bleomycin sulfate und 0,9 %-iger Kochsalzlésung als Kontrolle

erfolgte bei narkotisierten 8-10 Wochen alten Wildtyp- und Atm-Knock out Mé&usen

beiderlei Geschlechts per oropharyngealer Aspiration. Durch Pipettieren der Reagenzien

in den Rachen unter gleichzeitigem Verschluss der Nase mittels Pinzette gelangten die

Suspensionen in die Lungen der natlrlicherweise obligaten Nasenatmer (Vooght et al.

2009).
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2.2.10 Invasive Lungenfunktionsmessung mit dem flexiVent-System
Die pulmonale Lungenschadigung wurde mittels invasiver Messung, die mit Hilfe des
flexiVent-Systems der Firma Scireq (Montreal, Kanada) durchgefuhrt wurde, bestimmt.
Bei dem flexiVent handelt es sich um eine Kombination aus mechanischer Ventilation
und standiger online Analyse der Atemmechanik. Durch einen computergesteuerten
Kolben wird ein oszillierendes Signal erzeugt, das in der Lunge ein charakteristisches
Schwingungsmuster hervorruft. So werden Messparameter wie Lungenwiderstand und
Compliance (Dehnbarkeit der Luge) bestimmt.

Aus dem Verhéltnis des absoluten Druckunterschiedes und dem absoluten
Volumenunterschied ergibt sich die Impedanz. Ein Druckfihler im Gerat misst den Druck
und der computergesteuerte Ventilator gibt das Volumen vor. Im Laufe einer
Lungenschadigung kommt es zu einem Versteifen und einer verringerten Dehnbarkeit der
Lunge. Dies fuhrt zu einem Druckanstieg und somit zu einer gesteigerten Impedanz. Aus
der Impedanz lasst sich anhand einer komplexen Lungenfunktionsgleichung das
Konstante-Phasen-Modell erstellen, mit dem sich Kkleinste Veranderungen in der
Lungenmechanik errechnen lassen. In dem Konstante-Phasen-Modell kénnen zwei
MessgroRen bestimmt werden: der Widerstand (Resistance) und die Reaktanz. Letztere
beschreibt die Compliance (1/Elastanz).

Zu Beginn einer Lungenfunktionsmessung wurden die Ventilationsparameter iber eine
Software, welche wéhrend der Messung sdmtliche Daten aufnimmt, eingestellt. In der
Software konnen mithilfe eines Template Grundeinstellungen, wie Art und Gewicht des
Tieres, Beatmungseinstellungen, Mess- und Skriptfunktionen, vorgenommen werden.
Fur die Versuchsreihe wurde ein fiir die Maus optimiertes Skript verwendet (Mouse 1V
Dose Response rel. B).

Vor Experimentbeginn musste eine Kalibration des Zylinder- und Atemwegsdrucks
vorgenommen werden. Mithilfe eines Barometers wurden dem Gerat zwei definierte
Druckpunkte, 0 cmH20 und 20 cmH20, fir die Zylindereichung vorgegeben. Daraufhin
erfolgte die Tubuskalibration, damit innere Widerstdinde der Schlduche und
Trachealkandle nicht in die Berechnung der Atemmechanik einbezogen wurden. Diese
Eichung erfolgte vor der Lungenfunktionstestung jeder Maus und musste einmal, im von
der Umgebungsluft geschlossenen und offenen Zustand durchgeftihrt werden.
Atm-defiziente und Wildtyp-Mduse wurden an den festgelegten Zeitpunkten nach
oropharyngealer Verabreichung von BLM oder isotoner Kochsalzlosung mittels Xylazin
(10 mg/kg BW; Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland) und Ketanest (100 mg/kg BW,;
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CuraMed GmbH, Karlsruhe, Deutschland) andsthesiert und nach einer lokalen Anésthesie
mittels Lidocain (Xylocain Pumpspray, 10 mg/SprihstoB, Astra Zeneca, Wedel,
Deutschland) tracheotomiert. Die Trachea wurde zwischen zwei Knorpelspangen mittels
Federschere erdffnet, eine Kandle eingebracht und mit VVycrilfaden fixiert. Danach wurde
die Maus Uber das Y-formige Schlauchstick mit dem FX1 Modul der flexiVent
verbunden und die Lungenfunktionsmessungen gestartet. Nach einer Kkurzen
Ventilationseinheit (Tidalvolumen: 10 ml/kg and Frequenz: 2.5 Hz; 150 Atemziige/min)
wurde das Skript gestartet und die aufgenommenen Werte fir die einzelnen

Lungenfuntkionsparameter gemittelt.

2.2.11 Bronchoalveolare Lavage

Die Analyse der BAL erlaubt einen Einblick in die Zellzusammensetzung der in der
Lunge befindlichen Zellen. Zur Gewinnung der BAL wurde ein Trachealschnitt der zuvor
narkotisierten Maus angefertigt, die Trachea intubiert und die Kanile mit Vicrylfaden
fixiert. AnschlieRend wurde eine 1 ml Spritze mit 1 ml kaltem PBS + 0,6 mM EDTA auf
den Venenkatheter aufgesetzt, langsam in die Lunge appliziert und unverziglich
wiederaufgenommen. Dies wurde dreimal pro Tier wiederholt. Das zuriickgewonnene
Volumen (Recovery) wurde in einem 1,5 ml Eppendorfgefal gesammelt und auf Eis
aufbewahrt. Nach einer Zentrifugation (12000 rpm 10 min) wurde der Uberstand der
ersten Lungenspllung abgenommen und bei -80 °C flr Zytokinanalysen mittels
Cytometric Beat Array (CBA) aufbewahrt.

Das Zellsediment wurde mit 1 ml kaltem PBS gewaschen und die Aliquots dabei gepoolt.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Erythrozyten mittels 500 pl
ACK-Lysepuffer fir 2 min inkubiert und die Reaktion mit 1 ml PBS abgestoppt. Im
Anschluss eines weiteren Waschschritts wurde das Zellpellet in 200 pl PBS

aufgenommen.

2.2.12 Anfertigung von Zytospins und Giemsa-Féarbung der
BAL-Zellen

Um eine Differenzierung der BAL-Zellen durchfiihren zu kénnen wurden diese auf einem
Objekttrager fixiert und angefarbt. Die Zellen der BAL wurden nach Zentrifugation in
200 pl PBS aufgenommen. Davon wurden 100 pl entnommen und in die trichterformigen

Zytofugen-Probenkammern eingefillt. Die Probenkammern wurden zuvor auf ein
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gestanztes Filterpapier aufgesetzt, mit einem darunter befindlichen Objekttrager in
Zytofugen-Einsatzklammern eingespannt und in der Zytofuge platziert.

Durch 10-minttige Zentrifugation bei 800 rpm wurden die Zellen auf den Objekttrager
gebracht und tiber Nacht bei RT getrocknet. Anschlieend wurden die Objekttrager mit
der May-Griunwald-Giemsa-L0dsung gefarbt. Dazu wurde die May-Grinwald-L6sung in
Kuvetten filtriert, die Giemsa-Losung im Verhaltnis 1:5 mit Aqua dest. verdiinnt und
anschlieRend filtriert. Die Objekttrager wurden fiir 8 min in der May-Griinwald-L6sung
gefarbt. Danach wurden Farbreste mit Leitungswasser entfernt und die Objekttrager
erneut 35 min in der Giemsa-Losung gefarbt. Nach einem weiteren Waschvorgang
wurden die Objekttrager 60 min getrocknet, kurz in Xylol eingetaucht und anschlieRend
eingedeckt. Die unterschiedlichen Zelltypen (Alveolarmakrophagen, neutrophile
Granulozyten und Lymphozyten) wurden morphologisch unter dem Lichtmikroskop
bestimmt, indem 400 Zellen pro Prdparat ausgezéhlt und mittels Excel 2010 die

prozentualen und absoluten Zellanteile ermittelt wurden.

2.2.13 Histologie — Perfusion der Lunge

Bevor die Lungen histologisch untersucht werden konnten, mussten sie tracheal
perfundiert werden. Dazu wurden der linke Lungenfligel, nach erfolgter
Lungenfunktionsmessung und bronchoalveoldaren Lavage, zentral abgeklemmt. Der
rechte Lungenfliigel wurde nativ fur die Messungen des oxidativen Stresses eingefroren.
Das Perfusionsmedium (4 % Paraformaldehyd) wurde in eine 50 ml Spritze eingefillt
und in 20 cm Hohe per Stativ befestigt. Der Drei-Wege-Hahn wurde vorsichtig an die in
der Trachea befindlichen Braunile gesteckt und der Vycrilfaden zur Fixierung erneut
zugezogen. Mittels Drei-Wege-Hahn wurde der PFA-Fluss so kontrolliert, dass die Lunge
5-10 Minuten lang gut gefullt und ausgefaltet blieb. AnschlieRend wurde die Braundile
gelost, die Klemme entfernt und die Lunge mitsamt Herz kaudal vom Thorax gelost.
Osophagus und GefaRe wurden durchtrennt, das Herz entfernt und die Lunge in ein 15 ml
Falcon mit ca. 5 ml PFA tberfihrt.

2.2.14 Paraffineinbettung

Die histologischen Untersuchungen fanden an den zuvor lavagierten Lungen statt, welche
mit 4% Paraformaldehyd in situ fixiert, aus dem Thorax entfernt und in

4 % Paraformaldehyd zur weiteren Verarbeitung gelagert wurden. Als Vorbereitung auf

33



Material und Methoden

die Einbettung der Lungen in Paraffin, wurden sie in Einbettkassetten tberfihrt und in
70 %-igen Alkohol bis zum néchsten Arbeitsschritt belassen. VVor der Durchfihrung der
aufsteigenden Alkoholreihe wurde das Gewebe sorgfaltig mit Leitungswasser gespult.

- 70 % Ethanol fir 30 min

- 70 % Ethanol fiir 45 min

- 3x96 % Ethanol je 60 min

- 3 x100 % Ethanol je 60 min

- 3 x Xylol je 60 min

- 3 x Paraplast je 60 min
Am Folgetag wurden die Lungen aus den Einbettkassetten herausgenommen und mit der
Anschnittflache nach unten in gewarmte, mit einer kleinen Menge Paraffin bestlickte
Metallformen Uberfiihrt. Daraufhin erfolgte das Erkalten der Form zur Fixierung des
Gewebes. Der Deckel der Einbettkassette wurde auf die Metallform gedrickt und mit
Paraffin aufgefullt. Das Ausharten des Paraffinblocks wurde auf Eis durchgefihrt, im

Anschluss die Metallformen entfernt und die Blocke bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.15 Paraffinschnitte

Aus den in Paraffin eingebetteten Lungen wurden pro Lunge 5 Dunnschnitte mit einer
Starke von 2 um angefertigt. Dafur wurden die Gewebeschnitte sorgféltig in Wasser
schwimmend mit Hilfe eines Pinsels auf die Objekttrager aufgebracht. In einem
Wasserbad mit einer Temperatur von 47 °C wurden sie anschlieBend geglattet und zur
Trocknung senkrecht aufgestellt. Die Fixierung wurde durch Wé&rmezufuhr Gber Nacht

bei 40 °C in einem Ofen vorgenommen.

2.2.16 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Um die Inflammation der Atemorgane darzustellen wurden die Lungen nach erfolgter
Ventilation mittels flexiVent und bronchoalveoldren Lavage mit 4 % Paraformaldehyd
(w/v) in situ fixiert und mittels Hdmatoxylin und Eosin geféarbt. Dabei erscheint das
Chromatin der Zellkerne blau und Intrazellularsubstanz rosa bis rot.

Dazu werden die Paraffinschnitte mit Xylol und absteigender Alkoholreihe (100 %, 96 %
und 70 % v/v) deparaffiniert und mit destilliertem Wasser rehydriert. AnschlieRend
wurden die Objekttrager 10 min lang mit Hamatoxylin geféarbt. Nach einem weiteren

Waschschritt unter flieBendem Leitungswasser und anschlielend destilliertem Wasser
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erfolgte die Strukturfarbung mittels Eosin fur 3 min. Danach wurden die Objekttrager fur
30 Sekunden mit Leitungswasser gespult und daraufthin mittels aufsteigender
Alkoholreihe (96 %, 100 % und Xylol) entwassert. Im Anschluss wurden die Préparate

dem Xylol entnommen und mit Eukitt eingedeckt.

2.2.17 Masson-Trichrom-Farbung

Zur Hervorhebung der besonders in der fibrotischen Phase gebildeten Kollagenfasern und
Bindegewebe wurden die histologischen Lungenschnitte nach Masson-Trichrom geférbt.
Diese Farbetechnik wurde 1929 von Claude L. Pierre Masson entwickelt und farbt
Muskelfasern und Keratin rot, Kollagen und Knochen blau bis griin, das Zytoplasma rosa
und die Zellkerne braun-schwarz.

Die zu farbenden Paraffinschnitte wurden mittels Xylol und absteigender Alkoholreihe
entparaffiniert und rehydriert (s. Hamatoxylin-Eosin-Farbung). Daraufhin erfolgte die
Fixierung mittels Bouin’schen Losung fiir 60 min bei 60 °C, Spulen unter flieBendem
Leitungswasser fur 5 min und Féarbung der Zellkerne mittels Eisen- und Hamatoxylin-
Farbung nach Weigert fir 10 min. Nach einem weiteren Waschschritt unter flieRendem
Leitungswasser wurde die Farbung des Zytoplasmas mittels Biebricher Scharlachsaure-
Fuchsin fir 5 min durchgefuhrt. Danach wurde erneut gespult und die Objekttréger fur
10 min in Phosphomolybdansédure belassen. AnschlieBend wurden die Proteinfasern mit
Hilfe von Anilinblau sichtbargemacht, die Objekttrager in Aqua dest. gespilt und im
letzten Schritt fur 1 min in 1 % Essigsaure belassen. Bevor die Objekttrager eingedeckt

werden konnten wurden sie mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert.

2.2.18 Quantifizierung der Lungenschnitte mittels Ashcroft Score

Die Schwere der Fibrose wurde mittels Lichtmikroskopie beurteilt und fur die
semiquantitative histologische Analyse, der durch BLM-induzierten fibrotischen
Veranderungen, verwendet. Den Fibrosegraden wurde ein mittlerer fibrotischer
Schweregrad von 0 (normal) bis 6 (starke Zerstérung) zugeordnet und ein Mittelwert fir
jeden Objekttrager ermittelt (leicht modifiziert nach Ashcroft et al. 1988). Zu dem Zweck
erhielten 13 Beobachter mit medizinisch geschultem Hintergrund, hinsichtlich der
experimentellen Gruppen verblindet, Fotografien von Lungenschnitten. Sie wurden mit
einer Beschreibung des Mal3stabs und Beispielfotos versorgt, um sie bei der Auswertung

zu unterstiitzen. Besonders wurde dabei auf die Infiltration von Entziindungszellen, der
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Verdickung der alveol&ren Septen und der Ablagerung von Kollagen im Lungengewebe
geachtet.

2.2.18 Cytometric Bead Array

Der Cytometric Bead Array (CBA) basiert auf der Kombination von ELISA Technik und
Durchflusszytometrie und ermoglicht die Bestimmung mehrerer Zytokine. Zur
Untersuchung proinflammatorischer Mediatoren nach BLM Stimulation in den
Uberstanden der BAL, gewonnen aus Atm-defizienten und Wildtyp-Mausen, wurden BD
CBA Flex Sets (BD Biosciences-Pharmingen, USA) fir IL-6, TNF-a und CXCL1/KC
verwendet. Die gefrorenen Uberstande wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, bei
10000 rpm fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. 20 pl der Flex Set Standards
(0.274-200 pg/ml) und je 50 ul pro Probe wurden mit 20 pl Capturebeads, 20 pul Mouse
Detectionreagenz und 100 pl Enhanced Detectionreagenz pro Well einer 96-Well Platte
fur eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach einem Waschschritt
wurden die Proben mittels BD FACS Array™ Zytometer (BD Bioscience-Pharmingen,
USA) und der FCAP Array Software (BD Bioscience-Pharmingen, USA) analysiert.

2.2.19 Durchflusszytometrie

Die Expression spezifischer Oberflachenmarker zur Charakterisierung primarer
pulmonaler Epithelzellen wurde am BD Accuri™ C6 Zytometer oder BD FACSVerse
durchgefiihrt. Die Zellsuspension, zuvor eingestellt auf 0,2 x 10° Zellen in 100 pl, wurde
in FACS Rohrchen Uberfuhrt und zweimal mit PBS gewaschen. Zur Verhinderung
unspezifischer Bindungen seitens der hier untersuchten Antikérper wurden die Zellen mit
anti-CD16/32 fir 10 min geblockt und anschlieRend mit folgenden Oberflachenmarkern
fir 20 min im Dunkeln bei Raumtemperatur gefarbt: SPC-FITC, CDA45-PE,
CD326-PECy7, CD31-APC, Sca-1-FITC. Nach ein bis zwei Waschschritten wurden die
Proben in 300 pl aufgenommen und im Durchflusszytometer gemessen. Die Auswertung
der Daten erfolgte mittels FACS Suite Software.

2.2.20 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen der generierten Daten erfolgte mithilfe der GraphPad Prism®
5 Software. Die Werte sind als Mittelwerte £SEM angegeben. Sie wurden analysiert unter
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Verwendung des ungepaarten t-Tests. Fir multiple Vergleiche wurde der Kruskal-Wallis-
Test durchgefihrt. Die Ermittlung des Signifikanzniveaus p erfolgter mittels t-Test bei

normalverteilten Stichproben gleicher Varianz. Das Signifikanzniveau wurde
folgendermal3en festgelegt: * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001
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3. Ergebnisse

3.1 Differenzielle Leukozytentypisierung in der BAL

Eickmeier et al. untersuchten als erste die pulmonale Entzindung in der Atm-defizienten
Maus nach pulmonaler epithelialer Schadigung im acute lung injury Modell (ALI)
(Eickmeier et al. 2014). Nach ALI zeigte sich eine signifikant erhohte Anzahl an
Entzindungszellen in der BAL und eine signifikante Erhéhung der Sekretion
proinflammatorischer Zytokine.

Wie schon von Eickmeier et al. bereits beschrieben, besteht kein Unterschied im
prozentualen Anteil in den Gesamtzellen der BAL, der Makrophagen, Neutrophilen oder
Lymphozyten in unbehandelten Atm-defizienten Mausen im Vergleich zum Wildtyp
per se (Abbildung 10 a.-c.) (Eickmeier et al. 2014). Auch die Messung der
proinflammatorischen Zytokine wie IL-1B, IL-6 und TNF-a zeigte keine Unterschiede
zwischen den beiden Genotypen vor BLM-Applikation (Abbildung 10 d.-f.).
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Abbildung 10. Differenziale Leukozytentypisierung der BAL gewonnen aus unbehandelten Atm™-
und Atm** Méausen und Sekretion proinflammatorischer Zytokine.

Die Lungen von Atm-defizienten und Wildtyp-M&usen wurden mittels PBS/0,6 mM EDTA lavagiert und
die Zellen nach Anfertigung von Zytospins, angefarbt und anschlieBend mikroskopisch differenziert (a.-c.).
Die Uberstande der BAL wurden auf Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1p (d.), IL-6 (e.)
und TNF-a (f.) mit Hilfe des CBA untersucht (n > 5). Die Ergebnisse sind als Mittelwert +SEM angegeben.
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3.2 Charakterisierung primarer Lungenzellen von unbehandelten

Atm-defizienten und Wildtyp-Mausen

Zu den Haupttodesursachen bei A-T z&hlt die Erkrankung der Atemwege. Rezidivierende
pulmonale Entziindungen, die Bildung von Bronchiektasen und die Bildung fibrotischer
Veranderungen tragen zum Krankheitsbild der Lunge bei. Fibroblasten sind, zusammen
mit alveoldren Epithelzellen, hauptséchlich fiir den Reparaturprozess nach einer
Lungenschédigung verantwortlich (Sacco et al. 2004). Im Falle einer Schadigung erfolgt
eine UbermaRige Ablagerung von Komponenten der EZM und zur vermehrten
Proliferation der Fibroblasten, die maRgeblich an Entziindungsprozessen, die zur Fibrose
flhren, beteiligt sind (Hostettler et al. 2008).

Zur genaueren Untersuchung der pulmonalen Unterschiede wurden Lungenzellen aus
Atm-defizienten und Wildtyp-Mdusen isoliert und unter Verwendung eines
Durchflusszytometers  hinsichtlich  ihrer ~ Subpopulationen  analysiert.  Die
Charakterisierung primarer Lungenzellen unbehandelter Atm-defizienter zeigten einen
signifikanten Anstieg an SPC und EpCam doppeltpositiven, Surfactant produzierenden
alveoldren Epitheltyp-2-Zellen (AEC2) und Sca-1*/EpCam" Fibroblasten in Atm”
Mausen (AEC2: 27,07% £5,4, P <0,05; Fibroblasten: 33,37% 6,31, P <0,05) im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen (AEC2: 14,83% +3,68; Fibroblasten: 18,33% +3,31)
(Abbildung 11 b. und c.). Es konnte kein Unterschied im prozentualen Anteil der
Endothelzellen (CD31%) und hamatopoetischen Zellen (CD45%) zwischen den beiden
Genotypen festgestellt werden (Abbildung 11 a. und d.).
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Abbildung 11. Durchflusszytometrische Analyse priméarer alveoldarer Lungenzellen aus
Atm-defizienten (Atm™) und Wildtyp-Mé&usen (Atm*"*).

Die Isolation der alveoldren Lungenzellen erfolgte an Atm-defizienten (n = 5) und Wildtyp-Méausen (n = 5).
Die Lungenzellen wurden oberflachengefarbt fir a.) CD31* (Endothelzellen), b.) AEC2 (EpCam*/SPC*),
c.) Fibroblasten (EpCam’/Sca-1* und d.) hamatopoetische Zellen (CD45*) und daraufhin im
Durchflusszytometer untersucht. Die Ergebnisse sind als Mittelwert £SEM angegeben.
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3.3 Oxidativer Stress in alveolaren Typ-2 Zellen von Atm-defizienten

Mausen

Im Jahr 2016 konnte Pietzner et al. zeigen, dass es im Lungengewebe unbehandelter
Atm-defizienter Mause zu einer signifikant erhohten Akkumulation wvon
8-hydroxy-2'-desoxyguanosin, ein Marker fiir oxidativen Stress ausgeldst durch freie
Radikale, verglichen zu Wildtyp-Mausen kommt (Pietzner et al. 2016).

Zur Untersuchung der Rolle von ATM in Bezug auf die Akkumulation des oxidativen
Stresses wurden Lungenzellen aus Atm-defizienten und Wildtyp-Mausen isoliert und der
intrazellulare DCF-Level der Gesamtlungenzellen, alveolare Typ-2 Zellen und Sca-1*
mesenchymale Fibroblasten mittels Durchflusszytometrie im FITC Kanal gemessen. Die
Abbildung 12 zeigt auf der linken Seite die Gatingstrategie der Gesamtlungenzellen, der
alveoldren Epitheltyp-2 Zellen (SPC*/EpCam®) und der Sca-1*/EpCam" Fibroblasten
(Abbildung 12 a., c. und e.). Mittig ist das dazugehorige Histogramm als Overlay
(Schwarz: Atm** und Rot: Atm™) dargestellt. Auf der rechten Seite stellen die
Saulendiagramme (Abbildung 12 b., d. und f.) die kombinierten MFI-Daten
Atm-defizienter Méause im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle dar.

Die DCF-Fluoreszenz war in unbehandelten primaren Lungenzellen Atm-defizienter
Mause gesamt gesehen zum Wildtyp signifikant erhoht (Atm” 3399 MFI +4,38; Atm**
1440 MFI 5,23, P <0,05) (Abbildung 12 a. und b.). Insbesondere SPC*/EpCam™ Zellen
Atm-defizienter Méuse zeigten erhohte intrazellulare DCF-Level im Vergleich zum
Wildtyp (Atm™ 3322 MFI +6,36; Atm*'* 2072 MFI +4,42; P <0,05) (Abbildung 12 c. und
d.). Die Sca-1*/EpCam" Fibroblasten sind hingegen in den Atm”- Mé&usen gegeniiber den
gesunden Kontrollen nicht erhoht (Atm” 5587 MFI +7,39; Atm** 5579 MFI +7,61)
(Abbildung 12 e. und f.).
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Abbildung 12. Durchflusszytometrische Analysen reaktiver Sauerstoffspezies in priméren alveolaren
Lungenzellen Atm-defizienter (Atm”") und Wildtyp-Mé&use (Atm*'*).

Bei primaren Gesamtlungenzellen (a.), alveoldre Typ-2 Zellen (AEC2, c.) und Sca-1*/EpCam
mesenchymale Zellen (e.) isoliert aus Atm” (n = 5) und Atm** (n = 5) wurde mittels Durchflusszytometer
die intrazellulare DCF-Fluoreszenz gemessen. Auf der linken Seite ist die Gatingstrategie im Konturplot
und mittig das dazugehérige Histogramm als Overlay (Schwarz: Atm** und Rot: Atm”) dargestellt. Die
Saulendiagramme (b, d. und f.) stellen die kombinierten MFI Daten Atm-defizienter Mause im Vergleich
zu Wildtyp-Méusen dar. Die Ergebnisse sind als Mittelwert £SEM angegeben. MFI = mean fluorescence
intensity.

3.4 Einfluss von Bleomycin auf die Vitalitéat Atm-defizienter Mause
Atm-defiziente Mause weisen eine, aufgrund der progressiven Entwicklung des
Thymustumors, verkirzte Lebensdauer von 4-6 Monaten auf. Diese Spanne ist zu kurz
um eine intrinsische pulmonale Entziindung in der Atm” Maus auszuldsen. Aus diesem
Grunde wurde in der vorliegenden Arbeit das Bleomycinmodell in der Atm-defizienten
Maus etabliert.

Um die bronchoalveoldre Sensitivitat gegentiber reaktiver Sauerstoffspezies und
oxidativem Stress im Mausmodell gezielt untersuchen zu koénnen, wurde das
Zytostatikum BLM Atm-defizienten und gesunden Kontrollméusen oropharyngeal

appliziert. Zum einen konnte so die in den ersten zwei Wochen nach Induktion
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vorherrschende Inflammation und zum anderen die darauffolgende fibrotische Phase in
vivo analysiert werden.

Anhand der taglichen Gewichtskontrolle konnten Ergebnisse einer friiheren Arbeit von
Barlow et al. bestatigt werden, die ein signifikant reduziertes Korpergewicht der
Atm-defizienter Mé&use im Vergleich zum Wildtyp aufzeigte (Abbildung 13)
(Barlow et al. 1996).

Bei Atm” Mausen konnte eine langere Periode der Gewichtsabnahme anfangend bei
sieben bis zehn Tage nach BLM-Instillation verglichen zur Kontrollgruppe aufgezeigt
werden (Anfangsgewicht an Tag 0: 18,54 g +0,11; Tag 7: 17,20 g £0,17, P <0.01; Tag 8:
16,66 g £0,10, P <0,001; Tag 9: 16,69 g +0,15, P <0,01, Tag 10: 17,23 g £0,59, P <0,01).
Eine weitere Phase signifikanter Gewichtsabnahme erfolgte an Tag 15 (Atm”: 17,34 g
+0,48, P <0.05) wahrend die Atm** Méause nur an Tag 7 eine signifikant erniedrigte
Gewichtszunahme (Anfangsgewicht an Tag 0: 20,69 g £0,11, Tag 9: 20,54 g %0,16;
P <0,01) aufwiesen.

AuRerdem zeigt der direkte Vergleich zwischen Initialgewichts an Tag 0 und Gewicht an
Tag 28 eine signifikante Differenz des Koérpergewichts der Atm™ Méause verglichen zur

Wildtyp-Kohorte in der angegebenen Beobachtungsperiode an (Abbildung 13 b.).
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Abbildung 13. Gewichtsentwicklung nach Gabe von BLM in Atm-defizienten Mausen und Wildtyp-
Mausen im Beobachtungszeitraum von 28 Tagen.
(a.) Die Atm™ und Atm** Mause (n = 8) wurden fiinfmal pro Woche gewogen und die Gewichtsveranderung
dokumentiert. Fir die statistische Auswertung wurde ein Zweistichproben t-Test verwendet (Mann-
Whitney Test). (b.) Darstellung der Gewichtsdifferenz von Tag 0 zu Tag 28 in Atm** und Atm” Méausen.

Die Ergebnisse sind als Mittelwert £SEM angegeben. * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 jeweils bezogen
auf das Startgewicht an Tag 0 innerhalb der Genotypen.

3.5 BLM-induzierte pulmonale Inflammation in  Lungen

Atm-defizienter Mause nach BLM-Gabe

Um die Rolle von ATM bei der Wirtsantwort gegentiber pulmonalen Entziindungen nach
Schédigung der Lunge mittels BLM untersuchen zu kénnen, wurde an Tag 0, 9 und 28
nach BLM-Gabe eine (BAL) bei Atm-defizienten und Kontrollm&usen durchgefiihrt.
Neun Tage nach BLM-Gabe zeigte sich ein signifikanter Anstieg in der Gesamtzellzahl,
der in der BAL befindlichen Zellen aus Atm-defizienten Mausen (Atm” 118,65 x 103
Zellen £15,85 x 10% im Vergleich zu gleichbehandelten Wildtyp-Méausen (Atm**
52,67 x 10° Zellen +8,12 x 103, P <0,001) (Abbildung 14. a.). Dies liegt insbesondere an
der signifikanten Zunahme neutrophiler Granulozyten, welche ein prominenter Marker
far inflammatorische VVorgénge in der Lunge darstellt.

In Lungen BLM behandelter Atm-defizienter M&use kam es zu einem signifikanten
Anstieg der Neutrophilen in der BAL im Gegensatz zu den Wildtyp-Kontrollen (Atm”-
28,07 x 10° Zellen +11,43 x 103, Atm*’* 1,95 x 10° Zellen +0,83 x 10, P <0,01). Auch
die Makrophagen (Atm”- 83,35 x 10° Zellen 7,63 x 103, Atm*’* 49,11 x 10° Zellen +7,24
x 10%, P <0,001) und Lymphozyten (Atm”- 6.87 x 10° Zellen +3,07 x 10°, Atm*"* 1,61 x
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10 Zellen £0,55 x 103, P <0,05) waren in der Atm” Maus signifikant im Vergleich zum
Wildtyp am Untersuchungszeitpunkt Tag 9 erhoht (Abbildung 14 b.-d.).

Am Zeitpunkt 28 Tage nach BLM-Instillation konnten wir einen signifikanten Rickgang
dieser, fiir die inflammatorische Phase typischen, Zellen in der BAL beider Genotypen
feststellen (Gesamtzellzahl: Atm™ 47,7 x 10° Zellen 4,3, Atm*’* 33,7 x 10° Zellen £1,9;
Makrophagen: Atm™- 45,3 x 10% Zellen 3,6, Atm*'* 32,6 x 10° Zellen +1,8; Neutrophile:
Atm” 1,3 x 10° Zellen 0,7, Atm*’* 0,2 x 10° Zellen +0,2; Lymphozyten; Atm™ 1,1 x 10°
Zellen £0,2, Atm** 0,5 x 10° Zellen +0,2) (Abbildung 14 a.-d.).

Zudem war die Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie 1L-6, CXCL1/KC und
TNF-a neun Tage nach der Gabe von BLM in Atm-defizienten Mdusen wesentlich zum
Wildtyp erhéht (IL-6: Atm” 35,78 pg/ml +0,38, Atm** 6,89 pg/ml +0,21, P <0,01;
TNF-a: Atm” 6,96 pg/ml £0,12, Atm*'* 3,97 pg/ml 0,13, P <0,05; KC: Atm™ 17,39 pg/ml
+0,15, Atm** 8,42 pg/ml +0,16, P <0,05). Bis zum Zeitpunkt Tag 28 nach
BLM-Induktion konnte in den Uberstinden der bronchoalveoliren Lavagen nur noch
geringe Mengen der zu untersuchenden proinflammatorischen Zytokine mittels CBA
gemessen werden. Zwischen den beiden Genotypen war hierbei kein Unterschied
festzustellen (Abbildung 14 e.-g.).
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Abbildung 14. Differenziale Leukozytentypisierung in der BAL gewonnen aus Atm”- und Atm**
Mausen und Sekretion proinflammatorischer Zytokine.

An Tag 0, 9 und 28 wurden die Lungen Atm-defizienter und Wildtyp-Mé&use mittels PBS/1 mM EDTA
gespiilt, die Zellen nach anschlieRender Farbung mikroskopisch differenziert (a.-d.) und die Uberstinde der
BAL auf Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 (e.), TNF-a (f.) und KC/CXCL1 mit Hilfe des
CBA untersucht. Hierbei bezieht sich * im Vergleich zur Baseline (Tag 0) und # im Vergleich zu Tag 9.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert +SEM angegeben. * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; # P <0,05;
## P <0,01.

Auch in den mittels Hdmatoxylin und Eosin angeférbten histologischen Schnitten, welche
von allen drei Untersuchungszeitpunkten der jeweiligen Versuchsgruppen angefertigt
wurden, zeigte sich neun Tage nach BLM Applikation eine Infiltration von Neutrophilen
in das Lungengewebe (Abbildung 15). Vor BLM Gabe wiesen sowohl Atm*"* Mause als
auch Atm”™ Mause eine normale gesunde Lungenstruktur auf. Die Lungen der
Atm-defizienten Mause spiegelten an Tag 28 nach BLM Induktion eine starke Schadigung

der Lungenstruktur verglichen zur Wildtyp-Maus wider.
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Abbildung 15. Représentative histologische Lungenschnitte unbehandelter und BLM-behandelter
Atm-defizienter und Wildtyp-M&use an verschiedenen Untersuchungszeitpunkten zur Darstellung
der Infiltration inflammatorischer Zellen ins Lungengewebe.

Die Lungen wurden nach vorangegangenen Lungenfunktionstests und BAL mittels 4 % Paraformaldehyd
fixiert. Dann wurden 2 pm starke Schnitte angefertigt und diese mit Hdmatoxylin und Eosin angefarbt.

3.6 Manifestation fibrosierender Lungenerkrankungen in Bleomycin
behandelten Atm-defizienten Mausen

BLM ruft eine Umgestaltung der Lungenstruktur hervor und induziert den Verlust der
Lungenfunktion (Sostman et al. 1977). Kurze Zeit nach der Applikation von BLM kommt
es zu entzlindlichen Reaktionen, gefolgt von einer erhéhten Expression pro-fibrotischer
Marker wie TGF-p, Fibronectin und Procollagen-1) (Chaudhary et al. 2006).

Um inflammatorische und fibrotische Vorgange, hervorgerufen durch die BLM
Applikation, in der Lunge untersuchen zu kénnen, wurden histologische Schnitte an den
drei Untersuchungszeitpunkten (Tag 0, 9 und 28) angefertigt.

Wie schon in der Arbeit von Pietzner et al. gezeigt werden konnte, gibt es kein
Unterschied in der Lungenstruktur von Atm-defizienten und Wildtyp-M&ausen per se
(Pietzner et al. 2013). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden, denn die
Lungenschnitte Atm-defizienter und gesunder Wildtyp-Mé&use wiesen an Tag 0 ein
normales, gesundes Lungenparenchym mit intakten Alveolen auf (Abbildung 16 a.). Die
Gabe von BLM fihrte zu einer moderaten Infiltration inflammatorischer Zellen,
vornehmlich neutrophiler Granulozyten. AuRerdem lief3 sich eine anféangliche Zerstorung

der pulmonalen Epithelzellen und eine Verdickung der alveolaren Septen in
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Atm-defizienten Mé&usen verglichen zu Wildtyp-Mausen feststellen. Im weiteren Verlauf
kam es zu einer massiven Verdickung des Lungeninterstitiums und verstarkten
Zerstorung der Lungenstruktur an Tag 28 nach BLM-Installation in Atm-defizienten
Mausen.

Die Masson-Trichrom Farbung der Lungenschnitte verdeutlichte die massiven
fibrotischen Veranderungen anhand der bl&ulich-griin gefarbten Kollagenfasern im
Lungengewebe Atm-defizienter Mause verglichen zur Wildtyp-Kontrolle nach
BLM-Gabe.

Auch die standardisierte Quantifizierung der histologischen Lungenschnitte mit Hilfe des
von Ashcroft 1988 eingefliihrten Bewertungssystems, zeigte die progressiven
Veranderungen in BLM behandelten Atm-defizienten Mausen (Abbildung 16. b.-d.). Der
Ashcroft Score war in Atm-defizienten Méausen verglichen zu den Wildtyp-Méusen 28
Tage nach BLM Applikation signifikant erhoht (Atm” 4,63 +0,90, Atm** 1,5 +0,25,
P <0,05) (Abbildung 16 d.).
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Abbildung 16. Effekt von BLM auf die Kollagendeposition in der Lunge von Atm-defizienten und

Wildtyp-Mausen.

a.) Reprasentative Darstellung fibrotischer Veranderungen in dem Lungengewebe von Atm” und
Atm** Mausen sowohl vor als auch neun und achtundzwanzig Tage nach BLM-Gabe. Die histologischen
Lungenschnitte wurden mittels Ashcroft Score von verblindeten, medizinisch ausgebildeten Probanden
beurteilt (b.-d.). Die Ergebnisse sind als Mittelwert +SEM angegeben.

3.7 Effekt von BLM auf die Lungenfunktionsmessung in

Atm-defizienten Mausen

Im Jahr 2014 hat Eickmeier et al. als erste die Lungenfunktion in Atm-defizienten Mausen
nach einer akuten Lungenschédigung mittels ALI untersucht. Es zeigte sich, dass die
Atm-defiziente Maus im Vergleich zur Wildtyp-Maus eine signifikant verschlechterte

Lungenfunktion aufwies (Eickmeier et al. 2014).
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Um die Rolle von ATM auf die Lungendynamik nach BLM Induktion zu untersuchen,
wurde an allen drei Beobachtungszeitpunkten eine invasive Lungenfunktion mittels
mechanischem Ventilator bei den vier Mauskohorten durchgefuhrt. An Tag 9 und 28
wurde bei den mit BLM bzw. Placebo behandelten Mausen die Lungenfunktionsmessung
durchgefihrt. Als Basislinie dienten unbehandelte Atm-defiziente und Wildtyp-Mé&use
gleichen Alters. Dabei fiel auf, dass unbehandelte Atm-defiziente M&use einen signifikant
erhdhten Atemwiderstand (Rrs, Resistenz) und Atemwegselastizitat (Ers, Elastanz) im
Vergleich zu unbehandelten Wildtyp-Kontrollen (Tag 0, Basislinie) aufwiesen
(Abbildung 17). Wie schon von Eickmeier et al. im Jahr 2014 beschrieben konnte auch
in dieser Studie eine signifikant erniedrigte dynamische Compliance (Crs) in
unbehandelten Atm-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen festgestellt
werden (Atm™ 0,0249 cmH0/ml +0,0015; Atm*’* 0,0283 cmH,0O/ml +0,0016, P <0,05)
(Abbildung 17 d.) (Eickmeier et al. 2014).

Die Gabe von BLM fihrte innerhalb von neun Tagen zu einer signifikanten Erniedrigung
der Compliance (Atm” 0,0192 cmH,O/ml +0,0075, P <0,05; Atm*** 0,0195 cmH.0/ml
+0,0067, P <0,05) (Abbildung 17 e.) bei gleichzeitiger Erhohung des Atemwegs-
widerstands (Tag 0: Atm” 0,909 cmH20*s/ml £0,031; Atm*"* 0,638 cmH.0*s/ml +0,021,
Tag 9: Atm™ 1,073 cmH20*s/ml £0,095; Atm*"* 0,922 cmH,O*s/ml 0,035, P <0,01) und
der Atemwegselastizitit (Tag 0: Atm” 39,21 cmH.O*s/mL + 0,172; Atm** 32,68
cmH20*s/ml +£0,153, Tag 9: Atm™ 54,56 cmH.0*s/ml +0,55; Atm*/* 48,54 cmH,0*s/ml
10,32, P <0,01) sowohl bei Atm-defizienten als auch Wildtyp-Mausen im Vergleich zu
den Werten der Basislinie an Tag 0 (Abbildung 17 b. und h.).
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Abbildung 17. Einfluss von BLM auf die Lungenfunktion Atm-defizienter Mause im Vergleich zum
Wildtyp an verschiedenen Beobachtungszeitpunkten.

Die Lungenfunktion wurde bei Atm”- und Atm** Méusen vor der Gabe von BLM (links, Tag 0 n = 18), 9
(mitte, Tag 9 n > 6) und 28 Tage (rechts, Tag 28 n > 4) nach BLM-Administration invasiv gemessen. (a.-
e.) zeigt den Stromungswiderstand in den Atemwegen (Resistenz), (d.-f.) die Dehnbarkeit des
Lungengewebes (Compliance) und (g.-h.) den elastischen Widerstand in der Lunge (Elastanz). Die
Ergebnisse sind als Mittelwert +SEM angegeben. * P <0,05; ** P <0,01; # P <0,05; * bezogen auf Tag 0
(Baseline); # Unterschiede innerhalb der Genotypen.

Interessanterweise hat sich die Lungenfunktionsmessungen in Atm-defizienten M&usen
im Vergleich zum Wildtyp 28 Tage nach BLM Gabe nicht verbessert. Bei den Wildtyp-
Méusen konnte ein signifikanter Anstieg der Compliance von 0,0195 cmH>O/ml £0,0067
an Tag 9 auf 0,0236 cmH>O/ml £0,0185 (P <0,05) an Tag 28 verzeichnet werden
(Abbildung 17 f.).
Atemwegswiderstandes (Atm” 1,108 cmH.O*s/ml +0,137; Atm*’* 0,735 cmH,O*s/ml
+0,088) und der Elastizitit (Atm” 47,239 cmH.0*s/ml +0,632; Atm*™* 39,579

cmH20*s/ml +0,628) in Wildtyp Mdausen im Vergleich zur Knock-out Maus gemessen

Zudem konnte auch eine starkere Erniedrigung des
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werden (Abbildung 17 c. und i.). Dies deutet auf die verminderte Reparaturkapazitét der
Atm-defizienten Mé&use hinsichtlich irreversibler Lungenschadigung hin.

Beziiglich dieser Methode sei noch erwahnt, dass 50% der Atm-defizienten Mause an Tag
28 schon in Narkose verstorben waren bevor die Lungenfunktionsmessung begonnen
werden konnten (Daten nicht gezeigt). Dies ist hauptsachlich auf die schlechte
korperliche Konstitution der KO-Mause zurlickzuftihren, die durch die Behandlung mit

BLM weiterhin vermindert wurde.

3.8 Effekt von BLM auf die Zellviabilitat in vitro

Um das Ausmall der BLM-induzierten Schadigung in vitro zu untersuchen wurde ein
XTT Assay nach 24-stiindiger Inkubation mit BLM [100 mU] in A-549 Zellen, eine
adharent wachsende humane alveolare Typ-2 Zelllinie, durchgefihrt.

Die Inkubation mit aufsteigenden BLM Konzentrationen zeigte eine dosisabhangige
Verringerung der Zellviabilitat in der Lungenkarzinomzelllinie A-549 (A-549 + 0 mU
BLM: 2,45 +0,11, A-549 + 1 mU BLM: 2,17 £0,11, A-549 + 10 mU BLM: 1,82 +0,12,
A-549 + 100 mU BLM: 1,09 +0,13, A-549 + 500 mU BLM: 0 +0,00) (Abbildung 18).
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Abbildung 18. Effekt von BLM auf die Viabilitat der A-549 Zellen in vitro.

A-549 Zellen wurden mit verschiedenen Bleomycinkonzentration [0 mU, 1 mU, 10 mU, 100 mU und
500 mU] fiir 24 h stimuliert und mittels XTT Assay hinsichtlich ihrer Proliferation getestet. Zu dem Zweck
wurden die Lungenzellen mit ansteigenden BLM Konzentrationen fiir 24 Std. in 96-well Platten stimuliert
und die optische Dichte im Photometer bei 420 nm gemessen (n > 7). Als Positivkontrolle diente 70 %
EtOH (hier nicht gezeigt). Die Ergebnisse sind als Mittelwert £SEM angegeben. ** P <0,01; *** P <0,001.
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Die zusatzliche Inkubation mit dem ATM-Kinase Inhibitor KU55933 [10 pM] zeigte in
der Lungenkarzinomzelllinie A-549 eine signifikant erniedrigte Zellviabilitdt im
Vergleich zu nichtinhibierten A-549 Zellen (A-549 + 10 uM KU55933 Verringerung auf
0,86 £0,02 ausgehend von 1). AuBerdem wurde die Zellviabilitat durch eine 24-stiindige
BLM Stimulation in den ATM-Kinase inhibierten Zellen signifikant im Vergleich zu
nichtinhibierten A-549 Zellen herabgesetzt (A-549 + 100 mU BLM: Abnahme der
Proliferationsrate auf 0,59 +0,13, A-549 + 10 uM KU55933 + 100 mU BLM: 0,04 +£0,04)
(Abbildung 19).
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Abbildung 19. Effekt von BLM auf die Viabilitdt ATM-inhibierter A-549 Zellen in vitro.

A-549 Zellen wurden ca. 1 h vor der Bleomycinstimulation mit dem ATM-Inhibitor KU55933 behandelt
und anschlieRfend mit 100 mU BLM fiir 24 h stimuliert. Die Proliferationsrate wurde mittels XTT Assay
bestimmt (n> 5). Die Ergebnisse sind als Mittelwert +SEM angegeben. * P <0,05; ** P <0,01;
*** P <0,001.

Zur Untersuchung des Effekts von BLM auf primédre Atm-defiziente Lungenzellen,
wurden diese mit aufsteigender Konzentrationen von BLM [1 mU, 10 mU und 100 mU]
fir 24 Stunden stimuliert. Bei einer Konzentration von 100 mU BLM nahm die
Zellviabilitat in Atm-defizienten Lungenzellen signifikant im Vergleich zu Wildtyp-
Lungenzellen ab (Atm*’* + 100 mU BLM: 1,29 +1,27, Atm™ + 100 mU BLM: 0,44 +1,28)
(Abbildung 20).
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Abbildung 20. Effekt von BLM auf die Viabilitat von Lungenzellen isoliert aus Atm-defizienten
Mausen in vitro.

Die Proliferation der Gesamtlungenzellen isoliert aus Atm’- und Atm** Mausen wurde mithilfe des XTT
Assay analysiert. Zu dem Zweck wurden die Lungenzellen mit ansteigenden BLM Konzentrationen fir
24 h in 96-well Platten stimuliert und die optische Dichte im Photometer bei 420 nm gemessen (n > 7). Als
Positivkontrolle diente 70 % EtOH (hier nicht gezeigt). Die Ergebnisse sind als Mittelwert +SEM
angegeben. *** P <0,001.

3.9 Effekt von BLM auf intrazellulare ROS in vitro

Die Rolle von ATM in Bezug auf oxidativen Stress wurde in vielen Zellsystemen und
Organen bei A-T bereits untersucht (Wu et al. 2017; Yeo et al. 2017; Liu et al. 2005).
Jedoch ist die Rolle von ATM in pulmonalen Epithelzellen bis dato weitestgehend
ungeklart. Aus diesem Grunde wurde in der vorliegenden Arbeit der Effekt von BLM in
Kombination mit dem ATM-Kinase Inhibitor KU55933 auf die Bildung intrazellularer
Sauerstoffspezies mittels Durchflusszytometrie untersucht.

KU55933 behandelte A-549 Zellen zeigten im Vergleich zu unbehandelten A-549 Zellen
ein signifikant erhohtes DCF Signal. In den zuvor mit KU55933 behandelten und mit
BLM stimulierten A-549 Zellen zeigte sich eine signifikante Erhdhung im DCF Signal
im Vergleich zu A-549 Zellen bei denen die ATM-Kinase nicht inhibiert wurde (A-549
+ 100 mU BLM + 10 pM KU55933 1,33 +0,05, A-549 + BLM 1,18 +0,06, A-549 +
KU55933 1,15 +0,04, P <0,05) (Abbildung 21).

Die Abbildung 21 b.-d. zeigt aulerdem reprasentativ eine deutliche Rechtsverschiebung
der Histogramme im Overlay nach erfolgter ATM-Kinase Inhibition (a.), BLM
Stimulation (b.) und der Kombination aus KU55933 und BLM Inkubation (c.).

53



Ergebnisse

a. . -
1.5+
= —
2 T
@
2 1.0
Q
£
z
iy
= 0.54
™
Q
[m]
0.0-H— T
BLM - - + +
KU55933 - + - +
b C. d
250 250 250
200 200 200
M
A459 I 459
R o 150 I
g™ 459 g™ < \ +KU55933
E HU55933 3 3 +BLM
Y 100 O 00 A459 O 100
A459 +BLM -
f— Ad59
50 50 . 50 Y mu.‘,',qja
0 | 0L / 0 et . 4
[ 10° 10+ 10° 0 e 10° 10¢ 10° 0 10° 10° w0 10°
DCF FITC-A S DCF FITC-A DCF FITC-A

Abbildung 21. Effekt von BLM auf die Bildung von ROS in ATM-inhibierten A-549 Zellen in vitro.
a.) Quantitative Analyse der ROS-Level in ATM-inhibierten und mit 100 mU BLM (iiber 24 h) stimulierten
A-549 Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen hinsichtlich der DCF positiven Zellen im
Durchflusszytometer (n >.5). b.-d.) Reprasentative Histogramme der ROS Level in A-549 Zellen nach
Inhibierung von ATM (rot), im Vergleich zu Wildtyp-Zellen (schwarz). (b.) A-549 Zellen stimuliert mit
100 mU BLM {ber 24 h. (c.) und BLM stimulierte, ATM-Kinase inhibierte A-549 Zellen verglichen zu
Wildtyp-Zellen (d.). Die Ergebnisse sind als Mittelwert +SEM angegeben. * P <0,05; ** P <0,01.

Diese Beobachtungen konnten auch fir BLM stimulierte primére Lungenzellen
Atm-defizienter Mause gemacht werden. Atm”- Méause zeigten nach 24-stiindiger BLM
Inkubation einen signifikanten Anstieg an oxidativem Stress, gemessen anhand der
intrazelluliren DCF Expression (Fold Increase in Atm” 1,08 +0,02 verglichen zu
unbehandelten Atm”, P <0,05). Die spontane Entwicklung oxidativen Stresses ohne
zusatzliche Stimulation durch BLM zeigte keinen signifikanten Unterschied in

Atm-defizienten Mdusen im Vergleich zur Kontrollkohorte (Abbildung 22).
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Abbildung 22. Effekt von BLM auf die Bildung oxidativen Stresses in Atm-defizienten Mausen.

Die Gesamtlungenzellen von Atm” und Atm** Mausen wurden fir 24 h mit 10 mU BLM stimuliert und
anschlieend im Durchflusszytometer auf das DCF Signal hin untersucht (n = 4). Die Ergebnisse sind als
Mittelwert £SEM angegeben. * P <0,05.

3.10 Effekt von BLM auf DNA-Schadigungen in vitro

Pietzner et al. konnte, basierend auf der Analyse des 8-Hydroxy-2’-desoxyguanosin, im
Lungengewebe Atm-defizienter Mause eine signifikante Erhéhung oxidativ bedingter
DNA-Schéadigung zeigen (Pietzner et al. 2016). In dieser Arbeit wurde der Effekt von
BLM auf die DNA-Sché&digung in Lungenepithelzellen in vitro untersucht.

Auf zelluldarer Ebene fuhrt BLM zur Bildung freier Radikale, die schlieBlich zu
DNA-Strangbriichen, Fragmentierungen und Translokation und damit zu Zellschéden
fuhren kénnen. Zum Nachweis der durch BLM induzierten DNA-Schadigungen bzw.
DNA-Doppelstrangbriiche wurde eine Einzelzellelektrophorese, Comet Assay genannt,
in A-549 Zellen durchgefiihrt. Hierfur wurden die zuvor ATM-Kinase inhibierten Zellen
far 3 h mit 10 mU BLM stimuliert und nicht inhibierten Zellen gegentibergestellt. Wie
auch schon umfassend in der Literatur beschrieben fuhren die BLM induzierten DSB zu
Phosphorylierung von YH2AX (Burma et al. 2001; Riibe et al. 2008). In BLM behandelten
A-549 Zellen konnte eine deutliche Ausbildung des Kometen (Schweifes) im Vergleich
zu unbehandelten Zellen gemessen werden. Es konnten keine Unterschiede zwischen
ATM-Kinase inhibierten und nicht inhibierten A-549 Zellen festgestellt werden
(Abbildung 23 a.-b.). Diese Aussage wird zudem von der représentativen Abbildung 24
gestutzt, welche eine vermehrte Anzahl immunfluoreszenzgefarbter YH2AX Foci nach
dreistiindiger BLM Stimulation von A-549 Zellen im Vergleich zu nicht stimulierten

Zellen zeigt.
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Abbildung 23. BLM-induzierte DNA-Doppelstrangbriiche in A-549 Zellen mittels neutralem Comet-
Assay.

(a.) A-549 Zellen wurden mit oder ohne ATM-Kinase Inhibitor fir 3 h mit 10 mU BLM inkubiert und
anschlieBend im FITC Kanal des Fluoreszenzmikroskops analysiert. b.) Quantifizierung der Schweiflange
(Zellkernrand bis Schweifende) in A-549 Zellen mit oder ohne ATM-Kinase Inhibitor vor und nach BLM
Stimulation fur 3 h. Die Ergebnisse sind als Mittelwert £SEM angegeben. *** P <0,001.

unstimuliert 100 mU BLM

HH2AX-EITC

A-549

H2AX-FITC DAPI ‘:| HH2AX-FITC
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Abbildung 24. Nachweis von DNA-Schadigung in BLM stimulierten A-549 Zellen mittels
Immunfluoreszenz.

A-549 Zellen wurden mittels 100 mU BLM fir 3 h in Chamber Slides stimuliert und anschlielend erfolgte
die Immunfluoreszenzfarbung mit anti-yH2AX.
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Zudem konnte im Durchflusszytometer die zeitverzégerte Resolution der yH2AX
Expression in ATM-Kinase inhibierten Zellen der Zelllinie A-549 im Vergleich zu nicht
inhibierten Zellen herausgearbeitet werden (Abbildung 25). Vierundzwanzig Stunden
nach BLM Behandlung wiesen KU-55933 stimulierte A-549 Zellen ein signifikant
erhohtes YH2AX Signal im Vergleich zu den Kontrollzellen auf (Fold Change A-549 +
10 uM KU55933 + 100 mU BLM 87,00 £9,14, A-549 + 100 mU BLM 59,83 £6,70).
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Abbildung 25. Verminderte Reparaturkapazitat von Doppelstrangbrichen in ATM-inhibierten
A-549 Zellen nach BLM Stimulation in vitro.

A-549 Zellen wurden mit 10 uM KU55933 eine Stunde vor BLM-Stimulation [100 mU] behandelt, mittels
Accutase abgeltst und in FACS-R&hrchen dberfihrt (n > 5). AnschlieBend wurden die Zellen fixiert,
permeabilisiert, blockiert und mittels anti-yH2AX-Antikorper gefarbt und im Durchflusszytometer
analysiert. H,O; diente als Positivkontrolle (hier nicht gezeigt). Die Ergebnisse sind als Mittelwert +SEM
angegeben. * P <0,05.

Verfolgt man die Reparaturkapazitat von DNA-Doppelstrangbruchen weiterhin tiber Zeit,
zeigte sich ein signififkant erhohtes yH2AX Signal nach 24-stundiger BLM Stimulation
in ATM-Kinase inhibierten A-549 Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen auch noch
72 h nach der BLM Behandlung (24 h: Fold Change A-549 + 10 pM KU55933 + 100
mU BLM 74,00 £1,05, A-549 + 100 mU BLM 53,38 £1,21; 72 h: Fold Change A-549 +
10 uM KU55933 + 100 mU BLM 40,75 £1,14, A-549 + 100 mU BLM 28,41 +1,10)
(Abbildung 26).
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Abbildung 26. Verminderte Reparaturkapazitat von Doppelstrangbriichen in ATM-inhibierten
A-549 Zellen nach BLM Stimulation in vitro Uber 72 Stunden.

A-549 Zellen wurden mit 10 uM KU55933 eine Stunde vor BLM-Stimulation [100 mU] behandelt, mittels
Accutase abgeldst und in FACS-Réhrchen dberfiihrt (n = 4). AnschlieBend wurden die Zellen fixiert,
permeabilisiert, blockiert, mittels anti-yH2 AX-Antikdrper gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert.
H20; diente als Positivkontrolle (hier nicht gezeigt). Die Ergebnisse sind als Mittelwert £SEM angegeben.
* P <0,05.

Auch in den Gesamtlungenzellen, die aus Atm-defizienten und Wildtyp-Ma&usen isoliert
wurden, konnte anhand des signifikant erhdhten yH2AX Signals gezeigt werden, dass die
Lungenzellen der Atm-defizienten Méuse 24 Stunden nach BLM Stimulation eine
gegeniiber dem Wildtyp verminderte DSB-Reparaturkapazitat, aufwiesen (Atm™ 27,62 %
+0,78, Atm*'* 21,28 % + 1,51, P <0,05) (Abbildung 27).
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Abbildung 27. Verminderte Reparaturkapazitat von DSB nach BLM Induktion in Atm-defizienten
Mausen.

Die Gesamtlungenzellen isoliert aus Lungen von Atm-defizienten und Wildtyp Mausen wurden 3 bzw. 24 h
mit 10 mU BLM stimuliert, fixiert, permeabilisiert und im Anschluss mittels anti-yH2AX-Antik&rper
intrazellular gefarbt (n = 5). Die Analyse der Zellen erfolgte mithilfe des Durchflusszytometers. H.O- diente
als Positivkontrolle (hier nicht gezeigt). Die Ergebnisse sind als Mittelwert £SEM angegeben. * P <0,05.
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4. Diskussion

Eine der charakteristischen Eigenschaften von A-T sind rezidivierende Atemwegs-
erkrankungen, die zu erheblicher Morbiditat und Mortalitat bei den Patienten fihren. Die
Lungenerkrankung entwickelt sich im Laufe der Zeit und viele der Patienten sind im
zweiten Lebensjahrzehnt mit Bronchiektasen, chronischen Entzindungen und
Lungenfibrosen  konfrontiert.  Sinopulmonale Infektionen basierend auf der
Immundefizienz,  Aspiration  durch  dysfunktionales  Schlucken  aufgrund
neurodegenerativer Progression und Atemmuskelschwéche tragen zur Entwicklung der
Lungenerkrankungen bei A-T bei (Bhatt et al. 2015). Weitere in der Literatur
beschriebene Faktoren sind eine fehlerhafte Reparatur von Gewebeschéadigung,
systemische Entziindung und oxidativer Stress (Liu et al. 2005; Wu et al. 2017; Yeo et al.
2017).

Der zugrundeliegende Mechanismus ist noch nicht vollstdndig geklart und tber die
Progression l&sst sich zurzeit nur spekulieren, aber die Empfindlichkeit gegeniiber ROS
und ROS-induzierten DNA-Schaden missen als ein kausaler Faktor fir
Atemwegserkrankungen bei A-T betrachtet werden. Deshalb war es das Ziel der
vorliegenden Arbeit, die bronchoalveoldre Sensitivitdt gegenliber ROS und ROS-
induzierten DNA-Schéden bei A-T ndher zu untersuchen. Die Versuche wurden im
Atm-defizienten Mausmodell durchgefiihrt, da die Atm-defiziente Maus den humanen
Phénotyp gut widerspiegelt. Um eine ROS-induzierte experimentelle pulmonale
Entzindung und fibrotische Veranderungen in der Lunge auszulésen wurde das
Zytostatikum Bleomycin (BLM) eingesetzt. ROS werden immer 6fter in Zusammenhang
mit der Entstehung verschiedener Krankheiten, vor allem Arteriosklerose und Krebs
gebracht (Kattoor et al. 2017; Sa Junior et al. 2017). Es gibt verschiedene exogene und
endogene Ausldser, die flr die Entstehung von ROS verantwortlich sind. Hierbei ist aber
auch zu wissen, dass diese reaktiven Formen des Sauerstoffs, ebenso positive Funktionen
im Organismus erfillen. So dienen sie beispielsweise dazu, eindringende
Mikroorganismen abzutdten oder als Mediatoren die Synthese von korpereigenen
Botenstoffen der Zellen des Immunsystems zu stimulieren (Schieber und Chandel 2014).
Ein Ubergewicht an ROS kann durch die Umwelt (z.B. Luftschadstoffe, Schwermetalle,
Pestizide), durch Genussmittel wie Alkohol oder Tabak, oder die Einnahme diverser
Medikamente wie Zytostatika entstehen. Zu den endogenen Auslésern gehoren alle

Stoffwechselprozesse in unserem Kaorper, die mit Hilfe von Sauerstoff ablaufen, wie z.B.
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die Freisetzung von Entziindungsmediatoren durch Makrophagen und Epithel- und
Endothelzellen. Dabei nehmen die Mitochondrien in diesen Zellen eine zentrale
Bedeutung in der ROS Produktion ein. Unter normalen physiologischen Bedingungen
wird angenommen, dass etwa 2 % des in den Mitochondrien anfallenden Sauerstoffes in
ROS umgewandelt wird (Chance et al. 1979). Weitere Studien weisen darauf hin, dass
die ROS-Produktion in den Mitochondrien, die einst als unerwiinschtes Nebenprodukt
des oxidativen Metabolismus betrachtet wurde, durch Immunsignalwege reguliert und in
die Immunantwort eingebaut wird (West et al. 2011; Bulua et al. 2011). Zudem regulieren
Mitochondrien und mitochondriale ROS Bestandteile von Signalwegen, die Apoptose
(Bender und Martinou 2013), Stammzelldifferenzierung (Maryanovich und Gross 2013),
Autophagie (Chen et al. 2009) und Inflammation auf zellulérer Ebene (Mittal et al. 2014).
Frihere Studien konnten zeigen, dass Alveolarmakrophagen, die Asbestfasern ausgesetzt
waren, in der Lage waren H20 zu produzieren (Liu et al. 2013). Des Weiteren entstehen
ROS auch dann, wenn das antioxidative Abwehrsystem herunterreguliert ist. Dieses
System umfasst unter anderem Katalase, Gluthation und Superoxiddismutase (SOD).
Durch die intratracheale Verabreichung von Katalase konnte die Ausbildung einer
Asbest-induzierten Lungenfibrose in Mé&usen verhindert werden (Kliment und Oury
2010). Auch bei anderen chronischen Lungenerkrankungen wurde die Rolle der ROS bei
deren Entstehung und Manifestation beschrieben. Bei der COPD sind vier
Hauptmechanismen zu nennen: oxidativer Stress, Entziindung, ein Ungleichgewicht von
Protease und Anti-Protease und Apoptose (Sturrock et al. 2006). Bei der Pathogenese der
COPD spielt oxidativer Stress eine entscheidende Rolle, da er als Ausloser der drei
anderen Mechanismen angesehen wird (Biatas et al. 2016; Repine et al. 1997).
Oxidantien fordern zudem auch die Entziindung der COPD durch eine Aktivierung von
NF-kB, welches die Expression mehrerer entziindlicher Gene, einschlielich IL-8 und
TNF-a, reguliert (Divolis et al. 2016). Auch bei der A-T interagieren oxidativer Stress
und chronische pulmonale Entziindung und wirken als synergistische Faktoren.
McGrath-Morrow et al., zeigten bei Patienten mit A-T, dass eine permanent schwelende
pulmonale  Entzindung im  direkten = Zusammenhang mit  verdnderten
Lungenfunktionsparametern steht. (McGrath-Morrow et al. 2008; McGrath-Morrow et
al. 2016; McGrath-Morrow et al. 2010a).

Im Gegensatz hierzu fanden wir im Atm-defizienten Mausmodell keine intrinsische
Entzindung in der Lunge, was frihere Daten von Eickmeier et al., die eine leicht

eingeschrankte Lungenfunktion bei Atm-defizienten M&usen fanden, ohne Anzeichen
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einer fortschreitenden Entzlindung, bestatigen (Eickmeier et al. 2014). Dies konnte darin
begriindet sein, dass die Mause in einzeln beliifteten Kéafigen gehalten wurden und somit
nicht Keimen aus der Umgebung ausgesetzt waren, die eine pulmonale Entziindung
hatten auslésen konnen. Ein weiterer Grund, warum Lungenprobleme selten im Atm-
defizienten Mausmodell gefunden wurden, kdnnte darin bestehen, dass die Tiere im Alter
von 4-6 Monaten an Tumoren der Thymusdrise sterben, bevor sich eine
Lungenerkrankung manifestieren kann.

Eickmeier et al. konnten aber zeigen, dass Atm-defiziente Méuse veranderte Lungen-
funktionsparameter und eine beeintrachtigte Immunregulation nach einer saurebedingten
Schleimhautschadigung der Atemwege mittels HCI, im Vergleich zur gesunden
Kontrollmaus, aufweisen (Eickmeier et al. 2014). Der dieser Studie zugrunde liegende
Mechanismus basiert auf der Aspiration einer starken Sdure mit der Folge einer
Neutrophilen-abhéngigen Form der Lungenschédigung, die durch Verletzung der
Atemwege und des Alveolarepithels einschliellich der Typ-1-Alveolarepithelzellen
gekennzeichnet ist (Knight et al. 1992). Die Studie demonstrierte die hdhere pulmonale
Sensitivitat der Atm-defizienten Maus gegenuber endogenen Noxen, hatte aber den
Nachteil, dass der Unterschied zwischen schédigenden und nichtschadigenden
Saurekonzentrationen sehr gering ist. Des Weiteren aspirieren Patienten keine HCI,
sondern komplexe Mageninhalte, bei denen es sich um eine Suspension partikulérer
Substanzen, bakteriellen Produkten, Zytokinen und einem pH-Wert Uber 1,5 handelt
(Knight et al. 1992). Dieses Modell erwies sich fur uns als ungeeignet, um entziindliche
Prozesse in der Lunge, Lungenfunktionsparameter und im Besonderen in dem
Zusammenhang die ROS-induzierte DNA-Schéadigung im Atm-defizienten Mausmodell

ZU untersuchen.

Die Lungenfibrose ist eine fortschreitende und tddliche Erkrankung, die durch die
uberméliige Ablagerung von Komponenten der extrazellularen Matrix (EZM), wie
Kollagen I und I, Fibronektin und Lamin im Lungenparenchym und im distalen
Alveolarraum gekennzeichnet ist (Hardie et al. 2009). Bei der IPF, die am h&ufigsten
auftritt und die schlechteste Prognose aller idiopathischen interstitiellen Erkrankungen
aufweist, tritt die iberméaRige Produktion und Ablagerung der EZM in Bereichen auf, in
denen sich Apoptose-resistente, aktivierte Fibroblasten angesammelt haben (Hardie et al.
2009). Insbesondere kann die Apoptose von Alveolarepithel-Typ-2 Zellen zum Beispiel

bei der Hermansky-Pudlak-Syndrom-assoziierten interstitiellen Pneumonie, sowohl bei
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Méausen, als auch bei Menschen ein bekannter Grund fur die Entwicklung von
Lungenfibrose darstellen (Mahavadi et al. 2010).

In der vorliegenden Arbeit zeigte die Charakterisierung der primaren
Lungenzellpopulationen  Atm-defizienter Mause einen erhéhten Prozentsatz an
Alveolarepithel-Typ-2 Zellen (AEC2), die von einem erhohten prozentualen Anteil von
Fibroblasten im Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen begleitet wurden. AEC2 haben neben der
Produktion von Surfactant die Aufgabe als Stammzelle der teilungsunfahigen alveoléaren
Typ-1 Zellen, diese im Falle einer Schadigung, zu erneuern. Der von uns gefundene
erhohte Anteil alveoldrer Typ-2 Zellen in der Atm-defizienten Maus mit einer
Proliferation von Fibroblasten und deren Invasion vom Lungeninterstitium in die
Alveolarraume, konnte auf ein frihes Stadium des Gewebeumbaus als allgemeines
Merkmal der Fibroseprogression hinweisen (Fehrenbach 2001).

In unseren Experimenten fanden wir zudem, eine Erhéhung reaktiver Sauerstoffspezies
in den Lungenzellen Atm-defizienter M&use, insbesondere in der alveoldren Typ-2-
Population. Dieses Ergebnis ist nicht Gberraschend und steht im Einklang mit den Daten
von Pietzner et al., die erhéhte Konzentrationen von 8-Hydroxy-2'-desoxyguanosin in der
Lunge von Atm-defizienten M&usen im Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen fanden. (Pietzner
et al. 2016; Reliene et al. 2004). Zudem stiitzen sie die Hypothese, dass oxidativer Stress
an der Schadigung der Lunge bei Patienten mit A-T beteiligt ist.

Auf der anderen Seite war es Uberraschend, dass wir in Fibroblasten Atm-defizienter
Lungen keine Veranderungen in ROS gesehen haben. Eine mdgliche Erklarung konnte
sein, dass die hoheren Basalwerte von oxidativem Stress, die wir in der Sca-1* - und
CD326" Zellpopulation gefunden haben, das DCF-Signal Atm-defizienter Fibroblasten im
Durchflusszytometer tiberdecken.

Eine stetige Konfrontation mit ROS ist ein wichtiger pathogenetischer Faktor bei der
Entwicklung verschiedener entziindlicher Erkrankungen, einschlielich chronisch-
obstruktiver Lungenerkrankung, Asthma und Lungenkrebs (Barnes 2016; Rahman et al.
2006; Domej et al. 2014; Holtzman et al. 2014). Daruber hinaus sind endogene und
exogene ROS fir das Fortschreiten vieler entzundlicher Erkrankungen von zentraler
Bedeutung und spielen eine bedeutende Rolle bei der Lungenfibrose (Mittal et al. 2014).
Wiéhrend die Hauptquellen von endogenen ROS, in den Mitochondrien durch oxidative
Phosphorylierung erzeugt werden, sind die Hauptquellen fur exogene ROS mikrobielle
und virale Infektionen oder die Exposition gegeniiber Strahlung und toxischen
Substanzen (Di Rosanna und Salvatore 2012; Schumacker et al. 2014; Kim et al. 2015).
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In diesem Zusammenhang sei erwéhnt, dass der Verlust der mitochondrialen Integritét in
Verbindung mit oxidativem Stress und Schédigung bereits in Atm-defizienten Mdusen
gezeigt werden konnte (Schubert et al. 2004).

Ein kirzlich veroffentlichter Bericht zeigte, dass Streptococcus pneumoniae, ein Erreger
der an sinopulmonalen Infektionen bei A-T-Patienten beteiligt ist, DNA-
Doppelstrangbriiche und Apoptose in Epithelzellen durch Sekretion von H2O> verursacht
und somit oxidativen Stress hervorruft (Rai et al. 2015). Dartiber hinaus konnten Yeo et
al. die Anfalligkeit der alveolare Epithelzellen von A-T Patienten gegeniiber oxidativen
Stress belegen, indem sie zeigen konnten, dass oxidativer Schaden durch wiederkehrende
Infektionen durch H2O.-produzierende Mikroorganismen zu Lungenerkrankungen bei
Patienten mit A-T beitragt (Yeo et al. 2017).

Basierend auf diesen Beobachtungen und unseren Erkenntnissen kdnnte geschlussfolgert
werden, dass alveolare Epithelzellen von A-T Patienten besonders empfindlich auf
endogene und exogene ROS reagieren und, dass der Lungenerkrankung bei A-T eine
Akkumulation von oxidativem Stress und Schéadigung zugrunde liegt.

Es ist bekannt, dass die ATM-Inaktivierung mit oxidativem Stress in ATM-defizienten
Zellen verbunden ist, aber der genaue Mechanismus dieser Verénderungen ist nicht
vollstandig verstanden. Darlber hinaus gibt es keine schliissigen Beweise dafir, dass die
ATM-Kinase durch mitochondriale Dysfunktion und die damit einhergehende erhéhte
Produktion mitochondrialer reaktiver Sauerstoffspezies (MROS) aktiviert wird (Lee et al.
2014).

Ambrose et al. untersuchten die Hypothese, dass eine mitochondriale Dysfunktion direkt
zu erh6htem oxidativem Stress in A-T-Zellen beitragen kann und ihre Daten zeigten, dass
ATM die mitochondriale Homd@ostase direkt oder indirekt modulieren kann und mit

kontinuierlichem oxidativen Stress bei A-T-Patienten assoziiert ist (Ambrose et al. 2007).

Eine chronische, progressive Lungenerkrankung bei A-T-Patienten entwickelt sich im
Laufe der Zeit und die Uberwachung des Krankheitsverlaufs ist bei diesen Patienten
schwierig (McGrath-Morrow et al. 2010b).

Die Hauptgrunde hierfir finden sich zum einen in der hohen Empfindlichkeit gegentiber
ionisierender Strahlung, deshalb sollten wiederholte Rontgenaufnahmen und CT-Scans
vermieden werden (Taylor 2001; Barzilai et al. 2002). Zum anderen sind

Magnetresonanztomographie (MRT)-Sequenzen limitierend und die Durchfuhrung einer
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validen Spirometrie ist aufgrund neurologischer Schwierigkeiten erschwert (Watters
2003; Lavin 1998). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit das BLM-Modell in vivo in
der Atm-defizienten Maus etabliert, um das Fortschreiten entziindlicher und fibrotischer
Veranderungen im Lungengewebe gezielt zu verfolgen.

Um die bronchoalveoldre Empfindlichkeit gegeniiber ROS und ROS-induzierter
DNA-Schéadigung in A-T néher zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit das in
der Literatur ausfuhrlich beschriebene Bleomycinmodell etabliert, um experimentelle
entziindliche und fibrotische Verénderungen im Atm-defizienten Mausmodell zu
induzieren (Della Latta et al. 2015).

Die oropharyngeale Gabe von BLM fiihrte zu einem enormen Anstieg der pulmonalen
Inflammation in der Anfangsphase und im weiteren Verlauf zu fibrotisch veranderten
Lungenstrukturen und einer irreversiblen Verschlechterung der Lungenfunktion in
Atm-defizienten Mdusen.

BLM st ein antineoplastisches Antibiotikum, das 1966 aus dem Actinomyceten
Streptomyces verticillus isoliert wurde (Umezawa 1965). BLM bildet einen Komplex mit
Sauerstoff und Metallen wie Fe?*, was zur Bildung von Sauerstoffradikalen, DNA-
Briichen und schlieBlich zum Zelltod flhrt (Burger et al. 1981). BLM kann durch das
Enzym  Bleomycinhydrolase, eine  Cysteinprotease, die  unterschiedliche
Expressionsniveaus in den Lungen zeigt, inaktiviert werden (Sebti et al. 1989; Schwartz
et al. 1999). Die Anfalligkeit der Lunge fir BLM-induzierte Toxizitat hangt weitgehend
von den Expressionsniveaus der Bleomycinhydrolase in den Lungen ab. Spezies mit
hohen Expressionsniveaus, wie Kaninchen, sind relativ resistent gegen BLM-induzierte
Toxizitat, wohingegen Spezies mit niedrigen Expressionsniveaus, wie C57BL/6-Méuse,
eine erhohte Empfindlichkeit zeigen (Lazo und Humphreys 1983). Der Hauptnachteil ist,
dass die physiologische Relevanz von BLM oft in Frage gestellt wird, mit dem Argument,
dass die intratracheale Instillation von BLM ein "berwaltigender Stimulus™ ist, der fur
den klinischen Kontext wenig relevant ist. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die
oropharyngeale Applikation als Alternative gewahlt, die zum einen nicht-invasiv erfolgte
und damit den Stress der Versuchstiere in hohem Mal} minimierte und zum anderen
gegenuber der intranasalen Gabe von BLM enorme Vorteile, wie die Entwicklung einer
prominenteren Lungenfibrose und eine homogenere Ansammlung von Kollagen im
Lungengewebe, bietet (Egger et al. 2013).

Das Bleomycinmodell ist jedoch Limitationen unterlegen und kann nicht alle Aspekte der

menschlichen Erkrankung reprasentieren. In Kritik steht, dass die Lungenfibrose durch
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die exogene Installation von BLM und nicht natlrlich hervorgerufen wird. Auch ist die
Reversibilitat der fibrotischen Veranderungen in der Lunge, die in einigen Tiermodellen
nach erfolgter Gabe eines fibrogenen Agens beobachtet wird, ein Phdnomen, das bei
Menschen nicht auftritt. Der Krankheitsverlauf bei Tieren ist viel vorhersehbarer und der
lange Zeitraum (Jahre) der Progression der menschlichen Krankheit ist auf etwa
3 Wochen verkirzt (Moore und Hogaboam 2008). Zudem steht das Bleomycinmodell
hinsichtlich der Beurteilung des therapeutischen Potentials antifibrotischer
Therapieansétze in der Kritik. Bei der Behandlung der Erkrankung des Menschen hat
bisher jedoch keine klinische Studie vergleichbare Erfolge (Chaudhary et al. 2006). Im
Rahmen unserer Studie erwies sich BLM als idealer Stimulus um ROS-induzierte DNA-
Schédigung im Mausmodell hervorzurufen, und die ausgeldste Inflammation und
Fibrotisierung des Lungengewebes in einer Art ,Zeitraffer in den Atm-defizienten
Mausen zu untersuchen.

Die Verabreichung von BLM fihrte zu einem enormen Anstieg pulmonaler
Entzindungen und fibrotischen Verdnderungen im Lungengewebe Atm-defizienter
Mause, begleitet von einer signifikanten Verschlechterung der Lungenfunktion.
Interessanterweise zeigten Lungenfunktionstests eine irreversible Verdnderung des
Atemwegswiderstands, der Elastance und der Compliance nach der BLM-Gabe aufgrund
der fibrotisierenden Gewebeveranderungen und somit einhergehend eine Versteifung der
Lungenstruktur. Dies spiegelte sich auch im Gewichtsverlust wider.

Die Daten zeigen Parallelen zu Lungenfunktionsuntersuchungen bei dalteren A-T-
Patienten auf, die ein gemischtes Muster von obstruktiven und restriktiven
Lungenerkrankungen zeigen (Schroeder und Zielen 2014; McGrath-Morrow et al. 2014).
Montella et al. zeigten frihe strukturelle Verénderungen, wie Bronchiektasien und
Gewebeverdichtung in den Lungen von A-T-Patienten mittels Hochfeld-MRT (Montella
et al. 2013). Dies lasst sich tbereinstimmend in Atm-defizienten Mausen finden, die eine
verringerte Compliance und eine erhohte Obstruktion aufwiesen. Folgt man dieser
Argumentationslinie, kénnte eine permanente unterschwellige Entzlindung, die mit einer
niedrigeren Lungenfunktion assoziiert ist, ein weiterer Hinweis auf VVeranderungen in der

Lungenhomd@ostase von A-T-Patienten sein (McGrath-Morrow et al. 2016).

Angesichts der beobachteten erhohten Entziindung, die zu starken fibrotischen
Veranderungen und irreversiblen Gewebeschéden flihrte, zeigen unsere Ergebnisse eine

sehr hohe Sensitivitat und einen geringen Schutz der A-T Lungen gegen ROS und ROS-
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induzierende DNA-schadigende Mittel. Der Ausdruck ROS bezieht sich auf zellulare
Sauerstoffradikale, einschlieRlich Superoxid (O2¢’), Wasserstoffperoxid (H202) und
Hydroxylradikal (¢OH), die als Folge der Exposition gegeniiber toxischen Agenzien und
als Sauerstoffnebenprodukte erzeugt werden koénnen (Sen und Packer 1996). Als
Secondmessenger kann ROS Zellproliferation, Apoptose und Transformation regulieren
(Azad et al. 2009). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, inwieweit ATM
eine zentrale Rolle fir die Epithelzellintegritat nach BLM-induzierten ROS und ROS-
induzierende DNA-Schadigung spielt.

Die BLM-Behandlung von isolierten primdren AEC2 aus Atm-defizienten Mausen und
der humanen epithelialen Zelllinie A-549 mit dem ATM-Kinase-Inhibitor KU55933
stitzt diese Hypothese. Kalifa et al. konnten zudem zeigen, dass
DNA-Doppelstrangbriiche die ATM-Kinase in Anwesenheit einer mitochondrialen
Dysfunktion in menschlichen A-549-Adenokarzinomzellen aktivierten (Kalifa et al.
2014).

Die Inhibierung von ATM in AEC2-Zellen und die Behandlung mit BLM flihrte zu einer
signifikant verringerten Zellviabilitat im Vergleich zu ATM-kompetenten Zellen und zu
einer Verzogerung in der Resolution der YH2AX-Expression (Allio und Preston 2000).
Vor allem aber fiihrte eine ATM-Defizienz zu einer Zunahme der spontanen
intrazellularen ROS, die nach der Behandlung mit BLM signifikant erhéht war. Aktuelle
Daten zeigen die zytotoxischen und mutagenen Effekte von BLM auf Epithelzellen und
bestatigen die Rolle von ATM bei der adaquaten Funktion der DNA-Reparatur als
Antwort auf BLM-induzierte DNA-Schaden (Allio und Preston 2000; Elson et al. 1996).
Hohe Spiegel von ROS nach Exposition mit BLM wurden auch beim Nijmegen Breakage
Syndrom (NBS), einem weiteren genetischen Instabilitatssyndrom, gezeigt (Krenzlin et
al. 2012). Daruber hinaus haben Guo et al. kiirzlich postuliert, dass ROS in Abwesenheit
von DNA-Doppelstrangbriichen eine ATM-Aktivierung induziert (Guo et al. 2010).
Diese Erkenntnis ist aufgrund der entscheidenden Rolle von ROS in A-T von grofer
Bedeutung. Viele Gruppen, einschliel3lich unserer, haben gezeigt, dass der Verlust von
ATM in Verbindung mit erhéhten ROS-Konzentrationen und einer Uberempfindlichkeit
gegenliber Substanzen, die oxidativen Stress in verschiedenen Zellen und Geweben
induzieren, steht (Barlow et al. 1996; Reichenbach et al. 1999; Ito et al. 2007). In dieser
Hinsicht ist die Empfindlichkeit gegenliber ROS in Lungenepithelzellen eine logische
Konsequenz und unterstutzt die Hypothese, dass oxidativer Stress zu

Lungenerkrankungen in A-T beitragen kann.
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Der zugrundeliegende Mechanismus ist aber bisher nur ansatzweise verstanden. ATM
wird nach DNA-Doppelstrangbriichen durch den Mrell-Rad50-Nbsl (MRN)-DNA-
Reparaturkomplex aktiviert und koordiniert die Reaktion auf den entstandenen
DNA-Schaden (Kurz und Lees-Miller 2004). ROS resultieren hauptsachlich in
DNA-Basenschaden oder Schaden am Zuckergeriist der DNA, die zur Bildung von
Einzelstrangbriichen (engl. single strand breaks, SSB) fiihren (Woodbine et al. 2011).
Guo et al. demonstrierten, dass die Oxidation von ATM direkt, in Abwesenheit von
DNA-DSBs und dem MRN-Komplex, eine ATM-Aktivierung induziert (Guo et al.
2010). Die oxidierte Form von ATM ist ein tber Disulfidbriicken vernetztes Dimer. Die
Mutation eines Cysteinrests, der an der Disulfidbriickenbildung beteiligt ist, blockiert
spezifisch die Aktivierung von ATM durch den Oxidationsweg und unterstreicht die
Beobachtungen, dass ATM ein wichtiger Sensor firr reaktive Sauerstoffspezies in
menschlichen Zellen ist.

Durch eine gezielte Mutation von zwei Arginin-Resten (R2579 und R2580), am Ende des
FAT-Domane (FRAP/ATM/TRRAP) von ATM zu zwei Alanin-Resten (R2579A und
R2580A), konnten Lee et al. kiirzlich eine Aktivierung von ATM nach DSBs, aber nicht
durch oxidativen Stress zeigen. Weiterhin fanden sie, dass eine Aktivierung von ATM
uber diese beiden unabhédngigen Signalwege die mitochondriale Funktion und die
Autophagie fordert, wodurch das Uberleben der Zelle gesichert wird. Die Aktivierung
von ATM Uber oxidativen Stress fuhrt zusétzlich zu einer Beseitigung toxischer
Proteinaggregate. Die Resultate erweitern die Rolle von ATM und legen nahe, dass der
Verlust der ATM-Funktion, wie bei der neurodegenerativen Erkrankung, aber auch bei
der Lungenschadigung, einen breiteren zelluldren Stress verursacht und nicht nur auf
einer fehlerhaften Antwort nach DNA-Schadigung zurtickzufuhren ist (Lee et al. 2018).
Unsere Ergebnisse zeigen erstmals die hohe bronchoalveoldre Sensitivitat gegentber
ROS- und ROS-induzierten DNA-Schaden im Atm-defizienten Mausmodell und
unterstitzen die Hypothese, dass ATM eine zentrale Rolle bei der Kontrolle von
oxidativem Stress auf die Inflammation und die fibrotischen Verédnderungen der Lunge
spielt. Hierbei bieten ROS einen neuen Ansatzpunkt fur die Entwicklung innovativer
Therapieoptionen. Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um tiefere Einblicke in
den Mechanismus von oxidativem Stress auf die Lungenschadigung bei A-T zu erlangen.
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5. Ausblick

Die Atemwegserkrankung verursacht eine signifikante Morbiditat bei Patienten mit
Ataxia-Teleangiectasia. Oxidativer Stress und anhaltende unterschwellige Entziindung
gelten als Schlusselfaktoren, die zur Pathogenese der Erkrankung beitragen. Die
Serin/Threonin-Kinase ATM fungiert als ein kritischer Regulator in der Zelle und reagiert
auf verschiedene Formen von Zellstress, einschlieBlich oxidativem Stress und
DNA-Strangbriichen. Da ATM fiir eine antioxidative Reaktion entscheidend ist, ist eine
ATM-Defizienz mit erhdhtem oxidativem Stress und Schaden verbunden. Durch die
zelluldre Redox-Homoostase werden die Apoptosewege streng reguliert. Daher kann
erhohter oxidativer Stress zum Zelltod flhren.

Es gibt verschiedene Formen des programmierten Zelltodes, einschlie3lich Apoptose und
Nekroptose. Bei A-T ist bis zum jetzigen Zeitpunkt die Frage, wie unterschiedliche
Formen des programmierten Zelltodes zur Pathogenese oder Progression der
Lungenerkrankung beitragen, noch ungeklart. So kénnte z.B. die ROS-abhangige
Nekroptose in murinen Atm-defizienten Lungenfibroblasten und die Signalwege, die zum
programmierten Zelltod fihren, genauer untersucht werden, um die molekularen
Mechanismen der Lungenfunktionsstorung in A-T zu verstehen und neue Ziele fir
therapeutische Interventionen zu entwickeln.

Als weitere Therapieoption bietet der Einsatz von mesenchymalen Stammzellen (MSCs)
fur die Behandlung fibrotischer Lungenerkrankungen grofles Potential. In den letzten
zwei Jahrzehnten wurden Therapien basierend auf der Transplantation von MSCs
aufgrund ihres Potenzials fur die Gewebereparatur und Regeneration bei der Behandlung
verschiedener Krankheiten in klinischen Studien getestet (Rafii et al. 2013). Daher kénnte
die Transplantation von MSCs im BLM-induzierten Lungenschadigungsmodell in
Atm-defizienten Mdusen helfen, die anti-inflammatorische und anti-oxidative Wirkung

ZU untersuchen.
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